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[bookmark: _Toc517893156]Abstract
In the event of nerve agent poisoning, the nerve agent inhibits the enzyme acetylcholinesterase (AChE). This enzyme catalyzes the breakdown of the neurotransmitter acetylcholine (ACh). Inhibition of AChE leads to the buildup of ACh in the body. This results in overstimulation of the muscles, eventually leading to death.

Current treatments for nerve agent intoxication include atropine and  an “oxime reactivator”, however these reactivators aren’t very effective. The cannot cross blood brain barrier due to their permanently charged state.
For the last 60 years, improvement of oximes has been the main focus of research into the reactivation of AChE.

In 2015 researchers screened a library of 2000 bio-active compounds to identify any compounds that might reactivate AChE. As a result of this screening, ADOC was found.
ADOC had the ability to reactivate AChE, but it wasn’t an oxime like the earlier reactivators.
The discovery of ADOC lead to more research into the field of non-oxime reactivators.

In this study, various derivatives of ADOC were synthesized in search of a new, better, non-oxime reactivator based on the structure of ADOC. Another point of interest in this research was the mechanism by which the non oximes reactivate AChE
This project resulted in seven new compounds being synthesized. In vitro experiments were performed to determine the ability of these compounds to reactivate AChE.
A variation on ADOC in which the diethylamine was replaced with  pyrrolidine is more effective as a reactivator than the original ADOC

The in vitro experiments showed that the slight changes in the structure of ADOC had a large influence on its ability to reactivate AChE, the other compounds synthesized in this study were far less effective as reactivators.
The pyridine based ADOC derivatives were expected to be better suited as reactivators due to their similarity to oxime reactivators, however this wasn’t the case.
The overall reactivation efficiency for pyrrolidine ADOC was determined with a reaction kinetics experiment. Pyrrolidine ADOC outperforms the regular ADOC by a factor 10. Comparing the reactivation efficiency of pyrrolidine ADOC to that of the oxime reactivators shows that pyrrolidine ADOC is nearly as effective as HI-6 or obidoxime.
Further research into the exact mechanism by which these non-oximes work was done by reacting pyrrolidine ADOC with PXE. The results suggest that the mechanism of the reactivation with a non-oxime reactivator is based around a nucleophilic attack, as is the case with the oxime reactivators.



[bookmark: _Toc517893157]Samenvatting
Als iemand wordt blootgesteld aan een zenuwgas (OP), blokkeert dit zenuwgas de werking van het enzym acetylcholinesterase (AChE). AChE heeft als functie dat het de neurotransmitter acetylcholine (ACh) afbreekt. Als ACh niet afgebroken wordt raken de spieren in het lichaam overgestimuleerd, waardoor het slachtoffer uiteindelijk sterft.  
De huidige behandeling van OP vergiftiging, is atropine en een “oxime reactivator”. Deze oxime reactivatoren zijn niet heel effectief, omdat ze niet door de bloed-hersenbarrière kunnen. De afgelopen 60 jaar is er onderzoek gedaan naar het verbeteren van de oxime reactivatoren.
Bij een onderzoek waarbij 2000 bio-actieve stoffen werden gescreend op reactivatie van AChE, werd de stof ADOC ontdekt. ADOC bleek AChE te reactiveren, terwijl het geen oxime was. Dit leidde tot meer onderzoek naar non-oximen.
Tijdens dit onderzoek werd er gezocht naar een nieuwe betere non-oxime reactivator, gebaseerd op ADOC. Ook wordt er onderzoek gedaan naar het mechanisme van de reactivatie met non-oximen.
Er werden zeven nieuwe verbindingen gesynthetiseerd, deze gesynthetiseerde stoffen werden in vitro getest op hun vermogen AChE te reactiveren. Hierbij bleek dat de gesynthetiseerde verbinding pyrrolidine ADOC effectiever is in het reactiveren van AChE dan de oorspronkelijke ADOC.
Uit de in vitro experimenten is gebleken dat de kleine veranderingen die aangebracht waren in de structuur van ADOC van grote invloed zijn op het vermogen AChE te reactiveren, de andere gesynthetiseerde verbindingen waren juist veel slechter dan de originele ADOC. Ook de gesynthetiseerde pyridine ADOC’s reactiveren minder goed, ondanks hun grotere gelijkenis met de oxime reactivatoren. 
Voor pyrrolidine ADOC is aan de hand van kinetiek de reactivatie potentie bepaald, deze is een factor 10 beter dan “gewone” ADOC. Als er wordt vergeleken met de oximen, komt pyrrolidine ADOC dicht in de buurt. 
De resultaten van het onderzoek naar het mechanisme doen vermoeden dat de reactivatie verloopt via een mechanisme met een nucleofiele aanval. 
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[bookmark: _Toc517893158]Afkortingen
2-PAM			Pralidoxime
ACh			Acetylcholine
AChE			Acetylcholinesterase 
ACN			Acetonitril
[bookmark: _Hlk516480475]ADOC			4-amino-α-diethylamino-O-cresol of 4-amino-2-(diethylaminomethyl)phenol
ADQ			Amodiaquine
BOC			tert-Butyloxycarbonyl
DCM			Dichloormethaan
Eq			Equivalent
Et			Ethyl
EtOAc			Ethylacetaat
EtOH			Ethanol
GA			Tabun
GB			Sarin
GD			Soman
GE			Ethylsarin
GF			Cyclosarin
HI-6			Asoxime
HPLC			High-performance liquid chromatography
InstPharmToxBw	Bundeswehr Institute of Pharmacology and Toxicology, München, Duitsland
LC			Vloeistofchromatografie
MeOH			Methanol
MS			Massa spectrometrie
NEM			N-ethylmorpholine
NMR			Nuclear magnetic resonance (spectroscopy)
OP			Organofosfor
PXE			Paraoxon (ethyl)
TEA			Triethylamine
THF			Tetrahydrofuraan


[bookmark: _Toc517893159]Inleiding en theoretische achtergrond
In het menselijk lichaam/zenuwstelsel is acetylcholine (ACh) een belangrijke neurotransmitter, deze stof zorgt er voor dat spieren samentrekken. ACh komt vrij als een spier moet samentrekken en wordt daarna, via een hydrolyse reactie, weer afgebroken door het enzym acetylcholinesterase (AChE). ACh wordt door zijn positieve lading aangetrokken door de “anionic site” van het enzym AChE, de “esteric site” dient als katalysator voor de hydrolyse reactie. Het enzym is schematisch weergegeven in de figuur hieronder.


[image: ]
Figuur 1. Schematische weergave van het enzym acetylcholinesterase met daarbij een molecuul acetylcholine.
Als iemand wordt blootgesteld aan een zenuwgas, blokkeert dit zenuwgas de werking van het enzym acetylcholinesterase (AChE). Het gevolg is dat de neurotransmitter acetylcholine niet meer afgebroken wordt. Dit betekent dat de spieren in het lichaam overgestimuleerd raken. Het slachtoffer zal verlamd raken en dus ook niet meer kunnen ademhalen. 
Deze zenuwgassen zijn organofosfor verbindingen (OP’s) die reageren met de serine in de “esteric site” van AChE.
In de figuur hieronder is te zien hoe AChE geblokkeerd wordt door een zenuwgas, bijvoorbeeld sarin. 


[image: ]	[image: ]
Figuur 2. Schematische weergave van het enzym acetylcholinesterase.  
Links: de normale situatie; Rechts: geblokkeerd door een fosfonaat, afkomstig van het zenuwgas Sarin.


Zenuwgassen bestaan sinds de jaren 30. In 1934 werd er in Duitsland bij IG Farben onderzoek gedaan naar een nieuw soort insecticide. Voor dit onderzoek werd In 1936  door Gerhard Schrader de stof tabun gesynthetiseerd. Deze stof bleek niet alleen heel giftig voor insecten, maar ook voor mensen. Tabun is daarmee het eerste ontdekte zenuwgas. 
Schrader en zijn onderzoeksgroep ontdekten later ook de zenuwgassen Sarin (1938), soman (1944) en cyclosarin (1949). Deze reeks stoffen wordt de G serie genoemd. 
De V serie zenuwgassen is later in Engeland ontstaan. In 1952 werden VX en VG ontdekt door het bedrijf ICI (Imperial Chemical Industries). VG kwam als pesticide kort op de markt onder de naam Amiton, de verkoop werd stopgezet omdat het te giftig was voor veilig gebruik.
Naast deze twee klassen zijn er ook nog de Russische novichok agentia, waar (nog) relatief weinig over bekend is. Ook zijn er tientallen organofosfor pesticiden die zeer giftig zijn voor mensen. 






Figuur 3. Structuren van organofosfor zenuwgassen en pesticiden. Boven de G serie zenuwgassen, daaronder een aantal zenuwgassen uit de V serie en onderaan een aantal pesticiden.
Deze zenuwgassen worden tegenwoordig nog vaak ingezet als chemische wapens.
Een bekend voorbeeld van een incident met zenuwgassen is de aanslag op de metro van Tokio in 1995. Recenter is het gebruik van Sarin in de Syrische burgeroorlog. 
In 2017 werd Kim Jong-nam op een vliegveld in Maleisië vermoord met VX en in 2018 was er een aanslag op de Russische ex-spion Sergei Skripal waarbij een novichok agens werd gebruikt. 
Ook het gebruik van organofosfor pesticiden leidt tot veel slachtoffers.  In de meeste eerste wereld landen zijn deze stoffen nu verboden, maar in veel arme landen worden deze pesticiden nog wél gebruikt. Volgens de WHO vallen hierdoor jaarlijks 220.000 doden. 

De huidige behandeling bij blootstelling aan zenuwgassen bestaat uit een mengsel van atropine en een bepaald oxime. Atropine blokkeert de receptoren, zodat deze niet meer reageren op het acetylcholine. Het oxime dient als reactivator van AChE, het heft de blokkering van het enzym op. Deze oxime reactivatoren zijn hieronder te zien in figuur 4. Het mechanisme van de reactivatie is te zien in figuur 5. Het oxime wordt gedeprotoneerd en er vindt een nucleofiele aanval plaats op het fosfor atoom.


Figuur 4. Veel gebruikte oxime reactivatoren. 
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Figuur 5. Mechanisme van de reactivatie van AChE met een oxime reactivator.
De oxime reactivatoren hebben echter wel een aantal nadelen. De gebruikte oximen hebben allen een permanente lading, hierdoor kunnen ze niet door de bloed-hersenbarrière en bereiken ze niet het hele zenuwstelsel. Verder is het niet mogelijk om met één oxime te reactiveren bij alle zenuwgassen en zijn de oximen van zichzelf ook toxisch. 
Oxime reactivatoren zoals 2-PAM en obidoxime bestaan al sinds ~1960, HI-6 werd ontdekt in 1970. Er is lang onderzoek gedaan naar nieuwe, betere, oxime reactivatoren, maar er zijn nog steeds geen oximen gevonden die beter reactiveren dan degene die nu gebruikt worden.
Men ging op zoek naar andere stoffen die interactie aan konden gaan met AChE en mogelijk kunnen reactiveren. Hiervoor werd een bibliotheek van 2000 bio-actieve stoffen gescreend op reactivatie van AChE. Een aantal stoffen, waaronder malaria medicijn amodiaquine (ADQ), bleken AChE te reactiveren. 
ADQ is een van de eerste non-oxime reactivatoren. 
Het nadeel is dat ADQ zelf ook giftig is bij de concentraties waarop het kan reactiveren. Er werd onderzoek gedaan naar welk deel van dit molecuul, daadwerkelijk zorgt voor de reactivatie van AChE. ADQ werd vergeleken met andere gevonden reactivatoren uit de gescreende bibliotheek en veel van deze stoffen bevatten dezelfde structuur. (zie figuur 6).


Figuur 6. Een aantal voorbeelden uit de gescreende bibliotheek, met het overeenkomende deel in rood. 
[image: ]
Figuur 7. Grafiek uit een eerder uitgevoerd onderzoek, waarin te zien is dat de stoffen uit figuur 6 een hoge activiteit hebben. 
Op basis van deze resultaten werd de stof ADOC gesynthetiseerd. 
(4-amino-α-diethylamino-O-cresol) of (4-amino-2-(diethylaminomethyl)phenol). (zie figuur 8).
Ook deze stof werd gescreend op het vermogen om AChE te reactiveren, ADOC bleek een behoorlijk goede reactivator te zijn. De reactivatie potentie van ADOC komt dicht in de buurt van die van 2-PAM en is bij sommige OP’s zelfs beter, zie tabel 1.  Hierbij moet wel vermeld worden dat 2-PAM de slechtste oxime reactivator is.


[bookmark: _Hlk506896362]Figuur 8. De structuurformule van ADOC.
Tabel 1. Reactivatie snelheden van ADOC en 2-PAM.
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[bookmark: _Toc517893160]Het onderzoek
Bij TNO wordt er nu verder onderzoek gedaan naar ADOC en worden er ook nieuwe vergelijkbare stoffen gesynthetiseerd. 
Het doel van dit onderzoek is een (nieuwe) op ADOC gebaseerde non-oxime reactivator te ontwikkelen, die beter reactiveert dan de oximen die nu gebruikt worden. Uit eerder onderzoek is gebleken dat kleine veranderingen in de structuur al grote invloed kunnen hebben op het vermogen om AChE te reactiveren, zie figuur 9. 


Figuur 9. Variaties op ADOC gesynthetiseerd bij een eerder onderzoek. Onder de structuren de relatieve reactivatie snelheden voor VX geïnhibeerd AChE.
Veranderingen aan de phenol of aniline lijken een negatieve invloed te hebben op het reactivatie vermogen. Om deze reden werd er voor gekozen (kleine) veranderingen aan te brengen op het benzylamine.
[bookmark: _Hlk517255101]Het doel is een reeks ADOC’s te synthetiseren met verschillende substituenten aan het benzylamine en te onderzoeken wat de invloed van de veranderingen in de structuur is op het vermogen om AChE te reactiveren.


Figuur 10. Mogelijke variaties op ADOC (ADOC in rood).
Ook worden er tijdens dit onderzoek experimenten gedaan om inzicht te krijgen in het mechanisme van de reactivatie met een non-oxime. Een mechanisme met een nucleofiele aanval, zoals bij de oxime reactivatoren, is hier minder voor de hand liggend.

[bookmark: _Toc517893161]Resultaten en discussie
[bookmark: _Toc517893162]Synthese ADOC’s
Er werden vier verbindingen uit figuur 10 gesynthetiseerd, een aantal andere structuren uit deze figuur waren al eerder gesynthetiseerd. De vier doelverbindingen staan hieronder.


Figuur 11. Structuurformules van de vier doelverbindingen.
De ADOC’s werden gesynthetiseerd met een variatie op de Mannich/Betti reactie.
Met deze reactie wordt er een amine aan een bepaald phenol vastgemaakt, zie figuur 12.


Figuur 12. Reactievergelijking van de Mannich reactie. 
Deze syntheses zijn uitgevoerd op een schaal van ongeveer 1 gram (4-acetamidophenol), als oplosmiddel werd EtOH gebruikt. Verder werd er bij deze syntheses gebruik gemaakt van 1,2 equivalenten 4-acetamidophenol ten opzichte van 1 eq paraformaldehyde en 1 eq amine.
Bij een eerdere reactie waarbij paraformaldehyde en het amine in overmaat werden toegevoegd (1,3 eq van beide t.o.v. 1 eq 4-acetamidophenol) werd ook een digesubstitueerd product gevormd, wat moeilijk te scheiden was van het gewenste product. 


Figuur 13. Reactievergelijking van de Mannich/Betti reactive, waarbij rechtsonder het ongewenste digesubstitueerde product is weergegeven.


Na deze Mannich reactie dient het gewenste product gescheiden te worden van de uitgangsstof en eventuele ongewenste nevenproducten. Deze zuivering werd uitgevoerd door middel van geautomatiseerde (flash) kolom chromatografie. (Biotage Isolera 4).
Na deze zuivering werd de stof gehydrolyseerd om het uiteindelijke product te verkrijgen, zie figuur 14.


Figuur 14. Reactievergelijking van de hydrolyse.
Na de zuivering en nogmaals na de hydrolyse werd de zuiverheid van de gesynthetiseerde stoffen gecontroleerd d.m.v. HPLC en NMR. De LC opstelling beschikt over een UV detector en MS. Met de NMR werd van elke stof een 1H en een 13C spectrum gemeten, als er in een product een fosfor atoom aanwezig is werd er ook een 31P spectrum gemeten. Indien nodig werden er ook COSY, HSQC of DEPT metingen gedaan. 
Als de zuiverheid van het product bevestigd was, werden er een aantal samples van de stof naar een laboratorium van het Bundeswehr Institute of Pharmacology and Toxicology in Duitsland (München) gestuurd voor in vitro reactivatie tests.


De eerste reeks gesynthetiseerde ADOC’s staat nogmaals weergegeven in de tabel hieronder. In deze tabel is ook de procentuele opbrengst van deze syntheses te zien.
Tabel 2. Overzicht van gesynthetiseerde ADOC's, met daarbij de gebruikte amines en de yield in %.
	[bookmark: _Hlk515869581]Amine
	Structuur product
	Yield (%)

	Methylbutylamine
	

	59,7

	Dipropylamine
	

	75,5

	Pyrrolidine
	

	52,2

	Piperidine
	

	29,1





[bookmark: _Toc517893163]Reactivatie met ADOC’s
Voor de in vitro tests werden samples “erythrocyte ghosts” (hemoglobine vrije celmembranen) geïnhibeerd met GA, GB, GF, VX en PXE. Hieraan werden oplossingen van de verschillende ADOC’s toegevoegd in concentraties van 10, 100 en 1000 µM. De activiteit van AChE kon daarna gemeten worden met een zogenaamd Ellman assay.
De uitgebreide methode zoals deze bij het InstPharmToxBw is uitgevoerd staat in bijlage 2. 
De enzym activiteit in procent werd uitgezet tegen de tijd (na het toevoegen van de reactivator )in minuten. In de figuur hieronder staan als eerste de grafieken behorend bij ADOC, dit is de referentie waar de gesynthetiseerde stoffen mee worden vergeleken.


Figuur 15. Reactivatiecurves voor ADOC.


De reactivatiecurves van de, voor dit onderzoek gesynthetiseerde, reactivatoren staan hieronder.Figuur 16. Reactivatiecurves voor methylbutyl ADOC.




 Figuur 17. Reactivatiecurves voor dipropyl ADOC.



Figuur 18. Reactivatiecurves voor pyrrolidine ADOC.




 Figuur 19. Reactivatiecurves voor piperidine ADOC.
Zoals in de bovenstaande resultaten van de in vitro experimenten te zien is, zijn de kleine verschillen in de structuur van grote invloed op het vermogen om AChE te reactiveren. Het vervangen van de twee ethylgroepen van ADOC door propylgroepen, zorgt er al voor dat de stof bijna niets meer doet.
De variatie op ADOC waarbij diethylamine vervangen is door pyrrolidine blijkt een veel betere reactivator dan ADOC. Opvallend is dat dit eigenlijk de kleinste verandering is, het aantal C atomen blijft bij deze verandering hetzelfde. 
Wat ook opvalt aan de bovenstaande metingen is dat het erg moeilijk blijkt GA geïnhibeerd enzym te reactiveren.
De reactivatiecurves van ADOC en pyrrolidine ADOC staan op de volgende pagina nogmaals weergegeven, zodat deze makkelijk vergeleken kunnen worden. De curves van GA zijn hierbij weggelaten.
Bij de in vitro experimenten zijn ook de IC50 waarden van de gesynthetiseerde ADOC’s gemeten. De IC50 waarde is de concentratie van een stof waarbij de helft van het enzym geïnhibeerd is, dit geeft dus weer in welke mate de stof aan AChE bindt. 
Als deze waarde te hoog is heeft een stof weinig tot geen affiniteit voor het enzym, waarschijnlijk is het vermogen om te reactiveren dan ook laag. Als de IC50 waarde te laag is zal de stof zelf AChE gaan inhiberen. De gemeten waarden staan in de tabel hieronder.
Tabel 3. Gemeten IC50 waarden. 
	
	ADOC
	Methylbutyl
ADOC
	Dipropyl
ADOC
	Pyrrolidine
ADOC
	Piperidine
ADOC

	IC50 (µM) ± SD
	48.33 ± 0.17
	125.15 ± 2.35
	131.1 ± 1.4
	6.291 ± 0.015
	455.95 ± 3.95



Uit de resultaten blijk dat pyrrolidine ADOC het enzym behoorlijk remt. Pyrrolidine ADOC heeft blijkbaar een hoge affiniteit voor AChE, dit is waarschijnlijk ook de reden dat deze stof een goede reactivator is. Een te hoge concentratie werkt echter wel remmend op AChE, dit is ook te zien in de reactivatiecurves.




Figuur 20. Reactivatiecurves van ADOC (links) en pyrrolidine ADOC (rechts).


In de onderstaande tabel is voor de twee best reactiverende ADOC’s en de drie belangrijkste oxime reactivatoren de reactivatiesnelheid (kr), dissociatie constante (KD) en de reactivatie potentie (overall reactivation efficiency; kr2) weergegeven. De reactivatiesnelheid kan niet rechtsreeks worden vergeleken voor verschillende reactivatoren, door het verschil in de dissociatie constante. De overall reactivation efficiency (kr2) is hier in feite voor “gecompenseerd”, deze waarde wordt verkregen door de reactivatiesnelheid te delen door de dissociatie constante; (kr2 = kr/KD). 
Tabel 4. Snelheidsconstanten voor interacties tussen AChE, OP’s en reactivatoren. 
	OP
	Reactivator
	KD (µM)
	kr (min-1)
	kr2 (mM-1min-1)

	

VX
	ADOC
	576 ± 95
	1.16 ± 0.12
	2.02 ± 0.12 

	
	Pyrrolidine ADOC
	45 ± 1
	0.93 ± 0.00
	20.67 ± 0.10

	
	HI-6a
	12
	0.24
	21.04

	
	Obidoxime
	27.4
	0.893
	32.63

	
	2-PAM
	28.1
	0.215
	7.65

	Paraoxon (PXE)
	ADOC
	439 ± 28
	0.22 ± 0.01
	0.49 ± 0.01

	
	Pyrrolidine ADOC
	56 ± 1
	0.31 ± 0.01
	5.46 ± 0.00

	
	HI-6a
	548
	0.2
	0.36

	
	Obidoxime
	32.2
	0.81
	25

	
	2-PAM
	187.3
	0.17
	0.91

	
Cyclosarin (GF)
	ADOC
	Ø
	Ø
	0.13 ± 0.00

	
	Pyrrolidine ADOC
	109 ± 15
	0.48 ± 0.03
	4.47 ± 0.32

	
	HI-6a
	47
	1.3
	27.54

	
	Obidoxime
	945.6
	0.395
	0.42

	
	2-PAM
	3159
	0.182
	0.0576

	Sarin (GB)
	ADOC
	889 ± 52
	0.60 ± 0.03
	0.67 ± 0.01

	
	Pyrrolidine ADOC
	57 ± 8
	0.42 ± 0.02
	7.35 ± 0.67

	
	HI-6a
	50
	0.68
	13.51

	
	Obidoxime
	31.3
	0.937
	29.98

	
	2-PAM
	27.6
	0.25
	9.1



Uit deze data blijkt weer dat de gesynthetiseerde pyrrolidine ADOC een veel betere reactivator is dan ADOC zelf, het verschil blijkt echter niet te liggen in de reactivatiesnelheid maar in de dissociatie constante. Blijkbaar heeft pyrrolidine ADOC een hogere affiniteit voor het geremde enzym.
De reactivatie potentie van pyrrolidine ADOC komt voor VX ook sterk in de buurt van die van de oximen. Ook valt het op dat pyrrolidine ADOC consistenter is dan de oximen. Zo is HI-6 bij PXE opvallend slecht (kr2=0,36) en obidoxime slecht bij GF (kr2=0,42), pyrrolidine ADOC valt nergens erg laag uit.


[bookmark: _Toc517893164][bookmark: _Hlk515869865]Onderzoek naar mechanisme
Het vermoeden bestaat dat de OH groep van ADOC een belangrijke rol speelt bij het reactiveren van AChE, zoals ook het geval is bij de oxime reactivatoren. Als deze OH groep bindt aan het fosfor wat het enzym blokkeert, zal er na de reactivatie een fosfor gebonden ADOC aanwezig zijn.
Als bijvoorbeeld pyrrolidine ADOC op deze manier PXE geremd AChE reactiveert zal het onderstaande fosfor adduct gevormd worden.


Figuur 21. ADOC pyrrolidine met daaraan een fosfaat afkomstig van PXE.
Het doel was om dit fosfor adduct te synthetiseren en te analyseren met HPLC / LC-MS. Na een in vitro reactivatie test zou deze stof ook aanwezig moeten zijn. De zuivere gesynthetiseerde stof kan dan als referentie worden gebruikt. Op deze manier kan worden bevestigd of uitgesloten dat de reactivatie verloopt via de OH groep.
Eerst werd deze fosforylering een aantal keer geprobeerd met diethylchlorofosfaat. Bij deze reactie werden er veel nevenproducten gevormd die niet/nauwelijks te verwijderen waren met een extractie of kolomchromatografie.
Uiteindelijk is de reactie uitgevoerd met PXE in een NEM buffer, de reactie werd gevolgd met fosfor NMR. Na de reactie werd het product gezuiverd d.m.v. preparatieve HPLC. De opbrengst hiervan was 13,3%


Figuur 22. Reactievergelijking van de synthese van het fosfor adduct.
Het blijkt dus dat de OH groep van ADOC (of in ieder geval pyrrolidine ADOC) nucleofiel genoeg is om aan het fosfor van een OP te binden.
Of dit fosfor adduct daadwerkelijk aanwezig is in een monster na reactivatie met pyrrolidine ADOC werd ook onderzocht. In de figuur op de volgende pagina zijn chromatogrammen te zien van een geïnhibeerd AChE sample, datzelfde sample na reactivatie en de gesynthetiseerde referentie. 
Na de reactivatie is er een stof aanwezig die dezelfde massa heeft als het gesynthetiseerde adduct (nl. m+=329), ook de retentietijd komt grotendeels overeen.
De fragmenten die te zien waren in het MS spectrum van het sample waren echter anders dan de fragmenten die te zien waren bij de gesynthetiseerde referentie. Er kan dus niet met zekerheid gezegd worden dat dit gesynthetiseerde adduct daadwerkelijk tijdens de reactivatie gevormd wordt.
[image: ]
Figuur 23. MS chromatogrammen (SIM m/z=202 & m/z=329) van; 
Boven: het geïnhibeerde AChE sample	 Midden: AChE na reactivatie	Onder: de gesynthetiseerde referentie. 

Nucleofiliteit is ook sterk gerelateerd aan basiciteit, om een inschatting te maken van de nucleofiliteit werden er pKa bepalingen gedaan voor verschillende ADOC’s.
Om de pKa’s te bepalen werden er titraties uitgevoerd met een aantal gesynthetiseerde ADOC’s en 4-aminophenol, hiervoor werden de monsters eerst aangezuurd met een HCl oplossing.
Hieronder is de titratiecurve van pyrrolidine ADOC te zien, de titratiecurve van 4-aminophenol staat op de volgende pagina.


Figuur 24. Titratiecurve van pyrrolidine ADOC. Op de X-as het toegevoegde volume titrant in ml, op de Y-as de pH.
pKa = 5,6

Figuur 25. Titratiecurve van 4-aminophenol. Op de X-as het toegevoegde volume titrant in ml, op de Y-as de pH.
Het bleek erg lastig om uit deze metingen de pKa van het phenol te bepalen. Het eerste equivalentiepunt in de titratiecurves is van HCl, de tweede van de aniline, daarna volgen de equivalentiepunten van het benzylamine en het phenol. Als voorbeeld staan in de bovenstaande titratiecurve twee equivalentiepunten aangegeven, hiertussen is de pKa waarde van de aniline genoteerd. 
Hieruit wordt duidelijk dat de hogere pKa waarden met deze methode niet precies bepaald kunnen worden.

[bookmark: _Toc517893165]Onderzoek naar pyridine ADOC’s
De bestaande oxime reactivatoren hebben allen een pyridine (pyridinium) ring in de structuur, een andere recent ontdekte ongeladen oxime reactivator bevat ook een pyridine ring. 


Figuur 26. Links de veelgebruikte oxime reactivator 2-PAM en rechts een nieuwe ongeladen oxime reactivator. In beide structuren is een pyridine ring aanwezig.
Op basis van dit gegeven werd er voor gekozen ook een tweetal ADOC varianten te synthetiseren met een pyridine ring.
De synthese van de pyridine ADOC’s was grotendeels hetzelfde als de synthese van de gewone ADOC’s. In plaats van 4-acetamidophenol werd er gebruikgemaakt van 
5-hydroxy-2-pivalamidopyridine (CAS: 898561-65-4, Aldrich CPR: ADE000387). 



Figuur 27. De structuurformule van 5-hydroxy-2-pivalamidopyridine.
Hiervan werd 1,1 eq gebruikt t.o.v. 1 eq amine en 1 eq paraformaldehyde. De schaal van deze syntheses was zo’n 1 mmol (194 mg 5-hydroxy-2-pivalamidopyridine).

Tabel 5. Overzicht van gesynthetiseerde pyridine ADOC's, met daarbij de gebruikte amines en de yield in %.
	Amine
	Structuur product
	Yield (%)

	Diethylamine
	

	33,2

	Pyrrolidine
	

	69,8





[bookmark: _Toc517893166]Reactivatie met pyridine ADOC’s
Ook met deze stoffen werden er in vitro experimenten gedaan, weer met GA, GB, GF, VX en PXE. De pyridine ADOC’s werden eveneens toegevoegd in concentraties van 10, 100 en 1000 µM. 
De resultaten van deze experimenten zijn te zien in de figuren hieronder. De activiteit in procent is uitgezet tegen de tijd in minuten.


 Figuur 28. Reactivatiecurves voor pyridine ADOC diethyl.



Figuur 29. Reactivatiecurves voor pyridine ADOC pyrrolidine.


Uit deze resultaten blijkt dat de pyridine ADOC’s minder goede reactivatoren zijn dan de “gewone” ADOC’s. 
Bij gebruik van pyridine ADOC diethyl vind er bijna geen reactivatie plaats. Wel valt op dat ook hier de pyrrolidine variant beter reactiveert dan de diethyl.

Ook voor deze stoffen zijn de IC50 waarden gemeten, deze staan samen met de waarden van de “gewone” ADOC’s in de onderstaande tabel.
Tabel 6. Gemeten IC50 waarden. 
	
	ADOC
	Methylbutyl
ADOC
	Dipropyl
ADOC
	Pyrrolidine
ADOC
	Piperidine
ADOC
	Pyridine ADOC pyrrolidine
	Pyridine ADOC diethyl

	IC50 (µM) ± SD
	48.33 ± 0.17
	125.15 ± 2.35
	131.1 ± 1.4
	6.291 ± 0.015
	455.95 ± 3.95
	482.45 ± 
63.05
	844.5 ± 
28





Bij een recent onderzoek is gebleken dat vergelijkbare stoffen wel in staat zijn om “aged” AChE te realkyleren.  Aged AChE wil zeggen dat de fosfor groep gedealkyleerd is (zie figuur 30). Normaalgesproken is het niet mogelijk aged AChE te reactiveren, het realkyleren van de fosfor maakt reactivatie weer mogelijk.



[image: ][image: ]
Figuur 30. Het dealkyleren van de inhiberende fosfor groep (GD) aan AChE, oftewel het “aging” van AChE
In de figuur hieronder zijn de twee beste realkylatoren (uit het bovengenoemde onderzoek) te zien.


Figuur 31. Structuren van goede realkylatoren voor aged AChE. 
Als deze eigenschap gecombineerd kan worden met het vermogen te reactiveren, dan leidt dit tot een reactivator die kan reactiveren in situaties waar dat normaal niet mogelijk is.
Het is zeker nuttig om in de toekomst verder onderzoek te doen in deze richting.


[bookmark: _Toc517893167]Onderzoek naar aniline gesubstitueerde ADOC’s
Als laatste werd er nog onderzoek gedaan naar een ADOC met een substituent aan de aniline. Hier is nog maar weinig onderzoek naar gedaan. In de figuur hieronder zijn een aantal verbindingen te zien die bij een eerder onderzoek gesynthetiseerd zijn.  
Te zien is dat de reactivatiesnelheid van de aniline gesubstitueerde ADOC’s (linksonder) niet heel slecht is en zelfs beter is dan bepaalde ADOC’s met een verandering aan het benzylamine (zoals rechtsonder).


Figuur 32. Variaties op ADOC gesynthetiseerd bij een eerder onderzoek. Onder de structuren de relatieve reactivatie snelheden voor VX geïnhibeerd AChE.
[bookmark: _Hlk517705651]In de bovenstaande figuur is er bij één structuur een dubbel gesubstitueerd aniline aanwezig, bij de ander is de substituent een acetylgroep wat resulteert in een amide.
Omdat eerder is gebleken dat kleine veranderingen al van grote invloed kunnen zijn op het vermogen AChE te reactiveren, werd er bij dit onderzoek gekeken naar een structuur met één substituent aan het aniline.
Het synthetiseren van een aniline gesubstitueerde ADOC werd eerst geprobeerd vanuit een eerder gesynthetiseerde ADOC. Via een reductieve aminering moet het mogelijk zijn een aldehyde of keton vast te maken aan een amine.
Deze synthese werd uitgevoerd met de eerder gesynthetiseerde methylbutyl ADOC en butyraldehyde.


Figuur 33. Reactievergelijking van de oorspronkelijk voorgestelde reductieve aminering.
Bij deze reactie werd het gewenste product niet gevormd. Mogelijk komt dit door de aanwezigheid van het benzylamine, een andere mogelijkheid is dat de reactie niet verloopt omdat de gesynthetiseerde ADOC een HCl zout is.


Er werd gekozen voor een andere syntheseroute beginnend met 4-aminophenol, deze synthese begint met de reductieve aminering. Het gewenste benzylamine is weer afkomstig van een mannich reactie. Als formaldehyde direct wordt toegevoegd aan het product van de reductieve aminering kan het hoogstwaarschijnlijk ook een imine vormen met de aniline groep, dit kan dan weer doorreageren.


Figuur 34. Ongewenste imine vorming tussen formaldehyde en product reductieve aminering.
Om dit soort reacties te voorkomen werd er gekozen voor een BOC bescherming. De totale synthese begint dus met een reductieve aminering, daarna een BOC bescherming en dan pas de Mannich/Betti reactie. (zie figuur 35)
Deze keuzes zijn ook gemaakt op basis van een eerder uitgevoerd onderzoek waar men een vergelijkbare synthese route heeft gebruikt. 


Figuur 35. Reactievergelijking voor de meerstapssynthese van een aniline gesubstitueerde ADOC.  Eerst de reductieve aminering, gevolgd door de BOC bescherming, dan de Mannich reactie en als laatste de BOC ontscherming.
De reductieve aminering werd uitgevoerd op een schaal van ongeveer 1 gram. Aan 1,1 eq 4-aminophenol werd methanol en 1 eq van het gewenste aldehyde of keton toegevoegd. 
Na kort refluxen werd 1,2 eq NaBH3CN toegevoegd. Het ruwe product werd gezuiverd met de Biotage Isolera 4. Het verkregen product was beperkt houdbaar, ook bij -20 °C. Het was dus van belang de BOC bescherming, na het zuiveren, snel uit te voeren.


De BOC bescherming is eerst een aantal keren uitgevoerd in DCM en THF met en zonder base (TEA). De resultaten hiervan waren niet bepaald consistent: het product werd niet elke keer gevormd en er waren veel onzuiverheden aanwezig. Bij deze syntheses werden hoofdzakelijk twee producten verkregen, deze worden ter verduidelijking “B1” en “B2” genoemd.
Met B1 is eenmalig een Mannich reactie uitgevoerd. Bij deze synthese werd wel het gewenste product gevormd maar deze was ook gelijk ontschermd, waardoor de zuivering weer moeilijker werd. (Zie figuur 36)


Figuur 36. Reactievergelijking van de Mannich reactive met “B1”.
Uiteindelijk werd de BOC bescherming uitgevoerd door het gezuiverde intermediair (4-(alkylamino)phenol)) samen met BOC anhydride een half uur tot 24 uur lang hard te roeren in water. , De omzetting hierbij was quantitatief dus er hoefde geen zuivering gedaan te worden. Het product hiervan was niet een van de twee producten die gevormd werden bij de eerste methode, dit product wordt vanaf nu “B3” genoemd.
Uit NMR analyses is uiteindelijk gebleken dat bij B1 de BOC groep op de O van het phenol zat. B2 bevatte twee BOC groepen, aan het phenol én aan de aniline. B3 bleek het gewenste product met de BOC groep aan de aniline. De spectra hiervan zijn te zien in bijlage 1.
De Mannich reactie werd uiteindelijk uitgevoerd in MeOH i.p.v. EtOH omdat er dan op een lagere temperatuur gerefluxt kon worden. Dit om eventuele thermische ontscherming, zoals bij B1, te voorkomen. 


Als amine werd voor deze experimenten alleen pyrrolidine gebruikt, omdat de pyrrolidine ADOC de beste reactivator was in de eerdere reeks ADOC’s. In de onderstaande tabel zijn een aantal doelverbindingen te zien, uiteindelijk is alleen de benzyl variant gesynthetiseerd i.v.m. een gebrek aan tijd. Met deze benzyl variant zijn ook nog niet de in vitro reactivatie tests uitgevoerd. 
Tabel 7. Overzicht van doelverbindingen, met daarbij het benodigde/gebruikte aldehyde of keton. Voor de gesynthetiseerde benzyl variant is ook de yield in % weergegeven.
	Aldehyde / keton
	Structuur product
	Yield (%)

	Benzaldehyde
	

	Mannich reactie: 31,0
Combined yield:  28,0

	Acetaldehyde
	

	n.v.t.

	Butyraldehyde
	

	n.v.t.

	Cyclopentanecarboxaldehyde
	

	n.v.t.

	Aceton
	

	n.v.t.





[bookmark: _Toc517893168]Conclusie
Tijdens dit onderzoek  naar een nieuwe reactivator van AChE zijn er zeven nieuwe verbindingen gesynthetiseerd, gebaseerd op de structuur ADOC. Er is onderzoek gedaan naar veranderingen in het benzylamine, veranderingen binnen de aromatische ring en substitutie aan de aniline.
De gesynthetiseerde stoffen werden in vitro getest op hun vermogen OP geïnhibeerd AChE te reactiveren. De meeste gesynthetiseerde stoffen hadden het vermogen AChE te reactiveren, hiervan bleek pyrrolidine ADOC de enige die effectiever is in het reactiveren van AChE dan de oorspronkelijke ADOC
Uit de in vitro experimenten is gebleken dat de kleine veranderingen die aangebracht waren in de structuur van ADOC van grote invloed zijn op het vermogen AChE te reactiveren, ook de IC50 waarde is hier sterk afhankelijk van. 
Voor pyrrolidine ADOC is er ook onderzoek gedaan naar de kinetiek, voor deze stof zijn de kr, KD en kr2 waarden bepaald. Deze waarden zijn in een eerder onderzoek ook bepaald voor de oxime reactivatoren. Er kon dus worden vergeleken tussen de nieuw ontdekte pyrrolidine ADOC en de huidige oxime reactivatoren. 
De reactivatie potentie van pyrrolidine ADOC komt dicht in de buurt van de oxime reactivatoren die nu gebruikt worden en is ongeveer een factor 10 beter dan de “gewone” ADOC.
Misschien zijn er nog meer goede, of zelfs betere, reactivatoren te ontdekken in deze richting. Het is echter moeilijk vast te stellen wat voor amines nog betere reactivatoren kunnen opleveren , aangezien kleine veranderingen al zulke grote invloed kunnen hebben. Denk bijvoorbeeld aan 2 of 3 gesubstitueerde pyrrolidines.

Bij het uitgevoerde experiment waarbij pyrrolidine ADOC met PXE werd gereageerd,  werd het gewenste fosfor adduct gevormd. Dit doet vermoeden dat de reactivatie inderdaad verloopt via het voorgestelde mechanisme met een nucleofiele aanval. Op basis van de MS analyses hierbij kon niet met zekerheid gezegd worden of dit adduct daadwerkelijk gevormd wordt bij de reactivatie.
Dit is zeker een punt waar in de toekomst nog meer onderzoek naar gedaan kan worden. Het is nog mogelijk de MS methode zodanig te optimaliseren, dat je de aanwezigheid van het adduct kan bevestigen of uitsluiten. Ook bestaat de mogelijkheid een ander fosfor adduct (of zelfs meerdere adducten)  te synthetiseren, deze is misschien makkelijker te analyseren.

De pyridine ADOC’s die tijdens dit onderzoek gesynthetiseerd zijn blijken minder goed te reactiveren dan de “gewone” ADOC’s, ondanks hun grotere gelijkenis met de oxime reactivatoren. In een ander recent onderzoek is echter gebleken dat vergelijkbare verbindingen in staat zijn “aged” AChE te reactiveren. 
Deze richting is dus ook nog veelbelovend, misschien kan er wel een verbinding gesynthetiseerd worden die naast het vermogen om te realkyleren ook nog een goede reactivator is.
 



[bookmark: _Toc517893169]Experimenteel

	4-acetamido-2-(methylbutylaminomethyl)phenol
1,818 g (12,03 mmol; 1,2 eq) 4-acetamidophenol werd opgelost in 20 mL ethanol. Aan deze oplossing werd 0,304 g (10,12 mmol; 1 eq) paraformaldehyde en 1.184 ml (10 mmol; 1 eq) methylbutylamine toegevoegd.
Het reactiemengsel werd hierna 24 uur gerefluxt bij 95 °C. Als de reactie was voltooid werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap. Het ruwe product werd daarna gezuiverd d.m.v. (automatische) kolom chromatografie. (Biotage Isolera 4). Hierbij werd gebruik gemaakt van een gradiënt van 0-10 % MeOH in EtOAc met 3% TEA. 
(1,494 g; 5,97 mmol; 59,7 % yield) 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.26 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.69 (s, 2H), 2.63 – 2.45 (m, 2H), 2.29 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 1.64 – 1.44 (m, 2H), 1.36 (m, J = 13.8, 7.0, 6.5 Hz, 2H), 0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 169.90, 154.36, 129.98, 122.20, 121.37, 120.95, 115.18, 60.30, 56.32, 40.00, 28.76, 22.08, 20.01, 12.80.

	4-amino-2-(methylbutylaminomethyl)phenol
Aan de gezuiverde 4-acetamido-2-(methylbutylaminomethyl)phenol werd een oplossing van 10% HCl in water toegevoegd. Dit werd 16 uur gerefluxt bij 110 °C om de acetyl groep te verwijderen. Het verloop van de reactie werd bijgehouden met LC-MS. Na de reactie werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap en nog 2-3 keer gecovapt met ACN.
1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.55 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.40 (dd, J = 108.5, 13.0 Hz, 2H), 3.31 – 3.12 (m, 2H), 2.84 (s, 3H), 1.90 – 1.77 (m, 2H), 1.45 (h, J = 7.4 Hz, 2H), 1.02 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 157.02, 127.16, 126.15, 122.11, 117.83, 116.40, 56.13, 54.08, 39.56, 25.83, 19.48, 12.46.

	4-acetamido-2-(dipropylaminomethyl)phenol
0,915 g (6,05 mmol; 1,21 eq) 4-acetamidophenol werd opgelost in 20 mL ethanol. Aan deze oplossing werd 0.150 g (5 mmol; 1 eq) paraformaldehyde en 0.686 ml (5 mmol; 1 eq) dipropylamine toegevoegd.
Het reactiemengsel werd hierna 24 uur gerefluxt bij 95 °C. Als de reactie was voltooid werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap. Het ruwe product werd daarna gezuiverd d.m.v. (automatische) kolom chromatografie. (Biotage Isolera 4). Hierbij werd gebruik gemaakt van een gradiënt van 0-10 % MeOH in EtOAc met 3% TEA. 
(0,998 g; 3.78 mmol; 75,5 % yield) 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.26 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.76 (s, 2H), 2.56 – 2.45 (m, 4H), 2.10 (s, 3H), 1.67 – 1.52 (m, 4H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 6H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 169.84, 154.43, 130.03, 122.46, 121.18, 120.81, 115.24, 57.48, 55.19, 22.19, 19.24, 10.74.



[bookmark: _Hlk516572579]	4-amino-2-(dipropylaminomethyl)phenol	
Aan de gezuiverde 4-acetamido-2-(dipropylaminomethyl)phenol werd een oplossing van 10% HCl in water toegevoegd. Dit werd 24 uur gerefluxt bij 110 °C om de acetyl groep te verwijderen. Het verloop van de reactie werd bijgehouden met LC-MS. Na de reactie werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap en nog 2-3 keer gecovapt met ACN.
1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.57 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.43 (s, 2H), 3.29 – 3.04 (m, 4H), 1.95 – 1.75 (m, 4H), 1.02 (t, J = 7.3 Hz, 6H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 157.05, 127.14, 126.10, 122.16, 117.89, 116.41, 54.68, 51.50, 16.80, 9.83.

	4-acetamido-2-(pyrrolidinomethyl)phenol
1,806 g (11,95 mmol; 1,2 eq) 4-acetamidophenol werd opgelost in 20 mL ethanol. Aan deze oplossing werd 0,301 g (10,02 mmol; 1 eq) paraformaldehyde en 0,835 ml (10 mmol; 1 eq) pyrrolidine toegevoegd.
Het reactiemengsel werd hierna 24 uur gerefluxt bij 95 °C. Als de reactie was voltooid werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap. Het ruwe product werd daarna gezuiverd d.m.v. (automatische) kolom chromatografie. (Biotage Isolera 4). Hierbij werd gebruik gemaakt van een gradiënt van 0-10 % MeOH in EtOAc met 3% TEA. 
(1,224 g; 5,22 mmol; 52,2 % yield) 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.29 – 7.20 (m, 2H), 6.70 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.73 (s, 2H), 2.62 – 2.53 (m, 4H), 2.09 (s, 3H), 1.86 – 1.74 (m, 4H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 169.79, 154.27, 129.93, 122.73, 121.12, 120.88, 115.21, 57.41, 53.03, 23.21, 22.39.

[bookmark: _Hlk516491622]		4-amino-2-(pyrrolidinomethyl)phenol
Aan de gezuiverde 4-acetamido-2-(pyrrolidinomethyl)phenol werd een oplossing van 10% HCl in water toegevoegd. Dit werd 6 uur gerefluxt bij 110 °C om de acetyl groep te verwijderen. Het verloop van de reactie werd bijgehouden met LC-MS. Na de reactie werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap en nog 2-3 keer gecovapt met ACN.
1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.41 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.26 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.41 (s, 2H), 3.41 (s,4H), 2.13 (s, 4H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 155.12, 125.67, 125.15, 124.47, 118.44, 116.30, 53.66, 52.82, 22.54.



[bookmark: _Hlk516498243]	4-acetamido-2-(piperidinomethyl)phenol
1,809 g (11,97 mmol; 1,2 eq) 4-acetamidophenol werd opgelost in 20 mL ethanol. Aan deze oplossing werd 0.310 g (10,32 mmol; 1 eq) paraformaldehyde en 1 ml (10,12 mmol; 1 eq) piperidine toegevoegd.
Het reactiemengsel werd hierna 48 uur gerefluxt bij 95 °C. Als de reactie was voltooid werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap. Het ruwe product werd daarna gezuiverd d.m.v. (automatische) kolom chromatografie. (Biotage Isolera 4). Hierbij werd gebruik gemaakt van een gradiënt van 0-10 % MeOH in EtOAc met 3% TEA. 
[bookmark: _Hlk516562155](0,732 g; 2,95 mmol; 29,1 % yield) 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.25 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.68 (s, 2H), 3.37 (s, 3H), 2.55 (m, 4H), 1.66 (m, J = 5.6 Hz, 4H), 1.54 (m, J = 6.8 Hz, 2H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 169.90, 154.36, 129.96, 121.70, 121.44, 120.88, 115.17, 60.96, 53.39, 25.56, 23.61, 22.07.

		4-amino-2-(piperidinomethyl)phenol	
Aan de gezuiverde 4-acetamido-2-(piperidinomethyl)phenol werd een oplossing van 10% HCl in water toegevoegd. Dit werd 18 uur gerefluxt bij 110 °C om de acetyl groep te verwijderen. Het verloop van de reactie werd bijgehouden met LC-MS. Na de reactie werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap en nog 2-3 keer gecovapt met ACN.
1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.59 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.36 (s, 2H), 3.50 (dd, J = 12.1, 3.7 Hz, 2H), 3.08 (td, J = 12.2, 3.5 Hz, 2H), 2.01 – 1.77 (m, 5H), 1.63 – 1.49 (m, 1H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 157.30, 127.55, 126.06, 121.96, 117.24, 116.48, 54.37, 52.77, 22.51, 21.21.

		4-amino-2-(pyrrolidinomethyl)phenyl diethyl fosfaat
61,1 mg (215,7 µmol; 0,83 eq) pyrrolidine-ADOC (HCl zout, MW=283,2 g/mol) werd opgelost in 850 µl water, 66 µl (521,5 µmol; 2,01 eq) N-ethylmorpholine werd toegevoegd als buffer. Hierna werd er 150 µl deuterium oxide toegevoegd, zodat de reactie gevolgd kon worden met NMR. Er werd goed geroerd tot alle ADOC was opgelost.
Als laatste werd er 56 µl (259,2 µmol; 1 eq) paraoxon toegevoegd, waarna het mengsel werd overgebracht naar een NMR buis. De reactie werd vier dagen gevolgd door op vaste tijden 31P en 1H NMR spectra te meten.
Het product werd gezuiverd d.m.v. preparatieve HPLC en daarna gevriesdroogd.
(9,43 mg; 28,72 µmol; 13,3 % yield) 1H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) δ 7.57 – 7.25 (m, 3H), 4.37 (s, 2H), 4.26 (h, J = 7.7 Hz, 4H), 3.50 (s, 2H), 3.15 (s, 2H), 2.11 (s, 2H), 1.94 (s, 2H), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 6H). 13C NMR (101 MHz, Deuterium Oxide) δ 146.47 , 133.68, 124.55, 124.19, 123.19 , 121.77 , 117.81, 114.91, 66.93, 54.13, 51.95, 22.34, 15.29. 31P NMR (162 MHz, Deuterium Oxide) δ -5.80.



[bookmark: _Hlk516572182]	3-hydroxy-6-pivalamido-2-(pyrrolidinomethyl)pyridine
60,6 mg (312,0 µmol; 1 eq) 5-hydroxy-2-pivalamidopyridine werd opgelost in 5 mL ethanol. Aan deze oplossing werd 9 mg (299,7 µmol; 0,96 eq) paraformaldehyde en 23,4 µl (280,3 µmol; 0,90 eq) pyrrolidine toegevoegd.
Het reactiemengsel werd hierna 168 uur (één week) gerefluxt bij 95 °C. Als de reactie was voltooid werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap. Het ruwe product werd daarna gezuiverd d.m.v. (automatische) kolom chromatografie. (Biotage Isolera 4). Hierbij werd gebruik gemaakt van een gradiënt van 0-90 % EtOAc in heptaan met 3% TEA. 
(54,2 mg; 195,4 µmol; 69,8 % yield) 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.76 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.96 (s, 2H), 2.82 – 2.72 (m, 4H), 1.97 – 1.85 (m, 4H), 1.31 (s, 9H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 177.87, 151.62, 142.31, 140.61, 124.95, 115.34, 58.45, 53.37, 39.09, 26.30, 23.12.

		3-hydroxy-6-amino-2-(pyrrolidinomethyl)pyridine	
Aan de gezuiverde 3-hydroxy-6-pivalamido-2-(pyrrolidinomethyl)pyridine werd een oplossing van 10% HCl in water toegevoegd. Dit werd 72 uur gerefluxt bij 110 °C om de pivaloyl groep te verwijderen. Het verloop van de reactie werd bijgehouden met LC-MS. Na de reactie werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap en nog 2-3 keer gecovapt met ACN.
1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.74 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 4.59 (s, 2H), 3.54 (m, 4H), 2.17 (m, 4H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 146.14, 135.07, 117.09, 54.35, 49.36, 22.57.

[bookmark: _Hlk516572605]	3-hydroxy-6-pivalamido-2-(diethylaminomethyl)pyridine
180,0 mg (926,7 µmol; 1 eq) 5-hydroxy-2-pivalamidopyridine werd opgelost in 5 mL ethanol. Hieraan werd 64 µl van een formaldehyde oplossing toegevoegd (37% w/w in water) (859,5 µmol; 0,93 eq) en werd er 89 µl (860,3 µmol; 0,93 eq) diethylamine toegevoegd.
[bookmark: _Hlk517861305]Het reactiemengsel werd hierna 240 uur gerefluxt bij 95 °C. Als de reactie was voltooid werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap. Het ruwe product werd daarna gezuiverd d.m.v. (automatische) kolom chromatografie. (Biotage Isolera 4). Hierbij werd gebruik gemaakt van een gradiënt van 0-90 % EtOAc in heptaan met 3% TEA. 
(79,7 mg; 285,3 µmol; 33,2 % yield) 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.77 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 3.91 (s, 2H), 2.71 (q, J = 7.2 Hz, 4H), 1.31 (s, 9H), 1.15 (t, J = 7.2 Hz, 6H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 177.77, 151.94, 142.55, 140.52, 124.98, 115.18, 57.77, 46.90, 39.10, 26.36, 10.15.

		3-hydroxy-6-amino-2-(diethylaminomethyl)pyridine	
Aan de gezuiverde 3-hydroxy-6-pivalamido-2-(diethylaminomethyl)pyridine werd een oplossing van 10% HCl in water toegevoegd. Dit werd 96 uur gerefluxt bij 110 °C om de pivaloyl groep te verwijderen. Het verloop van de reactie werd bijgehouden met LC-MS. Na de reactie werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap en nog 2-3 keer gecovapt met ACN.
1H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) δ 7.63 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 4.36 (s, 2H), 3.24 (q, J = 7.3 Hz, 4H), 1.28 (t, J = 7.3 Hz, 6H). 13C NMR (101 MHz, Deuterium Oxide) δ 149.11, 146.01, 135.28, 122.38, 117.28, 48.70, 48.14, 8.11.


[bookmark: _Hlk517863028]		4-(benzylamino)phenol
Aan 1,8912 g 4-aminophenol (17,3 mmol; 1,15 eq) werd 20 ml MeOH toegevoegd. Hieraan werd 1,528 ml benzaldehyde (15,0 mmol; 1 eq)  toegevoegd, waarna 20 minuten werd gerefluxt bij 90 °C. De verwarming werd uitgezet, en er werd gewacht tot de temperatuur van het mengsel gedaald was tot ±40 °C.
Hierna werd er 1,3 g NaBH3CN toegevoegd, waarna nog 2 uur werd gerefluxt.
Als de reactie was voltooid werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap. Het ruwe product werd daarna gezuiverd d.m.v. (automatische) kolom chromatografie. (Biotage Isolera 4). Hierbij werd gebruik gemaakt van een gradiënt 
van 10-100 % EtOAc in tolueen.
(2,7003 mg; 13,6 mmol; 90,2% yield) 1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) δ 7.40 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.31 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.22 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.55 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.28 (s, 2H). 13C NMR (101 MHz, Acetone-d6) δ 148.94, 142.18, 140.85, 128.21, 127.30, 126.55, 115.65, 113.94, 48.40.

	O-BOC 4-(benzylamino)phenol 
2,380 g BOC2O (10,9 mmol; 1,95 eq) werd opgelost in 10 ml DCM, hieraan werd 1,56 ml TEA (11,2 mmol; 2 eq)  toegevoegd. Dit mengsel werd toegevoegd aan een oplossing van 1,120 g 4-(benzylamino)phenol (5,6 mmol; 1 eq) in 15 ml DCM, het reactiemengsel werd 24 uur geroerd bij kamertemperatuur.
(1,312 mg; 4,4 mmol; 78,0% yield) 1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) δ 7.41 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.34 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.25 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.66 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.35 (s, 2H), 1.52 (s, 9H). 13C NMR (101 MHz, Acetone-d6) δ 152.50, 146.66, 142.27, 140.15, 128.36, 127.25, 126.76, 121.66, 112.68, 81.94, 47.52, 27.01.

N,O-diBOC 4-(benzylamino)phenol
4,55 g BOC2O (20,8 mmol; 1,78 eq) werd opgelost in 10 ml DCM, hieraan werd 2 ml TEA (14,3 mmol; 1,23 eq)  toegevoegd. Dit mengsel werd toegevoegd aan een oplossing van 2,332 g 4-(benzylamino)phenol (11,7 mmol; 1 eq) in 15 ml DCM, het reactiemengsel werd 24 uur geroerd bij kamertemperatuur.
1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) δ 7.36 – 7.21 (m, 7H), 7.11 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.90 (s, 2H), 1.52 (s, 10H), 1.43 (s, 9H). 13C NMR (101 MHz, Acetone-d6) δ 154.27, 151.53, 148.80, 140.29, 138.79, 128.32, 127.52, 127.37, 126.98, 121.22, 82.72, 79.84, 53.27, 27.50, 26.86.



[bookmark: _Hlk517865261]	N-BOC 4-(benzylamino)phenol
Er werd 178,9 mg 4-(benzylamino)phenol (897,9 µmol; 1 eq) afgewogen, hieraan werd 239,0 mg BOC2O (1095,1 µmol; 1,22 eq) en 4 ml water toegevoegd. Het reactiemengsel werd hard geroerd, hierbij was gasvorming te zien (CO2). Na een half uur roeren was deze gasvorming niet meer waar te nemen, het mengsel werd hierna geconcentreerd d.m.v. rotavap.
(268,7 mg; 897,6 µmol; 100% yield) 1H NMR (400 MHz, Acetone-d6) δ 7.20 – 7.07 (m, 5H), 6.83 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.60 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.66 (s, 2H), 1.27 (s, 9H). 13C NMR (101 MHz, Acetone-d6) δ 155.37, 139.09, 128.19, 127.64, 126.87, 121.22, 114.98, 79.17, 53.59, 27.57.

	4-(benzyl(BOC)amino)-2-(pyrrolidinomethyl)phenol
217,8 mg (727,5 µmol; 1,30 eq) N-BOC 4-(benzylamino)phenol werd opgelost in ±20 ml MeOH, hieraan werd 46,6 µl pyrrolidine (558,3 µmol; 1,00 eq) en 42 µl  formaldehyde (37% w/w in water) (564,1 µmol; 1,01 eq) toegevoegd. Het mengsel werd 72 uur gerefluxt bij 75 °C.
Als de reactie was voltooid werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap. Het ruwe product werd daarna gezuiverd d.m.v. (automatische) kolom chromatografie. (Biotage Isolera 4). Hierbij werd gebruik gemaakt van een gradiënt van 0-10 % MeOH in EtOAc.
(66,1 mg; 172,8 µmol; 31,0% yield) 1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.23 – 7.02 (m, 5H), 6.69 (d, J = 33.1 Hz, 2H), 6.53 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.62 (s, 2H), 3.58 (s, 2H), 2.45 (s, 4H), 1.69 (s, 4H), 1.30 (s, 9H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 155.98, 155.72, 138.37, 133.36, 128.01, 127.68, 127.58, 127.07, 126.88, 122.85, 115.31, 80.19, 56.75, 53.79, 52.94, 27.29, 23.08.

	4-(benzylamino)-2-(pyrrolidinomethyl)phenol
Aan de gezuiverde 4-(benzyl(BOC)amino)-2-(pyrrolidinomethyl)phenol werd een oplossing van 1M HCl in MeOH toegevoegd. Dit werd 5 uur gerefluxt bij 85 °C om de BOC groep te verwijderen. Het verloop van de reactie werd bijgehouden met LC-MS. Na de reactie werd het geconcentreerd d.m.v. rotavap en nog 2-3 keer gecovapt met MeOH.
1H NMR (400 MHz, Methanol-d4) δ 7.45 (s, 1H), 7.38 – 7.29 (m, 5H), 7.25 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.49 (s, 2H), 4.28 (s, 2H), 3.36 (s, 2H), 3.08 (s, 2H), 2.01 (d, J = 50.1 Hz, 4H). 13C NMR (101 MHz, Methanol-d4) δ 157.25, 130.52, 130.26, 129.43, 128.79, 127.10, 126.22, 126.08, 118.75, 116.34, 55.61, 53.71, 52.53, 22.52.
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[image: ]
[image: ]



































































































[bookmark: _Toc517893173]Bijlage 2: Methode reactivatie tests
Inhibition of human AChE by non-oximes
20 µl non-oxime compounds (1-1.000 µM final concentration) were added to tempered cuvettes (37°C) containing 1.820 µl phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4), 100 µl DTNB (0.5 mM) and 10 µl native human AChE. After addition of 50 µl ATCh (0.71 mM) (final volume 2000 µl) AChE activity was measured for 1 min and referred to control activity. The IC50 values were calculated from semi-logarithmic plots of the non-oxime compound concentration versus the % AChE activity.

Inhibition of human AChE by OPs
Hemoglobin-free erythrocyte membranes (“ghosts”) were prepared as previously described (see S.I.).  Human erythrocyte ghosts were incubated with small volumes (≤1% v/v) of tabun, sarin, cyclosarin, VX or paraoxon for 15 min at 37°C to achieve an AChE inhibition of >95% of control activity. Inhibited and control samples were dialyzed overnight (phosphate buffer, 0.1 M, pH 7.4) to remove residual inhibitor and to adjust pH 7.4. Absence of residual inhibitor was verified by incubation of inhibited and control ghosts (30 min, 37°C) and determination of AChE activity. Aliquots were stored at -80°C. At the day of experiment thawed erythrocyte ghosts were homogenized on ice with a Sonoplus HD 2070 ultrasonic homogenizer (Bandelin electronic, Berlin; Germany) twice for 5s with a 30s interval to achieve a homogenous matrix for the kinetic studies.

Reactivation of OP-inhibited human AChE by non-oxime compounds.
A discontinuous procedure was applied: 150 µl OP-inhibited AChE was mixed with 150 µl phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) containing 0.2% gelatin to stabilize AChE during sustained incubation time at 37°C39. At t=0 3 µl non-oxime compound was added to start enzyme reactivation. 20 µl aliquots were transferred at specified time intervals (2 – 60 min) to tempered cuvettes filled with 3000 µl phosphate buffer and 100 µl DTNB (0.3 mM). Measurement of AChE activity was initiated after addition of 50 µl ATCh (0.45mM). Three different concentrations of non-oximes (1, 10 and 100µM final concentration) were used for reactivation of OP-inhibited human AChE. The time-dependent % reactivation of human OP-inhibited AChE was calculated by employing Eq. (1): 

								Eq. (1)

A0 represents control enzyme activity, Ai OP-inhibited enzyme activity and A1 the activity of reactivated enzyme.
The pseudo-first-order rate constants kobs were calculated for compounds 3h (ADOC) and 3l at 10 µM and 100 µM by linear regression analysis using equation (2).

								Eq. (2)

v0 represents the maximum velocity, vi the velocity of inhibited AChE and vt the velocity of the reactivated enzyme.

pH	0	0.01	0.02	0.03	0.22550000000000001	0.41749999999999998	0.59199999999999997	0.77500000000000002	0.96499999999999997	1.1425000000000001	1.3254999999999999	1.528	1.7204999999999999	1.9035	2.089	2.2770000000000001	2.4649999999999999	2.6480000000000001	2.8264999999999998	3.0049999999999999	3.1795	3.3515000000000001	3.5135000000000001	3.6735000000000002	3.8235000000000001	3.9594999999999998	4.0789999999999997	4.173	4.2409999999999997	4.2880000000000003	4.32	4.3600000000000003	4.4104999999999999	4.4565000000000001	4.5250000000000004	4.6055000000000001	4.7	4.8075000000000001	4.9255000000000004	5.0519999999999996	5.1855000000000002	5.3220000000000001	5.4615	5.6	5.7389999999999999	5.8710000000000004	5.9989999999999997	6.1130000000000004	6.2009999999999996	6.2779999999999996	6.3194999999999997	6.3544999999999998	6.3864999999999998	6.4055	6.4375	6.4755000000000003	6.4915000000000003	6.5575000000000001	6.6215000000000002	6.7	6.7930000000000001	6.8985000000000003	7.0065	7.1390000000000002	7.2720000000000002	7.4109999999999996	7.5529999999999999	7.6985000000000001	7.8449999999999998	7.9865000000000004	8.1010000000000009	8.1754999999999995	8.3094999999999999	8.4429999999999996	8.5734999999999992	8.6920000000000002	8.8070000000000004	8.9224999999999994	9.0340000000000007	9.1445000000000007	9.2759999999999998	9.4139999999999997	9.5640000000000001	9.7200000000000006	9.8800000000000008	10.048500000000001	10.217499999999999	10.397	10.586	10.766500000000001	10.9605	11.144500000000001	11.343999999999999	11.526	11.727	11.9215	12.108000000000001	12.301500000000001	12.509499999999999	12.712999999999999	12.907999999999999	13.11	13.3125	13.5185	13.724	13.9275	14.1295	14.343	14.5505	14.757999999999999	14.967499999999999	15.1745	15.381	15.592499999999999	15.802	16.010999999999999	16.221499999999999	16.431999999999999	16.642499999999998	16.853999999999999	17.0655	17.276	17.489999999999998	17.701499999999999	17.911999999999999	18.123999999999999	18.335999999999999	18.548999999999999	18.7605	18.9725	19.184999999999999	19.398	19.609000000000002	19.822500000000002	20.035	20.243500000000001	20.4575	20.670999999999999	20.884499999999999	21.097999999999999	21.311	21.524999999999999	1.0549999999999999	1.0549999999999999	1.054	1.054	1.089	1.1459999999999999	1.1930000000000001	1.224	1.286	1.329	1.3109999999999999	1.349	1.401	1.446	1.4870000000000001	1.5289999999999999	1.579	1.6359999999999999	1.6919999999999999	1.7549999999999999	1.8220000000000001	1.903	1.9870000000000001	2.0870000000000002	2.2050000000000001	2.3439999999999999	2.5129999999999999	2.7050000000000001	2.9060000000000001	3.109	3.2749999999999999	3.4929999999999999	3.734	3.8969999999999998	4.0819999999999999	4.2450000000000001	4.3920000000000003	4.5289999999999999	4.657	4.7759999999999998	4.8929999999999998	5.0069999999999997	5.125	5.2409999999999997	5.3710000000000004	5.5049999999999999	5.6619999999999999	5.8479999999999999	6.0309999999999997	6.274	6.4550000000000001	6.65	6.9039999999999999	7.0720000000000001	7.343	7.5410000000000004	7.601	7.8630000000000004	8.0440000000000005	8.2080000000000002	8.359	8.5229999999999997	8.6270000000000007	8.7530000000000001	8.8650000000000002	8.9749999999999996	9.0779999999999994	9.1829999999999998	9.3000000000000007	9.452	9.4770000000000003	9.5459999999999994	9.673	9.8049999999999997	9.9559999999999995	10.108000000000001	10.260999999999999	10.423999999999999	10.548	10.656000000000001	10.77	10.861000000000001	10.948	11.03	11.098000000000001	11.167999999999999	11.218999999999999	11.257999999999999	11.313000000000001	11.345000000000001	11.395	11.419	11.475	11.494999999999999	11.529	11.574999999999999	11.6	11.612	11.632	11.664999999999999	11.679	11.7	11.715	11.731	11.75	11.771000000000001	11.776	11.789	11.803000000000001	11.811999999999999	11.826000000000001	11.84	11.846	11.856	11.867000000000001	11.875999999999999	11.884	11.893000000000001	11.9	11.907999999999999	11.917	11.92	11.928000000000001	11.936999999999999	11.944000000000001	11.95	11.956	11.962999999999999	11.97	11.975	11.981	11.988	11.992000000000001	11.997999999999999	12.01	12.010999999999999	12.015000000000001	12.02	12.023999999999999	12.029	12.032999999999999	12.037000000000001	
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Scheme 1. Reactivation from Worek et al. [19].
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Table 1
Overall reactivation rate for indicated agents and reactivators.

Reactivator Kz (M~! min~1)
GA GB
2PAM 7.0 81.0
+4.4 +16
ADOC 45 454
+3.3 +7.2
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values for these substituents [23]. While both of these modifica-
tions displayed significantly increased reactivation compared to

W Disopropyl fiuorop

GD GF VX VR
17.6 184 121 46
+16 +4.2 +29 +12
5.6 40.5 266 719
+4.1 +29 +109 +386

Standard deviation of three independent experiments is indicated below value. Statistically significant increase of reactivation rate by ADOC as compared to 2PAM is indicated

by (t-test, p < 0.05).

potential against naive RHUAChE. Further increase in the bulk of the
benzyl amine (10) resulted in loss of inhibitory potential and
reactivation potential, most likely from sterically driven decreased
binding of the small molecule. The inhibition and reactivation re-
sults of 9 and 10 offer some insight into the mechanism of reac-
tivation by helping to rule out the likelihood that quinone methide
formation is involved since these compounds would be expected to
form a common quinone methide intermediate with ADOC if this
mechanism were operative [22]. Given all of these results and the

& mercey2011.pdf A

spontaneous levels for all agents, reactivation was markedly
decreased compared to that of ADOC. Additionally, the alteration of
the aniline amine in both cases abolished all inhibition of RHUAChE,
raising the question of whether the decreased reactivation activity
of these molecules was a result of decreased binding or decreased
reactivation rate. Determination of the dissociation constant (Kp;
11: 0.39 + 0.23 mM; 12: 0.92 + 0.12 mM) and reactivation rate (k;
11: 0.07 + 0.02 min~'; 12: 0.03 + 0.01 min~") for each compound
supports the conclusion that the loss of reactivation potential is due
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