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Oz

Paraoksonaz 1 (PONI), detoksifikasyon ve antioksidan ozellikleri ile bir¢ok metabolik
stireglerde onemli fonksiyonlara sahip PON ailesinin bir iiyesidir. Ayrica PONI,
laktonaz aktivitesi araciligiyla bakteriler tarafindan iiretilen lakton yapisindaki sinyal
molekiillerini  hidrolize ederek onlarin quorum sensing (QS) mekanizmalarinin
inhibisyonuna sebep olur. Bu mekanizmalarin en kritik ¢iktilarindan biri, klinik agidan
ciddi bir problem olan biyofilm olusumudur. Bu nedenle PONI’in laktonaz aktivitesi,
enzimi potansiyel bir anti-biyofilm ajani haline getirmektedir. Bu ¢alismada, ilk kez
tarafimizca sentezlenen Sepharose 4B—L-tirozin-1-naftilamin jeli kullanilarak insan
serumundan hPONI1 enzimi hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilmigtir.
Enzimin laktonaz aktivitesi iizerine Rifamisin ve Teikoplanin etken maddelerinin
inhibisyon etkileri in vitro olarak arastirilmis ve her iki antibiyotigin de enzimi belirli
diizeyde inhibe ettigi goriilmiigtiir. Elde edilen ICso degerleri; Rifamisin igin 42.81
ug/mL, Teikoplanin icin ise 42.89 ug/mL olarak hesaplanmigtir.  Bulgular, bu
antibiyotiklerin  bakterisidal etkilerinin  yani swra hPONI aracili antibiyofilm
mekanizmalarmi da zayiflatabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: hPONI, laktonaz, quorum sensing, biyofilm, hidrofobik etkilesim
kromatografisi, rifamisin, teikoplanin.

Investigation of the effects of selected drugs on the lactonase
activity of the paraoxonase enzyme

Abstract

Paraoxonase 1 (PONI) is a member of the PON family, which possesses essential
functions in numerous metabolic processes due to its detoxification and antioxidant
properties. In addition, through its lactonase activity, PONI hydrolyzes lactone-based
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signaling molecules produced by bacteria, thereby inhibiting their quorum sensing (QS)
mechanisms. One of the most critical outcomes of these mechanisms is biofilm formation,
a clinically significant problem. Therefore, the lactonase activity of PONI makes it a
potential antibiofilm agent. In this study, hPONI was purified from human serum for the
first time using Sepharose 4B—L-tyrosine-1-naphthylamine gel synthesized by our team,
employing hydrophobic interaction chromatography. The inhibitory effects of Rifamycin
and Teicoplanin on the enzyme’s lactonase activity were investigated in vitro, and both
antibiotics were found to significantly inhibit the enzyme. The calculated 1Cso values were
42.81 ug/mL for Rifamycin and 42.89 ug/mL for Teicoplanin. These findings suggest that,
in addition to their bactericidal effects, these antibiotics may also weaken hPONI-
mediated antibiofilm mechanisms.

Keywords: hPON 1, lactonase, quorum sensing, biofilm, hydrophobic interaction
chromatography, rifamycin, teicoplanin

1. Giris

Bilindigi gibi bakteriler, planktonik ve biyofilm olmak iizere iki farkli formda varliklarini
strdiirebilirler [1]. Bakteriler i¢in biyofilm formu ¢ok daha tercih edilen bir yagam
bicimidir. Ciinkii bu form, dis tehditlere kars1 dayanikli ve giivenilir bir bakteri toplulugu
olusturma imkani sunar [2-4]. Glintimiizde ¢ok sayida antibiyotik, patojen
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir rol oynamaya devam etmektedir. Ancak, bazi
mikroorganizmalar, hiicrelerin etrafinda bir biyofilm bariyeri olustururlar. Bu durumun,
geleneksel antibiyotiklere duyarlilgi azaltarak, kalici enfeksiyonlara yol agtigi
saptanmistir  [5]. Ornegin, Hoiby ve arkadaslari, biyofilm olusturan bakterilerin
antibiyotik direncinin yaklasik bin kat arttigini gézlemlemistir [6]. Antimikrobiyal
ajanlara kars1 bakteriyel direncin yogun gelisimi, giiniimiizde halk saghgi agisindan
biiylik bir tehdit olusturmaktadir [7,8]. Bu nedenle, bakteriyel biyofilm olusumunu
engellemek i¢in antibiyotik dis1 alternatif stratejilerin gelistirilmesi kritik 6neme sahiptir.

Biyofilm olusumunun temel mekanizmalardan biri, “’quorum sensing’’ (QS) ad1 verilen
bir bakteriyel iletisim sistemidir. QS, bakteriyel popiilasyon yogunluguna bagh olarak
otoindiiktor ad1 verilen kiigiik sinyal molekiilleri araciligiyla gerceklesen bir hiicreler
arast iletisim siirecidir. QS, viriilans ve biyofilm olusumu ile iligkili oldugundan, QS
aktivitesinin inhibe edilmesi (quorum quenching - QQ) mikrobiyal enfeksiyonlarin
tedavisi igin alternatif bir yontem sunabilecegi diisiiniilmektedir [7-9].

En 6nemli QS inhibitorleri olan paraoksonazlar (PON), PON1, PON2 ve PON3 olmak
tizere {i¢ farkli formdan olusan bir hidrolaz enzim grubudur. PON1, PON ailesinin ilk ve
tizerinde en ¢ok caliyma yapilan iiyesidir. Baslangicta A-esteraz olarak adlandirilmus,
ancak daha sonra paraokson bilesigini hidroliz etme konusundaki spesifik ozelligi
nedeniyle PON olarak adlandirilmistir [10]. PONI1, 355 amino asit rezidiisiinden olusan,
yaklagik 43-45 kDa agwrh@inda, kalsiyum bagmmli bir glikoproteindir [11-15]. Insan
PON1 (hPON1), ii¢ boyutlu yapmin farkli bolgelerinde konumlanmis iki Ca*? iyonu
icerir.  Her bir Ca™ iyonu, enzim i¢indeki konumuna bagh olarak PON1 aktivitesinde
onemli rol oynarlar [16]. Ug¢ boyutlu yapmin daha derininde yer alan Ca®
iyonu, PON1'in konformasyonel stabilitesi icin kritik oneme sahiptir. Aktif bolgenin
iginde bulunan diger Ca*? iyonu ise enzimin Katilitik aktivitesi igin hayati dneme sahip
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oldugu saptanmigtir.  hPON1’in aktif bdlgesinin {istiinde H1, H2 ve H3 olarak
adlandirilan ii¢ alfa sarmal yapmnm yer aldig1 belirlenmistir. Bu yapilarin lipofil karakteri,
PON1-HDL etkilesmelerinde 6nemli islevlere sahip oldugu bilinmektedir [17,18].

PONI1, karacigerde sentezlendikten sonra dolasima salinir ve esas olarak yiiksek
yogunluklu lipoproteinlerde (HDL), daha az oranda ise ¢ok diisik yogunluklu
lipoproteinlerde (VLDL) ve silomikronlarda bulunur [6]. Serbest PON1’in enzimatik
aktivitesinin, HDL'ye baghh hPON1’inkine kiyasla ¢ok daha diisiik oldugu saptanmustir.
hPON1, karacigerden cesitli dokulara tasinir [13] ve buralarda hiicre membranlarina
baglanarak lipidleri peroksidasyona karst korudugu belirlenmistir [4]. Ayrica hPONI,
diistik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu 6nleyerek, inflamatuar yaniti
baskiladig1 gézlemlenmistir [19]. PON1’in diger 6nemli rolii, spesifik organofosfat (OP)
etkisine karsi koruyucu ozelligidir. PON1 geninden yoksun fareler iizerinde yapilan
calismalarda bircok organofosfat bilesiklerine karsi kontrol grubuna gore cok daha
duyarh olduklart saptanmustir [20].

Klinikte kullanilan bir¢ok antibiyotigin PON1’in paraoksonaz aktivitesi lizerindeki
etkileri saptanmustir [21-23].  Ornegin, oksitetrasiklin hidrokloriir, netilmisin siilfat,
lincomisin hidrokloriir, klindamisin fosfat ve streptomisin stilfat bilesikleri, saflastirilmis
hPONI1 iizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmistir. Calisilan bilesiklerin  tamaminm
enzimi Onemli Olclide inhibe ettigi rapor edilmistir [24,25]. Arastirma grubumuz
tarafindan, hPON1 izoenzimi, hidrofobik etkilesim teknigi ile saflastirilmis ve birgok
antibiyotigin enzim tlizerindeki etkileri arastirilmistir. Bazi antibiyotiklerin paraoksonaz
aktivitesini onemli Olciide inhibe ettigi saptanmustir [26-28]. Ancak literatlirde, PON1
enziminin laktonaz aktivitesi iizerinde antibiyotiklerin etkisini gosteren ¢alismalar son
derece sinirhdir.  Yukarida belirtildigi gibi PON1, laktonaz aktivitesi ile QS inhibitorii
olarak biyofilm olusumunu engelleme potansiyeline sahiptir. Bu nedenle klinikte
kullanilan ilaglarin, PON1 laktonaz aktivitesindeki olas1 inhibisyon etkilerinin bilinmesi
onemlidir.  Ciinkii antibiyotiklerin PON1 {izerindeki etkilerini anlamak, tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli katkilar saglayacaktir.

Bu ¢alismada, ilk kez tarafimizca sentezlenen Sepharose 4B—L-tirozin-1-naftilamin jeli,
hPONI1 enziminin saflastirilmasinda kullanilacaktir [28]. Ayrica, saf hPON1 enziminin
laktonaz aktivitesi iizerinde Rifamisin ve Teikoplanin etken maddelerine sahip
antibiyotiklerin olas1 inhibisyon etkileri ilk kez arastirilacaktur.

2. Deneysel cahsmalar

2.1. hPONI1 enziminin laktonaz aktivitesinin belirlenmesi

hPON enziminin laktonaz aktivitesinin saptanmasinda substrat olarak y-tiyobutirolakton
(TBL) kullanilmistir. Enzimatik hidroliz sonucunda a¢iga ¢ikan tiol gruplari, 5,5-ditiobis
(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyona sokularak 412 nm’de absorbans veren sari
renkli kompleks olusturmustur. Reaksiyon, 50 mmol/L Tris, 1 mmol/L. CaCl., 50 mmol/L
NaCl (pH 8.0), 50 mmol/L. DTNB ve 10.5 mmol/L TBL igeren 190 pL ¢dzeltinin iizerine
10 pL enzim Omeginin eklenmesiyle baslatilmistr. Absorbans degisimleri
spektrofotometrik olarak izlenmis ve enzim aktivitesinin hesaplanmasmda 13.6 x 10° L
mol™ ecm™ molar ekstinksiyon katsayisi kullanilmstir [29].

2.2. hPONI1 enziminin saflasarimast
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hPONT1’in saflastirilmasi amaciyla alinan vendz kan ornekleri, 1500 g’de 15 dakika
santrifiij edilerek serum fazi elde edilmistir. Saflastirmanm ilk basamaginda, daha 6nce
tanimlanan protokole uygun sekilde [30] %60-80 doygunlukta amonyum siilfat
¢oktiirmesi uygulanmigtir. Elde edilen ¢okeltiler, +4 °C’de 45 dakika boyunca 15.000
rpm’de santrifiij edildikten sonra 0.1 M Na:HPO. tamponu (pH 7.0) i¢cinde ¢oziilmiistiir.
Bu basamak hem kismi saflastirmay1 saglamis hem de numuneleri hidrofobik etkilesim
kromatografisi i¢in uygun hale getirmistir.

Saflastirmanin ikinci asamasinda, arastirma grubumuz tarafindan daha 6nce sentezlenmis
olan Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jel [28] ile hidrofobik etkilesim
kromatografisi uygulanmustir.  Jel, 10 cm uzunlugundaki kromatografi kolonuna
paketlenmis ve kolon 1 M amonyum siilfat igeren 0.1 M Na.HPO. tamponu (pH 8.0) ile
dengelenmistir. Dengeleme islemi absorbans takibi yapilarak dogrulanmigtir.

Kolona 5 mL serum fraksiyonu yiiklendikten sonra, 1 M (NH4):SO4 iceren tampondan
baglayarak diisiik tuz konsantrasyonuna sahip 0.1 M Na:HPOa.tamponuna (pH 8.0) dogmu
uygulanan bir tuz gradiyenti ile eliisyon islemi gerceklestirilmistir. Eliiatlar 1.5 mL’lik
fraksiyonlar seklinde toplanmus; her fraksiyonda sirasiyla toplam protein miktart ve
laktonaz aktivitesi Olgiilerek enzimin yer aldig1 fraksiyonlar tespit edilmistir.

2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi

Saflastirilan hPON1’in saflik derecesi, SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
ile degerlendirilmistir. Y1gma jeli %3, ayirma jeli ise %8 akrilamid ve %0.1 SDSigerecek
sekilde hazirlanmugtir.  Saflastirlmis enzimden 20 pl. numune, jel kuyucuklarina
yuklenmis ve elektroforez islemi gerceklestirilmistir. Jeller, %0.1 Coomassie Brilliant
Blue R-250, %50 metanol ve %10 asetik asit iceren ¢ozeltiyle 1.5 saat boyanmis, ardindan
renk agma ¢ozeltisi ile dekolorize edilmistir. Elektroforetik bant deseni fotograflanarak
kaydedilmistir (Sekil 1) [31].

2.4. Inhibitorlerin ICso degerlerinin belirlenmesi

Bu calismada biyofilm kontroliinde yaygin kullanilan antibiyotik etken maddeleri olan
Rifamisin ve Teikoplanin bilesiklerinin hPON1 laktonaz aktivitesi tizerindeki potansiyel
inhibisyon etkileri arastmilmustir. 1lk olarak inhibitorsiiz kosullarda dlgiilen laktonaz
aktivitesi %100 aktivite kabul edilmistir. Daha sonra her bir antibiyotik i¢cin en az bes
farkli konsantrasyonda laktonaz aktivitesi belirlenmis ve inhibisyon ylizdeleri
hesaplanmustir.

Tiim Olglimler en az {i¢ tekrar halinde gergeklestirilmis, elde edilen % Aktivite -
[inhibitdr] grafiklerinden, aktivitenin yariya diistiigii inhibitdr konsantrasyonlari (ICso
degerleri) hesaplanmustir (Sekil 2, Sekil 3) [28].

3. Sonugclar ve tartisma

Bu ¢alismada oncelikle insan kan serumundan hPON1, %80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
islemi ile hem kismen saflastirilmis hem de hidrofobik etkilesim teknigi i¢in uygun hale
getirilmistir.  Daha sonra hPON1, hidrofobik etkilesim teknigi ile saflagtirilmustir.
hPON1’in aktif bolgesinin yakiminda H1, H2 ve H3 olarak adlandirilan {i¢ alfa
sarmal yapmin yer aldigi bilinmektedir. Bu yapilarm lipofil karakteri, PON1-HDL
etkilegsmelerinde onemli islevlere sahip oldugu bilinmektedir [17,18]. hPONI1 yiizeyinde
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bulunan s6z konusu hidrofobik bolgeler, enzimin hidrofobisitesini artirmaktadir. Bu
durum enzimin saflastirilmast i¢in hidrofobik etkilesim tekniginin se¢ilmesinde temel
neden olmustur. Enzimin safligi, poliakril amid jel elektroforezi ile kontrol edilmistir.
Ilgili elektroforez goriintiisiinden anlasilacag: gibi enzimin molekiil agirhig: ile uyumlu
olan bolgede tek bant gdzlemlenmistir (Sekil 1).

Saflastirilmis hPON1 enzimi iizerinde Rifamisin ve Teikoplanin etken maddelerinin
inhibisyon etkileri incelenmistir. Her iki antibiyotigin de enzimin laktonaz aktivitesini
belirli dlciide azalttig1 saptanmistir. 1Cso degerleri ilgili grafikler kullanilarak, Rifamisin
icin 42,81 pg/mL, Teikoplanin i¢in ise 42,89 pg/mL olarak hesaplanmistir. Elde edilen
bulgular, Rifamisin bilesiginin Teikoplanin’e kiyasla ¢ok kiiciik bir farkla daha etkili bir
inhibitor oldugunu gostermektedir.

Rifamisin, biyofilm temelli enfeksiyonlarin tedavisinde etkinligi kanitlanmis giiclii bir
antibiyotiktir. ~ Son yillarda yapilan ¢ok sayida klinik ve klinik-Oncesi ¢alisma,
Rifamisin’in biyofilm iligkili enfeksiyonlardaki tedavi basarisina 6nemli Slciide katk:
sagladigmi gostermektedir [32].

RPONT  MLA (kDha)

Sekil 1. SDS-PAGE analizi sonucunda, 1. hatta yaklasik 43 kDa molekiiler agirhga
sahip hPON1 bandi1 gézlenmigstir. 2. hat ise molekiiler kiitle standartlarini icermektedir:
B-galaktozidaz (116.0 kDa), bovin serum albiimini (66.2 kDa), ovalblimin (45.0 kDa),
laktat dehidrogenaz (35.0 kDa), restriksiyon endoniikleaz Bsp981 (25.0 kDa), -
laktoglobulin (18.4 kDa) ve lizozim (14.4 kDa).
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Sekil 2. hPON1’in laktonaz aktivitesi lizerinde Rifamisin’in yiizde inhibisyon grafigi.
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Sekil 3. hPON1’in laktonaz aktivitesi lizerinde Teikoplanin’in yilizde inhibisyon grafigi.

Rifamisin  biyofilmlere karst kombinasyon terapilerinde siklikla kullanildig:
bilinmektedir. Boylece hem antibiyotik direncinin gelismesini yavaslatmak hemde
biyofilm i¢indeki bakterilere ulagsmak igin etkili bir strateji olarak 6ne ¢ikmaktadir [33].
Arastirmamizda kullanilan bir diger antibiyotik olan Teikoplanin, 6zellikle gram-pozitif
bakterilerin, biyofilm potansiyeline sahip suslara karst Onemli etki gosterdigi
saptanmustir. SOz konusu antibiyotik, biyofilm matrisine diger antibiyotiklere nazaran
daha 1iyi niifus ederek biyofilm igindeki bakterilere ulastigi konusunda g¢alismalar
mevcuttur [34]. Literatiirde Rifamisin ve Teikoplanin tiirevlerinin hPON1’iinhibe ettigi
yoniinde ¢alismalar mevcuttur [28]. Bu calismalarda substrat olarak parokson kullanilmig
dolayisiyla enzimin paroksonaz aktivitesi iizerindeki bilesiklerin etkileri arastirilmustir.
Mevcut calismada ise s6z konusu antibiyotiklerin, enzimin laktonaz aktivitesini inhibe
ettigi saptanmustir. Giris boliimiinde detaylica belirtildigi gibi hPON1’in N-lakton
hidrolizi araciligiyla bakteriyel QS sinyallerini bozarak antibiyofilm etki gosterebilecegi
yoniinde 6nemli kanitlar vardir [35-37]. Farkli bakteriler ile enfekte olmus bireylerin
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serumlarinda kontrol gruplarma gore diisik PON1 aktivitelerinin saptanmasi bu
diisiinceleri dogrulamaktadir. Ornegin, Aslan ve ark. H. pylori ile enfekte hastalarda,
enfekte olmayan bireylere kiyasla serum PONT aktivitesinde belirgin bir azalma ve lipid
hidroperoksit seviyelerinde artis oldugunu bildirmislerdir [38].

Bu calismada, Rifamisin ve Teikoplanin igeren antibiyotiklerin insan serumundan
saflagtirilan hPON1 laktonaz aktivitesini in vitro olarak inhibe ettigini gostermistir. Elde
edilen sonuglar, s6z konusu antibiyotiklerin dogrudan bakterisidal etkilerine ragmen
hPON1 aracihi  antibiyofilm  mekanizmalarmmm  kismen  baskilanabilecegini
diisindiirmektedir. Bununla birlikte, bu etkilesimin klinik ve fizyolojik 6neminin tam
olarak anlasilabilmesi i¢in ileri in vivo ¢galismalarin yapilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.
Ayrica arastirmamizdan elde edilen sonuglar, literatiirde verilen benzer caligmalari
destekler nitelikte olup, antibiyotiklerin yalnizca bakteriyel hedeflere degil, ayni zamanda
konakg1 enzimleri iizerinde de etkili olabilecegini gostermektedir.
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