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Paraoxonaza a ateroskleroza
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SUHRN

Srdcovo-cievne ochorenia patria medzi vazne pric¢iny umrtia ludi. Ateroskler6za a oxidacne modifikované lipoproteiny
vyraznou mierou prispievaju k patoldgii tychto ochoreni. Vyznamnu Ulohu v antiaterogénnych procesoch hraju HDL-
-lipoproteiny a s nimi asociované enzymy, najma paraoxonaza.

ZivociSne paraoxonazy (PON1, PON2 a PONS3) su rodinou vyznamnych hydrolaz zavislych od Ca?* a aktivnych voci
celému radu réznych substratov. Aj ked skutocny fyziologicky substrat pre jednotlivé PON sa nepozna, v sucasnosti
sa povazuju za vyznamné substraty lakiony, niektoré oxidované fosfolipidy, produkty oxidacie kyseliny arachidénovej
a dokozahexaénovej ako aj laktony odvodené od N-acetyl-homoserinu. VSetky PON sa pokladaju za enzymy s vyznam-
nou antiaterogénnou aktivitou. Ich aktivity sa stanovuju voci roznym substratom, pricom arylesterazova aktivita PON1 sa
povazuje za smerodatnejSi ukazovatel antiaterogénnej aktivity ako paraoxonazova aktivita PON1. Laktonazova aktivita
je pravdepodobne blizSie k fyziologickému substratu ako paraoxon, ¢i fenylacetat.
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SUMMARY

Durackova Z., Andrezalova L.: Paraoxonase and atherosclerosis

Cardiovascular diseases (CV) are one of the most important mortal diseases. Atherosclerosis and oxidatively modifi-
ed lipoproteins are main risk factors that contribute to the pathology of CV diseases. HDL as well as HDL-associated
enzyme paraoxonase play an important role in the antiatherogenic processes. Mammalian paraoxonases (PON1, PON2
and PONB) are a unique family of calcium dependent hydrolases, with enzymatic activity towards a broad range of
substrates. Although PONs physiological substrates have not been identified yet, some studies suggest some lactones,
or some specific oxidized phospholipids, or products of oxidation of arachidonic and docosahexaenoic acid as well as
N-acyl-homoserine lactones to be suitable substrates for the enzyme. All three members of the PON family were shown
to protect from atherosclerosis development. Their biological activities are determined towards different substrates and
arylesterase activity is more decisive indicator of antiatherogenic activity than paraoxonase activity. However structure-

-reactivity studies indicate that lactonase activity of PON1 is its native activity.
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Uvod

V Eurdpe zomiera na kardiovaskuldrne ochorenia
kazdy rok vy$e 2 miliény ludi. Na Slovensku su srdcovo-
-cievne ochorenia pri¢inou az 55 % vSetkych umrti. Na-
priklad v roku 2005 zomrelo na kardiovaskularne ocho-
renia 23 084 ludi, ¢o predstavuje jedno malé mestecko.
Jednou z hlavnych pri¢in kardiovaskularnych ocho-
reni je ateroskleréza. Nasledkom aterosklerotickych
zmien na vencovitych tepnach srdca dochadza k vzniku
ischemickej choroby srdca s jej prejavmi ako angina
pektoris a infarkt myokardu. Ak su aterosklerézou
postihnuté tepny zasobujuce krvou mozog, moze vznik-
nut prechodné nedokrvenie mozgu alebo néhla cievna
mozgova prihoda. Z toho dévodu Studium a poznanie
procesov aterogenézy a moznosti ochrany pred tymito
a sUvisiacimi procesmi je velmi potrebné.

Aterogenéza

V procese aterogenézy hraju klu€ovu ulohu oxi-
dacne modifikované lipoproteiny. Poznanie procesov
aterogenézy umozni hladanie terapeutickych pristu-
pov na jej zmiernenie a pripadné zastavenie vzniku
aterosklerozy [1, 2].

Aterogénne procesy ovplyvriuje funkcia lipo-
proteinov. LDL-lipoproteiny zabezpecuju transport

cholesterolu z pe¢ene do periférie. Cholesterol, ak je
v nadbytku, sa méze ukladat do cievnych stien bud
volny, alebo esterifikovany. Mastné kyseliny viazané na
cholesterol sa m6zu oxida¢ne poskodit a modifikovat
tak LDL (ox-LDL). Tieto rozpoznavaju odpratavacie
receptory makrofagov (CD 36) a ox-LDL sa tymto
sposobom v nich hromadia. Tento proces je zédkladom
pre tvorbu ,penovych buniek” a aterogenity.

Opacnu funkciu maju HDL-lipoproteiny, ktoré za-
bezpeCuju spatny transport cholesterolu z periférie
do pecene, kde sa cholesterol metabolizuje. Takyto
bezpecny transport cholesterolu a jeho esterifikovanej
formy zabezpecuje niekolko vyznamnych systémov a
enzymov asociovanych s HDL-lipoproteinmi, ¢im sa
uplatiuje antiaterogénna funkcia HDL [3]. Acetylhyd-
rolaza faktoru aktivujuceho dosti¢ky (Platelet-activating
factor acetylhydrolase, PAF-AH) je fosfolipaza asoci-
ovana s HDL-lipoproteinmi, ktora hydrolyzuje faktor
aktivujuci dosticky (PAF) a oxidovaneé fosfolipidy (ox-FL)
v oxidovanych LDL (ox—LDL). LCAT — lecitin-choles-
terolacyltransferaza je hlavny enzym zodpovedny za
esterifikaciu volného cholesterolu v cirkulujucich lipo-
proteinoch. S HDL je spojena aj paraoxonaza (PON1),
ktora v oxidovanych fosfolipidoch (ox-FL) LDL lipopro-
teinov hydrolyzuje oxidované polynenasytené mastné
kyseliny (polyunsatureted fatty acids, ox-PUFA) [4].

V ostatnych rokoch sa vela diskutuje o postaveni
antioxidaénych enzymov v procesoch aterosklerézy,



Specialne o enzymoch patriacich do rodiny enzymov
— paraoxonaz (PON), do ktorej radime PON1, PON2
a PONS3 [3, 5].

Paraoxonaza

Paraoxonaza je enzym, ktory je v popredi zaujmu
vyskumnikov nielen z oblasti oxida¢ného stresu a anti-
oxidantov a toxikoldgoie, ale aj kardiolégie i angiologie.
PON je znama tiez pod menami organofosfathydrola-
za, A-esteraza, aryltrifosfatdza, organofosfatesteraza
a inymi. M& systémovy nézov aryltrifosfatdialkylfosfo-
hydrolaza (E.C. 3.1.8.1).V minulosti sa tiez oznaCovala
ako arylesteraza so systémovym &islom E.C. 3.1.1.2.

Geneticka rodina paraoxonaz (PON) obsahuje
tri izoenzymy: PON1, PON2 a PONS, ktoré maju
koédovanu Struktdru na dlhom ramene chromozému
7 [3]. V8etky PON maju velmi podobné nukleotidové
aj aminokyselinové zlozenie. Av8ak ich miesto tvorby,
miesto pésobenia a aktivita vo&i roznym substratom je
rozdielna (tab. 1). Najstarsia je pravdepodobne PON2,
najmladsia PON3 a najStudovanejSia je PON1. VSetky
PON su aktivne hydrolazy réznych lakténov, pripadne
tiolakténov, takze spravnejSi nazov pre paraoxonazy
by mal byt ,laktonazy“. Okrem lakténov, aj dalSie sub-
straty, napr. oxidované lipidy, podliehaju hydrolytickému
rozkladu u€inkom paraoxonaz. PON1 v3ak rozklad4 aj
organofosfaty, ako napr. paraoxon (vznika v organizme
metabolickou premenou insekticidu parationu), alebo
diazoxon vznikajuci z diazinonu, alebo aromatické
estery, napr. fenylacetat. Na zéklade rozkladu neu-
rotoxického organofosfatu tento enzym dostal svoje
pomenovanie — paraoxonaza.

Table 1. Basic characteristic of paraoxonases

PONT1 je Ca?*-dependentna fosfotriesteraza. Je to
glykoprotein, ktory sa sklada z 354 aminokyselin v
dvoch proteinovych podjednotkach prevazne v -Struk-
ture, stabilizovanych disulfidovou vazbou medzi dvomi
jednotkami cysteinu na pozicii 41 a 352. Molekulova
hmotnost PON1 je 43 kD. Kazda podjednotka ma dve
vazbové miesta pre ién Ca?*, ktory ma stabilizujucu
funkciu (obr. 1).

Fig. 1. The structure of PON1 (According to Harel et al. [9])

PON1 vykazuje dva hlavné polymorfizmy (obr. 2)
— M/L55 (metionin za leucin) a Q/R192 (glutamin za
arginin). Oba polymorfizmy sa spéjaju s viacerymi pato-
fyziologickymi podmienkami. M/L55 sa spaja s mozgo-
vymi prihodami, koronarnymi chorobami, Parkinsonovou
chorobou, rozdielmi v hladinach celkového cholesterolu
a LDL-cholesterolu a v rozdielnej hladine PON1 proteinu
aj jeho aktivity proti paraoxonu. Polymorfizmus Q/R192
ovplyvnuje rychlost hydrolyzy proti roznym substratom,
ako paraoxon, diazoxon, soman a sarin. Hydrolyza fenyl-
acetatu vSak od polymorfizmu Q/R zavisla nie je. Okrem

Sub- Poly- Formation /
PON MwW . y Antiox. properties Activity Comment
units morphisms occurence
Hydrolysis —
organophosphates
M/L 55 Liver/HDL ganopnosp
PON1 . (paraoxonase act.) -
N Q/R 192 Protection of LDL VLDL ) PONT1 is inhibited
the best | 43-45 2 ) o o — aromatic esters
) IsoLeu/Val against oxidation Chilomicrons by OS
studied . ) (arylesterase act.)
102 in circulation
— lactones
(lactonase act.)
Lactonase activit
PON2 A/G 148 Intracellular in vy PON2 is
44 Intracellular (N acetylhomoserine )
the oldest C/S 311 many organs stimulated by OS
lacton)
PONS is inhibited
Lactonase by OS
PON3 Liver, kidney/ _ ye
the 44 S/T 311 100x stronger than HDL (aromatic, 5-6- Species
G/D 324 PON1 . . membered lactones, differences in
youngest in circulation ) )
drugs — lovastatin) quantity and
activity

MW — molecular weight (*according to the literature source), OS — oxidative stress, HDL — hight density lipoprotein, VLDL — very low den-
sity lipoprotein, M/L — methionine to leucine, Q/R — glutamine to arginine, A/G — alanine to glycine, C/S — cysteine to serine, S/T serine to

threonine, G/D — glycine to aspartic acid substitution
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toho vykazuje podobné asociacie ako polymorfizmus
M/L55 [6]. Nedavno sa zistil dal§i polymorfizmus na 102
pozicii (izoleucin za valin), ktory sa spaja so zvySenym
rizikom vyskytu rakoviny prostaty u finskych muzov [7].
Otaznou sa stava funkcia aminokyseliny cysteinu na
pozicii 284 PON1. Niektoré prace predpokladaju jej
antioxida¢nu uc€ast na ochrane LDL lipoproteinov pred
oxidaciou [8], iné tuto aktivitu popieraju [9].

> ol

The most frequent
polymorphisms

Lys (K)
106

55 —
Met (M)
or Leu (L)

Hydrophaobic region

ApoA1

Fig. 2. PON1 polymorphisms

PON?1 aktivita dané fenotypom je vyznamnej$im
ukazovatelom rizika aterogenézy a antioxida¢nych vlast-
nosti PON1 ako jej genotyp dany polymorfizmom.

Aktivita PON

Aktivitu PON prvykrat stanovil Mazur [10] ako
schopnost tkaniv a séra hydrolyzovat organofosfaty.
Esterazova aktivita sa definovala v dvoch podtriedach:
A-esterazova aktivita zahriujuca PON nie je inhibo-
vana organofosfatmi, a preto ich méze hydrolyzovat;
B-esterazova aktivita blizka acetylcholinesteraze je
naopak organofosfatmi inaktivovana.

Medzi vysoko toxické derivaty organofosfatov,
ktoré méze PON hydrolyzovat, patria triestery kyse-

CHj

Paraxon

Fig. 3. Hydrolytic decomposition of paraoxon catalyzed by PON1

42
Phospholipids

liny trihydrogénfosfore¢nej, ako insekticid paration,
diazinon a neurotoxiny sarin a soman. Okrem toho
PON 1 hydrolyzuje aromatické estery, napr. fenyl-
acetat. Posledne menovany spolu s paraoxonom su
najCastejSie pouzivané substraty pri stanoveni aktivity
enzymu. PON1 Stiepi hydrolyticky paraoxon (obr. 3)
na analyticky detegovatelny p-nitrofenol a podobne
fenylacetat na fenol.

A\ Carbohydrate

n, Carbohydrate

Antioxidative
region ?

/X Carbohydrate

MW = 43 kDa
353 c

354 Amino Acids

Pri pouziti paraoxonu sa aktivita definuje ako para-
oxonazova aktivita PON a pri pouziti fenylacetatu ako
arylesterazova aktivita PON. Aktivne centrd pre obe
aktivity su umiestnené na rovnakej podjednotke [11].
Aktivita PON voci paraoxonu, ale nie voci fenylacetétu,
vykazuje vysoku (10—40-nasobnu) interindividualnu
variabilitu medzi jedincami.

V nedavnej minulosti sa zistilo, Ze vSetky tri PON
maju schopnost hydrolyzovat rézne alifatické a aroma-
tické laktony [6, 12, 13, 14], ako aj glukokortikoidové
laktonové derivaty. Autori tychto prac predpokladaju, ze
povodnou aktivitou paraoxonaz je prave laktonazova
aktivita. V tomto duchu sa o¢akava orientacia vyskumu
v nasledujucich rokoch.

CHjy

<O O'

Oy’ + e OH
P //

hg 07 TcHg 3

Diethylphosphate p-Nitrophenol
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KedZe najma PON2, ale aj PON3 nevykazuju vy-
znamnu paraoxonazovu aktivitu, presnejsi nazov pre
tieto tri hydrolazy (PON1, PON2 a PON3) by pravde-
podobne bol ,laktonazy”.

Laktonazova aktivita paraoxonaz vyuziva ako sub-
straty rézne laktony a lakténoveé derivaty aminokyselin,
oxidovanych lipidov alebo liekov (tab. 2).

Table 2. Several lactone substrates hydrolyzed by PON

(0]
Lactone O: 7 y-butyrolactone
(0]
Thiolactone S 7 Thiolactone
. . O
Derivatives NH, . .
of amino S Homocysteine thiolactone
acids
[0}
- - O
Oxidized CH=CH—(CH=CH—Ch);~CH=CH—(CH,)—CH
lipids
5-hydroxy-eicosatetraenoic acid-1,5-lactone
(5-HETEL)
o
a3
—CH—CH,—(CH=CH—CH;)—CHj
4-hydroxy-docosahexaenoic acid (4-OK-DHA)
HO o]
o]
&
HC-H.C_ s CH»
Drugs e/ © cfi,
HsC CHf CHs
HeC Silvastatin

PON a ateroskleréza

Aktivita PON sa dava do suvisu s procesmi atero-
genézy v rGznych smeroch.

PON1 ochranuje LDL pred oxidaciou tym, ze roz-
klada uz oxida¢ne modifikované lipidy a proteiny, ¢im
tiez ochraruje HDL pred znefunkénenim [8]. Ochranou
HDL tak nepriamo inhibuje aterogenézu a zvysSuje
antioxidaény potencial HDL. Aktivitu PON1 spéatne
inhibuje oxidaCny stres, &¢im sa vysvetluje znizena
aktivita PON1 u pacientov s ochoreniami, v patologii
ktorych sa okrem iného uplatriuje aj oxidacny stres,
ako napr. pri diabetes, metabolickom syndréme, hy-
percholesterolémii a hyperlipidémii [12]. Paraoxonaza
uplatiuje antiaterogénnu funkciu aj tym, Ze inhibuje
tvorbu penovych buniek z makrofagov, ¢im potlaca
aterogenézu [15].

Vyznamnym aterogénnym rizikom je vysoky
cholesterol. Akumulacia cholesterolu v magrofa-
goch sa uskuto€fiuje viacerymi cestami: zvySenym
vychytavanim oxidovanych sterolov v LDL (ox-LDL),
zvySenou biosyntézou alebo znizenym efluxom
cholesterolu z HDL. Do tychto procesov zasahuje aj
paraoxonaza. PON1 asociovana s HDL méze znizit
influx cholesterolu do makrofagov napr. hydroly-
zou oxidovanych lipidov, redukciou oxidacie LDL v
makrofagoch, znizenim hladiny ox-LDL hydrolyzou
oxidovanych lipidov v ox-LDL (16), inhibiciou vychy-
tavania (uptake) ox-LDL makrofagmi cez receptor
makrofagov CD-36 a hydrolyzou oxidovanych lipidov
vo vnutri makrofagov [17]. S HDL-asociovana PON
inhibuje biosyntézu cholesterolu a zvySuje s HDL
spojeny eflux oxidovanych lipidov cez ATP zavisly
transportér A1.

Kolektiv autorov vySetroval suvislosti medzi aktivita-
mi PON1 a niektorymi parametrami lipidového profilu,
lipoperoxidmi a aterogénnym indexom Al (celkovy
cholesterol/HDL-cholesterol) u dospelych ,zdravych®
jedincov (priemerny vek 41,3, n = 30). Signifikantna
korelacia sa zistila medzi PON1 — arylesterazovou
aktivitou a HDL a negativna koreléacia medzi tou istou
aktivitou a Al. U paraoxonazovej aktivity PON1 sa
podobné asociacie nepotvrdili. Vysledky podporuju
nazor, ze lepSim ukazovatelom aterogenity a anti-
oxidacnej schopnosti PON1 je arylesterazova aktivita
PON1 ako paraoxonazova aktivita [18].

Sumegova et al. sledovali aktivitu PON1 u jede-
nastro¢nych deti a zistili zaujimavé asociacie s HDL,
aterogénnym indexom Al, oxidacne modifikovanymi
lipidmi (lipoperoxidy) a hmotnostou deti reprezento-
vanou BMI (body mass index = hmotnost (kg)/vyska
(m2)) [19]. Z vysledkov vyplyva, Ze nizSia hladina HDL
je asociovana so zvySenym oxidaénym poskodenim
lipidov a toto je vySSie u pacientov s vysSim Al. Autori
dalej zistili, ze deti s vy§Sou hmotnostou su nachylinej-
Sie na oxida¢né poskodenie lipidov a su¢asne vykazuju
nizSiu aktivitu PONA1.

PON2 a PON3

Vzhladom k velmi podobnému zloZeniu vSetkych
PON sa predpokladd, ze aj PON2 a PON3 maju po-
dobnu funkciu ako PON1 [14]. Ng et al. zistili, ze mRNA
a aj protein PON2 sa tvori v udskych endotelovych
bunkach a v bunkach hladkého svalstva aorty [20].
Na zaklade vysledkov viacerych experimentov in vitro
a ex vivo sa predpoklada, Zze PON2 méze ucinkovat
ako intracelularny antioxidant a méze vykazovat an-
tiaterogénnu funkciu cez redukciu oxidaéného stresu,
Co sa dokazalo cez zvySenu ochranu pred oxidaciou
peroxidom vodika, znizenu tvorbu ox-LDL a lipohyd-
roperoxidov. Na rozdiel od PON1, ktorej aktivita sa v
prostredi oxidacného stresu inhibuje, aktivita PON2 sa
oxida¢nym stresom v bunke stimuluje.

PONS3 sa, ako uz bolo povedané, asociuje podobne
ako PON1 s HDL. Expresia PONS3, na rozdiel od PON1
a PON2, nie je v podmienkach oxida¢ného stresu
ovplyvnena, avsak jej laktonazovu aktivitu oxidacény
stres inhibuje.
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Mézeme aktivitu PON ovplyvnit?

Aktivitu, pripadne expresiu PON1 ovplyviiuju rézne
faktory zivotného Stylu, vyzivovych zvyklosti, uzivanie
liekov, najma statinov a fibratov, vyskyt inych ochoreni,
ako je napr. diabetes, rendlna insuficiencia, ale aj vek
a pohlavie jedincov.

Expresiu a aktivitu PON1 ovplyviuju aj dietetické
komponenty. Zistilo sa, ze aktivita PON1 u [udi po-
zitivne koreluje s obsahom vitaminu C a E v diéte.
V pracovnej skupine Avirama [21] zistili vo viacerych
Studiach pozitivny ucinok polyfenolovych latok, ako
napr. polyfenoly v Stave z granatového jablka, ¢i kver-
cetin a katechin z ¢erveného vina [21, 22, 23]. Tieto
latky redukovali oxidacny stres, ktory inhibuje aktivitu
PON1. Tymto sa Setri a zvySuje hydrolyticka aktivita
PON1 voci lipoperoxidom v oxidovanych lipopro-
teinoch, makrofagoch a aterosklerotickych Iéziach [24].

Rézne experimenty na bunkovych kultdrach,
potkanoch a v humannych klinickych Studiach sa za-
oberali u¢inkom statinov, ¢o su inhibitory HMG-KoA
reduktazy (HMG-hydroxymetylglutaryl-) na expresiu,
koncentraciu a aktivitu PON1. HMG-KoA reduktaza je
klu€ovym enzymom v syntéze cholesterolu [25]. Via-
ceri autori zistili zvySenie aktivity PON1 po podavani
r6znych statinov. Mechanizmus u¢€inku autori pripisali
antioxidaénym ucinkom tychto latok.

Polyfenoly a statiny stimuluju expresiu PON1 v
peceni, ktora sa potom dostava cirkulaciou do krvi, aso-
ciuje sa s HDL, ¢im sa zvySuje jej aktivita. Polyfenoly a
statiny pdsobia v krvi ako antioxidanty, znizuju ,oxida¢-
ny stres“[1], ¢im zvySuju aktivitu PON1 asociovanej s
HDL. VySSia aktivita PON1 zvySuje hydrolyzu oxida¢ne
modifikovanych lipidov v oxidovanych LDL (ox-LDL) a
v makrofagoch [24]. Statiny stimuluju expresiu PON2
v makrofagoch, ktora pdsobi hydrolyticky na intrace-
lularne oxidované lipidy. VSetky uvedené procesy tak
spolu potlacaju aterogénne procesy [15, 21].

Okrem statinov zvySuju réznou mierou expresiu
sérovej PON1 aj vlakniny. Tiez sa zistilo, Ze podavanie
steroidnych hormonov klimakterickym zenam zvysilo
aktivitu PON1 a znizilo tvorbu ox-LDL [21].

Arylesterase activity

1T mmol/

phenyl acetate

 mmol/L CaCl, in
50 mmeol/L Tris/HCI,
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i

phenyl
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l PON1
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Ini autori zistili zvySenu expresiu PON1 v bunkovych
kulturach po ich o8etreni s kvercetinom a resveratro-
lom. Na druhej strane, pracovnici z timu autorov zistili,
ze polyfenolovy extrakt z kéry primorskej borovice,
Pycnogenol® v davke 150 mg/kg a 100 mg/kg neov-
plyvnil arylesterazovu, ani paraoxondzovu aktivitu
PON1 v sére 50 pacientov s osteoartré6zou kolena
a 30 Zien v klimaktériu.

V inej praci sa vSak zistila znizena aktivita PON1
u zdravych dobrovolnikov, ktora negativne korelovala
s prijmom zeleninovej potravy, beta-karoténom a roz-
pustnymi vlakninami [23].

AvSak »-3 polynenasytené mastné kyseliny po-
davané pacientom s familiarnou hyperlipidémiou
zvysili hladinu HDL a PON1 v sére. Podobne kyse-
lina olejova a jej fosfolipidové derivaty ochranovali
PON1 pred oxida¢nou inaktivaciou [26]. Na druhej
strane, ti isti autori zistili in vitro, Ze lyzofosfatidylgly-
cerol a lyzofosfatidylinozitol maju negativny uéinok,
teda znizuju aktivitu PON1. AvSak iné lyzolecitiny taky
ucinok nemali. Uvedené napoveda, ze lipidové zloze-
nie potravy méze vyznamne ovplyvnit aktivitu PON.

Nazory na suvis medzi aktivitou PON a pohlavim, ¢i
vekom su r6zne.V time autorov zistili rozdiel v aktivite
PON1 voci fenylacetatu (arylesterazova aktivita) — ale
nie voCi paraoxonu — u Zzenského pohlavia v porovnani
s muzskym [19, 27].

Stanovenie aktivity PON

Fyziologicky substrat pre paraoxonazu sa nepoz-
na. Na zéklade ostatnych vysledkov sa predpoklada,
ze PON vykazuju najma laktonazovu aktivitu voci
réznym lakténovym substratom. Okrem toho PON1
hydrolyzuje organofosfaty, PON3 liekové substraty
(lovastatin, spironolakton) a PON2 prednostne hyd-
rolyzuje N-acetylhomoserinovy lakton [28].

Struény protokol stanovenia aryesterazovej a para-
oxonazovej aktivity PON1 v sére/plazme je na obrazku
418,19, 27].

Laktonazova aktivita sa stanovuje hydrolyzou
réznych substratov, napr. dihydrokumarinu a tiobu-

Paraoxonase activity

3.3 mmoliL
paraoxon
T mmol/L CaCl, in 10 pL serum |
20 mmollL. Tris/HCl, or plasma
pH 8 /
paraoxon
l PON1
p-nitro-
phenol
A =412 nm

Fig. 4. The brief protocol for determination of paraoxonase and arylesterase activities of PON1
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tylbutyrolaktonu (TBBL) (obr. 5), podla Avirama a
Rosenblata [28].

Methods for determination of lactonase activity of PON

Lactonase activity towards dihydrocoumarin at 270 nm
1 U= pmol of dihydrocoumarin hydrelyzed per minute
Egp = 1295 M'em!

healthy subjects 13 = 20 U/ml of serum

Lactonase activity towards TBBL (ThioButylButyroLactone)
at 412 nm

1 U= umol of TBBL hydrolyzed per minute

healthy subjects 10 — 40 U/ml of serum

Fig. 5. The brief protocol for determination of lactonase activity of
PON

Okrem pouzivanych spektrofotometrickych me-
téd (vid obr. 4 a 5) su k dispozicii aj komercné sety.
Na stanovenie paraoxonazovej aktivity PON1 je to
komerény set zalozeny na fluorometrickej metdde s
excitaénym/emisnym maximom 360/450 nm, ktory
vyuziva ako substrat fluorogénny organofosfatovy
analég (EnzChek®), alebo set na stanovenie aryleste-
razovej/paraoxonazovej aktivity na rovnakom principe
(ZeptoMetrix corp.).

Okrem enzymovej aktivity PON sa mbze stanovovat
hladina enzymu metédou western blot s komeréne
dostupnymi protilatkami proti PON1, PON2 a PON3
(napr. od firmy Abfrontier).

Hladina proteinu PON2 alebo PON3 sa stanovuje
technikou western blot z extrahovanych proteinov
buniek. Na stanovenie PON je treba vyizolovat 40-60
mikrogramov proteinov.

Pre stanovenie sa pouzije primarna monoklonalna
protilatka proti ludskjej alebo mySacej PON2 alebo
PONS3 (rabbit anti human PON antibody) riedena
1:5000 s 1% BSA v 1% TBST premyvacom roztoku
(Tris-Buffered Saline Tween-20). Po premyti membrany
s TBST roztokom, sa membrana inkubuje so sekun-
darnou protilatkou (anti rabbit antibody) konjugovanou
s peroxidazou (HRP) riedenou 1 : 5000 s TBST pre-
myvacim roztokom [28].

Podobne su k dispozicii protilatky aj pre stanovenie
proteinu PON1.

Zaver

Zivogisne paraoxonazy (PON1, PON2 a PON3)
su rodinou vyznamnych hydrolaz zavislych od Ca?*a
aktivnych voci celému radu réznych substratov. Aj ked
skuto¢ny fyziologicky substrat pre jednotlivé PON sa
nepozna, v suc¢asnosti sa povazuju za vyznamné sub-
straty laktony, niektoré oxidované fosfolipidy, produkty
oxidacie kyseliny arachidénovej a dokozahexaénovej
ako aj laktony odvodené od N-acetyl-homoserinu.
VSetky PON sa pokladaju za enzymy s vyznamnou
antiaterogénnou aktivitou. Ich aktivity sa stanovuju
na rézne substraty. Arylesterazova aktivita PON1 sa

povazuje za smerodatnejSi ukazovatel antiaterogénnej
aktivity ako paraoxonazova aktivita PON1. Laktonézo-
va aktivita je pravdepodobne bliZSie k fyziologickému
substratu ako paraoxon, Ci fenylacetat.
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