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insan Serum Paraoksonaz-1 (PON1) Enzim Aktivitesi Uzerine Zoledronik Asit’in in Vitro
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Oz: Zoledronik asit azot igeren bir bisfosfonattir. Giiclii bir kemik rezorpsiyon inhibitoriidiir.
Osteoklast aktiviteyi inhibe eder. PON1 organofosfatlarin, aril esterlerin ve laktonlarin hidrolizini
katalize eder. PONI, ateroskleroz dahil olmak iizere birgok vaskiiler hastalikla iligkili oldugu
bilinen Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (LDH) ve Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein'i (HDL),
oksidatif strese karsi koruyarak bir antioksidan enzim olarak gorev yapar. Aslinda, daha yiiksek
PONI aktivitesi aterosklerozun onlenmesinde onemli bir rol oynar. Epidemiyolojik caligmalar,
diisik PON1 aktivitesinin kardiyovaskiiler hastalik riski ile iliskili oldugunu gostermektedir. Bu
makalede, in vitro kosullarda insan serumunda PONI1 enzim aktivitesi {izerine zoledronik asit
kemoterapik ilacinin inhibisyon etkisini arastirdik. ilag, PON1 enzimini giiclii bir sekilde inhibe
eder. Zoledronik asit i¢in IC50 degeri, 0,057 mM’dir. Ki sabiti ise 0,101 mM’dur. 1nhibisy0n tlrd
yarigmalidir.

Investigation of In Vitro Inhibition Effect of Zoledronic Acid on Human Serum Paraoxonase-

1 (PON1) Enzyme Activity
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Abstract: Zoledronic acid is a nitrogen-containing bisphosphonate. It is a powerful bone resorption
inhibitor. It inhibits osteoclast activity. PON1 catalyses the hydrolysis of organophosphates, aryl
esters, and lactones. PON1 serves as an antioxidant enzyme by protecting Low Density Lipoprotein
(LDH) and High-Density Lipoprotein (HDL) from oxidative stress, which is known to be associated
with many vascular diseases, including atherosclerosis. Actually, higher PON1 activity plays a
significant role in the prevention of atherosclerosis. Epidemiological studies indicate that low PON1
activity is associated with cardiovascular disease risk. In this article, we investigated the inhibition
impact of zoledronic acid on PON1 enzyme activity in the human serum in vitro conditions. The
drug strongly inhibits the PON1 enzyme. IC50 value for zoledronic acid is 0.057 mM. Ki constant
is 0.101 mM. The type of inhibition is competitive.

1. GIRiS

Zoledronik asit, R1 pozisyonunda bir hidroksil grubuna
sahip diger bisfosfonatlara benzese de, R2 pozisyonuna

N
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R\ OH
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bagli olan ve diger bisfosfonatlardan ayiran heterosiklik HO™ \\O O// “OH
imidazol grubudur. Zoledronik asidin kimyasal yapisi
sekilde gosterilmistir. Sekil 1. Zoledronik asit’in kimyasal yapisi

(1-Hidroksil-2-imidazol-1-il-fosfonoetil) fosfonik asit
monohidrat adi verilen zoledronik asidin kimyasal
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formiilii CsH1oN,07P,.H,0 'dur ve molekiil agirligi 290,1
g/ Mol'dir.

Zoledronik asit, R1 hidroksil grubundan yoksun
bifosfonatlardan daha fazla kemik baglanmasi sergiler.
Tim bisfosfonatlar kemik emilimini engellemesine
ragmen, zoledronik asit, R2 yan zincirinde bir azot grubu
icerdigi i¢in en giicli kemik emilim inhibitdrlerinden
biridir. Zoledronik asit, farnesil difosfat (FPP) sentazim
inhibe ederek hiicresel mevalonat yolagina miidahale
eder. Bu enzimin yoklugu, osteoklastlardaki guanozin
trifosfat (GTP) baglayici proteinlerin prenillenmesi igin
gerekli olan FPP ve geranil difosfat sentezini dnler. Bu
prenile proteinlerin kaybi, osteoporozun inhibisyonuna
katkida bulunan azalmis osteoklast aktivitesi ile
iligkilidir. Zoledronik asit kemik emilimini inhibe
ederek, siklikla siddetli agri ¢eken ileri iskelet kanser
hastalarini etkili bir sekilde rahatlatir [1].

Paraoksonaz-l (EC 3.1.8.1, PON1), laktonaz enzim
ailesinin bir tiyesidir. Yapisinda iki Ca®* iyonu bulunan
enzim karacigerde sentezlenir. Enzimin paraoksonaz,
arilesteraz ve diazokson olarak bilinen ii¢ aktivitesi
vardir. Bununla birlikte, enzimin fizyolojik aktivitesi
hala net degildir [2]. Enzimin paraoksonu hidrolize etme
ozelligi nedeniyle, paraoksonaz olarak adlandirilir.
Organofosfat bilesikleri (OP'ler) tarimsal ve kirsal
alanlarda yaygin olarak kullamlmaktadir. Ornegin,
paraokson, Kklorpirifos-okson ve diazokson tarimsal
uygulamalarda siklikla kullanilir ve bu bilesikler PON1
icin substratlardir. Bu bilesikler, insanlar, bocekler ve
bitkiler de dahil olmak iizere diger organizmalar i¢in ¢ok
toksiktir [3]. PON1, HDL ye bagli bir anti-oksidatif
enzimdir. Bu nedenle, HDL'nin antioksidan aktivitesinin
bir kismi PONI1 tarafindan saglanir. Enzim ayrica
antioksidan 6zelligi ile lipit peroksidasyonunu 6nlemede
onemli bir role sahiptir. PONI1, diisik yogunluklu
lipoprotein (LDL) ve diger lipoproteinleri bazi serbest
radikal tiirlerinin neden oldugu oksidatif stresden korur.
Paracksonaz-I’in bu ozelligi, HDL ve LDL'yi
oksidasyona kars1 korur. Oksidasyona bagli olusabilecek
aterosklerotik  lezyonlar1  engeller [4]. PONl'in
antioksidan rolii ile aterosklerozu onledigi gibi diyabet,
hiperkolesterolemi ve benzeri birgok hastaliginda
geligimini Onler [S]. Birgok hastalikta ilaglar, etkilerini
enzimlerin aktiviteleri artirarak veya azaltarak gosterir
[6-12]. Bu enzimler {izerine ilaglarmn in vitro ve in vivo
etkilerin belirlenmesi, bir¢ok hastaliga karsi yeni ilag
gelistirme ¢aligmalar1 i¢in dnemli bir adim olabilir.

Daha d6nce PONI1 enzimi ilag inhibisyonu ile ilgili bircok
calisma yapilmstir. Ornegin, Tiirkes tarafindan yapilan
bir ¢aligmada, pantoprazol, omeprazol ve esomeprazol
ilaglarmin PON1 enzimini etkili bir sekilde inhibe
ettigini belirlemislerdir. Bu ilaglar, paraoksanaz enzimi
yarigmali bir sekilde inhibe etmistir [13]. Baska bir
caligmada, Ekinci ve Beydemir, ¢esitli analjezik ilaglarin
insan PONI1 aktivitesi lizerindeki etkilerini aragtirmistir.

Lornoksikam, indometasin, tenoksikam, diklofenak
sodyum, ketoprofen ve lincomycin i¢in ICsy degerlerini
strastyla 0,13; 0,19; 0,34; 1,63; 6,23 ve 9,63 mM olarak
bulmuglardir.  Yazarlar  ayrica, indometasin  ve
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tenoksikam’in inhibisyon tiiriiniin yarigmali, ketoprofen,
lornoksikam, diklofenak sodyum ve linkomisinin
yarigmasiz oldugunu belirtmislerdir [14]. Ancak
kemoterapik ilaglarla daha c¢ok arastirma yapmaya
ihtiyag vardir. Ciinkii kemoterapik ilaglar giiclii
inhibitorlerdir.

Bu calismada kemoterapide yaygin olarak kullanilan
zoledronik asidin insan paraoksanaz-1 enzimi {izerine in
vitro etkisinin aragtirilmasi amaglanmistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Kimyasallar

DEAE-Sephadex Ab50, Sepharose 4B, 1-naftilamin,
paraokson, protein reaktifleri ve elektroforez igin
kullanilan kimyasallar ve tiim kimyasal maddeler Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Germany) dan
elde edildi. Zoledronik asit, Bursa Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi Onkoloji Boliimiinden temin edildi.

2.2. Paraoksonaz Aktivite Olciimii

Insan serumu ornekleri, FErzincan Mengiicekgazi
Arastirma Hastanesi'nden temin edildi. PON1 aktivitesi
25 °C'de 1 mM CaCl; igeren 50 mM glisin / NaOH (pH
10,5) tampon c¢ozeltisi igerisinde paraokson (dietil p-
nitrofenil fosfat) (1 mM) ile belirlendi. Aktivite 6lgtimii
paraokson ile PON1 enziminin reaksiyonu sonucu olusan
p-nitrofenoliin 412 nm’de absorpsiyon vermesi esasina
dayanmaktadir. PON1 aktivitesini hesaplamak igin p-
nitrofenoliin molar ekstinksiyon katsayisi (pH 10,5'te € =
18.290 M'em™) kullamilmustir. Paraoksonazin enzim
tinitesi 1 dakikada hidroliz olan paraoksonun mikromol
sayisidir. Aktivite dl¢limi spektrofotometre (CHEBIOS
UV-VIS) kullanilarak yapildi. PON1 enzimi i¢in aktivite
hesabi1 formiil hali asagidadir:

AOD Vi oo
X — X
18,290 Vg

EU/ml=

Bu formiilde yer alan
agiklanmustir:

simgeler asagida

EU/ml 1 ml’deki enzim {initesi
AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

18,290  : Paranitrofenoliin pH: 10,5’deki molar
ekstinksiyon katsayist (M “cm ™)

Vr . Olgiimiin  yapildigi toplam kiivet
hacmi (ml)

Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen

enzim numunesinin hacmi (ml)
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Tablo 1. insan serum PON1 enziminin aktivite 6l¢iim kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok Aktivite
Cozeltileri Hacim Kons. Hacim Kons.
(ub (mM) (uh) (mM)
Glisin/NaOH
(pH:10,5) 500 25 500 25
Substrat Cozeltisi 330 1 330 1
Destile su 120 - Degisken -
flag Cozeltisi 0 - Degisken Degisken
Enzim Numunesi 50 - 50 =

2.3. Zoledronik Asit Kemoterapik ilac1 i¢in ICs, ve K;
Sabitlerinin Belirlenmesi

Kemik kanserinde yaygin olarak kullanilan gosteren
zoledronik asit’in inhibitér etkileri arastirildi. Bu
kemoterapik ilag, her konsantrasyon ig¢in ili¢ kez test
edildi. Enzimin paraoksonaz aktiviteleri, farkli ilag
konsantrasyon degerlerinde analiz edildi. Zoledronik
asit, ila¢g konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak
aktivite yiizdesini gdsteren bir grafik ¢izildi. Inhibitdr
yoklugunda kontrol aktivitesi% 100 olarak kabul edildi.
Zoledronik asit’in % 50 inhibisyonu (ICsy degeri) farkli
inhibitdr konsantrasyon degerleri kullanilarak grafikten
elde edildi (Sekil 2). K; degerini hesaplamak i¢in,
zoledronik asit’in {i¢ farkli inhibitor konsantrasyonu test
edildi (Sekil 3). Elde edilen Lineweaver-Burk egrileri,
Ki'nin degerini belirlemek icin kullanildi ve inhibisyon

tipi Tablo 2'de gosterildi.
3. BULGULAR

Bu aragtirmada, kemoterapik ila¢ olan zoledronik asit’in
paraoksonaz enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi
calisildi. Zoledronik asit i¢in ICsy degeri, %Aktivite-[I]
grafigi yardimiyla 0,057 mM olarak belirlendi (Tablo 2
ve Sekil 2). Calismamizda, zoledronik asit’in K; sabitinin
belirlenmesi igleminde Lineweaver-Burk grafikleri
kullanilmistir. K; sabiti 0,101 mM olarak belirlendi
(Tablo 2 ve Sekil 3). Inhibisyon tiirii yarismalidir.
Inhibisyon c¢alismalar1 sonucunda zoledronik asit’in

PON1 enzimini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi

gozlemlendi.

Tablo 2. ICs ve K; degerleri

Inhibitor (thsj) Kimih inhtiili)iiiyon
0,101 0,29 Yarigmal

Zoledronik asit 0,057
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Sekil 2. PON1 enzim aktivitesi tizerine zoledronik asit’in inhibisyon
etkisini gosteren ve ICsy degerinin belirlenmesi igin kullanilan
%AKktivite-[Konsantrasyon] grafigi

A[paraokson] e[l]1 ®m[l]2 eJl]3

0,4

g

S 0,3 °

3
0,2
0,1

/g
-3 -1 1 3 5 7
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Sekil 3. Insan serum PON1 enzimi aktivitesi iizerine zoledronik asit’in
etkisini gosteren ve K; sabitinin belirlenmesi igin kullanilan
Lineweaver-Burk grafigi

4. SONUC

PON1 enzimi beyin, kalp, bobrek, karaciger,
akciger, ince bagirsak gibi bircok dokuda bulunur.
Bununla birlikte, PON1, metabolizmada en fazla
karaciger tarafindan sentezlenir ve HDL'ye baglanir
ve daha sonra kan dolagimma salinir [15]. PONL1,
HDL'nin bir takim antiaterojenik gorevlerinden
dogrudan sorumludur. Bu goérevler arasinda
lipoproteinlerin ve hiicrelerin oksidatif strese karsi
korunmas:t ve ayrica aterojenez ve lipoprotein
peroksidasyonunun 6nlenmesi yer alir [16]. PON1'in
bu koruyucu etkileri serumdaki enzim seviyesi ile
iligkilidir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda
ateroskleroz, diyabet ve hiperkolesterolemili
hastalarda PONI1 diizeylerinin diisiik oldugunu

belirtilmistir. PONI1'in asir1  ekspresyonununda
Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimini
engelledigi bulunmustur. Ayrica  PONl'in

makrofajlarda  HDL akisini uyardigit ve LDL
biyosentezini inhibe ettigi belirlenmistir [17]. Baska
bir ¢aligmada, metabolizmayi koroner arter hastaligi,
diyabet, obezite gibi oksidatif stresle iliskili
kosullara kargi korumak i¢in PONI1'in HDL'den
hiicre zarinin dis ylizeyine tagindigr gosterilmistir
[18].

Enzimler, hasta metabolizmasinda kemoterapik
uygulama i¢in uygun hedeflerdir. flag molekiilleri
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enzim aktif bolgelerine ve diger allosterik baglanma
bolgelerine baglanirlar. Onlar, biyolojik etkilerini
enzimin aktif bolgesi iizerinde yarismali, yarigmasiz
ve yar1 yarismali inhibisyon ile gosterirler. PONI-
kemoterapik ila¢ etkilesimi konusunda az sayida
caligma bulunmaktadir. Bu ¢alisma, zoledronik asit
ile paraoksonaz I arasindaki etkilesimi arastirarak
akademik literatiire katkida bulunmay1
amaglamaktadir.

Ornegin; daha once yaptigimiz bir calismada,
palonosetron  hidrokloriir, =~ bevacizumab  ve
siklofosfamid’in PON1'in iizerine in vitro etkilerini
incelenmistir. Bu ilaglarin insan serumu PONI1
enzim aktivitesini belirgin sekilde inhibe ettigi tespit
edilmistir [19]. Baska bir calismada, vinkristin
stilfat, epirubisin hidrokloriir ve doksorubisin
hidrokloriir kemoterapik ilaglari da PON1 aktivitesi
iizerine negatif etkiye sahiptir ve enzimi diisiik
konsantrasyonlarda inhibe etmistir [20]. Gokge ve
arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada salbutamol
stilfat, tiotropium, vareniklin tartrat, siprofloksasin
hidrokloriir, flutikazon propiyonat, teofilin sodyum
glisinat, moksifloksasin hidrokloriir, ampisilin
trihidrat ve montelukast sodyum ilaglarinin PON1
enzimini gi¢glii bir sekilde inhibe ettigini
belirlemiglerdir. ~Salbutamol stilfat en giiclii
inhibisyon etkisini gosterirken, montelukast sodyum
en zay1f inhibisyon etkisini gosterdi [21].

Bu ¢alismada, zoledronik asit i¢in ICsy degeri, 0,057
mM ve K; sabiti ise 0,101 mM olarak bulunmustur.
ICsy ve K; degerleri, zoledronik asit’in PONI1
enzimini ¢ok diisiik konsantrasyonlarda inhibe
etttigini gostermistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda, iskelet kanserinde sik
kullanilan  kemoterapik ila¢ zoledronik asit’in
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ciddi vakalarda rolii
olan PONT1 aktivitesi iizerindeki in vitro etkilerinin
aragtirtlmast  lizerinde  durulmustur. PON1
inhibisyonu nedeniyle bu ilac1 alan hastalarda ¢ok
gesitli riskler ortaya ¢ikabilir. PON1'in azalmig
aktivitesi, ateroskleroz i¢in Onemli bir risk
faktoriidiir. Bu c¢alisma in vivo arastirmalarla
desteklenmelidir. PONT1'in kardiyovaskiiler
hastaliklarla ilgili bir biyobelirte¢ olarak kullanip
kullanamayacagma dair evrensel bir sonu¢ elde
edilmedigi i¢in daha fazla c¢aligmanin yapilmasi
gerekir.
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