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OZET

Bu caligma, intravendz uygulanan farkl ila¢ etken maddelerinin Paraoksonaz-1 (PON1) enzimi {izerindeki in
vitro etkilerini karsilagtirmali olarak degerlendirmeyi amacglamaktadir. Calismada, insan serumundan
saflastirilmis PON1 enzimi kullanilarak, famotidin, hiyosin N-butil bromiir, dimenhidrinat ve asetilsistein gibi
ila¢c etken maddelerinin inhibisyon mekanizmalar1 ve kinetik parametreleri incelenmistir. Enzim aktivitesi
spektrofotometrik yontemlerle analiz edilmis, ICso ve Ki degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri
olusturulmustur. Elde edilen bulgular, famotidinin yarigmali inhibisyon mekanizmasi gostererek PONI
aktivitesini inhibe ettigini (ICso: 0.813 mM, Ki: 0.497 £+ 0.108 mM), hiyosin N-butil bromiiriin yar1 yarigmali
inhibisyon mekanizmasi ile etki ettigini (ICso: 1.638 mM, Ki: 0.241 + 0.051 mM), dimenhidrinatin yarismali
inhibisyon mekanizmasi ile PON1 aktivitesini azalttigini (ICsp: 0.658 mM, Ki: 0.1905 £ 0.031 mM) ve
asetilsisteinin de yar1 yarigmali inhibisyon etkisi gdsterdigini (ICso: 5.776 mM, Ki: 10.131 + 0.653 mM)
gostermektedir. Calismanin sonuglari, bu ilaglarin PON1 enzimi ile etkilesime girerek farmakolojik etkilerini
degistirebilecegini ve dolayisiyla hastalarin biyokimyasal siirecleri tizerinde 6nemli rol oynayabilecegini ortaya
koymaktadir. Elde edilen bulgular, farmasétik ajanlarin bireyler tizerindeki olas1 metabolik etkilerinin daha iyi
anlagilmasi i¢in ileri klinik ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetilsistein, Dimenhidrinat, Enzim inhibisyonu, Famotidin, Hiyosin N-butil bromiir,
Paraoksonaz-I.

Comparative Analysis of in vitro Effects of Different Intravenously Administered

Active Pharmaceutical Ingredients on Paraoxonase-1 Enzyme

ABSTRACT

This study aims to comparatively evaluate the in vitro effects of different intravenously administered drug active
ingredients on the Paraoxonase-1 (PON1) enzyme. In this study, PON1 enzyme purified from human serum was
used to investigate the inhibition mechanisms and Kkinetic parameters of drug active ingredients such as
famotidine, hyoscine N-butyl bromide, dimenhydrinate, and acetylcysteine. Enzyme activity was analyzed using
spectrophotometric methods, and 1Csp and K; values were calculated to construct Lineweaver-Burk plots. The
findings indicate that famotidine exhibited a competitive inhibition mechanism by inhibiting PON1 activity
(ICs0: 0.813 mM, K;j: 0.497 + 0.108 mM), hyoscine N-butyl bromide acted through a non-competitive inhibition
mechanism (ICsp: 1.638 mM, Ki: 0.241 £ 0.051 mM), dimenhydrinate showed a competitive inhibition
mechanism, reducing PON1 activity (ICso: 0.658 mM, Ki: 0.1905 £ 0.031 mM), and acetylcysteine
demonstrated a non-competitive inhibition effect (ICso: 5.776 mM, Ki: 10.131 + 0.653 mM). The results suggest
that these drugs interact with the PON1 enzyme, potentially altering their pharmacological effects and playing
a significant role in patients' biochemical processes. The findings highlight the need for further clinical studies
to better understand the possible metabolic effects of pharmaceutical agents on individuals.
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1. GIRIS

Paraoksonaz-1 (PON1) enzimi, viicutta 6nemli biyolojik islevlere sahip bir esteraz olup,
ozellikle organofosfat bilesiklerinin detoksifikasyonunda ve oksidatif stresin diizenlenmesinde
kritik bir rol oynamaktadir (Aviram et al., 1998). HDL ile iliskili olan bu enzim, serbest
radikallerin neden oldugu lipoprotein oksidasyonunu Onleyerek anti-aterojenik etKi
gostermektedir (Mackness et al., 2004). Bu ozellikleri sayesinde PON1 enzimi, ateroskleroz,
diyabet ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢cok kronik hastaligin patogenezinde 6nemli bir

role sahiptir.
Bu caligmada incelenen ilag etken maddeleri farkli farmakolojik 6zelliklere sahiptir:

Famotidin: H2 reseptdr antagonistleri grubunda yer alan famotidin, mide asidini baskilayarak
refli ve peptik ilser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Antioksidan sistemler
tizerindeki etkileri de arastirilmaktadir (RxMediaPharma, 2023). Calismamizda kullandigimiz

ilag etken maddesi famotidin molekiiliiniin yapis1 Sekil 1’de verilmistir.
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Sekil 1. Famotidin molekiiliiniin yapisal formiilii

Hiyosin N-butil bromiir: Antikolinerjik ilaglardan biri olan hiyosin N-butil bromiir, 6zellikle
gastrointestinal spazmlarin giderilmesinde kullanilir. Kas gevsetici etkisinin yani sira enzimatik
stiregler tizerindeki potansiyel etkileri arastirllmaktadir (RxMediaPharma, 2023).
Calismamizda kullandigimiz ilag etken maddesi hiyosin N-butil bromiir molekiiliiniin yapisi

Sekil 2’de verilmistir.

Sekil 2. Hiyosin N-butil bromiir molekiiliiniin yapisal formiilii



Dimenhidrinat: Antihistaminik bir ila¢ olan dimenhidrinat, bulanti ve kusma tedavisinde yaygin
olarak kullanilir. Merkezi sinir sistemi lizerinde etkileri oldugu bilinir ve oksidatif stres ile
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (RxMediaPharma, 2023). Calismamizda kullandigimiz ilag

etken maddesi dimenhidrinat molekiiliiniin yapis1 Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 3. Dimenhidrinat molekiiliiniin yapisal formiilii

Asetilsistein: Giiclii bir antioksidan ve mukolitik ajan olan asetilsistein, solunum yollarindaki
balgamin inceltilmesine yardimci olur. Bununla birlikte, enzim sistemleri lizerindeki inhibitor
etkileri arastirilmaktadir (RxMediaPharma, 2023). Calismamizda kullandigimiz ilag etken

maddesi asetilsistein molekiiliiniin yapisi Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 4. Asetilsistein molekiiliiniin yapisal formiili

PON1 enzimi, genetik ve cevresel faktorler tarafindan diizenlenen bir aktiviteye sahiptir.
Genetik polimorfizmler, enzim aktivitesinde bireyler arasinda belirgin farkliliklara neden
olabilirken, diyet, sigara kullanimi, alkol tiiketimi ve ¢esitli ilaglarin kullanimi gibi ¢evresel
faktorler de PON1 aktivitesini etkileyebilmektedir. Son yillarda yapilan caligmalar, ¢esitli
farmasotik ajanlarin PON1 aktivitesini degistirerek biyokimyasal siiregler iizerinde onemli

sonuglar dogurabilecegini gostermektedir (Kudchodkar vd., 2000; Klemola vd., 2002). Bu



nedenle, ilaglarin enzim {izerindeki inhibisyon veya aktivasyon etkilerinin belirlenmesi,

farmakokinetik ve farmakodinamik ¢aligsmalar agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu caligmada, famotidin, hiyosin N-butil bromiir, dimenhidrinat ve asetilsistein gibi yaygin
olarak kullanilan intravenoz ilaglarin PON1 aktivitesi iizerindeki inhibisyon mekanizmalari
detayli olarak incelenmistir. Calismanin amaci, bu ilaglarin PON1 enzimi ile nasil bir etkilesime
girdigini anlamak ve bu dogrultuda olas1 biyokimyasal etkilerini ortaya koymaktir. ilaglarin
enzim aktivitesi lizerindeki etkilerini degerlendirmek icin ICsp ve Ki degerleri hesaplanmis ve
inhibisyon mekanizmalar1 Lineweaver-Burk grafikleri kullanilarak analiz edilmistir. Bu
caligma, intravendz uygulanan farkli ilag etken maddelerinin PON1 enzim aktivitesini nasil
degistirdigine dair 6nemli bulgular saglayarak, gelecekteki klinik arastirmalara 11k tutmay1

amaclamaktadir.

2. MATERYAL ve METOT

2.1. Kullanilan Kimyasallar ve Reaktifler

Calismada kullanilan famotidin, hiyosin N-butil bromiir, dimenhidrinat ve asetilsistein gibi ilag
etken maddeleri flakon halinde eczaneden temin edilmistir. Enzim aktivitesinin 6l¢timiinde,
paraokson substrati ve uygun tampon cozeltiler kullanilmistir. Tiim kimyasallar, analitik
derecede saflikta olup, Sigma Aldrich ve Merck’ten temin edilmistir. Enzim saflagtirmasinda
kullanilan taze insan serumu Erzincan Binali Yildirim Universitesi Mengiicek Gazi Egitim ve

Arastirma Hastanesi Kan Merkezi'nden alind1.
2.2. Enzim Saflastirma ve Aktivite Tayini

Bu ¢alismada, insan serumundan saflastirilmis PON1 enzimi kullanilmis ve farkli ilag etken
maddelerinin enzim aktivitesi tUzerindeki etkileri degerlendirilmistir. Enzim aktivitesi
spektrofotometrik yontemlerle analiz edilerek ICsp ve Ki degerleri belirlenmis, inhibisyon
mekanizmalar1 Lineweaver-Burk grafikleri ile incelenmistir (Nelson & Cox, 2005). PON1
enziminin saflagtirilmasi daha onceki ¢alismalarimizda oldugu gibi amonyum siilfat ¢oktiirme
yontemi, diyaliz, DEAE-Sephadex A50 iyon degisim kromatografisi ve Sephadex G-200 jel
filtrasyon kromatografisi teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir (Dilek vd., 2013; Dilek and
Polat, 2016; Caglar vd., 2016; Dilek vd., 2018; Yilmaz ve Dilek, 2019; Dilek vd., 2019;
Sirinzade vd., 2022). Enzim aktivitesi, paraokson substratinin hidrolizi ile olgiilmiis ve
absorbans degisimleri spektrofotometrik olarak 412 nm dalga boyunda izlenmistir (Renault vd.,
2006). Bu analiz i¢in SHIMADZU UV-VIS spektrofotometresi kullanildi.



2.3. Ila¢ Etken Maddelerinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

Ilag etken maddelerinin PON1 aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkilerini belirlemek igin farkli
konsantrasyonlarda ilag ¢ozeltileri hazirlanmistir. Calismada, ICso degerlerinin belirlenmesi
icin ilag konsantrasyonlar1 artirilarak enzim aktivitesindeki degisimler kaydedilmistir. Ki
degerini belirlemek amaciyla belirlenen ICso degeri ile bu degerin altinda ve {istiinde iki sabit
inhibitér konsantrasyonu segilerek bes substrat konsantrasyonu (0.15-0.75 mM) ile aktivite
Olgtimleri yapildi. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Grafik denkleminde
yart yarigmali inhibisyon i¢in Kwm/(1+[1]/Ki) formiiliinden, yarigmali inhibisyon ig¢in ise

Vmax/(1+[1]/Ki) formiiliinden yararlanilarak ortalama K; degeri belirlendi.

3. BULGULAR ve TARTISMA

Elde edilen sonuglar, intravendz uygulanan farkli ilag etken maddelerinin PON1 enzimi

iizerindeki etkilerinin degiskenlik gosterdigini ortaya koymaktadir.

Famotidin: Yarigmali inhibisyon mekanizmasi gostererek PON1 aktivitesini inhibe etmistir
(ICs0: 0.813 mM, Ki: 0.497 £ 0.108 mM). Bu durum, famotidinin aktif bdlgeye baglanarak
substrat ile yarigtigini ve enzim aktivitesini azalttigini gdstermektedir. Literatiirde, mide asidini
baskilayan ilaglarin antioksidan sistemler ve enzim aktiviteleri iizerindeki olas1 etkileri
tartisilmigtir. Daha Onceki c¢aligmalar, famotidinin oksidatif stres diizenleyici sistemlere

miidahale edebilecegini gostermistir (Smith et al., 2015).

Hiyosin N-butil bromiir: Yari yarigmali inhibisyon mekanizmasi gostermistir (ICso: 1.638 mM,
Ki: 0.241 £ 0.051 mM). Inhibitor, enzim-substrat kompleksine baglanarak substratin etkili bir
sekilde baglanmasini1 6nlemektedir. Hiyosin N-butil bromiir gibi antikolinerjik ilaclarin oksidatif
stres parametrelerini etkileyebilecegi gosterilmis olup, bu ilacin PON1 enzim aktiviteleri
iizerindeki etkisinin, ndroprotektif sistemler baglaminda da incelenmesi 6nerilmektedir (Jones et

al., 2020).

Dimenbhidrinat: Yarigmali inhibisyon ile PONI1 enzim aktivitesini azaltmistir (ICso: 0.658 mM,
Ki: 0.1905 £+ 0.031 mM). Bu sonug, dimenhidrinatin substratla dogrudan rekabet ederek enzim
aktivitesini inhibe ettigini desteklemektedir. Antihistaminiklerin antioksidan sistemler
tizerindeki etkileri tartismali olup, yapilan baz1 arastirmalar bu ilaglarin reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu artirabilecegini 6ne siirmektedir (Miller et al., 2018). Dimenhidrinatin PON1
aktivitesi lizerindeki inhibisyonunun, hastalarin metabolik siiregleri lizerindeki olas1 etkileri

acisindan daha ileri calismalara ihtiya¢ duydugu agiktir. Calismamizda kullandigimiz ilag etken



maddelerinden en etkili inhibisyon gdsteren dimenhidrinat etken maddesi i¢in ¢izilen %AKktivite-

[1] grafigi ve Lineweaver-Burk grafigi Sekil 5 ve 6’de paylasilmistir.
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Sekil 5. Insan serum PON1 enzimi iizerine dimenhidrinat etken maddesinin etkisi

1/[Substrate] (mM)

Vmax =258,1
Km=11
Ki=0,1805

=0
1=0213
| = 0,638
| = 0,851

4 4080

Sekil 6. Dimenhidrinat etken maddesi i¢in K sabitinin bulunmasina yonelik ¢izilen

Lineweaver-Burk grafigi

Asetilsistein: Yar1 yarigmali inhibisyon etkisi gostermistir (ICso: 5.776 mM, Ki: 10.131 + 0.653
mM). Asetilsistein, enzim-substrat kompleksine baglanarak enzimin aktivitesini belirgin bir
sekilde azaltmaktadir. Literatiirde, asetilsisteinin antioksidan ozellikleri ve PON1 aktivitesi
lizerindeki olasi faydali etkileri tartisilmaktadir (Rahman et al., 2011). Bununla birlikte, bu
calismada asetilsisteinin PON1 aktivitesini inhibe ettigi gézlenmistir. Bu durum, asetilsisteinin
reaktif oksijen tiirlerini notralize etmek yerine, dogrudan enzim yapisi ile etkilesime girerek

inhibisyona neden olabilecegini gdstermektedir.



Sekil 6’da belirtildigi {izere enzimin substrata olan ilgisini gosteren KM degerinin 1.1 mM

oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda maksimum hiz Vmax: 258.1 EU/mL olarak hesaplanmistir.

Calismamizda kullandigimiz yaygin olarak kullanilan dort farkli intravendz ilacin PON1
aktivitesi tizerindeki inhibisyon mekanizmalar1 detayli olarak incelenmis ve sonuglar1 agagidaki

tabloda 6zetlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. insan serum PON1 enzimi i¢in bulunan ICso ve Ki degerleri ile inhinisyon tiirleri

Inhibitor ICso (MM) Ortalama Ki (mM) Inhibisyon Tiirii
Asetilsistein 5.776 10.131 + 0.653 Yar1 yarigmali
Dimenhidrinat 0.658 0.1905 £ 0.031 Yarigsmali
Famotidin 0.813 0.497 £0.108 Yarismali
Hiyosin n-butil bromiir 1.638 0.241 £ 0.051 Yar1 yarigmali

Bu bulgular, intraven6z uygulanan farkli ilag etken maddelerinin PON1 aktivitesi tizerindeki
etkilerinin mekanizmalarin1 anlamak agisindan 6nemli bilgiler saglamaktadir. Mevcut literatiir
ile kiyaslandiginda, PON1 enzim aktivitesini etkileyen ilaglarin klinik sonuglar iizerinde
potansiyel olarak 6nemli etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle oksidatif stres ve
enzimatik diizenleme ile iliskili hastaliklar baglaminda, bu ilaglarin uzun vadeli etkilerinin

degerlendirilmesi gerekmektedir.

PON1 enziminin noérodejeneratif hastaliklardaki rolii diigiiniildiigiinde, bu enzim iizerine etkili
olan ilaglarin hastalarin genel metabolik saglig1 tizerindeki uzun vadeli sonuglar1 daha ayrintil
sekilde arastirllmalidir. Gelecekteki ¢aligsmalar, bu ilaglarin yalnizca PON1 inhibisyonu degil,
ayni zamanda diger enzim sistemleri ile etkilesimleri acgisindan da degerlendirilmesini

saglamalidir.

4. SONUC

Bu c¢alisma, intravendz uygulanan farkli ilag etken maddelerinin PON1 enzim aktivitesi
tizerindeki etkilerini detayli bir sekilde degerlendirmistir. Bulgular, ila¢ etken maddelerinin
enzim inhibisyon mekanizmalarinin farklilik gosterdigini ve bu farkliliklarin klinik sonuglar
iizerinde etkili olabilecegini ortaya koymaktadir. Ozellikle oksidatif stres ile iliskili
hastaliklarin gelisimi agisindan PON1 enzim aktivitesindeki degisikliklerin énemli oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, ilaglarin biyokimyasal siirecler iizerindeki etkilerinin daha kapsamli

arastirmalar ile desteklenmesi gerekmektedir.



Gelecekte yapilacak arastirmalar, ilaglarin yalnizca PONT1 aktivitesini degil, ayn1 zamanda
diger biyokimyasal siire¢lerle olan etkilesimlerini de incelemeli ve sistemik etkilerini kapsamli
bir sekilde degerlendirmelidir. Ozellikle farmakogenetik yaklasimlar ve bireysellestirilmis
tedavi yontemleri ile, PON1 aktivitesine duyarl hastalarda ila¢ dozajlarinin optimize edilmesi,
olast yan etkilerin en aza indirilmesine katki saglayabilir. Bunun yani sira, alternatif tedavi
secenekleri gelistirilerek, PON1 aktivitesi {lizerindeki olumsuz etkileri azaltacak stratejiler

belirlenmelidir.

Sonug olarak, bu calisma, farmasotik ajanlarin PON1 enzim aktivitesi tizerindeki etkilerini
anlamaya yonelik 6nemli bulgular sunmaktadir. Calismada degerlendirilen ilaglarin farkli
inhibisyon mekanizmalarina sahip oldugu belirlenmis olup, bu durum klinik uygulamalarda
dikkate alinmalidir. Daha genig kapsamli arastirmalarla, bu ilaglarin uzun vadeli biyokimyasal

ve klinik etkileri daha ayrintili olarak incelenmelidir
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