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Statusul paraoxonazei serice umane intr-un lot din Romania

Paraoxonaza umana serica (PON1) este o hidrolaza calciu-dependenta
asociatd cu HDL-ul plasmatic. Prin activitétile sale (paraoxonazica, ari-
lesterazica si anti-lipoperoxidica), PON1 joacd un rol important in inde-
partarea substantelor organofosforice neurotoxice, respectiv in protectia
anti-aterosclerotici. PON1 prezintd doud polimorfisme mai frecvent
studiate, care determina substitutiile L55M si Q192R in secventa pro-
teinei, §i astfel influenteaza stabilitatea/concentratia enzimei, respectiv
afinitatea enzimei pentru paraoxon, dar nu si pentru acetat de fenil.
Obiectivele acestui studiu au fost determinarea distributiei genotipurilor
PONI intr-un lot din Romania §i de a verifica daca fenotipul (determi-
nat prin analiza bidimensionala a activititilor paraoxonazica si arileste-
razica) poate prezice genotipul Q192R PONI. In acest scop, am efectuat
analiza genetica si am determinat activititile paraoxonazei serice la 79
de subiecti. Am gasit urmatoarea distributie a genotipurilor: 56,96% QQ,
37,97% QR 5i 5,06% RR, respectiv: 13,92% MM, 55,70% ML si 30,38% LL.
In urma analizei bidimensionale a activitatilor PON1, am observat o dis-
tributie trimodala a fenotipurilor corespunzatoare genotipurilor PON1
Q192R. De asemenea, am evidentiat o crestere semnificativa a valorii
raportului activitatilor PON1 (paraoxonazici/arilesterazicd) simultan cu
acumularea alelei R (p<0,001), si respectiv a alelei L (p<0,001). Lucrarea
noastrd este primul studiu care relateaza distributia genotipurilor PON1
intr-un lot din Roménia. Totodata fenotipul PON1 este un bun predictor
al genotipului Q192R, oferind informatii suplimentare privind protectia
impotriva bolilor cardiovasculare si a intoxicatiilor cu substante orga-
nofosoforice.
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A humén szérum paraoxondz (PON1) 355 aminosavbdl
allo kalciumfiiggé hidrolaz. Génje a 7(q21.22) kromo-
szoman helyezkedik el egy géncsalad tagjaként: a PON2
és PON3 génjeivel egy csoportban. A paraoxondznak
antilipoperoxidéns, arileszterdz, paraoxondz, és laktonaz
aktivitdsai ismertek. A PON1 szintézise a médjban torténik
majd onnan az enzimfehérje N-terminalis, hidrofob részével
a HDL-hez kotédik és a vérkeringésbe kertiil. Szintén a HDL
segitségével jut az arteridlis érfalban talalhat6 endothelialis
és simaizom sejtekbe, ahol egyik legfontosabb célja, hogy
meggitolja az LDL oxidécidjat és ezaltal az atherogenesis
kialakuldsat. Ugyanakkor a PON1, paraoxonaz hatasanak
koszonhet6en, a neurotoxikus organofoszforikus vegyii-
letek (parathion, sarin, soman) méregtelenitésében is igen
fontos szerepet tolt be [4, 6, 13].

A PONI plazma-koncentraciojit és kiillonbozé aktivita-
sait befolyasolhatjik a génjében talalhaté polimorfizmusok,
amelyek ezaltal csokkenthetik az enzim egészségvédé hata-
sat is [4]. A kddolo régié polimorfizmusok koziil a legismer-
tebbek a fehérje aminosav-sorrendjének 55-0s és a 192-es
pozicidjaban talalhat6 Met(M)/Leu(L) illetve GIn(Q)/
Arg(R) szubsztitucidk [1]. A PON1 55M allél az enzim
olyan konformacidjat kddolja, amelynek N-terminalis régi-
oja csak gyengén kotédik a HDL-hez és ezért a PON1 plaz-
ma-koncentracidjanak csokkenését eredményezheti [8]. A
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The status of the human serum paraoxonase in a Romanian sample

Human serum paraoxonase (PON1) is a calcium-dependent hydrolase,
associated with high density lipoprotein (HDL). PON1 is involved in
the pathogenesis of cardiovascular diseases by protecting LDL against
peroxidation. It also plays a major role in detoxifying neurotoxic organo-
phosphorus compounds (such as paraoxon) and nerve agents. The
PONT1 gene has two common coding region polymorphisms: L55M and
Q192R, leading to decreased serum PONT1 levels and modifying the sub-
strate affinity of the enzyme towards paraoxon. The goals of the present
study were to examine the frequencies of the two PONI genotypes in a
sample from the general Romanian population and to verify whether the
PONT1 phenotype could predict the Q192R genotype. Therefore we have
performed special genetic melting point analysis with real-time PCR
technology and we assayed the paraoxonase and arylesterase activities of
the PON1 enzyme using spectrophotometric methods in 79 individuals.
The frequencies of the PON1 genotypes were: 56,96% QQ, 37,97% QR
and 5,06% RR, respectively: 13,92% MM, 55,70% ML and 30,38% LL.
Through the two-dimensional enzyme analysis plot we detected that the
values fall along one of three distinct lines according to the PON1 Q192R
genotypes. At the same time the ratio of the paraoxonase/arylesterase
activity showed separation of all three PON1 192 genotypes, with no
overlap between the groups (QQ: < 4, QR: 4-10, RR: > 10). Our study
is the first to investigate the distribution of genotypes in the Romanian
population. It also shows that the PON1 phenotype estimates the PON1
QI192R genotype, hence being more useful and informative than the
genotype alone.
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paraoxondz 192R allél dltal kodolt izoformaja, az arileszterdz
aktivitds befolyasolasa nélkiil, csokkent diazoxondz (és
antilipoperoxidans), ugyanakkor magasabb paraoxondz
aktivitdshoz vezethet [2, 7]. Kordbbi tanulmanyok a PON1
192R allélt egyrészt a cardiovascularis betegségek (KVB) és
magas oxidativ stressz rizikofaktoranak, mésrészt pedig az
organofoszforikus vegyiiletekkel torténé mérgezések elleni
védodfaktornak tekintik [5,6]. Az 55M allél hatdsa sajnos még
nem egyértelm [10]. A kiilonb6z6 haplotipus csoportokon
beliili magas, interindividudlis PON1 koncentraci6 ingado-
zas miatt Richter és mtsai bevezették a PON1 paraoxonaz
és arileszterdz aktivitdsainak a kétdimenzios analizisét [16].
A modszer segitségével meghatarozhaté a PON1 statusz,
amely a PONT1 fenotipust és ezen keresztiil a Q192R genoti-
pus helyzetét méri fel. Ennek koszonhetden az analizis lehe-
t6vé teheti a PON1 prognosztikai értékének pontosabb és
Osszetettebb tanulmanyozasat kiilonboz6 betegségeknél.

A PONI M55L és Q192R genotipusok romaniai el6for-
duldsarol még nincs irodalmi adat. Ezért jelen kutatdsunk
egyrészt a PON1 M55L és Q192R genotipusok romaniai
minta megoszldsanak meghatdrozasaval, masrészt pedig a
paraoxonaz és arileszteraz aktivitasok kétdimenzios anali-
zisével foglalkozik, a PON1 Q192R genotipusok fenotipus
szerinti elkiilonitése érdekében.

291



Kaucsar Tamas, Dronca Eleonora, Pasca P. Sergiu, Nemes Bogdan, Endreffy Emdke, Dronca Maria

Anyag és modszer

Vizsgdlt anyag

Kutatdsunk az erdélyi népességhez tartoz6 79 személytél
vett vérmintara terjedt ki (atlagéletkor £S.E.: 19,25+2,62 év,
nemek eloszldsa: 36,4% né és 63,6% férfi). Mivel az atlag-
lakossagot céloztuk meg, ezért nem kotottiik feltételhez a
személyek tanulmanyunkba vald felvételét.

Genotipusok meghatdrozdsa

Az EDTA-val vett vérmintakbol a DNS izolaldsat Qiagen
(Quiagen GmbH, Hilden, Németorszag) kit segitségével
végeztilk. A PON1 M55L és Q192R genotipusok meghata-
rozasara LightCycler késziiléket haszndltunk [15]. Elészor
real time PCR segitségével amplifikaltuk a PON1 gén M55L
illetve Q192R aminosav-szubsztiticiéihoz vezet6 DNS
szekvencidit primerekkel és specifikus, jelolt probakkal. A
genotipusokat a DNS mintak és a specifikus, jelolt probak
olvaddspont analizisével kiilonitettiik el.

Fenotipusok meghatdrozdisa

A PONI arileszteraz és paraoxondz aktivitdsait spektro-
fotometrids eljardssal hatdroztuk meg a heparinnal vett vér-
minta plazmajabdl [7]. A paraoxondz aktivitds meghataro-
zdsdhoz szubsztratként paraoxont, az arileszterdz aktivitds
méréséhez pedig fenil-acetatot hasznéltunk.

1. tablazat. A PONT M55L és Q192R genotipusok szézalékos megoszldsa.

% QQ QR RR Osszesen
MM 13,92 0,00 0,00 13,92
ML 34,18 20,25 1,27 55,70
LL 8,86 17,72 3,80 30,38
Osszesen 56,96 37,97 5,06

2. tablazat. A paraoxondz és az arileszterdz aktivitdsok hanyadosainak a
Q192R genotipusonkénti értékintervallumai
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1. abra. A PON1 paraoxondz és arileszterdz kétdimenzids analizise a PON1
Q192R genotipusok feltiintetésével. A regresszios egyenesek R, értékei: (<)
0Q:0,61,(3)QR: 0,64, (2) RR: 0,68
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Statisztikai analizis

ANOVA tesztetalkalmaztunka paraoxonaz ésarileszteraz
aktivitdsok hanyadosainak osszehasonlitdsahoz, a p<0,05
értékeit tekintettiik szignifikinsnak.

Eredmények

Genotipusok megoszldsa

A tanulmanyozott csoportban a PON1 M55L és Q192R
genotipusok el6forduldsat az 1. tablazatban tiintettiik fel. A
domindns a 192-es pozicidban a Q allél (75,95%), az 55-0s
poziciéban pedig az M allél (41,77%) volt.

A PONI aktivitdsok kétdimenzids analizise

Az enzimaktivitdsok kétdimenziés analizisénél a
paraoxondz aktivitast az arileszterdz aktivitas fliggvényében
vizsgéltuk. A grafikus dbrdzolds sordn az értékek harom,
kiilonboz6 egyenes mentén helyezkedtek el, a Q192R geno-
tipusnak megfeleléen (1. abra).

Mivel az analizis a paraoxondz és az arileszteraz aktivi-
tasok kozotti hanyadost vizsgdlja, a kovetkezékben meg-
vizsgéltuk ennek a hanyadosnak a Q192R genotipusonkénti
értékintervallumait is (2. tablazat).

A 192R allé] felhalmozddasaval a hanyados szignifikans
(p<0,001) novekedését észleltiink (2. abra).

A hanyados az M55L genotipus-csoportok szerinti érté-
kei igen magas normalis szordst mutattak. Ennek ellenére
szignifikans (p<0,001) cs6kkenését sikeriilt kimutatni az 55
M allél felhalmozddéséval is (3. abra).

Megbeszélés

Genotipusok megoszldsa

Kutatasunk elséként szamol be a PON1 M55L és Q192R
genotipusok romaniai mintdk méréseinek eredményeirdl.
Domindnsnak az 55ML heterozigéta és a 192QQ homo-
zigdta genotipusokat taldltuk. A leggyakoribb haplotipus
az 55ML és 192QQ volt. Tanulmanyunkban bédr a nemek
eloszldsa egyenlétlen, a szakirodalomban nincs adat mely
Osszefiiggést mutatna ki a nemi hovatartozas és a PON1
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2.4bra. APONT paraoxondz és arileszteraz aktivitdsok hdnyadosanak atlaga és
normdlis szérasa a PON1 Q192R genotipusok fiiggvényében (QQ: 2,70+0,42,
QR:7,36+1,03, RR: 11,68+0,98; p<0,001)
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3.abra. APONT paraoxondz és arileszterdz aktivitdsok hanyadosanak dtlaga és
normélis szordsa a PON1 Q192R genotipusok fiiggvényében (MM: 2,59+0,38,
ML: 4,62+2,63, LL: 6,57+2,93; p<0,001)

polimorfizmusok megoszlasa kozott (a PON1 gén nem a
nemi kromoszéman taldlhat6). Eredményeink hasonléak a
kaukazusi népesség korében leirt PON1 genotipusok meg-
oszlasaval, de eltéréek az azsiai populaciéétol, ahol gyako-
ribb a 192RR genotipus [3]. A felmérések szerint a KVB és
az oxidativ stressz elleni védelem szempontjabol a 192-es
poziciéban kedvez6bb a QQ genotipus az R allélt tartal-
maz6 genotipusokkal szemben [6]. A PONT1 atherosclerosis
és organofoszforikus mérgezések ellen nyujtotta védelmérol
csak enzimoldgiai mérések adhatnak pontosabb képet [5].

A PONI aktivitdsok kétdimenzids analizise

Az enzimaktivitdsok kétdimenzids analiziséhez a
paraoxondz aktivitdst vizsgaltuk az arileszteraz aktivitas
fiuggvényében [16]. A PON1 arileszterdz aktivitdsa ard-
nyosan valtozik az enzim plazma-koncentracidjaval. Az
enzim paraoxonaz aktivitasa ugyanakkor a PONI plaz-
ma-koncentraciéjan kiviill a 192-es pozicioban taldlhato
allélok tipusatdl is fiigg [11]. Ismert, hogy az enzim 192R
allél altal kodolt izoformaja magasabb paraoxonaz aktivi-
tassal rendelkezik, mint a 192Q allélnak megfelel$ izoforma
[5]. Ennek értelmében, a PONI aktivitasok hanyadosdnak
tanulmanyozasa kikiiszobolheti azokat a tényezdket, ame-
lyek azonos mértékben befolydsoljak az enzim aktivitdsait
(pl. enzim koncentracio), és az értékeket a Q192R genoti-
pusoknak megfeleléen harom csoportra oszthatja. A PON1
aktivitdsok kétdimenzids analizise, a regresszids egyenesek
d6lésszogének tangensével, az enzim aktivitdsok hdnyado-
sat vizsgalja. Ezzel magyardzhato, hogy az eljards sordn az
értékek harom, kiilonboz6 egyenes mentén helyezkedtek el,
a Q192R genotipusnak megfeleléen (1. abra). Ugyanakkor
a paraoxondz és arileszterdz aktivitdsok kozotti hanyados
atlagértékének szignifikins novekedését is alatdmasztja a
192R allél felhalmozddasa (2.abra). A PON1 Q192R geno-
tipus-csoportok értékintervallumai k6zott nem volt 4tfedés
(2.tablazat) és hasonldak az irodalomban talalhaté adatokkal
[14].

A PON1 M55L genotipusokat az aktivitasok kétdimen-
zi6s analizisével nem sikeriilt elkiiloniteni. Mégis a két akti-
vitds kozotti hanyados atlagértékeinek szignifikans csokke-
nését észleltitk ezen genotipus csoportok kozott, az M allél
felhalmozoddsaval (3.abra). Véleményiink szerint ezt a jelen-
séget a szakirodalomban mar emlitett kiegyensulyozatlan

kapcsolodds (linkage disequilibrium, LD) eredményezheti
[8, 9, 12]. Ennek értelmében, a két polimorfizmus lokusza
kozott egy bizonyos kapcsolat létezhet, amely gyakoribba
teheti a 192R és 55M allél egyiittes jelenlétét.

A 192QR és 192RR genotipusokhoz tartozé hanyados
értékeinek szordsa miatt nehezebb volt a két genotipus egy-
mastdl valo elkiilonitése. Az M55L genotipus-csoportokban
a hanyados értékei is igen magas normalis szordst mutat-
tak. A két esetben észlelhetd nagy szdras valoszint, hogy az
enzim multifaktoridlis befolydsolhatosdganak koszonhetd.
Az életkor, az egészségtelen (zsiros, antioxiddns vitaminok
nélkiili) taplélkozas, a szeszesitalok fogyasztésa,a dohdnyzas
és mas toxinok kedvezdtleniil hathatnak a PONT1 aktivitdsra.
A gyulladdsgatl6 gyogyszerek ugyanakkor csokkenthetik az
oxidativ stressz szintjét és novelt PON1 koncentraciohoz
vezethetnek [4, 6]. Ezért fontos a PON1 stdtusz felmérése,
amely nemcsak a genetikai, hanem a kérnyezeti tényez6ket
is figyelembe veszi.

Mis tanulmdnyok a PONI1 paraoxondz és diazoxondz
aktivitdsokat vizsgaltak [5, 10]. Az el6bb emlitett aktivitdsok
kétdimenzids analizisével még hatékonyabban és ponto-
sabban elkiilonithet8ek a 192-es pozicidju polimorfizmus
genotipusai, bar az enzim koncentraciéjardl igy nem nye-
riink informdciot.

A tanulmanyunkban alkalmazott analizis egyik elénye,
hogy a PON1 fenotipusok enzimoldgiai meghatdrozasai
sokkal elérhet6bbek, mint a specidlis genetikai eljarasok.
Ennek koszonhetéen a modszer egyrészt a PON1 Q192R
genotipusok konnyebb meghatdrozasdra hasznalhato.
Miésrészt informacidval szolgal a PONI statuszrol is, lehe-
tséget adva, hogy felmérhessiik a kdrnyezeti rizikéfaktorok
szintjét is.

Irodalom

1. Adkins S., Gan K.N., Mody M. et al. - Molecular basis for the
polymorphic forms of human serum paraoxonase/arylesterase:
glutamine or arginine at position 191, for the respective A or B
allozymes, Am. J. Hum. Genet., 1993, 52(3):598-608.

2. Aviram M., Billecke S., Sorenson R. et al. - Paraoxonase active
site required for protection against LDL oxidation involves its
free sulfhydryl group and is different from that required for its
arylesterase/paraoxonase activities: selective action of human
paraoxonase allozymes Q and R, Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol., 1998, 18(10):1617-1624.

3. Chen J., Kumar M., Chan W. et al. - Increased influence of
genetic variation on PONI activity in neonates, Environ. Health.
Perspect., 2003, 111(11):1403-14009.

4. Costa L.G., Vitalone A., Cole T.B. et al. - Modulation of
paraoxonase (PON1) activity, Biochem. Pharmacol., 2005,
69(4):541-550.

5. Davies H. G, Richter R. J., Keifer M. et al. - The effect of the
human serum paraoxonase polymorphism is reversed with
diazoxon, soman and sarin, Nat. Genet., 1996, 14(3):334-336.

6. Deakin S. P, James R. W. - Genetic and environmental factors
modulating serum concentrations and activities of the antioxidant
enzyme paraoxonase-1, Clin. Sci., 2004, 107(5):435-447.

7. Eckerson H. W, Romson J., Wyte C. et al. - The human serum

293



Kaucsar Tamas, Dronca Eleonora, Pasca P. Sergiu, Nemes Bogdan, Endreffy Emdke, Dronca Maria

10.

11.

paraoxonase polymorphism: identification of phenotypes by their
response to salts, Am.]. Hum. Genet., 1983, 35(2):214-227.

Garin M.C., James R.W,, Dussoix P. et al. - Paraoxonase
polymorphism Met-Leu54 is associated with modified serum
concentrations of the enzyme. A possible link between the
paraoxonase gene and increased risk of cardiovascular disease
in diabetes, ]. Clin. Invest., 1997, 99(1):62-66.

Holland N., Furlong C., Bastaki M. et al. - Paraoxonase
polymorphisms, haplotypes, and enzyme activity in Latino
mothers and newborns, Environ. Health Perspect., 2006,
114(7):985-991.

Jarvik G. P, Rozek L. S., Brophy V. H. et al. - Paraoxonase
(PON1) phenotype is a better predictor of vascular disease than
is PONI1(192) or PON1(55) genotype, Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol., 2000, 20(11):2441-2447.

Kujiraoka T., Oka T., Ishihara M. et al. - A sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay for human serum paraoxonase
concentration, J. Lipid. Res., 2000, 41(8):1358-1363.

294

12.

13.

14.

15.

16.

Leviev I, James R. W. - Promoter polymorphisms of human
paraoxonase PON1 gene and serum paraoxonase activities
and concentrations, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 2000,
20(2):516-521.

Mackness B., Durrington PN., Mackness M.1. - Human serum
paraoxonase, Gen. Pharmacol., 1998, 31(3):329-336.
Nakanishi M., Takanami Y., Maruyama T. et al. - The ratio of
serum paraoxonase/arylesterase activity using an improved
assay for arylesterase activity to discriminate PON1(R192) from
PON1(Q192), J. Atheroscler. Thromb., 2003, 10(6):337-342.
Pocsai Z., Toth Z., Paragh G. et al. - Rapid genotyping of
paraoxonase 55 and 192 mutations by melting point analysis
using real time PCR technology, Clin. Chim. Acta., 2003, 332(1-
2):31-36.

Richter R. J., Furlong C. E. - Determination of paraoxonase
(PONI1) status requires more than genotyping, Pharmacogenetics,
1999, 9(6):745-753.





