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Streszczenie: Paraoksonaza 1 PON1 (EC 3.1.8.1) jest zalezna od wapnia esteraza, ktora hydrolizuje
zwigzki fosforoorganiczne oraz wodoronadtlenki estréw cholesterolu i fosfolipidow. W ludzkiej su-
rowicy PONI jest zwigzana z frakcja HDL i pelni funkcje antyoksydacyjna w stosunku do czastek
LDL. Chroni frakcje LDL przed utlenieniem przez reaktywne formy tlenu, co zapobiega powstawaniu
aterogennych czastek oxLDL, a w konsekwencji opdznia rozwdj miazdzycy. Aktywnos$¢ osoczowej
paraoksonazy 1 zalezy przede wszystkim od genotypu (polimorfizm), ale roéwniez od czynnikéw $ro-
dowiskowych (leki, dieta, alkohol itp.). Potwierdzono, ze niska aktywno$¢ PONI jest jedna z cech
laboratoryjnych miazdzycy i umozliwia lepsza oceng zagrozenia rozwojem choroby niedokrwiennej
serca niz badanie genotypu.

Stowa kluczowe: choroba niedokrwienna serca, HDL, oxLDL, paraoksonaza 1, polimorfizm

Summary: Paraoxonase 1 PON1 (EC 3.1.8.1) is a calcium-dependent esterase, that is known to cata-
lyze hydrolysis of organophosphates substrates as well as hydroperoxides cholesterol esters and phos-
pholipids. PON1 in human serum is associated with the HDL fraction and acts as an antioxidant rele
ative to LDL particles. It protects LDL fraction against oxidation by reactive oxygen species, which
prevents the formation of atherogenic oxLDL particles and consequently retards the development of
atherosclerosis. Serum paraoxonase 1 activity depends primarily on genotype (polymorphism), but
also on environmental factors (drugs, diet, alcohol etc). It was confirmed, that low PONI1 activity is
one of the laboratory features of atherosclerosis and allows better assessment of the risk of the coroa
nary heart disease development than genotype testing.
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WSTEP

Choroba niedokrwienna serca stanowi wazny problem zdrowotny wspotcze-
snych spoteczenstw i jest jedng z gtdéwnych przyczyn zgonéw na calym $wiecie.
W przewazajacej liczbie przypadkéw za jej rozwdj odpowiedzialna jest miazdzyca
tetnic wiencowych. Jest to przewlekly proces zapalno-immunologiczny polegajacy
na odktadaniu si¢ lipidow i elementow wtoknistych w $cianie aorty i $rednich na-
czyn krwionosnych. Prowadzi to do zwezenia $wiatta naczyn, a w konsekwencji do
uposledzenia pracy serca wywolanego jego niedotlenowaniem. Dzigki intensyw-
nemu rozwojowi nauk medycznych i przeprowadzonym badaniom wykryto liczne
czynniki uszkadzajace $rodbtonek naczyn takie jak produkty glikacji powstajace
w przebiegu cukrzycy, sktadniki dymu tytoniowego, nadci$nienie tetnicze, stres
oksydacyjny, czynniki infekcyjne, a takze nieodpowiednia dieta czy brak aktywno-
$ci fizycznej. Rownie istotne w rozwoju miazdzycy sa niemodyfikowalne czynniki
ryzyka, takie jak ple¢ i wiek. Jednak za najwazniejszy czynnik bezposrednio po-
wigzany ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju miazdzycy, a w konsekwencji choroby
niedokrwiennej serca niezmiennie uwaza si¢ wysokie stezenie cholesterolu frakcji
LDL (ang. Low Density Lipoprotein) i niskie HDL (ang. High Density Lipoprotein).

Czastki LDL tworza najwieksza frakcje lipoproteinowa surowicy krwi. Ich pod-
stawowg funkcja jest transport cholesterolu do komorek. Najwazniejsze elementy
budulcowe lipoprotein stanowig estry cholesterolu zawierajace nienasycone kwa-
sy tluszczowe oraz triglicerydy, ktore tworzg rdzen czastki, natomiast warstwe ze-
wnetrzng tworzg fosfolipidy, czasteczki wolnego cholesterolu, w ktorym zakotwi-
czona jest apoproteina B100 oraz kilka molekul apoproteiny E.

Wysoka koncentracja frakcji cholesterolu LDL w osoczu krwi, sprzyja licznym
modyfikacjom lipoprotein przez reaktywne formy tlenu. Rdzen czastki LDL jest
bardzo podatny na chemiczne modyfikacje, takie jak utlenianie wielonienasyconych
kwasow thuszczowych, czy sprzeganie apoprotein z produktami peroksydacji lipi-
dow. W warunkach fizjologicznych reaktywne formy tlenu sg odpowiedzialne za
wiele proceséw biochemicznych takich jak inicjowanie apoptozy, aktywacje eks-
presji genow. Wzrost ich stezenia powoduje modyfikacje struktur i funkcji biatek,
uszkodzenia kwasow nukleinowych oraz utlenianie lipoprotein LDL i powstanie sil-
nie aterogennych oxLLDL (ang. Oxidized Low Density Lipoprotein). Wzrost st¢zenia
reaktywnych form tlenu w organizmie wigze si¢ tez z wyczerpaniem naturalnych
antyoksydantow takich jak niektore witaminy (migdzy innymi A, C, E), flawonoidy,
czy koenzym Q,, co zwigksza podatnos¢ czastek LDL na utlenienie [19].

Utlenione czastki LDL uszkadzaja endotelium, co zapoczatkowuje proces za-
palny w $cianie naczyn krwiono$nych. Takie uszkodzenie powoduje miedzy innymi
wzrost przepuszczalnosci srodbtonka dla lipoprotein, ekspresje licznych molekut
adhezyjnych, czy mobilizacj¢ monocytow krazacych we krwi [12]. Czg$¢ mono-
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cytow przechodzi do komdrek $rodbtonka, gdzie przeksztatcaja sie¢ w makrofagi,
ktore za pomoca receptorow zmiatajacych (ang. Scavenger Receptors), gromadza
utlenione czastki LDL wewnatrz komoérek. Powstajace komorki piankowate tworza
blaszke miazdzycowa.

Druga pod wzgledem wielkosci frakcja lipoprotein krazacych w osoczu sg li-
poproteiny HDL. Czastki HDL, oprocz zwrotnego transportu wolnego cholesterolu
z tkanek obwodowych do watroby, wykazujg rowniez antyoksydacyjne i przeciwza-
palne wlasciwosci. Za pomoca mechanizmu enzymatycznego zmniejszajg oksydacyj-
ng modyfikacje czastek LDL, glowny etap aterogenezy, hamujac tym samym inicjacje
i progresj¢ miazdzycy. Uwaza si¢, ze za antyoksydacyjne wlasciwosci czastek HDL
moga odpowiada¢ zwigzane z nimi enzymy — paraoksonaza 1 (PON 1), acylotrans-
feraza lecytynowo-cholesterolowa (LCAT) i acetylohydrolaza ptytkowego czynnika
aktywujacego (PAF-AH). Jednak to wtasnie paraoksonaze 1 (EC 3.1.8.1) uznano za
niezalezny czynnik ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej serca.

Badania epidemiologiczne wykazaly istotny zwigzek pomiedzy niska aktywno-
$cig paraoksonazy 1 a chorobg niedokrwienng serca oraz przypadkami chorob za-
palnych. Udowodniono, ze czastki HDL pozbawione paraoksonazy 1, albo w spo-
sob naturalny albo w wyniku ,,nokautu genu” sa niezdolne do hamowania oksydacji
czastek LDL [48]. Z kolei przywrocenie takim czastkom HDL paraoksonazy 1 po-
nownie dawato im zdolno$¢ do ochrony LDL przed utlenieniem. Stad tez sugeruje
si¢, ze status paraoksonazy 1 (aktywnos¢ i/lub stezenie enzymu) moze by¢ silniej
zwigzany z choroba niedokrwienng serca niz sam polimorfizm PON1. Jednak nie-
wiele jest dostgpnych badan, gdzie oprocz analizy polimorfizmu PON1 badano row-
niez aktywno$¢ i/lub stezenie enzymu w surowicy.

Celem tej pracy bylo zaprezentowanie na podstawie przegladu piSmiennictwa
z ostatnich kilkunastu lat, wptywu diety, farmakologii i polimorfizméw na ekspre-
sj¢ 1 aktywno$¢ PON1 oraz udziatlu tego enzymu w rozwoju miazdzycy.

RODZINA GENOW PARAOKSONAZ

Geny kodujace paraoksonazy tworza wielogenowa rodzing, do ktorej zalicza si¢
PONI, PON21i PON3. U ludzi zlokalizowane sa one obok siebie na chromosomie 7,
a gen PON3 wstawiony jest pomiedzy PONI a PON2. Geny PON wykazuja struk-
turalng homologie, jako Zze powstaty na drodze duplikacji wspolnego ewolucyjnego
prekursora genu. Stad tez stwierdza si¢ 70% podobienstwo na poziomie sekwencji
nukleotydowej gendw PON. Strukturalne czesci paraoksonaz kodowane sa przez 9
eksonéw o podobnej dlugosci.

Mimo, ze struktura trzech paraoksonaz jest wysoko konserwatywna, to ich roz-
na aktywno$¢ enzymatyczna i lokalizacja w organizmie moze sugerowac, ze petnig
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one rozne funkcje. Zasadniczo sg to laktonazy ze stosunkowo szerokg specyficzno-
$cig substratowg. Zwiazki fosforoorganiczne (paraokson, chlorpyrifios, sarin, so-
man) sg wylacznie hydrolizowane przez PON1, a PON3 jako jedyna hydrolizuje
lovastatyne i spironolakton.

mRNA paraoksonazy 2 wykryto w wielu ludzkich tkankach migdzy innymi
w plucach, watrobie, sercu, jelitach. Mimo iz PON2 nie jest zwigzana z czastka
HDL, to rowniez redukuje stres oksydacyjny i chroni przed miazdzyca. Odkryto
rowniez zwigzek polimorfizmu genu PON2 z wieloma schorzeniami takimi jak cho-
roby sercowo-naczyniowe, czy cukrzyca typu II [41, 37].

Pod wzgledem ekspresji, funkcji i lokalizacji paraoksonaza 3 jest podobna do
paraoksonazy 1. PON3 takze jest zwigzana z czgstkg HDL i wykazuje zdolnosci
ochronne przed utlenieniem LDL, ale mniej efektywne niz PON1 [35]. W odroznie-
niu od PON1 ma niewielkg aktywno$¢ arylesterazowa. Gwattownie metabolizuje
leki majace budowe laktonow, przeksztatcajac je w aktywne substancje. Jednak cia-
gle niewiele wiadomo o wplywie polimorfizmu PON3 na rozwoj chorob.

Mimo wielu badan majacych na celu lepsze zrozumienie mechanizméw dzia-
lania i funkcji wszystkich trzech paraoksonaz, to jak do tej pory najlepiej poznana
jest paraoksonaza 1.

STRUKTURA PON1

Paraoksonaza 1 po raz pierwszy zostata opisana podczas badan nad hydroliza
toksycznych zwigzkow srodkéw owadobdjczych i fosforoorganicznych, w tym naj-
czesciej stosowanego do badan in vivo substratu — paraoksonu, od ktérego wywodzi
si¢ nazwa opisywanej grupy biatek nalezacej do rodziny paraoksonaz.

Metoda hybrydyzacji in situ ludzki gen PON1 zlokalizowano na dlugim ramieniu
chromosomu 7 q21.3-q22.1. Paraoksonaza 1 syntetyzowana jest w watrobie i wydzie-
lana do osocza. Sugeruje si¢, ze ekspresja PONI sterujg rejony Spl i SREBP zlo-
kalizowane w proksymalnym odcinku promotorowym genu. Wykazano réwniez, ze
SREBP-2 wigze si¢ z promotorem PONI poprzez oddzialywanie z Sp1 [14].

Surowicza ludzka czasteczka paraoksonazy 1 jest glikoproteing o masie mole-
kularnej 43-45kDa i tworzy ja 354 czasteczek aminokwasdow, z ktdrych podczas se-
krecji i dojrzewania usuwana jest tylko N-terminalna metionina [23]. Pozostawiona
sekwencja sygnatowa jest niezbedna do zwigzania si¢ PON1 z czastka HDL. Uwol-
nienie enzymu z warstwy zewngtrznej btony komorkowej hepatocytow wymaga
krotkotrwatego zwigzania si¢ z nig czastki HDL i usunigcia z niej paraoksonazy 1.
Paraoksonaza 1 ma silnie hydrofobowy koniec N-terminalny, ktorym zakotwicza si¢
w apoproteinie A-I czastki HDL, z ktéra pozostaje zwigzana nawet w trakcie wiro-
wania surowicy. Paraoksonaza 1 nie wystepuje ani w czgstkach LDL ani VLDL, co
wskazuje na specyficzne interakcje z lipoproteing HDL za posrednictwem apoA-I.
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Paraoksonaza 1 zbudowana jest z 6 walcowatych struktur p-smigtowych. Kazdy
walec sktada si¢ z 4 pasm wzmocnionych mostkiem disiarczkowym. W kanale cen-
tralnym enzymu znajduja si¢ 2 jony wapnia, ktore odgrywaja wazna rolg w mechani-
zmie katalitycznym PONI1. Pierwszy nazywany jest ,,wapniem katalitycznym” i jest
niezbedny do utrzymania aktywnego centrum. Drugi okre$lany jest jako ,,wapn struk-
turalny”, a jego dysocjacja powoduje nieodwracalng utrate funkcji PON1 [27]. Dlate-
g0, by wykaza¢ aktywnos¢ paraoksonazy 1 wymagana jest obecnos¢ jonow wapnia,
co wyklucza zastosowanie EDTA jako antykoagulantu przy analizach tego biatka.

FUNKCJE PARAOKSONAZY 1

Paraoksonaza 1 wykazuje aktywno$¢ w stosunku do réznych substratow — lak-
tonazowa (wzgledem np. tiolaktonu homocysteiny), arylesterazowa (wzgledem np.
octanu fenylu) i fosfotriesterazowa (wzgledem np. paraoksonu). Aktywnos¢ fos-
fotriesterazowa i arylesterazowa jest ukierunkowana na zwigzki wytworzone przez
organizm cztowieka. Z kolei aktywnos$¢ laktonazowa ukierunkowana jest na natu-
ralnie wystepujace w srodowisku substraty i to wtasnie ona jest odpowiedzialna za
wlasciwosci przeciwmiazdzycowe PONI.

Paraoksonaza 1 taczy si¢ ze zwiazkami fosfoorganicznymi, ktore nieodwracal-
nie wigza si¢ z wystepujacymi w osoczu esterazami np. acetylocholinoesterazami
obecnymi w synapsach oraz ptytkach motorycznych i hamuja ich aktywno$¢. Stad
tez PONI stanowi gtéwng barier¢ ochrong uktadu nerwowego przed toksycznym
wplywem zwigzkow fosfoorganicznych przedostajacych si¢ do krazenia [13].

Poniewaz paraoksonaza 1 hydrolizuje szeroki zakres laktonow, dlatego uwa-
7a sig, iz pierwotnie byta ona tylko laktonazg o dziataniu przeciwzapalnym, jako
ze wiele metabolitéw wielonienasyconych kwasow thuszczowych jest strukturalnie
podobne do laktonéw.

Waznym substratem paraoksonazy 1 jest tiolakton homocysteiny — pochodna
homocysteiny, ktora stanowi niezalezny czynnik ryzyka choroby niedokrwiennej
serca. Wyniki prac wlasnych wskazujg na ujemna korelacj¢ pomigdzy stezeniem
czastek HDL a st¢zeniem homocysteiny [4]. Tiolakton homocysteiny pobudza pro-
ces oksydacji cholesterolu LDL oraz modyfikuje frakcje HDL poprzez zmniejszenie
aktywnosci antyoksydacyjnej. Ponadto homocysteinylacja reszt lizynowych biatek
moze doprowadzi¢ nie tylko do ich inaktywacji, ale takze do zwigkszenia agregacji
czastek LDL 1 wzmozonej aktywacji makrofagdéw [5]. Enzym hydrolizujacy tiolak-
ton homocysteiny, zostat pierwotnie wykryty na biatku zwigzanym z czastka HDL,
a dopiero pdzniej zidentyfikowano go jako paraoksonaze 1 [29].

Paraoksonaza 1 ma wlasciwos$ci antyoksydacyjne, ktore wigza si¢ ze zdolnoscia
enzymu do ochrony czastek LDL i HDL przed utlenieniem, zmniejsza status oksy-
dacyjny makrofagow, stymuluje uwalnianie cholesterolu z makrofagéw, zmniejsza
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potencjal oksydacyjny lipidéw tworzacych blaszke miazdzycowaq, przez co chroni
przez utlenianiem i ostabia rozwdj arteriosklerozy [1, 50]. PON1 wykazuje rowniez
silng aktywnos$¢ w kierunku utlenionych eikozanoidow i dokozanoidow, produktow
przemian nienasyconych kwasow thuszczowych [51]. Wykazano réwniez, ze para-
oksonaza 1 moze stabilizowa¢ btony komoérkowe, ktore podlegaja ostrej lub chro-
nicznej ekspozycji na wolne rodniki lub czynniki oksydacyjne [45].

Paraoksonaza 1 ma zdolno$¢ hydrolizowania zwigzkow takich jak nadtlenki
fosfolipidow, nadtlenek wodoru — wazny mediator stresu oksydacyjnego w roz-
woju miazdzycy, a takze utlenione reszty lipidowe czastek oxLDL w blaszkach
miazdzycowych i w makrofagach. Doktadny mechanizm takiego dziatania nie
zostal w pelni wyjasniony. Sugeruje si¢, ze paraoksonaza 1 wykazuje aktyw-
nos$¢ podobng do peroksydaz, gdyz inkubacja utlenionych LDL z oczyszczonym
PONI1 zmniejsza stezenie CL-OOH (ang. Cholesteryl Linoleate hydroperoxides)
az 0 90% [1].

Najbardziej przekonywujacy zwiazek pomiedzy przeciwzapalnym i antyoksyda-
cyjnym dzialaniem paraoksonazy 1 a sktonno$cia do tworzenia duzych zmian miaz-
dzycowych zostat wykazany w eksperymencie z wykorzystaniem transgenicznych
myszy z wylaczong ekspresjg genu PONI. Myszy PONI/- byty bardziej podatne na
miazdzyce niz dziki typ, poniewaz ich makrofagi zawieraly wiecej oxLDL, a wyizo-
lowane z ich surowicy lipoproteiny HDL nie chronity czastek LDL przed utlenieniem.
Z kolei czastki HDL wyizolowane z krwi myszy dzikiego typu blokowaly peroksyda-
cje lipidow i chemotaksje monocytéw [3]. Inne badania na myszach transgenicznych
wykazujacych 3-krotnie zwigkszong aktywnos¢ PON1 wykazatly, ze wyizolowane
z ich krwi HDL efektywniej chronito LDL przed utlenieniem niz czastki HDL po-
chodzace od myszy kontrolnych. Takze zwigkszona ekspresja PON1 hamowata two-
rzenie nadtlenku wodoru w czastkach HDL, co chronito integralno$¢ struktury HDL
i zachowywato ich funkcje [39].

AKTYWNOSC I STEZENIE PON1

Aktywno$¢ 1 stgzenie paraoksonazy 1 u ludzi sa bardzo zmienne. Ocena jakoS$ci
iilosci enzymu w surowicy jest wazna dla indywidualnej oceny ryzyka rozwoju
choroby niedokrwiennej serca. Odnotowano duzg zmienno$¢ w stezeniach surowi-
czej paraoksonazy 1 i aktywnosci pomigdzy jednostkami, niezaleznie od genotypu.
Oprocz polimorfizmu genetycznego, aktywnos¢ PON1 moze by¢ modyfikowana
poprzez czynniki takie jak dieta, styl zycia, choroby.

U nowonarodzonych dzieci aktywno$¢ paraoksonazy 1 jest o potowe nizsza niz
u 0sob dorostych [18]. Poczawszy od dnia narodzin aktywnos¢ PON1 stopniowo
ros$nie az do pierwszego roku zycia, kiedy to osigga plateau, a w pozniejszym okre-
sie aktywno$¢ PON1 zmniejsza si¢ wraz z wiekiem [46]. Wykazano réwniez, ze nie
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ma roznic w aktywnosci paraoksonazy 1 pomigdzy ptciami, pomimo ze obserwuje
sie rdznice pomiedzy stezeniem frakcji HDL u kobiet i mezczyzn.

W zaleznosci od stanu fizjologicznego, aktywnos$¢ PON1 moze zmienic si¢ np.
znaczaco zmniejszy¢ si¢ w okresie cigzy i menopauzy. Aktywnos¢ PONI moze
rowniez ulec zmianie w stanach patologicznych takich jak choroby nerek, cukrzyca
1 marsko$¢ watroby. Aktywnos$¢ enzymu zalezy gtownie od obecnosci wapnia i jego
chelatorow, ktore hamuja jego dziatanie. Bar, miedz, cynk i rte¢ roéwniez hamuja
aktywno$¢ PONT1 u szczuréw i u ludzi [25].

Przeprowadzono wiele badan nad wplywem stylu zycia na aktywnos¢ PONI.
Codzienna dieta i natogi rowniez modulujg ekspresj¢ 1 aktywno$¢ paraoksonazy 1.
Wiadomo, ze PON1 ulega inaktywacji w warunkach stresu oksydacyjnego, a jej ak-
tywnos¢ i stezenie sg utrzymywane dzigki antyoksydantom zawartym w diecie [3,
32]. Umiarkowane dzienne spozycie alkoholu [21] rowniez reguluje status paraok-
sonazy 1 w surowicy.

Spozywanie polifenoli zawartych w czerwonym winie i w sokach owocowych
moduluje ekspresje genu PON1 prowadzac do zwigkszonej aktywnosci enzymu
W surowicy, a takze zwigksza poziom HDL w surowicy i zapobiega oksydacji czagstek
LDL. Podanie myszom apoE7/- antyoksydacyjnych flawonoidow zwigkszyto aktyw-
no$¢ paraoksonazy 1 i spowodowato zmniejszenie zmian miazdzycowych [3].

W innym badaniu wykazano, ze umiarkowane spozywanie alkoholu w dawce
40g/dzien zwicksza aktywno$¢ paraoksonazy 1, przy czym nie wykazano rdznicy po-
miedzy czerwonym winem, piwem a alkoholem, co sugeruje, ze taki efekt nie jest tyl-
ko zastugg polifenoli zawartych w winie [21]. Podobne wyniki uzyskano w badaniu,
w ktorym analizowano efekt spozywania piwa bezalkoholowego i z alkoholem wyka-
zujac, ze tylko piwo z alkoholem miato pozytywny wptyw na aktywno$¢ PONT1 [49].

Wptyw alkoholu na aktywno$¢ PONI analizowano réwniez na szczurach.
Zwierzetom podawano duze imale dawki alkoholu przez 8 tygodni. Wysokie
spozywanie alkoholu spowodowalo 20% zmniejszenie aktywnosci paraoksonazy
1 w surowicy, podczas gdy umiarkowane zwigkszyto jej aktywno$¢ o 20%. Przy
umiarkowanym spozyciu alkoholu poziom mRNA PON1 wzrést o 59%, a podczas
wysokiego zmniejszyl si¢ 0 51%. Ludzie umiarkowanie spozywajacy alkohol maja
aktywnos¢ PON1 o 395% wyzsza niz osoby z grupy kontrolnej, a osoby naduzywa-
jace alkohol maja aktywnos¢ nizsza o 45% [44].

Analizie poddano réwniez wptyw witamin A, C i E na ekspresje i aktywnos¢
PONI1. W badaniach na ludziach wykazano, ze zwickszona konsumpcja witamin
C i E wigze si¢ ze wzrostem aktywnosci PON1 [32]. Kiedy szczurom podano diete
ubogg w witaming A, odnotowano obnizenie poziomu HDL i aktywnosci PONI1.
Suplementacja witaming A, spowodowata powrdt stezenia HDL i aktywnosci PON1
do wartosci referencyjnych [24].

Wykazano rowniez, ze palenie papierosow nie tylko nasila stres oksydacyjny,
ale takze znaczaco zmniejsza aktywno$¢ paraoksonazy 1 [30].
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REGULACJA EKSPRESJI PON1

Transkrypcja PONI jest modulowana przez wiele czynnikow zwigzanych ze
stanem zapalnym, stresem oksydacyjnym lub stezeniem cholesterolu. Jednak me-
chanizm regulacji transkrypcji genu PONI nie jest do konca poznany.

Niewiele wiadomo o farmakologicznej regulacji ekspresji paraoksonazy 1.
Do tej pory najlepiej zbadany zostal wptyw fibratéw i statyn na ekspresje PONI.

Uwaza sig¢, ze na ekspresje PONI indukujaco wptywaja fenofibraty, poprzez
aktywacje PPARa, a hamujaco statyny, poprzez antagonizowanie watrobowego re-
ceptora X (ang. Liver X Receptor, LXR). Podanie do linii ludzkich hepatocytow
HuH7 aktywnej formy fenofibratu zwigkszylo poziom mRNA PONI i aktywnos¢
enzymu [26]. Z badan na szczurach, ktérym podawano trzy rézne dawki fenofibra-
tow przez 7 dni wynika, Ze mimo zmniejszenia markerow stresu oksydacyjnego,
odnotowano niekorzystny wplyw leku na aktywno$¢ PON1 [6]. Sprzeczne dane
pochodza z badan na ludziach. U pacjentéw z hipercholesterolemig przyjmujacych
przez 8 tygodni bezafibrat albo gemfibrozil nie odnotowano zmian w aktywnosci
paraoksonazy 1, mimo wzrostu stezenia cholesterolu HDL i apoA-I [17]. Z kolei
pacjenci z rodzinng mieszang hiperlipoproteinemia, ktorzy przyjmowali ciprofibrat
wykazywali zwiekszony poziom apoA-I w surowicy ze wspotistniejagcym nieznacz-
nym spadkiem stezenia paraoksonazy 1 [54]. Inne prace wskazujg na pozytywny
wyplyw leczenia ciprofibratem pacjentéw z syndromem metabolicznym, ktore
poskutkowato nie tylko zmniejszeniem stezenia triglicerydow i oxLDL, ale takze
wzrostem poziomu apoA-I, HDL i aktywnosci paraoksonazy 1 [42]. Co wigcej,
u pacjentow z mieszang hiperlipidemia i chorobg wiencowa serca, ktorzy byli le-
czeni fenofibratem oprocz zwigkszenia aktywnosci PON1 odnotowano zmniejsze-
nie poziomu CRP i fibrynogenu w osoczu [55].

Statyny, czyli inhibitory enzymu reduktazy 3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-ko-
enzymu A, s3 powszechnie stosowane w celu obnizenia st¢zenia cholesterolu we
krwi i zmniejszenia ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej serca. Wykazuja one
rowniez potencjal antyoksydacyjny, co sktonito badaczy do zbadania ich wptywu
na paraoksonaze 1. Badania wykonane na zwierzetach potwierdzity pozytywny
wplyw statyn na status PON1. U krolikow karmionych przez 8 tygodni pokarmem
o duzej zawarto$ci cholesterolu, odnotowano zmniejszong aktywnosciag PON1 oraz
wzrost stgzenia réznych markerow oksydacji. Z kolei podanie krolikom atorwasta-
tyny zmniejszyto stres oksydacyjny i zwigkszyto aktywnos$¢ paraoksonazy 1 [9].
Analizie poddano rowniez wptyw statyn na aktywnos¢ PONI u ludzi. Wykazano,
ze codzienne przyjmowanie simwastatyny przez pacjentow z hipercholesterolemia
przez 4 miesigce poskutkowalo zmniejszeniem peroksydacji lipidow i wzrostem ak-
tywnosci paraoksonazy 1 [52]. Wykazano pozytywny wplyw réznorodnych statyn
nie tylko na zmniejszenie st¢zenia cholesterolu, ale réwniez poprzez zmniejszenie
stresu oksydacyjnego na wzrost aktywno$ci paraoksonazy 1. Uwaza si¢ roOwniez,
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ze statyny bezposrednio dziatajg na promotor PON! i ekspresje genu. Potwierdzity to
badania na komoérkach HepG2, do ktorych wprowadzono fragmenty DNA zawieraja-
ce promotory PONI w obecnos$ci simwastatyny, co spowodowato wzrost aktywnosci
promotora PON1 o0 250%. Zjawisko to przynajmniej po cze$ci mozna wyjasnic przez
wzrost stezenia czynnika transkrypcyjnego SREBP-2, ktory bezposrednio moze od-
dziatywac¢ na promotor PONI [14]. Znaczenie czynnika SREBP-2 w zwigkszaniu ak-
tywnosci PONI1 zostato juz potwierdzone, poniewaz potraktowanie komorek HepG2
SREBP-2 zwigksza aktywno$¢ promotora PONI [16]. Zjawisko to zostato odwroco-
ne poprzez zablokowanie czynnika transkrypcyjnego Sp1 [40].

Ezetymib jest lekiem hipolipemizujacym, ktéry zmniejsza absorpcje lipidow
z jelita. Lek ten podany pacjentom z hiperlipidemia powoduje wzrost aktywnosci
PONI1, co moze stanowi¢ dodatkowg ochrong przed rozwojem miazdzycy [53].

Lekiem obnizajagcym stezenie cholesterolu jest probukol, ktory ma takze sil-
ne wlasciwosci antyoksydacyjne. Wykazano, ze lek ten zwieksza ekspresje mRNA
PONI w watrobie krolikow, ktérym podawano pokarm z wysoka zawarto$cig cho-
lesterolu oraz zwigksza stezenie PON1 w ich surowicy i aktywnos$¢ paraoksonazy
1 u ludzi [28, 38].

Aspiryna jest czesto stosowana w celu zapobiegania i leczenia chordb sercowo
-naczyniowych. Znana jest rOwniez ze swoich przeciwzapalnych i antyoksydacyjnych
wiasciwosci. Dlatego tez analizie poddano wptyw tego leku na stgzenie i aktywno$¢
paraoksonazy 1 1 wykazano, ze aspiryna zwigksza st¢zenie i aktywnos¢ PON1 u osob
z choroba wiencowa [8§].

PARAOKSONAZA 11 ARTERIOSKLEROZA

Jak juz wspomniano, PON1 chroni czastki LDL i HDL przed oksydacja oraz
niszczy biologicznie czynne utlenione lipidy w lipoproteinach i w naczyniach
krwiono$nych, przez co w znaczacy sposodb op6znia rozwoj miazdzycy.

Shih i wsp. dostarczyli dowodu na ochronne dziatanie paraoksonazy 1 prze-
ciwko miazdzycy [47]. W do$wiadczeniu wykorzystano myszy karmione dietg
aterogenng. Wykazano zmniejszenie aktywnos$ci paraoksonazy 1 o 52% u myszy
podatnych na rozwo6j miazdzycy, ale bez zmian u myszy odpornych na miazdzyce.
Odnotowano réwniez pozytywng korelacj¢ poziomu watrobowego mRNA PONI
ze stopniem rozwoju blaszek miazdzycowych. Iniekcja oxLDL do krgzenia myszy
podatnych na miazdzyc¢ zmniejszyta aktywno$s¢ PONI1 o 59% poprzez wpltyw na
syntez¢ mRNA w watrobie. Odnotowano réwniez obnizong aktywno$¢ paraokso-
nazy 1 i wzrost stezenia apoproteiny J u 0osob z chorobg wiencowa serca, ale z refe-
rencyjnym poziomem lipidow, przez co niektorzy badacze uwazaja, ze aktywnosé
paraoksonazy jest lepszym wskaznikiem predyspozycji do rozwoju choroby nie-
dokrwiennej serca niz obecnie oznaczane lipidowe czynniki ryzyka.
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WPLYW POLIMORFIZMU PON1 NA FUNKCJE ENZYMU

Polimorfizm moze zmienia¢ aktywnos¢ i/lub stezenie enzymu PON1 poprzez
wplyw na ekspresje genu. Czynniki genetyczne odpowiedzialne sg za ponad 60%
wariancji fenotypowych w aktywnosci PON1, podczas gdy czynniki demograficz-
ne odpowiadaja za 1-6% zmian. W wyniku klonowania genu PONI w 1993 roku
zidentyfikowano ponad 200 polimorfizmow pojedynczych nukleotydow w roznych
regionach genu [40]. Przeprowadzono wiele badan majacych na celu wyjasnienie
wplywu zlokalizowanych polimorfizméw na ekspresje 1 aktywnos¢ paraoksonazy
1. Jednak najwigksza uwage badaczy zwrocily szczegolnie trzy miejsca polimor-
ficzne T(-108)C, L55M i Q192R, ktére w roznym stopniu modulujg aktywnos¢ i/
lub stezenie paraoksonazy 1 w surowicy.

Badania wykazaty, ze polimorfizm w obrebie kodujacej sekwencji ludzkiego
genu paraoksonazy 1 GIn(Q)/Arg(R) w pozycji 192 (Q192R) nie wplywa na ste-
zenie paraoksonazy 1 w surowicy, ale ma znaczacy wptyw na aktywno$¢ enzymu.
Alloenzym Q wykazuje wigksze wtasciwos$ci ochronnie lipoprotein przed utlenie-
niem niz alloenzym R, jednak obecnos¢ allelu Q moze zmniejszy¢ powinowactwo
PON1 do HDL [22, 36]. Wykazano réwniez, ze alloenzym Q jest mniej podatny na
inaktywacje przez utlenione lipidy w czastkach oxLDL i oxHDL niz w przypadku
alloenzymu R [2, 31].

Substytucja Leu(L)/Met(M) w pozycji 55 tancucha aminokwasowego (L55M)
paraoksonazy 1 nie wptywa na interakcje PON1 z substratami, ale wigze si¢ ze
zmiang aktywnosci i st¢zenia enzymu w surowicy. Odnotowano nizszy poziom
mRNA PONI u 0séb begdacych nosicielem allelu M oraz wykazano, ze polimorfizm
L55M zwigzany jest ze wczesnym tworzeniem plytek miazdzycowych [20]. Po-
nadto alloenzym MM wiaze si¢ z niskim poziomem aktywnosci i stgzeniem PON1
w surowicy [7]. Wykazano, ze polimorfizm L55M wptywa na aktywno$¢ paraok-
sonazy 1 niezaleznie od Q192R. Z kolei nosiciele allelu L majg wyzsze stezenie
mRNA PONI, wskutek czego maja wyzsza koncentracje paraoksonazy 1 w suro-
wicy [33]. Alloenzym LL jest bardziej stabilny i odporny na proteoliz¢ niz forma
MM. Polimorfizm L55M zlokalizowany jest w N-terminalnym koncu PON1, ktory
odgrywa wazng role w tgczeniu si¢ PONI1 z czastka HDL [34].

Wykazano réwniez rdéznice w aktywnosci paraoksonazy 1 w zaleznos$ci od ro-
dzaju uzytego substratu. Polimorfizmy Q192R i L55M maja r6zny wptyw na aktyw-
no$¢ paraoksonazows, arylesterazowg i laktonazowg paraoksonazy 1. Alloenzym Q
jest mniej efektywny w hydrolizie paraoksonu niz alloenzym R, ale bardziej efek-
tywny w stosunku do diazoksonu, somanu i sarinu [11]. Wykazuje tez najwicksza
aktywnos$¢ laktonazowa, jednak nie wptywa na hydroliz¢ octanu fenylu. W przy-
padku polimorfizmu L55M najwyzsza aktywno$¢ paraoksonazowgq i arylesterazowg
odnotowano w przypadkach izoenzymoéow LL [43].
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Najbardziej dominujacym polimorfizmem w odcinku promotorowym PONI1
jest T(-108)C. Jest to jeden z pigciu polimorfizméw PONI opisanych w rejonie
promotorowym genu. Pozycja -108 jest potencjalnym miejscem wigzania czynnika
transkrypcyjnego Sp1 co moze wplywacé na transkrypcje PONI [10, 15]. Wykazano,
ze genotyp CC zwigksza stezenie i aktywnos$¢ paraoksonazy 1 [15]. Jednak jak do
tej pory przeprowadzono niewiele badan dotyczacych zwiazku pomigdzy polimor-
fizmem T(-108)C a ryzykiem rozwoju choroby niedokrwiennej serca.

Przeprowadzonych zostato wiele badan majacych na celu zdefiniowanie, ktory
z polimorfizmow PONI, L55M czy Q192R jest lepszym markerem w okresleniu
ryzyka wystapienia choroby niedokrwiennej serca. Jednak wyniki te sg niejed-
noznaczne. Wielu badaczy wykazato, ze na rozwoj choroby wskazuje obecnosé
polimorfizmu PONT1 .. lub PON1, , zkolei inni badacze takiego zwigzku nie
obserwujg. Co wskazuje, ze zwigzek pomigdzy polimorfizmem PONI a chorobg
niedokrwienng serca jest staby:.

Réznice pomigdzy tymi dwoma polimorfizmami w ochronie LDL przed oksyda-
cja doprowadzity do wielu badan majacych na celu okreslenie ich udziatu w rozwoju
choroby niedokrwiennej serca. Wyniki tych badan sg niejednoznaczne. Kontrowersje
dotyczace wpltywu polimorfizmoéw, mogg przynajmniej czgsciowo wynikac¢ z matej
liczebnosci badanej grupy lub wykorzystania réznych metod genotypowania, czy
selekcji probek, co sprawia, ze wyniki sa trudne do interpretacji. Pomimo do$¢ nie-
jednoznacznych wnioskow uzyskanych z badan genotypu PONI1, nalezy przyjac, ze
wszystkie one sugeruja, iz genotyp jest jednym z czynnikow prognozujacych choro-
be niedokrwienng serca, poniewaz czynniki Srodowiskowe rowniez modulujg aktyw-
no$¢ PON1. Dlatego tez, by zrozumie¢ udzial paraoksonazy 1 w rozwoju miazdzycy
nalezy, oprocz analizy polimorfizméw ocenia¢ rowniez aktywnos¢ i stezenie PON1
W Surowicy.

PODSUMOWANIE

Choroba niedokrwienna serca to zlozony proces patologiczny, ktory jest jed-
ng z glownych przyczyn zgondéw w krajach wysoko rozwinigtych. Badania nad
mechanizmem tej choroby prowadzone sg juz od wielu lat. Wigkszos$¢ z nich sku-
pia si¢ na probie jednoznacznego okreslenia, czy lezace u podstaw choroby nie-
dokrwiennej serca zmiany miazdzycowe w tetnicach, sa wynikiem czynnikow sro-
dowiskowych czy genetycznych. Pomimo wykazania, ze niektdre warianty genow
zaangazowanych w metabolizm lipidow moga predysponowac do rozwoju choroby
niedokrwiennej serca, to jak dotad nie udato si¢ zidentyfikowac¢ specyficznego mar-
kera prognozujacego przebieg choroby. Do roli takiego markera pretenduje rowniez
dawno juz zidentyfikowany enzym paraoksonaza 1.
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Postep dokonany w ostatnich latach w badaniach nad paraoksonazg 1 rzucit
nowe $wiatto na jej dzialanie przeciwmiazdzycowe. Wykazano, ze niski poziom
aktywnos$ci PON1 jest niezaleznym czynnikiem ryzyka choroby niedokrwiennej
serca 1 pozwala na lepszg ocen¢ zagrozenia chorobg niz genotyp. Z kolei wyz-
sza aktywnos¢ paraoksonazy 1 chroni czastki LDL przed utlenieniem i opdznia
rozw0j miazdzycy. Poniewaz niektore czynniki sSrodowiskowe i dieta wyjasniaja
zmiany w aktywnoS$ci paraoksonazy 1, enzym ten jest uwazany za wazny obiekt
testow farmakologicznych. Dlatego tez prowadzone sa badania, ktérych celem
jest stworzenie srodkow podwyzszajacych aktywno$¢ PON1. Tak wigc farmako-
logiczna modulacja aktywnosci lub ekspresji PON1 mogtaby stanowi¢ uzupetnie-
nie profilaktyki i leczenia choroby niedokrwiennej serca.
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