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Rezumat

Paraoxonaza serica (PONI) este principala enzimd care conferd proprietati
antioxidante lipoproteinelor cu densitate mare (HDL), fiind responsabila de
mecanismul prin care acestea inhiba oxidarea LDL si a HDL insdasi. Este o enzimd
calciu-dependenta, asociata HDL, capabila sa hidrolizeze acizii grasi oxidati din
fosfolipide si sa reduca acumularea de lipide oxidate la nivelul LDL, inhiband astfel
raspunsul proinflamator promovat de acestea [1]. O activitate serica scazutd a
PONI se coreleaza cu un risc crescut de boala coronariand, infarct miocardic si
ateroscleroza carotidiana [2]. Variatia activitatii PONI1 este influentata atat de
factori genetici - polimorfismul PON, cat si de factori dobanditi [3].

Cuvinte cheie: HDL-colesterol, paraoxonaza serica (PON1), polimorfism
genetic.

PARAOXONASE - IMPLICATION IN ATHEROGENESIS. BIOCHE-
MICAL AND GENETIC ASPECTS

Abstract

Serum paraoxonase (PONI) is the main enzyme that confers antioxidant
properties of HDL-lipoprotein, beeing responsible for the mechanism by which
they inhibit the oxidation of LDL and HDL itself. It is a calcium-dependent enzyme
associated HDL, able to hydrolyze oxidized fatty acids in phospholipids and reduce
fat accumulation from oxidized LDL, thus inhibiting pro-inflammatory response
promoted by these [1]. A low serum PON activity is correlated with an increased
risk of coronary disease, carotid atherosclerosis and myocardial infarction [2].
Variation of PON activity is influenced both by genetic factors - PON polymorphism
and acquired factors [3].
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Introducere

Paraoxonaza serica (PON1) a fost descrisa pentru
prima data in anul 1946 de catre Abraham Mazur, care a
raportat prezenta acestei enzime 1n t{esutul animal capabil
sd hidrolizeze compusii organofosforici [4]. Numele sau
este legat de paraoxon, metabolit activ al insecticidului
organofosforic paration, care reprezintd cel mai studiat
substrat al sau. Deoarece hidrolizeaza metabolitii activi ai
multor organofosforice, precum si unele gaze neurotoxice
cum ar fi sarin si soman, a fost studiatd in primul rand
de toxicologi, interesati de capacitatea sa de a modula
toxicitatea organofosforicelor [5,6]. In anul 1991 Mackness
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si colegii [7] au demonstrat cd PONI1 poate preveni
acumularea de lipoperoxizi la nivelul LDL lipoproteinelor,
sugerand astfel relatia dintre PONT si ateroscleroza [8].

PON - aspecte biochimice si genetice

PON1 este membra a unei familii de enzime
care include de asemenea enzimele PON2 si PON 3.
Caracteristicile structurale si functionale ale enzimelor PON
au fost necunoscute pentru mult timp; in anul 2004, Harel
si colaboratorii [9] au descris, folosind metoda “evolutiei
directionate”, variantele PON1 si PON3 exprimate in
Escherichia Coli cu proprietati enzimatice identice cu cele
ale paraoxonazei serice umane. Determinarea structurii
tridimensionale a PON1 a oferit posibilitatea de cunoastere
a modului in care este determinata specificitatea de substrat
si de reactie a membrelor familiei PON.

Enzima PONI1 este o fosfotriesterazd calciu-
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dependenta formatd din 354 de aminoacizi cu o masa
moleculara de aproximativ 45 kDa [5]. Pe langd capacitatea
sa de a hidroliza paraoxonul, PON1 hidrolizeaza o serie de
alti metaboliti ai insecticidelor organofosforice, precum
si agenti neurotoxici [10]. PON1 exercitd importante alte
activitati enzimatice ce includ activitatea de arilesteraza,
lactonaza, peroxidaza si fosfolipaza A -like. Este cea mai
studiatd enzima a familiei PON, cu puternice implicatii
in procesul de aterogeneza. PON2 si PON3 exercita in
principal o activitate de lactonazd; au capacitatea de a
hidroliza mai mult de 30 de molecule diferite de lactone,
ce cuprind si molecule endogene cum ar fi homocistein-
tiolactona si y-glucocorticoid lactonele, dar si molecule
exogene cum ar fi statinele [5].

Familia de gene umane ale PON (hPON) consta
in trei membre: hPON1, hPON2 si hPON3, care sunt
localizate adiacent la nivelul bratului lung al cromozomului
7(7q) [11]. Acestea prezinta o similaritate de 75% la nivelul
nucleotidelor, ce determina o similaritate de 65% la nivelul
secventei de aminoacizi din structura proteinelor codificate
de acestea. La oameni expresia ARNm—PONI este limitata
la nivelul ficatului; expresia genei pentru PON3 apare la
nivelul ficatului si rinichilor [12]. In contrast, expresia
genei pentru PON2 este extinsa, fiind gasita Intr-o varietate
de tesuturi [11]. Studiile efectuate la inceputul anilor ‘90,
au indicat faptul ca activitatea plasmaticd a paraoxonazei
in populatiile umane prezintd o distributie polimorfica,
fiind identificati indivizi cu o activitate plasmatica scazuta,
intermediara sau moleculara a polimorfismului acesteia.

Astfel, lanivelul regiunii codificatoare a genei PON1,
au fost identificate 2 polimorfisme (T11714A si A20325G)
care determina substitutia glutaminei cu arginina in pozitia
192 (Q/R 192) si substitutia metioninei cu leucina in pozitia
55 (M/L 55). Ambele polimorfisme ale PON1 au fost
asociate cu diferite conditii fiziopatologice. Polimorfismul
Q/R 192 influenteaza cinetica hidrolizei diferitelor
substrate (paraoxonul, diazoxonul, somanul si sarinul),
fiind asociat cu boala coronariand, accidente vasculare
cerebrale, hipercolesterolemia familiala, boala Parkinson
si diabetul zaharat tip 2 [13]. Polimorfismul M/L55 este
asociat cu nivelul plasmatic al proteinei PON1 si implicit cu
concentratia PON1 asociatd de HDL, cu boala coronariana,
accidente vasculare cerebrale, boala Parkinson, variatii ale
nivelului plasmatic de colesterol total si LDL colesterol
[14]. Frecventa alelelor PON1 variaza in populatiile umane;
distributia celor doud polimorfisme prezintd o diferenta
semnificativa intre rasa alba si neagra: PON1 M55 apare cu
frecventa mai mare la populatia de rasa alba, comparativ cu
rasa neagrd, in timp ce polimorfismul PON1 R192 este mai
frecvent la populatiile de rasa neagra.

in regiunea reglatoare a genei PONI1 s-au iden-
tificat cinci polimorfisme in pozitiile: -107/-108(C sau T),
-126(C sau G), -160/-162(A sau G), -824/-832(A sau G),
-907/-909(C sau G), care au efect asupra exprimarii genei
PONI, si astfel asupra nivelului plasmatic al enzimei.

Conform rezultatelor obtinute de Brophy si colaboratorii
sdi, polimorfismul PONI-108 are cel mai mare efect
asupra activitatii de arilesteraza a enzimei. Alela T-108
este asociata cu o reducere de 50% a nivelului plasmatic
al PONI1 in comparatie cu alela C-108. SNP-urile C-108T,
L55M, Q192R sunt cele mai bine caracterizate polimorfisme
care afecteazd concentratia si specificitatea pentru substrat
a PON1 [15].

Modularea activitatii PONI. Pe langd factorii
genetici, au fost identificati si alti factori reprezentati de
compusi endo si exogeni, precum si stilul de viata abordat,
care regleaza atat expresia genei pentru PONI, cat si
activitatea ei enzimatica (tabel 1 si 2). Expresia ARNm-
PONI1 la nivelul celulelor hepatice este scazuta de ox-LDL,
lipidele oxidate, TNF-a, IL-6, IL-8 si creste in prezenta
statinelor. Mai mult, activitatea PON 1 scade la soarecii si
iepurii hraniti cu dieta proaterogend, bogata in colesterol.
La oameni fumatul, dieta ce contine ulei prajit scad
activitatea PONI1 si, In contrast, polifenolii, vitamina C,
consumul moderat de alcool, si tratamentul cu atorvastatin
cresc activitatea acesteia [16].

Tabel 1. Modularea activitatii PON1 de catre compusii
exogeni [18,19,20,21,22].

Activitatea
Com- PONI1
usii EDTA blocata
p $ . Bariul, lantanul, cuprul, zincul
chimici . )
. si mercurul
din . Magneziul, cobaltul, cadmiul si |
mediu nichelul
Acid dicloroacetic Ll
Statine
-pravastatin, -2 metaboliti
) simvastatin si | oxidati ai l i
Medica- | flyyastatin atorvastatinei
mente Fibrati: gemfibrozil si fenofibrat
Eplerenona
Atropina
Aspirina 1

Tabel II. Efectul stilului de viatd asupra PON1 [23,24,
25,26,27].

Efectul stilului de viata Activitatea
PON1

Fumatul |

Consumul moderat de alcool: vin, bere, 1

bauturi spirtoase

Dieta aterogena:

-acizi polinesaturati: acidul linoleic l

-acizi mononesaturati (ulei de masline) 1

-acizi grasi 3-polinesaturati T

Antioxidantii:

-flavinoizii (lemnul dulce) si quercetin (vinul

rosu) T

-suc de rodii 1

-vitamina C si E T

Sex:Q/d /1

Varsta:

-la nagstere !

-9-15 luni normala

-adult normala

-varsta peste 65 de ani |
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Sinteza, stabilitatea si activitatea PON1

Determinantul primar al nivelului seric a PONT1 este
reprezentat de capacitatea ficatului de a elibera enzima,
stiut fiind ca acesta reprezintd locul sintezei PON1. Un
posibil mecanism de eliberare consta in insertia PON1 pe
fata externd a membranei hepatocitare umane (Huh-7),
urmata de eliberarea peptidei de la nivelul situsului sau
membranar in prezenta unui acceptor corespunzator. Cel
mai potrivit acceptor in acest caz constd intr-un complex
lipidic al cédrui component determinant este reprezentat
de fosfolipide. Procesul este unul de naltd afinitate, lucru
demonstrat de incapacitatea LDL-lipoproteinelor, care
contin in structura lor fosfolipide, de a declansa eliberarea
peptidei. Mecanismul implicd insertia PON1 la nivelul
membranei celulare externe, urmatd de transferul ei la
nivelul HDL-lipoproteinelor in timpul asocierii tranzitorii
a acestora cu membrana celulara [29].

Mecanismele exacte prin care PONI1 previne
oxidarea lipidelor, limitand astfel dezvoltarea leziunilor
aterosclerotice, raman inca neclare. Unul din posibilele
scenarii constd in faptul cd enzima isi exercitd actiunea
in interiorul particulelor HDL [30], fapt ce ar presupune
interactiunea dintre HDL si sursa de lipide oxidate. Desi
se pune problema efectului toxic exercitat de lipidele
oxidate asupra HDL, trebuie amintit faptul ca aceste
lipoproteine detin un bogat arsenal antioxidant (PONI,
PON3, factorul de activare plachetara - acetilhidrolaze).
Un al doilea scenariu posibil constd in actiunea PON1 in
afara complexului HDL. Se speculeaza un transfer al PON1
de la nivelul HDL la nivelul celulelor din peretele arterial,
concept prin care PON1 ar fi pozitionat in locul unde se
petrece oxidarea lipidelor deoarece s-a demonstrat prezenta
PONI la nivelul placii aterosclerotice, dar nu si in zonele
sandtoase ale peretelui arterial [30].

PON1 in
patologice

1. PON 1 in conditii fiziologice. Activitatea PON1
variaza in diferite conditii fiziologice si patologice: sarcina
a fost asociata cu reducerea activitatii PON1 [30]; exercitiul
fizic moderat creste nivelul PON1 cu aproximativ 14%,
restaurand valoarea PONI1 la nivel normal chiar si la
fumatori la care se stie ca activitatea PON1 este scazuta.

Varsta reprezinta un determinant major al activitatii
PONI1. Studiile efectuate pe subiecti umani, aratd faptul
ca concentratia plasmatica a PON1 este mica la nastere
si creste paralel cu nivelul de exprimare al mARN PON1
hepatic ajungand la un platou in jurul varstei de 6-15 luni.
Activitatea PON1 la fetii umani este scazuta, prematurii
(33-36 de saptamani) avand un nivel cu 24% mai mic
comparativ cu nou-nascutii la termen. Odata ce atinge
valoarea adultului, activitatea PON1 este relativ constanta
in timp, si scade progresiv cu varsta [31]. Sarcina a fost
asociata cu reducerea activitatii PON1, atat la animalele de
laborator, cat si la subiectii umani [32].

anumite conditii fiziologice si

2. PON 1, diabetul zaharat si boli asociate cu
dislipidemie

Boala coronariana: Indivizii care au o activitate
a PONI crescutd au un risc mai mic de a dezvolta boala
coronariand; activitatea si concentratia PON1 este scazuta
pana la 50% la indivizii cu boli coronariene, indiferent
de genotipul PONI1 pe care acestia il exprima (PONI-
192, PONI1-55). Activitatea PON1 scade dupa infarctul
miocardic si ramane redusa timp de 2 pana la 40 de zile si
mai mult se pare ca activitatea PON1 scade la acesti indivizi
inainte de instalarea simptomelor clinice [33]. Concentratia
plasmatica PON1 are o valoare predictiva privind boala
coronariand similard cu concentratia plasmatica de
colesterol total sau de HDL colesterol.

Hipercolesterolemia familiala: S-a observat ca
activitatea PONI la pacientii cu hipercolesterolemie
familiala este scazuta cu 50-80% fatda de populatia
control, in ciuda mentinerii unor valori normale ale HDL
lipoproteinelor. Se pare ca prin administrarea unui tratament
cu statine acestor pacienti, activitatea PON1 creste [34].

Diabetul zaharat: A fost raportat faptul ca 67%
din pacientii cu diabet zaharat tip 1 au un nivel scazut al
activitatii paraoxonazei, indiferent de nivelul plasmatic
al HDL colesterolului. Pacientii cu diabet zaharat de
tip 2 prezinti si ei o activitate scizuti a PON1 serice. In
plus, diabeticii tip 2 care prezintd complicatii ca boala
coronariand, retinopatie sau neuropatie au nivele ale PON1
serice mai scazute decat diabeticii fara complicatii [34].

Insuficienta renala: Insuficienta renald este asociata
cu dislipidemie, risc crescut de a dezvolta evenimente
coronariene, nivel inalt al stresului oxidativ. Pacientii cu
insuficienta renald au o activitate scazutd de paraoxonaza,
arilesteraza a PON1, precum si un nivel scazut al HDL
colesterolului [35].

In concluzie, paraoxonaza serici este o enzima
asociatd HDL lipoproteinelor, a carei activitate plasmatica
scazutd este puternic corelatd cu riscul de a dezvolta boli
cardiovasculare, lucru datorat in special proprietatilor sale
antioxidante. Activitatea PON1 este modulatd de factori
nutrifionali si farmacologici care actioneaza probabil in
tandem cu polimorfismele din regiunea promoter a genei
PONI. Elucidarea substratelor fiziologice si patologice
de actiune a PON1, precum si a mijloacelor nutritionale
si farmacologice de stimulare a expresiei sale, va
aduce beneficii importante in prevenirea procesului de
ateroscleroza.
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