Kimya / Chemistry DOI: 10.21597/jist.708400
Arastirma Makalesi / Research Article

Igdar Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 10(3): 1833-1838, 2020

Journal of the Institute of Science and Technology, 10(3): 1833-1838, 2020

ISSN: 2146-0574, elSSN: 2536-4618

Insan Serum Paraoksonaz-1 (hPON1) Uzerine Bendamustin Inhibisyon Etkisi
Hakan SOYUTY", Yakup ULUTAS?, Ekrem KOKSAL?

OZET: hPON1, HDL ile iliskili ve 43-45 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahip olan bir ester hidrolazdr.
Karacigerde sentezlenir. Organofosfat ajanlarim1 ve sinir gazlarimi hidrolize eder. LDL'nin
oksidasyonuna ve lipit peroksitlerin ve bakteriyel endotoksinlerin olusumuna karsi koruyucu bir rol
oynar. LDL'nin oksidasyonunun ateroskleroz siirecinin baslangi¢ asamasini olusturmasi, hPONI
antioksidan ozelliklerinin 6nemini gostermektedir. Bircok epidemiyolojik ¢alisma HDL kolesterol
diizeyleri ile kardiyovaskiiler olaylar arasinda ters bir iligski oldugunu gdstermistir. Yiiksek serum HDL-
kolesterol ve diisiik LDL-kolesterol seviyelerinin koroner kalp hastalig1 ve ateroskleroz gelisimine kars1
koruyucu oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, hPON1 bir HDL bilesenidir, bu nedenle koroner arter
hastaliginda HDL'nin koruyucu roliine katkida bulunur. Bu arastirmada, in vitro kosullarda insan
serumunda hPON1 enzim aktivitesi lizerine bendamustin kemoterapik ilacinin inhibisyon etkisini
arastirdik.

Anahtar Kelimeler: Paraoksonaz, inhibisyon, bendamustin.
Inhibitory Effects of Bendamustine on Human Serum Paraoxonase-1 (hPON1)

ABSTRACT: hPONL is an ester hydrolase associated with HDL and having a molecular mass of 43-45
kDa. It is synthesized in the liver. It hydrolyzes organophosphate agents and nerve gases. It plays a
protective role against oxidation of LDL and formation of lipid peroxides and bacterial endotoxins. The
fact that oxidation of LDL constitutes the initial stage of the atherosclerosis process demonstrates the
importance of hPON1 antioxidant properties. Many epidemiological studies have shown an inverse
relationship between HDL cholesterol levels and cardiovascular events. It is known that high serum
HDL-cholesterol and low LDL-cholesterol levels are protective against the development of coronary
heart disease and atherosclerosis. Therefore, hPONL1 is a component of HDL, thus contributing to the
protective role of HDL in coronary artery disease. In this research, we investigated the inhibition effects
of bendamustine on hPON1 enzyme activity in the human serum in vitro conditions.
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GIRIS

1960'larda sentezlenen hem alkilleme hem de antimetabolit 6zelliklerine sahip FDA onayli bir
anti-kanser ilacidir. Bendamustin (4 {-5 [-Bis (2-kloroetil) amino] -1-metil-1-benzoimidazol-2-il}
butanoik asit monohidroklortir), yapisal olarak, ii¢ fonksiyonel gruptan olusur: 2-kloroetilamin alkilleme
grubu, benzimidazol halkasi ve biitirik asit yan zinciridir. O, benzimidazol gibi bir piirini ve iki
fonksiyonlu alkile edici bir azot grubunu birlestiren sitotoksik bir ajandir. 2-kKloroetilamin alkilleme
grubu, alkillerin azot ailesi arasinda yaygin bir yap1 iken, benzimidazol halkasi bendamustin'e 6zgiidiir.
Ilag, lenfoma, miyelom ve meme kanseri ve germ hiicre kanseri dahil olmak iizere gesitli kat1 tiimdrlerde
antitimor aktivitesine sahiptir. Bendamustin'in anti-kanser etkisini, alkilasyon yoluyla tek ve ¢ift DNA
ipliklerinin capraz baglanmasiyla gosterir. Intravendéz uygulamadan sonra bendamustinhidrokloriir
proteinlere baglanarak karaciger ve bobrek tarafindan segici olarak alinir. Bendamustin viicutta hidroliz
ile metabolize olur ve suda oldukga kararsizdir. Yaklasik 10 dakikalik bir yarilanma 6mriine sahip mono-
ve dihidroksi tlirevlerine hidrolize olur. Esas olarak bobreklerden atilir, karacigerde metabolize edilir ve
safra yoluyla az miktarda atilir. Bendamustin'in neden oldugu DNA hasarinin diger alkillerin neden
oldugu hasardan daha genis ve uzun omiirlii oldugu gosterilmistir (Khan ve ark., 2016).

Paraoksonaz (hPON) ailesi ii¢ genden olusur: PON1, PON2 ve PON3. insan PON kromozom 7 ii¢
farkli gen tarafindan kodlanir. Memeli tiirlerinde, hPON genleri, dizilerinin % 79-95'i amino asit
diizeyinde ve % 81-95'i niikleotid diizeyinde benzerdir. PON2, ailenin en yash iiyesi olarak
tanimlanmaktadir. hPON3 ve hPONI1 biiyiik olasilikla gen replikasyonunun sonucudur. hPON1 ve
hPON3'iin her ikisi de yliksek yogunluklu lipoprotein (HDL) partikiilleri ile iliskilidir ve antioksidan ve
antienflamatuar 6zellikler gosterir. hPON2 ve hPON3, mitokondriyal siiperoksit anyon iiretimini ve
endoplazmik retikulum (ER) strese bagli apoptozu modiile eden hiicre igi enzimlerdir. (Furlong ve ark.,
2016).

hPON1 oncelikle karacigerde eksprese edilir ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) iginde
birlestirilir. Insan hPON2'si kalp, karaciger, akciger, testis, akciger, plasenta, mide, ince bagirsak,
dalak,bobrek, vaskiiler endotel hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve makrofajlar gibi farkli dokularda
eksprese edilir. APON2, plazma zarinda, endoplazmik retikulumda ve elektron tagima zincirinin dogru
caligmasi igin gerekli olan i¢ mitokondriyal zarda lokalizedir. Karacigere ek olarak, bobrekte hPON3
ekspresyonu tespit edilmistir. Onceki calismalar, hPON1'e benzer sekilde, insan hPON3'iin HDL
ylizeyinde lokalize oldugunu bildirmistir (Aviram ve Rosenblat 2008)

hPON1 diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’yi lipit peroksidasyonuna kars1 korur. LDL'nin ROS
veya hiicresel enzimler tarafindan oksidasyonu, aterojenezin ilk asamasinda yer alan aterojenik bir
modifikasyon olarak kabul edilir. hPON1'in HDL ve biyolojik membranlar1 da lipit peroksidasyonuna
kars1t korur. hPON1 eksik farelerde lipoprotein oksidasyonu ve inflamasyona kars1 daha yiiksek bir
duyarhilik gosterilmistir, oysa hPONI1'i asir1 eksprese eden fareler iltihap ve ateroskleroza daha
direnglidir. Serumdaki diisiikk bir hPON1 aktivitesi, denekleri daha yiliksek bir oksidatif strese maruz
birakir (Deakin ve ark., 2011). Oksitlenmis lipidlerin hPONT tarafindan hidrolizinin bu enzimin laktonaz
aktivitelerinden kaynaklandig: bildirilmistir. hPON1'in antioksidan rolii, peroksidaz aktivitesiyle de
iliskilendirilmistir, bu da yag asitleri hidroperoksitler, kolesteril ester hidroperoksitler ve hidrojen
peroksidin (H202) nétralizasyonuna yol agar (Ferretti ve ark., 2010). Akciger kanseri, gastrointestinal
kanser, meme ve jinekolojik kanser, prostat, mesane kanseri, merkezi sinir sistemi tiimorleri, Hodgkin
dis1 lenfoma ve akut lenfoblastik lenfoma (ALL) gibi farkli kanser tiirlerinden etkilenen hastalarin
serumunda hPONL1 aktivitesi onemli Ol¢iide disiiktir. hPON1 aktivitesindeki bir azalma, enzimin
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antioksidan roliinii olumsuz yonde etkileyebilir ve daha yiiksek oksidatif strese maruz birakabilir
(Barrera, 2012).

Anti-kanser ilaglariin hPONL1 iizerindeki etkisi genis bir sekilde arastirilmamistir. Kemoterap6tik
bir ila¢ olan siklofosfamid ile tedavi edilen sicanlarda bobrek hPONL1 aktivitesinde iki kat artis
gosterilmistir. Aksine, saflastirillmis hPON1 kullanildiginda, kemoterapotik ajanlarla (setuksimab,
paklitaksel, etoposid, dosetaksel ve ifosfamid) inkiibasyonlar sirasinda in vitro olarak azalmis bir hPON1
aktivitesi gozlenmistir. Oksidatif stres ve inflamasyon, kanserin gelismesinde ve kemoterapinin
prognozunun belirlenmesinde rol oynayan 6nemli faktorler olarak kabul edilir. Kanser hastalarinda
hPONL1 aktivitesinde bir azalma oksidatif stres belirteglerinde bir artisa sebep olmustur. Herhangi bir
ilag, hPON1 enzim aktivitesinde de bir azalmaya neden olursa, oksidatif stresin artmasindan dolay1
ateroskleroz dahil bir¢ok vaskiiler hastalik olusabilir (Alim ve Beydemir 2016; Ferretti ve ark., 2015).

Bu ¢alismada, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bendamustin’in hPONZ1enzim aktivitesi
tizerindeki in vitro inhibisyon etkisini arastirdik.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

DEAE-Sephadex A50, Sepharose 4B, 1-naftilamin, paraokson, protein reaktifleri ve elektroforez
icin kullanilan kimyasallar Sigma Chemical Co.'dan elde edildi. Diger tiim kimyasal maddeler Sigma-
Aldrich veya Merck'ten elde edilir. Bendamustin, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji
Boliimiinden temin edildi.

Paraoksonaz aktivite ol¢iimii

Insan serumu &rnekleri, Erzincan Mengiicekgazi Arastirma Hastanesi'nden temin edildi. hPON1
aktivitesi 25 °C'de 1 mM CaCl; igeren 50 mM glisin / NaOH (pH 10.5) iginde paraokson (dietil p-
nitrofenil fosfat) (1 mM) ile belirlenmistir. hPONT1 aktivite 6l¢iimii, 412 nm'de p-nitrofenoliin tahminine
dayandirilmistir. hPONT1 aktivitesini hesaplamak i¢in p-nitrofenoliin molar ekstinksiyon katsayis1 (pH
10.5'te £ = 18.290 M-tcm™t) kullanilmugtir. Bir enzim birimi, 25 °C'de 1 pmol substrat hidrolizini katalize
eden enzim miktar1 olarak tanimlandi. Aktivite Olglimii spektrofotometre (CHEBIOS UV-VIS)
kullanilarak yapilda.

Anti-kanser ilaci i¢in in vitro calismalar

Bendamustin ilacinin inhibitor etkilerini inceledik. Bu ilag, kullanilan her konsantrasyon igin ii¢
kez test edildi. hPON1 aktiviteleri, farkli ilag konsantrasyonlarinin varliginda 6lgiildii. Bir inhibitor
olmadiginda kontrol aktivitesinin % 100 oldugu varsayilldi. Bendamustin igin, %Aktivite-
[Konsantrasyon] grafikleri ¢izildi ve egrinin denkleminden ICsg Ve Ki degerleri hesaplandi.

BULGULAR VE TARTISMA

hPON1, organofosfat ve lakton gibi esterleri hidrolize eden kalsiyum bagimli bir esterazdir.
hPONI1, molekiil agirhgr 43-45 kDa olan bir glikoproteindir. Esas olarak karaciger tarafindan
sentezlenir. hPON1 insan viicudundaki antioksidan savunma mekanizmalarindan biridir. Insan
viicudundaki paraoksonlar da dahil olmak tiizere reaktif oksijen tiirleri i¢in bir¢ok temizleme sistemi
vardir. hPON1 canli metabolizmasinda reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek LDL, HDL ve makrofajlar
oksidatif strese karsi1 korur. Bu nedenle, hPON1 kardiyovaskiiler hastaliklar: 6nler (Golmanesh ve ark.,
2008).

hPONI aktivitesi ile ilaglar arasindaki etkilesimler {izerine yapilan bir¢ok ¢alisma vardir. Simdiye
kadar, statinler hPON1 {izerinde en ¢ok c¢alisilan farmakolojik molekiillerdir. Bu caligsmalar, gesitli
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statinlerin oksidatif stresi diisiirerek ve hPON1 aktivitesini artirarak yararli etkilerinin olabilecegini
gostermektedir. hPON1 aktivitesinin, oksidatif stres sinirlamasinin bir sonucu olarak statinler tarafindan
arttirtlmas1 miimk{indiir. Statinler genellikle hPONI i¢in faydali gériinmektedir. Pravastatin, simvastatin
ve atorvastatin, hPON1 aktivitesi tizerinde olumlu bir etkiye sahiptir. (Malin ve ark., 2001; Kumar, 2010;
Nagila ve ark., 2009). Aspirin, vaskiiler hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde yaygin olarak
kullanilir. Aspirinin hPONT aktivitesi tizerinde faydali etkileri olabilecegi test edildi. Aspirin kullanimi,
koroner arter hastaligi olan hastalarda hPON1 aktivitesini anlamli sekilde arttirdi (Bhattacharyya ve ark.,
2008). Valsartan ve barnidipinin hPON1 aktivitesi lizerinde etkisi olmadigi bulunmustur. (Saisho ve
ark., 2006; Spirou ve ark., 2006). Baska bir ¢calismada ise, gentamisin siilfat ve sefazolin sodyum hPON1
aktivitesini azaltmigtir. (Sinan ve ark., 2006) Laboratuvarimizda gesitli enzim-antikanser ilag etkilesimi
calismalar1 yapilmistir.

Ornegin, Tiirkes ve arkadaslari (2016), baz1 anti-kanser ilaglar, (1) palonosetron hidrokloriir, (2)
bevacizumab ve (3) siklofosfamid’in hPON1'in {izerine in vitro etkilerini incelemistir. Anti-kanser
ilaglarin insan serumu hPONTI ig¢in giiglii inhibitorler olmasi ¢ok 6nemlidir. Palonosetron hidrokloriir
diger anti-kanser ilaglarla karsilagtirlldiginda enzim aktivitesini belirgin sekilde inhibe ettigi tespit
edildi. Tlaglarm inhibisyon siras1, 1> 2> 3 olarak belirlenmistir (Tiirkes ve ark., 2016).

Anti-kanser ilag olan bendamustin paraoksonaz aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi ¢aligmalari
yapildi. Bendamustin icin ICso degeri, %Aktivite-[1] grafigi yardimiyla 0.057 mM olarak belirlendi
(Tablo 1 ve Sekil 1). Calismamizda insan serum hPON1 enzimi {izerine inhibisyon etkisi bendamustin
icin Kj sabitinin belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanilmistir. Kj sabiti 0.26 mM
olarak belirlendi (Tablo 1 ve Sekil 2). inhibisyon tiirii yarismasizdir.

Inhibisyon ¢aligmalar1 sonucunda bendamustin’in hPON1 enzimini inhibe ettigi gézlemlendi.

Cizelge 1. 1Csp ve K degerleri

Inhibitor ICs0 (MM) Ki (mM) Inhibisyon tiirii
Bendamustin 0.057 0.26 + 0.84 Yarigmasiz
120 y = 100e-0.012

R2=0,9331
100 &,
.80 | .. ®
S .. ®
S 60
2 e
< 40 O
20 ..... ..
0

0 20 40 60 80 100 120
[Bendamustin] uM

Sekil 1. hPON1 enzim aktivitesi iizerine bendamustin’in inhibisyon etkisini gosteren ve 1Cso degerinin belirlenmesi igin
kullanilan %Aktivite-[Konsantrasyon] grafigi
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Sekil 2. insan serum hPON1 enzimi aktivitesi iizerine bendamustin’in etkisini gosteren ve K; sabitinin belirlenmesi icin
kullanilan Lineweaver-Burk grafigi

SONUC

Sonug olarak, bendamustin’in hPON1 {izerindeki in vitro etkilerini arastirdik. hPON1 ile
bendamustin arasindaki iliski hakkinda herhangi bir literatiirle karsilasmadik. Bununla birlikte,
paraoksonaz enziminin ekspresyonunun ve aktivitesinin kanser hastaliklar1 i¢in kritik oldugu
bilinmektedir. Bircok calisma, farkli kanser hastalarda hPON1 aktivitelerinde bir azalma oldugunu
gostermistir. NPON, antioksidan savunma ve hiicre davraniginin diizenlenmesinde yer alan ¢ok islevli
enzimdir. Ayrica, hPON1 aktivitesi kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruma saglar. Bendamustin
kanser tedavisinde kemoterapétik ilag olarak kullanilir. Kanser terapisinde uygulandiginda, 6zellikle
aterosklerotik lezyonlar1 olan hastalarda bazi metabolik bozukluklara neden olabilirler. Ancak,
sonuglarimiz bazi in vivo ¢alismalarla dogrulanmalidir.
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