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ACETYLCHOLIN VE CHOLINESTERAZ
Siikri Giirtunca*
Giris
Karaciger csterazlari gibi yalin olan esterazlar salt yahn alifatik
esterlerin hidrolizini katalize ederler. Cholin esterlerine kargi ctkin-

likleri yoktur.

Cholin esterlcrine karsi ctkin olan anzimler “cholinesteraz” genel
ad1 alunda toplanmistir. Bu deyim, ilk kez acetylcholin ile butyryl-
cholin hidrolizini katalize eden ve at scrumunda bulunan bir anzim
icin kullamlmgtir. Cholincsteraz deyimi zamanla genigliyerck, attan
bagka 6biir hayvanlarn da sinir dokusunda, alyuvar ve kan serumunda
bulunan ve acetylcholin hidrolizini katalize eden biitiin anzimleri igine
alan bir anlam kazanmgtir 181418:22.25,

Fizyolojik gérevleri ve biogimik durumlarina gore cholinestcrazlar
gergek ve yalanci cholinesteraz olmak izere iki buiyik tipe ayrilr.
Gergek cholinesteraz sinir ve kas dokusu ile alyuvarlarda lokalize
olmugtur. Gérevi néromiuskiler kavsakta ortaya gikan acetylcholini
pargalamaktir. Alyuvarlardaki anzim acetylcholin hidrolizini katalize
ettigi halde butyrylcholine kargt etkin degildir. Yalanca cholines-
terazlarin varhga bircok dokuda raslanir, fakat bunlar daha ¢ok
glia, yiirek kasi, karaciger, deri, bagsak ve. plazmada toplanmig
durumdadir. Insanda kan serumunda bulunan anzim acetylcholine
gére butyrylcholini daha g¢abuk hidrolize cder.

Stedman, acetylcholine kargi ctkin olan cholinesteraza alpha-
cholinesteraz ve butyrylcholini hidrolize edene de beta-cholincsteraz
demektedir. Birinci kategoriye giren anzimlerin in viwo metabolizma
sirasinda olugan acetylcholine kargi koruyucu odevleri vardir. Acetyl-
cholin metabolizmasinda bag rolii bu anzimler oynar. Ikinci kate-
goridekilerin in vivo gorevleri heniiz kesin bir aydinhk kazanmamigtir.
Yalanci cholinesterazlar da bircok cholin esterlerini oldugu gibi acetyl-
cholini de hidrolize ederler, fakat hidrolizin seyri gok daha yavagtir.
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Gergek cholinesterazlar noncholin esterlerle benzoylcholini hidrolize
ctmez. Yalanci cholinesterazlar propionyl ve butyrylcholini ¢abucak
hidrolize ctmelerine kargin ‘acetyl-beta-methylcholini hidrolize et-
mezler. Ama burada bir ayra¢ agip sunu da belirtmek gerekir ki,
bir tipteki bir anzim her bakimdan gesitli hayvan tiirlerinde identik
deglldlr 5,7,13,16,19, 21, 24,

Wilson ve Bergman’a gore cholinestcraz anzimlerinde iki etkin
yan bulunur. Bunlar anionik ve esteratik yanlar olarak adlandiril-
mugtir. Birbirinden bagimsiz olarak ele alinamiyacak olan bu yanlar,
inhibitér  o6zelliginde olan &zdeklerin  baglanmalarini saglarlar.
Baglanma bigimlerine goére de inhibitér 6zdekler ii¢ 6bege ayrihir:

I- Anionik yani segen inhibitérler. Quaterner amonyum
tuzlan1 ve cholin gibi.
II- Esteratik yana baglanan inhibitorler. Di-isopropyl-phosp-
horofluoridate gibi.
III- Hem anionik ve hem dc esteratik yanin her ikisine birden
baglanan inhibit6rler. Neostigmin ve physostigmin bu 6bcge girer.

Beta-cholinesteraz tipindeki anzimlerdc anionik bir yanin varolup
olmadigi sorunu uzun siire tartigma konusu olmustur. Gerek gergek
ve gerekse yalanci cholinesteraz iizerine olsun, anticholinesteraz 6z-
deklerin pek gogu aymi derecede potent 6zellifi tapgmaktadir. Bu
ozdeklerin farmakolojik ctkileri biogimik anzim sisteminin dengesini
bozmakla belirir 2.6, 9 10, 15, 20, 23, 27, 28.

Gergekte acetylcholin yalin organik simik bir 6zdektir, ama
canlimn yasamasinda ¢ok biiyiik bir yiikii iizerinde tagimaktadir.
Istemli kaslarla sinirler arasindaki iligkiyi diizenliyen odur. Bazi
istemsiz kaslarla -bagirsaklar, bronglar, géz, bazi bezler- sinirler ara-
sindaki iligkiyi saghyan yine acctylcholindir. Organizma icinde
yapilan bu mediator édevini yapar yapmaz hemen par¢alanmaya
hiikkimlidir.
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Sinir impulsu sinir ucuna ulagtifi anda hemen az bir-miktarda
acetylcholin agiga ¢ikar. Bdylece impuls kasa ya da beze geger sinir-

den. Artik acetylcholinin goérevi bitmistir, cholinesteraz anzimi ara-
aligr ile komponentleri olan cholin ile asetik aside ayrilir 121318, 22

- Bu olay dakikanin milyondé birinin bir aninda olup biter.Cholin
esterlerinin  hidrolizi demek kendilerine uyumluk gosteren asidle
birlikte serbest cholinin agifa ¢kmasi demektir.

Organizma igine organik fosforlu insektisidlerden biri girccck
olursa cholinesteraz ¢ahigmasi ya inhibe, ya da bloke edilmis olur,
Bu durumda organizma i¢inde acetylcholinin etkisi siireklilik kazanir,

Cholinesteraz anzimi de tipki acetylcholin gibi siirckli olarak
organizma iginde hazirlamr. Bunun iki- anlami vardir. Kigiik
miktarda anzim inhibitord o6zelligi tagiyan organik fosforlu bir
insektisidin etkisi sirekli olamaz, ¢iinkii cholinesteraz yitimini orga-
nizma gabucak onaracak giigtedir. Ikinci durumda, yani cholines-
teraz inhibisyonu ileri bir evrede de olsa, fakat organik fosforlu insck-
tisidin etkisi siirekli degilse, cholinesteraz ctkinligi kisa bir siire gegince
normal diizeye crigebilir. Cholinesteraz inhibisyonu, anzimin aktif
merkezinde bulunan bazi gruplarin dogrudan dogruya fosforillasyonu
ve asid anion liberasyonu bi¢iminde kendini gosterir. Normal kosul-
larda plazma anziminin inhibisyonu agsir1 bir evreye de crigse yine de
klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasina yetmez. Fakat stres durumunda
olay ters yonde bir geliyjme gosterir. Kopeklerde cholinesteraz inhi-
bisyonundan sonra acetylcholin injeksiyonu yapilirsa belirgin cho-
linerjik semptomlarin ortaya cikug goriliir'e.

Evcil sineklerde cholinesteraz anziminin en ¢ok toplandigi organ
beyindir. Bir gram agirhgindaki sinek baginda saattc bir gram acetyl-
cholinin hidrolizini saghyacak oranda anzim bulunmaktadir. Evcil
sinek baginda etkin cholinesteraz anziminin varhgim saptayip ortaya
koymak i¢in asagida aynntilari verilmig bulunan deneyler yapilmig
ve bunlarda organik fosforlu inscktisidle zchirlenmenin mekanizmasi
tzerirde durularak bazi agiklamalar yapilmistir.

Materyal ve Metot

60 adet evcil sinek (Musca domestica Linnaeus) bay alinarak
soguk ¢ozelti ile buzlu kanguria iginde iyice ezilerck homojen
duruma getirildi. Dort tane tip ahindi ve her tiipe ayr ayr: olmak
lizere bu homogenattan 1 ml miktarinda kondu. Ayn olarak birinci
tiipe 1 ml. ¢ozelti ve 1 ml de acetylcholin bromiir (102 M) ¢ozeltisi
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ilave edildi. Karigim yavag yavag fakat iyice kargtinldiktan sonra
yarim saat oda 1sisinda birakildi. Ikinci tiipe 1 ml tetraethylpyrofos-
fat (10-* M) cozeltisinden konarak bir dakika siire ile hafif hafif gal-
kandiktan sonra yukaridaki oranda acetylcholin bromiir ¢6zeltisinden
de 1 ml miktarinda ildve edildi. Hafifce yine ¢alkandiktan sonra ya-
rm saat siirc ile bu karigm da oda 1sisinda bekletildi. Ugiincii tiipe
de konusg siras degistirilerek aym ¢ozeltilerden ayni miktarlarda kondu.
Dordiincii tiipe salt ¢ozelti kondu ve tanik olarak ayrildi.

Inkubasyon siircsinin bitiminde her tipten 1 ml miktarinda
ornck alinarak temiz tiiplere kondu. Sonra ilk {ig tiipe ardarda olmak
lizere agagidaki ayraglar belirtilen miktarlarda uyguland.

a) Taze olarak hazirlanmug alkali hydroxylamin ayracindan 2

ml (2M NH.OH-+3.5M NaOH).
b) Hydroklorik asid ¢ozeltisinden 1 ml (1: 2H:O).

¢) Demir ii¢ kloriir ¢dzeltisinden 1 mi (0.37 M FeCL,OIN
HcL’de).

Tanik olarak kullanilan dérdiincii tiipe de tepkime ayraglarin-
dan esit miktarlarda kondu. Yalmz ayril olarak hydroklorik asid
cozeltisi alkali hydroxylamin c¢ozeltisinden sonra ilave edildi.

Ortamda acetylcholin varsa bu tepkimeler sonunda karakteris-
tik olarak erguvan moru esmer bir renkle kendini belli eder. Birinci tiip-
tcki acetylcholin cholinesteraz anzimi tarafindan pargalanmyg ve
komponentlerine ayrilmig durumdadir. Renk olusumu yalniz ikinci
tiipte goriilmiigtiir, giinkit tetracthylpyrofosfat cholinesteraz anzimin
etkisiz “biraktig1 igin acetylcholin agikta kalmugtir. Ugiincii tiipte
acetylcholin daha 6nce anzim tarafindan pargalanmi oldugundan
yine renk olusumu olumsuzdur.

Yukarida s6z konusu edilen renk tepkimesinin ortaya gikigt hydro-
xamik asidin olugumu ve bunun demir ii¢ kloriir gozeltisi ilesrenkli
bilesik vermesinden ileri gelir. ‘

-]
L}
(leny)s- N-CHy CHyOC---CHy + HyNoM ,
8

— c"&‘"- NHOH + (CH,) N tH, CNLOH)
ﬁy‘ra,‘m:‘k aved




Acetylcholin ve Cholinesteraz 341

Tartisma ve Sonug

Genel olarak memecli hayvanlarda organik fosforlu insektisid-
lerin ve o6bir inscktisid ozelligi tasiyan bazi 6zdeklerin temel etki
mekanizmasi, bunlarin cholinesteraz anzimini inhibe etme giiciinde
olmalarn ile agiklanmgtir 410.11.2223,

Insektlerde isc cholinesteraz anziminden baska bazi estcrazlarin
inhibisyonunun da organik fosforlu insektisidlerle zehirlenmede
bityiik 6lclide payr oldugu goriigii ortaya konmustur?, Insektlerde
sinir sisteminin cholinerjik mekanizma yolu ile ¢alijamiyacag ileri
stirilmigtiir. Oysa evcil sineklerde de cholinesteraz anziminin varhigi
ile simik mediator acetylcholinin varlig1 bilinen bir geydir. Insektler
iizerindeki gozlemler sonunda tartigma konusu edilen sorunlar iig
noktada toplamak olanagi vardir:

I- Insektler viicut bosgluklarina, ya da agiktan sinir sistemine
yerlegtirilen acetylcholinin yiiksek dozlarina kargt duyganhk goster-
mekten yoksundurlar. -

II- Insektlerin anticholinesteraz bir 6zdckle zehirlenmeleri
gozlemlenebilir, ama cholinestcraz etkinliginin de bundan zarar
gormedigi ortadadir.

II1- Baz:i 6zdekler, 6rnegin atropin, memeli hayvanlarda an-
ticholinesteraz etkiyl kaldirdigr halde buna benzer etkiyi evcil sinek-
ler idizerinde. gostermemektedir.

Ancak, Hoyle’un bulugundan sonra birinci ve iligiincii sorulan
yanmitlamak olanag elde cdilmigtir. Hoyle’a goére evcil sineklerde
sinir sistemini ¢epgevre saran bir kilif vardir ve bu kihf bazi yiiksek
iyonize ozdekler icin seckinlikle gegirgen dcgildir. Gerek atropin ve
gerekse acetylcholin insekt kaminda yiiksek iyonize bilesikler duru-
mundadir. Bu neédenden &tiirii ctkileri agikga belirememektedir.
Koruyucu kilif kaldirildiktan sonra sinirin 10-* acetylcholin ile kolayca
uyarildig: gorilar?.

Bu durum anticholincsteraz 6zdeklerin cholinesteraz anzimini
inhibe etmekle zchirlenmeyi meydana getiren mekanizma oldugu
gorigiinii giiclendirdigine gore, evcil sineklerde organik fosforlu in-
sektisidlerle zehirlenmenin olusumunun gorilebilmesi igin biitiin
anzimin inhibe edilmesinin gerckmedigi gorigiindeyim. Kaldi ki,
organik fosforlu bilesiklerle zehirlenmis evcil sineklerde cholinesteraz
inhibisyonunun ¢ok hizli oldugu da saptanmigtir. Dencmemizde
tetraethylpyrofosfat ile de bu olay gézlemlenmistir. Yagayabilen sinek-
lerde cholinesteraz diizeyinin normali bulmasi igin bir giiniin gegmesi
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gerektir, Evcil sinekler iizerinde yapilan denemcler, memeli hayvan-
lardan ayri olarak iz vitro cholinesteraz inhibisyonundan sonra gerek
gercek ve gereksc yalanci cholinesterazin 6lmiig sineklerde inhibe
~ edilmig durumda kaldigini, recovery’nin meydana gelmedigini ortaya

- ¢tkarmigtir. Bu anzimler ancak oximlerle yeniden etkinlik kazanabil-
mcktedir’”’. Zchirlenip de 6lmiyen sineklerde yeni anzim sentezi
yapilir %62, Bu olay ki cvre gosterir. Birinci evre hizhh geligmekte,
fakat kisa siirmcktedir. Burada tepkime organik fosforlu bilesigin
karakterine uyar?. Ikinci cvrede yeni alyuvarlarin olustugu géze car-.
par, bu evreye beyin proteini de katihr. Organik fosforlu bilesigin bu
dénemde bir roli yoktur.

Ozet

Evcil sinek basglarinin yiiksek oranda etkin cholinesteraz anzi-
mini tuttugu acetylcholinli ortamda hydroxamik asidin demir {ig
kloriir ¢ozeltisi ile renkli bir bilesik vermesi temcline dayanan bir
metodla tamtlandi. Evcil sineklerde organik fosforlu inscktisidlerin
hangi mekanizma ile zehirlenmeyi meydana getirdigi konusu tar-
tigildi. :

Summary
Acetylcholine and Cholinesterase

. The presence of active cholinesterase in the head of the house
fly has been demonstrated by a color reaction based upon the for-
mation of hydroxamic acid which then reacts with ferric chloride
solution to. form a colored complex. Possible mechanisms underlying
the effect of the organic phosphate insecticides are discussed.
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