
http://www.TurkJBiochem.com ISSN 1303–829X  (electronic)  0250–4685  (printed) 126

Organofosfat zehirlenmelerinde asetilkolinesterazın 
biyotemizleyici olarak kullanılma olasılığı
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ÖZET 
Organofosfatlar (OPlar) en yaygın kullanılan pestisitler olup, 1940’lardan bu yana zirai ve as-
keri bölgelerde kullanılmaktadırlar. Bu pestisitler asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek 
merkezi ve çevresel sinir sistemini etkilerler. OPların toksik etkileri solunum, gastrointesti-
nal, dolaşım, bağışıklık, endokrin ve sinir sistemi üzerine olup; akut veya kronik maruziyet-
leri kanser, üreme problemleri, doğumsal ve gelişimsel anomaliler ile ilişkilendirilmiştir. OP 
zehirlenmeleri acil tıbbi tedavi gerektirir; genellikle çeşitli asetilkolinesteraz inhibitörleri, 
oksimler ve atropin birlikte kullanılır. OP zehirlenmelerinin tedavisinde asetilkolinesterazın 
biyotemizleyici olarak kullanımı yeni bir yaklaşımdır. 
Anahtar Kelimeler: Asetilkolinesteraz, organofosfat zehirlenmesi, yaşlanma, biyotemizle-
yici 
Çıkar çatışması: Yazarın çıkar çatışması bulunmamaktadır.

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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Giriş
Sarin, soman, siklosarin, tabun, VX, ve paraokson gibi 
organofosfatlar (OPlar)  asetilkolinesteraz (AChE, EC 
3.1.1.7) ve bütirilkolinesteraz (BChE, EC 3.1.1.8) en-
zimlerinin kovalan inhibitörleri olup çoğunlukla pestisit 
olarak kullanılırlar (Şekil 1). Akut ve kronik maruziyet-
leri sonucunda solunum, gastrointestinal, dolaşım, im-
mün ve endokrin gibi birden fazla sistem etkilenir. OP 
zehirlenmelerinin tedavisi tersinir AChE inhibitörleri 
ve/veya oksimlerle (2-PAM, obidoksim, TMB4 veya HI-
6) birlikte atropin kullanımına dayanır. Ancak OPların 
çeşitli vücut kompartmanlarında birikip plazmaya ye-
niden dağılarak asetilkolinesterazı tekrar tekrar inhibe 
etmesi oksim tedavisindeki temel sorundur. Asetilko-
linesteraz enziminin biyotemizleyici olarak kullanımı 
OP zehirlenmelerinin tedavisinde yeni bir yaklaşımdır. 

OP toksisitesine karşı etkili bir biyotemizleyicinin sahip 
olması gereken özellikler şöyle bildirilmiştir: a) önilaç 
olarak kullanılmak üzere yeterli miktarlarda elde edi-
lebilmesi b) yüksek dönüşüm sayısı c) dolaşımda uzun 
yarı ömür ve d) immunouygunluk [1]. 

Asetilkolinesteraz enzimi
Asetilkolinesteraz başta sinir ve kas dokusunda olmak 
üzere merkezi ve periferal birçok dokuda yaygın olarak 
bulunan bir enzim olup, ana görevi asetilkolini hidro-
liz ederek sinir iletimini bitirmektir. Asetilkolinestera-
zın temel yapısal ve katalitik birimi, kütlesi 70-80 kDa 
aralığında olan bir glikoproteindir. Enzim bulunduğu 
dokuya göre bu birimin monomer, dimer veya tetrameri 
şeklinde bulunur [2]. 
Aktif bölge oyuğunda 5 alt-bölge tarif edilmiştir (Şekil 
2) [2,3]:

Şekil 1. Çeşitli OP (A) ve oksimlerin (B) kimyasal yapısı
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1. Periferal Anyonik Bölge: Aktif bölge oyuğunun ağ-
zında olup Tyr70, Trp l21 ve Trp 279’dan meydana gel-
miştir. Ligandlar ilk bu bölgeye bağlanır, sonrasında 
aktif merkeze yönlendirilirler [4,5]. 
2. Kolin Bağlama Bölgesi: Bu bölgede bulunan Trp84 ve 
Phe330 rezidularının elektron açısından zengin aroma-
tik halkaları, substrat ve inhibitörlerin katyonik ucu ile 
katyon-p etkileşimi oluştururlar.
3. Oksi-Anyon Deliği (OAD): Kolin bağlama bölgesinin 
yanında bulunan oksi-anyon deliği Gly118, Gly119 ve 
Ala201 rezidularını içerir. Bu bölgede geçis durumları 
stabilize edilir ve aktivasyon enerjisi bariyeri azaltılır. 
Substrat dikey pozisyondan yatay pozisyona döndürü-
lerek; katalitik Ser200’ün etkisine girmesi sağlanır [6].
4. Açil Bağlama Cebi: Substrat yatay olarak döndü-
rüldüğünde, substratın açil kısmı açil bağlama cebi-
ne bağlanır. AChE’ın açil bağlama cebinde Phe288 ve 

Phe290’nin fenil halkaları, bağlı substratın hareketini 
kısıtlar ve asetilkolin gibi kısa açil grubu içeren subs-
tratların katalizini hızlandırır [5,7]. 
5. Katalitik Triad: OAD ve açil bağlama cebiyle yaptığı 
etkileşimler sonucu stabilize olan substrat, aktif merke-
zin esteratik bölgesinde yer alan ve Ser200, His440 ve 
Glu327’den oluşan katalitik triadın etkisine girer. Ka-
talitik triad bir yük dağıtım sistemi olup, ilk aşamada 
Ser200’ün OH grubundan His440-Glu327 ikilisi yönün-
de proton aktarımı sonucunda Ser200 nükleofilik özel-
lik kazanır. Ser200 oksijeninin substrat asetilkoline ata-
ğı sonucunda açil-enzim ara yapısı oluşur. Devamında 
elektron dağıtımının ters dönmesi ile bu ara yapıdan al-
kol biriminin uzaklaşması katalizlenir. İkinci ürün olan 
karboksilik asidin açığa çıkması ve son olarak Ser200’ün 
His440’den bir proton alarak serbest kalması sonucunda 
artık enzim başlangıç durumuna dönmüştür [6,8].

Şekil 2. E2020 ligandı ile kompleks yapmış asetilkolinesteraz aktif merkez oyuğunun MOE yazılımı aracılığıyla gösterimi (protein data bank 
kodu: 1eve )
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Asetilkolinesterazın OPlarca inhibisyon me-
kanizması
Organofosfatlar (OP) enzim aktif merkezinin uzun süre 
dolu kalmasına ve bu yüzden asetilkolini hidroliz ede-
memesine neden olurlar. OPların aktif serini fosforilas-
yonlarını takiben bir geçiş formu oluşur ve aktif merkez 
dolu hale gelir [9,10]. Bu aşamadan sonra çoğu OP “yaş-
lanma” adı verilen ek bir reaksiyona uğrarlar. Yaşlanma 
durumunda OP kökünden ek bir alkil substituenti kay-
bederek negatif yüklü hale gelen OP, enzimden uzakla-
şamaz. Fosforile enzim, oksimler gibi nükleofiller aracı-
lığıyla deaçilasyona uğratılarak eski haline getirilebilir, 
ancak yaşlanmış enzim için bu mümkün değildir (Şekil 
3) [11]. Soman gibi sinir ajanlarının yaşlanmaları çok 
hızlı olup dakikalar içinde gerçekleşirken, paraokson 
ya da etildiklorvos gibi pestisitlerin yaşlanması günler 
sürer [12].
AChE fonksiyonlarının kaybı sinaptik aralıklarda ase-
til kolinin birikmesine neden olur ve bunun sonucunda 
kas paralizi, nöbet ve asfiksiye bağlı ölüm meydana 
gelir. 
OP zehirlenmesi tedavisinde yararlanılan maddeler, 
karbamik asit türevleri (pridostigmin), antimuskarinik 
maddeler (atropin), sinir sitemini ekileyen maddeler 
(diazepam) ve güçlü nükleofiller olan oksimler (ör. pra-
lidoksim ve obidoksim tuzları) gibi maddelerdir. Prali-
doksim, obidoksim, pridostigmin gibi bileşikler fosforil 
(fosfonil) gruplarını uzaklaştırarak kolinesterazı reak-
tive ederken; atropin, otonomik fonksiyonların norma-
le dönmesi için tedavi sonuna kadar kullanılır. Ancak 
enzimlerin “yaşlanmış enzim” adı verilen formunun 
reaktivasyonu mümkün değildir. Bu nedenle in vivo or-
tamda enzimin plazmadaki aktivitesinin normal düzeye 
dönmesi ancak karaciğerde yeni enzim sentezlenmesiy-
le sağlanır. Geleneksel tedavinin dezavantajları gözeti-
lerek, AChE veya BChE’ın eksojen uygulamasının daha 
etkili olacağı düşünülmüştür[13].

Rekombinant DNA teknikleriyle asetilkolines-
terazın kataliz gücünün artırılması
Asetilkolinesterazın kataliz ve yaşlanma mekanizmala-
rını çözebilmek için yapılan X-ray kristalografi ve böl-
ge yönelimli mutagenez çalışmaları sonucunda enzimin 
aktif merkezinde bulunan bazı amino asit yan grupları-
nın çeşitli ligandların bağlanmasından sorumlu olduğu 
görülmüştür [5,14].  
OPların hidrofobik karakteri nedeniyle AChE aktif mer-
kezindeki aromatik halkaya sahip reziduların etkileşimi 
araştırılmış, Trp86Ala mutasyonunun vahşi tipe göre 
en az 1000 kat daha yavaş yaşlandığı gözlemlenmiştir. 
Triptofanın aromatik halkasının OPları katyon-p etkile-
şimleriyle stabilize ettiği, alanin mutasyonun bu etkile-
şimleri bozarak yaşlanmayı yavaşlattığı düşünülmüştür 
[15]. 
OPlarla inhibe olmuş enzimde yaşlanmaya neden olan 
dealkilasyonun pH’a olan bağımlılığı araştırılmış, 
Glu202 rezidusunun dealkilasyonu kolaylaştırdığı öngö-
rülmüştür[16,17]. Sonrasında fare asetilkolinesterazında 
yaratılan Glu202Gln mutasyonunun soman ile yaşlan-
maya büyük ölçüde dayanıklı olduğu bildirilmiştir[18]. 
Aktif serinin komşuluğunda yer alan Glu202’nin negatif 
yükünün, konjüge OP’dan alkil grubunun ayrılmasına 
yardımcı olduğu anlaşılmıştır[18].
Hidrofobik etkileşimleri bulunan diğer rezidular ise ko-
lin bağlama bölgesinde bulunan Tyr337 ve Phe338 olup, 
OPların imidazol halkasını stabilize ederek yaşlanmaya 
katkıda bulunmaktadır. Bu reziduların alanin ile değiş-
tirilmesi sonucu yaşlanmada belirgin yavaşlamalar elde 
edilmiştir [15,17,19].
Tyr337Ala mutasyonuna ek olarak açil cebinde bulunan, 
aromatik halkaya sahip Phe295 rezidusunun alifatik 
yan zincire sahip Leu ile yer değiştirilmesi sonucu fare 
AChE’ının HI6 aracılı reaktivasyonu yaklaşık 120 kat 
hızlanmıştır[19]. Ancak aynı mutasyonun (Phe295Leu/
Tyr337Ala) insan AChE enzimine uygulanması sonu-
cunda benzer sonuçlar elde edilememiştir[20] .

Şekil 3. Yaşlanma (aging) mekanizması
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lerin terapötik amaçlı kullanımını yeni bir yaklaşımdır. 
Asetilkolinesteraz enziminin enantioselektivitesi ve ya-
vaş yaşlanması, onu biyotemizleyici çalışmaları için iyi 
bir hedef yapmaktadır. Literatürde günümüze dek yapı-
lan çalışmalarda AChE’ın hem kataliz gücü arttırılmış 
hem de farmakokinetik özellikleri iyileştirilmeye çalı-
şılmıştır. Tyr337Ala/ Phe338Ala çifte mutantı 6 kat hızlı 
reaktivasyon gücüyle şimdiye kadar tasarlanan en umut 
verici mutant olmuştur. Rekombinant enzime polietilen 
glikol eklenmesinin ise enzimin plazma yarı ömrünü 
arttırırken immünojenitesini ise azalttığı bildirilmiştir. 
Tüm bu çalışmalar AChE’ın terapötik bir biyotemizle-
yici olarak potansiyelini göstermiştir. Rekombinant en-
zimin büyük ölçekli üretiminin gerçekleştirilmesi, raf 
ömrünün uzatılması ve klinik çalışmalarının yakın za-
manda tamamlanması beklenmektedir.
Bilgi ve teşekkür: Yrd.Doç. Dr. Oya Ünsal Tan’a ase-
tilkolinesteraz enzimi aktif merkez oyuğunun MOE ya-
zılımı aracılığıyla gösterimindeki katkılarından dolayı 
teşekkür ederim.
Çıkar çatışması: Yazarın çıkar çatışması bulunmamak-
tadır.
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