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Abstract-Diethylphosphoryl-acetylcholinesterase was reactivated by pyridinium- 
oximes; the p&values of the mono- and bispyridinium-oximes were determined by 
potentiometric titration. The kinetic results indicate the formation of a complex between 
the phosphorylated enzyme and the reactivator as a preliminary step in the reactivation 
reaction. Based on this assumption the concentration dependence of the observed rate 
constants could be used to interpret the aEinities and the reactivities of 30 pyridinium- 
oximes. There are considerable differences between TMB 4 and Toxogonin” concerning 
their affinity and reactivity towards the diethylphosphoryl-enzyme: TMB 4 proves to 
be the more reactive compound although it has the lower binding constant, whereas 
Toxogonin@ possesses the higher affinity but smaller reactivity. As could be shown by 
variation of the substituents and their position in one of the pyridine nuclei, the reac- 
tivity of TMB 4 and Toxogonin is established by only one of their two pyridinealdoxime 
residues, while the other accomplishes the attachment to the enzyme, without any 
noticeable contribution to reactivity. 

PHosPHoRsiiuREEsTER-Derivate mit acylierenden Eigenschaften iiberfiihren Acetyl- 
cholinesterase (AChE) (EC 3.1.1.7) in das enzymatisch inaktive Alkylphosphoryl- 
Enzym. Das aus O,O-Digthyl-O-p-nitrophenyLphosphors5ureester (Paraoxon, E 600) 
und AChE resultierende Di8thylphosphoryLEnzyml %St sich mit Hydroxylamin- 
Derivaten reaktivieren ; die Regenerierung des Enzyms driickt sich aus in der Wieder- 
kehr seiner FPhigkeit zur Substratspaltung (vgl. dazu die Ubersichtsreferate in’). 

Als bisher wirksamste Gruppe solcher AChE-Reaktivatoren erwiesen sich N- 
Alkylpyridinium-oxime. Seit der Entdeckung des 2-PAM 2 wurde eine grol3e Zahl 
von Verbindungen dieser Stoffklasse synthetisiert mit dem Ziel, zu noch besser reak- 
tivierenden Substanzen zu gelangen. 

Vor allem zwei Faktoren bestimmen die Wirksamkeit einer Substanz am Enzym: 
ihre Al%itSit zu dessen aktivem Zentrum und die chemische Reaktivitat des Molekiils. 
Ein guter AChE-Reaktivator sollte demnach dem aktiven Bereich der Phosphoryl- 
AChE reaktionsgerecht angepaDt sein und sich dari.iber hinaus durch hohe Reak- 
tivitBt auszeichnen. Tiefere Einblicke in die Korrelationen dieser Eigenschaften mit 
der chemischen Struktur der Reaktivatoren kiinnten die Suche nach wirksamen 
PhosphorsSiureester-Antidoten erfolgreicher gestalten. 

Unter diesem Aspekt haben wir die Reaktivator-Qualitgten einer griioeren Serie 
von Pyridinium-oximen nZiher untersucht. Aus der kinetischen Behandlung des Reak- 
tivierungsablaufs lieDen sich Daten iiber die AfEnitgt und Reaktivitat der einzelnen 
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Verbindungen gewinnen. Urn ein vollstZindigeres Bild der Struktur-Wirkungs-Bezie- 
hungen zu erhalten, wurden aul3erdem die pK,-Werte dieser Substanzen bestimmt. 

METHODEN 

Die Strukturformehr der einzelnen Verbindungen sind in den Tabellen aufgeftihrt. 
Die Elementaranalysen wurden von A. Beller, Mikroanalytisches Laboratorium, 
GSttingen, ausgefiihrt. Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte auf einem 
Heiztisch-Mikroskop, die Aufnahme der IR-Spektren mit einem Beckmann-IR-7- 
Spektralphotometer. 

1. Pyridinium-oxime 

[4- Hydroxyiminomethy-pyridinium-(l)] - [4-carbamoyl-pyridinium( l)] - propandibro- 
mid (P18): 2,4 g (20 m-mole) Isonikotinamid und 3,2 g (10 m-mole) [4-Hydroxy 
iminomethyl-pyridinium( l)]-w-brompropanbromid (Schmp. 18 l-l 82”) werden in 
20 cm3 Athanol gel&t und 20 Std. zum RtickfluB erhitzt. Das Rohprodukt (5,2 g, 
60 %, Schmp. 205-207”) wird aus Wasser/Athanol oder Methanol umkristallisiert. Das 
analysenreine Produkt schmilzt bei 127-130”, bei etwa 133” tritt erneut Kristallisation 
ein, die gebildeten Kristalle schmelzen bei 208-221” unter teilweiser Zersetzung (A). 

C5H1sBrZN402 . Hz0 (464,17) 

Ber. 
Gef. 

C H 
38,81 4,34 
38,89 4,54 

Br N 
34,43 12,07 
34,05 12,46 

IR (KBr, 1:200): 1697 cm-’ (s). 

Wird die Substanz 1 Std. im Vakuum auf 130” erhitzt und anschlieSend im Vakuum 
abgekiihlt, so schmilzt sie ohne vorherige Umwandlung unter schwacher Zersetzung 
bei 208-210” (B). Dieses Produkt B zeigt nach mehrsttindigem Aufbewahren wieder 
das der Form A entsprechende Schmelzverhalten. 

Das IR-Spektrum von B wie such das des Rohprodukts ist identisch mit dem von A, 
vermutlich erfolgt wlhrend der Bereitung des KBr-PreDlings Umwandlung in A. 

Die Verbindung wurde bereits von Corder und Way3 mit dem Schmp. 230-231” 
und einer IR-Absorption (in KBr) bei 1675 cm-’ (s) beschrieben. 

Bis - [4-hydroxyiminomethyl-pyridinium(1) - methylj-iitherdihydrogenfluorid (P52). 
21,6 g (60 m-mole) Bis- [4-hydroxyiminomethyl-pyridinium( I)-methyl] -Xther-di- 
chlorid (LiiH6, Toxogonine4) werden in 120 cm3 Wasser gel&t und unter Rtihren 
tropfenweise mit der Losung von 10,2 g (122 m-mole) Natriumhydrogencarbonat in 
120 cm3 Wasser verse&t. Nach einsttindigem Riihren wird der orangefarbene Nie- 
derschlag (Bishydrogencarbonat des LiiH6”) abgesaugt, mit Eiswasser chloridfrei 
gewaschen, in ein Kunststoff-Becherglas tiberftihrt und mit 3-5 cm3 Wasser auf- 
geschllmmt. Unter Rtihren werden in diese Suspension vorsichtig 10 cm3 40-proz. 
FluDslure eingetropft, danach der entstandenen L&sung langsam 10-15 cm3 Aceton 
zugesetzt. Der ausgefallene Niederschlag wird abgesaugt, in Aceton aufgeschliimmt, 
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weitere 30 Min. gertihrt, abgesaugt, mit Aceton gewaschen und in einem Kunst- 
stoffgehrj im Vakuumexsikkator iiber NaOH oder P,O, getrocknet. 6,5 g (27x), 
Schmp. 162-164 . 

C14H16F2N403 . 2 HF (366,32) 

C H F N 
Ber. 45,90 4,95 20,75 15,30 
Gef. 46,30 5,19 20,7 15,27 

Potentiometrische Titration : 
Aequivalente Lauge%ftir 

HF Oxim 
Ber. 2,OO 2,OO 
Gef. 1,94 2,02 

Die Fluoridbestimmung erfolgte fluorimetrisch unter Ausnutzung der Fluoreszenz- 
liischung des Al-Morin-Komplexes. 

Bisbetain aus Bis - [4-hydroximinomethyl-pyridinium(l)]-butandioE(2,3)-dibromid 
(I221-Bisbetain). Beim Versuch, den pK,-Wert der Verbindung R 21 zu bestimmen, 
fallt aus der gut halbneutralisierten L&sung (etwa pH 8,6) ein gelber Niederschlag aus. 
Dass es sich bei diesem Produkt urn das Bisbetain des R 21 handelt, ergibt sich aus 
folgenden Befunden : 

(1) Die FZillung la& sich bis zum Verbrauch der erforderlichen zwei Aquivalente 
Lauge fortsetzen. 

(2) Eine Rticktitration mit N/10 HBr ergibt bei deckungsgleicher Titrationskurve 
wieder eine klare, farblose Liisung. 

(3) Wird diese Prozedur im praparativen Ma&tab nachvollzogen, so 12iBt sich die 
Ausgangsverbindung R 21 in ca. 40 Prozent Ausbeute zurtickgewinnen. (Identitiiert 
durch IR-Spektrum, Bromidbestimmung, Misch-Schmp. mit authent. Materials). 

(4) Die Substanz besitzt die gleichen Reaktivierungsdaten (kz, &J wie R 21. 
(5) Das (nach Trocknen rote) Produkt (Zers. ab 180”) enth%lt kein ionogenes Brom; 

die Analysendaten entsprechen der Summenformel des Bisbetains : 

GJ-LJN~~~ (330933) 

Ber. 
Gef. 

C H N 
58,17 5,49 16,96 
58,OS 6,16 16,85 

Im Gegensatz zu den leicht zuganglichen Monobetainen4 sind Bisbetaine von Bis- 
pyridinium-aldoximen allgemein schwierig darzustellen.6 Insofern nimmt die Ver- 
bindung R 21 hier eine bemerkenswerte Sonderstellung ein. Die Verbindungen 2-, 
3- und 4-PAM,2 LiiH-20, -30 und -404 I bis VI,’ S 27, S 47, HS-3 bis -7, HS-9 sowie 
3,3-LtiH6* wurden hergestellt wie in der zitierten Literatur beschrieben. Die Rein- 
heitsprtifung erfolgte durch Bestimmung des ionogenen Halogens, des Schmelz- 
punktes und dtinnschichtchromatographisch (Cellulose-F-Alufolien der Fa. Merck, 
n-Butanol-Eisessig-Wasser, 3 : 1: 1). Als emptidliches Reinheitskriterium erwies sich 
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ferner die Moglichkeit einer potentiometrischen pK,-Bestimmung unter Einhaltung 
der geforderten Fehlergrenzen. 

Die Substanzen HI 1, HI 2, HI 4 und HI 6 wurden uns von Frau Prof. Dr. I. 
Hagedorn (Freiburg), R 21 von Herrn Dr. N. Engelhard (seinerzeit Freiburg) freund- 
licherweise zur Verfiigung gestellt. Ftir die Synthese der Verbindung R 235 danken wir 
Herr-n Dr. G. Zimmer (Frankfurt). 

2. pK,- Werte 

Die Bestimmung erfolgte potentiometrisch nach Albert und Serjeant’O bei 20,O” 
(Konzentration des Pyridiniumsalzes 1,0 . 10m2 M, 0,l M NaCl, 0,l N NaOH). Die 
pK,-Werte der Verbindungen HS 6, HS 9, HI 1, HI 2 und HI 4 sind von J. Stark 
(Freiburg) bestimmt worden.g 

Die in der Tabelle aufgefiihrte Fehlergrenze gibt die maximale absolute Abweichung 
vom Mittelwert an. Bei der Berechnung blieb der EinfluD der Ionenstarke unberiick- 
sichtigt. 

3. Enzymversuche 

Diiithylphosphoryl-AChE (Liisung A). 10 cm3 einer ca. lo-‘ON (beziiglich der 
aktiven Zentren) Enzymlijsung (0,l M NaCl, 0,02 M MgCl,) werden mit einem 250 
fachen Uberschul3 an Paraoxon (O,O-Diathyl-0,pnitrophenylphosphorsaureester 
(25 ~1 einer 1.10-4 M alkoholischen Liisung) versetzt. Nach 2stdg. Aufbewahren bei 
20,0”, pH 7,O” ist die Hemmung vollstandig. Der iiberschiissige Hemmstoff wird nicht 
entfemt, seine Konzentration im Ansatz betragt 2,5 . lO_’ M. 

Ungehemmter Kontrollansatz (Liisung B). 20 cm3 einer Enzymliisung gleicher 
Konzentration werden ohne Paraoxonzugabe unter den gleichen Bedingungen auf- 
bewahrt. 

Normalaktivitiit (NA). Die Bestimmung erfolgt in einem auf 20,O” thermostatisierten 
ReaktionsgefaB. Der Ansatz enthalt in 15 cm 3. Gesamtvolumen Acetylcholinchlorid 
(ACh, 3,67 . 1O-2 M), NaCl (0,l M), MgClz (0,02 M) und 2 cm3 Lijsung B. Die frei- 
gesetzte Essigsaure wird unter Rtihren und Stickstoffspiilung bei pH 7,00 nach der 
pH-stat-Methode titriert (Titrierstand 3 D der Fa. Metrohm, Mikrobiirette, 0,05 N 
NaOH, kombinierte Glas/Kalomel-Elektrode); der Laugeverbrauch wird auto- 
matisch gegen die Zeit aufgetragen. 

Enzymaktivitiit bei Reaktivator-Zusatz (vo). Die Bestimmung erfolgt unter den 
gleichen Bedingungen wir fur die “NA” geschildert. Zusatzlich enthalt die Probe den 
Reaktivator in der Konzentration, die such in dem nachfolgenden Reaktivierungsan- 
satz verwendet wird ( 10e6 bis 10e4 M, Variation ftir die einzelne Substanz jedoch nur 
innerhalb etwa einer Zehnerpotenz). 

Reaktivierung. Der Ansatz enthalt in 15 cm3 Gesamtvolumen: Losung A (2 cm3), 
ACh (3,67 . 1O-2 M), NaCl (0,l M), MgCI, (0,02 M) und Reaktivator (wie in der 
vorangegangenen v,-Bestimmung). Im iibrigen wird verfahren wie oben beschrieben. 

4. Auswertung 

Im Gegensatz zur NA- und v,-Bestimmung ergibt sich beim Reaktivierungsansatz 
als Umsatz/Zeit-Diagramm keine Gerade, sondem eine stetig ansteigende Kurve. Aus 
dieser wird unter Berticksichtigung des zuvor ermittelten v,-Wertes die Geschwindig- 
keitskonstante pseudo-I.-Ordnung (kbeob) errechnet. Diese Berechnung la& sich 
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einfach und sicher durchfiihren nach einem Verfahren, das kiirzlich von Kitz, Ginsburg 
und Wilson beschrieben wurde.‘l 

Die kbeob- Werte sind der Reaktivatorkonzentration (R) nicht proportional, sondern 
der Quotient kbeob/(R) wird mit wachsendem (R) zunehmend kleiner. 

Dieses Verhalten, das einem Sattigungsvorgang entspricht, hatten schon Green und 
Smith bei Bhnlichen Reaktivierungsversuchen beobachtet und daraus gefolgert, da13 
der eigentlichen Reaktion die Ausbildung eines Komplexes Phosphorylenzym/ 
Reaktivator (EP.R) vorgelagert sein mtisse, aus dem heraus allein die Reaktivierung 
erfolgen kann : l 2 

kl kz 
EP + R + EP.R + E -I- RP 

k-1 k-2 4 
. . . . . 

(1) 

(EP = Phosphorylenzym, R = Reaktivator, RP = Phosphoryloxim, EP,,, = 
Phosphorylenzym, frei und im Komplex). 

Sie kombinierten die Gleichgewichtsbedingung fur Bildung und Zerfall des Kom- 
plexes KD = (EP) (R)/(EP.R) und die Geschwindigkeitsbeziehungen 

d(E)ldt = Los . (EP& = kz. (EP.R) 

zu dem Ausdruck 

1 KD 
-z-• 

k beob kz 
‘+1. 
(R) kz 

Mit Hilfe dieser Gleichung errechneten sie k2- und K,-Werte fur 2-PAM, 4-PAM 
und einige Oxo-oxime. 

Was die Anwendbarkeit der Gleichung (2) betrifft, so wird vorausgesetzt, daB kl 
und k_, 9 k,; ferner mu13 gelten: k2 B k_, das hei& das Reaktivierungsgleich- 
gewicht mu13 miiglichst weit nach rechts verschoben sein, eine “Rephosphorylierung” 
des einmal enthemmten Enzyms durch RP darf nicht in nennenswerten Umfange 
stattfinden. Eine ungtinstige Gleichgewichtslage sollte im Reaktivierungsablauf zu 
Abweichungen vom Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung ftihren. Dieses Verhalten 
wurde besonders bei Bispyridiniumaldoximen wie TMB4 beobachtet, konnte aber 
in allen Fallen durch Anwendung hijherer Substratkonzentrationen unterdriickt 
werden.l 3,14 

Aus diesem Grunde, und urn das Enzym vor dem iiberschiissigen freien Hemmstoff 
zu schtitzen, entschieden wir uns fur die Anwendung der relativ hohen Substrat- 
konzentration von 3,67 . 10-2M im Reaktivierungsansatz. 

Berechnung. Nach Gleichung (2) erhalten wir durch Auftragen von l/k&&, gegen l/(R) 
in allen Fallen eine Gerade, die auf l/(R) = 0 extrapoliert wird. Ordinatenschnitt- 
punkt und Steigung ermitteln wir mit Hilfe einer Ausgleichsrechnung nach der 
Methode der “kleinsten Quadrate”. 

Zur Berechnung des mittleren quadratischen Fehlers legen wir den erhaltenen 
Mittelwert fur die Steigung als “wahren” Wert fest und berechnen unter dieser 
Voraussetzung den Fehler des Ordinatenschnittpunktes. Diese GroI3e tragen wir auf 
der Ordinate beiderseites des Mittelwertes ab und ziehen, von hier ausgehend, zwei 
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Parallelen zur Ausgleichsgeraden bis zum hochsten MeBwert. In diesen “Fehler- 
schlauch” zeichnen wir die beiden ungiinstigsten Geraden ein, aus deren Steigung 
sich angenahert der mittlere quadratische Fehler ftir den Ausdruck K,/k, ergibt. 

Ein Teil der Berechnungen konnte mit einem Computer durchgefiihrt werden. Ftir 
Programmierung und Rechnung danken wir Herrn Dr. H.v. Issendorf (Institut fur 
Funk und Mathematik, Werthoven). 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

In der Tabelle sind die Reaktivitats- (kJ und Athnitlts-Daten (KD) sowie die pK,- 
Werte mit den zugehiirigen Fehlergrenzen aufgefiihrt (defmitionsgemal3 zeigt ein 
grol3er K,-Wert geringe Affinitat an). Aus den beiden Dissoziationskonstanten der 
symmetrischen Bisoxime wurden femer die Quotienten KJK, gebildet. Die Afhnitats- 
angaben K’h und K”D liefert Gleichung (2). Man erhllt sie durch Einsetzen der 
Konzentrationen an Oxim-Anion. Fiir die Bisoxime sind hier zwei Miiglichkeiten 
gegeben: die Beriicksichtigung des Mono-Anions (K’J allein oder der Gesamtkon- 
zentration von Mono- und Di-Anion (K”D). 

Reaktivitiit und A#initci’t 

Monoquartlire Verbindungen. Die fur 2- und 4-PAM erhaltenen Daten ermiiglichen 
einen Vergleich mit den Ergebnissen von Green und Smith? 

k z . IO2 
(Min-l) 

KD . lo4 

(M) 

2-PAM 8,l 194 
CPAM 3,4 31 

In Anbetracht der Tatsache, da13 die Autoren unter anderen Versuchsbedingungen 
arbeiteten (Human-Erythrozyten, 25”, pH 7,4, Reaktivierung in Abwesenheit von 
Substrat), ist die ubereinstimmung mit unseren Resultaten recht gut. In der Verbin- 
dung LtiH-40 bewirkt allein die Acetalgruppierung die gegentiber CPAM erhedbiche 
AtXnitBitssteigerung. LiiH-40 envies sich such im Tierversuch als dem 2-PAM fast 
ebenbtirtig.lsJ6 

Die Verbindungen 3-PAM, LtiH-20 und LiiH30 reaktivieren weit langsamer als 
4-PAM, so da8 wir auf eine genauere Auswertung der entsprechend unsicheren 
MeDergebnisse verzichtet haben. Trotzdem waren zwei Effekte deutlich zu erkennen : 

(1) Der Ersatz der Methylgmppe des 2-PAM durch den Methoxymethyl-Rest 
emiedrigt die Reaktivatorqualitaten erheblich. (Eine Senkung der Wirksamkeit wird 
such durch Einftihrung Iangerer Alkylgruppen hervorgerufen.13) 

(2) LtiH30 erwies sich -verglichen mit 3-PAM- als der relativ bessere Reaktivator; 
hier wirkt sich die Einfiihrung der Methoxymethyl-Gruppe positiv aus. 

TMB-CVarianten. In der Reihe der TMB-4-Homologen sinken die Reaktivitaten 
mit der Verhingerung der Briicke kontinuierlich ab, wahrend die Afhnitaten bei III 
(TMB-4) ein Maximum erreichen, urn dann zu Verbindung V hin wieder abzufallen. 
Hobbiger und Mitarbeiter stellten iiber das Verhalten dieser Verbindungen in der 
Reaktivierungs- und “Direktreaktion” (Phosphorsaureester + Oxim) vergleichende 
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Untersuchungen an.13 Sie fanden, dal3 die Gcschwindigkeit der Direktreaktion mit 
wachsender Briickenhbrge abnimmt ; das Reaktivierungsvermogen hingegen steigt bis 
zum TMB-4 hin an und f!illt dann wieder ab. Ihre Annahme, daB die Diskrepanz 
zwischen Reaktivierung und Direktreaktion auf der unterschiedlichen A&it&t der 
Oxime zum Phosphorylenzym beruhen mtisse, finden wir durch unsere Ergebnisse 
bestatigt. 

Werden in Verbindung IV zwei H-Atome durch Hydroxylgruppen ersetzt, so 
erhllt man mit R 21 die meso-, mit S 27 die racem-Form des entsprechenden 2,3- 
Diols. R 21 und S 27 verhalten sich wie Diastereomere, was sich in ihrer unterschied- 
lichen A&&it zum Phosphorylenzym ausdrtickt. Dieser Befund liefert eine interes- 
Sante Erganzung der umfangreichen Kemtnisse iiber die Stereoselektivitlit des 
Enzyms gegentiber Substraten und Hemmstoffen1*8*17~1e (und die dort zitierte 
Literatur). In vivo und in vitro Versuche hatten ergeben, dal3 R 21 hinsichtlich Wirk- 
samkeit dem Toxogonin ebenbtirtig ist, was Engelhard und Erdmann auf eine A& 
nittitssteigerung durch die Hydroxylgruppen in der Briicke zurtickftihrten.5 Unsere 
kinetischen Daten bestatigen diese Annahme. 

Bemerkenswert und bisher nicht erklart ist die gegentiber Verbindung IV erheb- 
lithe Senkung der ReaktivitCit. Als Ursache vermuteten wir zunachst eine teilweise 
irreversible Umwandlung der Substanzen R 21 und S 27 im Reaktivierungsansatz. 
Als Umwandlungsprodukt hatte das im Abschnitt “Methoden” beschriebene “Bis- 
betain” infrage kommen kiinnen. Nachdem wir fur diese Substanz jedoch im Reak- 
tivierungsversuch die gleichen Daten fanden wie zuvor fur R 21 und such andere 
Befunde fur das Vorliegen des Bisbetains sprachen, war die Moglichkeit einer ir- 
reversiblen Umwandlung auszuschliel3en. 

Bei den “unsymmetrischen” TMB-4-Varianten HS-7 und P-18 sei besonders auf 
den afbnitatssteigernden EinfluD der Amidgruppe in CStellung hingewiesen. 

Toxogonin@-Vurianten. HS-4 erwies sich im Tierversuch als schlechter (und toxi- 
scher) Reaktivator.lQ Die Ursache daftir ist vermutlich vor allem in der sehr geringen 
Reaktivitlt zu suchen, die iu diesem Falle such nicht durch besonders hohe A@&tit 
zu kompensieren ist. Die allgemein schlechte Wirksamkeit der bisquartlren Pyridin-Z 
aldoxim-Derivate ist durch die Untersuchung der TMB-2-Varianten schon seit 
langerem bekanntZo und erscheint deshalb hier nicht tiberraschend. 

Der Vergleich LtiH-30/3,3-LtiH6 zeigt, daD die Einftihrung des zweiten Pyridin-3- 
aldoxim-Teils eine erhebliche Steigerung der Reaktivierungsqualit%ten bewirkt. 
Toxogonin@, das 4,4’-Isomere mit Acetalbrticke, besitzt wesentlich geringere Reak- 
tivitat, dafiir aber bedeutend hijhere Afhnitat als TMB4. In der Literatur tidet man 
widersprtichliche Berichte tiber Wirksamkeitsvergleiche zwischen Toxogonin und 
TMB-4.5*11~21-24 Die Ursache fiir die unterschiedliche Beurteilung der beiden 
Substanzen dtirfte auf diesen Aktivitats- und Afhnitltsunterschieden beruhen, denn 
je nach Versuchsanordnung wird der eine oder andere Parameter dominierend das 
Gesamtergebnis beeinflussen. 

Das Ketoxim R-23 besitzt gegentiber dem Aldoxim Toxogonin erwartungsgem8B 
geringere Reaktivit5titz5 und Afhnit5t. 

In der Reihe S-47, HS-9, HI-6 fgllt zunachst die gegentiber HS-4 gesteigerte Reak- 
tivitat auf. Wir finden Werte, die nur wenig unter dem des 2-PAM liegen, im Falle 
des HI-6 diesen sogar erreichen. Die Afhnitaten sind-verglichen mit HS-Arheblich 
schlechter. Eine deutliche Affinitatssteigerung finden wir wieder durch Anordnung der 
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Amidgruppe in 4-Position. Der unterschiedliche EinfluD einer zweiten Oximgruppe in 
2-Stellung (HS-4) auf Reaktivitilt und Afhnittit wird durch diese Zusammenstellung 
besonders deutlich. 

Alle entsprechenden 4-Isomeren zeichnen sich durch etwa gleich hohe Reaktivitat 
aus, such hier wird wieder die AfiinitIt durch Anordnung der Amidgruppe in 4- 
Stellung deutlich erh8ht. 

Die Reaktivitatswerte der Verbindungen TMB-4 (III), HS-7 und P-18 erweisen 
sich mit 21,3, 17,8, 21,7. lO_ ‘Mine1 als praktisch gleich. Ebenso verhalten sich die 
Werte fur Toxogonin, HI-4, HI-1 und HI-2 (10,9, lO,l, 11,6, 10,6 . 1O-2 Min-‘). 
Diese Zusammenstellung fiihrt zu dem tiberraschenden Resultat, da13 die zweite 
Oximgruppe des TMB4 wie such die des Toxogonins nach unseren Ergebnissen nicht 
zur eigentlichen Reaktivitat der Verbindungen beitrtigt, sondern lediglich die Aflint% 
zum Phosphorylenzym erhiiht. 

Dieser Befund erscheint besonders interessant im Hinblick auf die noch immer 
unbekannte Funktion des zweiten Pyridinrings im ReaktivierungsprozeD (vgl. dazu 
F. Hobbiger in’). 

Es sollte demnach mijglich sein, die zweite Oximgruppe im TMB4 oder Toxogonin 
durch einen Substituenten zu ersetzen, der diese Afhnitlitsfunktion in gleicher Weise 
oder besser erftillen kiinnte. 

Damit eriiffnet sich zugleich die Maglichkeit zu einer weiteren Toxizitatssenkung 
des Reaktivators. Den ersten bedeutenden Forts&&t in dieser Richtung brachte der 
Ubergang von der Trimethylen- zur A&al-Brticke (TMB-4/ Toxogonin5.21-24), ein 
zweiter ware denkbar durch sinnvollen Ersatz einer der beiden Oximgruppen. Dal3 
dieser Weg nicht aussichtlos ist, zeigen bereits die gtinstigen Reaktivierungs-Eigen- 
schaften sowie die gut Vertraglichkeitlg der Toxogonin-Varianten HI-2. 

Die iiber die Anionen-Konzentrationen errechneten Afhnitatswerte KD und K”D 
zeigen in ihrem Gang keine nennenswerten Unterschiede zu den Relationen, die 
soeben anhand der K,-Werte diskutiert wurden. Die noch immer strittige Frage, ob 
das Oxim oder sein Anion als wirksames Agens am Phosphorylenzym anzusehen sei,26 
kann im Rahmen unserer vergleichenden Aginitatsbetrachtungen also unberiick- 
sichtigt bleiben. 

pK,- Werte 

Die Reihe der pK,-Werte offenbart einige, zum grol3en Teil bekarmte Gesetz- 
mal3igkeiten: Die Aciditat der 2-Aldoxime ist stets hbher als die der entsprechenden 
4-Isomeren ; Bisquaternierung wirkt sich in allen Fallen aciditatssteigernd, Verlzin- 
gerung der Brticke aciditgtssenkend aus; Verbindungen mit Acetalbrticke sind stets 
saurer als ihre Methylen-Analogen; die Aciditat von Bispyridinium-Monoximen wird 
durch die Substitution am zweiten Pyridinring kaum beeinflugt. 

Fur die symmetrischen Bisoxime haben wir die Quotienten aus beiden Dissozia- 
tionskonstanten (Kl/K2) gebildet. Aus statistischen Grtinden sollte dieser Quotient 
mindestens den Wert 4 besitzen; ist er groger, so ist der Zuwachs ein Ausdruck ftir 
die Behinderung der Dissoziation der zweiten S&uregruppe.27 Bekannt sind diese 
Zusammenhange besonders aus der Reihe der Dicarbonsauren: Als Quotienten Kl/K2 
fand man z.B. fur Maleinsaure 20,000, Fumars&ire 23 und Glutarsaure 8,5.27 

Aus den durchweg tiefer liegenden Werten der Bisoxime ist daher zu schlieI3en, 
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daD die Oximgruppen dieser Verbindungen sich in ihrer Dissoziation gegenseitig 
kaum beeinflussen, die Molekiile also sicher in gestreckter Form vorliegen. 

Frau Prof. Dr. I. Hagedom, den Herren Dr. W. H. Gtindel und I. Stark, Freiburg, sowie Herm 
Dr. G. Zimmer, Frankfurt, sind wir ftir anregende Diskussionen zu Dank verpflichtet; Herm 
R. Wulf danken wir ftir seine gewissenhafte Mitarheit. 
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Zusammenfassnng-Diathylphosphoryl-acetylchohnesterase wurde mit Pyridiniumoxi- 
men reaktiviert. Auf potentiometrischem Wege wurden femer die pK,-Werte der unter- 
suchten Mono- und Bis-pyridiniumoxime bestimmt. 

Die kinetischenDaten der Versuchsergebnisse stehen im Einklang mit dervorstelhmg, 
da13 der Reaktivierungsreaktion eine Komplexbildung zwischen Phosphorylenzym 
und Reaktivator vorgelagert ist. Auf dieser Basis lassen sich aus der Konzentrations- 
abhiingigkeit der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten Angaben tiber die 
Tendenz zur Komplexbildung (d.h. die Affmitat) und die eigentliche Reaktivittit von 
30 verschiedenen Pyridiniumoximen gewinnen. 

Die Bispyridiniumaldoxime TMB 4 turd Toxogonine unterscheiden sich hinsichtlich 
Reaktivitat und A&it&t betrachtlich: TMB 4 zeichnet sich gegentiber Toxogonine 
durch gr6Rere Reaktivitiit aus, w&hrend die Wirksamkeit des Toxogoninse vor allem 
durch seine hohe AfSnitlt zum Ditithylphosphorylenzym bestimmt wird. 

Dirch Variation der Substituenten und ihrer Stelhmg in einem der Pyridinringe 
lll3t sich zeigen, dal3 nur eine der beiden Pyridinaldoxim-Gruppen im TMB 4 und 
Toxogonin wesentlich zur Reaktivitiit des Molektils beitragt, w&rend die andere vor 
allem zur reaktionsgerechten Anheftung an das Enzym dient. 


