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La paraoxonase est connue depuis longtemps en toxicologie comme enzyme détoxifiante 

des composants organophosphorés. 

Plus récemment, le rôle de la paraoxonase humaine dans le métabolisme des lipides et 

plus particulièrement des phospholipides, a été rapporté par Mackness et coll. au premier congrès 

de Dubrovnik, en 1989. La paraoxonase, présente dans les lipoprotéines de haute densité (HDL), 

évite l'accumulation des hydropéroxydes de phospholipides au sein des lipoprotéines de faible 

densité (LDL) (Mackness et coll. 199la). En effet, les phospholipides oxydés au sein des LDL 

pourraient être transférés sur les HDL, et subir l'attaque de la paraoxonase pour les dégrader en 

composés inactifs (Watson et coll. 1995). Un rôle protecteur contre la dégradation oxydative des 

lipoprotéines a donc été attribuée à cette enzyme. 

Il existe de nombreux arguments démontrant que les lipoprotéines oxydées jouent un rôle 

important dans la pathogénie de l'athérosclérose. Il est maintenant admis que l'oxydation des 

lipoprotéines LDL est impliquée dans les processus de formation de la plaque athéromateuse 

(Steinberg et coll. 1989). 

Aussi, en protégeant les lipoprotéines de l'oxydation, la paraoxonase pourrait être un 

facteur potentiellement déterminant dans la résistance au développement de l'athérosclérose. 

Des équipes ont mis en évidence une baisse de l'activité de la paraoxonase chez des 

patients où le risque de développer une plaque d'athérome est important. L'influence des 

polymorphismes de l'enzyme sur les maladies coronariennes a également été particulièrement 

étudiée. 

Si l'on considère le rôle protecteur potentiel de l'enzyme dans l'athérosclérose, l'activité 

sérique de la paraoxonase pourrait devenir un marqueur biochimique supplémentaire pour 

évaluer le risque athéromateux. 

Notre travail a consisté dans un premier temps à optimiser les conditions opératoires du 

dosage de cette enzyme. Le substrat physiologique de l'enzyme étant inconnu, nous avons étudié 

les activités enzymatiques en utilisant deux substrats : le paraoxon et le phénylacétate. 

Enfin, nous avons tenté d'identifier dans quelles sous-fractions HDL l'activité de la 

paraoxonase était localisée. 
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1- La paraoxonase sérique humaine 

A- Paraoxonase en toxicologi,e 

L'intérêt initialement porté à la paraoxonase (PON) fut dans le domaine de la toxicologie. 

En effet, l'enzyme joue un rôle important dans la détoxification de composants 

organophosphorés (OPS), lesquels sont largement utilisés comme insecticides ou gaz 

neurotoxiques. Chez les mammifères, la PON hydrolyse les oxons qui échappent à la 

détoxification hépatique, avant même qu'ils puissent exercer leurs effets toxiques (Brealey et 

coll. 1980). Un exemple typique est celui du paraoxon (figure n°1). Ce composant 

organophosphoré est un puissant inhibiteur des cholinestérases et conduit donc à l'accumulation 

du neurotransmetteur acétylcholine aux jonctions synaptiques avec comme conséquence une 

forte stimulation des neurones. Le paraoxon est généré par désulfuration oxydative du parathion, 

insecticide relativement peu toxique et largement utilisé en agriculture. Le paraoxon formé, 

fortement neurotoxique, sera détruit par la PON. Les insectes, qui n'ont pas de PON, sont donc 

la cible de ces poisons organophosphorés. 

Pour cette raison, la PON est considérée comme une enzyme hautement détoxifiante, importante 

par son action sur les insecticides et les gaz neurotoxiques tels que le sarin, le soman et le tabun, 

dont le mécanisme biochimique d'action est similaire à celui du paraoxon. 

Cllolineslerase 

tG 
Para th ion Paraoxon 

Paraoxonase 

Diethylphosphate p·Nitrophenol 

Figure 1. Hydrolyse enzymatique du paraoxon. 
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B- Définition, Classification 

La paraoxonase (PON), aussi nommée aryldialkylphosphatase (E.C.3. 1.8.1, mais 

autrefois E.C.3.1.1.2) est une estérase calcium dépendante. Selon la méthode de classification 

des estérases d'Aldridge (1953), la paraoxonase est une estérase A Cette méthode est basée sur 

les interactions avec les composants organophospborés (OPS) anticholinestérasiques 

mondiaJement uti1isés comme insecticides. 

Estérases A Estérases B 

hydrolysent les carbamates 

et les esters carboxylés aromatiques 

Exemples Paraoxonases Carboxylesterases 

Diisopropylfluorophosphates DFPases Cholinesterases 

Action sur les OPS Hydrolysent les OPS : détoxification Sont inhibés par les OPS 

Tableau 1. Classification des estérases 

La dépendance de la PON vis à vis du calcium la distingue des autres estérases A, 

lesqueJles nécessüent du cobalt, du manganèse ou du magnésium pour leur activité. 

La paraoxonase est ainsi nommée puisque le paraoxon est le substrat communément 

utilisé pour mesurer son activité. Cependant la même enzyme ( estérase A. estérase aromatique, 

arylestérase, aryldialkylphosphatase, PON, E.C.3.1.8.1) est aussi capable d'hydrolyser d'autres 

substrats tels que les arylesters . des acides carboxyliques (phénylacétate ). La spécificité de la 

paraoxonase pour les substrats tissulaires et sériques endogènes n'étant pas déterminée, ce sont 

des substrats synthétiques qui sont utilisés pour suivre l'activité enzymatique. Il est de 

convention commune d'employer le terme «d'activité de la paraoxonase » si le substrat est le 

paraoxon et «d'activité de l'arylestérase » si le phénylacétate est le substrat (Kuo et La Du BN. 

1998). 
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C- Propriétés de la paraoxonase 

1. Structure 

Des études d'hybridation in situ ont montré que le gène de la PONl humaine est situé sur 

le bras long du chromosome 7 en position q21-q22 (Humbert et coll. 1993). L'ADN de la PON 1 

code pour une protéine de 355 acides aminés. Furlong et coll. (1991) ont montré que la protéine 

mature, conserve sa séquence signal hydrophobe à l'exception du résidu méthionine N-terminal 

(Hasset et coll. 1991 ). Une conséquence de cette délétion est que, selon les auteurs, deux 

systèmes de numération des acides aminés de l'enzyme circulante, différant d'une unité, peuvent 

être utilisés selon que le résidu méthionine est ou non compté. Dans un souci de clarté, nous 

avons dans cette thèse uniquement utilisé le système numérique qui inclut la méthionine initiale. 

Il en résulte un désaccord entre le texte et les références quand les auteurs utilisant l'autre 

système sont cités. 

La paraoxonase sérique humaine est une glycoprotéine monrn4imérique de 43-45 kDa. 

Elle contient au moins trois chaînes carbohydrates qui représentent 15,8% de son poids (Gan et 

coll. 1991). La présence de trois résidus cystéines est d'intérêt particulier puisque ce fait a servi 

de support à l'hypothèse que la PON soit une cystéine estérase. Elle utiliserait une cystéine 

comme composant nucléophile dans son centre catalytique, plutôt que le résidu serine 

habituellement rencontré avec les estérases. Deux équipes (Furlong et coll. 1991 ; Kelso et coll. 

1994) ont trouvé, par électrophorèse en gel de polyacrylamide de SDS, deux bandes 

correspondant à la paraoxonase. Ces isoformes (même activité enzymatique) correspondent à 

deux états d'oxydation, lesquels diffèrent par la présence ou l'absence de pont disulfure 

intramoléculaire entre la cystéine 42 et la cystéine 284 (Kelso et coll. 1994). Ces résultats 

divergent de ceux de Sorenson et coll. (1995) pour qui la PON active hautement purifiée contient 

une seule liaison disulfure intramoléculaire entre Cys42 et Cys 353 avec une seule cystéine libre en 

position 284. 

L'activité de la paraoxonase est inhibée par les agents bloquant les groupements 

sulfhydryls libres. Cette inhibition est réversible et peut être levée par addition de f3-
mercaptoéthanol laissant suggérer que le site cystéine libre fait partie du site actif Cependant la 
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mutagénèse dirigée contre la Cys2s4 libre, indique que cette cystéine n'est pas requise pour 

l'activité enzymatique (Sorenson et coll. 1995). L'inhibition de la PON induite par les agents 

bloquants des groupements sulfhydryls résulteraient d'un encombrement stérique et non du 

blocage du site actif. Leurs résultats suggèrent donc que la cystéine soit structurellement requise 

(pour l'attachement des substrats) mais probablement pas impliquée directement dans 

l'hydrolyse du substrat. La structure du site actif n'étant pas déterminée, nous ne savons pas si la 

PON a une triade catalytique d'acides aminés similaire à celle communément rencontrée avec les 

autres hydrolases. 

2. Cinétique et importance du calcium 

Des études détaillées de l'hydrolyse du paraoxon par la PONl purifiée humaine à pH 

10,5 indiquent une cinétique d'ordre un. Le paranitrophénol serait rejeté en premier suivi du 

diéthylphosphate (Vitarius et Sultatos. 1994). 

Les mêmes auteurs ont montré que l'ion calcique joue deux rôles dans le mécanisme 

catalytique (Vitarius et Sultatos. 1995). D'une part, le calcium est nécessaire pour maintenir un 

site actif: soit en participant directement dans la réaction catalytique, soit en maintenant sa 

conformation. D'autre part, le calcium facilite l'élimination du diéthyl phosphate du site actif, 

probablement en polarisant la double liaison P=O du paraoxon, rendant le phosphore susceptible 

à l'attaque nucléophile. 

Le calcium occupe donc une place majeure pour la stabilité de la PON et pour son 

activité enzymatique. La PON est sans doute une enzyme extra-cellulaire dont la stabilité 

thermique et la résistance à la dégradation protéolytique dépendent de sa liaison au calcium. Kuo 

et La Du BN (1998) ont montré que la PON a deux sites de liaison au calcium. Le site de haute 

affinité (K11=3,6 10·7M) est essentiel pour maintenir l'activité hydrolytique tandis que le site de 

faible affinité (.Kiz=6,6.10-6M) est requis pour l'activité catalytique. Pour le site de haute affinité, 

la suppression du calcium (par des chelateurs tels que l'EDTA) entraîne une inactivation 

irréversible de l'enzyme alors que l'attachement enzyme-calcium est réversible pour le site de 

faible affinité. 
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3. Localisation 

Chez les mammifères, la paraoxonase est largement distribuée parmi les tissus tels que le 

foie, le rein, les intestins et aussi le sérum où elle est associée avec les HDL. L'activité la plus 

élevée est retrouvée dans le foie et le sang (Aldridge 1953). 

Les autres êtres vivants, c'est-à-dire les oiseaux, les poissons, les insectes ont une activité faible 

ou nulle. 

4. Variations physiologiques 

L'activité de la paraoxonase est présente chez les nouveaux nés et les prématurés à des 

taux égaux de moitié à ceux retrouvés chez l'adulte (Ecobichon et coll. 1973). Les taux de 

l'adulte sont atteints approximativement un an après la naissance et restent stables toute la vie 

(Ecobichon et coll. 1973 ; Mueller et coll. 1983 ; Playfer et coll. 1976). Aucune différence 

d'activité entre les sexes n'a été rapportée bien que la paraoxonase soit associée avec les HDL et 

que les concentrations de HDL circulantes soient plus élevées chez les femmes que chez les 

hommes. 

5. Synthèse et sécrétion 

La paraoxonase est connue pour être synthétisée et sécrétée par le foie. Cependant, aucun 

fait ne peut confirmer ces affirmations. Les ARNm codant pour la PON ont été recherchés dans 

le cerveau, le placenta, le pancréas etle puumon humain (recherche par Gen Bank). Ces derniers 

ont 70 % d'homologie avec la PON alors que ceux identifiés sur foie fœtal, rate et foie d'adulte 

ont 100 % d'homologie. Par conséquent, tous ces tissus pourraient être une source de la PON 

sérique. Des analyses par Northem blot de différents tissus humain et de lapin indiquent que 

I 'ARNm de la PON est présent seulement dans le foie (Basset et coll. 1991 ). Cependant, utilisant 

une réaction de RT-PCR (PCR avec réverse transcriptase) plus sensible, Primo Parma et coll. 

(1996) ont montré que l 'ARNm est présent chez la souris au niveau du foie, du poumon, du 

cœur, du cerveau, de l'intestin grêle et du rein. Les données ci-dessus indiquent donc que les 

mécanismes de synthèse et de régulation de la PON ne sont pas encore élucidés. 
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D- Association de la paraoxonase avec les lipoprotéines de haute densité HDL 

L'activité PONl a été découverte en premier dans des immunoprécipitations HDL après 

électrophorèse de sérum humain par Uriel en 1961. En 1985, Mackness et coll. ont montré que la 

PON restait dans la fraction des HDL après ultracentrifugation de sérum humain. La 

chromatographie d'immunoaffinité a révélé que la PON (identifiée alors comme apolipoprotéine 

K-45) est présente dans une sous-classe d'HDL contenant trois protéines majeures: la PON, 

l'apolipoprotéine AI (mais pas l'apolipoprotéine AII) et l'apolipoprotéine J ou clustérine 

(Blatter-Garin et coll. 1993 ; Kelso et coll. 1994). L'association avec l'apolipoprotéine AI (apo 

AI) avait déjà été suggérée face à l'extrême difficulté à séparer l'apo AI de la PON. De plus 

l'absence de l'enzyme dans les lipoprotéines de très faible densité (VLDL) et dans les 

lipoprotéines de faible densité (LDL) suggère une interaction spécifique de l'enzyme avec 

l'apolipoprotéine majeure des HDL, l'apo AI. La PON pourrait en fait être étroitement liée à 

l'apo AI par son domaine hydrophobique N-terminal (Mackness et coll. 1998a). 

E- Génétique et nwdijication de l'activité de la paraoxonase sérique humaine 

1. Polymorphismes 

Dès 1973, Geldmacher-von Mallinckrodt et coll. ont suggéré que l'activité de la PON 

était liée à un polymorphisme génétique. Cette découverte a été rapidement confirmée par 

Playfer et coll. (1976). Ce polymorphisme touche une substitution de l'acide aminé en position 

192. L'allèle A qui code pour la glutamine est associé à une faible activité vis à vis du paraoxon 

et l'allèle B qui code pour I 'arginine à une forte activité. Cependant l'activité de la paraoxonase 

montre une large variation avec les différents substrats. Ainsi, bien que l'alloenzyme B soit plus 

réactive vis à vis de certains substrats tels que le paraoxon, d'autres substrats comme le 

phénylacétate ne montrent pas de discrimination entre les alloenzymes (Tableau n°2). 
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Activité de l'alloenzyme B supérieure avec: 

Activité des alloenzymes similaire avec : 

Activité de l' alloenzyme A inférieure avec: 

Paraoxon 

Méthylparaoxon 

Chlorthion oxon 

EPNoxon 

Annin 

Phénylacétate 

Chlorpyrifos oxon 

2-Naphtylacétate 

Diazoxon 

Sarin 

Soman 

Phospholipides hydropéroxides ? 

Tableau 2. Polymorphisme et activité de la PON en fonction du substrat (Mackness et coll. 1998a) 

Il faut noter que les deux phénotypes peuvent aussi être mis en évidence par leur réponse 

respective au chlorure de sodium (NaCl) (Eckerson et coll. 1983). L'hydrolyse du paraoxon par 

l'isoenzyme de haute activité est stimulée par 1 M de NaCI alors que celle par l'isoenzyme de 

faible activité ne l'est pas. L'hydrolyse du phénylacétate est quand à elle, la même pour les deux 

isoenzymes. Le ratio hydrolyse du paraoxon stimulé par NaCl / hydrolyse du phénylacétate est 

donc utilisé communément pour assigner un phénotype. 

Rappelons également qu'il existe quelques divergences dans la nomenclature du 

polymorphisme génétique. Adkins et coll. (1993) utilisent A pour désigner le génotype de faible 

activité (Glu en 192) et B pour celui de forte activité (Arg en 192) alors que Humbert et coll. 

(1993) emploient 192 Q (faible activité) et R 192 (forte activité). 

Le second polymorphisme décrit du gène de la PON 1 humaine affecte l'acide aminé 55 

avec une substitution de la leucine (L-allèle) en méthionine (M-allèle ). Ce polymorphisme ne 

semblait pas affecter l'activité de l'enzyme (Humbert et coll. 1993). Cependant, Mackness et 

coll. (1997a) ont montré que le polymorphisme 55 module l'activité de la paraoxonase. Le 

génotype LL a une forte activité, le génotype MM une activité faible et le génotype LM une 

activité intermédiaire. Ce polymorphisme 55 indépendant du polymorphisme 192, serait 

responsable pour 16 % de la modification d'activité de la PON. 

Ainsi les individus homozygotes pour les polymorphismes AA /MM ont une activité vis 

à vis du paraoxon plus faible et les homozygotes BB / LL une activité plus forte (figure n°2). 
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2. Répartition des génotypes 

2.1-Modes de distribution 

La distribution des génotypes n'est pas la même dans les différentes populations à travers 

le monde. 

Dans les populations européennes, la distribution d'activité de la PON s'effectue de façon 

bimodale avec approximativement une fréquence comparable des allèles de faible activité (A) et 

forte activité (B). Ces résultats sont en accord avec le modèle d'un seul locus autosomique avec 

deux allèles. 

Par contre, dans les populations africaines, orientales et canadiennes, les distributions 

d'activité de la paraoxonase sont unimodales avec une valeur médiane supérieure à celle des 

populations européennes (Geldmacher von Mallinckrodt M. et Diepgen TL. 1987). Une perte du 

phénotype de faible activité (A) apparaît être responsable de cette distribution unimodale avec 

une diminution marquée de la fréquence du génotype de faible activité (AA) dans ces 

populations (Mackness et coll. 1996). 

2.2-Fréquence du génotype 192 dans les différentes populations 

La fréquence du génotype de la paraoxonase pour le polymorphisme 192 est 

approximativement dans la population européenne, de 50 % d'homozygotes AA à faible activité, 

40 % d'hétérozygotes AB et IO % d'homozygotes BB à forte activité (Humbert et coll. 1993). 

En comparaison, dans la population japonaise, le nombre d'homozygotes BB est quatre fois plus 

élevé et le taux d'homozygotes AA est diminué pour plus de moitié (Odawara et coll. 1997). Une 

distribution inhabituelle à été retrouvée dans la population inuit du Canada avec 40 % de BB, 

42 % de AB et seulement 9 % de AA (Mackness et coll. 1996) (figure n°3). 
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Figure 2. Effets des polymorphismes 55 et 192 de la PON sur l'hydrolyse du paraoxon 
(Mackness et coll. 1998a) 
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Figure 3. Fréquence du génotype 192 dans les différentes populations. 
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2.3-Fréquence du génotype 55 dans les différentes populations 

De même, selon l'origine des populations, une différence significative existe quant à la 

distribution de l'allèle pour le polymorphisme 55. Dans la population européenne, les 

hétérozygotes LM sont fortement majoritaires (Mackness et coll. l 998d). En comparaison, dans 

la population de Singapour, Sanghera et coll. (1998) notent d'une part, une très nette 

prédominance d'homozygotes LL dans la population chinoise (93 %), et d'autre part, dans la 

population indienne, un taux bien inférieur mais toujours majoritaire de LL (65 %) (figure n°4). 

2.4-Distribution des génotypes 192 et 55 associés 

Par ailleurs, des études montrent qu'il existe un fort déséquilibre de liaison entre les 

polymorphismes des codons 192 et 55. Comme le montre la figure n°5, l'allèle M est rarement 

associé à l'allèle B. Les analyses statistiques confirment ce déséquilibre de liaison entre les 

polymorphismes qui conduit à l'augmentation de la leucine en position 55 (allèle L) et de 

l'arginine en position 192 (allèle B) (Mackness et coll. 1998d). Des résultats identiques sont 

rapportés dans une population européenne avec diabète insulino-dépendant (Blatter-Garin et coll. 

1997). De même, les résultats de Sanghera et coll. (1998) confirment l'augmentation de 

! 'haplotype BL dans deux populations génétiquement distinctes chinoise (de 56,9 % attendu à· 

59,l %) et indienne (de 28,5 % à 35,8 %). Ils rapportent cette distribution non aléatoire à un lien 

étroit entre l'allèle B du polymorphisme 192 et l'allèle L du polymorphisme 55. 
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Figure 4. Fréquence du génotype 55 dans les différentes populations 

(d'après Sangbera et coll 1998 et Mackness et coll. 1998d). 
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Figure 5. Distribution des génotypes 192 et 55 associés dans la population européenne 

(d'après Mackness et coll. 1998d). 
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3. Influence des polymorphismes sur la concentration et l'activité spécifique 

Le polymorphisme génétique pourrait aussi affecter la concentration de la PONl. Blatter-

Garin et coll. (1994) ont montré, chez des sujets apparemment sains, que les homozygotes BB 

avaient une concentration en PON plus élevée que les homozygotes AA, tandis que les 

hétérozygotes avaient une concentration intermédiaire. Plus tard, l'équipe a rapporté cette 

observation au polymorphisme en position 55 (allèle L) et au fort déséquilibre de liaison entre les 

allèles L et B (Blatter-Garin et coll. 1997). L'étude, sur des patients diabétiques non insulino-

dépendant, montre d'une part, que pour un allèle 55 donné, le polymorphisme 192 n'a pas d'effet 

sur la concentration en PON et d'autre part, que pour un allèle 192 donné, les porteurs de l'allèle 

L ont des concentrations sériques de PON significativement supérieures à celles retrouvées chez 

les sujets MM. Cependant, ces résultats sont en opposition avec ceux de Mackness et coll. 

(1997a) qui rapportent qu'aucun des polymorphismes n'influence significativement la 

concentration de la PON. 

L'étude de Mackness et coll. (1998d) montre que le polymorphisme 192, le 

polymorphisme 55 et la concentration en PON sont responsables respectivement pour 46, 16 et 

13 % de la modification de l'hydrolyse du paraoxon. 

4. Autres éléments génétiques 

La famille du gène de la PON comporte au moins trois membres, incluant PON 1, 

PON 2, et PON 3, lesquels sont situés sur le bras long du chromosome 7 q 21.3-22.1 (Boright et 

coll. 1998). L'ensemble montre un fort degré d'homologie avec le gène de la PON 1 ce qui 

pourrait suggérer que les gènes produits ont des fonctions communes. Cependant de nombreux 

autres facteurs indiquent que les produits des gènes de la PON 1 et de la PON 2 (qui ne sont pas 

encore identifiés) ont des rôles dans la physiologie humaine différents : par exemple, 

l'expression tissulaire des produits du gène de la PON 2 est plus ubiquitaire que celle de la 

PON 1 ; d'autre part, dans la même population génétiquement isolée, une variation génétique du 

gène de la PON 2 est associée à des modifications des concentrations plasmatiques du 

cholestérol total et de l'apo AI (Boright et coll. 1998), alors que la variation génétique de la 

PON 1 est associée à des modifications des concentrations du cholestérol des LDL (CH-LDL) et 

de l'apolipoprotéine B (Hegele et coll. 1995). 
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F- Modification de l'activité de la paraoxonase en dehors de l'athérosclérose 

1. Influence de l'environnement et du régime alimentaire 

Actuellement peu de données existent sur la modification de l'activité de la PON par des 

facteurs environnementaux ou diététiques. 

Cependant, des différences existent dans la population. Par exemple, Blatter-Garin et coll. 

(1994) rapportent que les concentrations de la protéine et l'activité de la PON contre le substrat 

hydrophile (phénylacétate), (mais pas contre le substrat plus hydrophobe, le paraoxon) sont 

significativement différentes entre deux populations caucasiennes saines. Les sérums des patients 

ont été recueillis soit après un jeûne de 12 heures (Manchester), soit sans jeûne (Genève) : les 

personnes vivant à Genève semblent avoir une concentration de PON et une activité spécifique 

inférieure à celle de Manchester. Il est alors possible que le régime alimentaire ou d'autres 

facteurs environnementaux puissent influencer l'activité de la paraoxonase, peut-être en 

modifiant l'environnement lipidique dont dépend l'activité de l'enzyme. De plus l'étude de Shih 

et coll. (1996) sur des souris, rapporte que la production de PON est déterminée par des facteurs 

génétiques et diététiques (cf p 31 ). 

Nishio et Watanabe (1997) ont montré que les extraits de fumée de cigarettes sont 

capables d'inhiber l'activité de la PON par une modification des groupements thiols libres de 

l'enzyme. Cependant cette étude ayant été réalisée sur plasma avec EDTA, la conservation de 

l'activité PON ne peut être réellement évaluée. 

2. Baisse d'activité dans la phase aiguë de la réponse inflammatoire 

Van Lenten et coll. ( 1995) ont montré sur un modèle de lapin que dans certaines 

conditions telles que la phase aiguë de la réponse inflammatoire, la capacité antioxydante 

normale des HDL est altérée: les HDL sont converties de particules anti-inflammatoires en pro-

inflammatoire. A l'intérieur des HDL, la protéine sérique amyloïde A et la céruloplasmine, 

protéines de l'inflammation, augmentent, alors que l 'apo AI et la PON diminuent. La capacité 

des HDL à inhiber les effets biologiques des LDL oxydées est donc diminuée et les lipoprotéines 

oxydées peuvent jouer leur rôle pour combattre l'infection bactérienne durant la phase aiguë de 

la réponse inflammatoire. 
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Feigold et coll. (1998) ont confirmé ces résultats en montrant que l'activité de la PON 

ams1 que les taux d'ARNm de la PON diminuaient durant la phase aiguë de la réponse 

inflammatoire. Cette diminution de la PON pourrait être un facteur reliant la phase aiguë de la 

réponse inflammatoire avec l'augmentation de l'athérogénèse. 

3. Pathologies diverses 

L'équipe de Mackness a trouvé des activités enzymatiques très faibles voir indétectables 

chez des sujets avec des concentrations basses d'HDL [Fish-Eye disease (Mackness et coll. 

1987) ; Tangier (Mackness et coll. 1989)]. Plus tard, James et coll. (1998) ont montré, que les 

activités enzymatiques et les concentrations en protéine étaient réduites, mais toujours présentes 

en quantités appréciables, chez les patients génétiquement atteints de déficits e.n HDL (Tangier, 

A-I-Pisa, A-I-Helsinki, A-I-Milano). L'analyse des activités spécifiques révèlent qu'elles sont 

similaires entre patients et contrôles, indiquant que la réduction d'activité est due à une perte de 

la protéine PON plus qu'à une inactivation de l'enzyme. Ces modulations d'activité sont 

retrouvées avec les 2 substrats testés le phénylacétate et le paraoxon. Malgré l'absence d'HDL 

détectables chez les sujets Tangier ou A-I Pisa, il n'y a pas d'association de la paraoxonase avec 

les VLDL ou LDL. 

Une activité paraoxonase sérique plus élevée a été retrouvée chez des enfants avec 

sténose du pylore. Cette augmentation persiste jusqu'à une semaine après l'opération quand la 

nutrition entérale a été reprise (Szafran et colL 1979). 

Omura (1980) rapporte une baisse significative de l'activité PON chez 232 japonais ayant 

des maladies chroniques diverses. Paragh (1998) a confirmé cette baisse de l'activité chez des 

insuffisants rénaux chroniques. L'équipe a de plus montré que cette diminution observée était 

plus importante chez ces insuffisants rénaux chroniques que chez des patients atteints 

d'hyperlipidémie primaire. Cette diminution de l'activité n'est ni à relier à la distribution des 

phénotypes, ni aux taux inférieurs d'apo Al et d'HDL. 

Maury et coll. (1984) a aussi montré que l'amyloïdose systémique était associée à une 

activité PON inférieure. 
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Il- Pourquoi doser la paraoxonase ? 

Bien que le substrat physiologique de la paraoxonase soit inconnu, un rôle protecteur 

contre la dégradation oxydative des lipoprotéines a été attribué à cette enzyme. Le dosage de la 

paraoxonase pourrait donc avoir toute son importance si l'on considère l'enzyme comme un 

facteur potentiellement déterminant de l'athérosclérose. 

Après quelques rappels sur le processus athérogène, nous verrons quelle pourrait être la 

place de la PON et des composants associés aux HDL dans ce processus. Enfin, nous 

présenterons les résultats des travaux sur les relations entre paraoxonase et maladies cardio-

vasculaires. 

A- Rappel sur le processus athérogène 

Il existe de nombreux arguments démontrant que les lipoprotéines oxydées jouent un rôle 

important dans la pathogénie de l'athérosclérose. Il est maintenant admis que l'oxydation des 

lipoprotéines LDL est impliquée dans les processus de formation de la plaque athéromateuse 

(Steinberg et coll. 1989). 

1. Importance des LDL oxydées 

Le premier événement dans le développement des stries graisseuses est le transport des 

LDL à l'intérieur des vaisseaux artériels. Les cellules des vaisseaux artériels peuvent produire 

des espèces oxydantes - via différents mécanismes ( cyclooxygénase, lipoxygénase, cytochrome 

P450, respiration mitochondriale, fer libre) - initiant l'oxydation des LDL. 

Les LDL oxydées sont capables d'induire la sécrétion de substances chimiotactiques pour 

les monocytes circulants et d'inhiber la mobilité des macrophages (Berliner et coll. 1995). Au 

sein des LDL, la modification de l 'apo B par les produits terminaux de l'oxydation lipidique ou 

par oxydation directe des aminoacides constitutifs, empêche leur reconnaissance par le 

récepteur apo B / E spécifique des LDL natives et permet leur captation par des récepteurs 

« éboueurs » plus communément appelés « scavenger » situés en particulier sur les macrophages. 

Ces récepteurs n'étant pas régulés par la quantité de cholestérol intracellulaire, cette captation 

entraîne une accumulation de cholestérol estérifié dans les macrophages se transformant en 
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cellules spumeuses qui sont à l'origine de la formation de la plaque d'athérome. De plus, les 

LDL oxydées ont un effet cytotoxique sur les cellules endothéliales (Murugesan et Fox 1996). 

Elles diminuent la coagulabilité plasmatique et sont capables d'induire l'agrégation plaquettaire 

spontanée (Kanasawa et coll. 1990). 

Les HDL oxydées, moins étudiées que les LDL, sont aussi impliquées dans le risque 

athérogène. En effet, deux étapes clés du transport inverse du cholestérol sont affectées par la 

présence de lipides oxydés dans les HDL. Les capacités de HDL oxydées à eflluer le cholestérol 

cellulaire sont réduites (Morel 1994) et l'activité de la lécithine cholestérol acyl transférase 

(LCAT) est inhibée par les produits d'oxydation lipidique de nature encore mal connue (Bielicki 

et coll. 1996; Subbaiah et Liu 1996). 

Par ailleurs, l'oxydation des HDL modifie la structure de l'apo AI par des phénomènes 

d'agrégation intermoléculaire ce qui augmente la clairance plasmatique des HDL, diminuant 

ainsi leur concentration circulante (Senault et coll. 1990). 

1.1-Mécanismes de la lipopéroxydation 

La péroxydation lipidique résulte de l'attaque des acides gras polyinsaturés par les 

radicaux libres dérivés de l'oxygène. Les phospholipides des lipoprotéines plasmatiques comme 

ceux des membranes cellulaires peuvent, en particulier, être la cible de telles attaques, 

provoquant une altération de leurs propriétés bioiogiques. 

Toutes les formes réactives de l'oxygène (02° ; H20 2 ; OH0
) représentent un danger 

potentiel pour l'intégrité des acides gras polyinsaturés (AGPI) qui sont extrêmement vulnérables 

à la péroxydation du fait de l'existence de double liaisons. Ils vont subir 1' action des radicaux 

libres oxygénés qui vont arracher un électron au niveau du groupement allylique entraînant la 

formation d'un radical lipidique et la délocalisation des doubles liaisons pour former un diène 

conjugué. L'action de l'oxygène sur ces radicaux lipidiques aboutit à la formation d'un radical 

péroxyle (R00°). C'est la phase d'initiation de la péroxydation (figure n°6). 

Lors de la phase de propagation, ce radical péroxyle attaque un autre AGPI pour se 

transformer en hydropéroxyde (ROOH). 

Enfin, la phase terminale, dite de dégradation, se caractérise par le clivage des 

hydropéroxydes en molécules d'aldéhydes (malondialdéhyde (MDA) entre autre). 

Les aldéhydes générés durant la modification oxydative des LDL réagissent avec le 

groupement aminé lysine de l'apo B des LDL. C'est cette liaison qui altère l'apo B et entraîne sa 

reconnaissance par les récepteurs scavenger (ou récepteurs des LDL acétylés) des macrophages. 
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Figure 6. Premières étapes de la péroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés 
(Mackness et coll. l 995a). 

Le processus d'oxydation des LDL inclut les phases d'initiation (formation de diènes conjugués), de propagation 
(formation de péroxydes), et de décomposition (formation d'aldéhydes). 
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2. Rôle protecteur des HDL 

Des études épidémiologiques ont montré une relation inverse forte entre les 

concentrations sériques en HDL et l'incidence d'athérosclérose coronarienne ou cérébrale. 

Cependant le mécanisme par lequel les HDL protègent contre l'athérosclérose, que ce soit 

directement ou indirectement, n'est pas clair. Une proposition est le transfert grâce aux HDL, des 

excès de cholestérol des tissus périphériques vers le foie en vue de son excrétion, les dépôts non 

régulés des esters de cholestérol dans les macrophages semblant jouer un rôle dans le 

développement de la plaque d'athérosclérose. Toutefois, des études expérimentales suggèrent 

d'autres possibilités. En effet, l'oxydation des LDL, évaluée par les produits d'oxydation des 

lipides (péroxydes lipidiques), est fortement diminuée en présence d'HDL. Les HDL empêchent 

donc l'accumulation des hydropéroxydes de phospholipides dans les LDL (Mackness et coll. 

1991a et 1993). De plus, la séquestration et la dégradation des LDL par les macrophages, ainsi 

que de la cytotoxicité associée aux LDL oxydées (notamment la migration des monocytes) sont 

considérablement réduites par le prétraitement des lipoprotéines par de la PON purifiée (Navab 

et coll. 1996 ; Watson et coll. 1995). 

Ainsi, si l'inhibition des effets biologiques des LDL oxydées par les HDL apparaît bien 

établie, le(s) mécanisme(s) impliqué(s) reste(nt) encore à définir. Les composants lipidiques et 

protéiques des HDL peuvent avoir un potentiel antioxydant mais des composants associés 

doivent aussi être impliqués : ceci inclut des enzymes telles que la paraoxonase, la PAF-AH 

(Platelet Activating Factor Acétylhydrolase), la lécithine cholestérol acyltransférase (LCAT). 

B- Paraoxonase et particules d'HDL 

La PON circule dans le sang associée aux HDL. Les HDL sont des lipoprotéines très 

hétérogènes, tant dans leurs rôles patho-physiologiques, métaboliques que d'un point de vue 

physico-chimique. Il est donc intéressant de déterminer avec quelle(s) particule(s) la PON est 

associée, d'essayer de comprendre le métabolisme et le rôle physiopathologique de chacune 

d'entre elles, et d'établir leur rôle dans l'athérosclérose. 
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1. PON et apolipoprotéine J (clustérine) 

Blatter-Garin et coll. (1993) ont montré que la paraoxonase est présente dans les HDL 

contenant de l'apo AI et de l'apolipoprotéine J (apo J). 

L' apolipoprotéine J ou clustérine est exprimée dans une grande variété de tissus et est 

impliquée dans divers processus biologiques incluant le transport des lipides, la maturation du 

sperme, l'inhibition du complément, l'apoptose, le remodelage tissulaire, la neurodégénération, 

et la protection des membranes contre des composants oxydés. 

C'est une glycoprotéine hétérodimérique de 70 kDa associée à une. population d'HDL 

particulière, dont la mobilité électrophorétique se situe en a.2 (Stuart et coll. 1992). 

La distribution des particules d'HDL contenant l'apo J (Apo J-HDL) est bimodale tant en 

terme de masse moléculaire que de densité hydratée. En effet, Stuart et coll. (1992) ont montré 

que la masse moléculaire est de 70-90 kDa pour moitié et de 200 kDa ou plus, pour l'autre 

moitié. De Silva et coll. (1990) ont quant à eux, localisé par ultracentrifugation en gradient de 

densité, ces particules Apo J-HDL, dans les fractions HDL3 (d = 1,125 - 1,210 g /ml) et VHDL 

(d = 1,21 - 1,25 g/ml) principalement, mais aussi dans la fraction HDL2 (d = 1,063 - 1,125 g/ml). 

Kelso et coll. (1994) ont montré par chromatographie d'immunoaffinité, une association 

spécifique entre la PON et l'apo J dans des particules d'HDL de masse relativement faible (90-

140 kDa). Cependant toute la paraoxonase plasmatique ne circule pas associée à l'apo J. 

Si l'on considère ensemble, les rôles de la clustérine et de la PON, les sous-classes 

d'HDL contenant l'apo Jet la PON pourraient être des éléments importants dans le remodelage 

et la réparation des lipoprotéines et des phospholipides membranaires (Mackness et coll. 1995a). 

Navab et coll. (1997) ont clairement démontré l'importance du ratio apo J /activité PON. 

Une alimentation riche en graisse, chez des souris B6 sensibles à l'apparition des stries 

graisseuses, ou chez des souris déficientes en apo E ou en récepteurs apo B / E des LDL entraîne 

une augmentation considérable de ce ratio. Dans tous les cas, la diminution de PON est 

accompagnée d'une augmentation de l'apo J. Que ce ratio soit physiopathologiquement 

significatif est fortement suggéré par les résultats obtenus par la même équipe chez 14 patients 

normolipidiques atteints d'une maladie cardio-vasculaire. Ils rapportent en effet un ratio apo J / 

activité PON très augmenté (3 contre 0,75 dans la population contrôle), alors que le ratio 

cholestérol total / cholestérol-HDL est similaire dans les deux groupes. Ce ratio pourrait donc 
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être un meilleur facteur de prédiction de l'athérosclérose que les facteurs de nsque 

habituellement mesurés. 

L'apo J semble capable de lier une variété de produits d'oxydation des lipides générés par les 

cellules et/ ou associés avec les LDL. Le fait que l'augmentation du ratio apo J /PON soit liée à 

une augmentation de prévalence de maladies cardio-vasculaires laisse suggérer qu'une 

stœchiométrie précise entre les deux lipoprotéines, soit dans les mêmes types de particules 

d'HDL, soit dans différentes sous-classes, est nécessaire pour une action coopérative efficace 

(Laplaud et coll. 1998). 

2. PON et autres constituants de la particule d'HDL 

2.1-PAF-AH: 

Un autre composant enzymatique potentiellement important des HDL est la PAF-AH 

(EC.3.1.1.47). 

C'est une serine hydrolase qui reconnaît le facteur d'activation des plaquettes (PAF) et 

une famille de phospholipides structurellement reliée. La PAF-AH est présente dans le plasma 

mais aussi dans différents tissus et cellules incluant les monocytes, les macrophages, les 

plaquettes, les érythrocytes, la rate et le foie (Tselepsis et coll. 1995). Dans le plasma, la PAF-

AH est associée principalement aux LDL (2/3) et HDL (1/3). 

La PAF-AH pourrait être une «seconde ligne de défense» (Watson et coll. 1995) qui 

hydrolyserait les péroxydes lipidiques biologiquement actifs qui ont échappés à l'action de la 

PON (voir mécanisme d'action de la PON sur les LDL). 

Dans deux études «in vitro», l'addition de la PAF-AH empêche la formation de LDL 

modérément oxydées (Stafforini et coll. 1992 ; Watson et coll. 1995). De plus Shih et coll. 

(1998) ont montré que l'activité de la PAF-AH n'est pas diminuée chez des souris déficientes en 

PON alors que leurs HDL sont inefficaces dans la destruction des lipides oxydés biologiquement 

actifs. Ceci indique donc que la PAF-AH présente sur les HDL n'est pas capable de détruire 

seule les LDL modérément oxydées (MM-LDL) et/ ou qu'une balance entre les espèces oxydées 
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et les enzymes capables de les détruire existent. De là, en l'absence de PONl et en l'absence 

d'une augmentation compensatrice de la PAF-AH, les HDL sont incapables de détruire les MM-

LDL. 

Reste à savoir si pour agir en tandem, les deux enzymes doivent ou non être les 

composants des mêmes particules d'HDL. 

2.2-Lécithine cholestérol acyltransférase: LCAT 

Un troisième composant enzymatique, la lécithine cholestérol acyltransférase (LCAT) 

pourrait aussi jouer un rôle dans le potentiel antioxydant des HDL. 

La LCAT participe au transport inverse du cholestérol en estérifiant le cholestérol libre 

récupéré des tissus périphériques par les lipoprotéines HDL. L'estérification du cholestérol au 

sein des HDL crée un gradient de concentration de cholestérol libre des cellules vers les HDL et 

empêche le retour de ce cholestérol dans les cellules. Les esters de cholestérols ainsi formés sont 

récupérés par le foie. 

Cette action conventionnelle de la LCAT, c'est à dire la production d'esters de 

cholestérol et simultanément de lysophospholipides, pourrait être considérée comme 

potentiellement pro-athérogène. Cependant, Nagata et coll. (1996) ont récemment montré que la 

LCAT des HDL peut utiliser les hydropéroxydes des phospholipides comme substrat 

d'estérification du cholestérol permettant ainsi leur épuration par le foie. 

Ces trois composants enzymatiques des HDL, c'est-à-dire la PON, la PAF-AH et la 

LCAT, pourraient agir en concert et I ou en compétition, afin d'éliminer les produits de 

l'oxydation lipidique. 
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C- PON: Protection contre l'oxydation des lipoprotéines 

1. Protection des LDL 

L'effet protecteur de la PON sur l'oxydation des LDL a été démontrée différemment par 

plusieurs auteurs. 

D'une part, la PON inhibe les effets biologiques des LDL oxydées. En effet, le traitement 

des LDL par de la PON purifiée avant leur incubation sous certaines conditions d'oxydation, 

diminue la cytotoxicité associée aux LDL oxydées (notamment la migration et l'adhésion des 

monocytes) (Watson et coll. 1995a-b; Banka 1996). 

D'autre part, l'oxydation des LDL, évaluée par les produits d'oxydation des lipides 

(péroxydes), est inhibée en présence d'HDL ou de PON purifiée. En effet, la PON diminue la 

formation de malondialdéhyde et de péroxydes lipidiques (Mackness et coll. 199la; Mackness 

et coll. 1993 a et b ; Aviram et coll. 1998a) sans affecter la formation précoce des conjugués 

diènes (Mackness et coll. 1995a). Cet effet de la PON est saturable et dépend de la concentration 

en PON (Mackness et coll. 1995a). 

De plus, le temps de résistance à l'oxydation des LDL est augmenté en présence de PON 

(Aviram et coll. 1998a). Inversement, quand les HDL associées à un inhibiteur de la PON sont 

ajoutées au LDL en présence de cuivre, le temps requis pour initier l'oxydation est diminué et la 

formation de conjugués diènes est augmentée, en comparaison à l'incubation en présence de 

cuivre de LDL avec des HDL (Aviram et coll. 1998a). 

2. Protection des HDL 

La paraoxonase étant associée aux HDL, son rôle majeur est peut être de protéger les 

HDL plus que les LDL des effets du stress oxydant. 
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Aviram et coll. (1998a) ont montré que la PON protège non seulement les LDL, mais aussi 

les HDL, contre les dommages oxydatifs. 

En effet, l'oxydation des HDL induite par le cuivre, est substantiellement inhibée dans les 

HDL enrichies de PON puisque le temps requis pour initier l'oxydation des HDL est augmenté 

de 66 %. De plus, une diminution significative de la production de malondialdéhyde, et de 

péroxydes (39 % et 42 % respectivement) est observée dans ces HDL enrichies de PON. 

Cette diminution des hydropéroxydes est corrélée à l'activité de la PON (de phénotype A) et à un 

moindre degré à l'activité de l'arylestérase. Comme pour les LDL, l'effet de la PON est 

dépendant de sa concentration (Aviram et coll. 1998a). 

Cette équipe a pour la première fois utilisé des inhibiteurs spécifiques de la PON (PD 11612; PD 

65950 ; PD 92770 ; PD 113487). Ces molécules inhibent l'activité de la paraoxonase de 56 à 

75 %, mais très peu l'activité de l'arylestérase (moins de 15 %). En présence de ces inhibiteurs, 

la formation des conjugués diènes, de MDA et d'hydropéroxydes lipidiques, est fortement 

augmentée. 

La PON pourrait donc jouer un rôle protecteur dans le développement de l'athérosclérose. 

En inhibant l'oxydation des HDL, la PON préserve les fonctions antiathérogènes de cette 

lipoprotéine, dans le transport reverse du cholestérol et dans la protection contre l'oxydation des 

LDL (Aviram et coll. 1998a). 

3. Mécanismes d'action de la PON 

Deux mécanismes d'action de la PON ont récemment été suggérés. 

3.1-Activité estérase 

La paraoxonase agit sur le paraoxon ou le phénylacétate en hydrolysant la fonction 

ester P - 0 du paraoxon, ou celle C - 0 du phénylacétate. 

Le même type de liaison existe au sein des hydropéroxydes de phospholipides et d'esters 

de cholestérol. 
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Watson et coll. ont représenté un modèle hypothétique pour la formation de ces 

phospholipides oxydés et les mécanismes par lesquels les HDL pourraient les détruire (Watson et 

coll. 1995a et b) (figure n°7). 

Les phospholipides présents à la surface des lipoprotéines peuvent subir des attaques 

radicalaires. L'oxydation des lipoprotéines, in vivo, peut être induite par l'anion superoxyde 

produit par les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les phagocytes ou par 

d'autres radicaux libres oxygénés tels que les hydroxyles produits lors de la réaction d'02° avec 

les métaux de transition (Cu2+, Fe2+). De plus, des enzymes cellulaires, telles que la 

cyclooxygénase et la lipoxygénase, peuvent convertir les acides gras polyinsaturés des 

phospholipides et des esters de cholestérol en hydropéroxydes. 

Ces phospholipides (PL) oxydés au sein des LDL pourraient être transférés sur les HDL 

et subir l'attaque de la PON et de la PAF-AH pour les dégrader en composés biologiquement 

inactifs. Ces hydropéroxydes phospholipidiques sont des substrats potentiels pour la PON, qui 

hydrolyse les bi-hydropéroxydes présentant 3 doubles liaisons conjuguées. 

En cas de déficits en PON ou d'excès d'hydropéroxydes de PL, les phospholipides 

oxydés peuvent subir une fragmentation par f3-scission de l'acide gras en position sn-2 du PL. 

Cette fragmentation conduit, d'une part à la formation d'un chaîne hydrocarbonée polyinsaturée 

libre comportant une fonction aldéhydique, et d'autre part, à un phospholipide présentant en 

position sn-2 un acide gras à courte chaîne ayant une fonction aldéhydique terminale. Ce dernier 

est le substrat de la PAF-AH. 

Cette capacité de la PON à hydrolyser les hydropéroxydes au sein des lipoprotéines 

suggère que la PON agisse sur les lipides oxydés déjà formés. 
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Figure 7. Modèle hypothétique des mécanismes par lesquels les HDL détruiraient les lipides biologiquement 
actifs à l'intérieur des LDL modérément oxydées (d'après Watson et coll. 1995a). 
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3.2-Activité péroxydase-like 

Plus récemment, Aviram et coll. (1998a) ont attribué une activité péroxydase-like à la 

PON 

D'une part, l'équipe a montré que la PON hydrolyse les hydropéroxydes de linoléate de 

cholestérol (CLOOH) pour former leur hydroxyde correspondant (CLOH). Parallèlement, aucun 

hydropéroxyde d'acide gras n'est formé, indiquant donc l'absence d'activité estérase. 

D'autre part, la PON hydrolyse également le peroxyde d'hydrogène (H202) (Aviram et 

coll. 1998a). H20 2 est une espèce réactive oxygénée majeure, produite par les cellules des 

vaisseaux artériels durant l' athérogénèse, et qui est convertie sous le stress oxydant en une 

espèce oxygénée plus réactive conduisant à l'oxydation des LDL. En éliminant le peroxyde 

d'hydrogène, la PON peut donc empêcher l'initiation de l'oxydation des lipides au sein des 

lipoprotéines, et plus particulièrement au sein des HDL auxquelles elle est associée. 

La PON associée aux HDL pourrait alors jouer un rôle important dans l'élimination des 

oxydants potentiels impliqués dans l'athérosclérose. 

D- Site actif de la paraoxonase requis pour protéger contre l'oxydation 

Les résultats d' Aviram et coll (1998b) laissent suggérer que le site actif de la PON requis 

pour protéger contre l'oxydation des LDL est différent de celui nécessaire à l'activité 

arylestérase - paraoxonase. En effet, l'inactivation de l'activité arylestérase par addition 

d'EDTA, ou retrait des ions calciques, ne diminue pas la capacité de la PON à réduire les 

produits de la péroxydation lipidique. 

Rappelons que la paraoxonase possède trois cystéines: deux d'entre elles forment un 

pont disulfure intramoléculaire alors que la troisième, la Cys2s4 , est libre. Sorenson et coll. 

(1995) ont montré que cette cystéine n'était pas requise pou_r l'activité arylestérase puisqu'une 

mutagenèse dirigée contre cet acide aminé, n'élimine pas l'activité enzymatique. L'inhibition de 

l'activité de l'arylestérase induite par les agents bloquants les sites cystéines résulterait d'un 

encombrement stérique et non du blocage du site actif C'est probablement la raison pour 
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laquelle un petit agent bloquant les groupements sulfhydryls tel que l'iodoacétate, inhibe 

beaucoup moins l'activité enzymatique que le p-hydroxymercuribenzoate, agent bloquant de 

taille plus conséquente. 

Cependant la capacité de la PON à protéger contre l'oxydation est inhibée aussi bien par 

mutagenèse induite contre la cystéine 284 que par les agents bloquants les groupements 

sulfhydryls cités ci-dessus. Ces récents résultats d'Aviram et coll. (1998b) indiquent donc 

l'importance de ce site cystéine de la PON. 

E- Paraoxonase et athérosclérose 

Face à cette association de la PON avec les particules d'HDL, plusieurs équipes se sont 

intéressés au rôle possible de l'enzyme dans l'effet "protecteur" qu'exercent ces lipoprotéines 

contre les maladies cardio-vasculaires. Aussi ont-ils recherché les variations d'activité de la 

paraoxonase dans les maladies cardio-vasculaires et les pathologies où le risque potentiel de 

développer un athérome est important. L'influence des polymorphismes de l'enzyme a 

également été étudiée. 

1. Activité de la paraoxonase et athérosclérose 

1.1-Diminution de l'activité dans des pathologies associées à l'athérosclérose 

McElveen et coll. (1986) ont montré une diminution de l'activité de la PON chez les 

patients après infarctus du myocarde en comparaison avec des sujets sains. Cette activité plus 

basse pourrait être une conséquence de la maladie cardiaque ischémique plus qu'un facteur 

prédisposant. Une étude ultérieure n'a pas trouvé de variation d'activité de la PON dans les jours 

suivant la phase aiguë de l'infarctus, suggérant qu'aucune diminution n'a eu lieu avant 

l'événement (Seccheiro et coll. 1989). Une étude hongroise suggère que les enfants de patients 

qui ont eu un infarctus jeune, ont une activité plus faible que ceux des contrôles (Szabo et coll. 

1987) bien que les analyses statistiques de cette étude soient critiquables (Nisselbaum coll. 

1987). 
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L'activité de la paraoxonase sérique est également diminuée chez les patients atteints 

d 'hypercholestérolémie familiale (Mackness et coll. 1991 b ), chez les diabétiques insulino-

dépendants (Mackness et colL 1991b) et non insulino-dépendants (Sakai et coll. 1998), maladies 

où le risque de formation de plaque d'athérome est élevé. Les résultats d'Ikeda et coll. (1998) 

suggèrent également que la diminution d'activité de la PON chez les patients diabétiques non 

insulino-dépendants soit impliquée dans les complications vasculaires des diabétiques. La 

diminution de l'activité de la PON ne pouvant être expliquée par une baisse des HDL, il semble 

que la PON soit impliquée dans le développement de l'athérosclérose. Il est improbable que les 

activités faibles de paraoxonase dans ces maladies soient causées génétiquement, car ( 1 )-

l'hypercholestérolémie familiale est une maladie monogénique impliquant une mutation du 

récepteur apo B / E des LDL et (2)- le diabète induit chez les rats avec la streptozotocine entraîne 

une diminution progressive de l'activité sérique de la PON (Mackness et coll. 1998a). 

Les faibles activités de la PON rencontrées chez les diabétiques insulino et non insulino-

dépendants, ne semblent pas être dues à des différences dans le polymorphisme génétique, ni à 

une diminution de la concentration de la protéine. (Abbott et coll. 1995 ~ Mackness et coll. 

1997a). Cette faible activité pourrait bien être due à des changements dans l'environnement 

lipidique des HDL modulant l'activité. 

1.2-Résultats d'expériences animales montrant une association athérosclérose-

activité PON 

L'influence de la PON 1 sur l'athérosclérose a été étudiée chez des souris naturellement 

différentes par leur susceptibilité à l'athérosclérose : d'une part les souris (B6) sensibles où une 

alimentation riche en graisse conduit à l'apparition de stries graisseuses, et d'autre part les souris 

(C3H) résistantes à de telles lésions (Shih et coll. 1996). Avec une alimentation peu grasse, les 

HDL de ces deux espèces inhibent les effets biologiques des LDL oxydées. Par contre, avec une 

alimentation riche en graisse et cholestérol, les HDL des souris sensibles perdent leur capacité à 

inhiber les effets biologiques des LDL oxydées. La perte de cette activité protectrice est associée 

à une réduction de l'activité de la PON - arylestérase d'une part, et des taux d' ARNm d'autre 

part. Ceci indique donc que la production de la PON 1 est déterminée par des facteurs génétiques 

et diététiques. Shih et coll. ont de plus montré que les taux d' ARNm sont inversement corrélés 

avec l'étendue du développement des stries graisseuses. 
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La même équipe a montré chez des souris transgéniques avec une hypercholestérolémie 

extrême due à des déficiences en apo E ou en récepteur apo B / E des LDL, une diminution des 

taux de PON. Cette diminution correspond à celle retrouvée chez les souris sensibles après un 

régime très riche en graisse (soit une baisse supérieure à 50 %)(Navab et coll. 1997). De plus, 

l'injection de LDL fortement oxydées à des souris sensibles à l'athérosclérose, diminue 

l'activité de la PON de 59 % par effet sur la synthèse hépatique d' ARNm (Navab et coll. 1997). 

Dans le but d'étudier le rôle in vivo de la PON 1, Shih et coll. (1998) ont crée des souris 

sans PON 1 par criblage génétique. Les HDL isolées des souris déficientes en PON 1 sont 

incapables d'inhiber les effets biologiques des LDL oxydées. De plus, les HDL et les LDL de ces 

souris sont plus sensibles à l'oxydation que les lipoprotéines des types sauvages. Ces résultats 

sont concordants avec ceux obtenus chez l'homme, par cultures tissulaires ou études 

épidémiologiques, suggérant que la PON 1 a la capacité de détruire certains lipides pro-

inflammatoires contribuant à l'athérosclérose. 

Enfin, Mackness et coll. (1998b) ont travaillé sur des sérums de poulets, d'autruches, de 

pigeons et de dindes complètement dépourvus de protéine (détection en ELISA et Westhern 

blot) et/ ou d'activité paraoxonase - arylestérase. Leurs HDL sont alors incapables d'empêcher 

l'accumulation d'hydropéroxydes phospholipidiques à l'intérieur des LDL. 

Les résultats de ces études sont en accord avec la notion que la PONl joue un rôle central 

comme enzyme antiathérogène / anti-inflammatoire. 

1.3-PON et lésions athérosclérotiques: résultats d'analyses biologiques 

Utilisant des techniques d'immuno-localisation, Mackness et coll. (1997d) ont montré 

que la PON, l' apo AI, et la clustérine (Apo J) s'accumulent dans les vaisseaux artériels avec la 

progression de l'athérosclérose, probablement en réponse à l'augmentation du stress oxydatif 

associé au développement de l'athérosclérose. Si dans les artères normales, la PON est localisée 

au niveau extra-cellulaire et intra-cellulaire, avec la progression de l'athérosclérose, seules des 

traces extra-cellulaires de la PON sont visibles. Face à ces découvertes, deux hypothèses sont 

envisageables : une internalisation de la PON dans les cellules endothéliales ou une synthèse de 

l'enzyme par ces cellules. 
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Dans une autre publication, la même équipe (Mackness et coll. 1997c) a montré que la 

PON est présente et reste associée avec les particules d'HDL contenant l'apo AI dans les fluides 

interstitiels humains. Présente et active dans les vaisseaux artériels, elle est donc en position 

idéale pour protéger les LDL des modifications oxydatives et pour jouer son rôle préventif dans 

le développement de l'athérosclérose. A noter cependant que le ratio de l'activité (ou de la 

concentration) de la PON entre le liquide interstitiel et le sérum, est seulement de 15 %. 

2. Activité de la PON et taux de lipides 

L'activité et la concentration de la PON sont reliées aux concentrations en CH-HDL et en 

apo AI dans les populations européennes saines (Abbott et coll. 1995 ; Blatter-Garin et coll. 

1994), au CT (cholestérol total) et au CH-HDL dans la populationjaponaise saine (Sakai et coll. 

1998). 

Pourtant Mackness et coll. (1998d) rapportent qu'aucun de ces paramètres n'influence 

l'activité de l'enzyme chez des sujets sains. Par contre chez des patients diabétiques, la même 

étude montre que les TG (triglycéride) et le CT sont responsables de 7,6 % et 10,6 % 

respectivement de la modification d'activité de la PON. 

Abbott et coll. (1995) rapportent chez des patients diabétiques une association de 

l'activité enzymatique avec l'apo B et le CH-LDL indiquant probablement une perturbation dans 

l'interaction entre PON et HDL. 

Saba et coll. (1991) ont quant à eux trouvé une corrélation entre l'activité de la PON et 

les concentrations en TG et apo B chez des indiens et chinois résidents à Singapour. 

Ces résultats contrastés pourraient être dûs à des différences intrinsèques dans la 

distribution de la PON 1 entre les populations européennes et non européennes étudiées. 
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3. Polymorphisme et athérosclérose 

3.1-Polymorphisme 192 

Plusieurs études ont évalué la relation entre la PON et les lipides sanguins ou les maladies 

cardio-vasculaires en prenant en compte le premier polymorphisme découvert (192). 

a-Polymorphisme 192 et taux de lipides sanguins (tableau n°3) 

Etudiant une population nord américaine saine isolée génétiquement par des croyances 

religieuses, Hegele et coll. (1995) ont montré que le génotype BB de la PONI est 

significativement associé avec des concentrations plus élevées de CH-LDL, TG et apo B. De 

plus, les homozygotes AA ont des ratios CT / CH-HDL, CH-LDL / CH-HDL et apo B / apo AI 

significativement plus bas, indiquant qu'ils ont un profil lipidique moins athérogène que les 

homozygotes AB ou BB. Ils rapportent également que le polymorphisme 192 de la PONl 

compte pour 1 % de la variabilité du CT. 

Deux autres études (Saha et coll. 1991 ; Ombres et coll. 1998) rapportent des résultats 

semblables (diminution des TG et de l'apo B avec l'allèle A). 

Cependant, dans la majorité des études (5 / 9), aucune association entre le profil lipidique 

et le polymorphisme 192 n'est montrée. Etrangement, une seule équipe, Ruiz et coll. (1995) 

rapporte un profil lipidique moins athérogène de l'allèle B chez des patients diabétiques 

(augmentation du CH-HDL et de la concentration en apo Al). 

b-Polymorphisme 192 et maladies cardio-vasculaires (tableau n°4) 

Dans la même étude sur 434 diabétiques non insulino-dépendants avec ou sans maladie 

cardio-vasculaire associée, Ruiz et coll. (1995) ont cependant montré que l'allèle B et les 

génotypes AB et BB sont associés avec une augmentation du risque de maladies cardio-

vasculaires. 

- 34 -



Référence Population I Profil lipidique Polymorphisme Con cl. 

type de patients 192: 

allèle A/B 

Hegele, Européenne, 793 -l..LDL-CH, TG, Apo B A A: moins 

1995 Hutterites (US) -J..CH-LDL/CH-HDL athérogène 

Sains isolés -J.. Apo B / Apo AI 
génétiquement 

Saha, 1991 Chinoise -1. TG A A: moins 

-l..ApoB athérogène 

Ruiz, 1995 Européenne, tCH-HDL B B: 

NID DM (434 t Apo-AI Protecteur? 

dont 13 7 CHD) 

Antikainen, Européenne, Pas de différences des taux de lipides avec le 

1996 ±CHD génotype 192 

Hermann, Européenne, Pas de différences des taux de lipides avec le 

1996 ±CHD génotype 192 

Odawara, Japonaise, Pas de différences des taux de lipides avec le 

1997 NIDDM±CHD génotype 192 

Sanghera, Indiens, ± CHD Pas de différences des taux de lipides avec le 

1997 Chinois, ± CHD génotype 192 

Zama, Japonaise, Pas de différences des taux de lipides avec le 

1997 NIDDM±CHD génotype 192 

Ombres, Européenne, -l..TG A A: moins 

1998 ±CHD -J..ApoB a th érogène 

Tableau 3. Polymorphisme et profil lipidique. 

CHO : maladie cardio-vasculaire (coronary heart disease) 

NIDDM: diabète non insulino-dépendant (non-insulin dependent diabetes mellitus) 
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Référence Population / Fréquence Corrélation critères nbre 

maladie allèle B CHD patients 

associée? CHD+ CHD- (CHD/ctl) 

Ruiz, 1995 Européenne / 0.35 0.26 + (434) 

NID DM 263 / 171 

Serrato, Européenne 0.44 0.31 + angiographie 570 

1995 (223/247) 

Hermann, Européenne 0.31 0.30 - IM 1343 

1996 (642 / 

701) 

Antikainen Européenne 0.26 0.26 - pontage > 4 ans (549) 

1996 380 / 169 

Suehiro, Japonaise 0.60 0.62 - (386) 

1996 134 / 252 

Sanghera, Singapour pontage > 4 ans 

1997 *Indienne 0.43 0.33 + 
Angiographie : 

122/165 
sténose> 50 % 

*Chinoise 0.59 0.53 - 246/244 

Odawara, Japonaise / 0.69 0.58 + !Mou 75 % 164 

1997 NID DM 
sténose 

(42 / 122) 

Zama, Japonaise 0.74 0.59 + angiographie 75 / 115 

1997 

Ombres, Européenne / 0.31 0.30 - sténose> 50 % (472) 

1998 
±problèmes 

310 / 162 vasculaires 
mais sténose < 

50% 
Pati, 1998 Indienne 0,45 0,17 + (200) 

(New Delhi) 120 / 80 

Ko, 1998 Chinoise 0,65 0,64 - angiographie 218 / 218 

(Taiwan) 

Tableau 4. Relation entre le polymorphisme génétique 192 de la PON et la présence de maladie cardio-
vasculaire. 

Le tableau montre les relations établies par plusieurs équipes (11) entre le polymorphisme génétique 192 de la 
PONl et la présence de CHD. 5 études (3 en Europe, 1 au Japon et 1 en Inde) ne montrent pas de relation entre ce 
polymorphisme et le CHD, alors que 5 autres (2 en Europe, 2 au Japon et 1 en Inde) rapportent un résultat positif. 
Une autre étude trouve une relation positive dans la population indienne de Singapour mais pas dans la population 
chinoise de Singapour. 
CHD: maladie cardio-vasculaire (coronary heart disease), IM: infarctus du myocarde, 
NIDDM: diabète non insulino-dépendant (non-insulin dependent diabetes mellitus) 
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La même année Serrato et coll. (1995) montrent des résultats semblables dans une 

population caucasienne nord américaine saine (24 7) ou avec une pathologie cardio-vasculaire 

(223). Des observations comparables sont obtenues dans d'autres groupes ethniques, c'est à dire 

des indiens de Singapour (mais pas les chinois)(Sanghera et coll. 1997), de New Delhi (Pati et 

coll. 1998), des japonais sans diabète (Zama et coll. 1997) ou avec diabète insulino-dépendant 

(Odawarra et coll. 1997). C'est toujours l'allèle B, à forte activité contre le paraoxon, qui est 

associé positivement avec le risque de maladie cardio-vasculaire. 

Cependant 5 autres études (3 en Europe, 1 au Japon et 1 en Inde) ne montrent pas de 

relation entre le polymorphisme 192 et le risque de maladies cardio-vasculaires. 

Ces résultats sont à l'opposé de ceux attendus avant qu'il ne soit réalisé que l'allèle A 

était associé avec l'activité PON 1 la plus élevée envers certains substrats. Les génotypes AB et 

BB de la PONI pourraient avoir une différence d'activité plus marquée comparés au génotype 

AA, en respect avec le substrat naturel impliqué dans le développement de la plaque d'athérome. 

c-lnfluence sur la protection contre la péroxydation lipidique des LDL 

Pour tenter de répondre aux questions posées par ces études, deux équipes ont étudié la 

capacité des HDL contenant les différents isoenzyrnes de la PONl définies par le 

polymorphisme 192, à diminuer l'oxydation des LDL induite par le cuivre (l'oxydation étant 

déterminée par l'accumulation des péroxydes lipidiques). Après 6 heures d'incubation des LDL 

avec les HDL, les auteurs montrent que les HDL contenant la PON de génotype AA (PON-AA) 

sont significativement plus efficaces que les HDL contenant la PON de génotype AB (p < 0.01) 

ou BB (p < 0.005) à diminuer ces péroxydes lipidiques (Mackness et coll. 1997h; Aviram et 

coll. 1998b). 

De plus, durant l'oxydation des LDL, l'activité arylestérase du génotype AA est mieux 

conservée que celle du génotype BB (diminution de 28 % contre 55 % respectivement) (Aviram 

et coll. 1998b ). Cette diminution sélective est peut être due à la sensibilité supérieure de la PON 

de génotype BB à certains péroxydes produits durant l'oxydation des LDL. Ainsi, l'activité 

arylestérase de la PON de génotype AA n'est pas affectée par la présence de peroxyde 

d'hydrogène alors que celle de la PON de génotype BB l'est (Aviram et coll. 1998b). 
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Les deux alloenzymes diffèrent aussi par leur capacité à inhiber l'initiation ou la 

propagation de l'oxydation des LDL. L'accumulation d'hydropéroxyde est nettement diminuée 

quand la PON-AA est ajoutée dès le début de l'oxydation. Par contre, la PON BB est beaucoup 

plus efficace quand elle est ajoutée une heure après le début de l'oxydation. Ces résultats 

suggèrent·que les allèles A et B agissent sur différents substrats générés durant l'oxydation des 

LDL et aient des sensibilités différentes sur les hydropéroxydes formés durant l'oxydation des 

LDL. Ces différences pourraient contribuer aux divergences dans les rôles anti-

athérosclérotiques possibles des alloenzymes de la PON. 

3.2-Influence du polymorphisme 55 

L'influence physiopathologique possible du second polymorphisme, lequel implique la 

substitution ~ Leucine en position 55, a été étudiée plus récemment. 

a-Polymorphisme 55 et taux de lipides sanguins 

Deux auteurs rapportent des résultats divergents quant à la relation polymorphisme 55 -

taux de lipides sanguins. Blatter-Garin et coll. (1997) ont trouvé une diminution de l'apo Al 

associée avec le génotype MM, alors que pour l'équipe de Mackness le polymorphisme 55 

n'influence pas les concentrations des lipoprotéines (Mackness et coll. 1998d). 

b-Polymorphisme 55 et maladies cardio-vasculaires 

De même, les études existantes quant à l'association polymorphisme du codon 55 -risque 

de maladie cardio-vasculaire diffèrent : l'association positive de !'haplotype BL avec les 

maladies cardio-vasculaires, mise en évidence par l'équipe de Sanghera et coll. (1998), apparaît 

être dûe à l'allèle B sans contribution du polymorphisme du codon 55; Zama et coll. (1997) ne 

montrent pas non plus d'association de l'allèle L avec les maladies coronariennes (fréquence de 

91 % pour les contrôles contre 93 %). Par contre, d'après Blatter-Garin et coll. (1997), le 

génotype LL double le risque de maladies cardio-vasculaires. Il est possible que cette association 

soit en fait dûe à l'allèle B puisque cette équipe avait précédemment reporté sur une étude 
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réalisée sur les mêmes patients diabétiques une relation positive entre le risque de CHD et le 

génotype BB (Ruiz et coll. 1995). 

Cependant une autre équipe a montré en étudiant parallèlement les 2 génotypes, que le variant 

~ Leucine 55 est un facteur de risque génétique pour la rétinopathie diabétique. La 

fréquence de l'allèle L et du génotype LL est significativement plus élevée chez les diabétiques 

avec rétinopathie et ceux sans rétinopathie (73 % contre 57 % et 50 % contre 27 % 

respectivement) (Kao et coll.  1998). 

c-/nf/uence sur la protection contre la péroxydation lipidique des LOL 

Mackness et coll. (1998c) ont étudié l'effet de ce polymorphisme 55 sur la protection 

contre la péroxydation lipidique des LDL et montré que le génotype MM était le plus efficace. 
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fil- Méthodologies et Objectifs 

A- Méthodologies 

La détermination des activités paraoxonase et arylestérase est basée sur la mesure de la 

vitesse d'apparition d'un produit de la réaction par spectrophotométrie d'absorption utilisant 

respectivement le visible et la lumière ultraviolette. C'est une méthode rapide et précise basée 

sur la relation de Beer Lambert qui relie l'absorption à la concentration des composés pour une 

longueur d'onde donnée. 

Loi de Beer Lambert: A= & * C• 1 

Où A est l' absorbance ou la densité optique (DO) 

& est le coefficient d'extinction 

c est la concentration 

1 est le trajet optique. 

Ainsi l'activité de la paraoxonase est dosée par mesure du paranitrophénol libéré à partir 

du paraoxon (équation n°1). Le paranitrophénol développe une coloration jaune en milieu 

alcalin. La cinétique de la réaction peut donc être suivie dans le visible ( 405 nm) au 

spectrophotomètre. 

L'activité arylestérase est quant à elle déterminée par mesure du phénol libéré à partir du 

phénylacétate (équation n°2). La cinétique de la réaction est suivie dans l'ultra-violet à 270 nm 

au spectrophotomètre. 

Paraoxon Diethylphosphate p·Nitrophenol 

Equation 1. Hydrolyse du paraoxon 

O-°r-=o 
HJC 

+ OoH 
PheOOl 

Phenylacetate 

Equation 2. Hydrolyse du phénylacétate. 
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Principalement trois équipes se sont intéressées à l'activité enzymatique de la 

paraoxonase et de l'arylestérase. Cependant les conditions opératoires de détermination des 

activités enzymatiques sont différentes pour chaque équipe (tableaux 5 et 6). 

Equipe/ Furlong et coll. Watson et coll. Mackness et coll. 

Publication (1988) (1995) Eckerson, McElveen, Mackness, 

1983 1983 1993 c 

Tampon Tris HCl Tris Glycine Tris HCl Tris HCl 

132mM HCI 50 NaOH: 50 20mM lOOmM 

nM mM 

pH 8,5 7,4 et 8 10,5 7,6 8 

Ca Ch 1,32 mM ? lmM lOmM 2mM 

NaCl + /-2,63 M + /-1 M 

Température 37°C 37°C 25 °C 37°C 25°C 

Paraoxon 200 µl à6 mM ? lmM 5,5 mM 5,5 mM 

soit 1,2 mM 

Sérum 40 µl diminué à ? 5 µl ? ? 

10 µl en1989 

Volume total 1 ml ? ? ? 1 ml 

Remarques Sol stock de Sol stock de 

substrat 120 mM substrat 0,5 

1988: dans M dans le 

l'acétone méthanol 

1989 : dans le 

méthanol 

à diluer 1/20 

dans Tris HCl 50 

mM 

Lecture 405 nm 412nm 405 nm 405nm 

Tableau 5. Méthodes de dosage de lactivité paraoxonase. 
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Furlong et coll. Watson et coll. (1995) Mackness et coll. 

(1988) Kuo et al. (1998) Ruiz et coll. 1995 

Tampon Tris HCl: 10 mM Tris HCl : 20 mM - 25 mM Tris acétate: 50 mM 

pH 8 8 7,8 

CaCl lmM lmM 20mM 

Température 37°C ? ? 

Phénylacétate 1 mMà3,6mM lmM 4mM 

Sérum 20 µl dilué au 1/50 ? 2 µ1 

dans l'eau 

Volume total ? 

Lecture à 270 nm en continu 

Tableau 6. Méthodes de dosage de l'activité arylestérase 

B- Objectifs 

Notre premier objectif a donc été de fixer les conditions opératoires du dosage des 

activités paraoxonase et arylestérase. 

Dans un second temps, nous avons voulu identifier dans quelles fractions de lipoprotéines 

et plus particulièrement dans quelles sous-fractions d'HDL se retrouvait l'activité PON / 

arylestérase. 
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1- Echantillonnage 

Nous avons travaillé sur des échantillons de sang, prélevés sur tube sec (sans 

anticoagulant). 

Le sérum obtenu après centrifugation ( 10 minutes à 3 000 g à 4 °C) est fractionné en parties de 

1 OO µl, et conservé à + 4 °C et à -20°C en vue des essais de conservation. 

II- Méthodes 

A- Réalisation du dosage de l'enzyme 

Le dosage de la paraoxonase se fait par mesure spectrophotométrique en continu sur 

UVIKON 922 avec bain thermostaté. 

Deux substrats, le paraoxon et le phénylacétate ont été utilisés. 

1. Substrat : paraoxon 

Le paraoxon (diethyl-p-nitrophenyl phosphate - C 10 H14 N06) (Sigma; Réf D9286), 

est conservé à+ 4°C. Une solution stock de concentration 0,545 M dans le méthanol est préparée 

extemporanément ou congelée à -20°C. 

Paraoxon 

1.1-Préparation de la solution stock (dérivée de la méthode d'ECKERSON 1983) 

Le paraoxon (PM 275,2) se présente sous forme liquide pur à 90 %, dans un flacon de 1 g 

contenant 0,6 ml. 
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On a donc 900 mg de paraoxon dans le flacon, soit une solution avec une concentration 

de: 

c = (900 /275,2) I 0,6 = 5,45 M 

La solution est diluée au 1/10 dans du méthanol et conservée congelée à -20°C. 

1.2-Préparation du tampon 

Le tampon ne doit pas contenir de phosphate puisque l'hydrolyse du paraoxon par 

l'enzyme conduit à la formation de diéthylphosphate (équation 1) . Nous utilisons du tampon 

Tris HCI {Tris (hydroxyméthyl )-aminométhane} (pKa = 8,3 à 20°C, voisin de notre pH d'étude) 

contenant du calcium. 

Différentes concentrations en Tris et en calcium ont été testées. 

Le tampon se conserve 1moisà+4°C. 

Tampon Tris HCI (100 mM) avec Ca ~ 2 mM 

Tris HCl : PM : 

121,14 

H20 

CaCh: PM: 110,99 

1,211 g 

90 ml, puis ajuster au pH désiré avec HCl 

22,2 mg 

qsp 100 ml 

1.3-Equation d'hydrolyse du paraoxon (1) 

Paraoxonase 

c::::::::===V> 

Paraoxon Diethylphosphate 
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1.4-Procédure opératoire 

Le choix des conditions opératoires (volumes, pH, température, concentration en CaCli) 

sera fixé en fonction des résultats expérimentaux. 

Les réactifs sont utilisés après avoir été pré-incubés à température ambiante. 

En cuves plastiques de 1 ml, nous mettons : 

Tampon Tris HCl : x µl 

Substrat : Paraoxon : x µl 

Sérum: x µl 

Homogénéisation à l'aide d'un agitateur en plastique 

Homogénéisation à l'aide d'un agitateur en plastique 
....... ·--····· .............. ,,, ... , .,,,, .. ,,,,,_,,.,, . ····· ............................... ,.,,., ..... ,.,.,,.,............. .  . .. ... . .............. . ~  ... . ........ ................................. . ....... ,.,,., .............. . 

Lecture en continu à 405 nm contre un blanc réactif avec paraoxon pendant 15 min. 

(intervalle de lecture : 1 min.) 

Activité : U/l de sérum avec 1 Unité = 1 µmol de paraoxon hydrolysé par minute 

La réaction est déclenchée par addition de sérum. La libération de p-nitrophénol par 

hydrolyse enzymatique du paraoxon est suivie à 405 nm. 

Un blanc réactif est inclus systématiquement pour corriger l'absorbance du paraoxon par 

hydrolyse non enzymatique. 

L'activité est donnée par mesure de la pente (variation de densité optique -Li DO -par 

minute) ou calculée en tenant compte du coefficient d'extinction moléculaire au pH 

correspondant soit 18050 M1.cm-1 à pH 8,5 (Furlong et coll. 1988), 16700 M-1.cm-1 à pH 8 et 

14000 M-1.cm·1 à pH 7,2 (Eckerson et coll. 1983). Les unités sont alors exprimées en micromoles 

de paranitrophénol formé par minute et l'activité correspond à une unité par litre de sérum. 
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1.5-Calcul de l'activité : 

L'activité enzymatique (ill /ml de sérum) est calculée à l'aide de l'équation suivante : 

Activité= [(i\ DO/ min. (blanc-dosage) I E .1). (1 / dil.) ·106
] 

où ô DO est la variation d'absorbance, 

E est le coefficient d'extinction moléculaire en l. mor1
. cm-1 

, 

l est le trajet optique en cm 

dil. est la dilution de l'échantillon dans le milieu réactionnel. 

Nous effectuons par échantillon, cinq dosages dont la moyenne donne le résultat final. 

2. Substrat : phénylacétate 

Le phénylacétate (C8 Hs 0 2) (Sigma; Réf. P 2396), a été congelé à-20°C en aliquotes de 

solution stock de concentrations 1 M dans le méthanol. 

Q-q__=O 
H:iC 

Phenylacetate 

2.1-Préparation de la solution stock 

Le phénylacétate (PM 136,2) se présente sous forme liquide (d=l,08). 

On a donc une solution à la concentration : 

c = 1080 / 136,2 = 7,93 M 

La dilution se fait dans du méthanol. Pour obtenir une concentration 1 M, nous mettons 

1,26 ml dans 10 ml de méthanol 

Les solutions diluées (ou solution stock) sont conservées en parties aliquotes congelées à 

-20°C. 
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Nous avons travaillé dans du tampon Tris Acétate (50 mM, pH 7,8) contenant du 

calcium (CaC)z20 mM). 

2.2-Préparation du tampon 

Nous avons choisi comme tampon le Tris Acétate puisque l'hydrolyse du phénylacétate 

par l'enzyme conduit à l'acide acétique (équation 2). 

Le tampon se conserve 1 mois à + 4 °C. 

Tampon Tris acétate (50 mM) contenant du CaCh 20 mM 

0,6057 g Tris Acétate: PM: 121,14 

H20 
CaCb: PM: 110,99 

H20 

90 ml, puis ajuster le pH à 7,8 avec de l'acide acétique 

221,9 mg 

qsp 100 ml 

2.3-Equation d'hydrolyse du phénylacétate (2) 

Q-q._=O 
H:iC 

Ooo 
Phenol 

Phenylacetate 

2.4-Procédure opératoire 

Le choix des conditions opératoires (volumes, pH, température) sera fixé en fonction des 

résultats expérimentaux. 

Les réactifs sont utilisés après avoir été pré-incubés à température ambiante. 
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En cuves quartz de 1 ml, nous mettons : 

Tampon Tris Acétate: x µl Homogénéisation à l'aide d'un agitateur en plastique 

Substrat: Phénylacétate: x µl 
"""'H""""-'""""""""'"''""""""'""""'""''"""''"'""'M"" ~ -  ''""'"MHO'"""""""'°'""""'""" '"""' ~ - - - - ~ - - - - -  0 

Sérum: x µl Homogénéisation à l'aide d'un agitateur en plastique 

Lecture en continu à 270 nm contre un blanc réactif avec phénylacétate pendant 10 minutes. 

(intervalle de lecture de 1 min.) 

Activité : U/l de sérum avec 1 Unité = 1 µmol de phénylacétate hydrolysé par minute 

La réaction est déclenchée par l'addition du sérum. L'hydrolyse enzymatique du 

phénylacétate est suivie à 270 nm par mesure spectrophotométrique sur UVIKON 922 (cuves en 

quartz). 

Un blanc réactif est inclus systématiquement pour corriger l'hydrolyse spontanée du 

phénylacétate. 

L'activité est donnée par mesure de la pente (variation de DO par minute) ou calculée 

comme indiqué précédemment, le coefficient d'extinction moléculaire étant de 1310 M-1cm-1 

(Furlong et coll.  1988). La méthode de calcul de l'activité arylestérase est identique à celle 

utilisée pour l'activité paraoxonase (cfp 47). 

Nous effectuons par échantillon, cinq dosages dont la moyenne donne le résultat final. 

B-Fractionnement des lipoprotéines 

Des ultracentrifugations de flottation successives à différentes densités sont appliquées 

(cf figure n°8) afin de purifier chaque famille de lipoprotéines : 

LDL (d = 1,063 g /ml) 

HDL2 (d = 1,063 -1,125 g /ml) 

HDL3 ( d = 1, 125 -1,250 g /ml). 
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Le sérum ou la fraction considérée est ajustée à la densité finale par ajout de KBr solide 

selon l'équation : 

Xg = Vi * (dr-di) / [ 1-(0,312 * dr)] 

Où Xg est le poids de KBr sec en grammes, 

Vi est le volume initial de sérum en ml, 

di est la densité initiale (soit 1,006 g /ml pour le sérum), 

dr, la densité finale, 

et 0,312, le facteur de correction dû à la masse volumique de KBr. 

La première UC (UC1) permet l'élimination des LDL par flottation à 1,063 g /ml: le 

sérum est ajusté à la densité de 1,063 g /ml par addition de KBr solide puis placé dans des tubes 

polycarbonates (volume d'l ml). Les tubes sont mis à centrifuger à 100 000 tours/ min., et à 

10°C pendant 2 heures. 

Les 250 µl de surnageant contenant les LDL sont éliminés et le sous-nageant (SN), contenant 

HDL et protéines, est récupéré. 

La deuxième UC (UC2) s'effectue sur le SN des LDL dont la densité est ajustée à 

1,125 g / ml pour flottation des BDL2. Les tubes sont mis à centrifuger à 100000 tours / min 

pendant 6 heures à 10°C. 

Nous récupérons soit 9 fractions de 100 µl, soit une fraction d'HDL2 de 200 µl ou 250 µl et le 

sous-nageant des HDL2 contenant HDL3-protéines. 

Une troisième UC (UCJ) est effectuée sur le sous-nageant des HDL2 dont la densité est 

1,210 g / ml pour isoler les BDL3. Les tubes sont mis à centrifuger à 100000 tours / min 

pendant 6 heures à 10°C. 

Comme précédemment, nous récupérons soit 9 fractions de 100 µl, soit une fraction d'HDL3 de 

200 µl ou 250 µlet le sous-nageant des HDL3 contenant les protéines. 

Une autre UC à la densité de 1,210 g / ml (UC2') est aussi pratiquée sur le sous-

nageant des LDL pour séparer les BDL totaux des protéines. La densité du SN LDL est 

ajustée à la densité 1,21 g / ml par addition de KBr solide. 

Les tubes sont mis à centrifuger à 100000 tours / min pendant 6 heures à 10°C. 

Nous récupérons soit 9 fractions de 100 µl, soit une fraction d'HDLtotaux de 200 µl ou 250 µl et le 

sous-nageant des HDLrotaux contenant les protéines. 
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Il faut noter qu'avant chaque étape d'ultracentrifugation, du KBr est ajouté pour obtenir la 

densité finale désirée. Dans les premières expériences,· la densité initiale était la densité des SN : 

elle prenait en compte les protéines et était mesurée au densitomètre. Dans les dernières 

expériences, la densité initiale est la densité saline (estimée préalablement à chaque étape 

d'ultracentrifugation). Cette densité saline ne tient plus compte des protéines et est inférieure à la 

densité des SN. 

Les densités salines après UC1 et UC2 sont respectivement : 

SN LDL : 1,064 g /ml. 

SN HDL2: 1,133 g /ml. 

Dans nos rendus de résultats, les calculs prennent en compte les diverses dilutions mais pas 

les variations de volume dues à l'apport de KBr. Celles-ci sont en effet négligeables lorsque nous 

les rapportons à l'activité en U/l de sérum. 

C- Electrophorèse des lipoprotéines 

Les lipidogrammes ont été réalisés sur gel de polyacrylamide de gradient 2 - 20 %. C'est 

une méthode hautement résolutive permettant l'analyse des lipoprotéines qui sont séparées selon 

leur taille (d'après Gambert et coll. 1988). Les lipoprotéines sont précolorées par le Noir Cérol B 

La migration s'effectue en tampon Tris glycine, à pH 8,3, pendant 16 heures et sous 220 Volts. A 

la fin de la migration, la distribution est estimée par densitomètre. 
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Sérum 
d = 1,006 g/ ml 
plusieurs tubes pour 
travailler à chaque UC 

sur 1 ml 

HDL.z: 200 ou 250 µl 

SN IIDL.z : 800 ou 750 µl 
densité (d) 
-mesurée au densimètre 

-ou densité saline (sans 
protéine) d = 1, 133 g /ml 

~ Ajout deKBrsolide 
.....!....> "'----l pour obtenir une 

densité à 1, 063 g / ml 

UC1 (d = 1,063 g/ml) 
100 000 trs/min., 10°C, 2H 

LDL :250 µ1 

SN LDL : 750 µl, densité (d) 
-mesurée au densimètre 

-ou densité saline (sans protéine) 
d = 1,064 g/ ml 

Ajuster, par ajout de KBR solide, la 

densité du SN LDL à : 

d =1,125g/ml 
UCi 

100 000 trs/min., 10°c, 6H 

~ sur SN HDL.z 
100 000 trs/min., 10°C, 6H 
ajustée par ajout de KBr solide 
à d = 1,210 g I ml 

HDl.g: 200 ou 250 µl 

SN HDl.g (protéines) : 
800ou 750 µl 

d = 1,210g1 ml 
uei. 

100 000 trs/min., 10°C, 6H 

HDLr01aux: 200 OU 250µ1 

SN HDLrotaux ·. 800 ou 750 µl 

Figure 8. Méthode de séparation des lipoprotéines. Ultracentrifugations de flottation successives. 
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D- Génotypage: détermination du polymorphisme 192 

Le génotypage de la PON est basé sur une amplification sélective des séquences d'acides 

nucléiques avec recherche d'un site de restriction. 

Après extraction, l'acide désoxynucléique (ADN) est amplifiée en utilisant des amorces 

spécifiques qui encadrent le polymorphisme du codon 192. La taille du fragment amplifié est 

de 99 pb. 

Ce fragment est alors mis en contact avec une enzyme de restriction AL WI. 

En présence de l'allèle A, aucun site de restriction n'apparaît et le fragment d'ADN amplifié 

conserve sa taille de 99 pb. 

Par contre dans le cas de l'allèle B, l'enzyme de restriction coupe le fragment d'ADN en deux : un 

fragment de 65 pb et un fragment de 34 pb. 

Les fragments sont séparés selon leur taille par électrophorèse en gel de polyacrylamide 

de gradient 15 % puis visualisés en fluorescence par le bromure d'éthidium. 

E- Analyses statistiques 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type. 

Pour évaluer l'influence d'un paramètre, nous avons testé nos échantillons en ne faisant 

varier que le paramètre en question. Nous avons donc pu utiliser le test de Student des séries 

appariées pour la comparaison de nos résultats sur la mise au point des conditions opératoires. 

Les différences présentant une probabilité (p) inférieure à 5 % sont considérées comme 

statistiquement significatives (DS) et celles présentant une probabilité (p) inférieure à 1 % 

comme hautement significatives (DHS). 

- 53 -



RESULTATS 
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1- Détermination des conditions opératoires 

Pour la mise au point du dosage, nous avons arbitrairement suivi les méthodes décrites 

par Mackness et coll. (1991) utilisant le paraoxon comme substrat et par Ruiz et coll. (1995) 

pour le phénylacétate. 

Pour valider la réaction enzymatique les conditions de vitesse initiale doivent être 

respectées. La réaction peut être assimilée à une réaction d'ordre zéro où la quantité de produit 

apparu (ou substrat transformé) varie de façon linéaire avec le temps. La vitesse est donc 

constante, proportionnelle à la quantité d'enzyme si la concentration en substrat est saturante. 

A- Substrat : Paraoxon 

Lors de la détermination des conditions opératoires, nous avons travaillé à 30°C dans du 

tampon Tris HCI (100 mM, pH 8) contenant du calcium (2 mM) Mackness et coll. (1991). 

1. Concentration en substrat. 

La concentration saturante en substrat a été déterminée en déclenchant la réaction avec 

10 µl de sérum. L'activité de la paraoxonase en fonction de la concentration en paraoxon dans la 

cuve est suivie pour des concentrations de paraoxon de 1 à 7,6 mM. 

L'activité enzymatique est croissante jusqu'à une concentration en substrat de 4,4 mM. Au delà 

de 6,5 mM (soit 12 µl de notre solution stock), l'activité enzymatique décroît pour les quatre 

échantillons testés. Cette diminution est très nette pour les 2 sérums dont 1' activité est élevée 

(figure n°9). 

Nous avons donc retenu une concentration en paraoxon de 4,4 mM dans la cuve soit 

8 µI de notre solution stock à 0,545 M. 
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Figure 9. Activité de la paraoxonase sérique en fonction de la concentration en paraoxon. 

Dosage de 4 échantillons à pH 8, 30°C, dans du tampon Tris HCL (100 mM), contenant du calcium (2 mM) 

Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 
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Figure 10. Linéarité. Activité de la paraoxonase sérique en fonction du volume de sérum. 

Dosage de échantillons à pH 8, 30°C, dans du tampon Tris HCL (100 mM), contenant du calcium (2 mM). 

Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 
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2. Linéarité 

La figure n°10 montre l'activité de l'enzyme (exprimée en Unités : µmol de 

paranitrophénol PNP formé par min.) en fonction du volume de sérum (quantité de paraoxon de 

8 µl soit 4,4 mM). Les moyennes des séries 2-3-4 sont réalisées à partir de 2 dosages, celle de la 

série 1 de 5 dosages. 

Une relation linéaire existe entre l'activité et la concentration enzymatique jusqu'à une activité 

enzymatique de 0,006 UI de PNP formé. Au delà (entre 16 et 20 µl), il apparaît un plateau pour 

le sérum dont l'activité enzymatique mesurée est élevée: nous sommes alors en excès d'enzyme. 

Nous avons donc choisi une prise d'essai de 10 µl, ce qui représente une dilution au 

1 / 100 de notre échantillon dans le milieu réactionnel et nous donne une activité suffisante 

même pour les sérums à activité faible. 

3. Etude de la linéarité de la réaction en fonction du temps d'incubation 

Les concentrations en substrat et en sérum étant définies, la linéarité a été suivie pour 

différents temps d'incubation, et différents temps de lecture. 

Nous avons trouvé la meilleure linéarité associée à la plus forte mesure d'activité pour 

des mesures effectuées entre 5 et 10 minutes. 

De rares sérums montrent une cinétique non linéaire (en dents de scie) durant les 

premières minutes. McElveen et coll. (1986) ont rapporté 10 % de cinétique non linéaire, et si la 

cause en est inconnue, elle pourrait être le reflet d'une balance défavorable des esterases A et B 

dans ces échantillons. Normalement, la formation de p-nitrophénol due à l'hydrolyse par les B-

estérases a lieu durant la première minute. Après ce temps les B-estérases sont inhibées et le p-

nitrophénol relargué est uniquement du à l'activité de la paraoxonase (A-estérase ). Dans les cas 

des sérums où la cinétique n'est pas linéaire, il se pourrait que la saturation des sites actifs des B-

estérases par le paraoxon soit retardée. 

Nous avons donc choisi de donner l'activité à partir des mesures lues entre 5 et 10 

minutes. 
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4. Influence de la température 

La figure 11 montre l'activité de 10 échantillons testés aux températures les plus utilisées 

: 30 et 37°C. Cette activité est supérieure à 37°C et augmente de 15 à 27 % selon les 

échantillons. 

La différence sur la moyenne des 10 séries appariées est hautement significative 

(DHS : p < 0,001). 
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Figure 11. Activité de la paraoxonase sérique en fonction de la température. 

Dosage de 10 échantillons à pH 8, dans du tampon Tris HCl (100 mM) contenant du calcium (2mM). 

Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 

Nous avons choisi de travailler à 30°C en cuve thennostatée (comme les conventions 
internationales en chimie clinique le préconisent). 

5. Influence du calcium 

Nous avons testé (à pH 8) l'effet du calcium sur l'activité en dosant la paraoxonase sur 

des échantillons prélevés sur EDT A et sur tube sec, puis traités en tampon Tris HCI avec ou sans 

apport de calcium (concentration en calcium dans le tampon de 0 à 10 mM) (figure n°12). 
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Figure 12. Influence du calcium. Activité de la paraoxonase sérique en fonction du prélèvement et de la 

teneur en calcium dans le tampon. 

Dosage de 4 échantillons à pH 8, 30°C, dans du tampon Tris HCI (100 mM). 

Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 

Lorsque le prélèvement est effectué sur EDTA et sans apport de calcium dans le tampon, 

l'activité enzymatique est nulle. Cette activité apparaît pour des concentrations en calcium dans 

le milieu réactionnel de 2 mM, mais ne semble pas augmenter ensuite avec un apport supérieur 

de calcium (10 mM). 

Sur tube sec, l'activité enzymatique est mesurable sans apport de calcium dans le milieu 

réactionnel et est, comparée à celle observée sur EDTA avec apport de calcium, soit égale 

(dans 50 % des cas), soit augmentée (50 % des cas). 

L'enzyme est donc bien calcium dépendante et le prélèvement sur EDTA est à proscrire. 

Sur sérum,  l'activité augmente entre 0 et 10 mM de calcium principalement pour les 

échantillons où l'activité est faible (figure n°13). 

Entre 2 et 10 mM, la différence est hautement significative : p < 0,001 (test de Student 

sur la moyenne de 19 séries appariées)(figure n°14). 

Nous avons retenu une concentration en calciwn de 2 mM. Ceci permet de ne pas tasser 

toutes les valeurs d'activité et donc de préserver des différences nettes entre les activités faibles 

et fortes. 
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Figure 13. Activité de la paraoxonase sérique en fonction de la concentration en calcium dans le tampon. 

Dosage de 13 sérums à pH 8, à 30°C, dans du tampon Tris HCL (100 mM). 

Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 
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Figure 14. Activité de la paraoxonase sérique en fonction de la concentration en calcium dans le tampon. 
Moyenne des activités de 13 sérums dosés à pH 8, 30°C, dans du tampon Tris HCL (100 mM). 
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6. Influence du pH 

L'activité de la paraoxonase, mesurée entre pH 7,2 et pH 9, augmente pour tous les 

sérums jusqu' à un pH de 8,6 (figure n°15). Une étude ciblée autour de cette valeur est donc 

nécessaire. 
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Figure 15. Activité de la paraoxonase sérique en fonction du pH. 
Dosage de 4 sérums à 30°C, dans du tampon Tris HCL (100 mM), contenant du calcium (2mM). 

Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 

La figure n°16 montre les activités de 12 échantillons entre pH 8 et 9,2 rapportées à pH 

8,6. Jusqu'à cette valeur de pH, l'activité augmente. Au delà, entre pH 8,6 et 9, le rapport 

d'activité se stabilise (variation de 10 %, dans 58 % des cas). Reste 16 % des cas où l'activité à 

pH 9 a augmenté dans une proportion de 10 à 40 % et d'avantage à pH plus alcalin. Par contre, 

dans 25 % des cas l'activité à pH 9 diminue de 10 à 30 %. 

Furlong et coll. (1988) ont trouvé un pH optimal autour de 8,5. Ils ont montré que 

l'activité hydrolytique de la sérum albumine sur le paraoxon augmentait avec des valeurs de pH 

supérieures à 8,5 alors que cette activité était absente en dessous. 

Nous avons donc retenu ce pH de 8,5 où il n' y  a pas d'interférence avec l'albwnine. 
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Figure 16. Pourcentage d'augmentation de l'activité de la paraoxonase sérique à différents pH, par rapport à 
pH 8,6. 

Dosage de 12 sérums à 30°C, dans du tampon Tris HCL (100 mM), contenant du calcium (2mM). 
Résultats donnant le rapport des moyennes (n = 5). 
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Figure 17. Influence de 2 paramètres : pH et concentration en Tris HCI sur l'activité de la paraoxonase 
sérique. 

Moyenne des activités de 8 sérums dosés à pH 8 et 8,5, à 30°C, dans différentes concentrations de tampon Tris HCl, 
contenant du calcium (2mM). 
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7. Influence de la concentration en Tris HCI 

Nous avons testé l'activité de la paraoxonase à pH 8 et 8,5 avec des concentrations en 

Tris HCl de 10 - 20 - 50 et 1 OO mM, pour des sérums à activité faible, moyenne et forte. (figure 

n°17) 

A pH 8, l'activité est nettement supérieure à 20 mM (6 cas sur 8) et la différence entre 20 

et 100 mM est hautement significative (p < 0,001sur8 séries appariées). 

Par contre à pH 8,5, l'activité est similaire aux différentes concentrations en Tris HCl 

(p = 0,41entre20 et 100 mM en Tris HCl pour les 8 mêmes séries appariées). 

Ces résultats confirment donc qu'à pH 8,5, les activités sont optimisées et ce quelque soit 

la concentration en Tris HCI. 

Nous avons décidé de continuer à travailler en tampon Tris HCl 100 mM. 

RESUME DE LA PROCEDURE OPERATOIRE 

En cuves plastiques de 1 ml, nous mettons : 

Bain thermostaté à 30°C 

Tampon Tris HCl 1 OO mM, 

pH 8,5 ; CaC12 : 2 mM 

Paraoxon à 0,5 M 

Sérum 

Cuve de Cuves du 

référence dosage 
'""'"''""""""""_,, ..... , ........................ """""""''""""""""""""""""''''""""""""'"'""''"""""''""'"'"""""""""""""""""' """""""""""""""""""""""""'"'"''""""""""""""""""""""""""""""''''''"""''""""""'"'''"'''"'"""'"""""" 

992 µl 982 µl Réactifs à température 

8 µl (soit 

4,4 mM) 

8 µl 

10 µl 

ambiante 

Homogénéisation à 

l'aide d'un agitateur en 

plastique 

Homogénéisation à 

l'aide d'un agitateur en 

plastique 

Lecture en continu à 405 nm (intervalle de lecture de 1 min.) contre le blanc réactif avec 

paraoxon (cuve de référence) pendant 10 minutes. 

Activité: U/l de sérum ou variation de DO par minute 
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B- Substrat : phénylacétate 

Lors de la détermination des conditions opératoires, nous avons travaillé à 30°C dans du 

tampon Tris Acétate (50 mM, pH 7,8) contenant du calcium (20 mM) selon les indications de 

Ruiz et coll. (1995). De même, pour déterminer les quantités de substrat et de sérum, nous avons 

suivi son protocole opératoire soit 4 mM de phénylacétate et 2 µl de sérum. 

1. Concentration en substrat. 

L ' activité de la paraoxonase en fonction de la quantité de phénylacétate est suivie jusqu'à 

30 mM où la vitesse maximale (Vmax) est atteinte. La figure n°18 montre qu 'au dessus de 

10 mM, nous nous situons à 85 % de cette V max. 
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Figure 18. Activité de l'arylestérase sérique en fonction de la concentration en phénylacétate. 
Dosage de 2 sérums à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris acétate (50 mM), contenant du calcium (20 mM). 

Résultats donnant la moyenne ± écart type (n = 5). 

Lorentz et coll. (1979) ont monté qu 'à cette concentration, le clivage non enzymatique du 

phénylacétate est assez élevé. 

Pour augmenter la sensibilité de la méthode, nous avons retenu une concentration en 

phénylacétate dans la cuve de 4 mM, valeur pour laquelle nous atteignons 75 % de la Vmax et où 

le volume de substrat n 'est pas trop important (4 µl d'une solution 1 M). 
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2. Linéarité 

Une relation linéaire existe entre l'activité et la concentration enzymatique jusqu'à une 

absorbance de 2,5, limite de linéarité de notre spectrophotomètre. Pour des sérums à activité 

enzymatique forte , la lecture est rapidement impossible (dès 4 µl) : la réaction s' effectue sur un 

temps trop court et l 'absorbance lue est proche de 2,5. Il est donc nécessaire de diluer les sérums. 

2 4 6 8 10 12 

-+- Sériel 

Série3 

---Série2 

volume de sérum dans la cuve (ul) 

Figure 19. Linéarité. Activité de l'arylestérase sérique en fonction du volume de sérum. 
Dosage de 3 sérums à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris acétate (50 mM), contenant du calcium (20 mM). 

Résultats donnant la moyenne ± écart type (n = 5). 

Choix du milieu de dilution 

Aucune différence significative n 'est à noter quant aux résultats d'activités obtenus avec 

chacun des trois milieux testés (tampon Tris acétate, eau stérile, eau physiologique). Nous 

décidons de diluer le sérum en tampon Tris acétate. 

Choix de la dilution 

Pour éviter tout problème de lecture, nous décidons de travailler avec 5 µl de sérum dilué 

au 1 / 10 dans du tampon, ce qui représente une dilution finale au 1 / 2000 de notre échantillon 

dans le milieu réactionnel. 
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Figure 20. Comparaison des milieux de dilution de l'échantillon. Activité arylestérase en fonction de la 
dilution et du milieu de dilution. 

Moyenne des activités de 3 sérums dosés à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris acétate (50 mM), contenant du calcium 
(20 mM). 
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Figure 21. Activité de l'arylestérase sérique en fonction de la température. 
Dosage de 10 échantillons à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris acétate (50 mM), contenant du calcium (20 mM). 

Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 
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3. Etude de la linéarité de la réaction en fonction du temps d'incubation 

Les concentrations en substrat et en sérum étant définies, la linéarité a été suivie pour 

différents temps d' incubation, et différents temps de lecture. 

Nous avons trouvé la meilleure linéarité et la plus forte activité quand les mesures sont 

effectuées entre 0 et 6 minutes. 

4. Influence de la température 

La figure n°21 montre l'activité de 10 échantillons testés aux températures les plus 

utilisées : 30 et 37°C. Cette activité est supérieure à 37°C et augmente de 16 à 29 % ce qui est 

hautement significatif (p < 0,001) 

Nous avons choisi de travailler à 30°C en cuve thermostatée (comme des conventions 

internationales en chimie clinique le préconisent). 

5. Influence du pH 

L'activité de la paraoxonase mesurée entre pH 7,4 et pH 8,8, augmente jusqu'à pH 7,8 

puis diminue nettement (figure n°22). Nous avons donc retenu ce pH optimal de 7,8. 
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Figure 22. Courbe "caractéristique" de la variation de l'activité de I'arylestérase sérique en fonction du pH. 
Dosage à 30°C, dans du tampon Tris acétate (50 mM), contenant du calcium (20 mM). 

- 67 -



6. Influence du calcium 

La figure montre que l'EDTA inhibe complètement l'activité de la paraoxonase. Cette 

activité n'est d'ailleurs pas restaurée par l'addition de 20 mM de calcium dans le milieu 

réactionnel. 

Sur sérum, l'activité croit avec l'addition de 10 mM de calciwn mais reste quasiment 

stable par la suite. 
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Figure 23. Courbe caractéristique de l'influence du calcium. Activité de l'arylestérase en fonction du 
prélèvement et de la teneur en calcium dans le tampon. 

Dosage à pH 7,6, 30°C, dans du tampon Tris acétate (50 mM). 
Résultats donnant la moyenne ± écart type (n = 5). 

Nous continuerons donc à travailler dans du tampon Tris acétate contenant 20 mM de 

calcium. 
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RESUME DE LA PROCEDURE OPERATOIRE 

En cuve quartz de lml, nous mettons : 

Bain thermostaté à 30°C 

Tampon Tris Acétate 50 mM, 

pH 7,8 ; CaC12 : 20 mM 

Phénylacétate (lM) 

Sérum 

Cuve de 

référence 

996 µl 

4 µl (soit 

4,4mM) 

Cuves du 

dosage 

991 µl 

4 µl 

5 µl dilué au 

1110 

Réactifs à température 

ambiante, 

Tampon à 30°C 

Agitation 

Agitation 

......................................................................................................................................... , ..................................................................................................................................................................................................................... ,_ .................................................................................................. . 

Lecture en continu pendant 6 minutes (intervalle de lecture d' 1min.)à270 nm contre un 

blanc réactif avec phénylacétate 

Activité : U/l de sérum 

II- Essais de conservation 

Les essais de conservation, effectués avec les deux substrats, ont porté sur 10 échantillons 

conservés 15 jours à+ 4°C (réfrigérateur) ou 3 mois à - 20°C. Les résultats montrent une bonne 

conservation de l'activité enzymatique arylestérase - paraoxonase, que ce soit pour les 

échantillons mis au réfrigérateur ou congelés (figure n°24 et 25). 
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Figure 25. Conservation de l'activité de la paraoxonase sérique au réfrigérateur et congélateur. 
Moyenne des activités de 10 sérums dosés à pH 8,5, 30°C, dans du tampon Tris HCI (100 mM), contenant du 

calcium (2 mM). 
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Figure 24. Conservation de l'activité de I'arylestérase sérique au réfrigérateur et au congélateur. 
Moyenne des activités de 10 sérums dosés à pH 8,5, 30°C, dans du tampon Tris acétate (50 mM), 

contenant du calcium (20 mM). 
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ID- Essais de répétabilité-Précision 

Les essais de répétabilité sont basés sur 30 déterminations manuelles. 

Sur les figures n°26 et 27 sont représentées pour chaque sérum dont le coefficient de 

variation (CV) est indiqué en légende, les valeurs obtenues pour chaque dosage, ainsi que leur 

moyenne ± 2 écart type de la moyenne. 

Les coefficients de variation CV obtenus le même jour par un même technicien pour les 

dosages des sérums considérés sont inférieurs à 5 %. Les répétabilités des dosages des activités 

arylestérase et paraoxonase sont donc satisfaisantes. 

IV- Déterminations de la constante de Mickaelis 

Comme le montrent les figures n°28 et 30, la représentation de ~  {IN =f 

(1/S)} a servi à la détermination de la constante de Mickaelis (Km) de la paraoxonase et de 

l'arylestérase. Des concentrations faibles en substrats ont été utilisées (entre 0,1 et 1 mM pour le 

paraoxon et entre 0,1et2 mM pour le phénylacétate). 

Nous avons déterminé ces constantes de Mickaelis pour différents échantillons provenant 

de sujets apparemment sains, de génotypes AA (4 sérums), AB (3 sérums), BB (2 sérums). 

Comme nous pouvons le voir sur les tableaux 7-8-9, les Km sont de l'ordre du mM pour les deux 

substrats avec tme affinité de l'enzyme légèrement supérieure pour le paraoxon (Km= 0,55 mM 

pour le paraoxon contre 1,25 mM pour le phénylacétate pour le génotype AB) . Les constantes 

de vitesses ne diffèrent pas réellement entre génotypes. On peut toutefois noter une tendance à 

une diminution du Km (et donc une augmentation de l'affinité) en comparant les génotypes AA 

et BB, et ce pour les deux enzymes (pour le phénylacétate, Km= 1,5 mM pour le génotype AA, 

et 0,85 mM pour le génotype BB). 
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Figure 26. Répétabilité. Activité de la paraoxonase sérique avec moyenne+/-2écart type pour chaque série. 
Dosages de 3 sérums à pH 8,5, 30°C, dans du tampon Tris HCI (100 mM), contenant du calcium (2 mM) 
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Figure 27. Répétabilité. Activité de l'arylestérase sérique avec moyenne+/-2écart type pour chaque série. 
Dosages de 3 sérums à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris acétate (50 mM), contenant du calcium (20 mM). 
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Figure 28. Courbe de Michaelis-Menten. Evolution de la vitesse de la réaction en fonction de la concentration 
en paraoxon. 

Dosage de l'activité de la paraoxonase sérique d'un sujet de génotype AB. Dosage à pH 8,5, 30°C, dans du tampon Tris 
HCl (100 mM), contenant du calcium (2 mM). 
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Figure 29. Représentation de Lineweaver-Burk pour la détermination du Km. 
La droite coupe l'axe des ordonnées en INmax et l'axe des abscisses en -1/Km. 

Quand IN= 0, I/S = -1/Km = -1,44 donc Km= 0.69 mM. 

Quand I/S = 0, IN= INmax. = 0,0036 donc Vmax = 278 U/I de sérum. 

Nous travaillons avec une concentration en paraoxon de 5,45 mM, soit S proche de 10 Km. 
Nous nous situons donc à 90 % de la Vmax. 
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Figure 30. Courbe de Michaelis-Menten. Evolution de la vitesse de la réaction en fonction de la concentration 
en phénylacétate. 

Dosage de l'activité de l'arylestérase sérique d'un sujet de génotype AB. Dosage à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris 
acétate (50 mM), contenant du calcium (20 mM) 
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Figure 31. Représentation de Lineweaver-Burk pour la détermination du Km. 
La droite coupe l'axe des ordonnées en lNmax et l'axe des abscisses en -I/Km. 

Quand IN= 0, 1/S = -I/Km = -0,83 donc Km= 1,20 mM. 
Quand 1/S = 0, IN= INmax. = 5.10"6 donc Vmax = 200000 U/I de sérum. 

Nous travaillons avec une concentration en phénylacétate de 4 mM, soit S = 4 Km. 
Nous nous situons donc à 80 % de la Vmax. 
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Constantes (Km en mM) 

GénotypeAA 
Paraoxon Phénylacétate 

Bla 0,50 1,80 (1,33) 

Cuc 0,84 1,00 

Gav 0,32 2,00 

Rie 1,03 2,66 (1,75) 

Conclusion ~  ~  

Km = 0,65 ±0,35 mM Km = 1,50 ± 0,50 mM 

Tableau 7 Constantes de Mickaelis de la paraoxonase et de l'arylestérase pour le génotype AA 

Constantes (Km en mM) 

Paraoxon Phénylacétate 
Génotype AB 

Ave 0,50 1,25 

Ler 0,47 1,50 (1) 

Pot 0,69 1,20 

Conclusion ~ 0,70 ~  

Km = 0,55 ± 0,15 mM Km=l,25mM 

Tableau 8 Constantes de Mickaelis de la paraoxonase et de l'arylestérase pour le génotype AB 

Constantes (Km en mM) 

GénotypeBB 
Paraoxon Phénylacétate 

Del 0,47-0,51 0,71-0,50 

Lef 0,50-0,58 1,00-(2) 

Conclusion 0,50 0,70-1,0 

Km=0,5mM Km = 0.85 ±0.15 mM 

Tableau 9 Constantes de Mickaelis de la paraoxonase et de l'arylestérase pour le génotype BB 
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Tableaux (7-8-9) récapitulatifs des Km en fonction du génotype et du substrat. Les valeurs 

données après tiret - sont celles déterminées sur une deuxième série de mesures, celles entre 

parenthèse sont obtenues en supprimant la concentration en substrat la plus faible. La 

suppression de ce dernier point a pu s'avérer nécessaire lorsque le coefficient de corrélation de la 

droite de Lineweaver-Burk était inférieur à 0,99 (Lef; génotype BB) ou quand les variations 

d'absorbance lues étaient très faibles (activité trop faible pour cette concentration en substrat: 

génotype AA) 

V- Mesure des activités paraoxonase - arylestérase dans les fractions de lipoprotéines 

A- Influence du KBr sur l'activité 

L'addition de KBr étant toujours une étape nécessaire pour ajuster la densité et permettre 

la séparation des lipoprotéines par UC, nous avons testé son influence sur les activités 

arylestérase - paraoxonase. La figure n°32 montre, pour les deux substrats, l'activité de l'enzyme 

à la densité finale rapportée à la densité initiale du sérum soit 1,006 g /ml. La baisse d'activité 

est maximale pour une densité ajustée à 1,21 g / ml avant UC. Dans ce cas, l'activité 

paraoxonase est en moyenne diminuée de 11 %, et l'activité arylestérase de 33 %. 

Dans nos comptes-rendus de résultats d'activité, cette baisse, variable d'un sujet à l'autre 

et moindre lors de séparations par flottations successives, n'a pas été prise en compte. 
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Densité du sérum 

Figure 32 Influence du KBr sur l'activité de la paraoxonase et de l'arylestérase. 
Moyenne des activités enzymatiques de 9 sérums. 

B- Influence de la dialyse 

Nous avons effectué des dialyses sur les fractions obtenues après UC en espérant éliminer 

le KBr et retrouver ainsi une activité enzymatique proche de celle mesurée initialement dans le 

sérum. 

Une ultracentrifugation de flottation à la densité 1,063 g / ml permettant de séparer les 

LDL de leur sous-nageant (SN-LDL) c'est-à-dire HDLrota1 + protéines est tout d'abord 

appliquée. 

Ensuite, une dialyse contre NaCl 9°/oo est effectuée sur ce sous nageant. L'activité de la 

paraoxonase est mesurée avant et après dialyse. La figure n°33 montre que la dialyse entraîne 

une perte de 85% de l 'activité. 
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Figure 33. Influence de la dialyse contre NaCI 9°/oo sur l'activité de la paraoxonase. 

L 'activité est mesurée à pH 8,5, 30°C, dans du tampon Tris HCl (100 mM), contenant du calcium (2 mM). 

Une ultracentrifugation de flottation à la densité 1,063 g / ml (UC à 100000 trs / min ., 10°C, 2H) permet 

la séparation des LDL de leur sous-nageant (SN-LDL = HDLTotal +protéines). Une dialyse contre NaCl 9 
0

/ ,, est effectuée sur ce sous nageant. Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 

Incriminant l'absence de calcium dans le bain de dialyse pour responsable de cette perte 

d'activité, une autre expérience a été faite avec dialyse contre NaCl 9°/00 et une concentration en 

CaCh de 2,4 mM. 

Les figures n°34 a et b montrent que les activités de la paraoxonase et de l 'arylestérase, 

sur les HDL totaux et leur sous-nageant les protéines, sont comparables avant et après ce type de 

dialyse. 

La dialyse ne rétablit donc pas la petite perte d'activité engendrée par le KBr et est donc 

inutile. 

Les activités enzymatiques mesurées dans les HDL totaux et leur sous-nageant étant 

pratiquement identiques, nous avons modifié quelque peu la méthode de fractionnement. Les 

densités sont ajustées à partir des densités salines et non des densités mesurées des sous-

nageants, lesquelles prenaient en compte les protéines. Nos résultats (non présentés dans cette 

thèse) associant activités enzymatiques, concentration en apo AI, et identification en 

électrophorèse des différentes fractions, montrent une séparation HDL - protéines beaucoup plus 

satisfaisante lorsque nous travaillons à partir des densités salines 
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Les HDLiotaux sont séparées de leur sous-nageant par deux UC de flottations successives (UC1 à la densité 
1, 063 g / ml puis sur le sous-nageant des LDL, UC2· à la densité 1,210 g / ml). Les densités initiales prennent en 
compte les protéines. Une dialyse contre NaCl 9°/oo et CaC'2 2,4 mM, est appliquée sur les HDLiotauxet leur sous-

nageant. 
a) L'activité paraoxonase est mesuré à pH 8,5, 30°C, dans du tampon Tris HCl (1 OO mM), contenant du calcium 

(2mM). 
b) L' activité arylestérase est mesuré à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris acétate (50 mM), contenant du calcium 

(20mM) 
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C- Activité dans les di.ff érentes fractions 

Les figures 35 a et b montrent les activités arylestérase - paraoxonase mesurées dans les 

différentes fractions de lipoprotéines. 

Les lipoprotéines sont séparées par séries d'ultracentrifugation de flottation successives 

comme décrit dans le chapitre "Matériels et Méthodes" (figure n° 8). La première 

ultracentrifugation (UCl) s'effectue à la densité 1,063 g /ml. Sur le SN des LDL est effectuée 

une UC (UC2) à la densité 1,125 g /ml (séparation HDL2 des HDL3 +protéines) d'une part et 

une UC (UC2.) à la densité 1,210 g /ml (séparation HDL1otaux des protéines). Sur le SN des 

HDL2, les HDL3 sont séparées des protéines par une UC à la densité 1,210 g /ml (UC3). 

Les fractions sont identifiées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide de gradient 2 -

20 % (figure n°36). 

Parallèlement, l'apo Al et les protéines sont mesurées dans les différentes fractions 

(figures n°37 et 38). 

Après les séries d'UC 1 - 2 et 3, environ 62 % de l'activité arylestérase ou paraoxonase 

est retrouvée dans les HDL3, 28 % dans les protéines et 10 % dans les HDL2. L'électrophorèse en 

gel de polyacrylamide révèle toutefois que la fraction HDL2 contient également des HDL3. La 

contamination des HDL3 par les HDL2 est par contre moins franche. Aucune sous-fraction 

d'HDL n'est retrouvée dans les protéines. L'apo AI se trouve principalement dans les HDL 

(85 %) avec une répartition égale entre HDL2 et HDL3. 

Les activités enzymatiques ont de plus été dosées sur chaque fraction de 1 OO µI 

récupérées après les ultracentrifugations successives 2 et 3 : UC2 à la densité 1,125 g /ml sur le 

SN-LDL (figure n°39a) et UC3 à la densité 1,21 g /ml sur le SN-HDL2 (figure n°40a). 

Parallèlement, ces fractions ont été identifiées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 

gradient 2 - 20 % (figure n°39b et 40b). 

La figure n°39 montre que notre fraction HDL2 est contaminée par des HDL3 dès les 100 

premiers microlitres (Fl ). L'activité enzymatique associée à cette fraction HDL2 est donc bien 

inférieure à 10 %. 
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Figure 35 a et b. Activités de la paraoxonase et de l'arylestérase dans les fractions après ultracentrifugations. 
Une ultracentrifugation de flottation à la densité 1,063 g /ml (UC1 à 100000 trs /min., 10°C, 2H) permet la 

séparation des LDL de leur sous-nageant (SN-LDL = HDLroiaI +protéines). Une ultracentrifugation de flottation à 
la densité 1, 125 g /ml sur le SN des LDL, (UC2 à 100000 trs /min., 10°C, 6H) permet la séparation des HDLi de 
leur sous-nageant (SN-HDLi = HDL3 +protéines). Une ultracentrifugation de flottation à la densité 1,210 g /ml sur 
le SN des LDL, (UC2• à 100000 trs /min., 10°C, 6H) permet la séparation des HDLrotaux de leur SN (SN-HDLi01 = 

protéines). 
L 'activité paraoxonase est mesurée à pH 8,5, 30°C, dans du tampon Tris HCl (100 mM), contenant du calcium (2 mM). 
L'activité arylestérase est mesurée à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris Acétate (50mM), contenant du calcium 

(20mM). Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 
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Figure 36. Electrophorèse en gel de polyacrylamide de gradient 2-20 o/o. 
Sérum (puits 1-2), 

1-Sérum 

2-Sérum 

3-LDL 

4-SN-LDL 

6-SN-HDL2 

7-HD Ltota\L'{ 

SN-HDLTotaux 

IO-SN-HDL3 

Fractions obtenues après UC1 à la densité 1,063 g /ml (LDL: puits 3; SN-LDL: puits 4), 
Fractions obtenues après UC2 à la densité 1, 125 g /ml sur le SN LDL (HDL2: puits 5; SN-HDLi: puits 6), 

Fractions obtenues après UC2• à la densité 1,210 g/ ml sur le SN LDL (HDLro1aox: puits 7; SN-HDLoo.ux: puits 8 ), 
Fractions obtenues après UC3 à la densité 1,210 g/ ml sur le SN HDLz (HDL3, puits 9; - ~  puits 10) 

Les activités correspondantes sont représentées sur les figures 35. 
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Figure 37. Concentration en Apo AI dans les différentes fractions. 
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Figure 38. Concentration en protéines dans les différentes fractions. 
Procédure opératoire: voir figure 35. 
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Après UC3, l'activité est majoritairement mesurée dans les fractions 1et2 qui contiennent 

principalement les HDL3 (figure n°40). Toutefois les fractions 3 et 4 contiennent encore des 

HDL3 indiquant une contamination des protéines (SN-HDL3) par ces HDL3. L'activité mesurée 

dans les fractions 5 à 10 (protéines seules) représente donc seulement 12 % de l'activité totale. 

L'ensemble de ces résultats montrent donc que l'activité paraoxonase - arylestérase est 

associée aux HDL3. 

D- Phénotypage et Génotypage 

Certaines équipes utilise le ratio [hydrolyse du paraoxon stimulé par NaCI /hydrolyse du 

phénylacétate] pour assigner un phénotype. 

Les dosages des activités arylestérase et paraoxonase étant établis, nous avons voulu 

regarder si, en l'absence de NaCl, ces dosages pouvaient nous orienter vers un phénotype. 

Parallèlement aux dosages des activités enzymatiques, nous avons donc établi le génotype de 28 

échantillons apparemment sains (13 de génotype AA représentés par des losanges roses, 13 de 

génotype AB en carré bleu et 2 de génotype BB en triangle jaune). La figure n°4la donne 

l'activité de l'arylestérase en fonction de l'activité de la paraoxonase et la figure n°4lb donne le 

rapport [hydrolyse du paraoxon / hydrolyse du phénylacétate] en fonction du génotype. Ces deux 

représentations (et principalement la seconde) montrent que si la distinction entre le groupe des 

homozygotes à faible activité et celui des hétérozygotes est relativement bien défini, il n'en est 

pas du tout de même pour les homozygotes à forte activité. 

Ce rapport des activités paraoxonase / arylestérase est donc insuffisant pour nous 

permettre d'assigner un phénotype. Si les ratios très faibles désignent clairement les 

homozygotes AA, les ratios des sujets AB et BB se chevauchent fortement. 
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Figure 39 a et b. Localisation de l'activité après UC sur le SN-LDL (d = 1,125 g /ml) 
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Figure 40 a et b. Localisation de l'activité après UC sur le SN-HDL2 (d = 1,210 g /ml) 

Figure 39 a et 40 a. Activité de la paraoxonase et de l'arylestérase dans les fractions de 100 µI 
Les densités finales ont été ajustées à partir des densités salines, 

4 

2 

J. 

L'activité paraoxonase est mesurée à pH 8,5, 30°C, dans du tampon Tris HCl (100 mM), contenant du calcium 
(2 mM). L'activité arylestérase est mesurée à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris Acétate (50 mM), contenant du 
calcium (20 mM). Résultats donnant la moyenne± écart type (n = 5). 

Figure 39 b.et 40 b Distribution des HDL dans les 4 ou 5 premières fractions correspondantes. 
Ces fractions ont été séparées par électrophorèse en gel de polyacrylamide de gradient 2-20 % puis photométrées. 
Seuls les pics correspondant à la présence d'HDL2 (1er pic) et d'HDL3 (2èn'e pic) sont représentés 
Figure 39 b. Fl-F3 : Présence d'HDL2 (1er pic) et d'HDL3 (ime pic). F5 : Présence d'HDL3. 
Figure 40 b. FI : très légère contamination par les HDL2. 
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Figure 41 a et b. Phénotypage et génotypage. 
L 'activité paraoxonase est mesurée à pH 8,5, 30°C, dans du tampon Tris HCI (100 mM), contenant du calcium 
(2 mM). L 'activité arylestérase est mesurée à pH 7,8, 30°C, dans du tampon Tris Acétate (50 mM), contenant du 

calcium (20 mM). 
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DISCUSSION 
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Notre travail a consisté dans un premier temps à optimiser les conditions opératoires du 

dosage de l'enzyme. 

La spécificité de la paraoxonase pour les substrats tissulaires et sériques endogènes 

n1étant pas déterminée, l'activité enzymatique peut être suivie "in vitro" par un ou deux substrats 

synthétiques : le paraoxon et / ou le phénylacétate. Cependant, l'activité enzymatique montre une 

large variation entre ces deux substrats. Certains auteurs (Mackness et coll.) ne retiennent 

comme substrat, que le paraoxon pour lequel une discrimination entre les alloenzymes du 

polymorphisme 192 existe. La plupart des études cliniques suivent cette exemple. Toutefois il n'a 

pas été montré avec ce substrat une meilleure corrélation inverse avec les maladies cardio-

vasculaires D'autres équipes, et notamment A viram et coll. préfèrent suivre l'activité 

enzymatique en utilisant ces deux substrats. Cette attitude, en l'état actuel de nos connaissances, 

nous a paru plus judicieuse. 

Nous avons donc tenter d'optimiser les conditions opératoires du dosage de cette enzyme 

pour ces deux substrats. Aucune modification majeure n'a été effectuée. Il faut toutefois 

souligner que l'enzyme est hautement dépendante du calcium tant pour son activité que pour sa 

stabilité. Une conséquence directe est qu'aucune mesure d'activité ne doit donc être effectuée sur 

plasma avec EDTA, ce qui n'a pas toujours été le cas (Mackness et coll. 1998e). Nos résultats 

montrent qu1il est vain de tenter de réactiver la paraoxonase en ajoutant un excès de calcium. 

Ceci s'explique par la perte de stabilité de l'enzyme en présence d'EDTA (Mackness et coll. 

1998e). 

En ce qui concerne la mesure d'activité de l'arylestérase, nous recommandons une 

concentration en phénylacétate de 4 mM. Ceci est relativement faible si l'on se rapporte au Km 

(S = 4 Km) mais permet de limiter le clivage non enzymatique du phénylacétate et améliore donc 

la sensibilité (Lorentz et coll. 1979). 

A l'heure actuelle, la mesure de l'activité de la PON est uniquement un moyen 

d'investigation utilisé en recherche. 

Dans notre travail, nous avons voulu localiser l'activité paraoxonase - arylestérase dans 

les sous-classes d'HDL. Nos résultats montrent que l'activité enzymatique est associée avec la 

sous-fraction d'HDL3 à plus de 75 %. 

Mackness et coll. (1988), Kelso et coll. (1994), Clendenning et coll. (1996) rapportent 

quant à eux, que la majorité de la PON est associée avec les HDL2. 
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Cependant, les résultats de Graham et coll. (1997) montrent une distribution semblable de 

l'activité de la PON : seulement 1 à 5 % de l'activité totale est mesurée dans les HDL2. De plus, 

Chemnitius et coll. (1998) rapportent, qu'après fractionnement des lipoprotéines par précipitation 

dans le polyéthylène glycol, 21 % de l'activité arylestérase dans les HDL2 et 80 % dans les 

HDL3. 

Nos résultats peuvent apparaître quelque peu surprenant si l'on se reporte à la nature 

antiathérogène des HDL. Cette dernière repose notamment sur deux hypothèses : d'une part, le 

transport inverse du cholestérol qui conduit le cholestérol cellulaire en excès vers le foie en vue 

de son excrétion biliaire, et d'autre part, le catabolisme des lipoprotéines riches en 

triacylglycérols, accélérant donc le retrait des remnants potentiellement nocifs (Tall. 1990). Dans 

l'ensemble de ces processus, les HDL3 seraient les particules acceptrices initiales. Ainsi, dans le 

transport inverse du cholestérol, ce sont les sous-fractions d'HDL3 de petites tailles qui captent le 

cholestérol cellulaire (Castro et Fielding, 1988). La LCAT estérifie alors le cholestérol libre 

présent à la surface de la lipoprotéine. Le cholestérol estérifié est transféré au centre de l'édifice, 

transformant les HDL3 en HDL2, particules plus grosses, moins denses. Ce processus de 

remodelage semble être un point important dans le potentiel antiathérogène des HDL, lequel est 

plus étroitement associée à la sous-classe HDL2 isolée par ultracentrifugation (Miller 1987). 

Aussi, pouvait-on s'attendre à ce que la PON, avec son rôle protecteur potentiel dans 

l'athérosclérose, soit associée avec les HDL2. Or, l'activité enzymatique est principalement 

mesurée dans les HDL3. 

Toutefois, Klimov et coll. (1989 et 1993) rapportent un potentiel antioxydant associé aux 

HDL3. L'injection intraveineuse d'HDL3 à des souris avec hypercholestérolémie entraîne une 

diminution des conjugués diènes et triènes. Graham et coll. (1997) rapportent également un effet 

antioxydant plus marqué avec les HDL3 qu'avec les HDL2. Les deux sous-classes d'HDL -HDL2 
et HDL3- diminuent l'oxydation des LDL (évaluée par la réduction des péroxydes et la migration 

des monocytes) pour des concentrations en HDL de 100 ou 500 µg /ml. Néanmoins, HDL3 est la 

seule sous-fraction qui protège significativement les LDL de l'oxydation dès 100 µg / ml. 

Soulignons toutefois que ces effets inhibiteurs de l'oxydation des LDL ne sont pas compromis 

par l'inactivation de l'activité arylestérase de la PON par l'EDTA, laissant supposer un 

mécanisme antioxydant autre que celui de la PON (Graham et coll. 1997). Or Aviram et coll. 

(1998b) ont montré que l'activité arylestérase n'est pas une mesure quantitative de la capacité de 
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la PON à protéger contre l'oxydation des LDL puisque son inactivation par l'EDTA ne diminue 

pas la capacité de la PON à protéger contre l'oxydation. 

La PON semble donc être un des systèmes antioxydants associés aux HDL3. Ainsi, en 

protégeant contre l'oxydation des lipoprotéines, la PON préserve les fonctions antiathérogènes 

des HDL : notamment le transport inverse du cholestérol et la protection contre l'oxydation des 

LDL (Aviram et coll. 1998a). 

Dans nos résultats, l'activité enzymatique de la PON dans le sous-nageant des HDL3 
représente 28 % de l'activité totale si l'on prend en compte tout le SN-HDL3, mais seulement 

12 % de l'activité totale si l'on considère les fractions protéiques non contaminées par les HDL3 
Cette mesure d'activité dans la fraction protéique est certainement liée à la centrifugation 

appliquée. En effet, on retrouve également dans le SN-HDL3 10 % de la concentration en apo AI, 

suggérant que les lipoprotéines ont été abîmées durant ces étapes d'UC. Aussi, une partie de l'apo 

AI et de la PON se sont doute décrochées des particules d'HDL. 

Il est toutefois possible que dans certaines situations pathologiques, la paraoxonase 

circule non associée aux lipoprotéines. En effet, Mackness et coll. (1987) ont montré que 

seulement 15 % de l'activité paraoxonase était associée avec les lipoprotéines chez des patients 

avec des concentrations basses d'HDL (Fish-eye disease) (contre 80 % pour les contrôles). De 

plus, James et coll. (1998) ont montré chez des sujets Tangier et A-I Pisa où les concentrations 

en HDL sont indétectables, que les activités enzymatiques étaient toujours présentes en quantité 

appréciable. 

A la vue des données contradictoires existantes dans la littérature (Mackness et coll. 

1988 ; Kelso et coll. 1994 ; Clendenning et coll. 1996 ; Graham et coll. 1997 ; Chemnitius et 

coll. 1998), il semble nécessaire de confirmer nos résultats par d'autres mesures d'activités sur 

différents échantillons provenant de patients apparemment sains et de génotypes différents. 

Dans un second temps, cette étude pourrait être refaite avec des échantillons provenant de 

patients avec risque de maladies cardio-vasculaires afin de vérifier si la localisation de l'activité 

de la paraoxonase n'est pas modifiée. 
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En effet, dans la circulation, la quantité, l'identité, le métabolisme et les variations 

physiopathologiques des différentes espèces d'HDL incorporant la PON doivent encore être 

établies. Des distributions distinctes, avec des tailles différentes, des sous-espèces d'HDL 

contenant la PON, pourraient être responsable de différents ratios de l'activité de la PON entre le 

sérum et le liquide interstitiel dans la population. Ainsi, l'enzyme aurait un effet "protecteur" plus 

ou moins prononcé pour une activité donnée dans la circulation. 

D'autre part, une étude associant activité enzymatique, génotype, et risque de maladie 

cardio-vasculaire pourrait être réalisée. En effet, les données épidémiologiques existantes relient 

uniquement soit l'activité de la paraoxonase aux maladies cardio-vasculaires et pathologies où le 

risque de développer un athérome est important, soit le polymorphisme de l'enzyme au risque 

potentiel de maladie cardio-vasculaire. 

Les données actuelles sur le polymorphisme 192 et les maladies cardio-vasculaires sont 

contradictoires. Toutefois, lorsqu'une relation existe, c'est toujours l'allèle B qui est impliqué 

positivement avec le risque potentiel de développer un athérome. Les résultats de Mackness et 

coll. (1997) et Aviram et coll. (1998) confirment d'ailleurs un effet antioxydant plus efficace du 

génotype AA de la PON. De plus, durant l'oxydation des LDL, l'activité arylestérase du génotype 

AA est mieux conservée que celle du génotype BB. Cette diminution sélective est peut être due à 

la sensibilité supérieure de la PON de génotype BB à certains péroxydes produits durant 

l'oxydation des LDL (Aviram et coll. 1998b). 

Enfin, l'étude parallèle de l'activité enzymatique de la PON et d'autres constituants des 

HDL (PAF-AH, Apo J, Apo AI) pourrait être d'intérêt particulier. En effet, les données de 

Watson et coll. (1995) et celles de Navab et coll. (1997) indiquent que des ratios tels que PAF-

AH / PON ou Apo J /PON ont une signification physiopathologique. Cependant, la complexité 

de l'état basal, la régulation de l'apo J dans la phase aiguë, sont, par exemple, autant de facteurs 

associés à prendre en considération (Navab et coll. 1996). 

Aussi, une approche plus générale est envisageable avec un test mesurant globalement 

pour un individu donné, la capacité de ses HDL à protéger contre l'oxydation des LDL. 

- 91 -



CONCLUSION 

- 92-



THESE SOUTENUE PAR LAURENCE DA VIT-DELANOUE 

CONCLUSION 

La paraoxonase est une enzyme calcium - dépendante qui circule associée aux 

lipoprotéines de haute densité (HDL), et plus particulièrement avec une sous-classe d'HDL 

contenant l'apolipoprotéine AI et la clustérine ( apolipoprotéine J). La paraoxonase, responsable 

de l'hydrolyse du paraoxon, un catabolite de l'insecticide parathion, est également capable 

d'hydrolyser d'autres substrats tels que le phénylacétate. Bien que le substrat physiologique de la 

paraoxonase soit inconnu, un rôle protecteur contre la dégradation oxydative des lipoprotéines a 

été attribué à cette enzyme. Récemment, les effets antioxydant et anti-inflammatoire de la PON 

ont été confirmés "in vivo". Deux polymorphismes génétiques affectent les acides aminés en 

position 192 et 55. Le premier est le déterminant majeur du polymorphisme d'activité de 

l'enzyme contre le paraoxon. Certaines études relient l'allèle à forte activité contre le paraoxon, à 

un risque potentiel de développer une plaque d'athérome. 

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés dans un premier temps au dosage de cette 

enzyme en utilisant deux substrats : le paraoxon et le phénylacétate. A l'heure actuelle, ce dosage 

est uniquement un moyen d'investigation utilisé en recherche. Nous nous en sommes servi pour 

tenter de déterminer avec quelles sous-classes d'HDL la paraoxonase était associée. 

Dans notre étude, l'activité enzymatique est principalement mesurée dans les fractions 

contenant des HDL3 (plus de 80 %). L'activité retrouvée dans les fractions protéiques non 

contaminées par les HDL3 (13 %) s'explique sans doute en partie par un décrochage de l'enzyme 

des particules d'HDL suite à la centrifugation appliquée. 

Il est toutefois possible que dans certaines situations pathologiques, la paraoxonase 

circule non associée aux lipoprotéines. En effet, des activités enzymatiques ont pu être mesurées 

chez des patients où les concentrations en HDL n'étaient pas détectables (Tangier ou A-I Pisa). 

Il serait donc intéressant de vérifier si la localisation de l'activité de la paraoxonase n'est 

pas modifiée chez des patients où le risque de développer une plaque d'athérome est important. 
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Il serait donc intéressant de vérifier si la localisation de l'activité de la paraoxonase n'est 

pas modifiée chez des patients où le risque de développer une plaque d'athérome est important. 

On pourrait également envisager comme suite à ce travail, une étude associant activité 

enzymatique, génotype, et risque de maladies cardio-vasculaires. En effet, les données 

épidémiologiques existantes relient soit l'activité de la paraoxonase aux maladies cardio-

vasculaires, soit le polymorphisme de l'enzyme au risque potentiel de maladies cardio-

vasculaires. 

Enfin, l'étude parallèle de l'activité enzymatique de la PON et d'autres constituants des 

HDL (PAF-AH, Apo J, Apo AI) pourrait être d'intérêt particulier. En effet, les données de 

Watson et coll. (1995) et celles de Navab et coll. (1997) indiquent que des rapports tels que 

PAF-AH/ PON ou Apo J /PON ont une signification physiopathologique. Cependant, la 

complexité de l'état basal, la régulation de l'apo J dans la phase aiguë, sont, par exemple, autant 

de facteurs associés à prendre en considération (Navab et coll. 1996). 

Une approche plus générale est aussi envisageable avec un test mesurant globalement 

pour un individu donné, la capacité de ses HDL à protéger contre l'oxydation des LDL. 

VU ET PERMIS D'IMPRIMER 

Grenoble, le 1er mars 1999 
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L 

RESUME 

La paraoxonase est une enzyme calcium - dépendante qui circule associée aux 

lipoprotéines de haute densité (HDL), et plus particulièrement avec une sous-classe d'HDL 

contenant l'apolipoprotéine Al et la clustérine (apolipoprotéine J). La paraoxonase, 

responsable de l'hydrolyse du paraoxon, un catabolite de l'insecticide parathion, est également 

capable d'hydrolyser d'autres substrats tels que le phénylacétate. Bien que le substrat 

physiologique de la paraoxonase soit inconnu, un rôle protecteur contre la dégradation 

oxydative des lipoprotéines a été attribué à cette enzyme. Récemment, les effets antioxydant 

et anti-inflammatoire de la PON ont été confirmés "in vivo". Deux polymorphismes 

génétiques affectent les acides aminés en position 192 et 55. Le premier est le déterminant 

majeur du polymorphisme d'activité de l'enzyme contre le paraoxon. Certaines études relient 

l'allèle à forte activité contre le paraoxon, à un risque potentiel de développer une plaque 

d'athérome. 

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés dans un premier temps au dosage de 

cette enzyme en utilisant deux substrats : le paraoxon et le phénylacétate. A l'heure actuelle, 

ce dosage est uniquement un moyen d'investigation utilisé en recherche. Nous nous en 

sommes servi pour tenter de déterminer avec quelles sous-classes d'HDL la paraoxonase était 

associée. 

Après ultracentrifugations successives, l'activité enzymatique est principalement 

mesurée dans les fractions contenant des HDL3 (plus de 80 % ). L'activité retrouvée dans les 

fractions protéiques non contaminées par les HDL3 (13 %) s'explique sans doute en partie par 

un décrochage de l'enzyme des particules d'HDL suite à la centrifugation appliquée. 

Mots clés: Paraoxonase -Dosage - Lipoprotéines de haute densité (HDL)-
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