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1 Einführung 
 

1.1 Phosphororganische Verbindungen 

1.1.1 Geschichte 

Die Erforschung phosphororganischer Verbindungen, auch Organophosphate (OP) genannt, 

für die Nutzung als chemische Waffe beginnt in den 30er-Jahren des 20. Jahrhunderts. 

Gerhard Schrader begann 1934 bei der I.G. Farbenindustrie, unter Otto Bayer, mit der 

Entwicklung synthetischer Insektizide [1, 2]. Ab 1936 wandte Schrader sich den 

Organophosphaten zu, deren toxische Wirkung einige Jahre zuvor von Lange und Krüger 

erstmalig beschrieben wurde [3]. Im März 1937 ließ er sich eine allgemeine Formel für alle 

Insektizide auf Organophosphat-Basis patentieren. Seine Arbeiten auf dem Gebiet der 

Organophosphat-Pestizide führten zur Synthese von über 2000 Verbindungen, darunter auch 

das hochgifte Tabun (1936) und Sarin (1937) [4]. 1937 wurden Proben von Sarin und Tabun an 

die Abteilung für chemische Waffen des deutschen Heereswaffenamtes (Wa Prüf 9) geschickt, 

wo ihr Wert für militärische Zwecke sofort erkannt wurde und daher alle Patenanmeldungen 

zu diesen Verbindungen als geheim deklariert wurden [3, 4].  Ein weiterer Nervenkampfstoff 

namens Soman wurde 1944 von dem Nobelpreisträger Richard Kuhn erstmalig synthetisiert. 

Bis zum Ende des zweiten Weltkriegs wurden etwa 10 000 bis 12 000 Tonnen Tabun und 600 

Tonnen Sarin hergestellt [3, 4] 

Mittlerweile ist jedoch eine Vielzahl weiterer Substanzen bekannt, die sich von diesen 

phosphororganischen Verbindungen ableiten lassen und als Nervenkampfstoffe eingesetzt 

werden. Die OPs Sarin, Tabun, Soman und auch Cyclosarin zählen zu den Kampstoffe der G-

Reihe („G“ für Germany) [Abb. 2]. Neben den Kampfstoffen der G-Reihe gibt es auch noch die 

Kampfstoffe der V-Reihe („V“ für Victory) [Abb. 3], wie VX, VR und CVX. Die Erforschung dieser 

Nervenkampfstoffe geht auf den Chemiker Ranajit Gosh zurück, der für das britische 

Unternehmen Imperial Chemical Industries an Pflanzenschutzmitteln geforscht hat und auf 

Lars-Erik Tammelin. Dieser war im Auftrag für das Schwedische Forschungsinstitut der 

Verteidigung seit den 1950er-Jahren ebenfalls an der Entwicklung der V-Reibe beteiligt [2-4]. 

Eine weitere Klasse von Nervenkampstoffen ist die Novichok-Reihe (russ. für „Neuling“), 

welche in den 1970er-Jahren in der Sowjetunion entwickelt und anschließend bis in die 1990er 

in Russland weiter erforscht wurden [5, 6]. 

Phosphororganische Verbindungen sind seit ihrer Nutzung als chemische Waffen in den 

letzten Jahrzehnten mehrfach eingesetzt worden. Von irakischen Streitkräften wurde im 

ersten Golfkrieg u.a. Tabun und Sarin eingesetzt [7]. Weiterhin kam es 1988 durch irakische 

Streitkräfte im irakischen Halabdscha zu einem Einsatz von Senfgas und Sarin gegen die 

kurdische Bevölkerung [1]. 1995 wurde bei einem Terroranschlag in der U-Bahn von Tokyo 

von der Aum Shinrikyo Sekte Sarin eingesetzt und dadurch 13 Menschen getötet [8]. Der 

Halbbruder des nordkoreanischen Staatschefs Kim Jong-un, Kim Jong-nam, wurde im Februar 

2017 bei einem Attentat am Flughafen von Kuala Lumpur durch VX ermordet [9]. Weiterhin 

wurden 2018 der ehemalige britische Spion Sergei Skripal und seine Tochter im britischen
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Salisbury durch einen Nervenkampfstoff der Novichok-Reihe schwer vergiftet [9]. Ein weiteres 

Attentat mit einem Novichok-Nervenkampfstoff erfolgte 2020 gegen den russischen 

Oppositionspolitiker Alexei Nawalny, welcher ebenfalls schwer vergiftet wurde [9, 10].  

1.1.2 Chemische Strukturen 

Alle OP-Nervenkampfstoffe gleichen sich in ihrer Grundstruktur, welche durch die sog. 

„Schrader-Formel“ beschrieben wird [Abb. 1]. 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Allgemeiner Aufbau phosphororganischer Verbindungen (Schrader-Formel) 

nach [2]. R1, R2 = Alkyl-, Alkoxy-, oder (Dialkyl)aminogruppen; X = Halogenid oder 

Pseudohalogenid 

 

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwähnt, lassen sich die als Nervenkampfstoffe 

verwendeten Organophosphate in 3 verschiedene Gruppen einteilen: die G-Reihe, die V-Reihe 

und die Novichok-Reihe. Dies ist jedoch keine chemische Einteilung der Verbindungen, 

sondern eher historisch durch ihre Entwicklung bedingt. Trotzdem lassen sich den einzelnen 

Reihen bestimmte chemische Eigenschaften zuweisen. Während es sich bei den 

Nervenkampfstoffen der G-Reihe [Abb. 2] um nicht-persistente und relativ flüchtige 

Verbindungen handelt, haben die Nervenkampfstoffe der V-Reihe [Abb. 3] eine deutlich 

geringere Volatilität und somit eine deutlich größere Persistenz. Ihre Konsistenz als Reinstoff 

wird als zähflüssig und ölartig beschrieben [11]. Neben einer geringeren Hydrolyse -Anfälligkeit 

und somit höheren Stabilität im Vergleich zu den G-Stoffen, zeigt sich für V-Stoffe zusätzlich 

eine deutlich höhere Toxizität (LD50 7 µg·kg−1 für VX (Ratte, i.v.)  und 39 μg·kg−1 für Sarin 

(Ratte, i.v.)) [11, 12].  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Prominente Vertreter der G-Reihe (vereinfachte Darstellung, ohne Angabe der 

Stereochemie) 
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Abbildung 3: Prominente Vertreter der V-Reihe (vereinfachte Darstellung, ohne Angabe der 

Stereochemie) 

 

1.2 Vergiftungen durch Phosphororganische Verbindungen 

1.2.1 Das cholinerge System 

Angriffspunkt einer Vergiftung mit Organophosphaten im menschlichen Körper ist das 

cholinerge System. Der Neurotransmitter des cholinergen Systems ist Acetylcholin und 

gleichzeitig einer der wichtigsten Neurotransmitter des Menschen. Cholinerge Neurone 

finden sich im somatischen Nervensystem an der neuromuskulären Endplatte und sind hier 

an der Kontraktion der quergestreiften Muskulatur beteiligt. Im vegetativen Nervensystem 

findet sich ACh an präganglionären Neuronen des Sympathikus und an postganglionären  

sympathischen Neuronen zu den Schweißdrüsen. Im Parasympathikus an prä- und 

postganglionären Neuronen und wirkt hier hauptsächlich an glatten Muskelzellen (Steigerung 

der Darmmotilität, Bronchokonstriktion, Miosis, Kontraktion der Blase) oder Drüsen 

(gesteigerte Sekretion in Speichel-, Tränen-, Verdauungs-, Bronchialdrüsen), aber auch am 

Herzen (Senkung der Erregungsleitung und Herzfrequenz) und im ZNS (Steigerung der 

kognitiven Leistungsfähigkeit). 

Diese durch ACh vermittelten cholinergen Effekte werden postsynaptisch von zwei 

membranständigen Rezeptoren übertragen, den nikotinergen (nAChR) und muskarinergen 

(mAChR) Acetylcholinrezeptoren. Der nAChR ist ein Liganden-gesteuerter Ionenkanal 

(ionotroper Rezeptor) und befindet sich an der neuromuskulären Endpl atte der 

Skelettmuskeln und in den Ganglien des vegetativen Nervensystems. Der mAChR ist hingegen 

ein G-Protein gekoppelter Rezeptor (metabotroper Rezeptor) , welcher hauptsächlich im 

zentralen und parasympathischen Nervensystem vorkommt. 

Ein weiteres wichtiges Protein im cholinergen System ist das Enzym Acetylcholinesterase  

(AChE). Dieses Enzym spielt eine entscheidende Rolle, da es den Neurotransmitter ACh im 

synaptischen Spalt abbaut und somit die Signalübertragung von Prä- zu Postsynapse beendet. 

Die AChE gehört zu der Gruppe der Cholin-Esterasen, welche Cholin-Ester (z.B. ACh) 

hydrolytisch spalten. Im Falle von ACh entsteht hierbei Essigsäure und Cholin.  Durch diese 

Spaltung sorgt die AChE für eine Regulierung der Konzentration des Neurotransmitters ACh 

im synaptischen Spalt, was entscheidend ist für die Kontrolle und Feinabstimmung der 

cholinergen Reizweiterleitung. Somit trägt das Enzym wesentlich zum reibungslosen 

Funktionieren des kompletten Nervensystems bei, besonders bei der Regulierung vegetativer 

Prozesse und der Steuerung von Muskelkontraktionen [Abb. 4] [13-15].
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Abbildung 4: Schematische Darstellung einer cholinergen Synapse nach [15]. 

 

1.2.2 Pathophysiologie der Organophosphatvergiftung 

Unabhängig von der Struktur des Organophosphats, liegt einer Vergiftung immer der gleiche 

Mechanismus zu Grunde, die irreversible Hemmung der AChE [16]. Wie in Kapitel 1.2.1 bereits 

beschrieben, sorgt die AChE für den Abbau des Neurotransmitters ACh im synaptischen Spalt 

und beendet somit die cholinerge Reizweiterleitung. Da die AChE nun gehemmt und somit 

funktionslos ist, wird ACh nicht mehr abgebaut und kumuliert im synaptischen Spalt, was 

schließlich zu einer Dauererregung der nAChR und mAChR an der Postsynapse bzw. 

neuromuskulären Endplatte führt. Unbehandelt kommt es zur cholinergen Krise und 

letztendlich zum Tod durch Lähmung der Atemmuskulatur [17-19]. 

Die hydrolytische Spaltung von ACh erfolgt durch die sog. katalytische Triade im aktiven 

Zentrum der AChE, an der im Wesentlichen die drei Aminosäuren Serin, Histidin und Glutamat 

beteiligt sind. Durch einen nucleophilen Angriff der Hydroxyl -Gruppe des Serins auf den 

Carbonylkohlenstoff des Acetylcholins wird zunächst, unter katalytischer Beteiligung von 

Glutamat und Histidin, die Acetylfunktion des Substrats auf Serin übertragen und aus der 

Esterbindung gelöst, wodurch Cholin freigesetzt wird. Danach erfolgt ein nucleophiler Angriff 

von Wasser am Carbonylkohlenstoff des Acetyl-Serin-Intermediats unter Abspaltung von 

Essigsäure. Serin liegt nun wieder in seinem Ausgangszustand vor. Gelangt aber anstelle von 

ACh ein Organophosphat-Molekül in das aktive Zentrum der Acetylcholinesterase, wird nun 

anstelle des Acetyl-Rests ein Phosphoryl- bzw. Phosphonyl-Rest des OP, unter Abspaltung  
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einer Abgangsgruppe, auf die Hydroxyl-Gruppe des Serins übertragen. Auf Grund der hohen 

Stabilität dieses OP-AChE-Komplexes ist die Nucleophilie des Wassermoleküls nicht mehr       

ausreichend, um das Organophosphat vom Serin zu lösen. Die AChE ist somit gehemmt [20-

22]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der katalytischen Triade im aktiven Zentrum der 

Acetylcholinesterase nach [23]. 

 

1.2.3 Therapiemöglichkeiten 

Bei einer Vergiftung durch phosphororganische Verbindungen stehen mehrere 

Therapieoptionen zur Auswahl. Durch die frühzeitige Gabe von Oximen (z.B. Pralidoxim oder 

Obidoxim) kann eine Reaktivierung der Acetylcholinesterase, durch Abspaltung des kovalent 

gebundenen Phosphoryl- bzw. Phosphonyl-Rests erreicht werden. Die Abspaltung erfolgt 

durch einen nucleophilen Angriff des Oxims auf den am Serin gebundenen Phosphoryl- bzw. 

Phosphonyl-Rest [Abb. 5] [24-26]. Um die muskarinergen Effekte des im synaptischen Spalt 

kumulierten Acetylcholins zu antagonisieren, wird das Anticholinergikum Atropin eingesetzt. 

Dieses wirkt durch kompetitive Inhibition der muskarinischen Acetylcholinrezeptoren, in dem 

es Acetylcholin vom Rezeptor verdrängt und somit die Reizweiterleitung unterbricht [27]. 

Weiterhin werden zur Behandlung von Krämpfen und zur Neuroprotektion Benzodiazepine 

wie Diazepam gegeben. Zusätzlich werden zum Erhalt lebensnotwendiger Funktionen auch 

noch allgemeine Maßnahmen wie Beatmung, Herz-Lungen-Wiederbelebung oder 

Dekontamination durch Entfernung der Kleider und Reinigen der Haut durchgeführt. Leider 
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bringt diese Therapie einige Einschränkungen mit sich. Anticholinergika wie Atropin wirken 

nur auf die muskarinergen Effekte, nicht aber auf die nikotinergen [28]. Somit kann zwar einer 

Bronchokonstriktion entgegengewirkt werden, aber keiner Entkrampfung der 

Atemmuskulatur. Weiterhin müssen Oxime vor der „Alterung“ des OP-Enzym-Komplexes 

gegeben werden [Abb. 6]. Hier kommt es zu einer hydrolytischen Abspaltung eines Alkoxy-

Rests des phosphorylierten- bzw. phosphonylierten Serins. Auf Grund dieser Alterung muss 

eine Oxim-Gabe möglichst frühzeitig erfolgen, da sonst eine Reaktivierung der gehemmten 

AChE nicht mehr möglich ist. Das Enzym bleibt dauerhaft gehemmt und eine 

Wiederherstellung der AChE-Aktivität ist erst wieder durch de-novo-Synthese möglich [29-31]. 

Weitere Einschränkungen einer Therapie mit Oximen sind zudem die schlechte Passage durch 

die Blut-Hirn-Schranke und die Tatsache, dass trotz jahrzehntelanger Forschung noch kein 

„Breitbandoxim“ verfügbar ist [25,32]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Mögliche Reaktionswege einer OP-gehemmten AChE nach [34]. 

 

Auf Grund dieser Limitationen wird intensiv an alternativen Therapieoptionen geforscht.  

Besonders sogenannte „Scavenger“ stehen im Fokus der aktuellen Forschung [33]. Die 

Wirkung beruht auf der Bindung oder Hydrolyse des Organophosphats in der Blutbahn, bevor 

es zu einer Hemmung der AChE in Zielorganen kommt und eine irreversible Hemmung des 

Enzyms stattfindet.  Scavenger können in zwei Gruppen eingeteilt werden: small molecule 

Scavenger und Bioscavanger. Zu den small molecule Scavengern zählen cyclische 

Verbindungen wie Cyclodextrine oder Calixarene. Diese sind in der Lage Komplexe mit den 

OPs zu bilden, wodurch sie so deren die toxische Wirkung verhindern. Zu den Bioscavengern 

zählen Enzyme wie die AChE oder die Butyrylcholinesterase (BChE), welche im menschlichen 

Organismus hauptsächlich in der Leber und im Blut vorkommt. Durch die Gabe von exogener, 

humaner AChE und BChE werden dem Körper weitere Bindungspartner, zusätzlich zu den
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körpereigenen, zur Verfügung gestellt, an welche die Organophosphate binden können. Ein 

großer Nachteil dieser Therapie ist, dass diese Art von Bioscavengern stöchiometrisch wirken 

und während der Detoxifikation verbraucht werden. Dem Patienten müssen somit große 

Mengen zugeführt werden, was zu einem hohen Kosten- und Produktionsaufwand führt [35, 

36].  

Eine Alternative hierfür wären katalytisch wirksame Bioscavenger. Diese haben die Fähigkeit, 

OPs mittels Hydrolyse abzubauen. Dabei spalten sie die PO- bzw. PS-Bindung dieser 

Verbindungen, wodurch sie inaktiviert oder in ungiftigere Abbauprodukte umgewandelt 

werden. Da diese Bioscavenger enzymatisch wirken, stehen sie anschließend wieder für 

Reaktionen mit weiteren OP-Molekülen zur Verfügung. Im Vergleich zu den stöchiometrisch 

wirkenden Bioscavengern sind somit deutlich geringere Behandlungsmengen erforderlich [36, 

37].  Phosphotriesterasen (PTE) sind eine vielversprechende Klasse von katalytisch wirksamen 

Bioscavengern. Sie sind Aryldialkylphosphatasen und Teil der Aminohydrolase-

Proteinsuperfamilie. Weiterhin handelt es sich um Metalloenzyme, welche Zn2+ als zentrales 

Ion enthalten. Ursprünglich aus Bakterien wie Agrobacterium radiobacter oder 

Brevundimonas diminuta isoliert, zielt die Weiterentwicklung von PTEs durch 

Proteinengineering u.a. darauf ab, sowohl die katalytische Aktivität zu verbessern, als auch die 

enantioselektive Wirkung, insbesonders im Hinblick auf VX und dessen toxischeres (-)-VX 

Enantiomer [38, 39]. Dies macht sie zu äußerst aussichtsreichen Kandidaten in der 

Wirkstoffentwicklung bei OP-Vergiftungen [40,41]. 

 

1.3 Instrumentelle Analytik 

1.3.1 (Hochleistungs)-flüssigkeitschromatographie, (HP)LC 

Die Chromatographie ist eine chemisch-analytische Methode zur Auftrennung, Identifizierung 

und quantitativen Bestimmung der Bestandteile komplexer Substanzgemische. Während 

einer chromatographischen Analyse wird die Substanzmischung durch ein System aus zwei 

Phasen bewegt: einer stationären und einer mobilen Phase. Die stationäre  Phase bleibt dabei 

fest bzw. unbeweglich, während die mobile Phase, welche flüssig oder gasförmig sein kann, 

entlang der stationären Phase fließt. Je nach ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften, 

verteilen sich die zu analysierenden Substanzen unterschiedlich stark zwischen stationärer 

und mobiler Phase. Durch diese unterschiedlich starken Wechselwirkungen werden die 

Analyten mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten bewegt, was schließlich zu ihrer 

Auftrennung führt [42, 43]. 
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines Hochleistungsflüssigkeitschromatographen nach 

[44]. 

 

Im Falle der (Hochleistungs)-flüssigkeitschromatographie wird die hier flüssige mobile Phase 

mit hohem Druck durch eine Trennsäule, welche die stationäre Phase enthält, gepumpt. Durch 

dieses Verfahren werden hohe Trennleistungen und schnelle Analysezeiten erreicht [Abb. 7]. 

Die Messung der aufgetrennten Substanzen kann durch verschiedene Typen von Detektoren 

erreicht werden, wie UV/vis-Detektoren, Diodenarraydetektoren (DAD) oder mit 

Massenspektrometern (MS). Die Ergebnisse werden in Form von Chromatogrammen 

dargestellt, welche die Zeitpunkte (Retentionszeiten) und Intensitäten der detektierten 

Signale zeigen [Abb. 8] [42,43]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Flüssigchromatogramms nach [39].
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1.3.2 Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) 

Die Massenspektrometrie ist ein chemisch-analytisches Messverfahren zur Bestimmung der 

Masse von Atomen oder Molekülen anhand ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z). Diese 

Analysetechnik kann sowohl zur Strukturaufklärung und Identifizierung unbekannter 

Substanzen, aber auch zur Quantifizierung dieser verwendet werden. Entscheidend bei der 

Massenspektrometrie ist, dass nur Ionen, also geladene Atome bzw. Moleküle, erfasst 

werden. Diese Ionen werden bei der Kopplung des Massenspektrometers mit einem 

Flüssigchromatographen (LC-MS) durch Elektrospray-Ionisation (ESI), oder durch chemische 

Ionisation bei Atmosphärendruck (APCI) in der Ionenquelle erzeugt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers nach 

[48]. 

 

Durch Kopplung zweier Massenspektrometer (Tandem-Massenspektrometrie, MS/MS) lassen 

sich u.a. die Selektivität und die Empfindlichkeit (Nachweisgrenze) einer 

Quantifizierungsmethode deutlich verbessern, wie auch Fragmentierungen studieren. Die 

gängigsten Tandem-Massenspektrometer sind sog. Triple-Quadrupol-Massenspektrometer 

„triple quads“. Hier sind drei Quadrupole (Q1, Q2, Q3) nacheinander angeordnet. Während 

der Q1 und Q3 als „Massenfilter“ dienen, wird der Q2 als Kollisionskammer genutzt. Dort 

kollidieren die Ionen mit einem Inertgas (meist Stickstoff) und es kommt zur Fragmentierung 

[Abb. 9].  

Die so entstandenen Fragmente/Produkt-Ionen können im Q3 nun „gescannt“ oder selektiv 

betrachtet werden. Wird der Q3 im Scanmodus betrieben, können alle Fragmente, des im Q1 

erfassten Molekül-Ions, erfasst werden (PIS ≙ product ion scan). So sind z.B. Rückschlüsse auf 

die Struktur des Molekül-Ions möglich. Betreibt man den Q3 jedoch als Massenfilter einzelner 

Ionen, lässt sich so selektiv quantifizieren und die Empfindlichkeit der Messung enorm 

steigern (MRM ≙ multiple reaction monitoring) [45-47].  
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2 Zielsetzung 

Auf Grund der sehr großen Gefahr, welche von OP-Nervenkampfstoffen ausgeht, ist die stetige 

Forschung auf diesem Gebiet eminent wichtig. Sei es die Entwicklung neuer 

Therapiemöglichkeiten, oder die Aufklärung von Pathomechanismen. Aber auch die 

Etablierung neuer analytisch-chemischer Methoden spielt hier eine wichtige Rolle. Für die 

Verifikationsanalytik ist die Identifizierung neuer z.B. stabilerer Biomarker unabdingbar, um 

eine Exposition mit Nervenkampfstoffen länger nachzuweisen zu können. Weiterhin ist es 

ebenfalls wichtig neue Matrizes für die analytischen Methoden zu erfassen, um z. B. so neue 

Themengebiete oder Fragestellungen zu erforschen. 

Das primäre Ziel dieser Arbeit lag in der Entwicklung neuer LC-ESI-MS/MS basierter Methoden 

zur Bestimmung und Quantifizierung des Nervenkampfstoffs VX und seiner Metabolite EMPA 

und EA-2192, speziell für tierische Gewebematrizes (Leber, Niere, Herz, Milz, Muskel, Haut). 

Anschließend sollten die Methoden dann auf Tierproben aus einem am Institut für 

Pharmakologie und Toxikologie der Bundeswehr durchgeführten Tierversuch angewendet 

werden [40]. In diesem Tierversuch wurden neue, modifizierte PTE-Mutanten zur Behandlung 

einer VX-Vergiftung an Ratten getestet. Ihre Wirksamkeit auf den beschleunigten Abbau von 

VX wurde bereits anhand von Vollblut-Proben gezeigt. Da aber unklar war, wie sich diese 

Behandlung auf die VX-Verteilung im Gewebe der Tiere auswirkt, sollte dies nun mit den 

neuen Methoden untersucht werden. Neben der Bestätigung der Wirksamkeit des 

beschleunigten VX-Abbaus anhand der Gewebeproben, sollte auch noch ein Überblick 

gewonnen werden, wie sich VX und seine Metaboliten im Gewebe verteilen, da aus dem 

Tierversuch Gewebe von vergifteten, aber nicht therapierten Ratten (Kontrollen) zur 

Verfügung stand.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten LC-ESI-MS/MS Methoden für weitere Projekte eingesetzt 

werden, um die Anwendbarkeit auch für andere Matrizes zeigen zu können und so die 

Methoden als neues Werkzeug in der Forschung  zu etablieren. 
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3 Veröffentlichungen 

 

3.1 Erste Veröffentlichung 

 

Determination of tissue distribution of VX and its Metabolites EMPA and EA-

2192 in various rat tissues by LC-ESI-MS/MS after phosphotriesterase 

treatment 

C. Schmitt, M. Koller, A. Köhler, F. Worek. Toxicology Letters, 398:13-18, 2024. 

DOI: 10.1016/j.toxlet.2024.06.003 

 

3.1.1 Zusammenfassung 

Wie in Kapitel 1.2.3 Therapiemöglichkeiten bereits angesprochen, zeigt die aktuelle Therapie 

von OP-Vergiftungen noch einige Einschränkungen, weshalb intensiv an alternativen 

Therapiemöglichkeiten geforscht wird, wie z. B Bioscavenger. Diese binden oder hydrolysieren 

Nervenkampfstoffe in der Blutbahn und verhindern eine Bindung des Nervenkampfstoffs  an 

die AChE in den Zielorganen. Von besonderem Interesse sind katalytisch wirkende 

Bioscavenger, z.B. Phosphotriesterasen (PTE). Zur Überprüfung der Wirksamkeit neuer, 

modifizierter PTE-Mutanten auf den beschleunigten Abbau von VX wurde am 

InstPharmToxBw ein Tierversuch mit männlichen Wistar-Ratten durchgeführt, in welchem die 

katalytische Aktivität dieser PTE anhand von Analysen in Vollblut-Proben bestätigt wurde. In 

der ersten Veröffentlichung dieser Dissertation wurde nun der Effekt dieser PTE auf den VX-

Gehalt in verschiedenen Geweben der Ratten untersucht und die Wirksamkeit des 

beschleunigten VX-Abbaus auch in den Geweben bestätigt. Der Datensatz wurde zusätzlich 

durch die Untersuchung der VX-Metabolite EMPA und EA-2192, welcher selbst hoch toxisch 

ist, erweitert. Da VX am Phosphoratom ein chirales Zentrum besitzt, bildet es zwei 

Enantiomere (+)-VX und (-)-VX. Diese beiden Enantiomere wurden durch die VX-

Messmethode aufgetrennt, womit das Verhältnis dieser bestimmt werden konnte. Weiterhin 

wurde ein Überblick über die Verteilung von VX und seiner Metabolite in den Geweben von 

vergifteten, aber nicht therapierten Ratten, gewonnen. Für dieses Projekt wurde Nieren-, 

Herz-, Leber-, Milz-, Muskel- und Hautgewebe untersucht. Weiterhin wurde die Haut mit 

Einstichstelle in die Untersuchung mit eingebunden, um einen möglichen Depoteffekt 

nachweisen zu können. Der Tierversuch beinhaltete 5 therapeutische Gruppen 

(Kontrollgruppe, PTE-1-Gruppe, PTE-2.1-Gruppe, PTE-2.2-Gruppe und PTE-3-Gruppe). Nach 

Anästhesie mit Medetomin, Midazolam und 
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Fentanyl wurde bei t = 0 min VX in einer Dosis von 25 µg/kg (s.c.; ~2 x LD50) appliziert. Bei t = 

5 min wurden 1,0 mg/kg PTE-1 (PTE-1-Gruppe), 1,3 mg/kg PTE-2 (PTE-2.1-Gruppe), 2,6 mg/kg 

PTE-2 (PTE-2.2-Gruppe), 1,4 mg/kg (PTE-3-Gruppe) oder Kochsalzlösung (Kontrollgruppe) 

subkutan appliziert. Die Tiere der Kontrollgruppe (n = 6) sind im Durchschnitt nach 46 min und 

die Tiere der PTE-1-Gruppe (n = 8) im Durchschnitt nach 54 min verstorben. Die Tiere der PTE-

2.1 (n =4), PTE-2.2 (n = 4) und PTE-3-Gruppe (n = 8) haben bis zum Ende des Tierversuchs 

überlebt und wurden nach 180 min euthanasiert. 

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine deutliche Abnahme der VX-Konzentration in allen 

Gewebetypen nach Behandlung mit PTE-2 und PTE-3 im Vergleich zur Kontrollgruppe und PTE-

1-Gruppe. Im Herz- und Lebergewebe ist kein VX mehr nachweisbar. Da es sich bei PTE-1 um 

den Wildtyp handelt, zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe kein großer Unterschied in 

den VX-Konzentrationen. Bei Betrachtung des toxischen VX-Metaboliten EA-2192 zeigt sich 

auch hier eine deutlich verringerte Konzentration im Vergleich zur Kontroll - und PTE-1-

Gruppe. In den Konzentrationen von EMPA zeigen sich hingegen nur sehr geringe 

Konzentrationsunterschiede zwischen den Therapiegruppen. Hier sind weitere 

Untersuchungen von VX und seinen Metaboliten durch z.B. gleichzeitige Bestimmung von 

Gewebe- und Blutproben notwendig. Weiterhin sollte zusätzlich noch der Urin untersucht 

werden, da EMPA sehr hydrophil ist und nicht bekannt ist, wie viel EMPA während des 

Tierversuchs über den Urin ausgeschieden wurde. Durch die Auftrennung der VX -Enantiomere 

wurde deutlich, dass das giftigere (-)-VX durch PTE-2 und PTE-3 bevorzugt abgebaut wurde. In 

der Leber, Milz und im Herz war kein (-)-VX mehr nachweisbar und im Nierengewebe nur noch 

in sehr geringen Mengen. Ebenfalls konnte ein Depot-Effekt in der Haut bestätigt werden. Hier 

zeigte sich eine >1000 fache niedrigere VX-Konzentration der PTE-2 und PTE-3-Gruppe im 

Vergleich zur Kontroll- und PTE-1-Gruppe. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die 

Behandlung mit den modifizierten PTE-2 und PTE-3 Mutanten zu deutlich verringerten 

Konzentrationen von VX und EA-2192 in den untersuchten Geweben geführt haben. Diese 

Ergebnisse decken sich mit den abgeschwächten klinischen Symptomen der Versuchstiere der 

PTE-2 und PTE-3-Gruppe und der deutlich erhöhten AChE-Aktivität der Tiere.  

Die teilweise hohe Streuung der Messwerte lässt sich vorrangig auf die biologische Variabilität 

zwischen den Versuchstieren zurückführen. Individuelle Unterschiede in Pharmakokinetik und 

Pharmakodynamik, auf Grund von Unterschieden in der Enzymausstattung, metabolischer 

Kapazität einzelner Tiere und Unterschiede in der Aktivität von Transportproteinen können 

hierbei eine zentrale Rolle spielen [49].  

Methodische Herausforderungen ergaben sich besonders durch die Durchführung der 

Messungen im niedrigen Spurenbereich, besonders im Hinblick auf die Sensitivität und 

Nachweisgrenze der verwendeten Methoden in den  unterschiedlichen Matrices.  

 

3.1.2 Erklärung zum Eigenanteil 

Die Anpassung der Methoden von VX, EMPA und EA-2192 auf Gewebeproben wurde von mir 

durchgeführt. Weiterhin war ich für die Aufarbeitung der Gewebeproben, für die Messung 

und Auswertung und die grafische Darstellung der Ergebnisse verantwortlich. An der 

Diskussion der Messergebnisse waren neben mir, noch Franz Worek und Marianne Koller 

beteiligt. Das Manuskript zu dieser Studie wurde von mir geschrieben und von Marianne 

Koller, Anja Köhler und Franz Worek korrigiert. 
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3.2 Zweite Veröffentlichung 

 

The suitability of a polydimethylsiloxane-based (PDMS) microfluidic two 

compartment system for the toxicokinetic analysis of organophosphorous 

compounds 

N. Amend, M. Koller, C. Schmitt, F. Worek, T. Wille. Toxicology Letters, 388:24-29, 2023 

DOI: 10.1016/j.toxlet.2023.10.007 

 

3.2.1 Zusammenfassung 

Organ-on-a-Chip-Modelle sind eine neue und vielversprechende Technologie in der 

Biomedizin und bieten vielfältige Möglichkeiten für Forschung und Entwicklung, gerade auch 

im Hinblick auf toxikologische Fragestellungen. Leider gibt es immer noch gewisse 

Einschränkungen in Bezug auf Material, Aufbau und Anwendbarkeit dieser Technologie. Einige 

Studien weisen darauf hin, dass eine große Einschränkung in der Anwendung von Organchips 

für toxikokinetische Studien die Absorption gerade bei sog. „small molecules“, wie z.B. 

Medikamente, durch das Chip-Material PDMS bestehen könnte. Zur Lösung dieser 

Problematik wird von einigen Autoren die Modifizierung der Chips mit lipophilen 

Beschichtungen vorgeschlagen, um dieser Absorption entgegenzuwirken. Aber auch dies 

könnte weitere Probleme mit sich bringen, da viele Organchips auf unbeschichtetes PDMS 

angewiesen sind, um ihre Permeabilität und Biokompatibilität zu erhalten. In der zweiten 

Veröffentlichung dieser Dissertation wurde nun die Eignung von kommerziell erhältlichen 

Organchips auf PDMS-Basis mit zwei Kompartimenten (Leber- und neuronale Spheroide) zur 

Durchführung von toxikokinetischen Studien des Nervenkampfstoffes VX und des 

Organophosphat-Pestizids Parathion geprüft. Beide zählen auf Grund ihrer niedrigen 

Molekulargewichte, VX (MW = 267 g/mol) und Parathion (291 g/mol), zu den 

niedermolekularen Substanzen. Die Messung der VX-Proben wurde mittels LC-ESI-MS/MS 

Technik durchgeführt. Diese speziell für Gewebe-Matrizes entwickelte Messmethode wurden 

in diesem Projekt erfolgreich angewendet, um eine mögliche Nutzbarkeit auch für andere 

Matrizes zu demonstrieren. 

Nach erfolgreicher Aufarbeitung und Messung der Proben, zeigte sich für beide Substanzen 

ein schneller Rückgang der initialen Konzentrationen von 1000 µmol/l bzw. 100 µmol/l. In den 

Chips, die 1000 µmol/l VX als Startkonzentration enthielten, waren nach 72 h nur noch 17 % 

der ursprünglichen VX-Dosis (Spheroide) bzw. 14 % der VX-Dosis (Kontrolle) zu finden. Für die 

rapide Abnahme der VX-Konzentration wurden mehrere Möglichkeiten diskutiert. Zum einen 

kann eine hydrolytische Spaltung von VX mit Wasser dafür verantwortlich sein. Jedoch gibt es 

Studien, die für VX in Wasser (pH 7) deutlich längere Halbwertszeiten, zwischen 17 und 42 

Tagen, beschreiben. Bei pH-Werten <6 und >10 können die Halbwertszeiten aber auch 

wesentlich geringer sein. Trotzdem kann hier eine relativ hohe hydrolytische Stabilität von VX 
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angenommen werden, da der hier verwendete Organchip ein gepuffertes System (pH 7) 

darstellt. Metabolismus, als weiteren Grund für die beschleunigte Konzentrationsabnahme, 

scheint ebenfalls unwahrscheinlich, da sich die VX-Konzentrationen nach 72 h nicht signifikant 

von den Konzentrationen der zellfreien Kontrollen unterschieden. Ein weiterer  Punkt, der 

hierfür spricht, wäre, dass es keine Präferenz bei der Abnahme der beiden VX-Enantiomere 

gibt, welche ebenfalls bestimmt wurden. Es ist bekannt, dass in biologischen Systemen das 

giftigere (-)-VX stärker an die Cholinesterasen (ChE) gebunden wird. Bei der Vermessung der 

Parathion-Proben zeigte sich, dass die Parathion-Konzentration sogar noch schneller abnimmt 

als die von VX. Hier war nach 72h 99 % (1000 µmol/) bzw. 100 % (100 µmol/l) des Parathions 

nicht mehr nachweisbar. Schon nach 2 h waren mehr als 90 % der ursprünglich eingesetzten 

Parathion-Dosis (100 µmol/l und 1000 µmol/l) nicht mehr nachweisbar. Eine weitere 

Möglichkeit für die rasche Konzentrationsabnahme von VX und Parathion kann die Absorption 

der Substanzen durch das Chipmaterial PDMS sein, was bereits in früheren Studien 

beschrieben wurde. Es ist bekannt, dass die Wechselwirkung einer Substanz mit PDMS vom 

Molekulargewicht, der Polarität und der Hydrophobie des Moleküls abhängt und das 

Verbindungen, die hydrophob und weniger polar sind, mit größerer Wahrscheinlichkeit von 

PDMS absorbiert werden. Trotzdem ist es nicht vollständig möglich, das Ausmaß der 

Absorption einer chemischen Verbindung mit dem Chipmaterial vorherzusagen. 

Zusammenfassend lässt sich zeigen, dass für die toxikokinetische Untersuchung von 

Organophosphaten ein Organchip auf PDMS-Basis nicht geeignet ist. Um dem Problem der 

Absorption zu entgehen, sollten alternative Kunststoffe als Chipmaterialen geprüft werden, 

wie z.B. cyclische Olefin-Copolymere oder Beschichtungen der PDMS-Chips mit lipophilen 

Verbindungen, wie Polyethylenimin. 

 

3.2.2 Erklärung zum Eigenanteil 

Die toxikokinetischen Untersuchungen von VX und Parathion mittels PDMS-basiertem 

Organchip-Modell, sowie die Entnahme der Proben wurden von Niko Amend durchge führt. 

Dieser zeigte sich ebenfalls hauptverantwortlich für das komplette Projekt. Die 

Durchführung, Aufarbeitung, massenspektrometrische Vermessung und die grafische 

Darstellung, der aus dem Organchip entnommenen Proben hinsichtlich VX, wurde von mir 

durchgeführt. Für die Bearbeitung der Proben des Organophosphat-Pestizids Parathion 

zeigte sich Marianne Koller verantwortlich. Weiterhin war ich zusammen mit Niko Amend, 

Marianne Koller, Franz Worek und Timo Wille an der Diskussion der Ergebnisse beteiligt. Der 

Hauptteil des Manuskripts wurde von Niko Amend verfasst, während ich den Material - und 

Methodenteil für VX beigesteuert habe. Marianne Koller hat den Material - und 

Methodenteil hinsichtlich Parathion ergänzt. An der Korrektur des Manuskripts waren 

maßgeblich Marianne Koller, Franz Worek und Timo Wille beteiligt.  
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3.3 Dritte Veröffentlichung 

 

Toxicokinetic analysis of the highly toxic nerve agent VX in commercially 

available multi-organ-chips – Ways to overcome compound absorption 

N. Amend, M. Koller, C. Schmitt, F. Worek. Toxicology Letters, 393:78-83, 2024 

DOI: 10.1016/j.toxlet.2024.01.013 

 

3.3.1 Zusammenfassung 

Die Organ-on-a-Chip-Technologie (OoC) gilt als Plattform der nächsten Generation in der 

Pharmakologie und Toxikologie. Dennoch steht diese neuartige Technologie noch immer vor 

einigen Herausforderungen, was z.B. die jeweiligen Materialien des Organ-Chips betrifft. Die 

derzeit erhältlichen Organ-Chips basieren meist auf Polydimethylsiloxan (PDMS), jedoch weist 

dieses Material starke Einschränkungen, hinsichtlich der Absorption der zu untersuchenden 

Substanzen auf. In der vorherigen Veröffentlichung wurde bereits gezeigt, dass ein auf PDMS 

basierendes System deshalb nicht für toxikokinetische Studien von phosphororganischen 

Verbindungen wie VX und Parathion geeignet ist. In der dritten Veröffentlichung dieser 

Dissertation wurden deshalb alternative Materialien bzw. Beschichtungen zur Verringerung 

der Absorption des Nervenkampfstoffes VX in einem kommerziell erhältlichen Organchip 

untersucht. Zusätzlich wurden die Abbauprodukte von VX, EMPA und das ebenfalls toxische 

EA-2192 sowie mögliche Oberflächeneffekte der Chipmaterialien auf die Bildung die ser 

Metabolite untersucht. 

Die Messung von VX, EMPA und EA-2192 wurde erneut mittels LC-ESI-MS/MS Technik 

durchgeführt. Diese speziell für Gewebe-Matrizes entwickelten Messmethoden für EMPA und 

EA-2192 wurden in diesem Projekt erfolgreich angewendet, um erneut eine mögliche 

Nutzbarkeit auch für andere Matrizes zu demonstrieren. Die Messmethode für VX kam bereits 

in der ersten Veröffentlichung erfolgreich zum Einsatz. Als alternatives Chipmaterial wurde 

cyclisches Olefin-Copolymer (CoC) verwendet. Zusätzlich wurde als Material zur Beschichtung 

der auf CoC und PDMS basierenden Chips Polyethylenimin (PEI) in verschiedenen 

Konzentrationen (0,5 % und 0,1 %) untersucht. Diese Materialien wurden verwendet, da sie 

kommerziell verfügbar und mit menschlichen Zelllinien biokompatibel sind.  

Durch die Verwendung von unbeschichtetem CoC als Chipmaterial konnte gezeigt werden, 

dass die Konzentration von VX deutlich höher liegt als bei einem reinen PDMS basierten Chip. 

Die Konzentrationen von VX betrugen nach 72h 360 ± 1 μmol/l (CoC) bzw. 141 ± 10 μmol/l 

(PDMS), bei einer Ausgangskonzentration von 1000 µmol/l VX. Die Beschichtung der CoC-

Chips mit 0,5 % PEI und 0,1% PEI führte nochmals zu einer deutlichen Erhöhung der VX -

Konzentration im Vergleich zu dem unbeschichteten CoC-Chip (442 µmol/l vs. 427 µmol/l). 

Auch eine Beschichtung der PDMS-Chips zeigte eine deutlich erhöhte VX-Konzentration im 

Vergleich zum reinen PDMS-Chip, welche aber immer noch deutlich niedriger lag, als bei den 

PEI beschichteten CoC-Chips. Durch die zusätzliche Messung der molaren Konzentrationen der 

VX Metabolite EMPA und EA-2192 konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung von 

CoC als Chipmaterial mit Beschichtung von 0,5 % und 0,1 % PEI über 90 % der ursprünglich 
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zugesetzten Menge an VX (1000 mmol/l) nachweisbar waren. Weiterhin zeigt diese Studie, 

dass eine Beschichtung mit PEI nicht nur die Absorption der untersuchten Substanz 

beeinflussen kann, sondern auch die Bildung der jeweiligen Abbauprodukte. Der 

unbeschichtete PDMS-Chip zeigte eine VX-Konzentration nach 72h von 141 ± 10 μmol/l und 

eine EA-2192-Konzentration von 203 ± 7 μmol/l Sobald aber der PDMS-Chip mit 0,5 % PEI 

beschichtet wurde, steigt die VX-Konzentration nur minimal auf 214 μmol/l, während die 

Konzentration von EA-2192 auf 76 ± 8 μmol/l sinkt. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Absorption von Organophosphaten durch 

Verwendung alternativer Materialien wie CoC deutlich verringert werden kann. Durch eine 

zusätzliche Beschichtung mit PEI kann die Absorption sogar noch weiter verringert werden. 

Hier zeigte sich aber eine veränderte Bildung der Abbauprodukte, wodurch angenommen 

werden kann, dass es durch eine Oberflächenmodifizierung zu unvorhersehbaren 

Veränderungen der biologisch aktiven Abbauprodukte kommt. Hier sind weitere 

Untersuchungen erforderlich, um allgemein akzeptierte Beschichtungsprotokolle oder ein 

Standardpolymer für die Untersuchungen zu bestimmen. 

 

3.3.2 Erklärung zum Eigenanteil 

Die toxikokinetischen Untersuchungen von VX und seiner Metabolite EMPA und EA-2192 

mittels neuer OoC-Materialien, sowie die Entnahme der Proben wurden von Niko Amend 

durchgeführt. Dieser zeigte sich ebenfalls hauptverantwortlich für das komplette Projekt. Die 

Durchführung, Aufarbeitung, massenspektrometrische Vermessung und die grafische 

Darstellung, der aus dem Organchip entnommenen VX-, EMPA- und EA-2192-Proben, wurde 

von mir durchgeführt. Weiterhin war ich zusammen mit Niko Amend, Marianne Koller und 

Franz Worek an der Diskussion der Ergebnisse beteiligt.  Der Hauptteil des Manuskripts wurde 

von Niko Amend verfasst, während ich den Material - und Methodenteil für VX, EMPA und EA-

2192 beigesteuert habe. An der Korrektur des Manuskripts waren maßgeblich Marianne Koller 

und Franz Worek beteiligt. 
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4 Zusammenfassung 

Phosphororganische Verbindungen sind seit ihrer Erforschung in einem Pestizid-

Entwicklungsprogramm in den 1930er Jahren, auf Grund ihrer toxischen Wirkung mehrfach 

als chemische Waffe missbraucht worden. In den letzten Jahrzehnten kam es zu zahlreichen 

Anschlägen und Attentaten, welche viele Menschenleben forderten. OP-Nervenkampfstoffe 

erzeugen ihre toxische Wirkung beim Menschen durch die Hemmung des Enzyms 

Acetylcholinesterase. Dieses ist für den Abbau von Acetylcholin im synaptischen Spalt  oder 

der neuromuskulären Endplatte verantwortlich. Durch eine Hemmung kommt es zur 

Akkumulierung von ACh und somit zu einer Dauererregung der Reizweiterleitung im 

cholinergen System. Unbehandelt kann so eine cholinerge Krise entstehen,  die nach kurzer 

Zeit zum Tod durch Atemlähmung führt. Die Standard-Behandlung mit Oximen und 

Anticholinergika wie Atropin birgt leider einige Einschränken. Oxime müssen in einem 

gewissen, substanzabhängigen Zeitfenster gegeben werden, bevor es zur Alterung des OP -

Enzym-Komplexes kommt. Tritt diese Alterung ein ist eine Behandlung mit Oximen nicht mehr 

möglich. Weiterhin gibt es keine Breitbandoxime, welche für alle OP-Nervenkampfstoffe 

gleich effektiv wirken. Atropin wirkt nur am mAChR und nicht am nAChR, wodurch es keine 

Auswirkung auf die nikotinergen Symptome hat. Auf Grund dieser Limitationen wird intensiv 

an neuen Therapiemöglichkeiten geforscht. Bioscavenger stellen einen solchen neue n Ansatz 

dar.  Bioscavenger sind Enzyme wie die AChE oder BChE, die dem Patienten exogen zugeführt 

werden. So werden dem Nervenkampfstoff zusätzliche Bindungspartner zur Verfügung 

gestellt und durch diese abgefangen, bevor die körpereigenen Enzyme gehemmt werden. 

Leider wirken diese nur stöchiometrisch, sodass hohe Dosen gegeben werden müssen. Ein 

neuer Ansatz sind deshalb Phosphotriesterasen, welche katalytisch wirken und 

Nervenkampfstoffe hydrolytisch spalten. 

Aus diesem Grund ist am Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Bundeswehr ein 

Tierversuch mit Ratten zur Testung neuer, modifizierter PTE-Mutanten durchgeführt worden. 

Nach erfolgreicher Durchführung und Bestätigung der Wirksamkeit auf einen beschleunigten 

VX-Abbau, durch Vermessung von Vollblut-Proben, sollte nun die Wirksamkeit auch anhand 

von Gewebeproben gezeigt werden. Auch deshalb, da bisher nicht bekannt war, wie sich eine 

PTE-Behandlung auf die Konzentration von VX und dessen Verteilung im Gewebe auswirkt.  

Zu diesem Zweck wurden LC-ESI-MS/MS Methoden von VX und seinen Metaboliten auf die 

Anwendung von Gewebematrizes erfolgreich angepasst und anschließend das Gewebe 

(Leber, Niere, Milz, Muskel, Herz, Haut) der Tiere vermessen. Die Ergebnisse zeigten hier eine 

deutliche Abnahme der VX-Konzentration in allen Gewebetypen nach Behandlung mit zwei 

neuen, modifizierten PTE-Mutanten.  Im Herz- und Lebergewebe der Tiere war kein VX mehr 

nachweisbar. Bei Betrachtung des toxischen VX-Metaboliten EA-2192 zeigt sich auch hier nach 

der Behandlung eine deutlich verringerte Konzentration in allen Gewebetypen. In den 

Konzentrationen von EMPA zeigten sich hingegen nur sehr geringe 

Konzentrationsunterschiede zwischen den Therapiegruppen. Hier sind weitere 

Untersuchungen von VX und seinen Metaboliten durch z.B. gleichzeitige Bestimmung von 

Gewebe- und Blutproben notwendig. Weiterhin sollte bei künftigen Projekten zusätzlich noch 

der Urin untersucht werden, da EMPA sehr hydrophil ist und nicht bekannt ist, wie viel EMPA 
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während des Tierversuchs über den Urin ausgeschieden wurde. Weiterhin war es möglich 

durch die VX-Methode die zwei VX-Enantiomere getrennt zu analysieren. Durch die 

Auftrennung wurde deutlich, dass (-)-VX durch die Behandlung verstärkt abgebaut wurde. In 

der Leber, Milz und im Herz war kein (-)-VX mehr nachweisbar und im Nierengewebe nur noch 

sehr geringe Mengen. Ebenfalls konnte eine Depot-Bildung in der Haut gezeigt werden (VX 

wurde s.c. appliziert). Hier zeigte sich eine >1000 fache niedrigere VX-Konzentration nach der 

Behandlung mit wirksamen PTE Mutanten im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

Neben der Anwendung der Methoden auf die Tierversuchsproben, wurden diese auch 

erfolgreich für zwei weitere Projekte verwendet. Im ersten sollte die Nutzbarkeit von OoC auf 

PDMS-Basis für toxikokinetische Untersuchungen von OP (VX und Parathion) untersucht 

werden. Nachdem sich herausstellte, dass PDMS als Chipmaterial, auf Grund von Absorptions-

Effekten, hierfür nicht geeignet ist, wurden im zweiten Projekt neue Materialien erfolgreich 

getestet. CoC in Kombination mit PEI als Beschichtung zeigte, dass die Absorption deutlich 

zurückgegangen ist. Aber es zeigte sich auch, dass eine Beschichtung mit PEI auch 

Auswirkungen auf die Bildung der Metabolite von VX hatte. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass auf Grund der erfolgreichen Anwendung der LC-ESI-

MS/MS Methoden für VX und seine Metaboliten EMPA und EA-2192 in verschiedenen 

Forschungsprojekten ein wichtiges analytisches Werkzeug für künftige Forschungsprojekte, 

wie weitere Gewebeuntersuchungen oder Kinetikstudien,  geschaffen wurde. 
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5 Abstract 

Since in the start of a pesticide development program in the 1930s, organophosphorus 

compounds have been misused several times as chemical weapons due to their toxic effects. 

In recent decades, there have been numerous attacks and assassinations that have claimed 

many lives. OP nerve agents produce their toxic effect in humans by inhibiting the enzyme 

acetylcholinesterase. This is responsible for the breakdown of acetylcholine in the synaptic 

cleft or the neuromuscular end plate. Inhibition leads to the accumulation of ACh and thus to 

a permanent excitation of stimulus transmission in the cholinergic system. If left untreated, 

this can lead to a cholinergic crisis, which can result in death from respiratory paralysis after a 

short time. The standard treatment with oximes and anticholinergics such as atropine 

unfortunately has some limitations. Oximes must be given within a certain, substance -

dependent, time frame before the OP enzyme complex ages. If this ageing occurs, treatment 

with oximes is no longer possible. Furthermore, there are no broad-spectrum oximes that are 

equally effective against all OP nerve agents. Atropine only acts on the mAChR and not on the 

nAChR, which means that it has no effect on nicotinergic symptoms. Due to these limitations, 

intensive research is being conducted into new therapeutic options. Bioscavengers represent 

one such new approach. Bioscavengers are enzymes such as AChE or BChE, which are 

administered to the patient thus providing additional binding partners to the nerve agent. 

Binding of nerve agents by such bioscavengers in the blood stream may prevent AChE 

inhibition in target tissues. Unfortunately, these only work stoichiometrically and high doses 

have to be administered. A new approach are therefore phosphotriesterases (PTE), which 

have a catalytic effect and hydrolyse nerve agents. 

For this reason, an animal experiment with rats was performed at the Bundeswehr Institute 

of Pharmacology and Toxicology to test new, modified PTE mutants. After successful 

implementation and confirmation of the effectiveness of accelerated VX degradation by 

measuring whole blood samples, the effectiveness should now also be demonstrated using 

tissue samples. Up to now no data on the effect PTE treatment on VX concentration in tissue 

is available. 

For this purpose, LC-ESI-MS/MS methods for VX and its metabolites were successfully adapted 

for use of different tissues (liver, kidney, spleen, muscle, heart, skin). The results showed a 

significant decrease in VX concentration in all tissue samples after treatment with two new, 

modified PTE mutants. VX was no longer detectable in heart and liver tissue. The toxic VX 

metabolite EA-2192 was also found to be significantly reduced in all tissue samples after 

treatment. In contrast, there were only very slight differences in the concentrations of EMPA 

between the treatment groups. Further investigations of VX and its metabolites are necessary, 

e.g. by simultaneous determination of tissue and blood samples. Furthermore, urine should 

also be examined in future projects, as EMPA is very hydrophilic and it is not known how much 

EMPA was excreted in the urine during the animal experiment. Furthermore, it was possible 

to analyze the two VX enantiomers separately. The analysis clearly showed that (-)-VX was 

hydrolysed preferentially by the treatment with modified PTE mutants. No more (-)-VX was 

detectable in the liver, spleen and heart and only very 
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small amounts were found in the kidney tissue. Depot formation was also shown in the skin 

(VX was applied s.c.). Here, a >1000-fold lower VX concentration was found after treatment. 

In addition to the application of the methods to the animal test samples, they were also 

successfully used for two other projects. The first was to investigate the suitability of PDMS-

based OoC for toxicokinetic studies of OP (VX and parathion). After it turned out that PDMS 

was not suitable as a chip material due to absorption effects, new materials were successfully 

tested in the second project. CoC in combination with PEI as a coating showed that absorption 

was significantly reduced. However, it was also shown that coating with PEI also had an effect 

on the formation of metabolites of VX. 

In summary, the successful application of LC-ESI-MS/MS methods for VX and its metabolites 

EMPA and EA-2192 in various research projects has created an important analytical tool for 

future projects, such as further tissue investigations or kinetics studies.  
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