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OZET

Organofosfatlar (OPlar) en yaygin kullanilan pestisitler olup, 1940’lardan bu yana zirai ve as-
keri bolgelerde kullanilmaktadirlar. Bu pestisitler asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek
merkezi ve ¢evresel sinir sistemini etkilerler. OPlarin toksik etkileri solunum, gastrointesti-
nal, dolasim, bagisiklik, endokrin ve sinir sistemi tizerine olup; akut veya kronik maruziyet-
leri kanser, iireme problemleri, dogumsal ve gelisimsel anomaliler ile iliskilendirilmistir. OP
zehirlenmeleri acil tibbi tedavi gerektirir; genellikle cesitli asetilkolinesteraz inhibitorleri,
oksimler ve atropin birlikte kullanilir. OP zehirlenmelerinin tedavisinde asetilkolinesterazin
biyotemizleyici olarak kullanimi yeni bir yaklasimdir.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, organofosfat zehirlenmesi, yaslanma, biyotemizle-
yici

Cikar ¢atismasi: Yazarin ¢ikar ¢atigmasi bulunmamaktadir.

ABSTRACT

Organophosphates (OPs) are most widely used group of pesticides in the world that are
employed in agriculture and militarian sites since the 1940s. These pesticides affect central
and peripheral nervous system by inhibiting acetylcholinesterase. OPs have toxic effects on
respiratory, gastrointestinal, circulatory, immune, endocrine and nervous systems. Acute or
chronic exposure to OPs is associated with cancer, reproductive problems, birth defects and
developmental anomalies. Widespread exposure to OPs makes adequate medical tratment
urgent. General medical therapy consists of a combination of acetylcholinesterase inhibitors,
oximes and atropine. A new approach in treatment of organophosphate poisoning is usage of
human acetylcholinesterases as a bioscavenger.
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Giris

Sarin, soman, siklosarin, tabun, VX, ve paraokson gibi
organofosfatlar (OPlar) asetilkolinesteraz (AChE, EC
3.1.1.7) ve biitirilkolinesteraz (BChE, EC 3.1.1.8) en-
zimlerinin kovalan inhibitdrleri olup gogunlukla pestisit
olarak kullanilirlar (Sekil 1). Akut ve kronik maruziyet-
leri sonucunda solunum, gastrointestinal, dolagim, im-
miin ve endokrin gibi birden fazla sistem etkilenir. OP
zehirlenmelerinin tedavisi tersinir AChE inhibitorleri
ve/veya oksimlerle (2-PAM, obidoksim, TMB4 veya HI-
6) birlikte atropin kullanimina dayanir. Ancak OPlarin
cesitli viicut kompartmanlarinda birikip plazmaya ye-
niden dagilarak asetilkolinesterazi tekrar tekrar inhibe
etmesi oksim tedavisindeki temel sorundur. Asetilko-
linesteraz enziminin biyotemizleyici olarak kullanimi
OP zehirlenmelerinin tedavisinde yeni bir yaklagimdir.

OP toksisitesine karsi etkili bir biyotemizleyicinin sahip
olmast gereken dzellikler soyle bildirilmistir: a) onilag
olarak kullanilmak tizere yeterli miktarlarda elde edi-
lebilmesi b) yiiksek doniisiim sayist ¢) dolasimda uzun
yar1 dmiir ve d) immunouygunluk [1].

Asetilkolinesteraz enzimi

Asectilkolinesteraz basta sinir ve kas dokusunda olmak
iizere merkezi ve periferal bircok dokuda yaygin olarak
bulunan bir enzim olup, ana gorevi asetilkolini hidro-
liz ederek sinir iletimini bitirmektir. Asetilkolinestera-
zin temel yapisal ve katalitik birimi, kiitlesi 70-80 kDa
araliginda olan bir glikoproteindir. Enzim bulundugu
dokuya gore bu birimin monomer, dimer veya tetrameri
seklinde bulunur [2].

Aktif bolge oyugunda 5 alt-bolge tarif edilmistir (Sekil
2) [2,3]:
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Sekil 1. Cesitli OP (A) ve oksimlerin (B) kimyasal yapis1
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Sekil 2. E2020 ligand: ile kompleks yapmis asetilkolinesteraz aktif merkez oyugunun MOE yazilimi araciligiyla gosterimi (protein data bank

kodu: leve)

1. Periferal Anyonik Bolge: Aktif bolge oyugunun ag-
zinda olup Tyr70, Trp 121 ve Trp 279’dan meydana gel-
mistir. Ligandlar ilk bu bolgeye baglanir, sonrasinda
aktif merkeze yonlendirilirler [4,5].

2. Kolin Baglama Bolgesi: Bu bolgede bulunan Trp84 ve
Phe330 rezidularinin elektron agisindan zengin aroma-
tik halkalar1, substrat ve inhibitorlerin katyonik ucu ile
katyon-r etkilesimi olustururlar.

3. Oksi-Anyon Deligi (OAD): Kolin baglama bolgesinin
yaninda bulunan oksi-anyon deligi Glyl18, Glyl19 ve
Ala201 rezidularini igerir. Bu bolgede gegis durumlari
stabilize edilir ve aktivasyon enerjisi bariyeri azaltilir.
Substrat dikey pozisyondan yatay pozisyona dondiirii-
lerek; katalitik Ser200’iin etkisine girmesi saglanir [6].
4. Agil Baglama Cebi: Substrat yatay olarak dondii-
riildiiglinde, substratin ag¢il kismi agil baglama cebi-
ne baglanir. AChE’1n agil baglama cebinde Phe288 ve
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Phe290’nin fenil halkalari, bagl substratin hareketini
kisitlar ve asetilkolin gibi kisa agil grubu iceren subs-
tratlarin katalizini hizlandirir [5,7].

5. Katalitik Triad: OAD ve agil baglama cebiyle yaptig1
etkilesimler sonucu stabilize olan substrat, aktif merke-
zin esteratik bolgesinde yer alan ve Ser200, His440 ve
Glu327°den olusan katalitik triadin etkisine girer. Ka-
talitik triad bir yiik dagitim sistemi olup, ilk asamada
Ser200iin OH grubundan His440-Glu327 ikilisi yoniin-
de proton aktarimi sonucunda Ser200 niikleofilik 6zel-
lik kazanir. Ser200 oksijeninin substrat asetilkoline ata-
&1 sonucunda agil-enzim ara yapist olusur. Devaminda
elektron dagitiminin ters donmesi ile bu ara yapidan al-
kol biriminin uzaklasmasi katalizlenir. ikinci {iriin olan
karboksilik asidin agiga ¢ikmasi ve son olarak Ser200’tin
His440’den bir proton alarak serbest kalmasi sonucunda
artik enzim baslangi¢c durumuna dénmiistiir [6,8].
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Asetilkolinesterazin OPlarca inhibisyon me-
kanizmasi

Organofosfatlar (OP) enzim aktif merkezinin uzun siire
dolu kalmasina ve bu yiizden asetilkolini hidroliz ede-
memesine neden olurlar. OPlarin aktif serini fosforilas-
yonlarini takiben bir gegis formu olusur ve aktif merkez
dolu hale gelir [9,10]. Bu asamadan sonra ¢ogu OP “yas-
lanma” ad1 verilen ek bir reaksiyona ugrarlar. Yaglanma
durumunda OP kokiinden ek bir alkil substituenti kay-
bederek negatif yiiklii hale gelen OP, enzimden uzakla-
samaz. Fosforile enzim, oksimler gibi niikleofiller araci-
ligiyla deacilasyona ugratilarak eski haline getirilebilir,
ancak yaglanmis enzim i¢in bu miimkiin degildir (Sekil
3) [11]. Soman gibi sinir ajanlarinin yaglanmalar1 ¢ok
hizli olup dakikalar iginde gergeklesirken, paraokson
ya da etildiklorvos gibi pestisitlerin yaglanmasi giinler
stirer [12].

AChE fonksiyonlarinin kaybi sinaptik araliklarda ase-
til kolinin birikmesine neden olur ve bunun sonucunda
kas paralizi, nobet ve asfiksiye bagli 6liim meydana
gelir.

OP zehirlenmesi tedavisinde yararlanilan maddeler,
karbamik asit tiirevleri (pridostigmin), antimuskarinik
maddeler (atropin), sinir sitemini ekileyen maddeler
(diazepam) ve gii¢lii niikleofiller olan oksimler (6r. pra-
lidoksim ve obidoksim tuzlarr) gibi maddelerdir. Prali-
doksim, obidoksim, pridostigmin gibi bilesikler fosforil
(fosfonil) gruplarini uzaklastirarak kolinesterazi reak-
tive ederken; atropin, otonomik fonksiyonlarin norma-
le donmesi icin tedavi sonuna kadar kullanilir. Ancak
enzimlerin “yaglanmis enzim” adi verilen formunun
reaktivasyonu miimkiin degildir. Bu nedenle in vivo or-
tamda enzimin plazmadaki aktivitesinin normal diizeye
donmesi ancak karacigerde yeni enzim sentezlenmesiy-
le saglanir. Geleneksel tedavinin dezavantajlar1 gozeti-
lerek, AChE veya BChE’in eksojen uygulamasinin daha
etkili olacagi diistintilmustiir[13].
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Rekombinant DNA teknikleriyle asetilkolines-
terazin kataliz giiciiniin artirilmasi
Asetilkolinesterazin kataliz ve yaslanma mekanizmala-
rint ¢dzebilmek icin yapilan X-ray kristalografi ve bol-
ge yonelimli mutagenez ¢alismalar1 sonucunda enzimin
aktif merkezinde bulunan bazi amino asit yan gruplari-
nin ¢esitli ligandlarin baglanmasindan sorumlu oldugu
goriilmistir [5,14].

OPlarin hidrofobik karakteri nedeniyle AChE aktif mer-
kezindeki aromatik halkaya sahip rezidularin etkilesimi
arastirilmis, Trp86Ala mutasyonunun vahsi tipe gore
en az 1000 kat daha yavas yaslandig1 gézlemlenmistir.
Triptofanin aromatik halkasinin OPlar1 katyon-m etkile-
simleriyle stabilize ettigi, alanin mutasyonun bu etkile-
simleri bozarak yaslanmay1 yavaslattig1 diistiniilmiistiir
[15].

OPlarla inhibe olmus enzimde yaslanmaya neden olan
dealkilasyonun pH’a olan bagimlilig1 arastirilmas,
Glu202 rezidusunun dealkilasyonu kolaylastirdigi 6ngo-
rilmistir[16,17]. Sonrasinda fare asetilkolinesterazinda
yaratilan Glu202GIn mutasyonunun soman ile yaslan-
maya bilyilik 6l¢lide dayanikli oldugu bildirilmistir[18].
Aktif serinin komsulugunda yer alan Glu202’nin negatif
yiikiiniin, konjiige OP’dan alkil grubunun ayrilmasina
yardimct oldugu anlagilmigtir[18].

Hidrofobik etkilesimleri bulunan diger rezidular ise ko-
lin baglama bdélgesinde bulunan Tyr337 ve Phe338 olup,
OPlarin imidazol halkasini stabilize ederek yaslanmaya
katkida bulunmaktadir. Bu rezidularin alanin ile degis-
tirilmesi sonucu yaglanmada belirgin yavaslamalar elde
edilmistir [15,17,19].

Tyr337Ala mutasyonuna ek olarak agil cebinde bulunan,
aromatik halkaya sahip Phe295 rezidusunun alifatik
yan zincire sahip Leu ile yer degistirilmesi sonucu fare
AChE’inin HI6 aracili reaktivasyonu yaklasik 120 kat
hizlanmistir[19]. Ancak ayni mutasyonun (Phe295Leu/
Tyr337Ala) insan AChE enzimine uygulanmasi sonu-
cunda benzer sonuglar elde edilememistir[20] .
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Sekil 3. Yaslanma (aging) mekanizmasi
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Asetilkolinesteraz enzimi stoikiyometrik bir biyote-
mizleyici olup, enzim basina bir molekiil OP temizle-
mektedir. Bu kapasiteyi arttirmaya yonelik calismalar
sonucunda elde edilen en 6nemli gelisme Tyr337Ala/
Phe338Ala cifte mutant1 olup, Soman ile inhibe edilmis
enzimin HI6 aracili reaktivasyon hizi vahsi tipe oranla
6 kat artmistir[20].

Kiigiikkiling ve arkadaglar1 tarafindan enzimin aktif
bolge oyugunun disinda bulunan ve dogal bir SNP olan
Aspl34His mutasyonunun reaktivasyona etkileri c¢ali-
silmis, paraokson ile inhibe edilmis enzimin 2PAM ile
reaktivasyon hizinda yaklasik 6 kat artis gdzlemlenmis-
tir[21].

Yiiksek miktarlarda AChE iiretimi ve yari
omiir problemi

OPlarla asetilkolinesteraz molar diizeyde bire bir ora-
ninda tepkidiginden, enzimin biyotemizleyici olarak
kullanilabilmesi i¢in yiiksek miktarlarda {iiretilmesi
gereklidir. Bu amagla insan asetilkolinesteraz enzimi
rekombinant hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak in-
san embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293), Escheric-
hia coli ve bitkilerde eksprese edilmistir[22-26]. Ancak
deney hayvanlarinda yapilan farmokokinetik ¢aligmalar
ister memeli hiicresinde ister bakteride eksprese edil-
mis olsun dolasimdaki yar1 6mriiniin ¢ok kisa oldugunu
gostermistir[22,23]. Rekombinant enzimin yar1 démriini
uzatmak amaciyla AChE’in post translasyonel modifi-
kasyonlar1 ve kandan nasil temizlendigine dair ¢alisma-
lar yapilarak, enzimin sialik asit icermesinin ve oligo-
merizasyonun AChE’nin dolasimdaki dmriine katkida
bulundugu aydimnlatilmigtir[27-29]. Chitlaru ve arkadas-
larinin yaptigi ¢alismada sializasyon ve tetramerizas-
yonun beraberinde N-glikan eklenmesinin rekombinant
enzimin ortalama plazma 6mriinii(mrt) neredeyse dogal
serum kolinesterazi kadar uzatmistir[30]. Ancak bu faz-
ladan glikan yapilarinin eklenmesi rekombinant AChE
enziminin imminojenik niteligini arttirmistir[31-33].
Fare ve maymunda yapilan ¢aligmalarda enzimin lizin
yan zincirlerine polietilen glikol eklenmesinin rekom-
binant enzimin hem farmakokinetik o6zelliklerini iyi-
lestirdigini hem de immiin cevabi azaltti§ini gostermis-
tir[31,34-36].

Immiin cevabin 6niine gecebilmek icin denenen bir diger
yol da enzimin gen terapisi yoluyla viicut i¢inde iiret-
tirilmesi olmustur. Yontem enzimin cDNA’sinin viicut
hiicrelerine vektorler araciligiyla sokularak, ilgili pro-
teinin diizeyini arttirmayr kapsamaktadir. Bu amagla
AChE cDNA’s1 adenovirus-ilgili viriis (AAV) vektorleri
aracilifiyla farelerde irettirilmis, ancak sistemik enzim
diizeyinde %15 kadar artig saglanabilmistir[37,38].

Sonug ve gelecege bakis

OPlara akut ve kronik maruziyet sonucu gelisen zehir-
lenmeler hem sivil hem de askeri topluluklar i¢in 6nemli
bir risk olusturmaktadir. OP zehirlenmelerinin tedavi-
sindeki yetersizlikler, alternatif yaklasimlarin aranma-
sina neden olmustur. Stoikiyometrik ve katalitik enzim-

Turk J Biochem, 2014; 39 (2) ; 126—131

130

lerin terapotik amagli kullanimini yeni bir yaklagimdir.
Asetilkolinesteraz enziminin enantioselektivitesi ve ya-
vas yaslanmasi, onu biyotemizleyici ¢alismalari i¢in iyi
bir hedef yapmaktadir. Literatiirde glinimiize dek yapi-
lan galigmalarda AChE’in hem kataliz giicti arttirilmis
hem de farmakokinetik ozellikleri iyilestirilmeye ¢ali-
stlmistir. Tyr337Ala/ Phe338Ala ¢ifte mutant1 6 kat hizli
reaktivasyon giicliyle simdiye kadar tasarlanan en umut
verici mutant olmustur. Rekombinant enzime polietilen
glikol eklenmesinin ise enzimin plazma yar1 dmriini
arttirirken immiinojenitesini ise azalttigi bildirilmistir.
Tiim bu ¢alismalar AChE’in terapétik bir biyotemizle-
yici olarak potansiyelini gdstermistir. Rekombinant en-
zimin biiylik 6l¢ekli iiretiminin gerceklestirilmesi, raf
Omriintin uzatilmasi ve klinik ¢aligmalarinin yakin za-
manda tamamlanmasi beklenmektedir.

Bilgi ve tesekkiir: Yrd.Doc. Dr. Oya Unsal Tan’a ase-
tilkolinesteraz enzimi aktif merkez oyugunun MOE ya-
zilimi araciligiyla gosterimindeki katkilarindan dolay1
tesekkiir ederim.

Cikar catismasi: Yazarin ¢ikar ¢atismasi bulunmamak-
tadir.
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