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Abstract-The first order velocity constants for the inhibition of acetylcholinesterase (EC 
3.1.1.7.) have been determined for samples withdrawn at definite intervals from a reaction 
mixture containing 5 x 10m4 M oxime and 25 x 10m6 M soman. The temporal changes 
of these velocity constants provide information about the inhibitory potency of phosphony- 
lated aldoximes and about the velocity of the hydrolytic cleavage of these compounds. The 
investigation of 27 aldoximes shows that a considerable part of the phosphonylated aldox- 
imes has a higher inhibitory potency than soman. This property depends on the position 
of the oxime group and on the type of substituent fixed to the quaternary nitrogen atom 
in the aromatic ring. 

SDWOHL bei der Reaktivierung phosphonylierter Acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7.) 
als such bei der direkten Reaktion zwischen Organophosphonaten und Pyridinium- 
aldoximen entsteht im Primarschritt ein phosphonyliertes Aldoxim. Ein Teil dieser 
phosphonylierten Aldoxime hemmt die Acetylcholinesterase noch schneller als die 

urspriinglichen Organophosphonate. Fur die Beurteilung von Reaktivatoren bzw. 
von direkt auf das Organophosphonat wirkenden Verbindungen gewinnt somit die 

Untersuchung des Abbaus der phosphonylierten Oxime erhebliche Bedeutung. 
Die praparative Darstellung phosphonylierter Pyridinium-aldoxime ist schwierig 

und wegen der hohen Toxizitdt dieser Verbindungen nicht ohne Risiko. Bis heute 
wurde lediglich das Phosphonylierungsprodukt aus 4-PAM und Sarin als Reinsub- 
stanz dargestellt. 1.2 In weiteren Arbeiten wurden Mechanismus und Kinetik des 
Abbaus dieser Verbindung untersucht.3 -5 Rogne6 hat phosphorylierte Ketoxime 
dargestellt und die Geschwindigkeitskonstanten fur die Hemmung von Acetylcho- 
linesterase gemessen. Die Hydrolyse acetylierter Oxime wurde von Blanch und 
Onsager. die Hydrolyse benzoylierter Pyridiniumoxime von Nenner’ untersucht. 
Schoene’ hat die Reaktivierung von Diathylphosphoryl-Acetylcholinesterase unter- 

sucht und Aussagen iiber die Hemmung der Acetylcholinesterase durch phosphory- 
lierte Pyridinium-aldoxime und deren hydrolytischen Abbau gemacht. Da die 
angewandte Methode eine Gleichgewichtseinstellung voraussetzt. ist sie nicht allge- 
mein anwendbar. AuBerdem wird bei der Berechnung der kinetischen Daten die 

Abktirzungen:GK = Geschwindigkeitskonstante. ACHE = Acetylcholinesterase. PX = Soman 
(3.3-Dimethyl-2-butyI-methylphosphonsaurefluorid. BP = phosphonyliertes Aldoxim. EH = Acetylcho- 
linesterase. 
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Gesamtkonzentration des Oxims ohne Berticksichtigung der verschiedenen Disso- 
ziationsstufen eingesetzt, ein Verfahren, das miiglicherweise zu falschen Aussagen 
fiihrt. 

Da es bisher nicht gelungen ist, Phosphonylderivate der praktisch bedeutsamen 
Reaktivatoren 2-PAM, TMB-4 und Toxogonin prgparativ darzustellen. haben wir 
eine einfache, allgemein anwendbare kinetische Methode entwickelt, die ein anschau- 
liches Bild iiber Bildung. Hemmwirkung und Abbau der phosphonylierten Aldoxime 
vermittelt. 

METHODIK 

Aus einem Reaktionsansatz. der Organophosphonat und Aldoxim (letzteres im 

zweihundertfachen iiberschul3) enthglt, werden nach einem bestimmten Zeitschema 
Proben entnommen und fiir jede Probe die Geschwindigkeitskonstante erster Ord- 
nung fiir die Hemmung von Acetylcholinesterase bestimmt. Die halblogarithmische 
Auftragung von k, gegen die Reaktionszeit t ergibt ein quantitatives Bild der Bildung 
Acetylcholinesterase hemmender Produkte und zeigt im weiteren Verlauf deren hyd- 
rolytischen Abbau. 

Reaktionsansatz. 50 ml 5 x lop4 M Oxim in 0.15 M NaCl, pH 7.4. 37 . Der pH- 
Wert wurde durch Zugabe von 0.1 N NaOH auf 7.4 eingestellt und wghrend der 
gesamten Reaktionszeit durch einen automatischen Titrator der Fa. Radiometer 

(PHM 26, TTT 11, ABU 12) konstant gehalten. Zum Start der Reaktion wurden 
500 ~tl 2.5 x lop4 M Soman zugegeben. so da13 die Somankonzentration im Rcak- 
tionsansatz 2.5 x 10ph M betrug. 

M@ansatz. Die Phosphonylierung der Acetylcholinesterase wurde bei pH 7.4 und 
37’~ in Gegenwart von 3 x 10d3 M Acetylcholin sowie 0.15 M NaCl und 001 M 
MgCl, im TitrationsgefgD durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen betrug 25 ml, die aus 
dem Reaktionsansatz entnommene Probemenge 500 /il. Als Enzymprgparat wurde 
Acetylcholinesterase aus Rindererythrozyten der Fa. Serva, Heidelberg verwendet. 
Die Bedingungen fiir eine Reaktion pseudo-erster Ordnung sind gut erfiillt, denn die 
Konzentrationen von Soman und/oder phosphonyliertem Oxim liegen in der 

GrGBenordnung von 5 x lo-’ M, wghrend die Konzentration der Acetylcholinester- 

ase nur lo- ” M betrggt. Die Reaktion zwischen Soman und Oxim wird durch die 
fiinfzigfache Verdiinnung der Probe praktisch gestoppt. Die Abnahme der Enzymak- 
tivitat wurde durch fortlaufende automatische Titration mit dem oben beschriebenen 
Titrator verfolgt, wobei die Titrationsergebnisse durch eine automatische Datener- 
fassung registriert wurden. Die Berechnung der Geschwindigkeitskonstantcn (Stei- 
gung der Regressionsgerade) wurde mit einem Focal-Programm auf dem Computer 
PDP-12 der Fa. DEC durchgefiihrt.* Die Variationskoeffizientcn der Geschwindig- 
keitskonstanten liegen im allgemeinen unter 5 Prozent. Lediglich bei den Spitzen- 
werten steigen sie bedingt durch den sehr schnellen Hemmverlauf auf IO&20 Prozent 
an. 

Die Mehrzahl der verwendeten Aldoxime wurde uns freundlicherweise von Frau 
Professor Hagedorn und Ihren Mitarbeitern, Chemisches Laboratorium der Uni- 
versitgt Freiburg, zur Verfiigung gestellt. 

* Wir danken der VW-Stiftung ftii- die Bereitstcllung der erforderlichen Mitt4 
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KJNETJK DER PHOSPHONYLJER’JNG DER ACETYLCHOLINESTERASE 

Bei der Reaktion zwischen dem Oxima~ion B- und dem Organophosphonat PX 
entsteht das phosphonylierte Oxim BP. Fur die Reaktion mit Dioximen gelten ahn- 
lithe, allerdings etwas kompliziertere An&&e. ’ Die aus dem Reaktionsansatz ent- 
nommenen Proben enthalten folglich wechselnde Mengen Soman (PX) und phos- 
phonyliertes Oxim (BP), die beide als Reaktionspartner (Inhibitoren) fur die Acetyl- 
cholinesterase (EH) in Frage kommen. 

k 
EH+PX:EP+HX 

k,, 
EH + BP--+ EP -t BH 

Fiir die Umsatzgeschwindigkeit gilt: 

-d fEH]/dr = fipx [PX] [EH] + fi,, [BP] [EH] 

= CW @PX WI + bp WI) 
-d [EH]/[EH] = (k,, [PX] + k,, [BP] ) dt. 

Setzt man kpx [PX] + k,, [BP] = k, und integriert in den Grenzen 0 bis t, so folgt: 

In ([EH] ,![EH]) = EL, I 

k, ist die Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung fur die Phosphonylierung der 
Acetylcholinesterase und wird fur jede Probe bestimmt. Sie enthalt die verander- 
lichen Terme kpx [PX] und k,, [BP]. kpx und k,, sind die Geschwindigkeitskon- 
stanten zweiter Ordnung fur die Phosphonylierung der Acetylcholinesterase durch 
Soman bzw. durch das phosphonylierte Aldoxim. Die Grol3e von k, wird zu Beginn 
der Reaktion durch EC,, [PX] und im spiteren Verlauf durch kgp [BP] bestimmt. Da 
[PX) durch die Reaktion mit dem Oxim standig abnimmt. Bndert sich such kpX [PX] 
mit der gleichen Geschwindigkeit. Der Term k,,[BP] ist ebenfalls zeitabhlngig 
und wird durch Bildung und Zerfall von BP, d.h. durch die aktuelle Konzcntration 
des phosphonylierten Aldoxims bestimmt. 

ERGERNISSE UND DJSKUSSION 

Die fur die Hemmung der Acetylcholinesterase bestimmte Geschwindigkeitskon- 
stante kl ist der Konzentration der Inhibitoren Soman und/oder phosphonyliertes 
Aldoxim direkt proportional. Aus der zeitlichen Anderung von k, lassen sich Aus- 
sagen iiber die Hemmwirkung der phosphonylierten Oxime und iiber den geschwin- 
digkeitsbestimmenden Schritt der zur Entgiftung f~hrenden Reaktionsfolge ableiten. 
Tabelle f enthailt die Struktlirformeln der untersuchten Oxime, die fur die 
40-Minuten-Probe bestimmten Geschwindigkeitskonstanten fur die Phosphonylie- 
rung von Acetylcholinesterase und die Geschwindigkeitskonstanten fur die Abnahme 
der He.mmwirkung auf Acetylcholinesterase. Die Abbildungen 1 bis 3 zeigen die 
halblogarithmische Auftragung von k, gegen die Reaktionszeit fiir einige typische 
Aldoxime. 

Die Geschwindigkeitskonstante fur die Phosphonylierung von Acetylcholinester- 
ase mit 5 x 10-8M Soman unter den angegebenen Bedingungen betragt 
0.42 min - I. Fur kpx folgt hieraus ein Wert von 8.4 x 10’ M- ’ min- ‘. Eine 
Zunahme von kl iiber den Wert O-42 hinaus bedeutet, da@ das phosphonylierte 
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Oxim das hochtoxische Soman in seiner Hemmwirkung noch iibertrifft. Okonek’” 
hat bei der gaschromatographischen Untersuchung der Umsetzung von Soman mit 
5 x lo-” M Toxogonin eine Geschwindigkeitskonstante von 4.88 x lo-’ min-’ 

gefunden. Anhand der Bestimmungsgleichung fiir li, kann eine Abschitzung von 
k,, vorgenommen werden, wobei im folgenden Beispiel die Abnahme des phos- 
phonylierten Aldoxims nicht beriicksichtigt wurde. Fiir das phosphonylierte Toxo- 
gonin ergibt sich fiir k,, 7.8 x 10’ M- ’ min- ‘, also ein Wert, der deutlich iiber k,, 
mit 8.4 x 10’ M _ ’ min 1 liegt. 

Aus den Abbildungen l-3 ergibt sich die folgende Struktur-Wirkungs-Beziehung: 
(1) Pyridiniumderivate mit einer Aldoximgruppe in 2-, 3- oder 4-Stellung. die am 

Stickstoff lediglich methyliert sind, haben nach der Phosphonylierung mit Soman 
keine stgrkere Hemmwirkung auf Acetylcholinesterase als das Organophosphonat 
selbst. 

(2) Samtliche Pyridinium-4-aldoxime. die durch eine Briicke wie 
-CH2-CH,-CH2T oder -CH,-O-CH,- mit einem Phenylrest, eincm qua- 

tern&en Stickstoff -NR3 oder mit einem weiteren Pyridiniumring verbunden sind, 

reagieren mit Soman zu Phosphonylierungsprodukten, die eine sttirkere Hemmwir- 
kung als Soman haben. Eine weitere Oximgruppe in 4-Stellung verstgrkt die Hemm- 
wirkung. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Hemmung der Acetylcholinester- 
ase durch die Phosphonylierungsprodukte von Toxogonin undTMB-4 betragen mehr 

als das zehnfache der Geschwindigkeitskonstanten fiir Soman. Die Versttirkung der 
Hemmwirkung tritt bei der Briicke -CH,-CO---NH-CO-CH,- nicht auf. 

Time, mhn 

ABB. 1. Halblogarithmische Auftragung van !i, (min ’ ) fiw die Phosphonylierung van ACHE m Gegen- 
wart van 3 x 10m3 M Acetylcholin. Reaktionsansatz mit 5 x IO-‘M Oxim tend 2.5 y IO-’ M Soman. 

Zur Messung wurde I : 50 verdiinnt. 
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ABB. 2. Halblogarithmische Auftragung von k, (min-‘) fiir die Phosphonylierung von 
ACHE in Gegenwart von 3 x 10m3 M Acetylcholin. Reaktionsansatz mit 5 x 10m4 M Oxim 

und 2.5 x 1O-6 M Soman. Zur Messung wurde 1:50 verdiinnt. 

1 

0.01 

0.0: 

Time, mfn 

ABB. 3. Halblogarithmische Auftragung von k, (min-‘) fiir die Phosphonylierung von 
ACHE in Gegenwart von 3 x 10-j M Acetylcholin. Reaktionsansatz mit 5 x 10m4 M 

Oxim und 1.5 x. 10m6 M Soman. Zur Messung wurde I : 50 verdiinnt. 
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(3) Pyridinium-2-aIdoxime des Typs ABC zeigen nach der Phospho~~ylierung 
keine starkere Hemmwirkung als Soman. Das gleiche gilt fur Imidazolderivate mit 
Aldoximgrupp~n in 2-Steliung, obwohl diese Verbindung~n eine betr~chtliclle di- 
rekte Hemmung der Acetylcholinesterase bewirken. 

In allen Fallen, in denen k, zunachst ansteigt, ein Maximum durchlauft und dann 
nach einer e-Funktion abnimmt, kann aus der Steigung des linear abfallenden Teils 
die Ge~hwin~gkeitskonstante fur die Hydrolyse des phosphonylierten Aldoxims 
bestimmt werden. In diesen FSil1et-r ist die Hydrotyse des pl~osphonyIierten Afdosims 
der geschwin~gkeitsbestimmende Schritt der zur Entgiftung fiihrenden Reaktions- 
folge. Nimmt k, bei halblogarithmi~her Auftragung von Anfang an linear ab, so 
kann nur dann damit gerechnet werden, daD die Ges~hwindigkeitskonstante fiir die 
Hydrolyse des phosphonylierten Aldoxims erfal3t wird, wenn dieser Wet? deutlich 
kleiner als die G~schwindigkeitskonstante fiir die Phosphonylierung des Oxims ist. 
In diesem Zusammenhang mu13 erwahnt werden, dal3 die Geschwindi~keit der Phos- 
phonyli~rung des Oxims der Konzen~atio~ des Oximanions direkt proportional ist, 
wahrend eine Beeinflussung der Hydrolyse des phosphonylierten Oxims durch das 
in iiberschufl vorhandene Oxim unter den gewahlten Versuchsbedingungen nicht zu 
erwarten isL4 
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LITERATUR 

Zummmenfas~ng-Ads einem Reaktionsansatz mit 5 x lo- ‘M Oxim und 2.5 x IO “M 
Soman werden nach einem bestimmten Zeitschema. Proben entnommen und die Gcschwin- 
d~gk~itkanstant~n erster Ord,?ung fur die Hemmung von Acetylchoiinesterase (EC 3.1.1.7) 
bestimmt. Aus der z&lichen Anderung dieser Geschwindigkeitskonstanten lassen sich Aus- 
sagen iiber die Hemmwjrkung der phosphonylierten Aldoxime und iiber die Geschwindig- 
keit des hydrolytische~ Abbaus dieser Verbindungen ableitcn. Anhand der ~ntcrslichun& 
von 27 Aidoximen wird gezeigt, dai3 eine be~~chtliche Anzahl der mit Soman phospjlony- 
herten Aldoxime eine stirkere Hemmwirkung als Soman hat. Diese Eigenschaft ist abhiin- 
gig von der Stellung der Oximgruppe und von der Art der Substitution am quarternicrtrn 
Ringstickstoff. 


