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STELLINGEN 

1. De door Fleisher c;s. gemeten enzymatische hydrolyse van sarin onder invloed vaneen 
rattelever homogenaat is slechts representatief voor één van de steieoisomeren van sarin, 
gezien de door hen gebruikte testmethode. 

J .H. Fle isher c . s . , J . P h a n n a c . exp. Ther. 139 (1963) 390 

2. Het is onwaarschijnlijk dat de optische activiteit, door Hoskin en Trick waargenomen 
tijdens de hydrolyse van tabunonder invloed van ratteplasma, mag worden toegeschreven 
aan een stereospecifieke hydrolyse van tabun. 

F.C.G. Hoskin en O.S. Trick, Can. J . Biochem. Phys io l . 
3 3 ( 1 9 5 5 ) 9 6 3 

3. De veronderstelling van Ramachandran dat DFP, ingespoten bij muizen, zich alleen aan 
esterasen bindt, is niet juist. 

B.V. Ramachandran, Biochem. Pharmac. 15 (1966) 1577 

4. De conclusie van Lowe, dat er een grotere verwantschap bestaat tussen de aminozuur-
volgorden van papaûie en trypsine, dan tussen die van chymotrypsine en trypsinej Is niet 
gerechtvaardigd. 

G.Lowe, Nature 212 (1966) 1263 
B.S. Hartley c . s . . Nature 207 (1965) 1157 

5. Aan de mogelijkheid van de asymmetrische oxidatie van sulfoxiden èn sulfiden door 
middel van perzuren via het o-zuurstofatoom van het perzuur (R - C - O - OH) is niet 
voldoende aandacht besteed. O ° ^ 

M. Kobayashi en A. Yabe, Buil. chem. soc . Japan 40 
(1967) 224 
K. Balenovic c . s . . Chem. and Ind. (1961) 469 



6; De bewering van Rownd, dat renaturatie van gedenatureerd DNA beneden 50°practisch 
niet optreedt, is in zijn algemeenheid onjuist. 

R. Rownd, Br. Med. Bull. 21 (1965) 187 
P , Geiduschek, P roc . natn. Acad. Sei. USA 47 ( 1961) 950 

7. De door Stubblefield en Mueller beschreven fluctuaties in de activiteit van het enzym 
thymidine kinase gedurende de celcyclusbehoeven niet noodzakelijk een weerspiegeling 
te zijn van de fluctuaties in de enzymconcentratie. 

E. Stubblefield en G.C. Mueller, Biochem. 
biophys. Res . Commun. 20 (1965) 535 
R.Okazaki en A. Romberg, J . biol. chem. 239 (1964) 275 

8. De oorzaak van de hartinsufficientie, waargenomen bij kunstmatig beademde geatropini-
seerde ratten, vergiftigd met hoge doses DFP, dient wellicht geheel of ten dele gezocht 
te worden in de remming van het membraan-ATP -ase. 

9. Er bestaat een dringende behoefte aan een Nederlands nomenclatuur voorschrift voor 
organische fosforverbindingen, gezien de verwarring die op dit gebied heerst. 

P . J . C h r i s t e n 
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INLEIDING 

Sarin is een vloeistof die behoort tot een groep van o r ­
ganische fosforverbindingen welke, op grond van hun vermogen 
het enzym acetylchol ines terase (AcChE) i r r e v e r s i b e l te r e m ­
men, worden aangeduid met de naam chol ines terase-rent imers 
of antiCholinesterasen. Het enzym acetylchol ines terase breekt 
de voor de prikkelgeleiding in het zenuwstelsel onontbeerlijke 
acetylcholine af tot de fysiologisch veel minder werkzame v e r ­
bindingen choline en azi jnzuur. Vers tor ing van de enzymact i ­
viteit veroorzaakt ophoping van acetylcholine in het o rganisme, 
hetgeen aanleiding geeft tot een complex van typische vergif­
t igingsverschi jnselen, dat spoedig de dood ten gevolge kan heb­
ben. De remming door sa r in en ook door de h i e rmee verwante 
verbindingen soman, tabiin en DFP vindt r eeds plaats in zeer 
lage concentrat ies van deze verbindingen. Mede op grond van 
hun grote giftigheid werd tijdens en na de tweede wereldoorlog 
het gebruik van deze stoffen als chemische strijdstoffen over ­
wogen. Zij worden aangeduid als zenuwgassen. Ook van vele 
andere es te rsp l i t sende enzymen wordt de activiteit door de 
fosforhoudende ant ichol ines terasen geremd. 

De s t ructuur van de hier genoemde groep van organische 
fosforverbindingen kan worden voorgesteld door de algemene 
formule 

waar in Rj en R2 alkyl- , alkoxy- of amino-groepen kunnen zijn 



en X een g r o e p i s , d i e g e m a k k e l i j k a l s nega t i e f ion kan w o r ­
den a f g e s p l i t s t . B i j de e n z y m r e m m i n g w o r d t de P - X b inding 
v e r b r o k e n en h e c h t d e fos for r e s t z i c h a a n h e t e n z y m . De b e ­
t e k e n i s v a n R , , R2 en X in de f o r m u l e s v a n de z e n u w g a s s e n 
i s de v o l g e n d e : 

s a r i n 

s o m a n 

D F P 

t abun 

p a r a o x o n 

^ 1 

(CH3)2CHO 

(CH2)2CC(CH3)HO 

(CH3)2CHO 

S^5° 
^ 2 ^ 5 ° 

^ 2 

CH3 

CH3 

(CH3)2CHO 

( ^ ^ 3 ) 2 ^ 
C^H^O 

X 

F 

F 

F 

CN 

p - N O ^ C ^ H ^ O 

Het in d i t o v e r z i c h t t e v e n s o p g e n o m e n p a r a o x o n i s he t w e r k ­
z a m e o m z e t t i n g s p r o d u k t v a n p a r a t h i o n , een a a n d e z e n u w g a s s e n 
v e r w a n t i n s e c t i c i d e . 

R e e d s k o r t n a h e t bekend w o r d e n v a n de C h o l i n e s t e r a s e 
r e m m e n d e e i g e n s c h a p p e n v a n d e z e o r g a n i s c h e f o s f o r v e r b i n ­
d ingen vonden M a z u r en B o d a n s k y ( 1 , 2) da t in d i e r l i j k e weef­
s e l s een e n z y m a a n w e z i g i s , da t d e h y d r o l y s e v a n D F P k a t a ­
l y s e e r t . Dit w e r d D F P - a s e g e n o e m d . De v e r b r e k i n g v a n d e 
P - F b ind ing t i j d e n s de h y d r o l y s e v a n D F P g a a t g e p a a r d m e t 
he t v e r l i e s v a n d e t o x i s c h e w e r k i n g . In h e t g e n o e m d e e n z y m 
b e z i t he t l i c h a a m dus een n a t u u r l i j k e a f w e e r m o g e l i j k h e i d t e g e n 
i n t ö x i c a t i e m e t D F P . Een h o g e a c t i v i t e i t v a n he t D F P - s p l i t -
s e n d e e n z y m w e r d gevonden in n i e r en l e v e r v a n m e n s en k o ­
ni jn , t e r w i j l ook b l o e d p l a s m a e n z y m a c t i v i t e i t v e r t o o n d e . De 
z u i v e r i n g v a n D F P - a s e en en ige e i g e n s c h a p p e n , z o a l s r e m m i n g 
en a c t i v e r i n g v a n g e z u i v e r d e p r e p a r a t e n , b e r e i d u i t v a r k e n s -
n i e r e n , w e r d e n b e s t u d e e r d d o o r M o u n t e r c . s . ( 3 - 5 ) , O ' N e i l l 
c . s . (6, 7) en in h e t M e d i s c h B i o l o g i s c h L a b o r a t o r i u m R V O -
TNO d o o r Cohen en W a r r i n g a (8) . De l a a t s t g e n o e m d e a u t e u r s 
t oonden a a n da t b e h a l v e D F P bovend ien d e z e n u w g a s s e n s a r i n , 
s o m a n en t a b u n d o o r h e t e n z y m p r e p a r a a t w o r d e n g e h y d r o l y -
s e e r d . 

10 



Hoskin, Tr ick en Adle (9-11) onderzochten de enzyma­
t ische hydrolyse van sa r in en tabun in ra t t ep lasma en Augus­
t insson c . s . (12-17) maakten een studie van de enzymatische 
hydrolyse van tabun, DFP , paraoxon en andere organofosfaten 
in r a t t e - , konijne- en mensep lasma . Het voor de hydrolyse 
verantwoordeli jke enzym uit mensep lasma werd enigermate 
gezuiverd. Aldridge (18), Erdös en Boggs (19) en Becker en 
Barbaro(20) bestudeerden de enzymatische hydrolyse van p a r a ­
oxon in s e rum van mens en konijn. 

Omdat veelal met niet gezuiverde enzymen werd gewerkt 
en bij de wel gezuiverde prepara ten een s te rke , m a a r slecht 
r ep roducee rba re afhankelijkheid van mil ieufactoren bleek te 
bestaan, kon moeil i jk worden nagegaan of al le genoemde o r ­
ganofosfaten door één en hetzelfde enzym gespl i ts t worden. 
Volgens Augustinsson en Heimbürger (13) zijn er aanwijzingen 
dat D F P en tabun in konijneplasma door hetzelfde enzym wor ­
den gespli ts t , m a a r tabun en paraoxon door verschi l lende en­
zymen. Volgens Aldridge (18) wordt paraoxon in konijneplasma 
door een a r y l e s t e r a s e gehydrolyseerd. Ook Augustinsson (21) 
meent dat a r y l e s t e r a s e uit mensep lasma organische fosforver­
bindingen, zoals D F P en tabun, spl i ts t . Erdös en Boggs (19) 
toonden aan, dat in mensep lasma bovendien een andere compo­
nent dan de a r y l e s t e r a s e verantwoordeli jk is voor de enzyma­
t i sche hydrolyse van paraoxon. De resul ta ten van Main (22) 
duiden op het bestaan van verschi l lende enzymen in schape­
s e r u m die de hydrolyse van organische fosforverbindingen ka­
ta lyseren , gezien de grote verscheidenheid in activiteit ten 
opzichte van d iverse subst ra ten , afhankelijk van de enzym­
bron. Een relatief zuiver p repa raa t van sa r inase uit r unde r ­
plasma werd bereid door Adie (23), doch de eigenschappen 
hiervan zijn niet beschreven . 

Op de v raag naa r de specificiteit van de enzymen in 
kwestie wordt in dit proefschrift niet ingegaan. Het gebruik 
van de t e r m " s a r i n a s e " betekent niet, dat h i e r m e e een enzym 
wordt aangeduid dat uitsluitend sa r in hydro lyseer t . 

Aangezien in sa r in , soman en tabun een a symmet r i s ch 
fosfor atoom voorkomt, vertonen deze verbindingen het v e r ­
schijnsel van s t e r e o - i s o m e r i e . Hoskin en Tr ick (9) en Augus­
t insson (16) konden aantonen dat in r a t t e - en konijneplasma de 
hydrolyse van tabun s tereospecif iek verloopt : de resul ta ten 

11 



van hun experimenten wezen op een hydrolyse me t ongelijke 
snelheid van de beide s t e r e o - i s o m e r e n . Volgens Augustinsson 
(16) is de ma te van de s tereospecif ic i te i t afhankelijk van de 
herkomst van het enzym; de zogenaamde tabunase uit v a r k e n s -
n ieren zou in s t e rke mate s tereospecif iek zijn; bij het enzym 
uit mensep lasma werd s tereospecif ic i te i t echter niet waa rge ­
nomen. Adie c . s . (10) onderzochten de hydrolyse van sar in 
in ra t t ep lasma; aanwijzingen voor een stereospecif ieke hydro­
lyse onder invloed van sa r inase werden hierbi j niet gevonden. 

Door Cohen c . s . (24-26) werd tijdens een onde rzoeknaa r 
de invloed van oximen op de hydrolyse van sa r in in b loedplas­
ma opgemerkt , dat de hydrolyse van 0,1 mM sar in in p lasma 
aikomstig van ra t , mens en muis een bifasisch ver loop v e r ­
toonde. Anderhalve tninuut na het toevoegen van de s a r in aan 
het p lasma was reeds ca. 50% gehydrolyseerd, terwij l de hy­
drolyse van de overige 50% veel langzamer ve r l i ep . In aan­
vullende experimenten konden wij waarschijnl i jk maken dat een 
enzym, aanwezig in het p lasma, verantwoordeli jk was voor de 
snel le hydrolyse (27). Het lag voor de hand dit fenomeen te" 
ve rk la ren op bas is van een s tereospecif ieke werking van in 
het p lasma aanwezige s a r i n a s e . Daar dit in tegenspraak was 
me t de bovenvermelde resu l ta ten van Adie c . s . (10), moes t 
worden nagegaan wat de oorzaak van de gesignaleerde d i s c r e ­
pantie was . Deze au teurs hadden de hydrolyse van s a r in in 
ra t t ep lasma bepaald door nieting van de zuurproduktie volgens 
de manomet r i sche methode en bovendien met een hoge concen­
t ra t i e sa r in (0,01 M) gewerkt . In onze experimenten was een 
honderdmaal l agere concentrat ie toegepast , omdat zij v e r g e ­
lijkbaar moes t zijn me t die, welke ook in vivo verwezenli jkt 
zou kunnen worden, terwij l het ver loop van de hydrolyse door 
ons werd bestudeerd met een methode die was aangepast aan 
deze lage concentra t ie . Hierbij werd radioact ieve sa r in (32p_ 
sar in) gebruikt . Aangezien sa r in aanzienlijk vluchtiger is dan 
zijn hydrolyse produkt kon de fract ie gehydrolyseerde sa r in 
worden bepaald door na verschi l lende tijden in het r e a c t i e ­
mengsel de f rac t ie niet-vluchtig e P te meten. 

Een nader onderzoek, dat mede het onderwerp van dit 
proefschrift vo rmt , b rach t aan het licht dat het gebrek aan 
overeens temming tussen onze resu l ta ten en die van Adie c . s . 
niet werd veroorzaak t door het ve r sch i l in bepalingsixiethoden, 
m a a r moes t worden toegeschreven aan het ve r sch i l tussen de 
gebruikte sa r in concent ra t ies . 

12 



Uit proeven waar in AcChE werd geïncubeerd met een 
equimolaire hoeveelheid r a c . sa r in concludeerde Michel (28) 
dat de beide s t e r e o - i s o m e r e n van sar in een groot ve r sch i l in 
react iesnelheid ten opzichte van AcChE moeten vertonen en dus 
waarschijnl i jk ook in giftigheid. Zoals hierboven werd ve rmeld 
suggereerden onze resul ta ten , dat de beide s t e r e o - i s o m e r e n 
van sa r in door s a r inase met ongelijke snelheden worden ge­
hydrolyseerd . Indien dit zo i s , zou het dus mogelijk moeten 
zijn door middel van een enzymatische afbraak selectief één 
van de i someren uit het reac t iemengse l te verwijderen, de 
andere te i so leren en hiervan de eigenschappen te bes tuderen . 
Dit aspect was in te ressant , daar het bij de aanvang van ons 
onderzoek nog niet was gelukt de s t e r eo - i someren van sa r in 
apar t te synthet iseren of op andere wijze te i so leren . Isolatie 
van één der s t e r e o - i s o m e r e n van sa r in zou de mogelijkheid 
openen om de conclusie van Michel te toetsen. Hierbij zou dan 
tevens antwoord worden verkregen op de vraag of door s a r i ­
nase bij voorkeur de mees t of de minst toxische i someer on­
schadelijk wordt gemaakt . 

In dit proefschrift wordt het onderzoek beschreven, w a a r ­
in uiteindelijk kon worden aangetoond dat het bifasische v e r ­
loop van de hydrolyse van lage concentrat ies sar in in plasma 
van ra t , mens en muis inderdaad wordt veroorzaakt door de 
s tereospecif ieke werking van het enzym dat deze hydrolyse ka­
t a lysee r t . 

Tijdens het onderzoek werd aangetoond dat fluoride ionen, 
die bij de hydrolyse van sa r in vri jkomen, de omzetting van de 
s t e r e o - i s o m e r e n in elkaar ka ta lyseren . Hierdoor kon het falen 
van Adie c. s. in het aantonen van een s tereospecif ieke enzy­
mat i sche hydrolyse van sa r in worden verk laa rd en de schijn­
ba re tegenstell ing tussen de resul ta ten van hun werk en het 
hier beschrevene uit de weg worden geruimd. 

Tenslotte gelukte het een oplossing te verkr i jgen die 
voornameli jk de i someer van sar in bevatte met de ger ingste 
hydrolysesnelheid, welke voldoende geconcentreerd was voor 
metingen in de Polar imeter ; deze oplossing bleek het po la r i -
sat ievlak van gepolar i seerd licht naar links te draa ien . 
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HOOFDSTUK 1 

OPZET VAN HET ONDERZOEK 

Bij onze experimenten werd par t i j getrokken van het feit 
dat uit een mengsel van sa r in en zijn hydrolyseprodukt (hydroxy­
sar in ; monoisopropyl methylfosfonaat) de eers tgenoemde v e r ­
binding door v r iesdrogen kon worden verwijderd. Dit maakte 
het mogelijk tijdens incubatie van ^ ^ P - s a r i n met bloedplasma 
de mate van hydrolyse te bepalen door de radioact ivi tei t van 
nnonsters , in snelle opeenvolging uit het incubatiennengsel ge ­
nomen, na v r iesdrogen te meten . Op deze wijze konden hydro-
lysecurven van sa r in in lage concentrat ies in p lasma van d i ­
v e r s e d ie r soor ten worden vervaard igd . Een beschrijving van de 
hierbi j toegepaste techniek is in hoofdstuk 2 te vinden. 

In hoofdstuk 3 wordt de vr iesdroogtechniek aan een nader 
onderzoek onderworpen, teneinde na te gaan of de me t deze 
methode ve rk regen resu l ta ten inderdaad representa t ief zijn voor 
de hydrolyse van sa r in . Aangezien s a r in zich bindt aan d iverse 
enzymen en ook een aspecifieke binding aan plasma-eiwi t ten 
a p r io r i niet uitgesloten kon worden, moes t worden vastgeste ld 
of, en zo ja in welke mate , dit op de waarnemingen van in­
vloed was . Hier toe werd met behulp van dialyse en kolonn-
chromatografie bepaald hoeveel sa r in zich onder verschi l lende 
omstandigheden aan de in p lasma aanwezige eiwitten bindt. 

Met behulp van de hiervoor gewoonlijk gebruikte mano­
m e t r i s c h e methode (2, 8) werd nagegaan hoe groot de s a r i na se 
activitei ten van de verschi l lende p lasmasoor ten waren . Gevon­
den werd dat in r a t t ep la sma de activiteit de groots te was , ge ­
volgd door r e s p . m e n s e - , mu ize - en caviaplasma. Dit onder­
zoek wordt in hoofdstuk 4 beschreven . In dit hoofdstuk wordt 
tevens aangetoond dat de s a r inase activiteit kan worden ge ­
remd door incubatie me t parahydr oxymer cur ibenzoaat (pHMB). 
Bovendien worden hier experimenten beschreven die de r e s u l ­
taten van Adie c. s. (10) bevest igen. 

Hoofdstuk 5 is gewijd aan een nadere analyse van de hy­
drolyse van sar in , bepaald onder verschi l lende omstandigheden 
met behulp van de vr iesdroogmethode . In tegenstell ing tot de 
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hydrolysecurven die resu l t ee rden uit incubatie van O, 1 mM 
^ ^ P - s a r i n naet r a t t e - , m u i z e - en mensep lasma was de curve , 
gevonden bij caviaplasma, niet duidelijk bifasisch. De knik in 
de hydrolysecurve van sa r in was het duidelijkst bij lage sa r in 
concentrat ies en relatief hoge sa r inase concentra t ies . Na in­
cubatie van p lasma met pHMB bleek de hydrolyse van sa r in 
niet m e e r bifasisch te ver lopen. De hydrolysecurve van sa r in in 
r a t t ep lasma behandeld met pHMB, viel ongeveer samen met die 
van de spontane hydrolyse van sa r in in een met p lasma v e r g e ­
l i jkbare buffer. 

Andere c h o l i n e s t e r a s e - r e m m e r s bleken slechts dan een 
bifasische hydrolysecurve te veroorzaken , indien zij een a s y m ­
m e t r i s c h fosforatoom bevatten: zo vertoonde ^ P - s o m a n dit 
verschi jnse l wel en ^ ^ P - D F P niet . 

32 Om de invloed van een eventuele binding van P - s a r i n 
aan plasma-eiwi t ten onder de gegeven proefomstandigheden uit 
te sluiten, werden enige experimenten uitgevoerd, waar in de 
hydrolyse van sa r in werd gemeten in r a t t ep lasma dat tevoren 
met n ie t - radioac t ieve DFP was behandeld. 

Uit al le in dit hoofdstuk beschreven experimenten 'bleek, 
dat s lechts de s a r i na se verantwoordeli jk kon worden gesteld 
voor de knik in de hydrolysecurve van sa r in in plasma van ra t , 
mens en mu i s . Het definitieve bewijs van een s tereospecif ieke 
enzymatische hydrolyse , nameli jk het aantonen van e e n v e r a n ­
dering van de optische ro ta t ie van een sa r in oplossing door 
meting in een Polar imeter tijdens de enzymatische hydrolyse , 
kon echter nog niet worden geleverd. 

Aangezien de concentra t ies , waarbi j de bifasische hydro­
lyse werd waargenomen, te laag waren om een mee tba re d r a a i ­
ing te mogen verwachten, terwij l bij hogere concentrat ies s a r in 
geen draaii'ng, m a a r ook geen bifasisch verlopende hydrolyse 
werd waargenomen, werd getracht op andere wijze aan te to ­
nen, dat tijdens de beginfase van de hydrolyse in hoofdzaak 
één s t e r e o - i s o m e e r wordt omgezet . Indien het vermoeden dat 
de s a r i na se werking s tereospecif iek is juist was , zou de sa r in 
die overblijft nadat 50% is gehydrolyseerd voornameli jk de 
s t e r e o - i s o m e e r zijn, die het langzaamst met s a r inase r eagee r t . 
Zoals in hoofdstuk 6 wordt beschreven bleek inderdaad de s a ­
r in , die op een dergeli jke wijze was verkregen , s lechts voor 
een gering percentage snel gehydrolyseerd te worden, indien 
opnieuw met r a t t ep lasma werd geïncubeerd. 
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Volgens Michel (28) moet s lechts één van beide s t e r e o -
i someren van s a r in een kracht ige r e m m e r van AcChE zijn, t e r ­
wijl de andere i someer betrekkeli jk langzaam met dit enzym 
moet r eage ren . Berends concludeerde uit zijn experimenten (29, 
30) dat de reac t ie van BuChE met sa r in weinig of niet s t e r e o ­
specifiek i s , m a a r dat de twee vormen van het geremde enzym 
(L en D met betrekking tot de fosfonyl substituent) ve r sch i l l en ­
de eigenschappen bezit ten ten aanzien van de snelheid van de 
reac t i e met reac t iva toren en van de zogenaamde "verouder ing" . 
Teneinde na te gaan of met ra t t ep lasma voorbehandeld e sa r in 
in hoofdzaak één der s t e r e o - i s o m e r e vormen bevatte werd de 
reac t ie hiervan met AcChE onderzocht en vergeleken met die 
van r a c . sa r in ; bovendien werden de eigenschappen bestudeerd 
van BuChE na remming met deze beide soorten sa r in . 

Op theore t i sche gronden werd veronders te ld dat fluoride 
ionen r acemise r ing van sa r in zouden kunnen teweegbrengen. Om 
dit te onderzoeken werd een oplossing van sar in , geïsoleerd 
uit een mengse l van sar in en ra t t ep lasma waar in m e e r dan 50% 
was gehydrolyseerd, met NaF geïncubeerd. Het bleek dat een 
kortstondige incubatie voldoende was om het ma te r i aa l de eigen­
schappen van r a c . sa r in te geven, die zowel bij de hydrolyse 
door r a t t ep lasma als in de reac t ie met AcChE tot uiting kwa­
men. Uit deze proeven werd duidelijk dat de concentrat ie aan 
fluoride ionen, die vri jkomen bij de hydrolyse van 0,01 M sar in , 
zeer spoedig groot genoeg is om een zodanige snelle r a c e m i ­
ser ing teweeg te brengen dat noch een bifasisch ver loop van de 
hydrolyse, noch een mee tba re optische rotat ie kan optreden. 

Wil men draaiing van het polar isat ievlak van licht kun­
nen waarnemen, dan moet dus enerzi jds de fluoride concentra­
tie klein worden gehouden, terwij l anderzijds een grote concen­
t ra t i e sa r in nodig is voor de meting van een significant effect. 
Aan deze beide voorwaarden kan niet tegelijk worden voldaan in 
één experiment . Derhalve werd de hydrolyse met r a t t ep lasma 
tot 50% omzetting uitgevoerd bij betrekkeli jk geringe concen­
t ra t i e sa r in ; daarna werd de hierui t geïsoleerde sa r in opgeno­
men in chloroform en h ier in geconcent reerd . De resu l t e rende 
oplossing bleek het polar isat ievlak naar links te draa ien . Van 
dit ma te r i aa l kon ook de r acemise r ing onder invloed van f luor­
ide ionen in de Polar imeter worden bes tudeerd . 

De experimenten met de oplossingen, die voornameli jk 
één van de i someren van sa r in bevatten, zijn beschreven in 
hoofdstuk 6. 
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HOOFDSTUK 2 

M A T E R I A L E N EN M E T H O D E N 

In di t hoofds tuk w o r d e n de a l g e m e e n g e b r u i k t e m a t e r i ­
a l e n ,en m e t h o d e n v e r m e l d . Spec i f i eke m e t h o d e n z i jn b i j de b e ­
t r e f f ende e x p e r i m e n t e n b e s c h r e v e n . 

2 . 1 . M a t e r i a l e n 

3 2 
2 . 1 . 1 . P - s a r i n e n - s o m a n w e r d e n g e s y n t h e t i s e e r d 
doo r de c h e m i s c h e s e c t i e v a n Suffield E x p e r i m e n t a l S t a t ion , 
R a l s t o n , A l b e r t a , C a n a d a v o l g e n s de m e t h o d e n , b e s c h r e v e n door 
R e e s o r c . s . (31) . De s p e c i f i e k e a c t i v i t e i t v a r i e e r d e b i j a a n ­
k o m s t v a n 4 0 - 8 0 m C i / g . M e t d e z e p r e p a r a t e n konden g e d u r e n ­
de o n g e v e e r t w e e m a a n d e n e x p e r i m e n t e n w o r d e n v e r r i c h t . 

Van de r a d i o a c t i e v e v loe i s to f f en w e r d e n v o o r r a a d - o p l o s ­
s i n g e n v a n 0 , 0 1 en 0 , 1 M + 5% g e m a a k t in w a t e r - en p e r ­
o x i d e v r i j e i s o p r o p a n o l . De z u i v e r h e i d , z o a l s b e p a a l d m e t b e ­
h u l p v a n de d i a n i s i d i n e m e t h o d e (32) , b e d r o e g 9 5 - 9 6 % . N a 
v r i e s d r o g e n w a s de h o e v e e l h e i d -^'^P v a n he t r e s i d u 3 -6% van 
de o o r s p r o n k e l i j k a a n w e z i g e r a d i o a c t i v i t e i t . De v o o r r a a d - o p l o s ­
s i n g e n w a r e n , m i t s b e w a a r d in een d i e p v r i e s k a s t , b e h o o r l i j k 
s t a b i e l . Het g e h a l t e n a m in t w e e m a a n d e n m e t 2 - 3 % af. 

3 2 
2 . 1 . 2 . P - D F P w e r d b e t r o k k e n v a n " T h e R a d i o c h e m i c a l 
C e n t r e " , A m e r s h a m , E n g e l a n d . H i e r v a n w e r d een O, 1 M o p ­
l o s s i n g g e m a a k t in w a t e r - en p e r o x i d e v r i j e i s o p r o p a n o l . De 
s p e c i f i e k e r a d i o a c t i v i t e i t b e d r o e g b i j he t beg in v a n de e x p e r i ­
m e n t e n 50 m C i / g . De z u i v e r h e i d , z o a l s b e p a a l d v o l g e n s de d i ­
a n i s i d i n e m e t h o d e (32), w a s 9 5 % . Bi j v r i e s d r o g e n b l e e k 3% 
v a n de ^ ^ P n i e t v l u c h t i g t e z i j n . 

' De betreffende bepalingen werden uitgevoerd ln het Chemisch Laboratorium RVO-TNO, 
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2 . 1 . 3 . N i e t - r a d i o a c t i e v e s a r i n , s o m a n e n D F P 
werden gesynthet iseerd in het Chemisch Labora tor ium RVO-
TNO. 

2 . 1 . 4 . P l a s m a was afkomstig van r e s p . ; vrouwelijke witte 
caviae van 500 tot 700 g, ingeteelde vrouwelijke albino ra t ten 
van 200 tot 250 g en ingeteelde vrouwelijke ntiuizen van 20 tot 
25 g. De d ie ren werden onder l ichte e the r -na rcose ontbloed 
uit de a r t e r i a ca ro t i s . Zonodig werd bloed van enige dieren 
samengevoegd. Mensebloed werd verkregen door punctie uit 
één der oppervlakkige armvenen. Het bloed werd opgevangen 
in geca l ibreerde centrifugebuizen die per ca. 10 m l bloed 
0,2 ml van een 5% hépar ine oplossing bevatten. Na voorz ich­
tig mengen werden de erytrocyten verwijderd door centrifu­
geren bij ca. 1500 g gedurende 20 minuten. Het p lasma van 
ra t ten was soms , dat van muizen mees t a l licht hemolytisch. 

2 . 1 . 5 . De volgende chemical iën werden uit de handel be t rok­
ken: hépar ine , 5000 I E / m l : Vi t rum, Stockholm; p-hydroxymer­
curibenzoaat: Sigma, St. Louis; albumine, gekr i s ta l l i see rd uit 
r unde r se rum: The Armour Labora to r ies , Kankakee, Il l inois; 
t r i s (hydroxymethyl) aminomethaan: Light en Co. , Colnbrook; 
veronaa l -na t r ium, p . a . : Br i t i sh Drug Houses, Londen. 

2 .2 , M e t h o d e n 

2 . 2 . l . D e v r i e s d r o o g m e t h o d e t e r b e p a l i n g v a n h e t 
p e r c e n t a g e g e h y d r o l y s e e r d e s a r i n . Bij de methode 
te r meting van het percentage van de toegevoegde sa r in dat 
na een bepaald t i jdsverloop was gehydrolyseerd, werd gebruik 
gemaakt van de eigenschap dat sa r in aanmerkel i jk vluchtiger 
is dan zijn hydrolyseprodukt (kpt. s a r in 147°). Met behu lpvan 
radioact ieve sa r in kon de hydrolyse hiervan in kleine concen­
t r a t i e s in p lasma en andere tnedia worden bes tudeerd . Vlak 
voor de uitvoering van elk experiment werd uit de voo r r aad ­
oplossing van ^ ^ P - s a r i n , -soman of - D F P met gedeminera l i -
see rd water een geschikte verdunning gemaakt . Oorspronke­
lijk werden de hydrolyse experimenten van sa r in in p lasma 
uitgevoerd in combinatie nnet experimenten waar in één minuut 
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na de s a r in een oxira oplossing werd toegevoegd. Aan con­
t ro le -exper imenten werd dan in plaats van de oxim oplossing, 
water toegevoegd. In la te r ui tgevoerde, op zichzelf staande 
experimenten, werd dit achterwege gelaten. 

Aan 1,62 m l v e r s p lasma werd bij 37° 0,18 ml van de 
^ P - s a r i n verdunning toegevoegd; p rec ies 1 minuut h ierna werd 
O, 20 m l water toegevoegd, waarna me t een 1 nnl zuigerpipet 
met uitgetrokken punt m o n s t e r s , groot 0,20 ml , genomen w e r ­
den en gepipetteerd in ampullen, bevattende 0,20 ml O, 2 M 
acetaat buffer van pH 3,5 en ca. 10 mg nie t - radioact ieve sa r in . 
In dit mil ieu vindt v e r d e r e hydrolyse van de ^ ^ P - s a r i n niet 
m e e r plaats (zie 3 .3) . Het ee r s t e monster werd ongeveer 1,5 
minuut na toevoegen van de ^ ^ P - s a r i n genomen. De inhoud van 
de ampullen werd vervolgens onder omzwenken ingevroren in 
alkohol-vast CO2 en drooggevroren. Aan het v r iesdroogappa-
raa t , waarvan het hoofdvat werd gekoeld met v loeibare lucht, 
konden zeven ampullen tegelijk worden drooggevroren. Tussen 
vr iesdroogvat en oliepomp was nog als beveiliging tegen even­
tueel ontwijken van sa r in een ui tvr iesvat , gevuld met actieve 
kool en eveneens gekoeld ntiet v loeibare lucht, geschakeld. De 
druk, die werd gemeten met een pirani vacuünuneter (Speedivac, 
model B4, Edwards, Engeland), v a r i e e r d e van 0,02 tot 0,01 
m m Hg. Alle sa r in werd uit de ampullen verwijderd, tezamen 
met de overige vluchtige bestanddelen. Hierbij fungeerde de 
n ie t - radioact ieve sa r in als drager voor de P - s a r i n . V e r ­
volgens werd het res idu in de ampullen opgelost in 0 ,4 m l 
0,25% ammonia, waarna de inhoud met water werd overge -
spoeld in een geca l ib reerde buis en aangevuld tot 10 ml . In 
een vloeistoftelbuis werd de radioact ivi tei t van de oplossingen 
bepaald. De radioact ivi tei t werd uitgedrukt als percentage van 
de oorspronkeli jk aanwezige hoeveelheid ^ ^ P . Deze werd ge ­
meten door de activiteit te tel len van een mons te r van een op­
lossing, die was ve rk regen door de P - s a r i n oplossing, w a a r ­
van was uitgegaan, met 0,1 N NaOH te verdunnen - waarbi j 
de verdunning gelijk was aan die, ve rkregen in de exper imen­
ten met p lasma - en aan te vullen tot 10 ml ; door de b e h a n ­
deling met loog wordt de sa r in volledig gehydrolyseerd. 

Bij l a t e re experimenten was het nodig de hoeveelheid 
•^'^P-sarin te bepalen in het sublimaat, dat bij het v r iesdrogen 
was ve rk regen . Ook dit werd gedaan aan de hand van r ad io ­
act ivi tei tsmetingen. De methode is in het betreffende hoofdstuk 
beschreven (6. 2. 5). 
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2 . 2 . 2 . R a d i o a c t i v i t e i t s n a e t i n g e n . De radioactivi tei t 
werd gemeten in een GM-vloeistoftelbuis, type M 6 H van 20th 
Century Elect ronics , Engeland, aangesloten op een hoogspan­
ningsvoeding met t e l l e r . De efficiëntie bedroeg ca. 7 , 5 % . In 
de mees t e gevallen werd geteld met een standaarddeviat ie van 
^ 1 % . De tellingen werden steeds minstens in duplo ve r r i ch t . 

2 . 2 . 3 . P a p i e r c h r o m a t o g r af i e . Voor het bepalen van de 
ontledingsprodukten van de ^ ^ P - s a r i n en de eventueel aanwe­
zige onzuiverheden werd gebruik gemaakt van pap ie rchromato­
grafie, gecombineerd met autoradiografie . Bij de chromato-
grafie werd Whatman No. 1 papier gebruikt; het chromatogram 
werd ontwikkeld (stijgend) bij 25° gedurende ca. 16 uur met 
een mengsel , bestaande uit 90 delen butanol, 10,5 delen azi jn­
zuur en 30 delen water . 

32 De plaats van de P-verbindingen werd ""bepaald aan de 
hand van de zwarting van een röntgenplaat (Kodak Medical X 
ray film, blue b rand) die gedurende een geschikte tijd het 
chromatogram bedekt had en vervolgens ontwikkeld en gefixeerd 
was . 

De fosfor-verbindingen werden zichtbaar gemaakt (na 
autoradiografie) door besproeien van het papier met Hanes ' 
reagens (33), bestaande uit ammonium-molybdaat , perch loor -
zuui* en zoutzuur, gevolgd door ongeveer 7 minuten verhi t ten 
op 90° . Voor een goede identificatie van de fosfor-verbindingen 
en tevens als drager van de gehydrolyseerde •^^P-sarin werd 
op het chromatogram mee opgezet 6 ^ 1 van een oplossing van 
synthetische hydroxysar in die ongeveer 1 mg P / m l bevat te . 

3 2 2.2.4. Het bepalen van de P onzuiverheden in 
d e - ' ' ^ P - s a r i n e n - s o m a n . Gewoonlijk werd van een 
mons te r van elke ontvangen hoeveelheid P - s a r i n of -soman, 
na hydrolyse met 0,1 N NaOH en verdunnen met 0,01 M fos­
faat, een pap ie rchromatogram gemaakt en hiervan een au to ra ­
diogram, zoals is beschreven onder 2 . 2 . 3 . Aan de hand van 
het au toradiogram werden de plaatsen op het pap ie rchromato­
gram, waar 32p aanwezig was , uitgeknipt, naet 10 m l gedes­
t i l leerd water geschud en de radioactivi tei t van de vloeistof 
gemieten. Volgens Berends (29) gaat hierbi j de ^^P-verbinding 
volledig in oplossing. Hierbij werd mees t a l gevonden dat on-
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geveer 95% van de totale radioactivi tei t op de plaats van hy­
droxysar in of hydroxysoman aanwezig was . Meesta l waren 
slechts verontreinigingen met lage Rf waarden aanwezig (zie 
hiervoor ook 3.2) . 

2. 2. 5. B e p a l i n g v a n d e s a r i n a s e - a c t i v i t e i t i n p l a s ­
m a v o l g e n s d e m a n o m e t r i s c h e m e t h o d e (W a r b u r g). 
De bepaling van de sa r inase -ac t iv i t e i t in p lasma werd ui tge­
voerd op de wijze die is beschreven door Mazur (2) en Cohen 
en Warr inga (8); in ons geval werd in plaats van DFP, sa r in 
als subs t raa t gebruikt . In het zijvat van het Warburg vaatje 
werd 0,25 ml p lasma gebracht , in het hoofdvat 2,75 m l sa r in 
in KRB (Krebs-Ringer bicarbonaat volgens Krebs en Henseleit 
(34)). De eindconcentrat ie aan sa r in was 0,01 M. In de con­
t ro le -exper imenten werd KRB in plaats van plasma gebruikt . 
De badtemperatuur was 37° en de atmosfeer bevatte 5% CO2 
en 95% N2. Gedurende 5 minuten werd dit gasmengsel door­
geleid, waarna het sys teem gesloten werd; na mengen werd 
elke vijfde minuut de CO2 produktie gemeten. De sa r in werd 
vlak voor het gebruik opgelost in KRB. 

2 . 2 . 6 . De r e m m i n g v a n d e s a r i n a s e - a c t i v i t e i t 
d o o r p - h y d r o x y m e r c u r i b e n z o a a t . Het p lasma werd 
gedurende 1,5 uur geïncubeerd me t 1 mM pHMB. Hiervoor 
werd gebruik gemaakt van een 0,01 M oplossing van pHMB in 
0,02 M glycylglycine, die werd ve rk regen door 37,9 mg pHMB 
op te lossen in 10 m l 0,02 M glycylglycine buffer van pH 10, 
waarna de pH met 1 N HCl werd teruggebracht op 7, 8 - 8 ,0 . 
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HOOFDSTUK 3 

BRUIKBAARHEID VAN DE VRIESDROOGMETHODE TER 
METING VAN DE HYDROLYSE VAN ^^p.sARIN 

3 . 1 . I n l e i d i n g 

Volgens Hoskin (35) worden bij de enzymatische hydro­
lyse van sa r in in s e r u m uitsluitend hydroxysar in en HF ge­
vormd. Ha r r i s c . s . (36) vonden dat het enige omzet t ingspro­
dukt van soman het hydroxysoman (monopinacolyl methylfos­
fonaat) was , terwij l Cohen en Warr inga (37) na injectie van 
32p_DFP bij mensen, als enige ^^P-verbinding in de ur ine 
^^P-d i ï sopropy l fosfaat konden aantonen. Al deze onderzoe­
kingen maakten het waarschijnl i jk dat bij de enzymatische hy­
drolyse slechts de P - F binding verbroken wordt, evenals bij 
de n ie t -enzymat ische , a lkal ische hydrolyse en bij de reac t ie 
met oximen het geval i s . 

De reac t i e verloopt dus als volgt: 

R-O O R O .O 
^ \ ^ Enz. 1 \ ^ 

P > P + HF 
/ \ H O / \ 

^ 2 ^ ^ 2 ^ ^ 
De vr iesdroogmethode, beschreven in 2 . 2 . 1 , blijkt zeer 

geschikt te zijn voor het onderzoek naar de hydrolyse van ge­
ringe concentrat ies ^ P - s a r i n in p lasma. Door gebruik te m a ­
ken van deze methode kon in vi t ro de s i tuat ie , die in vivo b e ­
staat in het bloed van met sa r in vergiftigde dieren, dichter 
benaderd worden dan met andere technieken mogelijk was . 

Bij het ontwerpen van de vr iesdroogmethode werd van 
de volgende veronders te l l ingen uitgegaan: 

1. In de bes tudeerde reac t i e wordt sa r in omgezet in hydroxy­
sa r in . 

2. Deze reac t i e komt ogenblikkelijk tot st i lstand door de pH 
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daling (tot ca. pH = 4,5) die optreedt bij het toevoegen aan 
de acetaat buffer. 

3 . Bij de daaropvolgende vr iesdroogprocedure wordt de P -
sa r in volledig uit het mons te r verwijderd; dit p roces wordt 
bevorderd door de aanwezigheid van de n ie t - radioact ieve 
sa r in die als d rager fungeert. 

4. Hydroxysarin is onder de gebruikte omstandigheden in het 
geheel niet vluchtig. 

5. De radioactivitei t die achterblijft na het vr iesdrogen, wordt 
geheel veroorzaakt door hydroxysar in; dit wil niet alleen 
zeggen dat andere omzettings produkten niet worden gevormd, 
m a a r ook dat de hoeveelheid ^ ^ P , die achterblijft ten ge­
volge van de hechting van sa r in aan p lasma bestanddelen, 
mag worden verwaar loosd . 

Aangezien voor het onderzoek de vraag of aan deze v e r ­
onderstel l ingen wordt voldaan van essent iee l belang i s , werd 
van een aantal van de bovenstaande factoren een apar te studie 
gemaakt, waaraan dit hoofdstuk is gewijd. 

Ad 1. Met behulp van papierchromatograf ie kon worden aange­
toond dat bij de hydrolyse van 32p_sa,rin in r a t t ep lasma 
hydroxysar in het enige aantoonbare omzetting s produkt 
is (zie sub 3.2) . 

Ad 2. Verder werd gevonden dat door het toevoegen van de 
acetaat btiffer de hydrolyse van sa r in inderdaad gestopt 
wordt (zie sub 3.3) . 

Ad 3 en 4. Uit radioact ivi tei tsmetingen bleek dat zuivere P -
sa r in uit een water ige oplossing door v r iesdrogen vol le ­
dig werd verwijderd; werd de sar in voor het v r i e s d r o ­
gen volledig gehydrolyseerd, dan bleef al le radioactivi tei t 
in het kolfje achter (op deze experimenten wordt in dit 
hoofdstuk niet nader ingegaan). 

Ad 5. Dat de hechting van sa r in aan de plasntia eiwitten niet 
in s t e rke mate optreedt was reeds geconcludeerd uit de 
waarneining dat het verwijderen van de eiwitten uit het 
p lasma door préc ip i te r en met zoutzuur-aceton na het 
v r iesdrogen geen significante invloed had op de vo rm 
van de hydrolysecurve (38). Zoals in dit hoofdstuk zal 
worden besproken (zie sub 3.4) bleek ook uit exper i ­
menten, waar in de eiwitten bij lage pH werden gead­
sorbeerd aan de zwakzure kat ionenwisselaar IRC 50, 
dat bij incubçren van plasma met O, 1 mM 32p_ga^j.iji 
geen m e r k b a r e binding van 32p plaatsvindt. 
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Bij l a t e re onderzoekingen, uitgevoerd in het MBL door 
Polak c. s. (39), werd evenwel gevonden dat bij ra t ten, 
die waren ingespoten met ^^"P-BSirin., een aanzienlijk 
deel van de in het p lasma aanwezige ^^P aan eiwit ge­
bonden was . Dit werd aangetoond door middel van ge l ­
f i l t ra t ie van p lasma over Sephadex G50. Li deze proeven 
was de concentrat ie aan sa r in echter lager dan in de 
door ons uitgevoerde hydrolyse experimenten. Deze r e ­
sultaten brachten ons er toe de binding van sa r in aan 
plasma-eiwi t ten nader te onderzoeken en daarbi j ook de 
gelfi l trat ie te benutten. Bij het nee r s l aan van de eiwitten 
uit het p lasma en bij het adsorberen aan IRC 50 moest 
de pH van het p lasma worden ver laagd. Met Sephadex 
G50 kolommen kon de eventuele 32p.binding bij de pH 
van het p lasma bestudeerd worden. Inmiddels waren ook 
hydrolyse experimenten van 32p_sar in in p lasma u i tge­
voerd bij ge r ingere sa r in concentrat ies (0,01 mM). Aan­
gezien bij deze k le inere concentrat ies een eventuele bin­
ding aan eiwitten een relatief gro te r effect zou hebben, 
werd een m e e r nauwkeurige bepaling van deze binding 
noodzakelijk. Deze bleek ui tvoerbaar te zijn met de ge l ­
f i l t ra t ie . 

Op deze wijze >yerd gevonden dat na incuberen van p l a s ­
m a met 0,1 mM •^'^P-sarin toch een waa rneembare bin­
ding van 32p -^-^j^ ^g eiwitten optreedt . Deze bedroeg 
echter s lechts enkele procenten, zodat hij niet wezen­
lijk van invloed is op de v o r m van de hydrolysecurven 
zoals die met de vr iesdroogmethode verkregen worden. 
In r a t t ep l a sma dat was geïncubeerd met 0,01 mM -^^P-
sar in , bedroeg de hoeveelheid aan eiwit gebonden P 
echter een v r i j hoog percentage van de toegevoegde -^^P. 
In beide gevallen werd evenwel een aanzienlijke v e r m i n ­
dering van de hoeveelheid gebonden ^^F gevonden, in­
dien de gelfi l t rat ie werd uitgevoerd bij l agere pH dan 
die waarbi j de incubatie plaatsvond. De resul ta ten dui­
den e rop dat bij de in te rpre ta t ie van de hydrolyse ex­
per imenten met 0,01 mM ^^P-BéLrin rekening dient te 
worden gehouden met het feit, dat een hoeveelheid hy­
droxysar in ontstaat doordat a l i e s t e r a se , geremd door 
reac t i e lïiet s a r in bij pH 7 , 8 , gereac t iveerd wordt door 
het ver lagen van de pH tot 5, 5 (40). 

Naast de experimenten met Sephadex G50 werd ook d ia-
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lys e gebruikt voor het onderzoek naar de binding van 
sa r in aan eiwitten. Hierbi j werd het incubatiemengsel 
van plasma en sa r in gedurende 24 uur tegen een ge­
schikte buffer gedialyseerd. De resul ta ten waren v e r ­
gelijkbaar met die verkregen met Sephadex G50. 

3 .2 . H e t i d e n t i f i c e r e n v a n d e o n t l e d i n g s p r o d u k -
t e n v a n s a r i n 

32 
Bij 1,35 ml ra t t ep lasma werd O, 15 ml 1 mM P - s a r i n 

gepipet teerd. Na 30 minuten werd aan 0,4 ml van het incuba­
t iemengsel druppelsgewijs en onder schudden 2 ml zoutzuur-
aceton (1 ml 1 N HCl + 39 ml aceton p. a. ) toegevoegd. Het 
neers lag werd afgecentrifugeerd en het bovenstaande ingedampt, 
ee r s t door lucht over te blazen en daarna door onder bev r i e ­
zing in een vacuüm exsiccator aan een oliepomp droog te d a m ­
pen. Het res idu werd in 0,1 ml water opgelost. Twintig jil 
van de resu l te rende oplossing werd aan papierchromatograf ie 
onderworpen. Tevens werd een geschikte hoeveelheid van een 
32p_sar in oplossing, die gehydrolyseerd was met NaOH en 
verdund met 0,01 M fosfaat, gechromatografeerd . De v e r d e r e 
uitvoering geschiedde zoals beschreven onder 2 . 2 . 3 . 

In beide experimenten viel de groots te 32p activiteit s a ­
men met de toegevoegde n ie t - radioact ieve hydroxysar in . De 
Rf waarde was 0,76. Dit is in overeenstemming met de door 
Berends (29) gevonden waarde (Rf 0,79) . In beide prepara ten 
werd een vlek met een geringe radioactivi tei t aangetroffen met 
een Rf tussen 0,14 en 0,28; de hiervoor verantwoordeli jke p r o ­
dukten werden niet geïdentificeerd. Deze verbindingen zijn dus 
niet ontstaan door incuberen van p lasma met sa r in ; zij waren 
waarschijnl i jk reeds als verontreinigingen in de - ' P - s a r i n aan­
wezig. Radioactiviteit was niet aanwezig op de plaats van m e -
thylfosfonzuur (Rf O, 55). 

3 . 3 . D e e f f e c t i v i t e i t v a n d e s t o p v l o e i s t o f 

Om in de mons te r s van de incubatiemengsels van p l a s ­
ma met sa r in (O, 2 nal), waar in na nauwkeurig bekende incu­
bat ieperioden het percentage gehydrolyseerde sa r in bepaald 
moet worden, de hydrolyse van sa r in ogenblikkelijk te kunnen 
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s t o p p e n , w e r d e n d e z e m o n s t e r s g e p i p e t t e e r d in een " s t o p v l o e i ­
s tof". D e z e b e s t o n d ui t 0 , 2 m l O, 2 M a c e t a a t buffer v a n pH 
3 , 5 . Deze o p l o s s i n g b e v a t t e t e v e n s c a . 10 m g n i e t - r a d i o ­
a c t i e v e s a r i n . De e f fec t iv i t e i t v a n de s topv loe i s to f w e r d op de 
v o l g e n d e w i j ze aange toond : a a n a m p u l l e n , b e v a t t e n d e 1 m l 
O, 2 M a c e t a a t buffer pH 3 , 5 , c a . 0 , 0 5 m l s a r i n en 0 , 9 m l 
r a t t e p l a s m a of w a t e r , w e r d t o e g e v o e g d O, 1 m l 1 vaM 3 2 p _ 
s a r i n . De inhoud v a n de a m p u l l e n w e r d of d i r e c t , of n a 3 m i ­
nu t en s t a a n b i j k a m e r t e m p e r a t u u r , i n g e v r o r e n , w a a r n a h e t p e r ­
c e n t a g e g e h y d r o l y s e e r d e 32p_ga j . in w e r d b e p a a l d v o l g e n s 2 . 2 . 1 . 
T e v e n s w e r d d e m a t e v a n h y d r o l y s e b e p a a l d n a d a t O, 1 m M 
^ ^ P - s a r i n e e r s t g e d u r e n d e 3 m i n u t e n w a s g e ï n c u b e e r d naet r a t ­
t e p l a s m a en d a a r n a p a s a a n de s topv loe i s to f t o e g e v o e g d . De 
e x p e r i m e n t e n w e r d e n in t r i p l o u i t g e v o e r d . De r e s u l t a t e n z i jn 
w e e r g e g e v e n in t a b e l 1. 

T a b e l 1 

De e f fec t iv i t e i t v a n de s topv loe i s to f 

- _ 

P e r c e n t a g e n i e t - v l u c h t i g e P n a i n c u b e r e n v a n 
^ ^ P - s a r i n in : 

a c e t a a t buffer a c e t a a t buffer p l a s m a 
+ p l a s m a 

n a O m i n 4 ,8 
4 ,8 
4 ,7 

8 ,6 
8 ,6 
7 , 6 

n a 3 m i n 5,3 
4 ,8 
4 ,7 

8 , 8 

8 ,6 

7 , 6 

57 

57 

59 

32 
P-sarin werd geiïicubeerd met resp. acetaatbuffer (pH 3,5), acetaatbuffer + ratteplasma en 

ratteplasma. Na O en 3 min staan bij kamertemperatuur werd het percentage niet-vluchtige 
22p bepaald. 

H i e r u i t b l i jk t da t de pH d a l i n g , d ie doo r he t m e n g e n m e t 
de s topv loe i s to f o p t r e e d t , i n d e r d a a d h e t b e o o g d e effect heef t . 
Z o w e l de s p o n t a n e h y d r o l y s e , a l s o o k de doo r p l a s m a g e k a t a -
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lys eerde omzetting komen geheel tot s t i ls tand (vergelijk de 
waarden na O r e s p . 3 minuten incuberen in de ee r s t e en tweede 
kolom). Uit deze gegevens volgt dat de gebruikte -^^P-sarin 
reeds ongeveer 4, 8% niet-vluchtig 32p ma te r i aa l bevat te . In 
plasma + acetaat buffer wordt een 3-4% hogere waarde gevon­
den; dit ve rsch i l moet waarschijnl i jk aan binding aan p lasma 
bestanddelen worden toegeschreven (zie 3.4) en niet aan hy­
drolyse , aangezien het percentage bij v e r d e r incuberen niet 
toeneemt. De effectiviteit van de stopvloeistof t reed t duidelijk 
aan het licht indien wij de waarden uit de tweede kolom v e r ­
gelijken met die van de derde ; deze geven het percentage n ie t -
vluchtige -'^P weer , dat wordt gevonden wanneer • ' ^P-sa r in op 
de normale wijze gedurende 3 minuten met p lasma wordt ge ­
ïncubeerd bij de pH van het p lasma en daarna met de s top­
vloeistof wordt gemengd en drooggevroren. In een tweede se r i e 
mons t e r s die op dezelfde wijze waren behandeld, werd na het 
toevoegen van de stopvloeistof ee r s t 3 minuten geïncubeerd bij 
kanaertemperatuur en vervolgens ingevroren en drooggevroren. 
Hierna werd 56, r e s p . 57 en 59% niet-vluchtige ^ P gevon­
den; ook onder deze omstandigheden t r eed t dus v e r d e r e hydro­
lyse niet mee r op. 

3 . 4 . H e c h t i n g v a n s a r i n a a n p l a s m a - e i w i t t e n 

3 . 4 . 1 . E x p e r i m e n t e n m e t b e h u l p v a n I R C 50 k o -
l o m m e n . Een kolom gevuld met Amber l i te IRC 50 in de H"*" 
vo rm kan een scheiding geven tussen eiwitten enerzijds en 
sa r in en hydroxysarin anderzi jds , daar de eiwitten bij lage 
pH in de kolom geadsorbeerd worden. Wordt dan ook een 
mengsel van plasma, ^ P - s a r i n en ^^P-h.ydTOxyBa.Tin, aange-
zuurd tot pH 4,5 , op een dergeli jke kolom gebracht en de ko­
lom met zuur geëlueerd, dan zullen de eiwitten met de daa r ­
aan gebonden 32p j ^ de kolom achterbli jven. Slechts de niet 
aan eiwit gebonden •'^P wordt uit de kolom geëlueerd. Uit net 
eluaat, dat een mengsel van sa r in en hydroxysar in bevat, kan 
de sa r in door vr iesdrogen worden verwi jderd; op grond van 
de radioact ivi tei t van het res idu kan worden bepaald, hoeveel 
van de oorspronkeli jk aanwezige s a r in gehydrolyseerd i s . 

De IRC 50 kolom. De kolommen, gevormd door een maatpipet 
van 5 ml , onderin voorzien van een propje glaswol en gevuld 
met 3 tot 4 ml IRC 50 (H"'' vorm) , werden geëquil ibreerd met 
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0,05 M azijnzuur (pH 3, 2). De kolommen waren van een koel­
mantel voorzien en werden met i jswater gekoeld. Aan 1,35 ml 
plasma werd bij 37° O, 15 ml 1 naM ^ ^ P - s a r i n toegevoegd en 
na 2 minuten werd uit deze oplossing O, 2 ml gepipetteerd in 
een kolfje dat O, 2 ml O, 2 M acetaat buffer (pH 3, 5) en twee 
druppels sa r in (8 tot 10 mg) bevat te . De eind pH bedroeg c i r ­
ca 4,5 . De inhoud van het kolfje werd kwantitatief op de kolom 
gebracht , waarbi j nagespeeld werd naet 0,05 M azijnzuur, 
waa rmee ook werd geëlueerd. Van het eluaat werd na een 
voorloop van 1,5 nal de daaropvolgende 10 nal opgevangen in 
een ontvanger, gekoeld met i j s . Deze 10 ml bevatte de sa r in 
en hydroxysarin, zoals uit controle experimenten was geble­
ken; voor - en naloop waren v r i j van ^ P . Van de 10 ml f ract ie 
werd 3 ml met verdunde loog aangevuld tot 10 m l en in de 
vloeistoftelbuis geteld (telling a) . De r e s t e rende 7 m l werd 
verdeeld over 4 ampullen en drooggevroren. Na het v r i e s d r o ­
gen werd de inhoud van de anapuUen met water en een weinig 
anamonia overgespoeld in één geca l ibreerde reageerbuis en 
aangevuld tot 10 ml . Deze oplossing werd eveneens in de v loe i ­
stoftelbuis geteld (telling b). Bovendien werd een naonster van 
O, 2 m l van het oorspronkeli jke incubatiemengsel van s a r in en 
p lasma met verdunde loog aangevuld tot 10 ml en in de v loe i ­
stoftelbuis geteld (telling c) . De tellingen werden gecor r igee rd 
voor het nuleffect. Telling c leverde de totaal op de kolom 
opgezette radioact ivi tei t , telling a, vermenigvuldigd met 10 /3 , 
de uit de kolom geëlueerde activitei t , terwij l telling b, v e r -
naenigvuldigd met 10/7, de uit de kolom geëlueerde n ie t -v luch­
tige radioact ivi te i t weergeeft . In tabel 2 zijn de totaal geëlu­
eerde radioact ivi tei t ( sar in + hydroxysarin) en de niet-vluchtige 
geëlueerde •'^P (hydroxysarin) weergegeven als percentages van 
de opgebrachte hoeveelheid 32p_sar in . Het eluaat bevatte geen 
of prakt isch geen eiwit, zoals bleek uit naeting van de absorpt ie 
bij 280 m|i in een spectrofotonaeter (Becknaan D . B . ) . Uit de 
gegevens van tabel 2 blijkt dat bij plasnaa van ra t , mens , 
muis en cavia vri jwel alle ^^P uit de IRC 50 kolom geëlueerd 
wordt (Ie kolom van tabel 2), dus dat een significante binding 
aan eiwitten niet optreedt . De percentages niet-vluchtige ^^P 
in het eluaat (2e kolom van tabel 2) bleken bovendien goed 
overeen te s temmen met de percentages gehydrolyseerde s a ­
r in , die bepaald waren met de normale vr iesdroogmethode -
dus zonder scheiding over IRC 50 - in m o n s t e r s , die 2 minu­
ten na toevoegen van de sa r in aan het p lasma (zie 5 .3 .1 ) ge ­
nomen waren . 
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De r e s u l t a t e n v a n d e z e e x p e r i m e n t e n s t e u n e n de v e r o n ­
d e r s t e l l i n g ( 3 . 1 , sub 5), da t h e t p e r c e n t a g e n i e t - v l u c h t i g e 3 2 p j 
g e m e t e n n a v r i e s d r o g e n , i n d e r d a a d o v e r e e n k o m t m e t he t p e r ­
c e n t a g e g e h y d r o l y s e e r d e s a r i n , a fgez i en v a n de n i e t - v l u c h t i g e 
v e r o n t r e i n i g i n g e n d i e a l v o o r d e h y d r o l y s e a a n w e z i g w a r e n . 

T a b e l 2 

Bepa l i ng m e t b e h u l p v a n IRC 50 k o l o m m e n , v a n de n i e t a an 
e iwi t gebonden 3 2 p jn p l a s m a , g e ï n c u b e e r d 

m e t O, 1 m M 32p_ga^j.ij^ 

32 32 
P l a s m a P in e l u a a t N i e t - v l u c h t i g e P in e l u a a t 

v a n 

(%) (%) 

r a t 102 55 

r a t 101 53 

m e n s 100 46 

m e n s 100 48 

m u i s 98 55 

m u i s 96 46 

c a v i a 97 24 

c a v i a 100 26 

Het plasma werd gedurende 2 minuten geïncubeerd met 0.1 mM ̂ ^p-sarin bij 37°; na aanzu-
ren tot pH 4,5 werden de eiwitten verwijderd met behulp van een IRC 50 kolom. Inhet eluaat 
werd het total ^2p gehalte en de hoeveelheid niet vluchtige ^2p bepaald; deze werden uitge­
drukt in percentage ten opzichte van de op de kolom gebrachte hoeveelheid 32p. 

3 . 4 . 2 . G e l f i l t r a t i e o v e r S e p h a d e x G 5 0 e n d i a ­
l y s e . De naana g e l f i l t r a t i e i s g e g e v e n a a n een m e t h o d e w a a r ­
b i j s toffen op g r o n d v a n de g r o o t t e v a n hun m o l e c u l e n w o r d e n 
g e s c h e i d e n o v e r een d e x t r a n ge l (Sephadex) m e t p o r i ë n v a n b e ­
p a a l d e a f m e t i n g e n . Z o d r i n g e n v e r b i n d i n g e n m e t een m o l e c u l a i r 
gewich t g r o t e r dan 10.000 in een k o l o m , gevuld m e t Sephadex 
G 50, de p o r i ë n v a n de g e l s u b s t a n t i e n i e t b i n n e n en l open b i j 
de e l u t i e s n e l doo r de k o l o m ; n a a r m a t e .de m o l e c u l e n k l e i n e r 
z i jn d r i n g e n z i j b e t e r in de p o r i ë n en n a a r m a t e z i j b e t e r in 
de p o r i ë n d r i n g e n d u u r t he t u i t w a s p r o c e s d o o r de e l u t i e v l o e i -
stof l a n g e r . V e r b i n d i n g e n b e s t a a n d e u i t k l e i n e m o l e c u l e n w o r -
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den dus langzamer uit de kolom geëlueerd dan verbindingen 
met groot moleculai r gewicht. Op deze manier kunnen, in een 
incubatiemengsel van sa r in me t p lasma, sa r in en hydroxysar in 
worden gescheiden van de eiwitten en de daaraan eventueel ge­
bonden fosforverbindingen. 

Aangezien bij de beschreven procedure de scheiding t u s ­
sen het hoog- en laag-molecula i r e ma te r i aa l s lechts geleide­
lijk tot stand komt, ver lengt de gelfi l trat ie de tijd, gedurende 
welke de eiwitten en sa r in met elkaar in contact zijn, met een 
niet exact te bepalen per iode. Teneinde de invloed van deze 
onzekere ti jdsfactor te e l imineren werd de gelfi l trat ie pas ui t ­
gevoerd, nadat het p lasma geru ime tijd (30 min) met sa r in 
geïncubeerd was geweest (na een half uur is gemeenlijk 80-
90%> van de sa r in gehydrolyseerd) . 

Door dialyse zijn sa r in en hydroxysar in prakt i sch vo l ­
ledig uit een incubatiemengsel van p lasma naet 32p_ga.rin te 
verwijderen (29). De aan eiwit gebonden 32p blijft in de dia-
lysehuls ach ter . Gelijktijdig met de Sephadex experimenten 
werd ook de scheiding door dialyse toegepast , om na te gaan 
of op beide manieren overeenkomstige resul ta ten ve rk regen 
werden. 

De Sephadex kolommen werden vervaardigd in glazen bui ­
zen me t een inwendige d iameter van 14 mna, onderin voorzien 
van een glasf i l ter . De buizen werden op de gebruikelijke naa-
nier tot een hoogte van ca. 20 cm gevuld met Sephadex G 50-
naedium, dat tevoren was geëqui l ibreerd met 0,9% NaCl in 
0,01 M t r i s -HCl buffer, pH 7 , 8 . Deze oplossing werd ook voor 
de elutie gebruikt, die bij kamer tempera tuur werd ui tgevoerd. 
Het eluaat werd gefractioneerd opgevangen. 

32 
Het P-gehalte van de f ract ies werd bepaald in een v loe i ­

stoftelbuis, zoals beschreven onder 2 . 2 . 2 . Het eiwit-gehalte 
werd bepaald door meting van de absorpt ie bij 280 mji . Bij 
de gebruikte kolommen werd een goede scheiding ve rk regen 
tussen laag-naoleculaire en aan eiwit gebonden 32p^ in de dia­
lyse-exper imenten werd het incubatiemengsel van p lasma met 
sa r in gedialyseerd tegen 250 ml 0,9% NaCl in 0,01 M t r i s -
HCl buffer van pH 7,8 bij 4° gedurende 24 uur . De buffer werd 
in deze periode 3 x v e r v e r s t . Na ailoop van de dialyse werd 
de huls voorzichtig opengeknipt en de inhoud kwantitatief in 
een geca l ib reerde buis overgespoeld, waarna het 3Zp_gehalte 
in de vloeistoftelbuis werd bepaald. 
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De experimenten werden als volgt uitgevoerd: aan 2,7 ml 
plasma van ra t , mens of cavia werd 0,3 ml 0,1 of 1,0 mM 
32p_sar in toegevoegd en het mengsel bij 37° geïncubeerd. Na 
een half uur werd 1 ml in een dialysehuls gebracht en gedia­
lyseerd op de boven beschreven m a n i e r . Tevens werd 1 m l 
op een Sephadex kolona gebracht en geëlueerd. Bovendien w e r ­
den mons te r s van het incubatiemengsel verdund met loog ten 
behoeve van de bepaling van de hoeveelheid 32p jjjg jj^ ^g dia­
lysehuls en op de kolom was gebracht . In tabel 3 zijn de r e ­
sultaten van deze experinaenten weergegeven. 

Tabel 3 

Aan eiwit gebonden P , na incubatie gedurende 30 min van 
p lasma met 32p_ga,rin, bepaald met behulp van Sephadex 

en dialyse 

P l a s m a 
van 

r a t 

Gem. 

mens 

Gem. 

cavia 

Gem. 

0,01 mM 
Sephadex G 

(%) ' 
30 .5 
33,2 
33 ,8 
34 ,8 
35,9 
37 ,2 
41 ,6 
35,3 

5 ,7 
8 .1 
8 ,4 
7 , 5 
7 , 4 

11,3 
11,8 
10,9 
11,0 

11,2 

32p. 

50 

• 

- sar in 
Dialy s e 

(%) 
27,0 
27,9 
29,0 
31,7 
32,1 
32 ,8 
33,4 
30,6 

6 . 2 
7 , 7 

7 , 0 

10,9 
11,0 

11,0 

0,1 mM 
Sephadex 

(%) 
5 , 5 
6 , 2 
6 , 5 

6 , 1 

6 , 7 
6 , 8 
8 , 4 
8 ^ 
7 , 7 

4 , 5 
4 . 9 
5 , 3 
5,9 
6,5 
5 , 4 

32p. 

G 50 
-sar in 
Dialyse 

(%) 
4 , 8 
5 ,7 

. 6 ,2 

5 , 6 

6 , 8 
7 . 1 
7 , 2 

hA 
7 , 6 

4 , 4 
5 , 5 
5 . 6 
5 ,7 
7 , 4 

5 ,7 

Het percentage ^^p werd berekend ten opzichte van de oorspronkelijk aanwezige hoeveelheid 
^ P in het incubatiemengsel; de experimenten werden uitgevoerd bij pH 7, 8. 

31 



In de e e r s t e plaats blijkt uit de tabel dat er een redeli jke 
overeenstemming bestaat tussen de uitkonasten, ve rkregen met 
de gelfi l trat ie en die met de dialyse experimenten. De r e s u l ­
taten tonen ve rde r aan dat bij incuberen met 0,1 mM ^"^P-sarin 
in elk der dr ie p lasma soorten ongeveer dezelfde hoeveelheid 

P aan eiwit gebonden wordt; deze v a r i e e r t van 5-8% van de 
totale hoeveelheid ^ ^ P , Bij incuberen met 0,01 naM 32p_g3^j.in 
gedragen de p lasma soorten zich echter s t e rk verschi l lend. 
Terwijl bij mensep lasma het percentage gebonden 32p onge­
veer gelijk is aan dat, gevonden bij 0,1 mM en bij caviaplasma 
ongeveer het dubbele ervan bedraagt , ligt het bij r a t t ep lasma 
bijna een factor 6 hoger . De absolute hoeveelheid gebonden 
• '̂̂ P is in dit geval bij O, 01 naM sa r in ruina de helft van die 
bij een t ienmaal hogere concentrat ie , hetgeen niet duidt op een 
nornaale adsorpt ie . In 3 .5 zullen wij h ierop nader ingaan. 

In de experimenten waarin na incubatie van plasnaa met 
O, 1 mM ^ 2 p - s a r i n met behulp van IRC 50 kolommen de p l a s ­
ma eiwitten gescheiden werden van sa r in en hydroxysar in kon 
geen m e r k b a r e binding van sa r in aan de plasma eiwitten worden 
geconsta teerd. Dit is niet in overeenstenanaing met de r e s u l ­
taten van de Sephadex- en dialyseproeven. 

In de genoenade IRC 50 experimenten werd, evenals dat 
bij de bepaling van het percentage hydrolyse van s a r in in p l a s ­
naa volgens de vriesdroognaethode werd gedaan, de pH ver laagd 
tot ca. 4 , 5 . Aangezien het niet u i tvoerbaar was naet behulp 
van de IRC 50 kolommen de aan eiwit gebonden ^^p bij hogere 
pH te bepalen, werden de Sephadex experinaenten herhaald naet 
m o n s t e r s , waarvan de pH na de incubatie van plasnaa met 
sa r in was ver laagd. De eiwitten moes ten hierbi j uit de kolona 
worden geëlueerd, dus dienden zij in oplossing te blijven. Het 
bleek niet mogelijk de pH ve rde r te ver lagen dan tot ca. 5,5 , 
omdat dan mees t a l een neers lag in het p lasma ontstond. Voor 
de elutie van de Sephadex kolommen werd derhalve 0,9% NaCl 
in 0,01 M acetaat biiffer pH 5,5 gebruikt . 

De proeven ver l iepen als volgt: aan 2,7 nal r a t t ep la sma 
werd toegevoegd 0,3 ml 0,1 of 1,0 mM 32p_ga.rin. Na een 
half uur incuberen bij 37° werd 2 ml met ca. 0 ,08 ml 1 M 
acetaat btiffer (pH 3,5) op pH 5, 5 gebracht . Sonas ontstond 
een lichte troebeling welke werd afgecentrifugeerd. Van deze 
oplossing werd 1 nal op de Sephadex kolona gebracht . Voor en 
na het aanzuren van het incubatiemengsel van plasnaa met s a -
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r i n w e r d e n n a o n s t e r s g e n o m e n en m e t loog v e r d u n d . H i e r i n 
w e r d de h o e v e e l h e i d ^ ^ p g e m e t e n w a a r u i t de op de ko lom g e ­
b r a c h t e h o e v e e l h e i d ^ ^ P b e r e k e n d kon w o r d e n . H i e r b i j b l e e k , 
dat h e t a i g e c e n t r i f u g e e r d e n e e r s l a g , ind ien a a n w e z i g , p r a k t i s c h 
geen -^^P b e v a t t e . De r e s u l t a t e n z i jn w e e r g e g e v e n in t a b e l 4 . 

T a b e l 4 

Aan e iwi t gebonden ^ P , na i n c u b a t i e g e d u r e n d e 30 m i n v a n 
p l a s m a naet ^ P - s a r i n en gevolgd door v e r l a g i n g v a n de pH 

tot 5 , 5 , b e p a a l d naet b e h u l p v a n Sephadex k o l o m m e n 

P l a s m a O, 01 m M • ' ^ P - s a r i n O, 1 m M ^ ^ P - s a r i n 
v a n 

(%) (%) 

r a t 5 , 0 3 , 5 
4,0 3,9 

G e m . 4, 5 3 , 7 

m e n s 7 , 0 
7 , 1 

G e m . 7, 1 

c a v i a 5, 8 
5 , 5 

G e m . 5 ,7 

Het percentage ^^P werd berekend ten opzichte van de oorspronkelijk in het incubatiemengsel 
aanwezige hoeveelheid ^^P; de gelfiltratie werd uitgevoerd bij pH 5,5. 

Uit een v e r g e l i j k i n g v a n d e z e g e g e v e n s m e t d i e v a n t a ­
b e l 3 b l i jk t , da t in een a a n t a l g e v a l l e n een g e d e e l t e v a n de 
a a n e iwi t gebonden ^ P b i j een b e t r e k k e l i j k g e r i n g e pH v e r l a ­
ging, v a n 7 ,8 to t 5 , 5 , w e e r v a n he t e iwi t l o s r a a k t . De d i s c r e ­
pan t i e t u s s e n de r e s u l t a t e n d ie w e r d e n v e r k r e g e n m e t S e p h a ­
d e x - r e s p . IRC 50 k o l o m m e n m o e t dus w a a r s c h i j n l i j k w o r d e n 
t o e g e s c h r e v e n a a n di t ef fect . 

33 



3 . 5 . B e s p r e k i n g v a n d e r e s u l t a t e n 

In het begin van dit hoofdstuk hebben wij de c r i t e r i a ge­
formuleerd waaraan de vr iesdroogmethode moest voldoen, wilde 
deze bruikbaar zijn voor de bestudering van de hydrolyse van 
sar in in plasma. De hier beschreven experimenten hebben aan­
getoond dat op bijna alle punten aan de gestelde voorwaarden 
geheel wordt voldaan. Gevonden werd dat bij de bes tudeerde 
reac t ie inderdaad hydroxysarin ontstaat en dat de hydrolyse 
door het toevoegen van de zogenaamde stopvloeistof d i rect en 
volledig tot st i lstand wordt gebracht . Het is ve rde r duidelijk 
dat de hoeveelheid 32p^ ^ie achterblijft na het vr iesdrogen, 
voornamelijk hydroxysar in is en slechts voor een onbeteken­
ende fract ie bestaat uit aan plasma bestanddelen gebonden of 
geadsorbeerde sa r in (zie IRC 50 procedure (3 .4 .1) en effec­
tiviteit stopvloeistof (3 .3 ) ) . 

De Sephadex- en dialyseproeven wijzen echter uit dat in 
sommige gevallen bij de pH waarbi j de hydrolyse wordt u i tge­
voerd, een niet te verwaar lozen fract ie 32p ^^^^ eiwit gebonden 
wordt. De vraag is in welke vorm deze 32p aanwezig i s . Snel 
ui twisselbaar geadsorbeerd ma te r i aa l zou met de toegepaste 
technieken niet worden gevonden, dus blijven als mogelijkheden 
over. een vr i j i r r e v e r s i b e l e adsorpt ie van sa r in als zodanig 
of een reac t ie met eiwitten. In beide gevallen wordt een deel 
van de sar in aan de bes tudeerde reac t ie onttrokken. Bij de 
experimenten met O, 1 mM sar in zal het effect h iervan zeer 
gering zijn. De percentages ^ P , gebonden na een half uur 
incuberen, zijn laag en in de bes tudeerde reac t ie is hoofdza­
kelijk de beginfase van belang, waar in na 1 minuut al m e e r 
dan 50% van de sa r in ontleed i s . Uit hydrolyse experimenten 
met 0,01 mM sar in , beschreven onder 5 . 3 . 8 , kan de conclu-
sie worden getrokken dat de hoeveelheid gebonden ^^P in de 
ee rs te minuten zeer gering i s . 

Het is dus in hoofdzaak bij het analyseren van de - na 
de ee r s t e minuten optredende - langzame hydrolyse van belang 
na te gaan in hoever re de binding van 32p aan eiwit de r e s u l ­
taten beïnvloed kan hebben. Bij mensep lasma is dit niet erg 
relevant omdat de binding van 32p ĝ ĵ̂  eiwit ook na incubatie 
met 0,01 naM 32p_gg^j.£j^ gering i s ; bij caviaplasnaa zal wel ­
licht enige cor rec t i e nodig zijn. La het geval van hydrolyse van 
0,01 naM ^^p.gg^j-ijj j , ^ rat teplasnaa waar in werd gevonden dat 
na een half uur incuberen ca. 35% 32p ^^jj eiwit gebonden is 

34 



en dat door aanzuren deze binding weer grotendeels teniet wordt 
gedaan, is de si tuatie ondoorzichtig. Is het naateriaal dat bij 
de pH daling vrijkonat, nog sar in , die bij het vr iesdrogen v e r ­
vluchtigt, dan hebben wij alleen naet een verlaging van de ef­
fectieve sa r in concentrat ie te naaken. Komt de ^^p echter in 
niet-vluchtige vorm, bijvoorbeeld als hydroxysarin v r i j , dan 
wordt het als gehydrolyseerde sa r in ge reg i s t r ee rd , die dan 
echter op een zeer gecompliceerde wijze is ontstaan en zeker 
niet via de reac t ies die wij willen volgen. Recente onderzoe­
kingen (40) maken de tweede veronders te l l ing de naeest w a a r ­
schijnlijke; ratteplasnaa bevat nl . een hoge mola i re concentratie 
(ca. 3 jiM) aan a l i e s t e r a se , die door te r eageren met sar in 
geremd wordt en daarbi j een aanzienlijk deel van de ^ P bindt. 
Bij het aanzuren t reedt een snelle react iver ing op waarbi j de 
32p als hydroxysarin wordt afgesplitst . Bij het onderzoek van 
de hydrolyse van 0,01 naM sar in in ratteplasnaa met behulp 
van de vr iesdroogmethode zullen derhalve de resul ta ten een 
niet geheel juist beeld van de sar inasewerking geven. 

In hoofdstuk 5 (5.5) wordt een experiment beschreven 
waarin de hydrolyse van 32p_garin in ra t t ep lasma wordt b e ­
studeerd en waarbi j de mogelijkheid tot binding aan p lasma­
eiwitten s t e rk wordt verlaagd door het p lasma tevoren met 
n ie t - radioact ieve DFP te behandelen. 
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HOOFDSTUK 4 

ACTIVITEIT EN REMBAARHEID VAN PLASMA-SARINAS E 

4. 1. I n l e i d i n g 

Aangezien wij meenden dat de snelle hydrolyse van on­
geveer de helft van de sa r in in plasma van ra t , mens en nauis, 
onder bepaalde omstandigheden waargenonaen naet behulp van 
de vr iesdroogmethode, toegeschreven zou kunnen worden aan 
een s tereospecif ieke werking van het enzym sa r inase , leek het 
wenselijk de sa r inase activiteit van plasnaa nader te bes tude­
ren . De hiervoor gewoonlijk gebruikte techniek werd toegepast , 
namelijk het meten van de hoeveelheid zuur die vri jkomt bij 
de hydrolyse van sa r in volgens de manomet r i sche methode (bij 
de splitsing van één naolecuul sa r in worden twee equivalenten 
zuur gevornad). De hoogste sa r inase-ac t iv i te i t werd gevonden 
in ra t tep lasma; h ierop volgde r e s p . die in plasnaa van mens , 
nauis en cavia. 

Vervolgens werd nagegaan op welke wijze de s a r inase 
activiteit min of m e e r specifiek geremd kan worden. Volgens 
verscheidene auteurs (2, 4, 8, 15) zijn enzymen die de hydro­
lyse van tabun en DFP kata lyseren, gevoelig voor stoffen die 
naet thiolgroepen r eage ren . Zo konden Cohen en Warr inga (8) 
de D F P - a s e uit de varkensnier renamen naet p - c h l o r o m e r c u r i -
benzoëzuur. Wij onderzochten de werking van de verwante p -
hydroxy verbinding. Deze stof bleek in een concentrat ie van 
1 mM de sa r inase-ac t iv i te i t voor ca. 90% te r emmen . 

Naast de metingen van de initiële hydrolyse snelheid van 
sa r in in plasnaa voor de bepaling van de sa r inase -ac t iv i t e i t 
werd, eveneens met behulp van de Warburg methode, ook een 
onderzoek ingesteld naar het v e r d e r e ver loop van deze hydro­
lyse . Bij deze experinaenten, waar in 0,01 M sar in werd ge ­
bruikt , werden de resul ta ten van Adie c . s . (10), die niet duid­
den op enige s tereospecif ic i te i t en op soortgelijke wijze waren 
verkregen, bevestigd. 
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4 . 2 . D e s a r i n a s e - a c t i v i t e i t i n p l a s n a a v a n v e r ­
s c h i l l e n d e s p e c i e s 

De bepa l i ng v a n de s a r i n a s e - a c t i v i t e i t in p l a s m a w e r d 
u i t g e v o e r d op de o n d e r 2 . 2 . 5 b e s c h r e v e n n a a n i e r . De a c t i v i ­
t e i t e n w e r d e n u i t g e d r u k t in \il CO2. g e p r o d u c e e r d in 20 m i n u ­
t en b i j 3 7 ° , p e r m l p l a s m a ; de w a a r d e n w e r d e n g e c o r r i g e e r d 
v o o r de s p o n t a n e h y d r o l y s e . Deze is in he t g e b r u i k t e m e d i u m 
a a n z i e n l i j k , n a m e l i j k c a . 100 jil CO2/2O m i n u t e n . H i e r d o o r 
i s de n a u w k e u r i g h e i d v a n de b e p a l i n g e n n i e t a l t e g r o o t . T a b e l 
5 geeft de r e s u l t a t e n w e e r van en ige b e p a l i n g e n in p l a s m a van 
r a t , naens , nauis en c a v i a , w a a r u i t b l i jk t da t v a n d e z e p l a s m a ­
s o o r t e n r a t t e p l a s m a de h o o g s t e en c a v i a p l a s m a de g e r i n g s t e 
a c t i v i t e i t b e z i t . 

T a b e l 5 

S a r i n a s e - a c t i v i t e i t in p l a s m a v a n d i v e r s e s p e c i e s 

l̂ 1 CO2/2O m i n / m l p l a s m a 

r a t ( 4) 544 + 24 (8) 

m e n s 219 (196-280) (4) 

m u i s (12) 152 (122-182) (2) 

c a v i a ( 2 ) 78 ( 44 -112) (4) 

De waarden zijn gecorrigeerd voor de spontane hydrolyse. Vermeld zijn de gemiddelden; de 
tussen ( ) geplaatste getallen geven de uiterste waarden aan. 

* Aantal dieren waarvan het plasma werd samengevoegd. 

" Aantal bepalingen; voor elke bepaling werd een ander plasma-(mengsel) gebruikt. 

4 . 3 . D e r e n a m i n g v a n d e s a r i n a s e - a c t i v i t e i t d o o r 
p H M B 

Het p l a s m a w e r d g e d u r e n d e 1,5 u u r m e t pHMB g e ï n c u ­
b e e r d b i j 3 7 ° , z o a l s i s b e s c h r e v e n o n d e r 2 . 2 . 6 . V e r v o l g e n s 
w e r d e n naet de W a r b u r g t e c h n i e k de s a r i n a s e - a c t i v i t e i t e n b e ­
paa ld z o a l s in 2. 2 . 5 i s a a n g e g e v e n . De r e n a m i n g o n d e r inv loed 
v a n d i v e r s e c o n c e n t r a t i e s pHMB is w e e r g e g e v e n in t a b e l 6. 
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D e z e g e g e v e n s tonen a a n da t in de g e b r u i k t e p l a s m a s o o r t e n 
een c o n c e n t r a t i e v a n 1 m M pHMB nodig is o m de s a r i n a s e -
a c t i v i t e i t v o o r c a . 90% t e r e m m e n . Door d e z e c o n c e n t r a t i e 
pHMB bli jkt de p s e u d o c h o l i n e s t e r a s e - a c t i v i t e i t en de a l i e s t e r ­
a s e - a c t i v i t e i t nog n i e t n a e r k b a a r g e r e m d t e w o r d e n . D e z e b e ­
pa l ingen w e r d e n ook in de W a r b u r g u i t g e v o e r d , w a a r b i j a l s 
s u b s t r a a t v o o r de bepa l i ng v a n de p s e u d o c h o l i n e s t e r a s e - a c t i v i -
t e i t he t b e n z o y l c h o l i n e ( c o n c e n t r a t i e 6 m M ) en v o o r de a l i e s ­
t e r a s e - a c t i v i t e i t h e t t r i b u t y r i n e ( c o n c e n t r a t i e 14 m M ) g e b r u i k t 
w e r d . 

pHMB v e r o o r z a a k t dus in een c o n c e n t r a t i e van 1 naM een 
s p e c i f i e k e r e m m i n g v a n de s a r i n a s e - a c t i v i t e i t in p l a s m a . 

T a b e l 6 

De renanaing v a n de s a r i n a s e - a c t i v i t e i t doo r 
p - h y d r o x y m e r c u r i b e n z o a a t 

% r e m m i n g 

pHMB conc . 

10 
1 
0,1 

(mM) r a t 

97 
95 

0 

naens 

94 
88 

0 

m u i s 

100 
86 

0 

c a v i a 

100 
94 
60 

Het percentage remming is weergegeven als: 

oorspronkelijke activiteit - activiteit na remming 
X 100 

oorspronkelijke activiteit 

De activiteit werd bepaald nadat het plasma gedurende IJ uur was geïncubeerd met de aange­
geven concentratie pHMB. 

4 . 4 . D e h y d r o l y s e v a n 0 , 0 1 M s a r i n i n r a t t e ­
p l a s m a b e p a a l d m e t d e W a r b u r g t e c h n i e k 

De h y d r o l y s e v a n 0,01 M s a r i n in r a t t e p l a s m a w e r d b e ­
s t u d e e r d z o a l s b e s c h r e v e n o n d e r 2 . 2 . 5, w a a r b i j nu e c h t e r de 
h y d r o l y s e o v e r l a n g e r e t i jd w e r d gevo lgd . De e x p e r i m e n t e n 
hadden p l a a t s b i j 2 5 ° . 
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Naast onbehandeld p lasma werd ook plasma gebruikt dat 
tevoren 1,5 uur was geïncubeerd naet 1 naM pHMB (2 .2 .6 ) . 
Tevens werd de spontane hydrolyse gevolgd. F ig . 1 geeft de 
resul ta ten van een dergeli jk experinaent weer . Zoals hierui t 
blijkt vonden ook wij geen aanwijzingen voor een s t e r eospec i ­
fieke hydrolyse van sa r in onder deze omstandigheden (vergel . 
ref. 10). De figuur toont aan dat de spontane hydrolyse v r i j 

t i jd (min) 

Fig. 1 De hydrolyse van 0,01 M sarin onder invloed van ratteplasma (Warburg methode). 
•—• ratteplasma 
4—4 met 1 mM pHMB behandeld ratteplasma 
o—o KRB in plaats van plasma. 

g r o o t i s in di t m i l i e u , t e r w i j l t e v e n s b l i jk t da t de pHMB de 
s a r i n a s e p r a k t i s c h vo l l ed ig g e r e m d heef t . De naaxinaaal b e r e i k ­
b a r e h o e v e e l h e i d t e p r o d u c e r e n CO2 is 1,33 m l ; d e z e w o r d t 
n i e t b e r e i k t , w e l l i c h t d o o r d a t een g e d e e l t e v a n de s a r i n t i j dens 
he t d o o r l e i d e n van de W a r b u r g v a a t j e s m e t CO2 v e r d a m p t en /o f 
r e e d s v o o r de e e r s t e m e t i n g g e h y d r o l y s e e r d i s . 
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4. 5. C o n c l u s i e s 

Uit de resul ta ten van de in dit hoofdstuk beschreven ex­
perimenten kunnen de volgende conclusies worden getrokken: 

1. Er bestaat een tameli jk groot ve r sch i l tussen de s a r i n a s e -
activiteiten van r a t t e - en caviaplasma: de activiteit in r a t ­
teplasnaa is ongeveer zevennaaal zo groot als in caviaplas­
ma . 

2. 1 mM pHMB geeft in plasma ca. 90% renanaing van de s a ­
r inase-ac t iv i te i t in 1,5 uur; bij deze concentrat ie worden 
de pseudoCholinesterase- en a l i es te rase -ac t iv i t e i t nog niet 
geremd. 

3. Tijdens incubatie van 0,01 M sar in met ra t t ep lasma wordt 
geen aanwijzing gevonden voor een s tereospecif ieke hydro­
lyse (conform Adie c . s . (10)). 

4. De Warburg methode i s , door de grote spontane hydrolyse 
van sa r in in het gebruikte mil ieu, nainder geschikt voor 
nauwkeurige s a r inase bepalingen. 
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HOOFDSTUK 5 

DE HYDROLYSE VAN ^^P-SARIN, -SOMAN EN - D F P 
IN PLASMA 

5 . 1 . I n l e i d i n g 

La het voorgaande werd aangetoond dat de v r i e sd roog­
methode geschikt geacht mag worden voor het bes tuderen van 
de hydrolyse van lage concentrat ies sa r in in p lasma. Ook werd 
een aantal resul ta ten vermeld die betrekking hebben op de en­
zymatische hydrolyse van g ro te re concentrat ies sa r in in d iver ­
se p lasmasoor ten , die verkregen waren met een naeer conven­
tionele bepalingsmethode. Bij deze proeven werd geen enkele 
aanwijzing gevonden voor een versch i l in hydrolysesnelheid 
van de beide s t e r e o - i s o m e r e n . La dit hoofdstuk worden expe­
r imenten besproken waar in de hydrolyse, onder invloed van 
p l a s m a - s a r i n a s e . van lage concentrat ies sar in , soman en DFP 
werd bestudeerd met behulp van de vr iesdroogtechniek. Deze 
hebben geleid tot de conclusie dat dit enzym, in tegenstell ing 
tot de suggestie die van de resul ta ten van de Warburg exper i ­
naenten uitging, wel een duidelijke voorkeur heeft voor één van 
de s t e r e o - i s o m e r e n van sa r in . 

In de ee r s t e plaats werd het ver loop van de hydrolyse 
van 0,1 mM 32p_g-^j.ijj ^^ enige plasnaasoorten vergeleken; in 
p lasma van ra t , mens en nauis ve r l i ep deze duidelijk in twee 
fasen, in caviaplasma vertoonde de hydrolysecurve geen dui­
delijke knik. Vervolgens werd bij dezelfde p lasmasoor ten on­
derzocht welke invloed het r emmen van de sa r inase-ac t iv i t e i t 
naet pHMB had op de hydrolyse van sa r in . In alle gevallen 
ver loor deze het bifasische ka rak te r ; er had echter nog wel 
een v r i j snelle hydrolyse plaats , die s t e rke r w^as dan die van 
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sa r in in water bij dezelfde pH. Aangezien aangenomen moest 
worden dat deze hydrolyse ook optreedt bij de reac t ie in on­
behandeld plasma, werd getracht de oorzaak van deze spon­
tane hydrolyse te achterhalen. Als mogelijke oorzaken van de 
s te rke spontane hydrolyse, die ook in de Warburg experimenten 
was waargenomen (hoofdstuk 4), zagen wij een katalyse door 
zouten of door eiwitten, hetzij aspecifiek of specifiek door een 
tweede s a r i na se . Derhalve werd een studie gemaakt van de 
hydrolyse van sa r in in enige buffers en vrerd de invloed van 
albunaine nagegaan. 

Hoewel dit eiwit enigszins s t imulerend werkt , bleek dat 
de hoge hydrolysesnelheid voornameli jk toegeschreven moes t 
worden aan de in het plasma' aanwezige ionen. Getracht werd 
door het plasnaa tegen een geschikte buffer te d ia lyseren, de 
spontane hydrolyse tot redeli jke proport ies terug te brengen. 
Dit gelukte bij rat teplasnaa volledig. In mensep lasma bleef 
echter de hydrolyse, ook na behandeling met pHMB, hoger 
dan in een vergel i jkbare buffer. 

Voor een kinetische analyse van de sa r inase reac t i e s 
was het wenselijk dat ook de hydrolyse van de ee r s t e 50% van 
de sa r in kon worden gevolgd. Hiervoor werd in een aantal ex­
per imenten verdund plasma gebruikt; in andere werd de reac t ie 
bij 0° onderzocht. 

Vervolgens werd nagegaan hoe de hydrolyse verloopt , in­
dien een tiennaaal hogere , r e s p . l agere concentrat ie sa r in werd 
gebruikt (in de vorige proeven was deze steeds 0,1 mM). Bij 
0,01 mM werd ook bij caviaplasma een knik in de hydrolyse­
curve gevonden, bij 1 mM was deze alleen bij ratteplasnaa nog 
duidelijk waarneembaar , bij plasnaa van naens en muis was het 
bifasische karak ter nauwelijks naeer aanwezig. Dit versch i jn ­
sel kon in verband worden gebracht naet de sa r inase-ac t iv i te i t ; 
bij hoger wordende sa r in concentrat ies blijft het bifasische ka­
rak te r des te langer aanwezig naa rma te plasma met een hoge­
r e sa r inase-ac t iv i t e i t wordt gebruikt. 

Indien de opvatting dat de knik in de hydrolysecurven 
van sa r in veroorzaakt wordt doordat de beide s t e r e o - i s o m e r e n 
met verschi l lende snelheden door de sa r inase worden gespli ts t , 
juist i s , zou men verwachten dat een dergeli jke curve ook ge ­
vonden wordt, indien een verwante , eveneens a symmet r i s che 
organofosforverbinding als subs t raa t wordt gebruikt, echter 
niet bij een symmet r i sche verbinding. Dit werd geverif ieerd 
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Q 2 

door de hydrolyse in ra t t ep lasma te onderzoeken van P -
soman, dat a symmet r i s ch i s , en van de symmet r i sche verb in­
ding 32p_j)pp^ j)e resul ta ten waren volledig in ove reens tem­
ming met de hypothese. 

La hoofdstuk 3 werd reeds aangetoond dat de binding van 
de 3'^p aan de plasma-eiwit ten het onderzoek van de hydrolyse 
van 0,1 mM ^ ^ P - s a r i n niet of nauwelijks s toor t . Dit werd be ­
vestigd door de resul ta ten van experinaenten waar in de vorming 
van deze binding zoveel mogelijk werd onderdrukt door hef 
plasnaa tevoren te behandelen me t n ie t - radioac t ieve D F P . 

5 .2 . M e t h o d e n 

De meting van de hydrolyse van - ^ P - s a r i n , - soman en 
-DFPgesch iedde volgens de vr iesdroogmethode, zoals b e s c h r e ­
ven onder 2 . 2 . 1 . De experimenten, beschreven in 5 . 3 . 1 , -2 , 
-3 en -7 , maakten deel uit van proeven die niet in ee r s t e in­
stantie v/aren ontworpen om de sa r inas ewerking te bes tuderen . 
Hierdoor was het nodig, dat 1 minuut na toevoegen van het 
zenuwgas aan het p lasma, een hoeveelheid water (10% van het 
eindvolume) aan het incubatiemengsel werd toegevoegd. Het 
ee r s t e monster werd ongeveer een halve minuut hierna geno­
men. In de in het kader van het s a r inase onderzoek opgezette 
experinaenten, beschreven in 5 .3 .4 , - 5 , -6 en -8 , en 5 .4 .5 
en -6 werd het toevoegen van •water achterwege gelaten en kon 
het ee r s t e mons te r 1 minuut na toevoegen van het zenuwgas 
genonaen worden. 

De aldus gevonden percentages werden grafisch uitgezet 
tegen de tijd en de verkregen punten verbonden. Indien het 
ee r s t e meetpunt duidelijk een knik in de curve leek aan te 
geven werd het s tei le deel van de curve als onderbroken lijn 
getekend omdat, door het hier ontbreken van naeetpunten, de 
plaats van de knik niet exact bekend was . 

Daar in feite op de ordinaat het percentage niet-vluchtige 
-^^P is uitgezet werden de curven niet door de oorsprong ge ­
trokken, indien enig niet-vluchtig ma te r i aa l (meesta l 3-4%) in 
de 32p_g3^j.in oplossing, waarvan werd uitgegaan, aanwezig 
was . 

Dit geldt voor alle curven die vervaardigd zijn naet b e ­
hulp van de resul ta ten van de vr iesdroogmethode. 
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5 . 3 . V e r l o o p v a n d e h y d r o l y s e v a n 
i n p l a s n a a e n a n d e r e m e d i a 

32 
s a r i n 

P - s a r i n i n p l a s -
1.4, 

5 . 3 . 1 . H y d r o l y s e v a n 0 , 1 m M ^ ^ 
m a . Het plasnaa, ve rkregen zoals beschreven onder 2 
werd geïncubeerd met 0,1 naM ^ P - s a r i n en de hydrolyse hier­
van werd gevolgd met behulp van de vriesdroognaethode. De 
resul ta ten zijn weergegeven in fig. 2 (bovenste curven) waar in 
het percentage gehydrolyseerde sa r in is uitgezet tegen de t i jd . 
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Fig. 2 De hydrolyse van 0,1 mM ̂ ^P-sarin in plasma, 
o en • onbehandeld plasma 
4 en 4 met 1 mM pHMB behandeld plasma 

La p l a s m a v a n r a t , m e n s en m u i s i s op he t m o m e n t da t 
he t e e r s t e m o n s t e r kan w o r d e n genonaen, da t i s c a . 1,5 m i ­
nuut n a t o e v o e g e n v a n de s a r i n a a n he t p lasnaa , r e e d s o n g e v e e r 
55% v a n de s a r i n o m g e z e t , t e r w i j l de v e r d e r e h y d r o l y s e l a n g ­
z a m e r v e r l o o p t . La c a v i a p l a s m a w o r d t een m e e r g e l e i d e l i j k 
v e r l o p e n d e h y d r o l y s e gevonden . 
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5 . 3 . 2 . I n v l o e d v a n p - h y d r o x y m e r c u r i b e n z o a a t o p 
d e h y d r o l y s e v a n 0 , 1 m M 32p_g3^] .£ j^ ij^ p l a s m a . 
De sa r inase-ac t iv i te i t werd geremd door het p lasma te incu­
beren met 1 mM pHMB zoals beschreven in 2 . 2 . 6 . Vervolgens 
werd 32p_gar in toegevoegd en de hydrolyse hiervan bes tudeerd . 
De resul ta ten zijn in fig. 2 samengevat . Hierin geven de on­
ders te curven de hydrolyse weer van sa r in in p lasma dat is 
behandeld naet pHMB. 

Uit de resul ta ten van deze experimenten blijkt dat na 
renanaing van de sa r inase-ac t iv i te i t de hydrolyse van sa r in niet 
m e e r in twee duidelijk in snelheid verschi l lende fasen verloopt . 
Toch is de hydrolyse van sa r in niet volledig onderdrukt . Voor­
al in mensep lasma is hij nog vr i j groot . Hierin is na 30 m i ­
nuten incuberen met sa r in het percentage gehydrolyseerde sa r in 
prakt isch gelijk aan de waarde , bereikt in niet met pHMB b e ­
handeld plasma (ca. 90%); in het met pHMB behandelde r a t t e ­
p lasma wordt in deze tijd ca. 70% onazetting bere ik t ; in on­
behandeld ra t t ep lasma is dit percentage ca. 90. 

5 . 3 . 3 . N i e t - e n z y m a t i s c h e h y d r o l y s e v a n 0 , 1 m M 
32 P - s a r i n i n d i v e r s e m e d i a . Uit de hiervoor beschre­
ven experimenten blijkt, dat in plasma waarin de s a r i n a s e - a c ­
tiviteit is geremd met pHMB, nog een v r i j aanzienlijke hydro­
lyse van sa r in plaatsvindt (fig. 2). Nagegaan werd aan welke 
factoren dit kan worden toegeschreven. Hiertoe werd de hydro­
lyse bestudeerd in d iverse media , waarbi j de onder 2 . 2 . 1 b e ­
schreven methodiek werd toegepast , met dien vers tande , dat 
in plaats van plasma, water of buffer werd gebruikt. 

.-« " 

tijd (min) 

Fig. 3 
De hydrolyse van 0.1 mM ̂ 2?-sarin in diverse 
media. 
4—4 water 
*—* 0,01 M veronaal buffer pH 7, 8 
x-x O, 01 M tris buffer pH 7.8 
o—o ê o albumine in 0. 01 M veronaal buffer 
pH 7,8 
.—. KRB. 

De r e s u l t a t e n z i jn w e e r g e g e v e n in f ig . 3 . C u r v e ( A — A ) 
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toont de hydrolyse van O, 1 naM ^ ^ P - s a r i n in water (pH ca. 
6, 5); deze blijkt zeer gering te zijn. La 0,01 M veronaal buf­
fer , pH 7,8 ( c u r v e A — • ) wordt een sne l le re hydrolyse gevon­
den, die vergel i jkbaar is met de hydrolyse in 0,01 M t r i s -HCl , 
pH 7,8 (curve x—x). De reac t ie verloopt onder deze omstan­
digheden echter nog aanzienlijk langzanaer dan de hydrolyse in 
plasma dat is behandeld met pHMB (pH eveneens ongeveer 
7 ,8) . 

Aangezien het in p lasma aanwezige eiwit de spontane hy­
drolyse van sar in zou kunnen beïnvloeden, werd nagegaan wat 
het effect is op de hydrolyse van het toevoegen van enzyma­
t isch niet-actief eiwit aan een buffer. Hiertoe werd de hydro­
lyse van sa r in uitgevoerd in een 6% runde r se rum albumine 
oplossing in 0,01 M veronaal buffer, pH 7 ,8 (curve O—0). 
Hierin vindt een duidelijk ve rg ro te hydrolyse p laa ts . Behalve 
eiwitten bevat het p lasma ook nog aanzienlijke concentrat ies 
van d iverse ionen; de invloed hiervan werd nagegaan door de 
hydrolyse van 0,01 mM -^^P-sarin in Krebs-Ringer b i ca rbo­
naat buffer (KRB) te bes tuderen . De samenstel l ing van deze 
buffer is zodanig gekozen, dat de aard en de concentrat ie van 
de ionen zoveel mogelijk overeenkomen naet die in plasnaa (34). 
Li dit mil ieu werd een v r i j grote spontane hydrolyse w a a r g e ­
nomen, zoals blijkt uit curve (•—•), die vergeleken kan wor ­
den met de hydrolyse in ra t t ep lasma, behandeld naet pHMB 
(vergelijk fig. 2). La dit geval kunnen dus de ionen, aanwezig 
in het p lasma, geheel verantwoordeli jk gesteld worden voor 
de grootte van deze hydrolyse. La mensep lasma is de hydro­
lyse, die overblijft nadat de sa r inase is gerenad, echter s t e r ­
ker dan die in KRB. 

5 . 3 . 4 . I n v l o e d v a n d i a l y s e r e n o p d e h y d r o l y s e 
v a n 0 , 1 m M 32p_g3^j .^ j^ £j^ p l a s n a a . Uit de in de v o ­
r ige paragraaf beschreven experimenten volgt, dat de in p l a s ­
ma aanwezige ionen de hydrolyse van sa r in ka ta lyseren . Dit 
is in overeenstemming naet het werk van Cerfontain en Van 
Aken (41), die hebben gevonden, dat vooral door fosfaat en b i ­
carbonaat ionen de hydrolyse van sa r in s t e rk wordt gekataly­
see rd . 

Voor een nadere bestudering van de hydrolyse van sa r in 
onder invloed van sa r inase uit p lasma was het wenselijk dat 
de spontane hydrolyse zoveel naogelijk kon worden onderdrukt . 
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Het was dus nodig deze ionen uit het plasma te verwijderen. 
Daarom werd nagegaan hoe de hydrolyse van sa r in verloopt 
in p lasma van ra t en mens , dat gedialyseerd is tegen een 
O, 01 M t r i s buffer. Dit ver loop werd vergeleken met de hy­
drolyse van sa r in in het niet gedialyseerde p lasma. Bovendien 
werd in beide gevallen de invloed op de hydrolyse nagegaan 
van het renamen van de sa r inase-ac t iv i t e i t . De experimenten 
werden uitgevoerd met r a t t e - en mensep lasma . Hiervan w e r ­
den port ies van 5-10 ml bij 4° gedurende 24 uur gedialyseerd 
tegen 250 ml van een oplossing van 0,9% NaCl in 0,01 M t r i s -
HCl bviffer, pH 7 ,8 ; de buffer werd in deze periode 3 x v e r ­
v e r s t . Waar dat gewenst was werd de sa r inase-ac t iv i te i t ge ­
remd door incuberen met 1 mM pHMB (volgens 2 . 2 . 6 ) . De 

P - s a r i n concentrat ie bedroeg 0,1 naM. In deze experimenten 
bleef het toevoegen van water aan het p lasma achterwege. 
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Fig, 4 De hydrolyse van 0,1 mM ̂ ^P-sarin in al dan niet gedialyseerd plasma, 
o en * onbehandeld plasma 
4 en 4 met 1 mM pHMB behandeld plasma. 

La f ig . 4 z i jn de r e s u l t a t e n w e e r g e g e v e n . D e z e b e v e s t i ­
gen de in 5. 3 . 1 b e s c h r e v e n e x p e r i m e n t e n en t onen a a n da t ook 
1 m i n u u t n a t o e v o e g e n v a n s a r i n a a n p l a s m a r e e d s 50% v a n 
de s a r i n is onagezet (in 5 . 3 . 1 w e r d he t e e r s t e m o n s t e r pas 
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na 1,5 minuut genomen). De. hydrolyse van sa r in in gedialy­
seerd plasma verloopt, in de langzanae fase, duidelijk lang­
zamer dan in onbehandeld p lasma. In het gedialyseerde r a t t e ­
plasma, behandeld naet pHMB, is de hydrolyse van sa r in on­
geveer even groot als in een 6% albunaine oplossing in 0,01 M 
veronaal buffer pH 7,8 (zie fig. 3, curve 0—0); de s a r i n a s e -
activiteit is dus inderdaad door de pHMB volledig gerenad. Ook 
in mensep lasma blijkt na d ia lyseren en behauidelen met pHMB 
de snelle initiële hydrolyse van sa r in verdwenen te zijn, m a a r 
de sa r in wordt nog wel snel ler gehydrolyseerd dan in r a t t e ­
p lasma dat op dezelfde wijze is behandeld, en dus ook snel ler 
dan in de buffer met 6% albunaine. Het is niet duidelijk w a a r ­
door deze extra hydrolyse wordt veroorzaakt ; deze exper imen­
ten maken het echter onwaarschijnlijk dat bepaalde ionen in 
mensep lasma hiervoor verantwoordeli jk zijn. 

5 . 3 . 5 . H y d r o l y s e v a n 0 , 1 m M ^ ^ P s a r i n i n v e r 
d u n d r a t t e p l a s m a . De tot dusve r r e beschreven bepal ings­
methode van de grootte van de hydrolyse van sa r in in plasma 
van enkele d ie rsoor ten lever t om technische redenen geen'enkel 
meetpunt op in het snel stijgende e e r s t e deel van de curve . 
Het is dus nog niet mogelijk een indruk te krijgen over de 
verhouding tussen de snelheden waa rmee de beide conaponen-
ten van s a r in klaarblijkelijk worden omgezet . 

Teneinde het ver loop van de hydrolyse van de snel le com­
ponent van s a r in nader te kunnen bestuderen, werd de reac t ie 
uitgevoerd met verdund ra t t ep lasma, dus bij een lagere enzym 
concentrat ie . Hiertoe werd ra t t ep lasma 5, r e s p . 10 x verdund 
met een 0,9% oplossing van NaCl in water . Het ver loop van 

ti)d Cmin) 

Fig. 5 
De hydrolyse van 0.1 mM ^^P-sarin in verdund 
ratteplasma. 
•—• plasma, 5x verdund 
o—o plasma, lOx verdund 
X—X gedialyseerd plasma. lOx verdund 
4—4 metl mMpHMB behandeld gedialyseerd 
plasma, lOx verdund. 
In alle gevallen werd verdund met 0. ÏPlo NaCl. 
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de hydrolyse van 0, 1 naM P - s a r i n in dit verdunde plasma 
werd gemeten zoals beschreven onder 5 . 3 . 4 . Tevens werd een 
experinaent met gedialyseerd plasma (zie hiervoor 5 .3 .4) ui t ­
gevoerd, dat 10 X verdund was met 0,9% NaCl. La een bijbe­
horend controle experiment werd het p lasma tevoren met 1 mM 
pHMB behandeld (volgens 2 . 2 . 6 ) . F ig . 5 geeft de resul ta ten 
van deze experimenten weer . Inderdaad blijkt het mogelijk op 
deze wijze enkele meetpunten te verkr i jgen in het gebied t u s ­
sen O en 50% hydrolyse . Voor de v e r d e r e analyse van deze 
gegevens wordt verwezen naar 5 . 6 . 

32 P - s a r i n i n r a t 5 . 3 . 6 . H y d r o l y s e v a n 0 , 1 m M 
t e p l a s m a b i j 0 ° . De tot nu toe vermelde experimenten 
werden alle uitgevoerd bij 37°. De enzymatische hydrolyse van 
sa r in kan ook ver t raagd worden door de tempera tuur van het 
reactienaengsel te ver lagen. Daarom werden proeven gedaan 
bij een tempera tuur van 0° , waarvan de resul ta ten zijn n e e r ­
gelegd in fig. 6. Deze experimenten, met O, 1 mM ^^P-saLrin 
in ra t t ep lasma, werden uitgevoerd als beschreven onder 5 . 3 . 4 . 
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32r Fig. 6 De hydrolyse bij 0° van 0,1 mM^^p 
sarin in ratteplasma. 

De h y d r o l y s e v ind t , z o a l s v e r w a c h t naag w o r d e n , l a n g z a m e r 
p l a a t s dan in o v e r e e n k o m s t i g e e x p e r i m e n t e n , u i t g e v o e r d b i j 
3 7 ° . Op d e z e w i j z e w e r d e c h t e r s l e c h t s één m e e t p u n t v e r k r e ­
gen in h e t s t e i l e s t u k v a n de h y d r o l y s e c u r v e . De expe r inaen t en 
naet v e r d u n d p l a snaa (5.3.5) z i jn dus b e t e r g e s c h i k t o m de v e r ­
houding v a n de . s n e l h e d e n , w a a r n a e e de b e i d e c o m p o n e n t e n v a n 
s a r i n k l a a r b l i j k e l i j k w o r d e n onagezet , t e b e s t u d e r e n . 

49 



3 2 5 . 3 . 7 . H y d r o l y s e v a n 0 , 0 1 e n 1 m M P - s a r i n 
i n p l a s m a . De tot nu toe beschreven experimenten, waarbi j 
aanwijzingen voor een s tereospecif ieke hydrolyse van sa r in in 
plasma werden gevonden, werden al le uitgevoerd met 0,1 mM 
sar in . Manometr ische experimenten, uitgevoerd met 0,01 M 
sar in (4.4), wezen niet o p e e n stereospecif ieke hydrolyse van 
sar in ; er werd namelijk geen bifasisch verlopende hydro lyse­
curve gevonden. Getracht werd een aansluiting tussen de r e ­
sultaten van deze twee experimenten te verkr i jgen door de in­
vloed van de sa r in concentrat ie op de v o r m van de hydro lyse­
curve nader te onderzoeken; bij dit onderzoek werd de v r i e s ­
droogmethode gebruikt . Hierbij werd, op de in 2 . 2 . 1 b e s c h r e ­
ven wijze, de hydrolyse bestudeerd van 0,01 r e s p . 1,0 naM 
• ' P - s a r i n in plasnaa van ra t , naens, muis en cavia. De r e ­
sultaten van deze experimenten zijn weergegeven in fig. 7 en 
8. 
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Fig. 7 De hydrolyse van O, 01 mM P-sarin in plasma, 

Indien wi j de in d e z e f i g u r e n v o o r k o m e n d e c u r v e n v e r ­
ge l i jken m e t d i e , gevonden m e t O, 1 m M s a r i n (fig. 2) , dan 
v a l t op , dat in de e x p e r i m e n t e n m e t O, 01 m M s a r i n (fig. 7) 
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alle curven een bifasisch ver loop hebben. In de experimenten 
naet 0,1 mM sa r in (fig. 2) is dit al leen het geval waar p l a s ­
naa van ra t , naens en muis gebruikt werd terwij l met 1 naM 
sar in (fig. 8) nog slechts bij r a t t ep lasma een duidelijke knik 
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32 Fig. 8 De hydrolyse van 1 mM P-sarin in plasma. 

in d e h y d r o l y s e c u r v e o p t r e e d t ; in de a n d e r e p l a s m a s o o r t e n v ind t 
een m e e r g e l e i d e l i j k v e r l o p e n d e h y d r o l y s e p l a a t s . E r b e s t a a t 
een du ide l i j ke r e l a t i e t u s s e n de s a r i n a s e - a c t i v i t e i t e n v a n de 
p l a s n a a s o o r t e n ( t abe l 5) en de s a r i n c o n c e n t r a t i e w a a r b i j nog 
een knik in de h y d r o l y s e c u r v e n o p t r e e d t : b i j h o g e r e s a r i n c o n ­
c e n t r a t i e s blijft de knik in de h y d r o l y s e c u r v e he t l a n g s t g e ­
handhaafd in de e x p e r i m e n t e n naet p l a s m a naet he t h o o g s t e s a ­
r i n a s e g e h a l t e i . c . he t r a t t e p l a s m a . 

5 . 3 . 8 . I n v l o e d v a n r e m m i n g v a n d e s a r i n a s e - a c -
o ç_^ 

t i v i t e i t o p d e h y d r o l y s e v a n 0 , 0 1 naM ^ ^ P - s a r i n 
i n r a t t e p l a s m a . Bij het gebruik van de vriesdroognaethode 
voor het bepalen van het percentage gehydrolyseerde sa r in 
wordt ervan uitgegaan dat alle niet-vluchtige ^^P afkonastig is 

51 



3 2 van gehydrolyseerde P - s a r i n en dat er geen noemenswaardige 
binding van 32p ^^^^ plasma-bestanddelen optreedt . La hoofdstuk 
3 werd aangetoond dat deze aannanae gerechtvaardigd i s , wan­
neer wordt gewerkt bij een concentrat ie van 0,1 naM - ' '^P-sarin. 
Met behulp van Sephadex-gelfi l tratie werd echter gevonden dat 
in ra t tep lasma, dat geïncubeerd wordt met 0,01 mM ^ P - s a r i n , 
na ca. een half uur 35% van de totale radioactivi tei t gebonden 
is aan eiwitten (3 .4 , tabel 3). Dit percentage mag zeker niet 
verwaar loosd worden. Ook in caviaplasma werd een, wel iswaar 
ger ingere , naaar toch v r i j aanzienlijke binding van 32p aan 
eiwitten geconstateerd (11%), indien 30 minuten met 0,01 mM 
^ P - s a r i n werd geïncubeerd; bij mensep lasma bleef dit v e r ­
schijnsel binnen redeli jke grenzen (7%). De hydrolysecurven 
van O, 01 mM sa r in in plasnaa, zoals weergegeven in fig. 7, 
geven dus niet s teeds een juist beeld van de hydrolyse van 
sa r in onder de heersende omstandigheden en zouden dus ge­
cor r igee rd moeten worden voor de aan eiwit gebonden 32p^ 
Hiervoor zou het nodig zijn het ver loop van de binding tijdens 
de incubatie te kennen. De meting hiervan is echter niet een -
voudig, aangezien hiervoor een methode beschikbaar moet zijn, 
waarmee men vri jwel momentaan de vr i je en de gebonden 32p 
van elkaar kan scheiden. De inethoden die wij beproefd hebben, 
te weten nee r s l aan van de eiwitten met zoutzuur-aceton en 
scheiden over IRC 50, brengen met zich mee dat het p lasma 
moet worden aangezuurd; hierbi j wordt echter een groot ge­
deelte van de gebonden 32p -weer afgesplitst . Bij gebruik van 
Sephadex en bij d ia lyseren worden de eiwitten en het l aagmo­
lecula i re ma te r i aa l geleidelijk van elkaar gescheiden en b l i j ­
ven, althans voor een deel, nog geru ime tijd naet elkaar in 
contact. Al deze methoden zijn dus niet geschikt voor het on­
derzoek van de 32p_bin(jing in de ee r s t e fase van de incubatie. 

Wij hebben daarona getracht op een andere manie r een 
indruk te krijgen van de naate waar in de hydrolysecurven van 
0,01 mM sa r in gestoord worden door de binding aan plasnaa 
bestanddelen, nanaelijk door deze hydrolysecurven te v e r g e l i j ­
ken met die, welke verkregen worden indien O, 01 mM sa r in 
wordt geïncubeerd met p lasma waarvan de sa r inase-ac t iv i t e i t 
is geremd naet pHMB. Aangezien gevonden werd dat de groot­
ste binding aan eiwit in rat teplasnaa plaatsvindt, werd het ex­
per iment met dit p lasma uitgevoerd. 

Van een hoeveelheid ra t t ep lasma werd de ene helft ge ­
ïncubeerd met 1 mM pHMB teneinde de sa r inase -ac t iv i t e i t vol -
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ledig te remnaen (zie 2 .2 .6 ) en de andere heKt werd op ge ­
lijke wijze behandeld, al leen werd pHMB uit de gebruikte gly­
cylglycine buffer weggelaten. Vervolgens werden beide meng­
sels geïncubeerd met O, 01 mM ^ ^ P - s a r i n en werd de hydro­
lyse bestudeerd volgens 5 . 3 . 4 . De resul ta ten zijn weergegeven 
in fig. 9. 

tijd (min) 

Fig. 9 
De hydrolyse van 0,01 mM ̂ ^p-sarin in met 
ImM pHMB beliandeld ratteplasma. 

3 "̂" 4 en 4 met pHMB behandeld plasma 
o en • plasma zonder pHMB. 

Ook b i j d e z e c o n c e n t r a t i e s a r i n heef t de renanaing v a n de 
s a r i n a s e een du ide l i j k effect op de vo rna v a n de h y d r o l y s e ­
c u r v e , d i e z i ch u i t in h e t a c h t e r w e g e b l i jven v a n h e t s t e i l e 
d e e l . Van m e e r b e l a n g in v e r b a n d m e t he t zo j u i s t b e s p r o k e n e 
zi jn e c h t e r de g e g e v e n s b e t r e f f e n d e de h o e v e e l h e i d gebonden 
3 2 p d i e u i t de o n d e r s t e c u r v e v a n f ig . 9 kunnen w o r d e n a f g e ­
l e i d . Door e x t r a p o l a t i e v a n de c u r v e kan u i t de g r a f i e k w o r ­
den g e c o n c l u d e e r d da t op t i j d s t i p O c a . 10%i v a n de t o e g e v o e g ­
de 3 ^ p in n i e t - v l u c h t i g e v o r m a a n w e z i g w a s . A a n g e z i e n de g e ­
b r u i k t e s a r i n r e e d s 4% n i e t - v l u c h t i g e 3 2 p b e s t a n d d e l e n b e v a t t e , 
s u g g e r e e r t d i t een z e e r s n e l l e b ind ing v a n 5-6% v a n de 3 2 p a a n 
e iwi t . D e z e w o r d t dan gevolgd door een g e l e i d e l i j k e t o e n a m e 
v a n di t p e r c e n t a g e to t 35 na 30 m i n u t e n ( t abe l 3) . In een h i e r 
n i e t v e r n a e l d e x p e r i m e n t w a a r i n g e b r u i k w e r d g e m a a k t v a n 
Sephadex w e r d gevonden da t pHMB de a d s o r p t i e en b inding 
v a n 3 2 p _ g a r i n n i e t b e ï n v l o e d t (de m e e s t e P w o r d t gebonden 
a a n a l i e s t e r a s e , d ie n i e t gevoe l ig i s v o o r pHMB) . 

De c o n c l u s i e l i jkt dus gewet t igd da t de h y d r o l y s e c u r v e n 
v a n 0,01 m M s a r i n in p l a s m a w e l i s w a a r een c o r r e c t i e d i e n e n 
t e o n d e r g a a n , doch da t d e z e c o r r e c t i e in de b e g i n f a s e b e t r e k ­
ke l i jk g e r i n g i s en in i e d e r g e v a l h e t b i f a s i s c h e k a r a k t e r o n ­
a a n g e t a s t l a a t . Ook b i j d e z e c o n c e n t r a t i e i s h e t dus de s a r i ­
n a s e d i e v e r a n t w o o r d e l i j k m o e t w o r d e n g e a c h t v o o r de s n e l l e 
h y d r o l y s e v a n een g r o o t d e e l v a n de a a n w e z i g e s a r i n . 
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5.4 . H y d r o l y s e v a n 
t e p l a s m a 

32 P - s o n a a n e n - D F P i n r a t 

Indien de veronders te l l ing juist is dat de snelle hydro­
lyse van ca. 50% van de sa r in in plasnaa berus t op de spec i ­
fieke voorkeur van sa r inase voor één van de twee s t e r e o - i s o ­
meren , zou naen een analoog verloop van de hydrolyse verwach­
ten indien plasnaa wordt geïncubeerd met sonaan; deze verb in­
ding is te beschouwen als een homoloog van sar in en bezit 
eveneens een a symmet r i s ch P-atoona. Daarentegen zou de hy­
drolyse van D F P niet het bifasische ver loop naogen vertonen, 
onadat deze verbinding geen asymnaetr isch P - a t o o m bevat. 
Deze redenering berus t op de veronders te l l ing dat deze stof­
fen door hetzelfde enzym worden gespl i ts t als sa r in . Zoals in 
hoofdstuk 1 is aangegeven, bestaan hiervoor goede gronden. 

32 Li onze experimenten werd gebruik genaaakt van P -
soman en ^ P - D F P . De verbindingen bleken voldoende vluchtig 
te zijn om door middel van vr iesdrogen uit het incubatiemeng­
sel verwijderd te kunnen worden (kpt. sonaan ca. 190°, DFP 
183°); de hydrolyseprodukten bleken niet vluchtig te zijn. De 
proeven konden derhalve geheel volgens de in 2.2.1 beschreven 
methode worden uitgevoerd, met dien vers tande dat nu de s top­
vloeistof n ie t - radioact ieve sonaan of DFP bevat te . Sonaan werd 
uitsluitend in een concentrat ie van O, 1 mM geïncubeerd met 
plasma, DFP werd in concentrat ies van 0,1 en 0,01 mM ge­
bruikt . La al le gevallen werd de hydrolyse in ratteplasnaa on­
derzocht . 
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Fig. 10 De hydrolyse van 0,1 mM P-soman 
in ratteplasma. 

De r e s u l t a t e n z i jn s anaengeva t in f ig . 10 en 1 1 . H i e r u i t 
b l i jk t da t de h y d r o l y s e van 0,1 naM s o m a n in r a t t e p l a s n a a g e -
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heel analoog verloopt aan die van sa r in . Er t reedt ook hier 
een bifasisch ver loop op. Bij de hydrolyse van O, 1 naM DFP 
in ratteplasnaa vertoont de hydrolysecurve geen knik. Duidelij­
ker is dit nog te zien in de experimenten met 0,01 mM D F P . 
Deze resul ta ten geven dus e e n . v e r d e r e steun voor de theorie 
dat de knik in de hydrolysecurve berus t op s tereospecif ici te i t 
van s a r i n a s e . 

t i jd (min) 

Fig. 11 De hydrolyse van 0,01 en 0.1 mM ^^P-
DFP in ratteplasma. 
4 en 4 0.01 mM DFP 
o en . 0.1 mM DFP, 

3 2 5 . 5 . V e r l o o p v a n d e h y d r o l y s e v a n 0 , 1 naM P -
s a r i n i n r a t t e p l a s m a , t e v o r e n b e h a n d e l d m e t 
n i e t - r a d i o a c t i e v e D F P 

Uit de o n d e r 3 . 4 genoenade e x p e r i m e n t e n b l i jk t da t b i j 
i n c u b a t i e v a n p lasnaa m e t O, 1 m M 3 2 p _ g a r i n een h o e v e e l h e i d 

P a a n e iw i t t en w o r d t gebonden d i e e c h t e r b e t r e k k e l i j k g e ­
r i n g i s , zoda t op g r o n d h i e r v a n g e e n v e r k e e r d e g e v o l g t r e k ­
k ingen u i t de p roef r é s u l t a t en g e m a a k t kunnen w o r d e n . Dit kon 
w o r d e n b e v e s t i g d in e x p e r i m e n t e n w a a r i n he t v e r m o g e n v a n 
pla s m a - e i w i t t en o m ~ ' ' ^P-sa r in t e b inden w e r d o n d e r d r u k t , door 
h e t p l a s m a t e v o r e n m e t n i e t - r a d i o a c t i e v e D F P t e b e h a n d e l e n . 
Uit h i e r n i e t v e r m e l d e e x p e r i n a e n t e n b l e e k da t D F P z i c h in 
d e z e l f d e m a t e a a n p l a s n a a - e i w i t t e n b ind t a l s s a r i n ; aangenonaen 
w e r d da t h e t z i c h aan deze l fde e iwi t t en b ind t . 

O m de b l o k k a d e v a n d e z e e iwi t t en te b e w e r k s t e l l i g e n w e r d 
2 , 7 m l r a t t e p l a s m a g e d u r e n d e 1 u u r g e ï n c u b e e r d m e t 0 , 3 nal 
1 m M D F P b i j 3 7 ° . E r m a g w o r d e n a a n g e n o m e n da t in d e z e 
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periode de binding van DFP aan eiwitten zijn beslag heeft ge ­
kregen. Uit proeven, beschreven in 5 .4 , blijkt dat na 1 uur 
incuberen vri jwel geen onveranderde DFP m e e r over i s , zo ­
dat voor interferent ie van niet omgezette DFP met de reac t i e 
tussen sa r inase en sa r in niet gevreesd behoefde te worden. 
Vervolgens werd aan 1,62 nal van dit incubatienaengsel 0,18 ml 
1 mM 32p_garin toegevoegd en de hydrolyse hiervan op de in 
2 . 2 . 1 beschreven manier gevolgd. La een controle experiment 
werd 2,7 m l plasnaa geincubeerd met 0,3 ml water en ove r i ­
gens op identieke wijze behandeld. 
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Fig. 12 De hydrolyse van 0,1 mM ̂ ^P-sarin in 
met 0.1 mM niet-radioactief DFP behan­
deld ratteplasma. 

• met DFP behandeld plasma 
o plasma zonder DFP 

F i g . 12 geef t de r e s u l t a t e n v a n d e z e e x p e r i m e n t e n w e e r . 
Indien een s i g n i f i c a n t e h o e v e e l h e i d s a r i n a a n e iwi t gebonden 
zou w o r d e n , zouden de h y d r o l y s e c u r v e n v a n h e t o n b e h a n d e l d e 
p l a s m a o p e e n h o g e r n i v e a u naoeten l i ggen dan d ie v a n h e t m e t 
D F P b e h a n d e l d e p l a s m a . Dit b l i jk t n i e t he t g e v a l t e z i j n . Ze l f s 
loopt in di t en a n d e r e h i e r n i e t v e r m e l d e e x p e r i m e n t e n de o m ­
ze t t i ng v a n s a r i n in naet D F P b e h a n d e l d p l a s m a s t e e d s i e t s 
s n e l l e r dan in onbehande ld p l a s m a . Ook de r e s u l t a t e n v a n de 

32 h i e r b e s c h r e v e n e x p e r i m e n t e n w i j z e n u i t da t b ind ing v a n P 
a a n e iwi t t i j dens de i n c u b a t i e v a n r a t t e p l a s m a m e t O, 1 m M 
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•3 O 

P - s a r i n niet in zo s t e rke mate optreedt , dat hierdoor een 
32 

schi jnbare toename van de bij de hydrolyse vri jkomende -""P-
hydroxysar in wordt teweeggebracht die het e indresul taat m e r k ­
baar beïnvloedt. 

5 .6 . B e s p r e k i n g v a n d e r e s u l t a t e n 

De in dit hoofdstuk behandelde resu l ta ten zijn voor een 
groot gedeelte afkomstig van controle experimenten, behorende 
bij een ander onderzoek (24-26, 28). Toen duidelijk werd dat 
de hydrolyse van sa r in in plasma een bijzonder ver loop had, 
werden deze gegevens verzanaeld en aangevuld in een aantal 
ger ichte experimenten waar in dit verschi jnse l nader werd on­
derzocht . De gecombineerde resul ta ten laten er geen twijfel 
aan bestaan dat de snel le hydrolyse van ongeveer de helft van 
de sa r in in de onderzochte p lasmasoor ten moet worden toege­
schreven aan de werking van s a r i na se . Het voornaamste a rgu-
naent hiervoor is het feit dat pHMB, in een concentrat ie die 
de sa r inase-ac t iv i t e i t volledig r emt , deze snelle onazetting ge­
heel onderdrukt en de hydrolyse , in gedialyseerd plasnaa , 
terugbrengt tot het niveau van de ontleding in een vergel i jk­
b a r e albunaine oplossing in buffer (fig. 3 en 4). Een tweede 
aanwijzing is het duidelijke verband tussen de mate waar in het 
verschi jnse l zich voordoet en de activiteit van de aanwezige 
s a r inase van de verschi l lende plasnaasoorten. 

De mogelijkheid dat onze waarnemingen voortvloeien uit 
onvolkomenheden in de gebruikte naethodiek wordt uitgesloten 
door de resul ta ten van de verschi l lende controle experimenten. 
La de experimenten waar in de concentrat ie vaji de sa r in 0,1 mM 
i s , blijkt de omzetting in p lasma van sa r in in niet-vluchtige 
produkten voor naeer dan 90% door hydrolyse te worden v e r ­
oorzaakt; in experimenten waar in de concentrat ie van de sa r in 
0,01 mM is , t reedt wel iswaar een niet s teeds ve rwaar loosba re 
binding aan eiwit op, m a a r deze binding blijkt in de ee r s t e 
minuten nog niet zo groot te zijn dat dit een verk lar ing kan 
geven voor de snelle omzetting van ca. 50% van de sa r in . 

Indien wij t rachten het ver loop van de hydrolyse nader 
te analyseren door in de d iverse experimenten de logar i tme 
van het percentage n ie t -gehydrolyseerde sa r in (in feite 100 -
% niet-vluchtige 32pj ^ ^ ^^ zetten tegen de duur van de in­
cubatie, dan vinden wij in de mees t e gevallen een l inea i re af-
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nanae, hetgeen wijst op een reac t i e van de ee r s t e orde wat 
sa r in betreft . Enige voorbeelden hiervan zijn gegeven in fig. 
13. Uit de hellingen van de rechten die zo goed naogelijk aan 
de experimentele punten zijn aangepast , kunnen de sne lhe ids-
constanten (k) van de betreffende reac t ies worden berekend. 
Dit is voor een aantal experimenten gedaan; de gegevens zijn 
samengevat in tabel 7. 

tijd (min) 

Fig. 13 Onderzoek naar het eerste orde karakter van de hydrolyse van 0.1 mM 32p-sarin. 
a) »—V 0,01 M veronaal buffer pH 7,8; +-• 0,01 M tris buffer pH 7.8; .—. 6% 

albumine in veronaal buffer pH 7, 8(resultaten van fig. 3) 
4—4 met pHMB behandeld caviaplasma; o—o caviaplasma (resultaten van fig. 2) 

b) o—o gedialyseerd ratteplasma; 4—4 gedialyseerd, met pHMB behandeld ratteplas­
ma (resultaten van fig. 4) 

c) 0—0 muizeplasma; 4—4 met pHMB beliandeld muizeplasma (resultaten van fig. 2) 
d) 0—0 gedialyseerd menseplasma; 4—4 gedialyseerd, met jaiMB behandeld mense-

plasma (resultaten van fig. 4) 
Elk punt geeft het gemiddelde aan van twee waarnemingen. 

Voorzover het de experinaenten in de d iverse buffers b e ­
treft vinden wij op deze wijze de k die behoort bij de spon­
tane hydrolyse in het beschouwde mil ieu. Bij de proeven met 
plasnaa is de gevonden snelheidsconstante sanaengesteld uit de 
k voor de spontane hydrolyse, de constante voor de langzame 

58 



Tabel 7 

Snelheids constanten voor de hydrolyse van O, 1 mM sar in , 
sonaan en DFP in d ive rse media 

3 
k (10 min 

in plasma 

48,3 
32 ,5 
65 ,8 
36,2 
34,1 
56,0 

6 , 6 
20,2 

' ) k ( 1 0 " ' ' m i n ' ^ ) 
in plasnaa + pHMB 

Sarin 

ra t (fig. 4) 
ra t , gedialyseerd (fig. 4) 
mens (fig. 4) 
naens, gedialyseerd(fig. 4) 
muis (fig. 2) 
cavia (fig> 2) 
ra t , 0° (fig. 6) 
ra t , gedialyseerd (fig. 5) 

(10 X verdund) 

Soman 

r a t 

DFP 

ra t 

(fig. 10) 

(fig. 11) 

30,6 

30,8 

38,4 
11,4 
64,9 
31,2 
32,2 
51,6 

2,7 

k ( lO '^min ' ^ ) 
in buffer 

Sarin 

0,01 M veronaal (Na), pH 7 ,8 (fig. 3) 
0,01 M t r i s (Cl), pH 7 , 8 (fig. 3) 
6% albumine in 0,01 M veronaal 

(Na), pH 7 ,8 (fig. 3) 

2^9 

12,2 

enzynaatische hydrolyse en een bijdrage van de geleidelijk t oe -
nenaende binding aan eiwitten. Het is niet waarschijnl i jk dat 
deze laa ts te component zelf een zuiver e e r s t e - o r d e karak ter 
zal bezit ten. Daar deze bijdrage in de experimenten met O, 1 
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mM sa r in betrekkeli jk gering i s , zal dit echter weinig s toren . 
Bij de hydrolyse van 0,01 naM sar in in ra t tep lasma wordt geen 
zuivere e e r s t e - o r d e reac t i e gevonden (fig. 14a), wat mogelijk 
kan worden ve rk laa rd door de relatief grote binding van sa r in 
aan eiwit in deze experinaenten (tabel 3). Bij de hydrolyse van 
0,01 mM " P - s a r i n in caviaplasma, waar in de binding aan e i ­
wit veel ger inger i s , vinden wij wel een l ineair verband tussen 
de logar i tme van (100 - % niet-vluchtige ^^p) gn de incubatie­
tijd (fig. 14b). 

-1—r-
20 

tijd (min) 

Fig. 14 Onderzoek naar het eerste orde karakter van de hydrolyse van 0.01 mM ^^P-sarin. 
a) o—o ratteplasma; 4—4 met pHMB behandeld ratteplasma (resultaten van fig. 9) 
b) 0—0 caviaplasma (resultaten van fig. 7) 
Elk punt geeft het gemiddelde aan van twee waarnemingen. 

La onze experimenten is gebleken dat bij s a r inase een 
hoge subs t raa t concentrat ie (>0,01 M) nodig i s , wil het enzym 
verzadigd raken met subs t raa t ; de K^^ is dus groot. Indien de 
werking van het enzym met Michael is-Menten kinetiek b e s c h r e ­
ven mag worden zal bij de lage sa r in concentrat ie die in onze 
experinaenten is gebruikt de enzymatische hydrolyse voor de 
beide s t e r e o - i s o m e r e n van sa r in inderdaad het karak ter van 
een reac t ie van de e e r s t e orde hebben. 

Bij plasnaa, waar in de sa r inase-ac t iv i te i t volledig is ge­
remd door pHMB, meten wij de k voor de spontane hydrolyse 
in plasma, in combinatie met de binding aan eiwitten. 
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Wij gaan er vanuit dat sa r in bestaat uit twee conaponen-
ten (Sj en S2) die met ongelijke snelheid door s a r inase wor ­
den gehydrolyseerd in r eac t i e s van de ee r s t e orde ( reac t i e ­
constanten kj en kp) en dat h ie rnaas t een e e r s t e - o r d e reac t ie 
(de spontane hydrolyse) optreedt waar in beide componenten niet 
worden onderscheiden (kg). De hydrolyse van beide conaponen-
ten verloopt dus als een r eac t i e van de ee r s t e orde , die van 
Sj met de snelheidsconstante K, = ki + ko, die van 82 met 
K2 = k2 + kg. De in tabel 7 opgenomen getallen geven dus de 
waarden voor K2 aan. Uit deze waarden valt af te leiden dat 
in gedialyseerd rat teplasnaa een goede remnaing van de totale 
sa r inase-ac t iv i te i t door pHMB plaatsvindt; de snelheidsconstante 
na remming is prakt isch gelijk aan die gevonden in een 6% 
albunaine oplossing in veronaal buffer. La gedialyseerd m e n s e ­
plasma t reed t een overeenkomstig effect niet op. Hier in wordt 
K2 nauwelijks beïnvloed door remming van de sa r inase door 
incubatie met pHMB. Wel wordt de enzymatische hydrolyse 
van de snelle component van sa r in geremd, zoals uit fig. 13 
blijkt. Mogelijk vindt h ier in nog hydrolyse van sa r in plaats die 
gekatalyseerd wordt door een enzyna dat niet door pHMB wordt 
geremd. Dit is in overeenstemming met de resul ta ten van Erdös 
en Boggs (19). Deze auteurs vonden een dergeli jk versch i jn ­
sel in mensep lasma met betrekking tot de enzynaatische hydro­
lyse van paraoxon, zoals in hoofdstuk 1 werd ve rmeld . 

Li n ie t -gedia lyseerd r a t t e - en mensep lasma is de invloed 
van de behandeling met pHMB op K2 ger ing. Ook in n i e t - g e -
dia lyseerd mu ize - en caviaplasma wordt de K2 slechts weinig 
beïnvloed door incubatie van het plasnaa met pHMB. Deze ex­
per imenten werden echter niet herhaald met gedialyseerd p l a s ­
naa, waardoor de in terpre ta t ie moeil i jker wordt. Verlaging van 
de tempera tuur waarbi j de reac t ie plaatsvindt van 37° tot 0° 
geeft een verlaging van K2 in ra t t ep lasma van 48,3 naar 6,6. 
Voor O, 1 mM DFP en soman worden in ratteplasnaa waarden 
voor K2 gevonden die wat lager liggen dan die voor sa r in . 

Het e e r s t e - o r d e karak te r van de hydrolyse van sa r in in 
p lasma biedt de naogelijkheid de fract ie sa r in die snel wordt 
gehydrolyseerd vr i j exact te bepalen. De beide conaponenten 
van sa r in worden voorgesteld door S^ en S2. waarbi j : 

S = S^ + S^ (1) 

61 



De hydrolyse van S, verloopt met de react ieconstante : 

Kj = k^ + k3 (2) 

De hydrolyse van S2 verloopt met de react ieconstante : 

K^ = k^ + k3 (3) 

Indien de f ract ies van Sĵ  en S2 in de oorspronkeli jke sa r in 
oplossing worden aangeduid met fĵ  en f2. wordt de reac t ie 
beschreven door de volgende vergeli jking: 

-K , t -K2t 
log ( S / S Q ) = log (f̂  e + f2 e ) (4) 

-Kjt 
Indien kj » k2 zal Kj » K2 en zal de t e r m e bij toenemen 
van t snel naar nul naderen; (4) gaat dan over in: 

-Kpt 
log (S/s^) = log f̂  e = - (K^ log e) t + log f̂  (5) 

Bij extrapolatie van het tweede, l ineai re stuk van de logar i t ­
misch uitgezette hydrolysecurven, dat dus de hydrolyse van de 
langzame conaponent weergeeft , naar t = o geeft het snijpunt 
met de ordinaat de fract ie langzanae conaponent (f2)t=Q aan. La 
de praktijk bevat de toegevoegde sa r in reeds enig gehydroly­
seerd , althans niet-vluchtig, ma t e r i a a l en bovendien wordt ge­
woonlijk een hoeveelheid 32p vri jwel monaentaan geadsorbeerd , 
zoals blijkt uit extrapolat ie naar t = o van de hydrolysecurven 
in plasma, dat is behandeld naet pHMB. Aangenonaen wordt 
dat in het ma te r i aa l dat op tijd o reeds als "gehydrolyseerd" 
beschouAvd moet worden, geen onderscheid tussen Si en S2 is 
genaaakt. Indien wij nu uitzetten, zoals in onze grafieken ge­
daan i s , log (vluchtige 3<ip jj^ procenten van de totaal aanwe­
zige •̂  P) . dan vinden wij de fract ie S2 in de oorspronkeli jke 
sa r in door bij de waarde, gevonden door extrapolat ie van de 
curve voor de langzame component naar t = o op te tel len de 
helft van de waarde , die gevonden werd in het met pHMB b e ­
handelde p lasma. 

La het gedia lyseerde , met pHMB behandelde ra t t ep lasma 
van fig, 13 wordt voor t = o op deze naanier 8% "gehydroly­
s e e r d " ma te r i aa l gevonden. Extrapolatie van de curve voor het 
onbehandelde plasnaa naar t = o lever t een waarde van 47% 

62 



voor de langzame conaponent. De totale hoeveelheid langzame 
component in de oorspronkeli jke sa r in oplossing wordt dan 
47% + 4 = 5 1 % . In een aantal experimenten waar in de hydro­
lyse in plasma met en zonder pHMB werd gemeten, werden 
deze resul ta ten op overeenkomstige wijze bewerkt . Tabel 8 
geeft deze resul ta ten weer . 

Tabel 8 

F r a c t i e langzame component van sa r in na extrapolatie naar 
t = o 

Rat teplasma (fig. 4) 50% 

Gedialyseerd ra t t ep lasma (fig- 4) 51% 
Rat teplasma (fig. 2) 52% 
Menseplasnaa (fig. 2) 53% 
Menseplasma (fig. 4) 55% 
Gedialyseerd naenseplasnaa (fig. 4) 51% 
Muizeplasma (fig. 2) 51% 

Caviaplasma (fig. 2) 61% 
Gedialyseerd ra t t ep lasma (fig- 5) 59% 

(10 X verdund) 

La de mees t e gevallen worden waarden gevonden van prak­
t isch 50%. Slechts indien de sa r inase-ac t iv i te i t relatief laag 
is worden enigszins hogere waarden verkregen . Het feit dat, 
in die gevallen waar in de hydrolyse voornameli jk door s a r inase 
werking wordt teweeggebracht, de twee componenten vri jwel 
exact in een 1 : 1 verhouding blijken voor te komen, ver leent 
zeer s te rke steun aan de hypothese dat het hier de twee s t e r e o -
isonaeren van sa r in betreft . De waarneming dat de hydrolyse 
in plasma van het a symmet r i sche sonaan wel en van het syna-
me t r i s che DFP niet bifasisch verloopt kan, in combinatie met 
bovenvernaelde feiten, moeil i jk anders ge ïn terpre teerd worden 
dan door aan te nemen dat p l a s m a - s a r i n a s e een specifieke 
voorkeur heeft voor één van de s t e r eo - i someren van de m e -
thylfosfonofluoridaten. 
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Hoe g r o o t h e t v e r s c h i l i s in de r e a c t i e s n e l h e i d w a a r n a e e 
de t w e e i s o m e r e n v a n s a r i n w^orden g e s p l i t s t , i s u i t de g e g e ­
v e n s n i e t exac t t e b e p a l e n . S l e c h t s de r e s u l t a t e n v e r k r e g e n m e t 
10 X v e r d u n d p l a s m a l a t e n een s c h a t t i n g t oe v a n de v e r h o u d i n g 
v a n de s n e l h e d e n w a a r m e e de t w e e c o m p o n e n t e n w o r d e n g e ­
s p l i t s t . In t a b e l 7 z i jn de w a a r d e n v o o r K2 in di t v e r d u n d e , 
w e l en n i e t m e t pHMB b e h a n d e l d e p l a s m a gegeven ( r e s p . 2, 7 
en 20,2 . 10" m i n " l ) . La d i t e x p e r i m e n t (z ie f ig . 15) z i jn v o l ­
doende m e e t p u n t e n t u s s e n O en 50% b e s c h i k b a a r o m een i n -

Fig.15 
Kinetische analyse van de hydrolyse van 
0.1 mM P-sarin in verdund ratteplasma. 
0—0 gedialyseerd plasma, lOx verdund; 
4_4 gedialyseerd, met pHMB behandeld 
plasma. lOx verdund; verdund werd met 0.9% 
NaCl (resultaten van fig. 5) 
Elk punt geeft het gemiddelde aan' van twee 

tijd (min) waarnemingen. 

druk te geven van het ver loop van de hydrolyse in de begin­
fase . Nu volgt uit (4), indien f̂  = f2 = 0,5 , dat voor t = o: 

d log (S/s^) . 

— i r - ^ = i (^1 + ^2) i°i « f6) 

Uit de helling van de raakli jn op t = o, die zo goed mogelijk 
aan de naeetpunten is aangepast (zie fig. 15) volgt dat Kj + K2 
= 0,270 min"^ en aangezien K2 = 0,020 min'"^ en kg = 0,0027 
min" , volgt uit (2) en (3) dat: 

K = O, 250 min" , 

k = O, 247 min" en 

k^ = 0,0175 min"^ . 

Volgens deze gegevens blijken de waargenonaen snelheidscon­
stanten van de reac t ie van sa r inase naet de beide s t e r e o - i s o ­
m e r e n van sar in een factor 14 te verschi l len . Aangezien het 
mechanisnae van de s a r inase werking niet bekend i s , is het 
niet naogelijk het ve r sch i l in react iesnelheid aan een bepaalde 
s tap in het katalytisch naechanisme toe te schri jven. 
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Bij de hydrolyse experimenten van 0,1 mM sa r in in p l a s ­
naa werd, voor de langzanae reac t ie , s teeds een e e r s t e - o r d e 
kinetiek gevonden (fig. 13); dit bleek niet altijd het geval te 
zijn bij 0,01 mM sar in (fig. 14). In de experinaenten met 1 mM 
sar in worden afwijkingen van de verwachte e e r s t e - o r d e kine­
tiek gevonden, zoals blijkt uit de resul ta ten van deze exper i ­
menten, zoals die zijn weergegeven in fig. 16. Voor cavia­
plasma, dat het laagste gehalte aan sa r inase bezit , wordt 
s lechts één reac t ie van de ee r s t e orde gevonden, zodat hier 
geen aan-wijzingen meer zijn voor een versch i l in hydrolyse 
snelheid van de beide s t e r e o - i s o m e r e n van sa r in . Slechts voor 

tijd (min) 

Fig. 16 
Onderzoek naar het eerste orde karakter van 

32 de hydrolyse van 1 mM P-satin in plasma. 
•—• ratteplasma; 4—4 menseplasma 
°—° muizeplasma; 4—4 caviaplasma 
(resultaten van fig. 8) 
Elk punt geeft het gemiddelde aan van twee 
waarnemingen. 

r a t t e p l a s m a w o r d t b i j e x t r a p o l a t i e v a n de l a n g z a m e r e a c t i e 
een sn i jpunt m e t de o r d i n a a t b i j o n g e v e e r 50% gevonden , b i j 
n a e n s e - en m u i z e p l a s n a a l i ggen d e z e sn i jpun ten b i j a a n z i e n l i j k 
h o g e r e p e r c e n t a g e s . Het v e r s c h i l in r e a c t i e s n e l h e i d v o o r de 
b e i d e s t e r e o - i s o m e r e n v a n s a r i n b l i jk t b i j d e z e e x p e r i m e n t e n 
g e r i n g e r t e zi jn dan in de e x p e r i m e n t e n m e t 0,1 m M s a r i n of 
n i e t m e e r a a n w e z i g . Kenne l i jk gaa t de s t e r e o s p e c i f i c i t e i t g e ­
l e i d e l i j k v e r l o r e n b i j h o g e r e s a r i n c o n c e n t r a t i e s . I n d e r d a a d 
w e r d in de W a r b u r g e x p e r i m e n t e n (fig. 1) v o o r r a t t e p l a s n a a 
b i j de h y d r o l y s e v a n 10 m M s a r i n geen e n k e l e aanwi jz ing m e e r 
gevonden v o o r t w e e n a a s t e l k a a r v e r l o p e n d e e e r s t e - o r d e r e a c ­
t i e s . 

Uit de e x p e r i m e n t e n d ie in he t vo lgende hoofds tuk b e s p r o ­
ken w o r d e n , z a l b l i jken w a a r o m de s t e r e o s p e c i f i c i t e i t v a n de 
s a r i n a s e g e l e i d e l i j k v e r l o r e n l i jkt t e gaan , ind ien de s a r i n 
c o n c e n t r a t i e h o g e r w o r d t . 
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HOOFDSTUK 6 

ONDERZOEK NAAR DE STEREOSPECIFICITEIT 
VAN SARINASE 

6 . 1 . I n l e i d i n g 

De resul ta ten beschreven in het vorige hoofdstuk duidden 
er in s te rke mate op, dat bij de hydrolyse van sar in onder 
invloed van p lasnaa-sar inase bij voorkeur één van de beide 
s t e r e o - i s o m e r e n wordt gespli ts t , althans bij lage concentrat ie 
sar in ; bij hogere concentrat ies echter kwam deze s t e r e o s p e ­
cificiteit niet of nauwelijks tot uiting. Het d i rec te bewijs voor 
een s tereospecif iek ver loop van de hydrolyse zou zijn geleverd, 
indien tijdens de reac t ie een optische rota t ie zou worden w a a r ­
genomen. I m m e r s , s a r in zelf bezit een a symmet r i s ch fosfor­
atoom en kan dus in twee optisch actieve vornaen voorkomen, 
terwijl in het hydrolyseprodukt, het gedissocieerde monoiso­
propyl methylfosfonaat, de twee zuurstofatomen door de r e s o ­
nantie naogelijkheden equivalent zijn en dus de asynanaetrie is 
opgeheven. Indien tijdens de hydrolyse in hoofdzaak één van 
de i someren wordt gespl i ts t , zal de optische activiteit van de 
andere tot uiting kunnen komen en worden waargenomen in de 
Polar imeter . De specifieke rota t ie van sa r in was niet bekend 
m a a r wel kon een schatting worden gemaakt van de s a r in con­
cent ra t ie , die nodig zou zijn voor een mee tba re optische r o ­
ta t ie . Hoewel hierbi j bleek dat voor een hydrolyse experiment 
in de Polar imeter gewerkt zou moeten worden met een sa r in 
concentrat ie , waarbi j in de voorafgaande proeven geen aan­
wijzingen voor een s tereospecif ieke reac t ie waren waargenomen, 
meenden wij dat een dergeli jk experinaent niet achterwege kon 
worden gelaten. Hiertoe werd 0,05 M sa r in in een polar inaeter-
buis geïncubeerd met r a t t ep lasma . Er werden echter geen aan­
wijzingen gevonden dat er in de oplossing enige optische ac t i ­
viteit optrad ten gevolge van de hydrolyse van sa r in . 

Aangezien het d i rec te bewijs voor een s tereospecif ieke 
hydrolyse niet kon worden geleverd, werd getracht langs in­
d i rec te weg ve rde r bewijsmater iaa l te verkr i jgen. Hierbij was 
het uitgangspunt dat bij incuberen van lage concentrat ies sa r in 
met p lasma, één van beide s t e r e o - i s o m e r e n snel wordt afge-
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broken; na korte tijd incuberen, met bijvoorbeeld ra t tep lasma, 
bevat het incubatiemengsel dus een overmaat van de andere 
i someer . Indien wij derhalve na enkele minuten de reac t ie 
stoppen en de r e s t e rende sar in isoleren, zou deze sa r in vol­
gens de hypothese bestaan uit de isonaeer die langzaam door 
sa r inase gehydrolyseerd wordt, of althans daar veel " r i jke r " 
aan zijn. dan de r a c . sa r in waarvan werd uitgegaan. Het m a ­
te r i aa l dat op deze wijze werd verkregen werd gemakshalve 
"ver r i jk te" sar in genoemd. 

Van dit ma te r i aa l mag men verwachten dat bij herhaald 
incuberen naet r a t t ep lasma de hydrolysecurve geen knik meer 
zal vertonen, of dat deze knik bij een lager percentage dan 
50 zal liggen. Dit bleek inderdaad het geval te zijn in proeven 
waarin werd uitgegaan van een incubatiemengsel van r a t t e ­
plasma naet 1 naM 32p_g3^j.ij^_ j)e knik in de hydrolysecurve 
t rad hier op bij ca. 20% gehydrolyseerde sa r in . 

Op deze manier werden ook de eigenschappen nagegaan 
van sa r in verkregen door kort incuberen van 1 naM 32p_g3^j.£n 
met plasma van mens . muis en cavia. Bij de ee rs te twee ge­
vallen was dit ma te r i aa l duidelijk r i jker aan de component die 
langzaanawordt gehydrolyseerd; na incuberen met caviaplasma 
was van verr i jking echter nauwelijks sprake . 

Van ver r i jk te sar in , dat bereid was door inwerking van 
ra t t ep lasma, werd de reac t ie naet AcChE vergeleken met die 
van r a c . sa r in . Dit werd gedaan naar aanleiding van het werk 
van Michel (28) en Ooms (42) die op grond van experimenten 
met r a c . sa r in postuleerden dat de beide s t e r eo - i someren van 
sar in met groot ve rsch i l in react iesnelheid met AcChE zouden 
r eage ren . 

Bovendien werden de eigenschappen onderzocht van BuChE 
dat was geremd met r e s p . ver r i jk te of r ac . s a r in . Berends 
(30) concludeerde namelijk uit experimenten met r a c . sa r in dat 
er voor het door L- r e s p . D-sa r in geremd BuChE versch i l 
moet bestaan in de reac t ies met oximen, die leiden tot he r s t e l 
van de enzymactivitei t . 

La onze experimenten bleek dat ver r i jk te sa r in voorna-
naelijk bestaat uit de isonaeer die het snelst met AcChE r e a ­
geer t . La de proeven met BuChE bleken de eigenschappen van 
het enzym, geremd met ver r i jk te sar in , duidelijk te v e r s c h i l ­
len van die van de met r a c . sa r in geremde Cholinesterase (43). 
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De genoemde experinaenten leverden dus zeer s t e rke a r ­
gumenten voor een s tereospecif ieke enzynaatische hydrolyse van 
sar in in plasma. Onverklaard bleef echter , waarom dit v e r ­
schijnsel bij hoge sa r in concentrat ies niet werd gevonden. De 
mogelijkheid werd overwogen dat bij deze hoge concentrat ies 
missch ien r acemise r ing zou kunnen optreden onder katalyt ische 
invloed van de fluoride ionen, die bij de hydrolyse vr i jkomen. 
Dit werd onderzocht door de ver r i jk te sar in te incuberen met 
N a F . Door deze behandeling bleek de ver r i jk te sa r in weer de 
eigenschappen van r a c . sa r in te krijgen, zoals volgde uit hydro­
lyse experimenten in ra t t ep lasma en proeven waarin AcChE 
door de resu l te rende sa r in werd geremd. Reeds door be t rekke­
lijk lage concentrat ies fluoride ionen bleek deze r acemisa t i e 
te worden veroorzaak t . Hierdoor kon nu ook het falen van de 
Polar imeter proeven en de Warburg experimenten voor het aan­
tonen van een s tereospecif ic i te i t •worden ve rk laa rd . Tijdens de 
hydrolyse van de bij deze proeven noodzakelijk hoge concen­
t ra t i es sa r in wordt de fluoride ionen concentrat ie spoedig zo 
hoog dat r acemise r ing gaat optreden, waardoor een optische 
rota t ie niet kan worden waargenomen. 

Op grond van deze gegevens was nu wel duidelijk hoe een 
sa r in oplossing met een mee tba re optische rota t ie ve rkregen 
zou kunnen worden, nameli jk door de ve r r i jk te sa r in te con­
cen t re ren onder onastandigheden waarbi j zo min mogelijk fluo­
r ide ionen zouden worden gevormd en aanwezig zouden zijn. 
Het bleek naogelijk de sar in uit de water ige oplossing van de 
ver r i jk te sa r in te ext raheren door middel van chloroform en 
de chloroforna oplossing te concentreren. Op deze manier werd 
een oplossing van sar in ve rk regen die het polar isat ievlak naar 
links draa ide . Onder invloed van ammoniumfluoride kon de 
racenaisat ie van de sa r in in deze oplossing in de Polar imeter 
worden gevolgd. De resul ta ten van deze experimenten leverden 
het d i rec te bewijs voor de s tereospecif ieke enzymatische hy­
drolyse van sa r in in plasma (44). 

6 .2 . M a t e r i a l e n e n m e t h o d e n 

6 . 2 . 1 . A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e (acetylcholine acylhydro-
lase , EC. 3 . 1 . 1 . 7 ) : het uit runder erythrocyten geïsoleerde , 
gezuiverde en door toevoeging van se rum albunaine ges tabi l i ­
see rde preparaa t van Winthrop Labora tor ies , U .S .A . De spe ­
cifieke activiteit bedroeg ongeveer 1 E/mg eiwit (één E is de 
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hoeveelheid enzyna die één [inaol acetylcholine spli ts t per m i ­
nuut; 0,01 M subs t raa t , 25°, pH 7 ,4) . 

6 . 2 . 2 . B u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e (acylcholine acylhydro-
lase , EC. 3 . 1 .1 . 8) werd in het MBL, gezuiverd uit paa rdese rum 
volgens de methode van Strel i tz (45) en Jansz en Cohen (46). 
De specifieke activiteit bedroeg ca. 100 E /mg eiwit (één E is 
de hoeveelheid enzym die één (inaol acetylcholine spli ts t per 
minuut; 0,02 M subst raa t , 25°, pH 7 ,4) . 

6 . 2 . 3 . O v e r i g e n a a t e r i a l e n (voorzover niet vernaeld zie 
onder 2 .1 .3 ) : acetylcholine chloride: Fluka A.G, , Zwitserland; 
monoisonitroso-aceton(MINA): gesynthet iseerd in het CL; chlo­
roform p . a . : E. Merck, Darmstadt , gedest i l leerd . 

6 . 2 . 4 . B e r e i d i n g v e r r i j k t e s a r i n . Om uit een incu­
bat iemengsel van plasnaa met sa r in de nog niet omgezette s a ­
r in in handen te krijgen werd een vr iesdroogapparaa t , voor ­
zien van slijpstukken, geconstrueerd waaraan een peerkolfje 
van ca. 25 ml , dat het incubatiemengsel bevatte, en een op­
vanghuis, waarin de vluchtige bestanddelen verzameld werden, 
bevestigd konden worden. Tussen peerkolf en opvanghuis en 
tussen opvanghuis en vacuümpomp waren vacuümkranen aan­
wezig; in de verbinding naet de vacuümpomp was een T-s tuk 
aanwezig waardoor met een pirani vacuünanaeter de druk kon 
worden gemeten. De opvanghuis werd gekoeld met vloeibare 
lucht. Het peerkolfje werd, nadat het was gevuld en verbonden 
was met het vr iesdroogapparaa t , gekoeld met vloeibare lucht; 
vervolgens werd het apparaat aangesloten op een vacuümpomp. 
Zodra de druk ongeveer 0,01 m m Hg was , werd de kraan t u s ­
sen het apparaat en de pomp gesloten en de vloeibare lucht 
onder het peerkolfje verwijderd. Wanneer in het peerkolfje het 
oppervlak van het ingevroren incubatiemengsel zo groot moge­
lijk was , waren na 1 à 2 uur prakt isch alle vluchtige bestand­
delen overgesubl imeerd uit 2-3 ml incubatiemengsel . 

De bereiding van de ver r i jk te sar in ve r l i ep als volgt: 
aan 1, 8 ml p lasma werd in een peerkolfje bij 37° toegevoegd 
0,2 m l 0,01 M ^ ^ P - s a r i n , welke was bereid door d i rect voor 
de proef een geschikte hoeveelheid van de O, 1 M -^^p.garin 
voorraad-oplos sing met water te verdunnen; na 4 minuten werd 
toegevoegd 0,4 ml 1 M acetaat bxiffer, pH 3 , 5 , waarna de in-
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houd direct werd ingevroren, onder omzwenken, in alkohol-vast 
CO2. Het kolfje werd met het vr iesdroogapparaa t verbonden 
en het mengsel gevriesdroogd. Na het vr iesdrogen werd het 
sublimaat, vlak voordat h ie rmee een experiment werd ui tge­
voerd, ontdooid. 

6 . 2 . 5 . B e p a l i n g s a r i n - g e h a l t e i n e e n o p l o s s i n g 
v a n v e r r i j k t e s a r i n . De ver r i jk te sar in is afkomstig van 
32p_garin zodat, indien alle 32p jj^ ^g oplossing van ver r i jk te 
sar in als P - s a r i n aanwezig i s , door naiddel van radioact iv i ­
tei tsmetingen het gehalte aan sa r in kan worden bepaald. Uit 
opnieuw vr iesdrogen van de ver r i jk te sar in bleek dat m e e r dan 
99% nog als vluchtige • '̂̂ p aanwezig was ; aangenomen werd 
dan ook dat alle gevonden 32p ^ j ^ 32p_g3^j.jn bestond. Uit de 
resul ta ten van een bepaling van het sa r in-gehal te met behulp 
van de dianisidine methode (32) bleek deze veronders te l l ing 
juist te zijn. 

Bij deze metingen werd als referent ie gebruik gemaakt 
van een 3^^?-standaard oplos,sing, die verkregen was door v e r ­
dunnen van de -̂  P - s a r i n voorraad-oploss ing . Hiertoe werd aan 
1 ml van deze oplossing 3 ml 0,1 N NaOH toegevoegd, waarna 
volgens de methode van Berenblum en Chain (47) , in enigs­
zins gewijzigde vorm, het fosfor-gehalte werd bepaald. Een 
gedeelte van deze gehydrolyseerde -̂  P - s a r i n werd v e r d e r v e r ­
dund tot de P-s tandaard-oploss ing waarvan het gehalte aan 
fosfor bekend was en gecor re l ee rd kon worden met de r ad io ­
activitei t . 

6. 2. 6, E l e k t r o m e t r i s c h e b e p a l i n g v a n d e a c t i v i ­
t e i t v a n a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e . De methode wordt door 
Ooms (42) beschreven en is een var iant van die van Michel 
(48). Bij deze methode werd gebruik gemaakt van een pH mete r 
van het fabrikaat "Electronic Industries L td . " , model 23a, 
welke speciaal ingericht is voor het nauwkeurig meten van pH 
verschi l len . 

De bepaling werd als volgt ui tgevoerd: in een bekerglas 
van 25 ml werd 10 ml van een buffer gebracht van pH 8, 1 
(44,73 g KCl, 4 ,124 g veronaal na t r ium en 0,545 g..KH2P04 

• De bepaling werd uitgevoerd in het Chemisch Laboratorium RVO-TNO. 
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in 2 l i ter water , naet 0,1 N HCl op pH 8,1 gebracht) en 1 ml 
van een acetylcholine chloride oplossing (1 g acetylcholine chlo­
r ide in 50 ml buffer). Dit mengsel werd geplaatst in een t h e r ­
mostaatbad van 25° + 0 , 1 . Na tempera tuur instelling werd 1 nal 
enzym oplossing toegevoegd en na mengen werd de pH gemeten 
(pHj^). Na precies 30 minuten werd de pH weer gemeten (pH2). 
pH]̂  - pH2 is een maat voor de enzymactiviteit en is binnen 
het door ons gebruikte gebied recht evenredig naet de hoeveel­
heid toegevoegd enzym, 

6 , 2 , 7 , T i t r i m e t r i s c h e b e p a l i n g v a n d e a c t i v i t e i t 
v a n b u t y r y l c h o l i n e s t e r a s e . Deze enzymact ivi te i tsbe-
paling werd ve r r i ch t door continue t i t ra t ie met O, 1 N NaOH 
in een automatische l i t ra tor , Radionaeter type TTT 1 met r e ­
corder type SBR 2 en t i t ra t ie-opste l l ing type SBU 1, bij con- , 
stante tenaperatuur (25°) en pH (7.5) en met acetylcholine als 
subs t raa t zoals door Berends (29) beschreven. 

Het t i t rat ievaat je bevatte 18 nal 0.55 naM fosfaatbuffer 
van pH 7,5 en 2 ml 0,2 M acetylcholine chloride (eindconcen­
t ra t ie fosfaat O, 5 naM, acetylcholine O, 02 M). De enzymop­
lossing werd h ieraan toegevoegd in een volume van 100-250 |xl, 
afhankelijk van de enzymactivitei t . Gedurende de ee r s t e 5 m i ­
nuten ver l i ep deze t i t ra t ie als een reac t ie van de nulde orde; 
na die tijd kon hiervan een geringe afwijking optreden door 
enzynaremming onder invloed van het gevormde choline. Het 
aantal |i 1 verbruikte loog per 5 minuten werd, na cor rec t i e 
voor de spontane subst raa thydrolyse . gebruikt als naaat voor 
de enzymactiviteit . 

6 ,2 . 8. E x t r a c t i e v a n o v e r m a a t r e m m e r . Na de r e m ­
ming van BuChE door sar in diende de overmaat r e m m e r v e r ­
wijderd te worden onder onastandigheden waarbi j de veroude­
ring (zie 6 .4 .5) en de spontane react iver ing zo gering naoge­
lijk waren. Hiertoe werd een rondbodemkolf. bevattende de 
BuChE oplossing en een hoeveelheid met water verzadigde, 
peroxide-vr i je ether, aan een zogenaamde roterende v e r d a m ­
per geplaatst . Hierbij naaakte de kolf een hoek van ca. 45° 
met de werktafel; tijdens het ro te ren , waarbi j continu een wa­
ter laag onder de ether wordt doorgetrokken, werd de kolf ge­
koeld in i jswater . Indien 10-15 nal geremde BuChE oplossing 
d r i emaa l gedurende 10 minuten met een viervoudige overmaat 
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ether aan dit proces werd onderworpen, was ca. 99% van de 
overmaat sa r in verwijderd. 

Uit de resu l t e rende water ige oplossing werd de ether aan 
de ro terende ve rdamper bij 0° onder ve rminderde druk v e r ­
wijderd. Voordat de ether werd toegevoegd werd de kolf ge­
wogen, zodat tijdens het indampen door herhaalde wegingen 
kon worden gecontroleerd of alle ether •»vas ver^wijderd. Voor 
afwijkingen van het oorspronkeli jke gewicht werd bij het om­
rekenen op de oorspronkeli jke enz-ymactiviteit zonodig een co r ­
rec t ie aangebracht . 

6 . 3 , H y d r o l y s e v a n 0 , 0 5 M s a r i n i n r a t t e p l 
m a , b e s t u d e e r d i n d e P o l a r i m e t e r 

a s 

Voor de uitvoering van dit experiment hebben wij ons 
gebaseerd op de proeven van Hoskin en Tr ick (9). Deze namen 
een draaiing van het polar isat ievlak van licht waar gedurende 
de incubatie van 0,05 M tabun in ra t t ep lasma . Zij gebruikten 
hiervoor ra t t ep lasma dat was verdund met een bicarbonaat 
buffer. 

Aangezien het ons van groot belang leek de verhouding 
tussen de enzymatische en de spontane hydrolyse zoveel m o ­
gelijk in het voordeel van de e e r s t e te verschuiven, •werd in 
onze experimenten onverdund plasma gebruikt, terwij l de aan­
wezigheid van ionen die de spontane hydrolyse kunnen kataly­
se ren (bijvoorbeeld bicarbonaat 1 ) werd vernaeden. Derhalve 
werd het p lasma gedialyseerd tegen een t r i s -HCl buffer (pH 
7,6) van 0,6 M; deze hoge concentrat ie was nodig om te voor ­
komen dat het zuur, dat bij de hydrolyse van sa r in vri jkomt 
(twee equivalenten per mol) , tot een te s t e rke pH daling en 
daardoor tot onwerkzaam worden van het enzym (3, 11), zou 
leiden. De pH zakte nu tot ca. 6,8 in 2,5 uur . Bij l agere t r i s 
concentrat ie daalde de pH ve rde r en bovendien begonnen de 
ei'witten neer te s laan. 

De experinaenten werden uitgevoerd bij een tempera tuur 
van 25,0° + 0,1 en licht van een golflengte van 546 mji in een 
10 cm lange buis in een P e r k i n - E l m e r polarinaeter, model 141, 
waarin een draaiing me t een nauwkeurigheid van + O, 002° kan 
worden afgelezen. De incubatie werd voortgezet gedurende 2,5 
uur . In deze periode t rad geen noemenswaardige verander ing 
op in de rota t ie , zodat op grond van deze experimenten niet 

72 



g e c o n c l u d e e r d kan w o r d e n da t de h y d r o l y s e v a n s a r i n in r a t t e ­
p l a s m a s t e r e o s p e c i f i e k v e r l o o p t . Li o v e r e e n k o n a s t i g e e x p e r i ­
m e n t e n m e t 0,05 M tabun a l s s u b s t r a a t w e r d doo r ons e c h t e r 
ook geen d r a a i i n g g e c o n s t a t e e r d . 

Hoe^wel t i j dens de u i t v o e r i n g van d e z e e x p e r i m e n t e n de 
s p e c i f i e k e d r a a i i n g v a n s a r i n n i e t b e k e n d w a s , m o c h t op g r o n d 
van g e g e v e n s o v e r a n d e r e o r g a n i s c h e f o s f o r - v e r b i n d i n g e n een 
m e e t b a r e d r a a i i n g w o r d e n v e r w a c h t b i j een o v e r m a a t v a n één 
van b e i d e i s o n a e r e n v a n c a . 3 naM . 

Indien e r een du ide l i jk v e r s c h i l b e s t a a t in de s n e l h e i d 
•waarmee de t w e e i s o n a e r e n •worden g e h y d r o l y s e e r d , zou een 
d e r g e l i j k e s i t u a t i e z i ch b i j de h y d r o l y s e van 0,05 M s a r i n z e ­
k e r m o e t e n v o o r d o e n . 

6 . 4 . E x p e r i m e n t e n m e t " v e r r i j k t e " s a r i n 

6 , 4 . 1 . I n l e i d i n g . De r e s u l t a t e n u i t de v o r i g e p a r a g r a a f 
s u g g e r e r e n da t de s t e r e o s p e c i f i c i t e i t v a n s a r i n a s e b i j h o g e r e 
c o n c e n t r a t i e s dan 1 naM g e h e e l t e l o o r gaa t . Indien wi j de h y ­
d r o l y s e in p l a s m a w i l l e n g e b r u i k e n o m van s a r i n s p e c i f i e k é é n 
v a n b e i d e i s o n a e r e n t e l a t e n o m z e t t e n , t e n e i n d e een h o e v e e l ­
he id s a r i n t e kunnen i s o l e r e n d ie in hoofdzaak ui t de a n d e r e 
s t e r e o - i s o m e e r b e s t a a t , kan d e z e r e a c t i e dus he t b e s t e b i j 
l a g e s a r i n c o n c e n t r a t i e s ( c a . O, 1 m M ) w o r d e n u i t g e v o e r d . La 
v e r b a n d m e t de h o e v e e l h e d e n en de c o n c e n t r a t i e s d ie wi j v a n 
d i t m a t e r i a a l v o o r een o p t i s c h e r o t a t i e m e t i n g to t onze b e s c h i k ­
king w i l l e n k r i j g e n , i s he t e c h t e r g e w e n s t de i n c u b a t i e - c o n c e n -
t r a t i e zo hoog m o g e l i j k t e k i e z e n . A a n g e z i e n b i j de h y d r o l y s e 
in r a t t e p l a s m a ook m e t 1 m M s a r i n nog du ide l i j ke a a n w i j z i n g e n 
•waren gevonden v o o r een s t e r e o s p e c i f i e k v e r l o o p v a n de r e a c ­
t i e (z ie f ig . 16), w e r d b e s l o t e n d e z e c o n c e n t r a t i e v o o r onze 
p r o e v e n t e g e b r u i k e n . H i e r b i j w e r d in p r i n c i p e deze l fde •werk­
wi j ze gevolgd a l s b i j de v r i e s d r o o g m e t h o d e . P - s a r i n w e r d 
g e ï n c u b e e r d m e t r a t t e p l a s m a en na 4 nainuten w e r d de r e a c t i e 
g e s t o p t doo r de pH t e v e r l a g e n m e t a c e t a a t b u f f e r (in di t g e v a l 
u i t e r a a r d z o n d e r n i e t - r a d i o a c t i e v e s a r i n ) . V e r v o l g e n s w e r d he t 
r e a c t i e m e n g s e l s n e l i n g e v r o r e n en •werden de v l u c h t i g e b e ­
s t a n d d e l e n doo r s u b l i m e r e n o n d e r v e r m i n d e r d e d r u k e r a a n o n t -

• Een redelijke waarde voor de specifieke draailhg leek 25 (c in g/ml 1=10 cm, wij namen 
hiervoor de helft van de waarde gevonden voor de overeenkomstige chloorverbinding isopro­
pyl methylfosfonochloridaat (64) ); een draaimg van 0,01° wordt dan bereikt voor een over­
maat aan één der stereo-isomeren van 0,4 mg/ml= 2, 9 mM. 
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trokken en opgevangen. Op deze wijze werd na ontdooien een 
water ige oplossing van ^ P - s a r i n verkregen , die voor de v e r ­
dere experimenten werd gebruikt. De pH van deze oplossingen 
van ver r i jk te sa r in (zie 6, 1) was ongeveer 3. 

La de ee r s t e proeven werd de duur van de incubatie enigs­
zins gevar ieerd . Volgens de hydrolysecurve (fig. 8) zou na 2 
minuten reeds meer dan 50% van de sa r in gehydrolyseerd zijn, 
m a a r dat betekende niet dat na deze periode de "sne l le" i so ­
naeer reeds volledig was omgezet; wellicht zou de overmaat 
aan de " langzame" isonaeer in de r e s t e rende sa r in relatief 
groter zijn na een iets langere incubatietijd. Inderdaad bleek 
het ma te r i aa l , verkregen uit sa r in die 4 minuten met r a t t e ­
plasma was geïncubeerd, m e e r ver r i jk t te zijn dan de na 2 
minuten geïsoleerde sa r in . In de volgende bereidingen werd 
daarom de tijd van 4 minuten aangehouden; langer incuberen 
had misschien nog een iets hoger percentage verr i jking kunnen 
opleveren, naaar zou ook hebben geleid tot een te s te rke af-
nanae van de opbrengst aan sa r in . Het sar in-gehal te werd be­
paald uit het 32p_gehalte, zoals beschreven in 6.2.5. De v e r ­
ri jkte sa r in bevatte gewoonlijk ca, 0,25 naM sa r in . Voor ex­
per imente le detai ls betreffende de bereiding van de ver r i jk te 
sa r in zij verwezen naar 6 , 2 . 4 . 

Naast de bereiding van ver r i jk te sa r in door middel van 
incuberen met ra t t ep lasma werd de reac t ie ook uitgevoerd door 
incuberen van 1,0 mM 32p_gaj.in naet naense-, nauize- en ca­
v iap lasma. 

6 ,4 . 2. H y d r o l y s e v a n v e r r i j k t e • ^ ' ^ P - s a r i n i n r a t ­
t e p l a s m a . De hydrolyse in ra t t ep lasma van de ver r i jk te 

P - s a r i n , die op de boven vermelde wijze was bereid , •werd 
bestudeerd naet behulp van de vr iesdroogtechniek zoals be ­
schreven in 2 .2 .1 en 5 . 3 . 4 . Li F ig . 17 zijn de resul ta ten van 
enige proeven grafisch uitgezet . De onders te curve van fig . 
17a toont het ver loop van de hydrolyse van sa r in die na 2 m i ­
nuten geïsoleerd werd uit het reac t iemengse l van 1 mM P -

3 2 
sa r in en ra t tep lasma; de eindconcentratie van de ver r i jk te •^'•P-
sar in bedroeg hierbi j 0,041 mM, De bovenste curve is afkom­
stig van een controle-experinaent met 0,050 naM r a c , P - s a r i n . 
De onders te curve van fig. 17b geeft een beeld van de hydro­
lyse van ver r i jk te sar in , die verkregen werd na een incubatie 
met ra t t ep lasma gedurende 4 nainuten. Hierin zijn de r e s u l -
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t a t e n v a n t w e e e x p e r i m e n t e n v e r w e r k t w a a r v o o r de c o n c e n t r a ­
t i e s v a n de v e r r i j k t e s a r i n r e s p , O, 022 en O, 026 naM w a r e n . 
De b i j b e h o r e n d e c o n t r o l e - e x p e r i m e n t e n (O, 025 m M r a c , P -
s a r i n ) z i jn w e e r g e g e v e n in de b o v e n s t e l i jn . 

ï . 60 i ^ ^ 

tijd (min) 

tijd (mm) 

Fig. 17 De hydrolyse van verrijkte ^^p-sarin in ratteplasma. 
a) 4—4 sarin, gedurende 2 minuten verrijkt in ratteplasma (conc. O, 041 mM) 

o—o 0,050 mM sarin. 
b) 4 en 4 sarin, gediuende 4 minuten verrijkt in ratteplasma (conc, 0,02üen 

0,022 mM); o en • 0,025 mM sarin (duplo bepaling), 
c) verdere controle experimenten: 4—4 hydrolyse in ratteplasma van sarin, geïsoleerd 

na incubatie gedurende 4 minuten met door pHMB behandeld ratteplasma (conc. 
O, 064 mM); 0—0 idem van O, 025 mM sarin, verdund met plasma-sublimaat. 

. La b e i d e g e v a l l e n b l i j k t d e v e r r i j k t e s a r i n a a n z i e n l i j k 
m i n d e r v a n d e c o m p o n e n t t e b e v a t t e n d i e s n e l d o o r s a r i n a s e 
w o r d t a f g e b r o k e n d a n r a c . s a r i n . La h e t m a t e r i a a l d a t 2 m i n u ­
t e n g e ï n c u b e e r d i s g e w e e s t m e t r a t t e p l a s m a i s d a t h o o g s t e n s 
3 0 % ; i n d e v e r r i j k t e s a r i n , g e ï s o l e e r d n a 4 m i n u t e n i n c u b e r e n , 
i s d i t b e d r a g g e d a a l d t o t o n d e r d e 2 0 % . 

T i j d e n s d e b e r e i d i n g v a n d e v e r r i j k t e s a r i n w o r d t d e h y ­
d r o l y s e g e s t o p t d o o r e e n h o e v e e l h e i d a c e t a a t b u f f e r t o e t e v o e ­
g e n . D i t h e e f t t o t g e v o l g d a t t i j d e n s h e t v r i e s d r o g e n o o k a z i j n ­
z u u r s u b l i m e e r t e n i n d e v e r r i j k t e s a r i n t e r e c h t k o m t . D e z e 
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hoeveelheid blijkt zo groot te zijn, dat de pH van het incuba­
t iemengsel van plasma met ver r i jk te sar in (7,0 - 7,2) lager 
is dan die van het naengsel in de hydrolyseproeven naet gewone 
sa r in (7,7 - 8,0). Aangezien de aanwezigheid van azijnzuur 
in de ver r i jk te sar in op grond van de verlaging van de pH niet 
ongunstig is voor de stabil i teit van de sar in , werd niet de pH 
van de ve r r i jk te sar in-oploss ing bijgeregeld, m a a r werd in de 
controleproeven (fig, 17a, b) de pH van het incubatiemengsel 
teruggebracht tot 7,0 - 7 ,2 door azijnzuur aan de r a c . sa r in 
toe te voegen. Zoals uit de figuur blijkt, heeft dit geen in­
vloed op de vorm van de hydrolysecurve . Fig . 17c toont twee 
v e r d e r e controleproeven. La de ene •werd de normale v r i e s ­
droogprocedure toegepast op ra t t ep lasma. waaraan water was 
toegevoegd in plaats van 32p_garin oplossing en na 4 minuten 
incuberen acetaat buffer. De 32p_gar in voor raad-op loss ing 
werd met dit sublimaat verdund tot de ve re i s t e concentrat ie 
en het naengsel werd met ra t t ep lasma geïncubeerd ( A — A ) . In 
het tweede werd de 3 2p_ garin geïsoleerd uit ratteplasnaa, 
waarvan de sa r inase-ac t iv i t e i t was geremd met 1 mM pHMB 
(2 ,2 ,5) en vervolgens gedurende 4 minuten was geïncubeerd 
met 1 naM ^ ^ p . g a r i n (O—0). La beide gevallen werd de n o r ­
male hydrolysecurve waargenonaen met een snelle omzetting 
van ongeveer 50% van de sa r in . 

Deze resul ta ten tonen aan, dat de ver r i jk te sa r in zich 
op de ver^wachte •wijze onderscheidt van r a c . s a r in en zij v o r ­
men een duidelijke bevestiging van de opvatting dat de s a r inase 
uit rat teplasnaa een s t e rke voorkeur heeft voor één van de 
beide s t e r eo - i someren van sa r in . Zee r duidelijk wordt dit on­
de r s t r eep t door een vergelijking van de curve uit fig. 17b 
(A—A) en fig. 17c (O—0), waarui t het effect van de remnaing 
van de sa r inase op de eigenschappen van de overgesubl imeerde 
sa r in blijkt. 

6 . 4 . 3 . O n d e r z o e k n a a r d e m a t e v a n v e r r i j k i n g 
v a n s a r i n v e r k r e g e n d o o r i n c u b e r e n v a n 1 naM 
5-7 ° 

P - s a r i n n a e t m e n s e - , m u i z e - e n c a v i a p l a s m a . 
Uit de experimenten beschreven in 5.3,7 kan men afleiden dat 
ook bij plasnaa van mens en muis de hydrolyse van 1 mM sar in 
nog enigermate s tereospecif iek verloopt; bij caviaplasma •was 
hiervoor geen enkele aanwijzing aanwezig. Getracht werd deze 
waarnemingen te ver i f iëren door de sar in , die niet is omge-
zet na een kortstondige incubatie van 1 mM •-^^P-sarin met 
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deze plasnaasoorten, te i so le ren en de hydrolyse hiervan in 
ra t t ep lasma te bestuderen, een en ander geheel analoog aan 
de experimenten beschreven in 6 . 4 . 2 . Bij m e n s e - en mu ize ­
plasma, waarin de hydrolyse niet veel langzamer verloopt dan 
in ra t tep lasma, werd gedurende 4 minuten geïncubeerd, voor ­
dat de overgebleven sa r in werd geïsoleerd . Bij caviaplasma 
verloopt de hydrolyse veel langzamer ; hier •werden t^wee incu-
batietijden geprobeerd, namelijk 6 en 10 minuten. De r e s u l ­
taten zijn weergegeven in fig. 18. 
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Fig.18 De hydrolyse in ratteplasma van in mense-, muize- of caviaplasma verrijkte P-

sarin. 
a) sarin, gedurende 4 minuten verrijkt in menseplasma (conc. 0,026 mM) 
b) sarin, gedurende 4 minuten verrijkt in muizeplasma (conc. 0,033 mM) 
c) sarin, gedurende 6 minuten verrijkt in caviaplasma (conc. O, 045 mM) 
d) sarin, gedurende 10 minuten verrijkt in caviaplasma (conc. 0,025 mM) 

De hydrolysecurve van het ma t e r i a a l dat was ve rk regen 
uit het incubatiemengsel van r e s p . p lasma van mens en muis 
vertoont een knik die ver beneden de 50% ligt (fig. 18a en 
18b). Dit wijst erop dat ook in deze p lasmasoor ten de hydro­
lyse van 1 naM sar in s tereospecif iek verloopt . De hydro lyse­
curven van de sar in die •werd geïsoleerd na een incubatie met 
caviaplasma gedurende 6 r e s p . 10 minuten buigen pas boven 
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de 40% af ( r e s p , 45 en 4 2 % ) . In o v e r e e n k o m s t i g e e x p e r i n a e n ­
t en m e t r a c . s a r i n (fig, 17a en b , b o v e n s t e c u r v e n ) l ig t d i t 
punt e c h t e r t u s s e n de 5 0 - 5 5 % . W a a r s c h i j n l i j k b e s t a a t e r dus 
ook b i j de i n c u b a t i e van c a v i a p l a s n a a m e t 1 m M s a r i n nog enig 
v e r s c h i l t u s s e n d e s n e l h e d e n w a a r m e e d e b e i d e i s o n a e r e n w o r ­
den g e h y d r o l y s e e r d . 

6 . 4 . 4 . R e m m i n g v a n a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e d o o r 
v e r r i l k t e s a r i n . Z o w e l d o o r M i c h e l (28) a l s doo r Oonas 
(42) w e r d gevonden da t s a r i n z i c h b i j de renanaing v a n A c C h E 
g e d r a a g t a l sof h e t u i t t w e e c o m p o n e n t e n b e s t a a t d i e in e q u i ­
m o l a i r e h o e v e e l h e d e n a a n w e z i g z i jn en w a a r v a n de ene c o m ­
ponent v e e l s n e l l e r naet de C h o l i n e s t e r a s e r e a g e e r t dan de a n ­
d e r e . Dit w e r d w a a r g e n o m e n in e x p e r i m e n t e n d ie w e r d e n u i t ­
g e v o e r d doo r een A c C h E o p l o s s i n g , w a a r v a n de c o n c e n t r a t i e 
aan a c t i e v e g r o e p e n bekend w a s , t e i n c u b e r e n m e t s a r i n in 
c o n c e n t r a t i e s d i e in deze l fde o r d e v a n g r o o t t e l a g e n ; he t v e r ­
loop v a n de r e m m i n g w e r d gevolgd door v a n t i jd to t t i jd de 
r e s t e r e n d e e n z y m a c t i v i t e i t t e b e p a l e n . La p r o e v e n w a a r i n de 
s a r i n n i e t in o v e r n a a a t aan^wezig w a s , b l e e k de r e m m i n g s r e a c -
t i e v r i j w e l to t s t i l s t a n d t e k o m e n b i j een p e r c e n t a g e g e r e m d 
enz-yna da t o n g e v e e r de helf t b e d r o e g v a n w a t v e r w a c h t zou 
w o r d e n , ind ien a l d e s a r i n m e t h e t e n z y m had g e r e a g e e r d . 
D e z e o b s e r v a t i e s w e r d e n v e r k l a a r d op g r o n d van h e t v o o r k o ­
m e n v a n s a r i n in t w e e s t e r e o - i s o m e r e v o r m e n . He t v e r s c h i l 
in r e a c t i e s n e l h e i d van d e t w e e i s o m e r e n van s a r i n i s k e n n e ­
l i jk zo g r o o t da t b innen de duur v a n he t e x p e r i m e n t de één 
v r i j w e l v o l l e d i g r e a g e e r t en de a n d e r e n a u w e l i j k s a a n de r e ­
a c t i e t o e k o m t . 

Indien w o r d t g e w e r k t m e t een A c C h E o p l o s s i n g v a n b e ­
kende m o l a r i t e i t , kan u i t h e t v e r l o o p v a n de r e a c t i e dus de 
m o l a i r e c o n c e n t r a t i e v a n de i s o m e e r v a n s a r i n m e t de hoge 
r e a c t i e s n e l h e i d w o r d e n b e p a a l d , m i t s d e z e l a g e r i s dan d ie 
v a n he t enzyna. Dit p r i n c i p e h e b b e n wi j g e b r u i k t ona d e s a m e n ­
s t e l l i n g v a n de v e r r i j k t e s a r i n t e o n d e r z o e k e n . A a n g e z i e n nog 
m o e s t b l i j ken of d i e i s o m e e r , d i e in de v e r r i j k t e s a r i n in o v e r ­
m a a t a a n w e z i g i s , in de r e a c t i e m e t A c C h E de hoge of de 
l age af f in i te i t zou v e r t o n e n , w e r d een i e t s na inder d a n e q u i ­
m o l a i r e h o e v e e l h e i d ( v e r r i j k t e ) s a r i n g e b r u i k t . Voor een j u i s t e 

• Recente onderzoekingen van Boter c. s. (49) toonden aan dat het verschil in de reactiesnel-
heden tenminste 4000 is. 

78 



in terpre ta t ie van de resul ta ten was het van essent iee l belang 
dat de ui tgangs-concentra t ies goed bekend waren. Om het ef­
fect van een eventuele onnau^wkeurigheid in de AcChE concen­
t ra t i e op te heffen, werden de resul ta ten vergeleken met die 
van controle-exper imenten met r a c , sa r in . Ook werden proeven 
uitgevoerd met r a c . sa r in die, wat de voorbehandeling en de 
concentratiebepaling betreft , zoveel mogelijk identiek was met 
de ve r r i jk te sa r in . De uitvoering ve r l i ep als volgt: een AcChE 
oplossing, waarvan de concentrat ie aan actieve groepen was 
bepaald uit de enzymactiviteit en de activiteit per katalyt isch 
centrum (42, 50) werd geïncubeerd met ver r i jk te of rac. '^ '^P-
sar in in de gewenste concentrat ie . Hiertoe werden gelijke Vo­
lumina van de AcChE oplossing en de r e m m e r oplossing, beide 
in de veronaal buffer van pH 8,1 , bij elkaar gevoegd en het 
mengsel geincubeerd bij 25°. Op bepaalde tijdstippen werden 
naonsters genonaen en h ier in werd de enzymactiviteit bepaald 
zoals beschreven in 6.2.6. Deze werd uitgedrukt als het pe r ­
centage van de activiteit van het enzym voor het toevoegen van 
de r e m m e r . 

80 100 120 

tijd (mm) 

Fig. 19 De remming van acetylcholinesterase door sarin, 
X—X 3, 84 nM rac. sarin 
o—o 3, 84 nM verrijkte 32p.sarin 
enzymconcentratie 4, 88 nM 

La f ig . 19 z i jn de r e s u l t a t e n w e e r g e g e v e n v a n een e x p e r i ­
m e n t , w a a r i n de r e a c t i e v a n 4, 88 nM A c C h E m e t 3 , 84 nM 
v e r r i j k t e , r e s p . r a c . s a r i n w e r d b e s t u d e e r d . De v e r r i j k t e s a ­
r i n w a s v e r k r e g e n z o a l s b e s c h r e v e n in 6 .2 .4 . Hoewe l in b e i d e 
g e v a l l e n de t o t a l e s a r i n c o n c e n t r a t i e ge l i jk i s , b l i jk t de v e r -
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r i jkte sa r in (O—0) het enz-ym snel ler te r emmen dan de r a c e -
raische verbinding (A—A) , terwij l ook het percentage renanaing 
dat tenslot te wordt bereikt duidelijk hoger ligt. La een con­
t ro le -exper iment werd AcChE geïncubeerd met dr ie v e r s c h i l ­
lende prepara ten van r a c . sa r in . Hierbij waren de concentrat ies 
en incubatie omstandigheden volkomen vergel i jkbaar . De enz^yna-
concentrat ie bedroeg steeds 4,34 nM. De ee r s t e sa r in oplos­
sing was verkregen, uitgaande van een afgewogen hoeveelheid 
zeer zuivere n ie t - radioact ieve sa r in ; de eindconcentratie b e ­
droeg 3,40 nM. Het tweede p reparaa t was bereid door het 
v r iesdrogen van een water ige oplossing van P - s a r i n ; de eind­
concentrat ie was eveneens 3,40 nM. De derde port ie sa r in was 
geïsoleerd door v r iesdrogen van het reac t iemengse l , ve rkregen 
door 3'Jp_garin gedurende 4 nainuten te incuberen naet r a t t e ­
p lasma, waarvan de sa r inase-ac t iv i t e i t was geremd naet 1 nM 
pHMB; de eindconcentratie was in dit geval 3,38 nM. Van de 
beide laa ts te prepara ten werd de sa r in concentrat ie op grond 
van de ^ '^P-activiteit bepaald. De resul ta ten zijn weergegeven 
in fig. 20. Het blijkt dat de d r ie sa r in prepara ten volkomen 

1\ 
K 
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Fig. 20 
De remming van acetylcholinesterase door 
sarin; controle experimenten. 

X 3,40 nM rac sarin 
4 3,40 nM ^P-sarin, gesublimeerd 
o 3,38 nM ^^P-sarin, gesublimeerd na 

incubatie gedurende 4 minuten met door 1 mM 
pHMB geremd ratteplasma 

tijd (min) enzymconcentratie 4,34 nM. 

identiek verlopende reac t i e s met AcChE gaven. Hieruit kan 
worden geconcludeerd dat de bepaling van de sa r in concentrat ie 
door middel van radioactiviteitsnaetingen betrouwbaar is en dat 
de technieken, gebruikt bij het i so le ren van de ver r i jk te sar in , 
geen aanleiding geven tot ar tefacten. Derhalve is het ve rsch i l 
tussen de r a c , en de ver r i jk te sa r in in de reac t ie naet AcChE 
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(fig. 19) reëe l en een duidelijke aanwijzing dat de ver r i jk te 
sar in voor m e e r dan de helft uit de i someer bestaat die snel 
naet het enzym reagee r t . Uit de gebruikte concentrat ies en het 
percentage remming na 110 minuten berekenen wij voor de 
r a c . sa r in een gehalte aan deze isonaeer van 51%; voor de v e r ­
rijkte sar in bedraagt dit 7 8%. 

6 ,4 . 5. R e a c t i v e r i n g e n v e r o u d e r i n g v a n b u t y r y l ­
c h o l i n e s t e r a s e , n a r e m n a i n g d o o r v e r r i j k t e . 
r e s p . r a c . s a r i n . Bij de reac t ie van Cholinesterase met 
renamers van het organofosfaat type wordt de fosforgroep ge­
subst i tueerd aan de hydroxylgroep van de ser ine in het actieve 
centrum (51, 52). Door het geremde enzym te incuberen met 
bepaalde oximen of hydroxanazuren kan deze fosfor bevattende 
substituent weer worden afgesplitst , waarbi j de enzymactiviteit 
t e rugkeer t (53, 54). Deze reac t ie noemt men reac t iver ing . In 
het geval dat in het gefosforyleerde enzym in de substituent 
een esterbinding aanwezig i s , wordt vaak nog een andere r e ­
actie waargenonaen. namelijk een spontane hydrolyse van deze 
esterbinding, waardoor in het gerenade enzym een negatief ge - , 
laden substituent achterblijft die niet ontvankelijk is voor de 
reac t ie met de reac t iva toren (29). Het geremde enzym kan 
dus niet m e e r gereac t iveerd worden. De overgang van een r e -
ac t iveerbare naar een n i e t - r eac t ivee rba re vorm vindt naeestal 
v r i j geleidelijk plaats en wordt de "veroudering" van het ge­
remde enzym genoenad. Bovenstaande reac t ies zijn schematisch 
weergegeven in fig. 21. 
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Fig.21 
Remming, reactivering en veroudering 
van Cholinesterase; schematisch over­
zicht (zie tekst 6.4.5). 
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Berends (30) vond dat de react iver ing door de oximen 
P2AM (1 methyl 2 hydroxyiminomethylpyridinium jodide) en 
MINA van BuChE, dat geremd was naet sa r in , een bifasisch 
ver loop had, namelijk een aanvankelijk snelle reac t ie , waar in 
ongeveer de helft van het geremde enzym werd gereact iveerd , 
gevolgd door een langzaana ve rde r oplopen van het percentage 
reac t iver ing . Nader kinetisch onderzoek wees uit dat het hier 
een eigenschap van het geremde enzyna betrof; ca. 50% h ie r ­
van reageerde snel met deze oximen, de andere helft werd 
gereact iveerd in een reac t ie (van de ee r s t e orde) met een aan­
zienlijk lagere snelheidsconstante. Ook de veroudering van dit 
geremde enzym bleek een bifasisch verloop te vertonen; deze 
reac t ie kwam vrijwel tot st i lstand nadat ongeveer de helft van 
het gerenade BuChE was verouderd . Deze beide verschi jnselen 
werden alleen waargenomen bij BuChE dat was geremd met 
een asymmet r i sche fosforverbinding, niet na reac t ie met b i j ­
voorbeeld DFP, Berends verk laarde deze waarnemingen door 
aan te nemen dat bij de reac t ie van BuChE met sa r in twee 
vormen van het geremde enzym ontstaan, namelijk het D- en 
Li-(isopropyl methylfosfonyl)-enz-yna, in ongeveer gelijke hoe­
veelheden; deze beide s t e r e o - i s o m e r e geremde enzymen zou­
den zich onderscheiden door een ve r sch i l in geneigdheid tot 
reac t ie naet reac t iva toren en tot verouder ing. Deze verklar ing 
impl iceer t dat BuChE bij de remnaing weinig of geen voorkeur 
heeft voor I...-of D-sar in in afwijking van het gedrag van AcChE. 
Dit is in overeenstemming met de resul ta ten van Oonas (42) 
die aangeeft dat bij de reac t ie van BuChE met sa r in voor de 
twee isonaeren geen significant verschi l lende react iesnelheden 
worden waargenomen. Uit recente onderzoekingen van Öoter 
c . s . (49) volgt echter dat er wel een versch i l bestaat , m a a r 
dat dit s lechts een factor 2 bedraagt . Li fig. 21 zijn de r e ­
ac t ies , waarin de t^wee s t e r eo - i someren zich verschi l lend kun­
nen gedragen, aangegeven met twee pijlen van ongelijke leng­
ten; voor de remming van BuChE door sar in zou dit dus niet 
gelden. 

Indien de boven vermelde verklar ing juist i s , kan een 
onderzoek van het verloop van de react iver ing en de veroude­
ring van BuChE, dat is geremd naet sa r in , inlichtingen v e r ­
schaffen over de verhouding waar in de t^wee s t e r eo - i someren 
in de gebruikte sar in aanwezig zijn, In de volgende paragrafen 
is een dergelijk onderzoek beschreven dat uitgevoerd is door 
de react iver ing en veroudering van BuChE, geremd met r e s p , 
r a c , en ver r i jk te sar in , te vergeli jken, 
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-. 32 
Voor d e z e e x p e r i m e n t e n w e r d de v e r r i j k t e P - s a r i n g e ­

b r u i k t d ie v o l g e n s 6 , 2 , 4 w a s b e r e i d . De r a c . s a r i n w e r d v e r -
k r e g e n door een w a t e r i g e o p l o s s i n g v a n ^ ^ P - s a r i n t e v r i e s ­
d r o g e n . Het g e b r u i k t e e n z y m w a s o p g e l o s t in O, 01 M fosfaa t 
buffer , pH 7 . 4 en had een a c t i v i t e i t v a n ca . 50 E / m l (0,7 ^ M) 
en 3,5 E / m g e iwi t . T e r s t a b i l i s e r i n g v a n he t e n z y m w e r d 2 m g 
r u n d e r s e r u m albunaine p e r m l t o e g e v o e g d , T i en m l v a n d e z e 
o p l o s s i n g w e r d g e ï n c u b e e r d b i j k a m e r t e m p e r a t u u r m e t 0,15 m l 
v e r r i j k t e r e s p , r a c , ^ P - s a r i n ( e i n d c o n c e n t r a t i e s a r i n 3 jiM) 
g e d u r e n d e 2 u u r . H i e r n a w a s de e n z y m a c t i v i t e i t v o o r m e e r 
dan 99% g e r e m d . De o v e r m a a t r e m m e r w e r d v e r w i j d e r d door 
e x t r a c t i e m e t e t h e r (z ie 6. 2 . 8). Het a l d u s v e r k r e g e n m a t e r i ­
a a l w e r d g e b r u i k t v o o r he t o n d e r z o e k v a n de r e a c t i v e r i n g en 
v e r o u d e r i n g . 

6 . 4 , 5 , 1 . R e a c t i v e r i n g ^ De r e a c t i v e r i n g w e r d b e s t u d e e r d 
door he t g e r e m d e e n z y m t e i n c u b e r e n m e t 0 , 0 2 M MINA en 
he t h e r s t e l van de e n z y m a c t i v i t e i t m e t de t i jd t e v o l g e n . H i e r ­
v o o r w e r d 2 m l v a n de o p l o s s i n g v a n he t g e r e m d e e n z y m g e ­
m e n g d m e t 2 m l 0 , 0 4 M MINA in 0 , 0 1 M fos faa t buffer , pH 
7 , 4 en g e ï n c u b e e r d b i j 25° in een t h e r m o s t a a t b a d . Op d i v e r s e 
t i j d s t i p p e n w e r d e n m o n s t e r s v a n 250-100 ^1 g e n o m e n w a a r v a n 
de e n z y m a c t i v i t e i t w e r d b e p a a l d v o l g e n s de p H - s t a t m e t h o d e 
( 6 . 2 , 7 ) , De g e m e t e n e n z y m a c t i v i t e i t w e r d u i t g e d r u k t a l s p e r -

Fig.22 De reactivering door MINA van butyrylcholinesterase, geremd door sarin. 
o—o BuChE, geremd door verrijkte sarin; x—x BuChE, geremd door rac. sarin. 
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centage van de waarde die naaxinaaal kon worden bereikt door 
het geremde enzym langdurig te incuberen met O, 1 M MINA 
(dit werd bepaald in de hierna te bespreken verouder ingsproe-
ven). Deze waarde lag ongeveer 10% lager dan de theoret ische 
waarde die werd berekend uit de activiteit van het enzym voor 
de remming . In fig. 22 zijn de resul ta ten van dit experiment 
weergegeven. Deze tonen aan dat van BuChE, geremd met 
ver r i jk te sar in , een g ro te re fractie snel wordt gereac t iveerd 
dan van het door r a c . sa r in geremde enzym. Het bifasische 
karakter van de react iver ing blijkt nog duidelijker indien van 
dezelfde resul ta ten de log (100-% react iver ing) tegen de tijd 
wordt uitgezet zoals in fig. 23 is geschied. Extrapolatie van 
de langzame (ee rs te -orde) reac t ie naar t = o (verg. 5-6) laat 
zien dat het enzym na de reac t ie met r a c . sa r in ongeveer 52% 
van de snel te reac t iveren conaponent bevatte, BuChE geremd 
met ver r i jk te sar in ongeveer 83%. 
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Fig. 23 Kinetische analyse van de reactivering door MINA van butyrylcholinesterase, geremd 
door sarin. 
o—o BuChE, geremd door verrijkte sarin; 
X—X BuChE, geremd door rac. sarin (gegevens afkomstig van fig.22) 

6 . 4 . 5 . 2 . V e r o u d e r i n g . De v e r o u d e r i n g w e r d o n d e r z o c h t 
doo r he t g e r e m d e e n z y m t e b e w a r e n b i j 25° en v a n t i jd to t 
t i jd in m o n s t e r s t e b e p a l e n we lk p e r c e n t a g e r e a c t i v e r i n g nog 
kon w o r d e n b e r e i k t . D a a r d e z e i n c u b a t i e v e l e dagen w e r d v o o r t ­
g e z e t en he t o p t r e d e n van b a c t e r i e g r o e i v e r m e d e n d i ende t e 
w o r d e n , w e r d d e z e i n c u b a t i e o n d e r t o l u e e n d a m p u i t g e v o e r d . 
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Hiertoe werden de buis jes , waar in zich 5 nal gerenad enz-ym 
bevond, afgesloten met een rubbers top, waar doorheen een 
glazen buisje s tak dat aan onder- en bovenzijde was afgesinol-
ten, naaar een opening opzij onder de stop had^ dit buisje be^ 
vatte een druppel tolueen. Op d iverse tijdstippen werden mon­
s t e r s genomen van O, 5 m l . Hieraan werd 0,5 ml 0,2 M MINA 
(pH 7,4) toegevoegd. Vervolgens werden deze naonsters geïn­
cubeerd bij 25°; na 24, 48 en 72 uur werd de enzymactiviteit 
bepaald. Deze nam na 48 uur gewoonlijk niet ve rde r toe . De 
op deze wijze bepaalde naaxinaaal be re ikbare activiteit van elk 
naonster werd vergeleken met de activiteit van het enzym voor 
de renanaing (na cor rec t i e voor verdunningsfactoren). De v e r ­
oudering werd uitgedrukt in het percentage niet m e e r te r e ­
act iveren enzynoactiviteit. De resul ta ten zijn afgebeeld in fig. 
24. Deze tonen aan dat bij de aanvang van de incubatie reeds 
ca. 10% van het geremde enzym is verouderd (verg. 6 . 4 . 5 . 1 ) 

tijd (uren) 

Fig. 24 De veiouderlng van butyrylcholinesterase. geremd door sarin. 
o—o BuChE. geremd door verrijkte saiin; x—x BuChE. geremd door rac. satin. 

en, w a t b e l a n g r i j k e r i s , da t de v e r o u d e r i n g du ide l i jk s n e l l e r 
v e r l o o p t en een h o g e r p e r c e n t a g e b e r e i k t in h e t enz-yna da t g e ­
r e m d i s m e t v e r r i j k t e s a r i n , dan in d e m e t r a c . s a r i n b e h a n ­
de lde B u C h E . Een n a d e r e a n a l y s e v a n d e z e g e g e v e n s i s we in ig 
z invo l , a a n g e z i e n doo r de l ange duur v a n de i n c u b a t i e een v r i j 
a a n z i e n l i j k e s p o n t a n e r e a c t i v e r i n g en en ige d e n a t u r a t i e p l a a t s ­
v ind t d ie i n t e r f e r e r e n m e t de e igen l i jke v e r o u d e r i n g . 
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6 . 4 . 6 . R a c e m i s e r e n v a n v e r r i j k t e s a r i n o n d e r 
i n v l o e d v a n f l u o r i d e i o n e n . Het feit dat de s t e r e o s p e ­
cificiteit van p l a s m a - s a r i n a s e ve r lo ren lijkt te gaan bij hogere 
sa r in concentrat ies zou kunnen worden verk laa rd door aan te 
nemen dat één van de produkten die bij de hydrolyse van s a ­
r in ontstaan de omzetting van de beide s te reo- isonaeren in 
elkaar kan kata lyseren. Bij lage concentrat ies sar in zal dit 
produkt slechts in geringe hoeveelheden worden gevormd en 
zal van de r acemisa t i e weinig hinder worden ondervonden ; 
bij hogere concentrat ies echter zou de r acemisa t i e er toe kun­
nen leiden dat de langzaam gespl i ts te isonaeer met mee tba re 
snelheid in de andere wordt omgezet, die daarna door de s a ­
r inase snel wordt afgebroken. Een dergeli jk mechanisme zou 
ook verk la ren waarom de hydrolyse van 1 mM sar in in r a t t e - , 
m e n s e - en muizeplasma met vri jwel gelijke snelheid verloopt 
(afgezien van de ee r s t e fase); wellicht is in deze reac t ies de 
racemisa t i e de snelheidsbepalende s tap. 

La de ee r s t e plaats komt als katalysator voor de r a c e ­
misa t ie het bij de hydrolyse vri jkomende fluoride ion in aan­
merking, volgens het volgende reac t i e schema: 

RO / ^ ^ 
F ' + 0 = P — F * i ^ F — P = 0 + F " 

CH^-^ ^ ^ ^ 3 

( racemisa t ie onder invloed van fluoride ionen zou ook ve rk la ­
ren waarom alle pogingen de s t e r eo - i someren van sa r in te 
synthet iseren hadden gefaald; in de laa ts te s tap van de s^ynthese 
was namelijk een hoge concentrat ie fluoride ionen aanwezig. 
La recente onderzoekingen zijn Boter c. s. (49) er in geslaagd 
de synthese van de s t e r e o - i s o m e r e n van sa r in tot een goed 
einde te voeren o . a . door de aanwezigheid van fluoride ionen 
zoveel naogelijk te vernaijden). 

Wij hebben de veronders te l l ing dat fluoride ionen de r a ­
cemisat ie in de hand werken, onderzocht door de invloed van 
incubatie met NaF op de eigenschappen van de ver r i jk te sar in 
te bestuderen. 

6 . 4 , 6 . 1 . I n v l o e d v a n b e h a n d e l e n v a n v e r r i j k t e s a ­
r i n m e t n a t r i u m f l u o r i d e__o^p^ d e h y d r o l y s e iji 
r a t t e p l a s m a . Voor deze experimenten werd een hoeveel­
heid ver r i jk te sa r in gebruikt die O, 26 naM sar in bevatte; de 
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pH van deze oplossing was 3,3 . Hiervan werd 2 ml gedurende 
1 uur geïncubeerd met 5 mM NaF bij 25°. Vervolgens werd 
van dit ma te r i aa l de hydrolyse in r a t t ep lasma bestudeerd op 
de manier beschreven in 5 . 3 . 4 en 2 . 2 . 1 ; de eindconcentratie 
sa r in was O, 026 naM. La controle-exper imenten werd de hy­
drolyse in ra t t ep lasma onderzocht van r e s p . de oorspronkeli jke 
ver r i jk te sar in , van dit ma te r i aa l na 1 uur staan bij 25° (eind-
conc. O, 026 mM) en van O, 025 mM r a c . sa r in . De resul ta ten 
zijn weergegeven in fig. 25. Curve (A—A) werd verkregen met 
de onbehandelde ver r i jk te sa r in . Deze viel geheel samen met 
die van het ma te r i aa l dat 1 uur bij 25° was bewaard; deze 
curve is niet opgenomen in deze figuur. Curve (O—0) werd 
gevonden voor r a c . sa r in , curve (A—A) voor de ver r i jk te sa r in 
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Fig.25 
De hydrolyse in ratteplasma van verrijkte 
sarin, behandeld met NaF. 
4—4 O, 026 mM verrijkte sarin 
o—o O, 025 mM rac. sarin 
*—4 0,026 mM verrijkte sarin, tevoren in 
een concentratie van 0,26 mM gedurende 

tijd (mm) 1 uur gethcubeerd met 5 rnM NaF. 

die was behandeld met NaF (door vr iesdrogen werd vas tge ­
steld dat dit laa ts te ma te r i aa l door deze behandeling niet reeds 
gedeeltelijk was gehydrolyseerd; ca. 99% van de ^^P -was nog 
vluchtig). De resul ta ten tonen duidelijk aan dat de incubatie 
met NaF de hydrolysecurve d ras t i sch doet veranderen . Voor 
de behandeling bevatte de ver r i jk te sa r in minder dan 20% van 
de i someer die snel wordt gehydrolyseerd. Door de inwerking 
van NaF is dit opgevoerd tot ca. 50%, zoals in de r a c . sa r in , 
waarvan de ve rde re hydrolyse echter minder snel verloopt dan 
van het ma te r i aa l dat NaF bevat. Uit dit resu l taa t kan men 
concluderen dat onder invloed van 5 mM NaF (vernaoedelijk 
dus van de fluoride ionen) de ver r i jk te sa r in is overgegaan in 
r a c . sa r in . De versne lde hydrolyse van de tweede helft van de 
sar in kan waarschijnli jk •worden toegeschreven aan een voor t ­
gaan van de racenaisat ie in het ra t tep lasma, waar de NaF con­
centra t ie nog O, 5 mM bedraagt . Aangezien de eigenschappen 
van de ver r i jk te sar in zelf niet veranderen door bewaren bij 
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25°, t reedt h ier in kennelijk geen noenaenswaardige r a c e m i s a ­
tie op; door de wijze waarop dit ma te r i aa l wordt ve rkregen 
is het v r i j van fluoride ionen en door de lage pH, een gevolg 
van de aanwezigheid van het naee gesubl imeerde azijnzuur, 
wordt de hydrolyse, dus de produktie van fluoride, s t e rk on­
derdrukt . 

Met behulp van de volgende experimenten werd getracht 
een indruk te krijgen bij welke concentrat ie aan NaF de r a ­
cemisat ie een factor van betekenis gaat worden. Hiervoor werd 
0,24 mM ver r i jk te sa r in gedurende 10 minuten bij 25° geïn­
cubeerd met r e s p . 0 ; 0 ,50; 0 ,75; 1,00; 1,25 en 5,0 mM N a F . 
Vervolgens werd van dit naateriaal de hydrolyse in ra t t ep lasma 
gedurende de e e r s t e 5 minuten onderzocht op de gebruikelijke 
manier (eindconc. sa r in 0,024 mM). De resul ta ten zijn w e e r ­
gegeven in fig. 26. Hierui t blijkt dat in 10 minuten reeds dui­
delijk enige r acemise r ing is opgetreden naet 0,75 mM NaF, 

- ^ ^ 

; V
 

1 
-1 c 

tijd (min) 

Fig.26 De hydrolyse in ratteplasma van verrijkte sarin, behandeld met NaF; invloedvande 
NaF concentratie. 
0,024 IHM verrijkte sarin; de verrijkte sarin werd tevoren, ineenconc. van 0,24mM, 
gedurende 10 minuten geincubeerd met resp. 0(a), 0,5 (b), 0,75(c), l,0(d), 1,25 
(e) en 5 (f) mM NaF. 

t e r w i j l m e t 5, O naM N a F di t p r o c e s b innen 10 m i n u t e n i s v o l ­
too id . V e r v o l g e n s w e r d b i j 0 , 7 5 naM N a F he t v e r l o o p v a n de 
r a c e n a i s a t i e m e t de t i jd n a g e g a a n . Aan p o r t i e s v a n 0,5 m l v e r ­
r i j k t e s a r i n ( c o n c . 0,23 m M ) w e r d 5 jil w a t e r , of 5 j i l 75 naM 
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NaF toegevoegd. Na incuberen gedurende 10, 20 en 30 minu­
ten bij 25° werd de hydrolyse in ra t t ep lasma bestudeerd op 
de gebruikelijke wijze. De resul ta ten zijn samengevat in fig. 
27. Er vindt een geleidelijke verschuiving plaats van de knik 
in de hydrolysecurve die e rop wijst dat de r acemise r ing door 
NaF een met de tijd voortschri jdende reac t ie i s , die onder 
de gebruikte omstandigheden een halveringsti jd heeft die op 
ca. 11 minuten kan worden geschat . 

20 30 

t i j d (min) 

Fig. 27 
De hydrolyse in ratteplasma van verrijkte sa­
rin, behandeld met 0,75 mM NaF; invloed 
van de tijd van incubatie. 
O, 023 mM verrijkte sarin; de verrijkte sarin 
werd tevoren, in een conc. van 0,23 mM 
geöicubeerd met 0.75 mM NaF gedurende 
resp. 10 ( •—• ). 20 ( 4—4 ) of 30 ( 4—4 ) 
min; 0—0 verrijkte sarin zonder NaF. 

6 . 4 . 6 . 2 . I n v l o e d v a n b e h a n d e l e n v a n d e v e r r i j k t ^ 
s a r i n m e t n a t r i u m f l u o r i d ^ ^ ^ p d e r e a c t i e m e t 
a c e t y^l C h o l i n e s t e r a s e . De r e s u l t a t e n , b e s c h r e v e n in de 
v o r i g e p a r a g r a a f , du iden e r o p da t d o o r een i n c u b a t i e m e t N a F 
de v e r r i j k t e s a r i n w o r d t o m g e z e t in r a c . s a r i n , a l t h a n s ind ien 
wi j de h y d r o l y s e in r a t t e p l a s m a a l s m a a t s t a f h a n t e r e n . De i n ­
v loed v a n N a F op de v e r h o u d i n g t u s s e n de t w e e s t e r e o - i s o m e ­
r e n in de v e r r i j k t e s a r i n w e r d n a d e r o n d e r z o c h t d o o r naiddel 
van de r e a c t i e m e t A c C h E . De r e a c t i e w e r d u i t g e v o e r d g e h e e l 
ana loog a a n de e x p e r i n a e n t e n u i t 6 . 4 . 4 . De A c C h E c o n c e n t r a ­
t i e b e d r o e g 4 ,88 n M . Het e n z y m w e r d g e ï n c u b e e r d naet r e s p . 
3,96 nM r a c . s a r i n , 3 ,95 nM v e r r i j k t e s a r i n en 3,95 nM v e r ­
r i j k t e s a r i n d ie t e v o r e n g e d u r e n d e 30 nainuten m e t 2 , 2 m M 
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NaF was behandeld; de incubatie met NaF werd uitgevoerd bij 
25° door aan 0 ,5 m l 0,22 mM sar in 5 (il 0,22 M NaF toe te 
voegen. Ook in dit experiment werd geconstateerd dat de b e ­
handeling met NaF geen hydrolyse van de sar in tot gevolg heeft. 
De resu l te rende remming s curven zijn afgebeeld in fig. 2 8 . 
Duidelijker nog dan uit de resul ta ten van de hydrolyse in r a t ­
teplasma blijkt hierui t , dat na de behandeling met NaF de v e r ­
ri jkte sa r in zich volkomen gedraagt als r a c . sa r in . 
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Fig. 28 
De remming van acetylcholinesterase door verrijkte sarin, behan­
deld met NaF. 
X—X 3,95 nM verrijkte sarin, tevoren in een conc. van 0,22 mM 
gedurende 30 min geincubeerd met 2,2 mM NaF. ; o—o 3,95 nM 
verrijkte sarin; 4 3,96 nM rac, sarin; 
enzymconcentratie 4. 88 nM. 

6 . 5 . B e p a l i n g v a n d e o p t i s c h e d r a a i ï n g v a n v e r ­
r i j k t e s a r i n n a c o n c e n t r e r e n 

De tot d u s v e r b e s c h r e v e n r e s u l t a t e n w i j zen e r o p da t de 
h y d r o l y s e v a n s a r i n door p l a s m a - s a r i n a s e s t e r e o s p e c i f i e k v e r ­
loopt , doch da t d e z e s t e r e o s p e c i f i c i t e i t b i j h o g e r e s a r i n c o n ­
c e n t r a t i e n i e t tot u i t ing k o m t in een knik in de h y d r o l y s e c u r v e 
of een m e e t b a r e o p t i s c h e r o t a t i e , d o o r d a t de v r i j k o m e n d e f l u o r ­
ide ionen de r a c e m i s e r i n g van d e r e s t e r e n d e s a r i n b e v o r ­
d e r e n . Voor he t w a a r n e e n a b a a r z i jn van een o p t i s c h e d r a a i ï n g 
in de g e b r u i k t e p o l a r i n a e t e r zou de c o n c e n t r a t i e van één i s o -
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m e e r van sa r in volgens onze schatting minstens 3 naM groter 
moeten zijn dan die van de andere (zie 6 ,3) . Indien wij dit 
concent ra t ie -verschi l zouden willen bereiken in een experiment 
waarin r a c , sa r in wordt geïncubeerd met plasma, zou de aan-
vangsconcentrat ie mins tens tweemaal zo hoog moeten zijn. La 
het experiment , beschreven in 6,3 , werd 0,05 M sa r in geïn­
cubeerd met onverdund ra t tep lasma; hierbi j duurde het ca. 45 
minuten voor de helft van de sar in was omgezet . Uit de p roe ­
ven met NaF bleek dat in de ver r i jk te sar in bij 0,5 mM fluor­
ide reeds racenaisering werd waargenomen; geschat kan wor ­
den dat in 1 naM fluoride sa r in binnen een half uur geheel wordt 
geracenaiseerd . Deze concentrat ie aan fluoride is in een ex­
per iment met O, 02 - O, 05 M sar in in ra t t ep lasma binnen en­
kele minuten bere ikt . Wij moeten dan ook concluderen dat het 
waarnemen van een optische rotat ie tijdens de hydrolyse van 
een dergeli jke concentrat ie sa r in in plasma niet mogelijk i s , 
tenzij er middelen worden gevonden de fluoride ionen, die bij 
de reac t ie vrijkonaen, d i rec t onschadelijk te maken. 

Li de hier beschreven experimenten hebben wij een an­
dere weg bewandeld om een oplossing van sar in in handen te 
krijgen die zoveel m e e r van de ene i someer bevatte dan van 
de andere , dat een optische draaiïng kan worden waargenonaen. 
De resul ta ten verkregen met de ver r i jk te sar in wijzen erop 
dat dit ma te r i aa l voor ongeveer 80% uit de isonaeer bestaat 
die langzaam door sa r inase wordt gespl i ts t . De totale sa r in 
concentrat ie in deze oplossingen bedraagt ongeveer 0,25 naM, 
een concentrat ie die dus naar schatting nog -wel een factor 10 
te laag is voor een juist waarneembare draaiïng in de po la r i ­
naeter. In principe zou het echter mogelijk moeten zijn een 
m e e r geconcentreerde oplossing van deze sar in te bere iden. 
Wij hebben getracht dit te bereiken, in de ee r s t e plaats door 
bij het v r iesdrogen het sublimaat gefractioneerd op te vangen. 
Hierbij werd uitgegaan van 1 naM ^ ^ P - s a r i n in 3 ml r a t t e ­
plasnaa. Na 4 minuten incuberen werd aangezuurd. ingevroren 
en gevriesdroogd. Het sublimaat werd in fract ies van O, 2 ml 
opgevangen. De ee r s t e f ract ies bleken relatief de mees te s a ­
r in te bevatten. Een hogere concentrat ie dan 1 naM sar in werd 
op deze naanier echter niet bere ik t . Zoals ver^wacht kon -wor­
den, werd ook naet deze sa r in geen draaiïng in de polarinaeter 
geconstateerd. Een v e r d e r e concentrering van het op deze wijze 
verkregen produkt was dus nodig. Aangezien sa r in in water ige 
oplossing ook bij lage pH aan enige hydrolyse onderhevig is 

91 



en bij deze hydrolyse fluoride ionen vri jkomen, leek het con­
cen t re ren van de ver r i jk te sa r in in water ig mil ieu niet erg 
zinvol. Getracht werd daarom de sa r in met een organisch op­
losmiddel uit de water ige oplossing te ext raheren en de zo 
ve rk regen oplossing te concent reren . Dit oplosmiddel naoest 
aan de volgende eisen voldoen; 

a) een zeer goed oplosmiddel zijn voor sar in , zodat met een 
betrekkeli jk klein volume de sa r in grotendeels geëxtraheerd 
kan worden uit de O, 25 mM water ige oplossing, 

b) zeer slecht naengbaar zijn naet water , zodat bij de extract ie 
zo weinig mogelijk water wordt opgenomen, 

c) v r i j vluchtig zijn, met het oog op het ve rde r concent reren 
van de oplossing. 

Aan de gestelde eisen bleek chloroform het bes t te b e ­
antwoorden. 

6 . 5 . 1 . M e t h o d e v a n e x t r a c t i e en c o n c e n t r e r e n . In 
6 . 2 . 8 werd beschreven hoe overmaat s a r in uit een water ige 
oplossing van geremde BuChE werd verwijderd door extract ie 
met ether in een schuin opgestelde rondbodenakolf, verbonden 
naet een ro terende ve rdamper . Deze wijze van ext raheren biedt 
de volgende voordelen: 

a) de tenaperatuur kan op eenvoudige manier worden geregeld, 
b) men kan zonder yeel r i s i co met radioact ieve en giftige stof­

fen werken, 
c) instellen van het verdelingsevenwicht gaat redeli jk snel, 
d) men behoeft niet te wachten op het ontnaengen en 
e) er vormt zich geen tussenlaag. 

In dit apparaat kan bovendien in dezelfde opstelling zowel het 
ex t raheren als het indampen van de organische laag gesch ie ­
den. 

Doordat naet radioact ieve sa r in gewerkt werd kon genaak-
kelijk worden gecontroleerd of tijdens het indanapen ver l iezen 
werden geleden. De ro te rende verdanaper was via een u i t v r i e s ­
vat, gekoeld met alkohol-vast CO2, verbonden met een wa t e r -
s t raal luchtpomp; genaeten werd hoeveel radioactivi tei t in dit 
u i tvr iesvat te recht kwana. 

Voor het verwijderen van de overmaat sa r in uit de BuChE 
oplossing moes t een oplosmiddel worden gebruikt dat niet scha-
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delijk was voor het gerenade enzyna; dit leidde tot de keus van 
e ther . Als extract iemiddel voor sa r in is ether echter niet de 
mees t geschikte vloeistof; het neenat v r i j veel water op en de 
verdelingscoëfficiënt is niet zeer gunstig; deze bedraagt onge­
veer 1, Gezocht werd naar een niet met water mengbare vloei ­
stof met een gunst igere verdelings coëfficiënt. Volgens Rosen­
thal c . s . (55) is van een aantal door deze auteurs onderzochte 
organische oplosmiddelen, de verdel ings coëfficiënt voor sa r in 
tussen organische fase en water voor chloroforna het gunstigst; 
de verdelings coëfficiënt bedroeg 31 (temp. 25-29°) . Chloro­
form voldoet aan de in 6,5 gestelde eisen; het neemt nanaelijk 
zeer weinig water op en is v r i j vluchtig, 

3 2 Een hoeveelheid van 4 ml O, 6 naM P - s a r i n oplossing 
(pH 4) werd met chloroform geëxt raheerd door ro t e ren bij 0° 
gedurende 10 minuten in een rondbodem van 100 ml . Hierna 
werd het ^ P - g e h a l t e van de water ige en de organische fase 
bepaald en hieruit de verdel ings coëfficiënt. Deze was ca, 15; 
deze waarde veranderde niet indien de extract ie langer werd 
voortgezet . 

Vervolgens werd nagegaan of een sar in oplossing in chlo­
roform aan de ro terende verdamper geconcentreerd kon wor ­
den. Hierbij hebben wij aangenomen dat het gehalte aan de v e r ­
ri jkte sa r in ongeveer 100 x vergroot moest worden. Voor het 
vullen van de kleinste polar imeterbuis naet een lichtweg van 
10 cm was 1 ml nodig. Wij moesten dus in s taat zijn de sa r in 
uit een oplossing van 100 ml te ext raheren met chloroform en 
het extract te concentreren tot ca, 1 ml , zonder dat daarbi j 
ernst ige ver l iezen optraden. Dit werd getest door 100 nal 0,25 
mM ^'^P-sar in oplossing (pH 4) gedurende 10 minuten met 100 
ml gedest i l leerde chloroform (p. a.) in een rondbodenakolf, die 
gekoeld werd met i jswater , te laten ro te ren . Vervolgens werd 
90 ml van de chloroform oplossing bij 0° aan de ro te rende 
ve rdamper ingedampt onder ve rminderde druk; de druk werd 
zodanig geregeld dat schuinaen niet optrad. Het volume werd 
teruggebracht tot 0,7 nal. Volgens radioact ivi te i tsmetingen b e ­
vatte deze oplossing 96% van de oorspronkeli jke in de 90 ml 
chloroform aanwezige hoeveelheid •^'^P. Op deze •wijze was het 
dus zeer goed mogelijk de oplossing in chloroform te concen­
t r e r e n zonder veel sa r in te ver l iezen . 

Li dit experinaent bleek dat bij deze grote volumina het 
verdeling s even^wicht na 10 minuten ro te ren nog niet was b e -
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re ik t . Nader onderzoek wees uit dat dit na 30 nainuten wel het 
geval was . Gezien het feit dat de oplossing van ver r i jk te sa r in 
1 uur bij 25° kon worden bewaard zonder dat er een signifi­
cante hydrolyse of r acemisa t i e optrad (zie 6 , 4 . 6 , 1 ) , was het 
niet te verwachten dat een extract ie gedurende 30 minuten bij 
0° de samenstel l ing van de sa r in merkbaa r zou beïnvloeden. 
La de volgende experimenten werd deze periode dan ook aan­
gehouden. Voor een m e e r efficiënte extract ie -werd niet één­
maal met 100 ml naaar tweemaal me t 50 ml chloroform ge ­
ëxtraheerd gedurende 30 minuten bij 0°, Met deze procedure 
werd 95% van de sar in aan de water laag onttrokken. 

6 . 5 . 2 . B e r e i d i n g v a n e e n g e c o n c e n t r e e r d e o p l o s ­
s i n g v a n v e r r i j k t e s a r i n . Voor het bereiden van de 
ver r i jk te ^ ^ P - s a r i n werd in principe dezelfde techniek gebruikt 
als beschreven in 6.2,4, welke werd aangepast aan de g ro te re 
hoeveelheden die nodig waren . De incubatie met ra t t ep lasma 
werd uitgevoerd in v ier buizen van 140 bij 34 mna, die aan 
de bovenzijde waren voorzien van een slijpstuk NS 24/29, In 
elke buis werd 25 ml ra t t ep lasma geïncubeerd met 0,5 ml 0,1 
M P - s a r i n in isopropanol (eindconcentratie sa r in 2, O naM) 
bij 25°. Na 5 nainuten werd 2 ,5 ml 1 M acetaat buffer (pH 
3, 5) toegevoegd; vervolgens werden de reactiemengs-els inge­
v ro ren door de buizen te laten ro te ren in alkohol-vast CO2. 
zodat het m a t e r i a a l zich in een dunne laag langs de wand af­
zet te . Daarna werden de buizen aangesloten op een v r i e sd roog­
apparaat naet wijde openingen en één centraal opvangvat. dat 
werd gekoeld in vloeibare lucht (tenaperatuur -190°) waarbi j 
s lechts tussen ui tvr iesvat en pomp een vacu^ümkraan aanwezig 
was . Het apparaat werd aangesloten op een oliepomp die een 
druk van ongeveer 0,01 nam Hg handhaafde. Na 5 tot 7 uur 
werd de sublimatie beëindigd; het sublimaat had na ontdooien 
een volume van 90-100 ml . Hierin werd de sa r in concentrat ie 
bepaald door middel van radioact ivi te i tsmetingen. Vervolgens 
werd de extract ie met 2 x 50 ml chloroform uitgevoerd (zie 
6 ,5 .1 ) , Ook van de chloroforna oplossing werd het P - s a r i n 
gehalte bepaald. Het extract werd geconcentreerd aan de r o ­
terende verdanaper bij 0° en 57 m m Hg. In verband naet ex­
perimenten, waar in de r acemisa t i e van dit naateriaal onder de 
invloed van NH4F werd onderzocht, was het wenselijk een ge ­
concentreerde o.plossing in isopropanol te bere iden. Daarona 
werd het verwijderen van de chloroform voortgezet tot nog 
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slechts een zeer klein volume overbleef. Li een representa t ief 
experiment bedroeg dit 0,15 nal. Met wa te r - en peroxidevri je 
isopropanol werd aangevuld tot 1,5 m l . La dit experiment werd 
96% van de sar in , die in het sublimaat aanwezig was , in de 
chloroform teruggevonden. Hiervan ging bij het concentreren 
14% ver lo ren . Volgens de P-bepaling bevatte de geconcen­
t r e e r d e oplossing in isopropanol-chloroform 55 mM sar in ; bij 
een analyse in de gaschromatograaf werd een concentrat ie 
van 60 mM gemeten. Met dit naateriaal werden de exper imen­
ten, beschreven in de volgende paragrafen, uitgevoerd. 

6 . 5 . 3 . M e t i n g e n i n d e p o l a r i n a e t e r . Van de i sopro ­
panol-chloroform oplossing van de geconcentreerde ver r i jk te 
sar in (6 ,5 ,2) werd de optische rotat ie gemeten bij v e r s c h i l ­
lende golflengten. De meting werd ve r r i ch t in een naicrobuis 
van 10 cm lengte, met een inhoud van 1 nal (zie 6.3), De r e ­
sultaten zijn weergegeven in tabel 9, 

Tabel 9 

Optische draaiïng van geconcentreerde ver r i jk te sa r in 

Golflengte (mji) Draaiing (°) 

578 - 0,067 
546 - 0,076 
436 - O, 131 
365 - O, 207 

T e n e i n d e de m o g e l i j k h e i d t e kunnen u i t s c h a k e l e n da t de 
o p t i s c h e r o t a t i e v a n h e t c o n c e n t r a a t v e r o o r z a a k t zou kunnen 
zi jn doo r o p t i s c h a c t i e v e v e r b i n d i n g e n ( a n d e r e dan s a r i n ) af­
k o m s t i g ui t he t p l a s m a , •werd h i e r v o o r een c o n t r o l e - e x p e r i ­
m e n t u i t g e v o e r d , w a a r i n 4 x 25 m l r a t t e p l a s m a , in de a f w e ­
z ighe id v a n s a r i n , a a n d e z e l f d e b e w e r k i n g e n w e r d o n d e r w o r p e n 
a l s h i e r b o v e n b e s c h r e v e n . N a d a t he t e x t r a c t w a s g e c o n c e n ­
t r e e r d to t 1 m l w e r d de o p t i s c h e r o t a t i e b e p a a l d . Deze w a s 
v o o r de v e r s c h i l l e n d e go l f leng ten m i n d e r dan 0 , 0 0 3 ° . De w a a r ­
g e n o m e n o p t i s c h e r o t a t i e ( t abe l 9) m o e t d e r h a l v e a a n s a r i n 

' Deze bepaling werd uitgevoerd in het Chemisch Laboratorium RVO-TNO. 
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worden toegeschreven. Hiermee is de opvatting dat de ver r i jk te 
sar in een overmaat van één van beide s t e r eo - i someren bevat, 
definitief bevestigd en tevens de veronders te l l ing dat de p la s ­
m a - s a r i n a s e voornameli jk de hydrolyse van één van deze i so ­
naeren ka ta lyseer t . 

Uit het feit dat de geconcentreerde ver r i jk te sa r in het 
polar isat ievlak naar links draa i t moet worden geconcludeerd 
dat d e v o o r k e u r v a n d e s a r i n a s e u i t g a a t n a a r 
d e r e c h t s d r a a i e n d e s a r i n . 

Met het optisch actieve sa r in preparaa t werd ook een 
experiment uitgevoerd waar in de remming van AcChE werd 
bestudeerd, op de wijze beschreven in 6 , 4 . 4 . Uit het r e s u l ­
taat kon een schatting worden gemaakt van de samenstel l ing 
van de sar in ; deze bevatte 67,5% van de ene i someer . -waar­
van wij nu weten dat het (—)-sarin i s . Dit is lager dan voor­
heen in de ver r i jk te sa r in werd bepaald. In het onderhavige 
experiment werd echter 2 mM in plaats van 1 naM sar in ge­
bruikt voor de incubatie met ra t tep lasma, hetgeen dit ve r sch i l 
wellicht kan ve rk la ren . De optisch actieve sa r in heeft dus een 
optische zuiverheid van 35%; de concentrat ie bedroeg 55 naM, 
Hieruit berekenen wij voor optisch zuivere sa r in de volgende 
specifieke ro ta t ie : 

^ 3 6 5 = '̂ '̂ ° ^^ W 5 7 8 = " ° (absoluut) . 

6 . 5 , 4 , B e s t u d e r i n g v a n d e r a c e m i s a t i e o n d e r i n ­
v l o e d v a n a m m o n i u m f l u o r i d e i n d e p o l a r i n a e t e r . 
Uit de invloed van incubatie met NaF op de eigenschappen van 
de ver r i jk te sar in werd geconcludeerd dat het fluoride de om­
zetting van de ene s t e r e o - i s o m e e r van sa r in in de andere s t e rk 
ka ta lyseer t . Het feit dat wij nu konden beschikken over een 
hoeveelheid sa r in met een mee tba re optische rotat ie maakte 
het naogelijk voor deze conclusie het d i rec te bewijs te leveren, 
door de optisch actieve sa r in in de polar imeterbuis te incu­
beren met een fluoride en het ver loop van de optische rotat ie 
te meten. Aanvankelijk werd hiervoor een geconcentreerde op­
lossing van de ver r i jk te sa r in in chloroforna gebruikt. Getracht 
werd r acemisa t i e te be-werkstelligen door de chloroform op­
lossing te mengen met een verzadigde oplossing van NaF in 
chloroform. Een afname van de optische rotat ie met de tijd 
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werd echter niet waargenonaen. Kennelijk is de naaxinaaal b e ­
re ikbare concentrat ie aan fluoride ionen in chloroform zo laag 
dat geen significante r acemisa t i e plaatsvindt. Te zelfder tijd 
werden in het CL experinaenten uitgevoerd waar in de r a c e m i ­
sat ie van de inmiddels synthetisch bere ide s t e r eo - i someren van 
sa r in onder invloed van NH^F in aceton en isopropanol werd 
onderzocht. Aan de hand van de daarbi j verkregen ervar ingen 
kozen wij voor onze proeven watervr i je isopropanol als oplos­
middel voor de ver r i jk te sar in en NH^F als fluoride, dat b e ­
te r oplosbaar bleek dan N a F . 

Het experiment werd uitgevoerd met de geconcentreerde 
oplossing van ver r i jk te sar in , beschreven in de beide vor ige 
paragrafen, met e e n a o / i van -0 ,207° . Eén nal van deze op­
lossing werd in de polarinaeterbuis gemengd met O, 1 nal van 
een oplossing van NH^F in wa te r - en peroxidevri je i sopropa­
nol (eindconc. NH^F O, 6 mM, sa r in O, 050 M) . Na sluiten 
en goed mengen werd de buis , waarvan de tempera tuur op 
25, 0° + O, 1 werd gehouden, in de polarinaeter geplaatst . H ie r ­
in werd met regelmat ige tussenpozen de rota t ie bij 365 naji af­
gelezen. De ee r s t e naeting werd gedaan 5 minuten na het toe ­
voegen van de NH^F. Aangezien het homogeen verdelen van 
de NH^F werd bemoeilijkt door de zeer kleine diameter van 
de buis was op dat moment de menging waarschijnl i jk nog niet 
volledig. Daarom werd pas na 10 minuten met de eigenlijke 
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^ De racemisatie van optisch actieve sarin onder 
invloed van NH4F. gemeten bij 364 m|x 60 80 100 120 l iO 

tijd (min) O, 05 M sarin; 0,6 mM NH4F. 

m e t i n g begonnen . De r e s u l t a t e n h i e r v a n z i jn w e e r g e g e v e n in 
f ig . 29, w a a r i n d e l o g a r i t m e v a n de a b s o l u t e w a a r d e v a n de 
d r a a i ï n g i s u i t g e z e t t e g e n de t i jd . 

* De fluoride bepaling werd uitgevoerd in het Chemisch Laboratorium RVO-TNO. 
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Wij zien dat onder deze onastandigheden de optische ro t a ­
tie duidelijk afneemt, hetgeen de opvatting dat fluoride ionen 
racemise rend werken, bevestigt . De afname van de draaiïng 
verloopt als een reac t i e van de ee r s t e orde met een ha lver ings ­
tijd van 70 minuten. 

6,6 B e s p r e k i n g v a n d e r e s u l t a t e n 

De waarneming dat het vluchtige radioact ieve ma te r i aa l 
32 

- geïsoleerd uit een oplossing van 1 naM P - s a r i n die ge ­
durende enige minuten was geïncubeerd met ra t t ep lasma - op­
t isch actief was . lever t de definitieve bevestiging van de v e r ­
onderstell ing dat p l a s m a - s a r i n a s e een voorkeur vertoont voor 
één van de s t e r e o - i s o m e r e n van sa r in . Er behoeft nanaelijk 
niet aan getwijfeld te worden dat het geïsoleerde ma te r i aa l 
sa r in i s . zoals o , a . blijkt uit de reac t ie met Cholinesterase, 
uit de gas chromatograf ische identificatie en uit het feit dat door 
een behandeling met NaF een stof -werd verkregen die zich niet 
onderscheidde van r a c . sa r in . 

Uit dé optische rotat ie en de optische zuiverheid van het 
aldus verkregen l inksdraaiende ^ ^ P - s a r i n p reparaa t be reken­
den wij voor de ["J578 ^^^ ^^ zuivere s t e r e o - i s o m e e r een 
waarde van -25° . Boter c . s . (49) geven op grond van de door 
hen gesynthet iseerde prepara ten van optisch actieve sar in , met 
een optische zuiverheid tussen 54-76%, een waarde van 20°. 
Het feit dat de twee waarden voor [ a ] - - « onderling 20% v e r ­
schillen moet waarschijnli jk aan de invloed van het oplosmiddel 
op de rotat ie worden toegeschreven. Boter c. s. gebruikten 
aceton; in onze experimenten werd isopropanol gebruikt die 
10% chloroform en waarschijnli jk nog res ten azijnzuur bevatte . 

Het verkr i jgen van een optisch actieve sar in oplossing 
werd pas verwezenlijkt toen het vermoeden was gerezen dat 
fluoride ionen r acemise rend zouden werken op sa r in en d e r ­
halve bij de bereiding dienden vermeden te worden; dit v e r ­
moeden kon vervolgens experimenteel worden bevestigd. Hie r ­
bij bleek de r acemise r ing in isopropanol, onder invloed van 
NH^F, te verlopen als een reac t ie van de ee r s t e orde . Dit is 
inderdaad te verwachten, indien het door ons opgestelde r e a c ­
t ieschema: 

^ r a c . 
F -f (+)-sarin * j (—)-sarin + F 

juist i s ; namelijk 
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d1 

da _ 
d t r ac 

^ ^ = - _ . [-1CH-S] - . , . . r][(-)-s] = - ^ ^ 

«={[(+)-s] - [(-)-S]}[a] 

d« _ ( d[/+)-S] dp:-)-s]) r n 
t l dt dt f L J 

[F']{[(+)-S] - [ ( - ) - S ] } H =-2k^^^_[F-]a 

log V a ^ = -2 k^^^^ [ F - ] t log e. 

De gemeten (pseudo)-eers te -orde constante K^^^ = ^k .̂̂ ^^ [̂ F J. 
Op deze wijze berekenen wij uit de resul ta ten van het racenai-
ser ingsexper iment in de polarinaeter (6 ,5 .4) een waarde voor 
'^rac ^^^ ^ ' ^ l i ter mol" , min" (aannemende dat NH^F vol­
ledig is gedissocieerd) . 

Boter c . s . (49) ver r ich t ten een soortgelijk experiment 
met een rechtsdraa iende sa r in oplossing (O, 08 M) in i sopro­
panol en O, 51 naM NH^F en vonden een halveringstijd van 15 
minuten. Dit betekent een k.^_„ van 46 l i ter naol" . rain" . 
Het ve rsch i l moet •waarschijnlijk geweten worden aan het v e r ­
schil in effectieve fluoride concentra t ie . Li onze experimenten 
bevatte de isopropanol oplossing 10% CHCI3, waardoor de d i s ­
sociat ie van NH^F in ionen mogelijk wordt onderdrukt; de aan­
wezigheid van enig azijnzuur kan eveneens de concentrat ie F -
ionen verlaagd hebben, namelijk door het verschuiven van het 
dissociat ie-evenwicht van HF. 

Bij het onderzoek van de invloed van incuberen van de 
ver r i jk te sar in met NaF op de eigenschappen van het m a t e r i ­
aal als subs t raa t voor ra t tep lasma ( 6 . 4 , 6 , 1 ; fig. 26) t axee r ­
den wij de tijd waar in de re la t ieve verr i jking tot de helft was 
teruggelopen op ca. 11 minuten. Dit experiment werd ui tge­
voerd met 0,75 mM NaF bij pH 3,3 , Rekening houdend naet de 
onvolledige dissociat ie van HF (pK = 3,14) vinden wij uit deze 
gegevens k̂ .̂ ^̂  = ca. 73 l i ter mol" .m in"^ . 

De r acemise rende werking van F"- ionen biedt ons een 
afdoende verklar ing voor de oorspronkeli jke discrepant ie die 
bestond tussen de resul ta ten van hydrolyse experimenten in 
plasma met hoge r e s p . lage sar in concentra t ies . De vraag 
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r i j s t echter of de r acemise r ing ook bij de lage concentrat ies 
nog een factor van betekenis is en zo ja in hoever re het r e a c ­
t iemechanisme, waarop de berekeningen van k j , ^2 ®^ ^2 ^^* 
hoofdstuk 5 (5.6) gebaseerd waren, hierdoor aan geldigheid 
ve r l i e s t . La fig. 25 zien •wij een duidelijke invloed op het hy-
drolyse-pat roon van 0,5 mM NaF. La ratteplasnaa, dat tevoren 
was geïncubeerd met 0,1 naM DFP (fig. 12) - en dat dus reeds 
O, 1 mM F " bevatte - bleek de hydrolyse van sar in iets sne l ­
ler te verlopen dan in onbehandeld p lasma. De aanwezigheid 
van 0,075 naM NaF tijdens de hydrolyse van 0,023 naM g e r a -
cemisee rde ver r i jk te sa r in geeft echter geen aanleiding tot een 
hydrolysecurve die afwijkt van het normale patroon (fig. 27). 

Afwijkingen moeten wij verwachten indien de kj.3̂ (,_ L ^ J 
niet m e e r mag worden verwaar loosd ten opzichte van k2. De 
hydrolyse van de (—)-sarin verloopt dan i m m e r s langs twee 
wegen (indien wij de spontane hydrolyse buiten beschouwing 
laten): ten ee r s t e door de d i rec te werking van de sa r inase , 
met react iesnelheidsconstante k2. ten tweede door de omzet­
ting in (+)-sarin, dat snel door sa r inase wordt ontleed. Wij 
mogen aannenaen dat kĵ  : » k j . , - [ F " ] , zodat de hydrolyse langs 
deze •weg met een pseudo-ee r s t e -o rde snelheidsconstante ( = 
'^rac C-^"]) verloopt . Dit betekent echter ook, dat de ]̂ 2> zoals 
wij die in 5. 6 berekend hebben, slechts dan de snelheidscon­
stante waarnaee (—)-sarin door het enzym wordt gehydrolyseerd 
weergeeft, indien kj.[F"] ten opzichte van k2 mag worden v e r -
•waarloosd. 

Voor een experiment met gedialyseerd ra t t ep lasma en 
O, 1 mM sar in vonden wij k2 = 0,021 min" (tabel 7). Indien 
wij voor kj.ĝ _̂ 73 l i ter mol" . m i n " nemen en voor [ P j de 
concentrat ie als 50% van de sa r in is gespli ts t , wordt ^^.3^^, [ F " J 
= ca. 0,004 min" . De invloed op de bepaling van k2 is dus 
gering gezien de nauwkeurigheid van de experimenten. 

Bij de hydrolyse van 1 mM sar in in p lasma van ra t , 
naens en muis lijkt de reac t ie , afgezien van het initiële ge ­
deelte, in deze d r ie plasnaasoorten ongeveer even snel te v e r ­
lopen, alsof niet het sa r inas e-gehalte m a a r een andere factor 
de react iesnelheid bepaalt , bijvoorbeeld de r a c e m i s e r i n g s s n e l ­
heid. La deze reac t i e s is de K2 ca. 0,150 min" , en k^^^^ L ^ J » 
berekend als boven, ongeveer O, 036 min" . De indruk dat de 
omzetting van (—)- in (+)-sarin de snelheidsbepalende stap is 
in deze experimenten is dus niet juist , indien voor k̂ .̂ ^̂  de 
co r r ec t e •waarde werd gebruikt. 
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Bij de bepaling van k, en k2 uit de experimenten met 
10 X verdund gedialyseerd ratteplasnaa en 0,1 mM sa r in werd 
gevonden kj = 0,247 min" , en k2 = 0,017 nain" . Voor on­
verdund, gedialyseerd ra t t ep lasma bedroeg de k2 ca. 0,021 
min" , dus geenszins een factor 10 hoger, zoals men theore­
t isch zou verwachten. De kj voor het onverdunde plasma kan 
niet naet enige nauwkeurigheid worden bepaald; uit het feit dat 
binnen 1 nainuut m e e r dan 50% van de sa r in is gehydrolyseerd 
kan. echter worden afgeleid dat deze minstens 1,4 nain" moet 
bedragen. De factor 10 ve r sch i l lijkt bij kĵ  dus wel aanwezig. 
Het geringe versch i l in de k2-waarden zou verk laa rd zijn, in­
dien in de tweede fase van de reac t ie voornamelijk de r a c e ­
miser ing en niet de hydrolyse van (—)-sarin werd gemeten. 
De k^g^^ C^"] bedraagt echter s lechts 0,004 min" en een co r ­
rec t i e van deze orde van grootte heft de d iscrepant ie niet op. 
Weliswaar wordt het ve rsch i l in react iesnelheid van beide i so ­
naeren ca. 18 in plaats van 14, doch de resul ta ten met het 
onverdunde plasnaa wijzen erop dat dit ve r sch i l waarschijnl i jk 
aanzienlijk groter is (namelijk minstens een factor 70). 

Ook het feit dat de extrapolatie naar t = o voor de hy­
drolysecurven verkregen bij incubatie van O, 1 mM sar in met 
cavia- r e s p , verdund ra t t ep lasma (dus bij lage s a r i n a s e - a c t i ­
viteit) aangeeft dat ca. 60% in plaats van 50% van de oor ­
spronkelijke sar in langzaam gehydrolyseerd zou worden (zie 
tabel 8), zou verk laa rd kunnen worden, indien gedurende de 
hydrolyse de r acemise r ing een factor van belang was , doch 
ook hiervoor is de berekende racemiser ingssne lhe id te gering. 
Wij beschikken echter niet over een d i rec te bepaling van de 
kj.g^^ onder de onastandigheden van de hydro lyse-exper imen­
ten. Mogelijk is de gebruikte waarde voor k̂ .̂ ^̂  , s lechts één­
maal bepaald onder afwijkende omstandigheden, niet r e p r e s e n ­
tatief voor de reac t ies in p lasma. Verder onderzoek naar de 
r acemise r ing onder invloed van fluoride ionen lijkt dan ook 
gewenst; wellicht zullen de resul ta ten bovenvermelde d i s c r e ­
panties kunnen opheffen. 

Indien de r acemise r ing van sa r in onder invloed van flu­
oride ionen inderdaad verloopt volgens het in 6 ,4 ,6 weergege­
ven Sj^2-mechanisme, duidt dit op een grote affiniteit van het 
fluoride ion voor het centra le fosforatoom. Dit is in overeen­
stenanaing met de resul ta ten van Dostrowsky en Halmann (56) 
die vonden dat fluoride een opvallende react ivi te i t bezit ten 
opzichte van de fosforylgroep en met recente bevindingen van 
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Heilbronn (57), die heeft aangetoond dat de affiniteit van flu­
oride ionen voor het fosforatoom in de c h o l i n e s t e r a s e - r e m m e r 
tabun van dien aard i s , dat in water ige oplossing een reac t ie 
kan verlopen waarin de cyanide groep wordt afgesplitst als 
CN" en vervangen door F . Ook de reac t iver ing door NaF van 
Cholinesterasen, die geremd zijn met organische fosforverbin­
dingen (58), kan als een aanwijzing voor het bestaan van deze 
affiniteit worden beschouwd; in dit geval kan men echter ook 
denken dat de react iver ing een gevolg is van een d i rec te in­
t e rac t i e van NaF naet het enzym. Het is namelijk bekend dat 
zowel AcChE als BuChE gerenad worden door NaF (59). 

In dit verband is het van belang na te gaan in hoever re 
remming of reac t iver ing door NaF de resul ta ten kan hebben 
beïnvloed van onze experimenten, waar in de reac t i e met AcChE 
werd bestudeerd van ver r i jk te sa r in , die tevoren met NaF was 
geïncubeerd. Volgens Heilbronn (59) wordt AcChE voor ca. 
30% geremd door 1 mM NaF (25°, pH 7 ,4) . La onze exper i ­
menten werd de ver r i jk te sar in geïncubeerd met 2,2 mM NaF , 
Voor de daaropvolgende reac t i e met AcChE werd het incubatie­
naengsel echter ongeveer 10.000 naaal verdund, zodat een s to ­
rende invloed van het fluoride op de reac t ie van AcChE met 
sar in uitgesloten kan worden geacht. Ditzelfde geldt ook voor 
een eventuele reac t iver ing van het door s a r in gerenade AcChE; 
Heilbronn vermeld t namelijk een react iver ing van 34%, b e ­
reikt in 45 minuten bij 1 mM NaF (bij 37°, pH 7 ,4) . 

De hydrolyse van tabun in ra t t ep lasma is volgens Hoskin 
en Tr ick (9) een s tereospecif ieke r eac t i e . Met 25 x verdund 
plasma en 5 mM tabun nanaen deze onderzoekers in de War ­
burg (25 mM bicarbonaat) een bifasisch reac t iever loop waar . 
La deze experimenten was de verhouding tussen de zuiver en­
zymat ische en de spontane hydrolyse echter zeer ongunstig; 
gedurende vri jwel de gehele reac t i e was de laa ts te groter dan 
de e e r s t e . Bovendien blijkt bij een analyse van de resul ta ten 
dat de tabun slechts ca. 40% van de conaponent zou bevatten 
die s n e l wordt gehydrolyseerd, terwijl de auteurs vernaelden 
dat de totale langzame hydrolyse een snelheidsconstante had 
die 5 X zo k l e i n was als die van de spontane hydrolyse . Het 
is dan ook twijfelachtig of deze resul ta ten als een r eëe l a rgu ­
ment voor een s tereospecif ieke werking van de " tabunase" m o ­
gen worden gebruikt . 

Augustinsson (16) ve r r i ch t t e soortgeli jke experimenten, 
eveneens naet 5 mM tabun, waarbi j echter het p lasma nauwe-
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lijks werd verdund en dus de verhouding tussen de enzymatische 
en de spontane hydrolyse veel gunstiger lag. De resul ta ten van 
dit grondige onderzoek wezen uit dat de enzymatische hydro­
lyse van tabun in ra t t ep lasma verloopt alsof het subs t raa t b e ­
staat uit ongeveer gelijke delen van twee componenten, die met 
verschi l lende snelheden worden gespl i ts t . Hetzelfde verschi jn­
sel deed zich voor bij de hydrolyse onder invloed van een ge­
zuiverd p reparaa t van de "fosforylfosfatase" uit varkensnier en 
- lever ; aangetoond werd dat de voorkeur van het p lasma-enzym 
en van het enzym uit de n ier naar dezelfde component uitging. 
Daarentegen ve r l i ep de hydrolyse in konijneplasma en die onder 
invloed van het gezuiverde enzym uit menseplasnaa alsof tabun 
uit s lechts één component bestond. Deze resul ta ten s temmen, 
wat het r a t t ep lasma betreft , overeen naet hetgeen wij vonden 
voor sa r in . Ten opzichte van sa r in vertoonde echter ook m e n ­
seplasnaa een duidelijke s tereospecif ic i te i t ; er bestaan even­
wel aanwijzingen dat dit p lasma een tweede " s a r i n a s e " bevat 
(zie 5 .6) . Mogelijk is dit enzym, waarvan ten opzichte van 
sa r in geen s tereospecif ic i te i t werd waargenomen (zie fig. 4), 
in hoofdzaak verantwoordeli jk voor de hydrolyse van tabun, 
hetzi j door een grote activiteit ten opzichte van tabun, of door­
dat bij de zuivering (voornamelijk) op dit enzym werd g e s e ­
lec tee rd . 

Tegen de door Hoskin en Tr ick ve r r i ch te proeven, w a a r ­
in de hydrolyse van 50 mM tabun onder de invloed van 10 x 
verdund ra t tep lasma ver l i ep in 0,1 M bicarbonaat in een pola­
r ime te rbu i s , zijn soortgeli jke bedenkingen aan te voeren als 
tegen hun Warburg experimenten. Hierbij werd waargenomen 
dat, in vergelijking met de uitgangs oplos s ing, voorbijgaand een 
negatieve optische rota t ie optrad, die maximaal ca. -0 ,30° 
bedroeg ( « Q ; 1 = 40 cm). Indien tabun dezelfde mola i r e ro t a ­
t ie zou hebben als sa r in , zou de [ct]^. voor tabun ca. 22° (abs) 
bedragen; een draaiïng van -0 ,30° zou dan betekenen, dat op 
het naoment van de meting in de oplossing een overnaaat van 
22 mM van de l inksdraaiende i someer aanwezig was, bij een 
aanvangsconcentrat ie van 50 mM r a c . tabun. Gezien de relatief 
zeer grote spontane hydrolyse in deze experinaenten moet dit 
voor onmogelijk worden gehouden. 

In ons experiment naet tabun, waar in de omstandigheden 
veel gunstiger waren voor een s tereospecif ieke hydrolyse (zie 
6.3), kon geen enkele verander ing in de optische rotat ie wor ­
den waargenomen, Augustinsson was evenmin in staat de r e s u l -
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taten van Hoskin en Tr ick te reproduceren , doch bij deze on­
derzoeker stonden technische moeilijkheden een betrouwbare 
naeting van de rota t ie in de weg. Al met al lijkt het weinig 
waarschijnli jk dat de door Hoskin en Tr ick gevonden optische 
activiteit mag worden toegeschreven aan de s tereospecif ieke 
werking van " tabunase" , 

In verband naet de bezwaren die tegen de overige r e s u l ­
taten van deze auteurs aangevoerd kunnen worden, is het onze­
ker , welke waarde toegekend moet worden aan de mededeling 
dat de toxiciteit van het incubatiemengsel van tabun met r a t ­
teplasnaa snel ler afnam dan verwacht werd op grond van de 
C02-produkt ie in de Warburg, waarui t de hoeveelheid gehydro­
lyseerde tabun werd berekend. Hieruit werd geconcludeerd dat 
in ra t t ep lasma de mees t giftige s te reo- isonaeer van tabun het 
snelst wordt afgebroken. Volgens ons onderzoek bestaat bij 
sa r in de omgekeerde si tuat ie , hetgeen goed aansluit bij de r e ­
sultaten van Oonas en Boter (61) die voor een se r i e optisch 
actieve S-alkyl p-nitrofenyl naethylfosfonothiolaten vonden, dat 
s teeds de minst giftige enantionaeer - namelijk die met de 
laagste ant ichol ines terase-ac t iv i te i t - het snels t werd afgebro­
ken door "paraoxonase" uit schapeserum. Tabun zou zich dus 
in dit opzicht missch ien onderscheiden van sa r in en genoemde 
fosfonothiolaten, hetgeen voorshands niet uitgesloten kan wor ­
den gezien de afwijkende samenstel l ing van het tabunmolecuul, 
waardoor deze stof niet zonder meer is te vergeli jken met de 
andere verbindingen. 
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SAMENVATTING EN CONCLUSIES 

L i t e r a t u u r 

Sarin is één van de organische fosforverbin­
dingen met s t e rk cho l ines t e ra se - remmende eigen­
schappen die wel zenuwgassen worden genoemd. Van 
een aantal van deze over het algemeen zeer giftige 
stoffen is het bekend dat de hydrolyse wordt gekata­
lyseerd door enz^ymen die zijn aangetroffen in een 
aantal organen, zoals de lever , de n ier en in het 
bloed van verscheidene d ie rsoor ten (1-17). Afhanke­
lijk van het subs t raa t dat door de verschi l lende on­
derzoekers werd gebruikt, werden deze enzymen s a -
r inasen, tabunasen of D F P - a s e n genoemd; er bes taan 
echter aanwijzingen dat dit onderscheid kunstmatig i s . 
Tijdens de hydrolyse worden de zenuwgassen omgezet 
in niet-giftige produkten. Hoewel pogingen tot zuive­
ring zijn beschreven hebben deze niet geleid tot een 
definitieve ka rak te r i se r ing van één van deze enzymen. 

Sarin bevat een a symmet r i s ch fosforatoom en 
konat in twee s t e r e o - i s o m e r e vormen voor; deze zou­
den zich in r eac t i e s met enzynaen verschi l lend kun­
nen gedragen. Adie c . s . (10) t racht ten aan te tonen 
dat de hydrolyse van s a r in onder invloed van r a t t e -
plasnaa-sar inase s tereospecif iek verloopt , doch waren 
h ier toe niet in s taa t . Daarentegen vonden Michel (28) 
en Ooms (42) duidelijke aanwijzingen, dat bij de r e m ­
ming van ace ty lchol ines terase (AcChE) de twee i s o ­
m e r e n van sa r in zich wel verschi l lend gedragen en 
consta teerde Berends (30) dat de s te reo- i sonaer ie 
van sa r in de reac t iver ing en de veroudering van bu­
tyry lchol ines te rase (BuChE), dat geremd is met s a ­
r in , merkbaa r beïnvloedt. 

E i g e n o n d e r z o e k 

La onze onderzoekingen werd in v i t ro de hydro­
lyse van sa r in in p lasma bestudeerd in concentrat ies 
die eventueel (bij vergiftigingen) ook in vivo zouden 
kunnen voorkonaen, nameli jk ca. O, 1 mM. 
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Om in staat te zijn het ver loop van de reac t i e 
bij een dergeli jke, lage concentrat ie te volgen werd 
radioact ieve -^ ' 'P-sarin gebruikt en werd een methode 
ontwikkeld waa rmee gehydrolyseerde sa r in (hydroxy­
sar in) gescheiden werd van sar in , waarna de hoe-

_ _ .. veelheden uit radioact ivi te i tsmetingen berekend kon­
den worden. Bij de scheidingsmethode werd gebruik 
gemaakt van het feit dat sa r in vluchtig i s , in tegen­
stelling tot hydroxysar in . Gedurende de reac t ie w e r ­
den uit het mengsel van ^ ^ P - s a r i n en plasnaa (of een 
ander medium) in snelle opeenvolging mons te r s ge ­
nonaen, waar in de hydrolyse van sa r in ters tond tot 
st i lstand werd gebracht door aanzuren en invriezen; 
vervolgens werd in vacuo de niet omgezette sa r in 
door subl imeren verwijderd en de radioactivi tei t van 

3.3 het res idu gemeten. De bruikbaarheid van deze m e ­
tabel 1 thode werd experinaent e el aangetoond. Hierbij bleek 

dat prakt isch al le niet-vlucht ige -"^P, aanwezig in 
plasnaa dat met 0,1 mM ^'^P-sar in was geïncubeerd, 
uit hydroxysar in bestond; slechts een gering percen­
tage van de oorspronkeli jk toegevoegde 3^p bleek 

tabel 2, 3 aan eiwit gebonden te worden. Bij een concentrat ie 
van O, 01 mM ^^P-sar ina evenwel lag dit percentage 
hoger en kon dit, vooral bij ra t t ep lasma, niet mee r 
verwaar loosd worden. 

3.2 Andere radioact ieve verbindingen, afkomstig 
3 2 van P - s a r i n , werden niet gevonden. 

Op deze -wijze werd de hydrolyse bestudeerd 
fig. 2, 4 van 0,1 naM ^ ^ P - s a r i n in enkele p la sma-soor t en . 

Bij r a t t e - , naense- en muizeplasma vertoonden de 
hydrolysecurven een duidelijke knik; in ongeveer 1 
nainuut werd ca . 50% van de sa r in gehydrolyseerd, 
doch de omzetting van de r e s t ve r l i ep met een veel 
ger ingere snelheid. 

Door incuberen met 1 mM parahydroxymercu-
, r ibenzoaat (pHMB) wordt de sa r inase-ac t iv i t e i t in 

plasma vri jwel volledig geremd. Wanneer een d e r ­
gelijk plasma met sa r in -werd geïncubeerd, •werd de 

fig. 2, 4 knik in de hydrolysecurve niet •waargenomen. Dit 
leidde tot de conclusie dat de sa r inase verantwoor­
delijk was voor het bifasische ver loop van de hydro-
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lysecurven. Een zeer aannemelijke verklar ing leek 
de veronders te l l ing dat s a r inase een onderscheid zou 
naaken tussen de twee s t e r eo - i someren van sa r in , 
waardoor de enzynaatische hydrolyse van de ene i so ­
meer aanzienlijk snel ler zou verlopen dan die van 
de andere . 

Deze veronders te l l ing werd door een aantal ex­
per imentele resul ta ten gesteund. 

a) Het voorkomen van een knik in de hydrolysecurve 
tabel 5 was afhankelijk van de sa r inase-ac t iv i te i t . N a a r -

fig. 2, 7, 8 mate deze hoger was kwana het bifasische verloop 
van de hydrolyse naeer tot uiting. 

b) La de tweede fase ve r l i ep de hydrolyse als een 
fiff 13 ]6 reac t ie van de ee r s t e orde , hetgeen verwacht werd 

voor een enzymatische reac t ie (Kj^ voor sa r in 
« 0,01 M). 

c) Het totale ver loop van de hydrolyse kon worden 
verk laa rd door aan te nemen dat het subs t raa t uit 
twee componenten bestond die gelijktijdig, doch 
met verschi l lende snelheid, werden omgezet . 

d) Uit een kinetische analyse volgde dat deze twee 
tabel 8 conaponenten in het u i tgangsmater iaa l vri jwel exact 

in een 1 : 1 verhouding aan^wezig moesten zijn. 
e) De hydrolyse in r a t t ep lasma van het eveneens 

fig. 10 a symmet r i s ch gebouwde zenuwgas soman ver l i ep 
fig. 11 bifasisch; die van het symnaetr ische DFP daa r ­

entegen niet . 

Niet ve rk laa rd kon echter worden het feit dat 
bij hogere sar in concentrat ies het bifasische karakter 
van de hydrolyse minder ui tgesproken was of zelfs 
geheel niet m e e r werd waargenomen. Bij 1 mM s a ­
r in vertoonde slechts de hydrolysecurve voor r a t t e -

fig. 8 plasma nog een duidelijke knik; in een experiment 
met 10 mM sa r in werd ook bij ra t t ep lasma geen aan­
wijzing m e e r gevonden voor een bifasisch ver loop 

fig.1 van de hydrolyse (cf. Adie c . s , ; ref. 10). Toen ge ­
t racht werd het d i rec te be^wijs voor een s t e reospec i ­
fieke enzymatische hydrolyse van sa r in in ratteplasnaa 
te leveren door de reac t ie in een polar imeterbuis 

6. 3 te laten verlopen, werd niet waargenomen dat er t i j ­
dens de hydrolyse een verander ing in de optische r o ­
tat ie optrad; ook voor dit experiment werd een hoge 
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sa r in concentrat ie gebruikt, namelijk 50 mM. De voor­
lopige conclusie was dat de hydrolyse van sa r in in 
p lasma waarschijnl i jk s tereospecif iek verloopt, doch 
dat dit door een nog onbekende oorzaak uitsluitend bij 
lage subs t raa t concentrat ies tot uiting kan komen. 

Het v e r d e r e onderzoek werd derhalve met deze 
concentrat ies ve r r i ch t ; h ier in werden de eigenschap­
pen bestudeerd van de ni e t -omgezet te sa r in , die in 
een incubatiemengsel van p lasma met sa r in over ­
bleef nadat de snel le initiële hydrolyse verlopen was . 
Dit ma te r i aa l werd door v r iesdrogen geïsoleerd uit 
ratteplasnaa dat was geïncubeerd met 1 naM •^'^P-
sa r in en na 4 min. was aangezuurd en ingevroren. 
De aldus verkregen oplossing zou voornanaelijk de 
s t e r e o - i s o m e e r van sa r in moeten bevatten, die door 
s a r inase langzaam wordt gehydrolyseerd. 

Laderdaad bleek van deze "ve r r i jk te" sa r in 
fig. 17 slechts ca. 20% door r a t t ep lasma snel gehydroly­

seerd te worden. Acetylchol ines terase werd door een 
fig. 19 ongeveer equinaolaire hoeveelheid van deze s a r in b e ­

te r gerenad dan door de overeenkomstige hoeveelheid 
r a c . sa r in . Ook werden de eigenschappen van butyryl ­
chol ines terase , die geremd was me t r e s p . "ve r r i jk te" 
en r a c . ^ ^ P - s a r i n onderzocht. Bij de remming toont 
dit enz-ym vri jwel geen voorkeur voor één van de 
isonaeren van sa r in (30, 49), m a a r volgens Berends 
(30) r eage ren de door de twee s t e r e o - i s o m e r e n ge ­
renade enz-yaaien me t verschi l lende snelheden bij de 
react iver ing door oximen en bij de zogenaamde v e r ­
oudering (zie fig. 21). Onze resu l ta ten bevestigden 
deze bevindingen. 

Het enz-ym dat geremd was met r a c . s a r in v e r ­
toonde een bifasische reac t i e naet monoisoni t rosoace-
ton (MINA), waarbi j ca. 50% snel werd ge reac t i ­
veerd ; ongeveer de helft van het geremde enzym 
"verouderde" me t een mee tba re snelheid. Het enzyna 
dat gerenad was me t de "ver r i jk te" sa r in bleek ech­
te r voor ru im 80% uit de snel te reac t ive ren cona-

fig. 22-24 ponent te bestaan, terwij l ook het gehalte aan geremd 
enzym dat ontvankelijk was voor "verouder ing" ver 
boven de 50% lag. 
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Ook sa r in , geïsoleerd uit een oplossing van 
1 mM •' P - s a r i n die gedurende enige minuten was 
geïncubeerd met m e n s e - r e s p . muizeplasma, bleek 

,. .. _ relatief r i jker te zijn aan de conaponent die door 
ra t t ep lasma langzaana wordt gehydrolyseerd. Deze 
resul ta ten steunden de veronders te l l ing , dat in de-
"ver r i jk te" sa r in de beide s t e r e o - i s o m e r e n niet in 
equimolaire hoeveelheden aanwezig waren, en dus, 
dat bij de hydrolyse van sa r in in p lasma een s t e r e o ­
specifieke r eac t i e betrokken was . 

Het feit dat bij hogere concentrat ies s a r in de 
hydrolyse in p lasma niet naet een aantoonbare s t e ­
reospecif ici tei t ve r l i ep kon worden ve rk laa rd , toen 
was aangetoond dat fluoride ionen een snel le r a c e ­
mise r ing van s a r i n teweegbrengen. Indien een wa te ­
r ige oplossing van "ve r r i jk te" sa r in naet na t r ium flu­
or ide werd geincubeerd (bijv. 30 nain naet 1 naM NaF) 
ve rk reeg dit ma t e r i a a l weer de eigenschappen van 

fig. 25 r a c . sa r in , zoals bleek uit de hydrolyse in r a t t e p l a s -
fig. 28 naa en uit het ver loop van de reac t i e met acetylcho­

l i ne s t e r a se . De ma te van de r acemise r ing was a i -
T- tL 'tn hankelijk van zowel de fluoride concentrat ie als van fig. 26, 27 , j •' , . , . 

de duur van de incubatie . 
Geschat kon worden dat bij 1 mM NaF de r e ­

latieve verr i jking (overmaat van de ene s t e r e o - i s o ­
mee r ) in ca. 8 min tot- de helft te rugl iep . 

F luor ide ionen konaen v r i j bij de hydrolyse van 
sa r in . Hierdoor zal in experinaenten met s a r in in 
concentrat ies van O, 01 M en hoger lang voordat de 
helft van de s a r in is gehydrolyseerd de concentrat ie 
aan fluoride ionen reeds zo groot worden, dat de 
racenaiser ing van de nog niet omgezet te s a r in een 
eventuele s tereospecif ieke hydrolyse volledig zal naas-
keren . Op grond van deze overwegingen moes t ge­
concludeerd worden dat het aantonen van een optische 
rota t ie door een d i rec te meting in de polarinaeter 
tijdens de hydrolyse van sa r in in p lasma niet naoge­
lijk was , aangezien voor een naeetbare optische a c ­
tiviteit v r i j hoge concentrat ies sa r in gebruikt zouden 
naoeten worden. Het bleek echter wel naogelijk een 
oplossing van s a r in met een mee tba re optische ac t i ­
viteit te verkr i jgen door de "ve r r i jk te" s a r in te con-
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cen t re ren onder onastandigheden waarin zo-wel de vor­
ming als de aanwezigheid van fluoride ionen zoveel 
mogelijk werd beperkt . Hiervoor werd de sa r in uit 
een water ige oplossing van "ver r i jk te" sa r in geëx­
t raheerd naet chloroform en vervolgens werd het ex­
t rac t onder vernainderde druk geconcentreerd . Deze 
geconcentreerde sa r in oplossing (O, 05 M) bleek het 
polar isat ievlak van licht naar links te draaien (O^C^Q 
= - 0 , 0 7 ° ; o r , I I = -0 .21° ) , Uit het ver loop van de 
reac t ie van dit naateriaal naet acetylchol ines terase 
kon de optische zuiverheid worden bepaald, waarna 
uit de genaeten optische rotat ie kon worden berekend 
dat [a] ^25 , 25° (abs). 

Nadat uit de geconcentreerde oplossing de chlo­
roform grotendeels was verwijderd envervangen door 
isopropanol, werd ammonium fluoride toegevoegd (tot 
een concentrat ie van 0,6 mM) en de r acemise r ing van 
de sa r in gevolgd in de polarinaeter . Deze bleek t e v e r -

fig, 29 lopen als een reac t i e van de ee r s t e orde met een ha l ­
veringsti jd van 70 min (k^.^^ =8,5 l i ter mol" .min" ). 

Door deze resul ta ten was zowel het d i rec te 
bewijs voor de s tereospecif ieke werking van p lasma-
sa r inase geleverd, als ook de d iscrepant ie tussen 
de uitkonasten van de experimenten bij lage r e s p . 
hoge sa r in concentrat ies ve rk laa rd . 

De belangri jkste conclusies die uit dit onderzoek 
getrokken konden worden, zijn hieronder samengevat : 

(—)-sarin (+)-sar in 

hydrolyse in r a t t e - , mens e-

en muizeplasma langzaam snel 

remming van AcChE snel langzaam 

renanaing van BuChE geen grote verschi l len 

react iver ing door MINA van 
geremd BuChE snel langzaam 
veroudering van geremd BuChE snel langzaam 
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N a h e s c h o u w i n g 

Op grond van de door ons gevonden s t e r e o s p e ­
cificiteit van p lasnaa-sar inase (27) kon Heilbronn (60) 
een verklar ing geven van het door haar gevonden, 
verschi jnse l dat ongezuiverde butyrylchol ines terase 
in naenseplasma, na remming door sar in , snel ler 
gereact iveerd wordt en snel ler verouder t dan het 
overeenkomstige gezuiverde enzym. Dit kon verk laa rd 
worden door aan te nenaen dat de s a r inase in het on­
gezuiverde p reparaa t snel één der isonaeren van s a ­
r in omzet, waardoor butyrylchol ines terase in dit pre­
paraat voornameli jk met die i someer r eageer t , die 
een snel "verouderend" en snel te reac t ive ren ge ­
remd enz-ym geeft, terwijl het gezuiverde enzym met 
beide isonaeren zal r eage ren . Dat deze vormen van 
geremd enzym ontstaan is in overeenstemming met 
de door ons gevonden resul ta ten . 

Ooms en Boter (61) vonden voor een aantal door 
hen ges-ynthetiseerde s t e r e o - i s o m e r e n van p -n i t ro -
fenylfosfonaten dat de mees t toxische i someer het 
minst snel door het enzym paraoxonase uit schape­
s e r u m wordt gehydrolyseerd. Deze reac t ie verloopt 
dus geheel analoog aan die tussen sa r in en sa r inase 
uit p lasma. 

Uit het feit dat de renanaing van acetylcholin­
e s t e r a s e door rechtsdraa iende sa r in ca. 4000 maa l 
minder s t e rk is dan die onder invloed van de l inks­
draaiende i someer , kan men concluderen dat de eers t ­
genoemde nauwelijks giftig i s . Op grond hiervan zal 
dus in vivo van sa r inase geen duidelijke ontgiftigende 
werking te verwachten zijn aangezien de l inksdraa i ­
ende i someer van sa r in v r i j langzaana wordt afge­
broken. Slechts in combinatie met een snelle r a c e ­
mise r ing , zoals die door fluoride ionen kan ontstaan, 
zou een gunstig effect van de aanwezigheid van s a r i ­
nase te verwachten zijn. 

Albanus c . s . (62) vermelden dat zij een v e r ­
laging van de toxiciteit van sa r in vonden, indien de 
proefdieren tevoren met NaF werden ingespoten. Dit 
zou toegeschreven kunnen worden aan een racenai-
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serende werking van het fluoride, die tot een effec­
tievere ontgifting door sarinase zou leiden. De au­
teurs zelf schrijven dit effect toe aan de reactivering 
door NaF van geremde Cholinesterasen. Een argu­
ment ten gunste van hun verklaring is dat een der­
gelijke ontgifting door NaF ook gevonden werd ten 
aanzien van een organische fosforverbinding die vol­
gens Tammelin (63) in bloedplasma niet aan een en­
zynaatische hydrolyse onderhevig i s . 
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SUMMARY 

The organophosphorus compound sar in ( i sopro­
pyl methylphosphonofluoridate) belongs to a group of 
very effective Cholinesterase inhibi tors , so -ca l l ed 
nerve gases . 

Sarin contains an a symmet r i c phosphorus atona. 
According to Michel (28) and Oonas (42) only one of 
the two s t e r e o i s o m e r s r eac t s rapidly with ace ty l ­
chol ines terase (AcChE). Berends (30) could explain 
the resu l t s obtained in his experinaents on reac t iva ­
tion and "ageing" of sa r in-inhibited butyrylchol ines­
t e r a s e (BuChE) only on the bas is of the a s ym m et ry 
of the phosphorus atom of the pho s phony lat ed enzyme. 

The hydrolysis of sa r in is catalysed by en-
table 5 zymes present in blood and severa l other organs of 

the animal body; their activity can be inhibited by p -
table 6 hydroxynaercuribenzoate (pHMB). According to Adie 

et a l . (10) the hydrolytic action on sa r in of " s a r i n a s e " 
in ra t plasma is not s tereospeci f ic . 

La our experinaents the hydrolysis of low con­
centrations of sa r in in p lasma was investigated using 

P- label led sa r in . Fo r the determinat ion of the p e r ­
centage hydrolysis advantage was taken of the fact 
that s a r in is volat i le but i ts hydrolysis product (hy­
droxysarin) is not; during the incubation of s a r in with 
plasma sanaples were taken at short in tervals which 
were acidified and frozen instantaneously to ternain-
ate the hydrolys is . Non-hydrolysed sa r in was renaoved 
by lyophilization and the res idual radioactivi ty was 
determined and used as a m e a s u r e for the amount 
of hydroxysar in formed. The rel iabi l i ty of this m e ­
thod was sho-wn in control exper iments . 

32 Li experiments with 0. 1 mM P - s a r i n , the 
32 

concentration most ly used, P-hydroxysarin account­
ed for pract ical ly all non-volati le P ; only a few per 
cent of the radioactivi ty remaining after lyophiliza-

table 2, 3 tion originated from ^'-p bound to plasma prote ins . 
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32 La blood plasnaa incubated with 0,01 mM P - s a r i n 
however, the fraction of the -^^p that became bound 
to proteins could not be neglected and had to be taken 
into account when interpret ing the hydrolysis g raphs . 
This was especial ly the case when ra t plasnaa was 
used. 

When studied with this technique, the hydro­
lysis of 0. 1 mM ^ ^ p . g a r i n in plasnaa from ra t , man 

,. 7 4 â nd mouse , was found to follow a biphasic cour se : 
about 50% of the sa r in was converted into hydroxy-
sa r in within one nainute (the interval after which the 
f i rs t sample could be taken) while the hydrolysis of 
the remainder proceeded at a much lower r a t e . How­
ever , if .pr ior to the addition of sa r in the p lasma of 
the th ree species mentioned had been incubated with 
1 mM pHMB (which inhibited the s a r inase activity) 

I- f A ^ rapid hydrolysis of about 50% of the sa r in was not 
observed. This phenomenon was explained on the a s ­
sumption that s a r i na se was responsible for the b i ­
phasic course of the hydrolysis in pHMB untreated 
plasma, due to a s tereospecif ic action of this en­
zyme. The resu l t s of severa l experiments supported 
this hypothesis . 

a) The biphasic charac te r of the hydrolysis curve 
was dependent on the sa r inase activity of the p la s -

table 5 naa; the higher the activity, the m o r e pronounced 
f. -1 T o was the deflection of the curve at about 50% hy-

d ro lys i s . 
b) During the second stage of the react ion f i r s t -order 

fig. 13-16 kinetics were observed, as was to be expected 
for sa r inase catalysed hydrolys is , s ince the Kj^ 
for sa r in « 0.01 M. 

c) The overal l course of the hydrolysis was cons is t ­
ent with the presence of two subs t ra tes hydrolysed 
sinaultaneously, but at different r a t e s , 

d) Kinetic analysis of the graphs indicated that the 
table 8 s tar t ing naaterial contained both subs t ra tes in an 

almost exact 1 : 1 ra t io , 
e) The hydrolysis in ra t plasnaa of the nerve gas 

fig, 10 soman which is also asyrnnaetric followed a b i ­
phasic pat tern, in contras t to the hydrolysis of 

fig. 11 the symnaetrical organophosphate DFP. 
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However, when higher concentrations of sa r in 
fig, 7, 8 were used, the hydrolysis curves were only slightly 

fig. 1 biphasic, or not biphasic at a l l . At 1 mM the hydro­
lysis of sa r in in ra t p lasma sti l l followed a biphasic 
course , but not at 10 mM. An experiment in which 
50 mM sa r in was incubated with r a t p lasma in a Po­
l a r ime te r tube did not provide evidence for a s t e r e o ­
specific hydrolysis since no change of the optical 
rotation was observed. Apparently the assumed s t e -

, reospecific action of p l a s m a - s a r i n a s e could only be 
detected at low subs t ra te concentrat ions. 

Next the proper t ies were investigated of the 
non-hydrolysed sa r in , which remained in an incuba­
tion mix ture of p lasma and a low concentration of 
sar in after the fast initial hydrolysis had occur red . 
This ma te r i a l was isolated by sublimation f rom ra t 
p lasma that was acidified and frozen after 4 minutes 
of incubation with 1 mM P - s a r i n . 

It was assumed that the sa r in thus obtained 
consists predominantly of the s t e reo i somer that is 
hydrolysed by s a r i na se at the lower r a t e . It appeared 

fig. 17 that only 20% of this so-cal led enriched sa r in was 
hydrolysed within one minute by ra t p lasma. Enriched 

fig. 19 sar in proved to be a bet ter inhibitor for AcChE than 
racemic ( rac . ) sa r in , when tested under identical 
conditions. A conaparison was made of the p rope r ­
t ies of BuChE, inhibited with enriched and with r a c . 
sa r in respect ive ly . The two s t e r eo i somer s of sa r in 
r eac t with this enzyme at about the same ra t e ; the 
result ing s t e reo i somer i c inhibited enzymes (D- and 
L- with respec t to the phosphonyl substituent), how­
ever, a r e repor ted to reac t at a different r a t e on 
react ivat ion by oximes and on "ageing" (see fig. 21). 

La our exper iments BuChE inhibited with r a c . 
sa r in was react ivated by MINA in a biphasic r e a c ­
tion; approximately 50% of the enzymatic activity 
could be r e s to red very rapidly. About half of the in­
hibited enzyme was suscept ible to "ageing". On the 
other hand BuChE inhibited with "enr iched" sa r in 
contained over 80% of the component that was readi ly 

fig, 22-24 react ivated by MINA and substantially m o r e than 50% 
of this inhibited enzyme was susceptible to "ageing". 
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Also sa r in which was isolated frona a solution 
• 3 0 

of 1 mM - ^ P - s a r i n in p lasma of man or mouse af­
ter a few minutes of incubation appeared to be r e l a -

fig. 18 tively r ich in the component that was hydrolysed 
slowly by r a t p lasma. These resu l t s supported the 
assumption that "enr iched" sar in contained unequal 
amounts of the two s t e r e o i s o m e r s and consequently, 
that the hydrolysis in plasma involved a s t e r e o s p e ­
cific react ion. 

The d iscrepancy bet^ween the resu l t s obtained 
with 0.1 naM sa r in and those with high concentrations 
of sa r in could be explained after the observat ion •was 
made that fluoride ions bring about a racemisa t ion 
of sa r in . When an aqueous solution of "enr iched" 
sa r in was incubated with NaF for 30 nainutes with 
1 mM NaF, the resul t ing naaterial was identical to 

fig. 25 r a c . sa r in , as found for the hydrolysis by ra t p lasma 
fig. 28 and its react ion with AcChE. The ra t e of r a c e m i s a ­

tion was found to depend on the concentration of flu-
fig. 26, 27 or ide and on the incubation t ime. In 1 mM NaF the 

excess of one s t e r eo i somer decreased with a half 
life of approximately 8 minutes . Fluor ide ions a r e 
l iberated when sa r in is hydrolysed. At the higher 
concentration of sa r in sufficient fluoride ions will be 
re leased to cause a rapid racenaisation which will 
m a s k the s tereospecif ic course of the enzymatic hy­
d ro lys i s . 

Under these conditions no optical rotation will 
be found. It should be possible however, to obtain 
a solution with a measu rab le optical rotation by con­
centrat ing the "enr iched" sar in under conditions in 
which the formation, as well as the presence of flu­
oride ions was minimized. Therefore an aqueous 
solution of "enr iched" sa r in was extracted with chlo­
roform. After concentration of the solution it ap -
peared to be laevorota tory (01-70 - - 0 . 0 7 ° , o _, = 
-0 .21° ) . ^ ' ^ 

F r o m the kinetics of the reaction of this m a ­
t e r i a l with AcChE the optical purity could be d e t e r ­
mined. By conabining this figure with the optical r o ­
tation an [a] of 25° (abs . ) could.be calculated. 
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After replacement of the major par t of the chlo­
roform by isopropanol and addition of NH^F to a final 
concentration of 0.6 mM the course of the r a c e m i -

fig. 29 sation could be observed in a polarinaeter . It ap ­
peared to follow f i r s t - o r d e r kinetics with a half-life 
of 70 min . {̂ ^̂ f, = 8 , 5 l i t r e s mol" , min" ). 

These resu l t s provided di rect proof of the s t e ­
reospecific action of s a r inase ; they also explain the 
apparent d iscrepancies between the findings obtained 
in experiments with low and with high concentrations 
of sa r in . 

The following table summar izes the main r e ­
sults : 

(—) sa r in (+) sa r in 

hydrolysis in p lasma from 
ra t , man and mouse 

inhibition of AcChE 

inhibition of BuChE 

react ivat ion with MINA of 
inhibited BuChE 

ageing of inhibited BuChE 

slow 

fast 

no grea t 

fast 

fast 

• 

diff 

fast 

slow 

erences 

slow 

slow 
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