
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 371 

BBA 66380 

BESTIMMUNG D E R  MOLAREN KONZENTRATION VON ACETYLCHOLIN-  
ESTERASE DURCH P H O S P H O R Y L I E R U N G  MIT PARAOXON ODER SOMAN 

M. N E N N E R  

Institut f i ir  Pharmahologie und Toxikologie der Universitdt G6ttingen, 34 G6ttingen, Geiststr. 9 
(Deutschland) 

(Eingegangen arn 3. Mt~rz, 1971) 

SUMMARY 

Determination of the molar concentration of acetyleholinesterase based on phosphorylation 
by paraoxon or soman 

I. The paper describes the determination of the molar concentration of the 
active sites of acetylcholinesterase (acetylcholine hydrolase, EC 3.1.1.7). The kinetic 
measurement uses phosphorylation by paraoxon or soman. The graphic evaluation 
is based on the kinetic equations for second-order reactions with equimolar concen- 
tration of reactants. 

2. The determination can be done easily and quickly. During phosphorylation 
only measurement of diminishing acetylcholinesterase activity is necessary. Radio- 
active labelling and dialysis are not needed. 

3. The method is suitable for the determination of very low acetylcholines- 
terase concentrations. Using paraoxon enzyme, concentrations to about i .IO -s M 
and using soman enzyme concentrations to about 2 • lO -l° M can be determined. 

EINLEITUNG 

Aussagen fiber die Pharmakokinetik einer Organophosphatvergiftung setzen 
die Kenntnis der molaren Konzentrationen der Reaktionspartner voraus. Wtihrend 
die Bestimmung der Aktivitttt von Acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7) und Cholines- 
terase (EC 3.1.1.8) keine besonderen Schwierigkeiten mehr bietet t-6, erfordert die 
Bestimmung der Enzymkonzentrat ion entweder einen erheblichen experimentellen 
und zeitlichen Aufwand oder versagt bei Konzentrationen unter I - lO  -6 M ganz. 

COHEN UND WARRINGA 7 und COHEN et al. s beschreiben ein Verfahren, bei dem 
das aktive Zentrum der Acetylcholinesterase zun~ichst mit Butyrylcholin blockiert 
wird. Anschliessend setzen sie das Enzym mit einem betr~chtlichen ~Jberschuss an 
Organophosphat urn, wobei alle ffir die enzymatische Reaktion nicht spezifischen, 
gegentiber Organophosphaten jedoch reaktiven Stellen phosphoryliert werden. Nach 
Entfernung des reversibel gebundenen Butyrylcholins und des fiberschfissigen Orga- 
nophosphats durch Dialyse wird das Enzym nochmals mit  dem gleichen, jetzt 
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jedoch radioaktiv markierten, Organophosphat gehemmt. Die dabei durch kovalente 
Bindung fixierte Radioaktivit~it entspricht der Menge an aktiven Zentren. 

WILSON UND HARRISON 9 haben aus kinetischen Daten der enzymatischen 
Hydrolyse von Dimethylcarbamylfluorid die Konzentration (Normalit~it) der Acetyl- 
cholinesterase bestimmt. Diese Methode setzt Acetylcholinesterase-Konzentrationen 
von mindestens 3"IO-G M voraus und erfordert einen betr~ichtlichen Zeitaufwand. 

BENDER et al. 1° bestimmen die Acetylcholinesterase-Konzentrati(m durch 
"burst ti tration" mit  o-Nitrophenyl-dimethylcarbamat. Das bei der Reaktion frei- 
gesetzte o-Nitrophenyl wird photometrisch bestimmt. Auch hier liegt die untere 
Grenze bei etwa 2" Io-6 M. 

Die hier vorgeschlagene kinetische Methode der Konzentrationsbestimmung 
beruht auf der Phosphorylierung der Acetylcholinesterase mit Paraoxon (Dfiithyl- 
p-nitrophenylphosptiat) oder Soman (Pinacolyl-methylphosphons/iure-fluorid). Die 
Grundlage des Verfahrens ist eine Reaktion zweiter Ordnung mit ~iquimolaren 
Konzentrationen der Reaktionspartner. Bei Verwendung von Paraoxon kbnnen 
Acetylcholinesterase-Konzentrationen bis zu I • IO 8 M best immt werden. Ffir Soman 
liegt die untere Grenze bei 2"IO -1° M. Unter Enzymkonzentration wird die molare 
Konzentration der aktiven Zentren verstanden, wobei das aktive Zentrum die 
kleinste Einheit ist, die s~mtliche ffir den Ablauf des enzymatiscben Prozesses not- 
wendigen funktionellen Gruppen enth~lt. 

M E T H O D I K  

Kinetik der Reaktion 
Bei der Phosphorylierung reagiert das Enzym EH mit dem Organophosphat 

P X  zum phosphorylierten Enzym EP. Der Michaelis-Komplex E H P X  steht im 
reversiblen Gleichgewicht mit  EH und PX.  

E H  + P X . ~  E H P X  ~ E P  ~- H X  

N a c h  W I L S O N  11 sowie MAIN UND [ V E R S O N  12 gilt: 

hi K A  t -~ hl v ( I )  

k x : Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung fiir die Inhibition; k v = Ge- 
schwindigkeitskonstante erster Ordnung ffir die Phosphorylierung; KA - :  Attinit~ts- 
konstante; v : Geschwindigkeit des Substratumsatzes. 

Die Phosphorylierung yon Aeetylcholinesterase mit Paraoxon oder Soman ist 
eine sehr schnelle Reaktion, deren Verlauf folglich nur bei sehr geringen Organo- 
phosphat-Konzentrationen gemessen werden kann. In diesem Fall wird I /KA gegen- 
fiber I / [PX]  vernaehliissigbar klein und Gleiehung I vereinfacht sich zu Gleichung 2. 

= - I n  - -  (2) 
k i  t v 

Hieraus folgt, dass man die Phosphorylierung von Acetylcholinesterase mit Paraoxon 
oder Soman als Reaktion zweiter Ordnung behandeln kann, ohne das vorgelagerte 
Gleiehgewicht zu berficksichtigen. 
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Ftir eine Reaktion zweiter Ordnung mit ~quimolarer Konzentration der Reak- 
tionspartner gilt : 

k2t = I ] [ E H ]  - -  I ] [E/- / ]o (3) 

k s ~ Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung ffir die Phosphorylierung von 
Acetylcholinesterase. Die Auftragung von I/[EH] gegen t ergibt eine Gerade mit der 
Steigung k s. 

Die Enzymkonzentration [EH] ist im Falle der Acetylcholinesterase der direk- 
ten Messung nicht zug~nglich. Da aber v, die Geschwindigkeit des Substratumsatzes, 
der Acetylcholinesterase-Konzentration proportional ist, kann auch v gemessen und 
I/V gegen t aufgetragen werden. 

Die Acetylcholinesterase-Konzentration (molare Konzentration der aktiven 
Zentren) wird bestimmt, indem man in einer Reihe von Phosphorylierungsans~tzen 
die Konzentration des einen Reaktionspartners konstant vorgibt und die Konzen- 
tration des anderen Partners von Ansatz zu Ansatz erh6ht. Misst man ffir jeden 
Ansatz den zeitlichen Verlauf der Enzymaktivit~tt und tr~tgt I/V gegen t auf, so 
erh~lt man eine Schar von Kurven, die bei Erreichen der ~tquimolaren Konzentration 
in eine Gerade fibergehen. 

Reagenzien und Enzyme 
Salzl6sung: o.15 M NaC1, o.oi M MgC12. 
Acetyleholin-jodid: Fluka 01030, Stamml6sung: 1.5-Io-2M. 6-ml Proben 

dieser Stamml6sung wurden in Prober6hrchen in der Tiefkfihltruhe eingefroren und 
bei Bedarf aufgetaut. 

Paraoxon: Diese Substanz wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. K. J, 
Schmidt yon den Farbenfabriken Bayer AG zur Verfiigung gestellt. 

Aeetylcholinesterase aus Rinder-Erythrozyten: Pr/tparat der Fa. Mann Research 
Laboratories, New York. 

Rinderblut: Das Blut wurde unmittelbar nach der Schlachtung entnommen 
und durch Vetren (o.15 mg/ml) ungerinnbar gemacht. 

Humanblut: Jeweils frisch entnommene Proben wurden durch Vetren (0.60 mg[ 
ml) ungerinnbar gemacht. 

Erythrozyten-Suspension: Die Blutprobe wurde mit dem 2o-fachen Volumen an 
Salzl6sung verdfinnt, IO min bei 2870 × g zentrifugiert, der t3berstand abgehebert 
und verworfen. Nach zweimaliger Wiederholung dieser Prozedur wurde auf die an- 
gegebene Verdfinnung eingestellt. Die Angabe der Verdfinnung bezieht sich auf das 
ursprtingliche Blutvolumen. 

Phosphorylierung mit Paraoxon 
Versuchsbedingungen: pH 7.4, 37 °, o.15 M NaC1, o.oi M MgC12, Stickstoff- 

sptilung: 50 ml/min. Die Paraoxon-Konzentration betrug einheitlich I .  lO -8 M. Die 
dem Phosphorylierungsansatz entnommene Probe wurde so verdtinnt, dass inner- 
halb einer Versuchsserie stets die gleiche Enzymmenge zur Aktivitittsbestimmung 
eingesetzt wurde. 

Phosphorylierung mit Soman 
Versuchsbedingungen wie unter Phosphorylierung mit Paraoxon, jedoch ohne 
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Stickstoffspiilung. In  diesem Falle wurde die Verdfinnung der Ery th rozy ten  mit 
I:IOO konstant  vorgegeben und die Soman-Konzentra t ion zwischen 4 .1o  -1° und 
6- Io -1° M variiert. 

A ktivittitsbestimmung 
Die Acetylcholinesterase-Aktivit~it wurde mit dem automatischen Ti t rator  der 

Fa. Radiometer  bestimmt.  Als Substrat  diente Acetylcholin-jodid. Versuchsbedin- 
gungen:  pH7 .4 ,  37 °, o . I 5 M  NaCI, O.olM MgCI~, 3"1o aM Acetylcholin-jodid. 
Stickstoffspiilung: 5 ° ml/min. Ti t rant :  o.oi  M NaOH. 

Das Volumen des Messansatzes betrug einheitlieh 25 ml und bestand aus 
15 ml SalzlSsung, 5 ml SubstratlSsung und 5 ml Probe. 

E R G E B N I S S E  

( z ) A cetylcholinesterase-Priiparat aus Rinder-Erythrozyten 
Um die Acetylcholinesterase-Konzentrat ion in dem von uns ft~r Phosphory-  

lierungen und Reaktivierungen h~iufig benutzten Standardansatz  zu bestimmen, 
wurde zun~ichst ein Acetylcholinesterase-Pr~iparat aus Rinder -Ery throzyten  verwen- 
det. Die Konzentra t ion im Phosphorylierungsansatz wurde zwischen o.04 und 4.0 ing 
Pfiiparat/ml variiert. Die Umsatzgeschwindigkeit  v wird in Mol Acetylcholin/1.min 
angegeben. 

Wie Abb. I zeigt, n immt bei o.o 4 mg/ml die reziproke Umsatzgeschwindigkeit  
I/V rasch zu. Dies l~isst darauf  schliessen, dass Paraoxon in betr~ichtlichem Uber- 
schuss vorhanden ist, so dass aufgrund der schnell fortschreitenden Phosphorylierung 
die Enzymakt iv i t~ t  v rasch abnimmt.  Bei 4,o mg/ml erreicht i/v nach etwa IOO min 
einen konstanten Wert .  Hier ist die Enzymkonzent ra t ion  gr6sser als die Paraoxon-  

1/v o.o,,i 

3-105 "i 

2 - 1 0  5 ....... 

1.6 

1.10 5 - - - - ~  

I 
0 100 200 300 

Zeit (rain) 
Abb. I .  I/TJ gegen t for die Phosphorylierung yon Acetylcholinesterase aus Rinder-Erythrozyten 
mit i " IO -8 M Paraoxon bei pH 7.4 und 37 °. Die Enzymkonzentration (mg Pr~parat/ml) ist ft~r 
jede Kurve angegeben. 
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Konzentration, so dass sich nach Verbrauch des Paraoxons ein konstantes v einstellt. 
Die ~quimolare Konzentration wird bei 1. 7 mg/ml erreicht. 

Da bei dem Acetylcholinesterase-Pr~parat 1. 7 mg/ml mit I .  IO -s M Paraoxon 
~quimolar sind, folgt ffir den Standard-Messansatz mit o.oi mg/ml eine Acetylcholin- 
esterase Konzentration von 5.9"1o-ll  M. Unter  Standartbedingungen haben wir 
bei 2.1o -3 M Acetylcholin einen Substratumsatz yon 2.66.1o -5 M/min gemessen, 
so dass sich ftir Acetylcholinesterase aus Rinder-Erythrozyten eine Umsatszahl von 
4.5 Mol Acetylcholin/Mol aktive Zentren .rain ergibt. 

Weiterhin folgt aus der ~.quivalenz yon I .IO -s M Paraoxon mit I. 7 mg 
Acetylcholinesterase-Pr~parat/ml, dass I g Pr~iparat 5 .9 . Io -°Mol  Acetylcholin- 
esterase enth~lt. Nimmt man nach KREMZNER UND WILSON 13 das Molekulargewicht 
des Enzyms mit 230 ooo an, so zeigt sich, dass dieses Pr~parat nur o.14% Acetyl- 
cholinesterase enth~tlt. 

(2) A ce t y l cho l ine s t e rase  i n  i n t a k t e n  R i n d e r - E r y t h r o z y t e n  

Nachdem die Methode ihre Brauchbarkeit  ffir ein Acetylcholinesterase- 
Pr~parat (s. ( z ) )  bewiesen hatte, sollten die Messungen auf Rinderblut und Human-  
blut ausgedehnt werden. Um festzustellen, ob Paraoxon teilweise dutch die Plasma- 
proteine gebunden und auf diese Weise der Phosphorylierungsreaktion entzogen 
wird, wurde ein Versuch mit steigenden Plasmazus~tzen durchgefiihrt. Da die Ver- 
wendung von menschlichem Plasma wegen der darin enthaltenen Acetylcholin- 
esterase keine sicheren Aussagen erlaubt h~ttte, wurde Rinderplasma, das bekannt- 
lich keine Acetylcholinesterase-Aktivit~t aufweist, eingesetzt. Zur Plasmagewinnung 
wurde das gleiche Rinderblut verwendet, dem auch die Erythrozyten entstammten.  

Tabelle I gibt die Geschwindigkeitskonstanten pseudoerster Ordnung in Ab- 
hAngigkeit von der Plasmakonzentration wieder; k 1 wurde aus der Steigung der 
Regressionsgeraden berechnet. 

TABELLE I 

k~ (min -1) F O R  D I E  P H O S P H O R Y L I E R U N G  V O N  A C E T Y ' L C H O L I N E S T E R A S E  I N  R I N D E R - E R Y T H R O Z Y T E N  

M I T  I "  1 0  - 8  M P A R A O X O N  B E I  p H  7 . 4  U N D  37 ° 

Vol. % Plasma k 1 × lO 2 s × io  ~ r Gebundenes 
Paraoxon (%)  

o 1.42 0.05 0.998 o.o 
2 I , I6  0.07 0.993 18.3 
4 0.88 0.04 0.996 38.0 
8 o.31 0.08 o.894 78.2 

16 0.05 o.o 5 o.5ol 96. 5 

s, Standardabweichung; r, Korrelationskoeffizient. 

Wie Tabelle I zeigt, nimmt die Geschwindigkeitskonstante ftir die Phosphory- 
lierung der Acetylcholinesterase mit steigender Plasmakonzentration rasch ab. Da 
k 1 der effektiven Paraoxon-Konzentrat ion proportional ist, kann daraus der Antel 
des gebundenen Paraoxons berechnet werden. Wie Abb. 2 zeigt, besteht von 
0-8 Vol.% Plasma eine lineare AbhAngigkeit der Bindung von Paraoxon an die 
Plasmaproteine, die sich bei h6heren Werten asymptotisch lOO% ntihert. 
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Abb. 2. Anteil des gebundenen Paraoxons in Abh~ngigkeit yon der Plasmakonzentration. 
Phosphorylierung yon Acetylcholinesterase in Rinder-Erythrozyten mit i - i o  -8 M Paraoxon 
bei pH 7.4 und 37"- 

Diese Ergebnisse  zeigen, dass die Bes t immung  der molaren  Acetylchol ines terase-  
Konzen t ra t ion  in Vol lb lut  und  Vol lb lu t -Verdt innungen nicht  m6glich ist, da  ein Teil  
des Pa raoxons  vom P lasma  absorb ier t  und  somit  der  Phosphory l ie rungsreak t ion  
entzogen wird,  Folgl ich kommen  ftir die Bes t immung  der  molaren Konzen t r a t i on  der  
ak t iven  Zentren nu t  Ery th rozy ten -Suspens ionen  in Frage.  

Abb.  3 zeigt die Auff ragung yon I/V gegen t ftir die Phosphory l ie rung  von 
R inde r -E ry th rozy t en .  Gemessen wurden unverd i inn te  E r y t h r o z y t e n  (bezogen auf  
Vollblut)  und  eine 1:5 verd t innte  Suspension. Die zur Aktivi t~i tsmessung einge- 
setzte  Menge en tsprach  den E r y t h r o z y t e n  aus 5oo#1 Rinderb lu t .  v wird in #Mol 
Acety lchol in /ml  • min angegeben.  

Vergleicht  man  die einzelnen Messungen in Abb.  3, so wird deutl ich,  dass bei 
der  unverd i inn ten  Ery th rozy ten-Suspens ion  yon Tier  2 keine Gerade,  sondern eine 
nach unten  gekr t immte  Kurve  vorliegt .  Wie  Tabel le  I I  zeigt, h a t  dieses Tier  eine 
deut l ich h6here Acety lchol ines terase-Akt iv i t i i t ,  so dass die Vermutung  naheliegt ,  
dass diese auf  einer vergleichsweise h6heren Ace ty lcho l ines te rase -Konzent ra t ion  
beruht .  

T ie r  1 

3 . . . .  

= 2 

0 5 0  100  

Tier 2 Tier 3 

/ t  / 
i 

• J } I. 
~so o ~o ~oa igo o ~o ~oo go 

Zei t  (min)  

Abb. 3. I/v gegen t fflr die Phosphorylierung von Acetylcholinesterase in Rinder-Erythrozyten 
mit 1-1o -8 M Paraoxon bei pH 7.4 und 37 °, I, unverdflnnte Erythrozyten; 2, 1:5 verdflnnte 
Erythrozyten. 
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T A B E L L E  I I  

ACETYLCHOLINESTERASE-AKTIVIT~.T IN/~Mol ACETYLCHOLIN/rnl" mill  BEI p H  7.4, 37 ° UND 3 ' 1°-3  M 
ACETYLCHOLIN FOR 3 RINDER 

Tier : I 2 3 

Hdmatokr$t: 38.0 % 36.5 % 40.0 % 

A k t . v  2.64 3.33 2.66 
Akt .p  o o o 
Akt.E 6.95 9.12 6.65 

Aus Abb. 3 folgt, dass die durch die Erythrozyten bedingte Acetylcholinesterase- 
Konzentration im Rinderblut etwa I • IO -8 M betr~tgt. 

(3) A cetylcholinesterase in intakten menschlichen Erythrozyten 
Auch ftir Humanblut wurde die Konzentrationsbestimmung zun~tchst nur 

mit Erythrozytensuspensionen ausgeftihrt, da hier ebenfalls mit der st6renden Plasma- 
bindung von Paraoxon gerechnet werden musste. Sp~tere Messungen mit einer 
Blutverdtinnung best~tigten diese Vermutung: es ergab sich ein falscher, etwa um 
den Faktor 2-3 zu hoher Wert. 

Die folgende Abb. 4 zeigt die Auftragung von z/v gegen t ftir die Phosphory- 
lierung menschlicher Erythrozyten mit Paraoxon. Gemessen wurden 1:5 und 1:5o 
verdtinnte Erythrozyten-Suspensionen. Auch hier ist die Verdtinnung auf Vollblut 
bezogen. Die zur Aktivit~ttsmessung eingesetzte Menge entsprach den Erythrozyten 
aus 200 #1 Blut, v wird in/~Mol Acetylcholin/ml .min angegeben. 

0.8 

c 0,6 E 

E 0.4 
% 

~_0.2 

¢ o  
0 

M.N. 

~o do 40 o ~o /o do 40 o ~o ~o do ~o '  
Zeit (rain) 

Abb. 4. I/V gegen t f t i r  die Phosphory l i e rung  von Ace ty lchol ines te rase  in menschl ichen  E r y t h r o -  
zy t en  mi t  i .  lO -8 M P a r a o x o n  bei  p H  7.4 und  37 °. i,  i :5 ve rdf inn te  E r y t h r o z y t e n ;  2, i :5 ° ver-  
d t inn te  E r y t h r o z y t e n .  

Aus Abb. 4 ist zu ersehen, dass bei eirler Verdfinnung yon 1:5 die ~tquimolare 
Konzentration nicht ganz erreicht ist, da die Gerade nach einer Phosphorylierungs- 
zeit von 70 min nach oben abbiegt. Um den Versuchspersonen nicht noch gr6ssere 
Blutproben abnehmen zu mtissen, wurde nach einer M6glichkeit gesucht, die Phos- 
phorylierungen bei niedrigeren Organophosphat-Konzentrationen durchzuftihren. 
Hier erwies sich Soman wegen seiner gegentiber Paraoxon etwa ioo-fach gr6sseren 
Reaktionsgeschwindigkeit als das geeignete Phosphorylierungsmittel. 

Abb. 5 zeigt die Auftragung von I/V gegen t ftir die Phosphorylierung mensch- 
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Abb. 5. I/V gegen t ft~r die P hospho ry l i e rung  yon Acety lchol ines te rase  in mensch l i chen  E r y t h r o -  
zy ten  mi t  ve r sch iedenen  S o m a n k o n z e n t r a t i o n e n  bei p H  7-4 und  37 °. Die Ve rd i i nnung  der  E r y t h r o -  
zy ten  im P h o s p h o r y l i e r u n g s a n s a t z  be t rug  einhei t l ich 1 : ioo. 

licher Erythrozyten mit Soman. Im Gegensatz zu den Messungen mit Paraoxon 
wurde bier die Verdiinnung der Erythrozyten-Suspension mit I:iOO konstant ge- 
halten und dafiir die Soman-Konzentration zwischen 4" lO-1° und 6. lO -l° M variiert. 

Aus Abb. 5 folgt, dass die von den Erythrozyten herriihrende Acetylcholin- 
esterase-Konzentration im mensehlichen Blut zwischen 4"1o-8 und 6 . I o  -8 M liegt. 
Berechnet man die Geschwindigkeitskonstante nach Gleichung 3, so ergibt sich aus 
den obigen Messungen ein Mittelwert von 1.5 "lO s M -1 "rain -1. 

DISKUSSION 

Die hier beschriebene Methode erlaubt die einfache und rasche Bestimmung 
der molaren Konzentration von Acetylcholinesterase in Pdiparaten und biologischen 
Medien. Aus den bei der Aktivit~tsbestimmung erhaltenen Umsatzgr6ssen und der 
Acetylcholinesterase-Konzentration 1/*sst sich ausserdem die Umsatzzahl (turnover 
number) des Enzyms berechnen. Die MSglichkeit, mit  Paraoxon Acetylcholinesterase- 
Konzentrationen bis zu I - lO  -8 M und mit Soman Acetylcholinesterase -Konzentra- 
tionen bis zu 2 "1o --l° M zu bestimmen, bringt eine betr~tchtliche Erweiterung des 
zug/inglichen Bereiches. Damit  ist auch ftir kleine Versuchstiere, bei denen natur- 
gem~iss nur geringe Blutmengen zur Verftigung stehen, die Bestimmung der Acetyl- 
cholinesterase-Konzentration experimentell m6glich geworden. 

Wie die Strukturformel zeigt, ist Soman ein Gemisch von vier Stereoisomeren. 
Theoretisch w~tren demnach vier verschiedene Geschwindigkeitskonstanten ftir die 
Phosphorylierung von Acetylcholinesterase mit  Soman m6glich. KEIJER UND 
WOLRING 14 haben Acetylcholinesterase aus Rindererythrozyten mit den reinen 
Soman-Isomeren umgesetzt und dabei betdtchtliche Unterschiede in den Geschwin- 
digkeitskonstanten ftir die Phosphorylierung mit dem (R)c(R)p- und dem (R)e(S)p- 
Isomeren gefunden. Bei der Phosphorylierung von "Butyrylcholinesterase" aus 
Pferdeserum konnten sie bei Verwendung der gleichen Isomeren keinen Unterschied 
in den Geschwindigkeitskonstanten feststellen. Die eigenen Messungen mit  intakten 
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menschlichen Erythrozyten haben keinen Hinweis auf unterschiedliche Geschwindig- 
keitskonstanten for die Phosphorylierung mit Soman gebracht, denn bis zu einem 
Umsatz von 80% des eingesetzten Enzyms zeigte die Auftragung von I/V gegen t 
keine Abweichung v o n d e r  ursprtinglichen Geraden. Zur endgtiltigen Kliirung dieses 
Sachverhalts bedarf es weiterer experimenteller Untersuchungen. Die grunds~itzliche 
M6glichkeit mit Soman Acetylcholinesterase-Konzentrationen im Bereich von 
I • lO -1° M zu bestimmen, wird davon jedoch nicht bertihrt. Vergleicht man das hier 
beschriebene Verfahren mit der Methode von COI~EN UND WARRINGA 7, die mit  32p_ 
markiertem DFP phosphorylieren und vor der Bestimmung der kovalent gebundenen 
Radioaktivit~tt dialysieren miissen, so liegt der apparative und zeitliche Vorteil klar 
auf der Hand. Auch WILSON UND HARRISON 9 ben6tigen Reaktionszeiten von lO-14 std 
bei Acetylcholinesterase-Konzentrationen yon 3"1o-6 M. Mit der Methode von 
BENDER et al. 1° k6nnen Konzentrationen unter I • lO -6 M nicht erfasst werden. 

Gegen die hier gezeigte Methode l~isst sich einwenden, dass die Phosphorylie- 
rung unspezifischer Stellen des Enzyms bei dieser Bestimmung der Enzymkonzen- 
tration eventuell zu Fehlern ftihrt. Derartige Fehler k6nnen durch die folgenden 
Kontrollen ausgeschlossen werden: Man berechnet kl, die Geschwindigkeitskonstante 
pseudo-erster Ordnung, ftir einen Phosphorylierungsansatz, bei dem das Organo- 
phosphat gegentiber der Acetylcholinesterase in betr~ichtlichem ~3berschuss vorliegt. 
Zeigt k I w/ihrend der gesamten Messung (Endwert etwa 90% Umsatz) keinen Gang 
zu niedrigeren Werten, so ist eine Nebenreaktion, die ebenfalls Paraoxon verbraucht, 
nicht zu erwarten. Eine weitere Kontrollm6glichkeit liegt in dem aus k 1 berechneten 
k 2. Stimmt dieses mit  k 2 aus der Steigung der Geraden nach Gleichung 3 tiberein, so 
heisst das, dass sich die Geschwindigkeitskonstante auch bei einer betr/ichtlichen 
Anderung des Konzentrationsverh~tltnisses Paraoxon/Enzym nicht ~tndert. Ein Bei- 
spiel m6ge diesen Sachverhalt erl~iutern: 

Bei der Phosphorylierung von Acetylcholinesterase aus Rinder-Erythrozyten 
mit I -  IO -s M Paraoxon erh~ilt man ftir den Ansatz mit  0.04 mg Pr/iparat/ml ftir k~ 
den Weft  1.39-1o -s min -1 (s = 0.04.1o-s). Die Messwerte zeigen keinen Gang. 
Ftir k s folgt daraus der Wert 1.39-lO 6 M -~. min -1. Bestimmt man k s aus der Geraden 
nach Gleichung 3, so erh~tlt man ftir den Ansatz mit 1.6 mg Pr/iparat/ml den Wert 
1.41 • lO 6 M -1.rain -1, d.h., obwohl sich das Konzentrationsverh~iltnis um den Faktor  
4 ° ge~tndert hat, tr i t t  keine Anderung von ks ein. 

Es ist nicht zu leugnen, dass diese Methode nicht die Bestimmung eines exakten 
Wertes, sondern nur die Festlegung eines Bereiches zul~isst. Da bei biologischen 
Systemen aber grunds~tzlich mit einer nattirlichen Streuung gerechnet werden muss, 
schr/inkt dieser Umstand die Brauchbarkeit  der Methode kaum ein. 

Der aus den Erythrozyten stammende Anteil der Acetylcholinesterase- 
Konzentration im Rinderblut liegt nach unseren Messungen bei I .  io -s M. Da Rinder- 
plasma keine Acetylcholinesterase-Aktivit~it besitzt, ist damit  die gesamte Acetyl- 
cholinesterase-Konzentration im Rinderblut erfasst. COHEN UND WARRINGA 7 finden 
einen Wert yon 6. lO -9 M. Ftir Humanblut  folgt aus unseren Messungen mit Paraoxon 
und Soman ein Wert yon 4"IO-S bis 6.IO -s M. Auch hier ist lediglich der aus den 
Erythrozyten stammende Anteil der Acetylcholinesterase-Konzentration erfasst. Die 
Acetylcholinesterase-Konzentration im Plasma kann mit dieser Methode wegen der 
Plasmabindung des Organophosphats nicht best immt werden. Um die Gr6ssenord- 
nung dieses Anteils zu veranschaulichen, sei erw~ihnt, dass die enzymatische Hydro- 
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lyse  v o n  A c e t y l c h o l i n  ( S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n  3 "IO-8 M) i m  m e n s c h l i c h e n  B l u t  zu  

8 4 %  d u r c h  die  A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  de r  E r y t h r o z y t e n  e r fo lg t  15. 

zu  SAMMENFASSUNG 

I.  I n  d e r  v o r l i e g e n d e n  A r b e i t  w i r d  die B e s t i m m u n g  d e r  m o l a r e n  K o n z e n t r a -  

t i o n  d e r  a k t i v e n  Z e n t r e n  v o n  A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  b e s c h r i e b e n .  Die  k i n e t i s c h e  

M e t h o d e  b e d i e n t  s ich  de r  P h o s p h o r y l i e r u n g  m i t  P a r a o x o n  o d e r  S o m a n .  Die  g r a p h i s c h e  

A u s w e r t u n g  b a s i e r t  a u f  d e n  k i n e t i s c h e n  G l e i c h u n g e n  ftir  R e a k t i o n e n  zwe i t e r  O r d n u n g  

m i t  ~ q u i m o l a r e r  K o n z e n t r a t i o n  d e r  R e a k t i o n s p a r t n e r .  
2. D ie  B e s t i m m u n g  i s t  e i n f a c h  u n d  s c h n e l l  a u s z u f f i h r e n ,  d a  led ig l ich  die A b -  

n a h m e  d e r  A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e - A k t i v i t i i t  im  V e r l a u f  d e r  P h o s p h o r y l i e l u n g s r e a k t i o n  

g e m e s s e n  w e r d e n  muss .  R a d i o a k t i v e  M a r k i e r u n g  u n d  D i a l y s e  s i nd  n i c h t  n o t w e n d i g .  

3. Die  M e t h o d e  e r l a u b t  d ie  B e s t i m m u n g  seh r  g e r i n g e r  A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e -  

K o n z e n t r a t i o n e n .  Mi t  P a r a o x o n  k 6 n n e n  E n z y m k o n z e n t r a t i o n e n  bis  zu  I . IO - s  M, 

m i t  S o m a n  bis  zu  2 • i o  10 M b e s t i m m t  w e r d e n .  
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