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Zur Messung der Cholinesteraseaktivitit in Gegenwart von 2:PAM und Toxogonin sind echte Ester wie Acetylcholin, Butyrylcholin und
Benzoylcholin geeignete Substrate. Substrate mit Siureanhydridcharakter wie Acetylthiocholin, Butyrylthiocholin, ¢-Nitrophenylbutyrat,
Indoxylacetat, Phenylbenzoat und «-Naphtylacetat werden durch die beiden Oxime gespalten. Das AusmaB der Spaltung ist jedoch von
der Oximmenge im Ansatz abhiingig. Nach Gaben von 2-PAM und Toxogonin in den empfohlenen therapeutischen Mengen sind deshalb
Verfahren, die Acetylthiocholin, Butyrylthiocholin und ¢-Nitrophenylbutyrat verwenden, trotzdem brauchbar.

Measurement of the in vivo and in vitro reactivation of alkyl phosphate-poisoned serum cholinesterase by 2-P.AM and toxogonin
in the presence of different substrates

True esters, like acetyl choline, butyrylcholine and benzoyl choline are suitable substrates for the measurement of cholinesterase activity

in the presence of 2-PAM and toxogonin. Substrates with acid anhydride character, likeacetylthiocholine, butyrylthiocholine, s-nitro-

phenyl butyrate, indoxyl acetate, phenyl butyrate and x-naphtyl acetate are all cleaved by the two oximes. The extent of the cleavage is,
however, proportional to the concentration of the oxime. Therefore, following the administration of 2-PAM and toxogonin in the re-

commended therapeutic amounts, methods that employ acetylthiocholine, butyrylthiocholine and s-nitrophenyl butyrate can, nevertheless,

be used.

Ozime wie 2-PAM (2-Pyridinaldoximmethyljodid) und
Toxogonin (Bis-(4-hydroxyiminomethyl-1-pyridinium-
methyl)-dtherdichlorid) werden zur Therapie von Ver-
giftungen mit Alkylphosphaten, insbesondere E 605 ein-
gesetzt. Dabei interessierte in bestimmten Fillen eine
Kontrolle des Therapieerfolges durch Messung der
Serumcholinesterase-Aktivitit nach der Oximgabe. Zur
grundsitzlichen Entscheidung, ob ein Oxim zur Reakti-
vierung eines phosphorylierten Enzyms in der Lage ist,
wurde von einigen Autoren der in vitro-Test herange-
zogen. Bei klinischen Fillen haben z. B. HErrmManN und
FELGENHAUER (1) versucht, vor der therapeutischen An-
wendung die Wirksamkeit des Reaktivators an der in
vivo alkylphosphatvergifteten Serumcholinesterase der
Patienten durch in vitro-Inkubation mit Toxogonin zu
testen.

Auch forensisch spielt die Bestimmung der Cholin-
esterase-Aktivitit im Serum bei der Beurteilung von
Vergiftungsfillen eine Rolle. Auf Grund der starken in-
dividuellen Unterschiede in der Aktivitit des normalen
Enzyms, des Vorkommens atypischer Serumcholin-
esterasen mit z. T. sehr niedriger oder fehlender Akti-
vitit, des Einflusses von Krankheiten sowie der Mog-

" lichkeit einer Cholinesterase-Blockierung nicht nur durch

Alkylphosphate, sondern auch durch Carbamate und
viele Medikamente haben FrRIEDBERG und Sakar (2) fiir
forensische Zwecke ein Verfahren zur in vitro-Reakt-
vierung alkylphosphatvergifteter Cholinesterasen mit
2-PAM ausgearbeitet. Sie empfehlen, mit einer belie-
bigen Methode die Aktivitit ohne und mit 2-PAM-Zu-
satz zu priifen. Ergebe sich durch PAM eine Aktivitits-
steigerung, so liege mit Sicherheit eine Vergiftung mit
einem organischen Phosphorsiureester vor. Die Au-
toren selbst verwendeten zur Aktivititsbestimmung die

manometrische Methode von AmMoNn (3) mit Acetyl-
cholin als Substrat.

Herrmann und FELGENHAUER (1) wiesen kiirzlich darauf
hin, daB Toxogonin eine ,,esterolytische® Wirkung be-
sitzt, wodurch es in der Lage ist, Substrate wie Acetyl-
thiocholin, Butyrylthiocholin und «-Naphthylacetat zu
spalten und damit eine stark reaktivierte Cholinesterase
vorzutiuschen. NENNER und ERDMANN (4) baben dies
fiir Acetylthiocholin bestitigt.

Schon BERGNER und O’NErLL (5) hatten gezeigt, daB
Oxime wie 2-PAM, 4-PAM und DAM .(Diacetyl-
monoxim) Acetyl- und Butyrylthiocholin im schwach
alkalischen Milieu unter Freisetzung von Thiocholin
spalten. Dieser Effekt war bei pH 5 praktisch nicht mehr
zu beobachten, was die Autoren darauf zuriickfiihren,
daB nur bei hoheren pH-Werten das Gleichgewicht zu-
gunsten des allein in Reaktion tretenden Oximations
verschoben ist. Bei Durchfilhrung der enzymatischen
Spaltung bei pH 5,3 konnten sie eine Stdrung infolge
Oximwirkung ausschalten. B

Einen dhnlichen Effekt auf die beiden Thioester wie die
genannten Oxime haben auch Imidazol und Cystein (6).
Wir selbst (7) konnten die Spaltung von o-Nitrophenyl-
butyrat durch 2-PAM und Toxogonin zeigen.

Damit ist grundsitzlich die Frage zu kliren, welche Sub-
strate fiir die Priifung des klinischen Erfolges von
Oximgaben bzw. fiir in vitro-Inkubation geeignet sind,
und welche fiir solche Untersuchungen ausscheiden.

In einer fritheren Arbeit (7) war die Vermutung ausge-
sprochen worden, daBl dhnlich wie o-Nitrophenylbutyrat
auch andere Substrate mit Siureanhydrid-Charakter
durch Oxime gespalten werden, wihrend dies bei echten
Estern wie z. B. Acetylcholin nicht der Fall ist. Dafiir
sprechen die Ergebnisse von FRIEDBERG und Sakar (2)
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sowie Sucker (8) mit Acetylcholin und 2-PAM unter
Verwendung der manometrischen Methode bzw. eines
kolorimetrischen und potentiometrischen Verfahrens,
sowie von NENNER und ERDMANN (4) mit Acetylcholin
und Toxogonin bei Anwendung einer titrimetrischen
Methode.

Wit fiihrten deshalb mit verschiedenen fiir die Bestim-
mung der Cholinesterase-Aktivitit in der Literatur an-
gegebenen Substraten Versuche durch, in denen wir
neben unvergiftetem menschlichem Serum auch 2-PAM
und Toxogonin dem Ansatz zufiigten. Damit sind nun
die folgenden Verbindungen auf ihre Reaktion mit den
beiden genannten Oximen gepriift:

Acetylthiocholin und 2-PAM

Acetylthiocholin und Toxogonin (vgl. auch (1), (4))
Butyrylthiocholin und 2-PAM

Butyrylthiocholin und Toxogonin (vgl. auch (1))
o-Nitrophenylbutyrat und 2-PAM (vgl. auch (7))
o-Nitrophenylbutyrat und Toxogonin (vgl. auch (17))
Indoxylacetat und 2-PAM

Indoxylacetat und Toxogonin

Phenylbenzoat und 2-PAM

Phenylbenzoat und Toxogonin

a-Naphtylacetat und 2-PAM

a-Naphtylacetat und Toxogonin (vgl. auch (1))
Acetylcholin und 2-PAM (vgl. auch (2), (8))
Acetylcholin und Toxzogonin (vgl. auch (4))
Butyrylcholin und 2-PAM

Butyrylcholin und Toxogonin

Benzoylcholin und 2-PAM

Benzoylcholin und Toxogonin.

-

Methodik und Ergebnisse

Fiir die Untersuchungen verwendeten wir reines 2-PAM
in Form des Jodids und Toxogonin (Obidozimchlorid).
Die Priparate stellten Gemische der syz- und anti-Form
in wechselnder Zuéammensetzung dar. Sie wurden den
Ansitzen in Mengen zugesetzt, die im Falle einer Sub-
stratspaltung etwa gleichen Umsatz ergaben wie der je-
weilige Serumzusatz. Zum Vergleich wurden deshalb
stets normale Serumproben mitgefiihrt. Die Versuchs-
bedingungen entsprachen den von den einzelnen Au-
toren angegebenen.

Bei einigen Substraten wurden auch Vielfache der eben-
genannten Oximmengen gepriift, um einen Anhaltspunkt
fiir die Abhingigkeit der Substratspaltung von der Oxim-
menge zu gewinnen.

Mit Ausnahme von o-Nitrophenylbutyrat zeigte die Sub-
stratspaltung durch die beiden Oxime schon kurz nach
dem Starten der Reaktion wihrend des Beobachtungs-
zeitraumes einen linearen Verlauf.

Entsprechendes galt fiir die Spaltung aller Substrate
durch die Serumcholinesterasen. Um eine bessere Ver-
gleichsmoglichkeit zu erhalten, wurde deshalb im Sinne
eines ,,kinetischen Tests* (vgl. KNEDEL und BOTTGER
(9)) nur der lineare Anteil der Beziehung zwischen Sub-
stratspaltung (wiedergegeben durch die Extinktions-
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zunahme bzw. die CO,-Entwicklung) und Zeit wieder-
gegeben, der ein MaB fiir die Geschwindigkeit der
Hauptreaktion darstellt. Lediglich bei o-Nitrophenyl-
butyrat ist auch der Anfangsteil der Reaktion wieder-
gegeben.

Die Ergebnisse wurden graphisch dargestellt, wobei
jeder Punkt den Mittelwert aus mindestens drei Einzel-

bestimmungen darstellt.

Acetylthiocholin nach WeBER (10).

Reaktionsbedingungen:

0,05M Tris-Puffer: pH 7,4; .
Tris-Puffer-DTNB-(5,5-Dithiobis-2-nitrobenzoesiure)-Losung:

20 mg DTNB in 200 m/ Trispuffer 16sen.

Zu 2 m/ Trispuffer-DTNB-L8sung wurden zugesetzt

a) 0,02 m/ Serum

b) 0,2 mg PAM in 0,02 m/ Trispuffer

c) 0,2 mg Toxogonin in 0,02 m/ Trispuffer.

Es wurde einige Min. bei 22° vorinkubiert, sodann die Reaktion
durch Zusatz von 0,2 m/ Acetylthiocholinjodidlésung (55 mm)
gestartet.

Reaktionstemperatur 22°,

Gemessen wurde die Extinktionszunahme bei 405 nm in 1 cm-
Kiivetten (siche Abb. 1).

J 602 ml Servm

92mg Toxogonin

92mg PAM

1
6 8 0 72 %4
t Min]

Abb. 1
Spaltung von Acetylthiocholin durch Serum, 2-PAM und Toxogonin

Fiir Acetylthiocholin wurde unter den genannten Bedingungen
auch die Abhingigkeit der Substratspaltung von verschiedenen
Oximmengen, nimlich 0,05; 0,1; 0,2 und 0,3 mg Toxogonin
sowie 0,1; 0,2; 0,3 und 0,4mg PAM pro Ansatz festgestellt
(Abb. 2),
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Abb. 2

Spaltung von Acetylthiocholin durch verschiedene Oximmengen. Ge-
messen wurde jewells dle Extinktionszunahme innerhalb von 8 Min.
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Butyrylthiocholinjodid

Wit verwendeten den Reagenzsatz Merckotest; Cholinesterase,
kinetischer TestY), der auf die Untersuchungen von KNEDEL und
BoTTGER (9) aufbaut.

Reaktionsbedingungen:

Endkonzentration im Ansatz vor der Bestimmung:
0,02M Phosphatpuffer pH 7,7

6 my S-Butyrylthiocholinjodid

0,25 mu 5,5-Dithiobis-2-nitrobenzoesiure.

Zu 2 m/ der obigen Lésung wurden zugesetzt:
a) 0,01 m/ Serum :

b) 0,1 mg PAM in 0,01 m/ Phosphatpuffe

¢) 0,1 mg Toxogonin in 0,01 m/ Phosphatpuffer.

A 0,07 ml Serum

0,1 mg Toxogonin

S
>
T

01mg PAM

T 17T

3 4

t [Min]
Abb. 3

Spaltung von Butyrylthiocholin durch Serum, 2-PAM und Toxogonin

Reaktionstemperatur: 22°.

Gemessen wurde die Extinktionszunahme bei 405 nm, der starken
Extinktionszunahme wegen abweichend von der Votschrift in
0,5 em-Kiivetten (Abb. 3).

Fiir Butyrylthiocholin wurde unter den genannten Bedingungen
auch die Abhingigkeit. der Substratspaltung von verschiedenen
Oximmengen, nimlich 0,1; 0,2 und 0,3 mg pro Ansatz, festge-
stellt (Abb. 4):

a8k . Toxogonin
B PAM
]
06
g .
g
W 0’4 -
- o
g2t
L | 1 |
0 o1 o2 93 04
Oxim [mg]
Abb. 4

Spaltung von Butyrylthiocholin durch verschiedene Oximmeérigen.
Gemessen wurde jeweils die Extinktionszunahme innerhalb von 3 Min.

1) Hersteller: E. Merck, Darmstadt.

o-Nitrophenylbutyrat

nach MamN, Mices und Braip (11).

Reaktionsbedingungen:.

Butanol-Phosphatpuffer: .

5 m/ Butanol + 95 m/ 0,05M Phosphatpuffer pH 7,6,
o-Nitrophenylbutyrat-Stammlésung:

0,5M in Methanol.

Substrat-Pufferlésung (frisch herstellen):

100 m/ Butanol-Phosphatpuffer 4+ 0,3 m/ o-Nitrophenylbutyrat-
Stammldsung.

Zu 5 m/ Substrat-Pufferlésung wurden zugesetzt:

a) 0,004 m/ Serum in 1 m/ Butanol-Phosphatpuffer

b) 0,3 mg PAM in 1 m/ Butanol-Phosphatpuffer’

¢) 0,3 mg Toxogonin in 1 m/ Butanol-Phosphatpuffer.
Reaktionstemperatur: 25°. :

Gemessen wurde nach Zusatz von 0,05 m/ DFP (Diisopropyl-
fluorphosphat)-Losung (0,025M in Isopropanol) und Auffiillen rnit
50proz. Athanol ad 10,0 die Extinktionszunahme bei 414 nm in
1 cm-Kiivetten (Abb. 5).

A
o6~
06 _g3mg Toxogonin
6 -
L —_ /0,004m7 Serum
3 - === 3mg PAM
< E/ / ’
[
42 "L/, >
/
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| L. . | -
0 1/ 20 30
t [Min]
Abb. 5
Spaltung von o-Nitrophenylbutyrat durch Serum, 2-PAM und Toxo-
gonin

Fiir o-Nitrophenylbutyrat wurde unter den genannten Bedingungen
auch die Abhingigkeit der Substratspaltung von verschiedenen
Oximmengen, nimlich 0,1; 0,3; 0,4 und 0,6 mg 2-PAM sowie
0,1; 0,2; 0,3 und 0,4 mg Toxogonin pro Ansatz, festgestellt
(Abb. 6):

ol Toxogonin PAM

0 9z 04 96 98
Oxim [mg]
Abb. 6

Spaltung irqn o-Nitrophenylbutyrat durch verschiedene Oximmengen
innerhalb von 30 Min.
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Indoscylacetas

nach Urier (12)

Reaktionsbedingungen:

5 mg Indoxylacetat wurden in 0,5 m/ Aceton gelost und sofort
in 22 m/ Veronalpuffer pH 8,2; u = 0,05 gegeben.

Zu 2 m/ Puffer-Aceton-Substratgemisch wurden zugesetzt:

a) 0,1 m/ Serum

b) 0,1 mg PAM in 0,1 m/ Veronalpuffer

¢) 0,1 mg Toxogonin in 0,1 m/ Veronalpuffer.
Reaktionstemperatur: 22°

Gemessen wurde die Extinktionszunahme bei 667 nm in 1 cm-
Kiivetten (Abb. 7):

1wk 0,7 ml Servm

) 8’ 91 mg Toxogonin

506 01mg PAM
~
3
02
1 ! L1 Lo
0 10 75 20 25 20
t [Min_]
Abb. 7

Spaltung von Indoxylacetat durch Serum, 2-PAM und Toxogonin

Phenylbenzoat:

nach RipeEr, MoELLER und DuBors (13).

Reaktionsbedingungen:

Phosphatpuffer: 5,35 g Na,HPO, X 12 H,O und 7 g NaH,PO, X
H,0 wurden in Wasser ad 1000 geldst.
Phenylbenzoat-Stammlésung: 2 g Phenylbenzoat in 100 m/
Methanol.

Puffer-Substratlssung: 500 m/ Phosphatpuffer + 1 m/ Phenylben-
zoat-Stammlosung.

Zu 1 m/ Puffer-Substratldsung wurden zugesetzt:

a) 1 m/ Serum .

b) 1 mg PAM in 1 m/ Phosphatpuffer

c) 1 mg Toxogonin in 1 m/ Phosphatpuffer.
Reaktionstemperatur: 22°.

Gemessen wurde die Extinktionszunahme bei 360 nm in 1 cm-
Kiivetten (Abb. 8):

A

" 1mg Toxogonin
- 1mg PAM

1ml Serum

1 ! .
0 5 0 7% 20 25 J0 35
t [MinZ]

Abb. 8 .
Spaltung von Phenylbenzoat durch Serum, 2-PAM und Toxogonin

«-Naphtylacetat

Wir arbeiteten nach Urier (12) unter Verwendung von a-Naph-
tylacetat als Substrat und Echtblausalz B als Farbsalz.
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Reaktionsbedingungen:

0,15M Phosphatpuffer: pH = 7,2.

5 mg x-Naphtylacetat wurden in 0,5 m/ Aceton geldst und zu-
sammen mit 1 mg Echtblausalz B in 25 m/ Phosphatpuffer ge-
geben.

Zu 1 m/ Puffer-Substrat-Farbsalzlésung wutden zugesetzt:

a) 0,1 m/ Serum + 0,9 m/ Phosphatpuffer

b) 1 mg PAM in 1 m/ Phosphatpuffer

c) 1 mg Toxogonin in 1 m/ Phosphatpuffer.
Reaktionstemperatur: 22°,

Messung der Extinktion in 1 cm-Kiivetten.

In Ansatz a) mit Serum entwickelte sich bei der Inkubation ein
gelbroter Farbton. Gemessen wurde die Extinktion im Absorp-
tionsmaximum bei 515 nm.

In Ansatz b) mit PAM lag das Absorptionsmaximum bei 535 nm.
Die Extinktionszunahme wutrde hier verfolgt. Sie war bei 515 nm
jeweils etwas geringer.

Ansatz ¢) mit Toxogonin entwickelte einen blauroten Farbton.
Das Absorptionsmaximum, in dem die Extinktionszunahme ver-
folgt wurde, lag bei 689 nm. Daneben wird auch die sehr geringe
Extinktionszunahme bei 515 nm angegeben (Abb. 9).

Y
©
!

o1ml Serum Esisnm

1mg Toxogonin Egggpm

o)
>
|

Extinktionen
2
T

RS
)
1

1mg Toxogonin Es15nm

e 1
0 5 0 75 20 25
t [Min]
Abb. 9

Spaltung von a-Naphtylacetat durch Serum, 2-PAM und Toxogonin

I -
30

Acetylcholin:

nach FRIEDBERG und Saxar (2) in der Warburg-Apparatur?).
Reaktionsbedingungen:

Losungsmittel und Verdiinnungsfliissigkeit fiir Acetylcholin-
chlorid, Serum, PAM und Toxogonin:

10 Teile 0,9proz. NaCl-Losung + 3 Teile 1,26proz. NaHCO,-
Lésung.

Zur Einstellung eines pH-Wertes von etwa 7,73 (vgl. SULLMANN
(14)) wurde 1/2 Std. mit einem Gasgemisch (5% CO,, 95% N,)
gesittigt.

Zu 1,5 m/ einer 0,5proz. Acetylcholinchloridlésung wurden zu-
gesetzt:

a) 0,05 m/ Serum + 0,45 m/ Verdiinnungsfliissigkeit

b) 0,1 mg bzw. 2 mg PAM in 0,5 m/ Verdiinnungsfliissigkeit

c) 0,1 mg bzw. 2 mg Toxogonin in 0,5 m/ Verdiinnungsfliissigkeit.
Reaktionstemperatur: 37°,

Gemessen wurden u/ CO,/Min.; Endablesung nach 60 Min.
(Abb. 10).

Butyrylcholin
Manometrische Bestimmung:

Reaktionsbedingungen wie bei Acetylcholin beschricben, Bu-
tyrylcholinchlorid-Lésung  0,5proz., Serummenge pro Ansatz
0,02 m/.

Ergebnisse sieche Abbildung 11.

2) Wir danken der Firma Wacker, Burghausen, fiir die freundliche
apparative Unterstiitzung.
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2001~
B 605 ml Serum
o~
2 100~
i —
0,1mg PAM
I~ 20mg PAM

— 0,1 mg Toxogonin
: 2,0 mg Toxogonin

! ] -

0 I 0 45 60

t[Min]

Abb. 10
Reaktion von Acetylcholin mit Serum, 2-PAM und Toxogonin

602 ml Serum

01mg PAM

2,0mg PAM
B 0,1 mg Toxogonin
= 2,0 mg Toxogonin
{ 1 )
0 15 30 4% 7
t[Min]
Abb. 11

Reaktion von Butyrylcholin mit Serum, 2-PAM und Toxogonin

Y
o

0,06 ml Serum

01 mg PAM
2,0mgq PAM
0,1 mq Toxogonin
2,0 mq Toxogonin
0 % 30 45 60
t [Min]
Abb. 12

Reaktion von Benzoylcholin mit Serum, 2-PAM und Toxogonin
(Manometrischer Test)

Benzoylcholin
Manometrische Bestimmung:

Reaktionsbedingungen wie bei Acetylcholin angegeben unter
Verwendung einer 0,15proz. Benzoylcholinchloridldsung und
0,08 m/ Serum pro Ansatz. Ergebnisse siehe Abbildung 12,

Der optische Test mit Messung der Extinktionsabnahme bei
240 nm (vgl. z. B. GOEDDE und ALTLAND (15)) ist schon in Gegen-
wart geringer PAM- und Toxogoninmengen nicht anwendbar,
da beide Oxime bei 240 nm statk absorbieren.

Diskussion

Unsere Versuchsergebnisse haben zunichst diejenigen
von BERGNER und O’NEeirr (5), GELDMACHER-V. MAL-
LINCKRODT und Kaiser (7), HErrMANN und FELGEN-

HAUER (1) sowie NENNER und ERDMANN (4) bestitigt,
wonach Acetylthiocholin, Butyrylthiocholin, o-Nitro-
phenylbutyrat und oz-Naphthylacetat durch Oxime wie
2-PAM bzw. Toxogonin gespalten werden. Wir konnten
weiter zeigen, daB8 auch Indoxylacetat und Phenyl-
benzoat in der gleichen Weise reagieren. Die Versuche

wurden unter den von den einzelnen Autoren fiir die -

Substratspaltung durch Cholinesterase angegebenen Be-
dingungen durchgefiihrt. Die Oxime wurden den An-
sitzen in Mengen zugesetzt, die etwa gleichen Umsatz
ergaben wie die jeweils eingesetzte Serummenge. Eine
Beziehung derart, dafl eine bestimmte Oximmenge fiir
alle Substrate den gleichen Umsatz ergab wie eine ent-
sprechende Serummenge, lieB sich nicht ableiten.

Erginzende, hier nicht im einzelnen wiedergegebene
Versuche wurden auch mit E 600-vergiftetem Serum

durchgefiihrt. Erfolgte die E 600-Zugabe so, daB eine

Restaktivitit von 10—209, verblieb, und wurde 8 Stdn.
nach der Hemmstoffzugabe die Aktivitit sowohl allein
als auch nach Zusatz verschiedener 2-PAM- und Toxo-
goninmengen gemessen, so ergab sich eine Substrat-
spaltung, die iiber der durch 2-PAM bzw. Toxogonin
allein zu erreichenden lag, jedoch niedriger als die
Summe der zu erwartenden Spaltung durch das Oxim
und die verbliebene Restaktivitit des Serums war. Es
tiberlagern sich offenbar die reine Oximwirkung, die
Hemmwirkung des Oxims auf die Cholinesterase und
die einsetzende Reaktivierung des vergifteten Enzyms
durch das Oxim.

Acetylcholin, Butyrylcholin und Benzoylcholin waren
durch 2-PAM und Toxogonin in der genannten sowie in
20fach hoherer Konzentration, wie sie z. B. von FRIED-
BERG und SAKAI zur in vitro-Reaktivierung alkylphos-
phatvergifteter Cholinesterasen empfohlen werden, nicht
spaltbat.

Damit bestitigte sich fiir die untersuchten Substrate die
von GELDMACHER-V. MALLINCRRODT und KArser (7)
geduBerte Vermutung, daB nur echte Ester gegen Oxime
stabil sind, wihrend Substrate mit Siureanhydrid-
charakter, wie mehrfach fiir Ozxim-ihnliche Verbin-
dungen auch von anderen Autoren beobachtet (Litera-
tur s. bei O’BrieN (16)), gespalten werden.

Wie schon HErrMANN und FELGENHAUER (1) zeigten, er-
folgt diese Spaltung im aligemeinen zunichst in linearer

Abhingigkeit von der Zeit. Nur im Fall des o-Nitro- -

phenylbutyrat ist relativ rasch ein weitgehend st&chio-
metrischer Umsatz sowohl fiir 2-PAM (GELDMACHER-
V. MALLINCKRODT und KA1ser (7)) als auch Toxogonin
(NE#nLs (17)) festzustellen.

Die Substratspaltung durch die beiden Oxime verliuft,
wie wir fiir Acetylthiocholin, Butyrylthiocholin und o-
Nitrophenylbutyrat priiften, in dem untersuchten Be-
reich-weitgehend in linearer Abhingigkeit von der Oxim-
menge. Dies zeigten auch NENNER und ERDMANN (4) fiir
Acetylthiocholin und Toxogonin.

Um die Frage zu beantworten, inwieweit die unter-
suchten, mit Oximen reagieténden Substrate fiir die
Kontrolle einer in vivo-Reaktivierung der Serum-

cholinesterasen nach therapeutischen Gaben von
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Tab. 1

Bei maximaler Blutkonz. in den
Ansatz gebracht nach Gabe von

Reaktionsansatz

Autor Substrat zugesetzte ‘Toxogonin 2-PAM
Serummenge Endvolumen 250 mg i. v. 500 mg i. v.
MAIN, MILES, BRAID (11) o-Nltrophen{lbutyrat 0,004 m! 6 ml 0,2 ug 0,4 ug
KNEDEL und BOTTGER 9)’ Butyrylthiocholin 0,01 mi 2 mi 0,5 ug 1,0 ug
WEBER (10) Acetylthiocholin 0,02 ml 2ml 1,0 ug 2,0 ug

2-PAM und Toxogonin geeignet sind, miissen die im
Reaktionsansatz enthaltene Serummenge und die Oxim-
konzentration im Serum beriicksichtigt werden. Die
Therapie mit 2-PAM und Toxogonin erfolgt im allge-
meinen durch i.v.-Injektion. Wiirde unmittelbar darauf
Blut entnommen, so wire bei Gabe von 500 mg 2-PAM
bzw. 250 mg Toxogonin mit einer maximalen Serum-
konzentration von 100ug/m/ fiir 2-PAM bzw. 50ug/m/
fiir Toxogonin zu rechnen. Mit zunehmendem Abstand
zwischen einmaliger Injektion und Blutentnahme nimmt
diese Konzentration entsprechend der Halbwertszeit der
Oxime im Blut (etwa 2 Std. fiir 2-PAM-jodid nach
KonprrTzER und Mitarbeiter (18) sowie fiir Toxogonin
nach ERDMANN, Bosse und FrRANKE (19)) ab.
Cavesnick und Mitarbeiter (20) fanden 30 Min. nach
i.v.-Injektion von 45 mg 2-PAM-Cl/kg beim Menschen
einen Blutspiegel von 29,3 ug/m/.

Legt man diese Werte zugrunde, so konnen bei Best1m—
mung der Serum-Cholinesterase-Aktivitit mit den
wichtigsten der genannten Verfahren dem Reaktions-
ansatz nach einmaliger Injektion der iiblichen thera-
peutischen Dosis durch die eingesetzte Serummenge
maximal 2-PAM und Toxogonin entsprechend der
Tabelle 1 zugefiihrt sein.

Die in den einzelnen Reaktionsansitzen enthaltenen
Oximmengen betragen demnach héchstens 1/50 der von
uns zur Priifung eingesetzten Mengen. Sie bedingen da-
mit eine Substratspaltung, die h&chstens den entspre-
chenden Anteil der durch normales Serum verursachten
Substratspaltung ausmacht. Daraus ergibt sich, daB bei
Entnahme von Serum nach einmaligen therapeutischen
2-PAM- und Toxogoningaben in der angegebenen Do-
sierung zur Priifung auf eine eingetretene Reaktivierung
der Serum-Cholinesterasen mit den drei eben genannten

Verfahren keine erhebliche Verfilschung des Befundes
eintritt. Nur mehrfache, relativ kurz hintereinander er-
folgende Oxim-Injektionen konnten auf Grund eines
durch Kumulierung hoheren Blut-Oximspiegels zu
fehlerhaften Ergebnissen fiihren. Bei anderen Verfahren
die mit groBeren Serummengen arbeiten, ist die Fehler-
moglichkeit entsprechend grofer.

Fiir Reaktivierungsversuche in vitro, fiir welche
2-PAM-Konzentrationen im Bereich von 10~3 molar
empfohlen werden (FRIEDBERG und Saxar (2)), kénnen
dagegen als Substrate bisher nur echte Ester wie Acetyl-
cholin, Butyrylcholin und Benzoylcholin als brauchbar
angesehen werden.

Bei der Beurteilung der erhobenen Befunde ist daran zu
denken, dal der fehlende EinfluB} einer Oximtherapie oder
eines Oximzusatzes in vitro auf alkylphosphatvergif-
tete Serumcholinesterasen nicht unbedingt einen thera-
peutischen Effekt ausschlieBen muB, da fiir die Giftwir-
kung von Alkylphosphaten auf den Organismus die
Hemmung der Organ-Cholinesterasen ausschlaggebend
sein diirfte, die ein anderes Verhalten als das Serum-
enzym zeigen kdnnen.

Zieht man aus diesem Grunde, wie von NENNER und
ErDMANN (4) angeregt, zur Verlaufskontrolle die Akti-
vitit der Acetylcholinesterase der Erythrocyten mit
heran, so gelten auch hier fiir die Substratauswahl die ge-
nannten Gesichtspunkte. Entsprechendes ist bei histo-
chemischen Untersuchungen zu beriicksichtigen.

Die Atrbeit wurde mit Hilfe der Deutschen Forschungsgemein-

schaft durchgefithrt, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren
besten Dank aussprechen.

Die Priparate 2-PAM-Jodid und Toxogonin wurden uns liebens-
wiirdigerweise von Hertn Dr. Lorke, Leiter des Instituts fiir
Toxikologie der Farbenfabriken Bayer AG, zur Verfiigung ge-
stellt, wofiir wir herzlich danken.
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