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(54) Metoda de apreciere a activitatii atero-protective a substantelor biologic

active

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicind si biochimie
si poate fi folositd pentru aprecierea activitatii
atero-protective a substantelor biologic active.

Esenta inventiei constda in aceea ca
substantele  biologic active 1n  diferite
concentratii se amestecad cu o solutie ce contine
20,8...41,6 UI/1 de PONIl/arilesteraza in 0,05
M solutie tampon fosfat cu pH-ul 7,4
(concentratia finald 10,4...20,8 UI/I), apoi se
incubeaza la temperatura de 37°C, timp de
5...10 min, dupa care se adauga un mediu de
reactie ce contine 1,5...2,5 mM de p-nitrofenil
acetat (concentratia finalda 1,37...2,28 mM/1),
1,0...2,0 mM/l de CaCl, (concentratia finald
0,91...1,82 mM/l) i 10,0..20,0 pM/l de
cloramind T (concentratia finala 9,1...18,3
pM/1) in 0,05 M solutie tampon fosfat cu pH-
ul 7,4 cu obtinerea probei de cercetat, proba de

2
control se pregateste identic ca proba de
cercetat, dar substanta de testat se inlocuieste
cu o cantitate echivalenta de solutie de 0,05 M
tampon fosfat cu pH-ul 7,4, iar proba blanc se
pregéteste identic ca proba de control, dar
mediul de reactie nu contine enzima
PONl/arilesteraza, apoi se  determind
absorbanta initiala Al la 405...410 nm, dupa
care probele se incubeaza la temperatura de
37°C, timp de 30 min §i se masoard repetat
absorbanta A2 la 405..410 nm, apoi se
calculeaza procentul de activare a PON
1/arilesterazei substantelor cercetate, totodata,
cu cat este mai mare procentul de activare a
concentratiei corespunzatoare a substantelor
cercetate, cu atat activitatea atero-protectiva
este mai mare.
Revendicari: 1



(54) Method for assessing the athero-protective activity of biologically active

substances

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine and
biochemistry and can be used for assessing the
athero-protective activity of biologically active
substances.

Summary of the invention consists in that
biologically active substances in various
concentrations are mixed with a solution
comprising 20.8...41.6 1U/1 of
PONZ1/arylesterase in 0.05 M phosphate buffer
solution with the pH 7.4 (final concentration
10.4...20.8 1U/), then incubated at 37°C for
5...10 min, after which is added a reaction
medium comprising 1.5...25 mM of p-
nitrophenyl acetate (final  concentration
1.37...2.28 mM/l), 1.0...2.0 mM/I of CaCl,
(final concentration 0.91...1.82 mM/Il) and
10.0...20.0 uM/l of chloramine T (final
concentration 9.1...18.3 uM/l) in 0.05 M
phosphate buffer solution with the pH 7.4 to

2
obtain the test sample, the control sample is
prepared identically as the test sample, but the
test substance is replaced with an equivalent
amount of 0.05 M buffer phosphate solution
with the pH 7.4, and the blank sample is
prepared identically as the control sample, but
the reaction medium does not contain the
PONZ1/arylesterase enzyme, then is determined
the initial absorption of Al at 405...410 nm,
after which the samples are incubated at 37°C,
for 30 min and is re-determined the absorption
of A2 at 405...410 nm, then is calculated the
percentage of activation of PON1/arylesterase
of the test substances, at the same time, the
higher the percentage of activation of the
corresponding  concentration of the test
substances the higher the athero-protective
activity.
Claims: 1

(54) MeToa OLleHKH aTepo-NPOTEKTOPHOH AKTUBHOCTH OMOJIOTrH4€eCKH aKTUBHBIX

BeIIECCTB

(57) Pedepar:

N300peTeHre OTHOCHUTCS K MEIUIMHE U
OMOXUMUH, U MOXET OBITh UCIOIB30BAHO JUIS
OLIEHKH  aTE€PO-MPOTEKTOPHOU  aKTUBHOCTH
OUOIOTMYECKU aKTUBHBIX BEIIECTB.

CyIHOCTs M300pPETEHUs] COCTOMT B TOM,
Y10 OUOJOrMYECKH AaKTUBHBIE BEUIECTBA B
Pa3IMYHBIX KOHIIEHTPALUSIX CMEIIMBAIOT C
pactBopom, coxaepxkanmmMm 20,8...41,6 ME/n
PON1/apuiacrepasst B 0,05 M pactBopa
¢dochatHoro Oybepa ¢ pH 7,4 (xoHeuHas
koHneHntpamus  10,4...20,8 ME/n), 3atem
WHKYOupyror npu Ttemneparype 37°C, B
Teuenne 5...10 MuH, mocie 4dero m00aBISIOT
PEaKIMOHHYIO0 cpeny, conaepxkamywoo 1,5..2,5
MM  n-HutpodeHmn  amerara  (KOHeYHas
koHIeHTpamus 1,37..2,28 mM/m), 1,0...2,0
MM/n  CaCl, (koHeuHas  KOHIEHTpAIHs
0,91...1,82 mM/n) wu 10,0..20,0 MxM/n
ximopamuHa T (KOHEYHass  KOHICHTpAIMs
9,1..18,3 MxM/n) B 0,05 M pacrBopa
¢dochartroro Oydepa ¢ pH 7,4 mis nomyueHus

2
HCCIIEAYeMON TPOOBI, KOHTPOJBHYIO MpPOOy
TOTOBSIT UJIEHTUYHO Kak Hccienyemas mpooa,
HO  WCIIBITYEMOE  BEUIECTBO  3aMEHSIOT
SKBUBAJIECHTHBIM  KkojamdectBom 0,05 M
pactBopa Oydeproro dochara ¢ pH 7,4, a
mpoOy OJaHK TOTOBAT WJACHTHYHO Kak
KOHTpOJIbHAsl TMpo0a, HO peakLHOHHAs cpela
He conepxut (epmenta PON1/apumacrepassi,
3aTeM OINpEAENIIOT HavyajdbHYI0 abCopOIHIo
Al npu 405...410 HM, mocie uyero mpoOBI
WHKYOupyror npu Ttemneparype 37°C, B
TedyeHne 30 MMH M TOBTOPHO ONPEIENSIOT
abcopommro A2 mpu 405...410 HM, 3aTeM
paccuuThIBalOT MpoueHT aktuBauuu PON
1/apumacrepa3sl  MCCIENyeMBIX — BEIECTB,
OpUYeM dYeM BBIIIe MPOLUCHT AaKTUBALUH
COOTBETCTBYIOIIEH KOHLIEHTPaLlH
HCCIIEyeMbIX BEIIECTB, TEM BBIIIE aTEPO-
MIPOTEKTOpHAsl AKTHBHOCTE.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicind si biochimie i poate fi folositd pentru aprecierea
activitatii atero-protective a substantelor biologic active.

Familia paraoxonazelor (PON)/arilesterazelor include un grup de proteine cu proprietati
biocatalitice prezente in trei izoforme (PON1, PON2, PON3), codificate de genele PONL1,
PON2 si PON3. Ele au roluri multifunctionale in organism, participand in diverse céi
homeostazice, cum ar fi protectia impotriva daunelor oxidative si peroxidarii lipidice, N-
homocisteinizarii, procesele de detoxifiere a xenobioticelor, bioactivare a medicamentelor,
in reglarea imunitatii innascute, proliferdrii §i apoptozei celulare, acestora fiind atribuite
unul dintre factorii genetici ai longevitdtii in populatiec (Shunmoogam N., Naidoo P.,
Chilton R. Paraoxonase (PON)-1: a brief overview on genetics, structure, polymorphisms
and clinical relevance. Vascular Health and Risk Management, 2018, no 14, p. 137-143).

Cea mai studiatd enzima a familiei PON este izoforma PON1/arilesteraza care este o
esteraza, implicatd in metabolizarea/detoxifierea compusilor organofosforici (cum ar fi
paraoxonul si diazoxonul), dar si altor compusi. Este sintetizata in ficat si apoi eliminata in
plasma sangvina, unde se asociaza la lipoproteinele cu densitate inaltd (HDL), fiind
lipoproteinele cu densitate joasa (LDL) si in HDL insdsi. PON1/arilesteraza manifesta
proprietdti atero-protective, anti-aterogene, cardio-protective si vaso-protective, deoarece
ea previne acumularea lipoproteinelor cu densitate joasd (LDL) oxidate 1in intima
vasculard si reactia pro-inflamatorie ulterioard mediata de macrofage - doud evenimente-
cheie care se produc in timpul dezvoltdrii aterosclerozei. Totodata, activitatea scazutd a
PONZ1/arilesterazei este puternic corelatd cu riscul dezvoltarii bolilor cardiovasculare
severe, infarctului de miocard si aterosclerozei (Sézmen E.Y., Sé6zmen B., Girgin F.K.,
Delen Y., Azarsiz E., Erdener D., et al. Antioxidant enzymes and paraoxonase show a
coactivity in preserving low-density lipoprotein from oxidation. Clin. Exp. Med. 2001. No.
1(4), p. 195- 199; Kowalska K., Socha E., Milnerowicz H. Review: The role of
paraoxonase in cardiovascular diseases. Ann. Clin. Lab. Sci. 2015 Spring. No. 45(2), p.
226-233; Irina llea, Caius Duncea, Andreea Parv. Paraoxonaza - implicatii in aterogeneza,
aspecte biochimice si genetice. Clujul Medical, 2010, vol. LXXXII, nr.1, p. 9-12).

Prin urmare, activarea terapeutica a acestei enzime este o contributie noud, deoarece
compusii care induc activitatea PON1/arilesterazei in organism manifestd un puternic efect
atero-protectiv, anti-aterogen, cardio-protectiv, vaso-protectiv si anti-inflamator curativ
(Costa L.G., Giordano G., Furlong C.E. Pharmacological and dietary modulators of
paraoxonase 1 (PON1) activity and expression: the hunt goes on. Biochem Pharmacol.
2011, no. 81(3), p. 337-344).

Pentru a examina noi compusi cu efecte atero-protective sunt necesare metode
disponibile pentru selectarea substantelor bioactive care ar stimula activitatea PON
1/arilesterazei, fapt ce poate aduce beneficii importante sanatatii umane.

Sunt cunoscute metodele pentru aprecierea activitatii atero-protective, anti-aterogene
cardio-protective, vaso-protective a substantelor biologic active care se bazeazd pe
determinarea activitdtii PON 1/arilesterazei in experiente in vivo, pentru ce activitatea PON
1/arilesterazei se masoara in probele biologice, prelevate de la organisme vii (animale sau
fiinte umane) pana la administrarea substantelor biologic active si, apoi repetat, dupa
administrarea substantelor biologic active, totodata, cu cat este mai Inalta activitatea PON
1/arilesterazei dupa administrarea substantelor biologic active cu atit este mai mare
activitatea atero-protectiva, anti-aterogend cardio-protectiva si vaso-protectivd (Nayereh
Parsaeyan, Hassan Mozaffari-Khosravi, Mohammad Reza Mozayan. Effect of pomegranate
juice on paraoxonase enzyme activity in patients with type 2 diabetes. J. Diabetes Metab.
Disord. 2012, 11:11. (http://www.jdmdonline.com/content/11/11); Tsakiris S., Karikas G.
A., Parthimos T., Tsakiris T., et al. Alpha-tocopherol supplementation prevents the
exercise-induced reduction of serum paraoxonasel/arylesterase activities in healthy
individuals. European Journal of Clinical Nutrition, 2009, vol.63, p. 215-221) [1].

Neajunsul acestor metode constd in faptul cd ele sunt costisitoare, economic
dezavantajoase, deoarece prevad utilizarea organismelor vii (animale, fiinte umane). Un
alt neajuns al acestor metode consta in complexitatea si durata mare de timp cheltuit la
realizarea lor, fapt ce influenteazd negativ asupra sensibilitatii, reproductibilitatii si
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preciziei, cost-eficientei acestor metode. Un alt neajuns al acestor metode consta in
toxicitatea inalta a compusilor folositi in calitate de substrat al reactiei enzimatice —
paroxonului si fenil acetatului, fapt ce necesitd masuri speciale de precautie si securitate
suplimentare (Directiva 67/548/CEE, Food and Drug Administration and the National
Cancer Institute, USA).

Cea mai apropiatd dupd esenta tehnicd si rezultatul obtinut este metoda pentru
aprecierea activitatii anti-aterogene si a riscului cardiovascular la pacientii cu insuficienta
renald, care prevede determinarea activitatii PON 1/arilesterazei, utilizand diferite
substraturi sintetice, inclusiv 4-nitro-fenil acetatul cu concentratia de 0,625 mM, dizolvat in
solutie tampon Tris-HCI cu pH-ul 7,4, ce contine 2,5% metanol si 1,0 mM de CaCls, iar
produsul final al reactiei enzimatice p-nitrofenolul se masoara la 402 nm, totodata, cu cat
este mai joasa activitatea PON 1/arilesterazei, cu atat este mai mare riscul complicatiilor
cardiovasculare, legate de dezvoltarea accelerata a aterosclerozei si reducerea proprietatilor
anti-aterogene si a imbatranirii vasculare premature, comparativ cu subiectii conditionat
sanatosi [2].

Metoda indicata prezintd un sir de dezavantaje printre care inrolarea in studiu a
pacientilor si, deasemenea, utilizarea substantelor toxice cum ar fi metanolul, paraoxonul si
fenil-acetatul. Un alt neajuns al metodei indicate constd in aceea cid ea nu prevede
selectarea substantelor bioactive in conditii in vitro cu excluderea organismelor vii, fapt, ce
ar permite simplificarea metodei si reducerea cheltuielilor de timp, marirea sensibilitatii,
economice.

Problema pe care o rezolva inventia constd in eliminarea dezavantajelor mentionate i
anume elaborarea unei metode mai exacte si care ar permite de a mari sensibilitatea,
precizia si reproductibilitatea metodei prin excluderea folosirii organismelor vii (animale,
fiinte umane), elaborarea conditiilor optimale de efectuare a reactiei enzimatice, reducerea
chieltuielilor de timp, cresterea productivitatii muncii si eficientei economice. De
asemencea, se exclude folosirea substantelor toxice, cum ar fi metanolul, paraoxonul si fenil-
acetatul, iar para-nitrofenil acetatul folosit in calitate de substrat al reactiei enzimatice este
o substanta care nu este considerata toxica.

Esenta inventiei consta in aceea ca substantele biologic active in diferite concentratii se
amesteca cu o solutie ce contine 20,8...41,6 UI/l de PONl/arilesteraza in 0,05 M solutie
tampon fosfat cu pH-ul 7,4 (concentratia finald 10,4...20,8 UI/l), apoi se incubeazi la
temperatura de 37°C, timp de 5...10 min, dupa care se adaugd un mediu de reactie ce
contine 1,5...2,5 mM de p-nitrofenil acetat (concentratia finala 1,37...2,28 mM/1), 1,0...2,0
mM/I de CaCl, (concentratia finald 0,91...1,82 mM/1) si 10,0...20,0 uM/1 de cloramina T
(concentratia finald 9,1...18,3 uM/l) in 0,05 M solutie tampon fosfat cu pH-ul 7,4 cu
obtinerea probei de cercetat, proba de control se pregateste identic ca proba de cercetat, dar
substanta de testat se inlocuieste cu o cantitate echivalenta de solutie de 0,05 M tampon
fosfat cu pH-ul 7,4, iar proba blanc se pregateste identic ca proba de control, dar mediul de
reactie nu contine enzima PONT1/arilesteraza, apoi se determina absorbanta initiala Al la
405...410 nm, dupa care probele se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 30 min gi se
masoara repetat absorbanta A2 la 405...410 nm, apoi se calculeaza procentul de activare a
PON I1/arilesterazei substantelor cercetate dupa formula: procentul de activare = 100 -[1-
(AApr-Ab)/(Ak-Ab)] -100, unde:

A Apr - diferenta dintre absorbanta A2 si absorbanta Al a probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;

Ab - absorbanta probei blanc,
totodata, cu cat este mai mare procentul de activare, cu atat activitatea atero-protectiva a
Substantelor cercetate este mai mare.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in reducerea timpului chieltuit la realizarea analizei,
cresterea productivitatii muncii si eficientei economice, marirea sensibilitatii, preciziei si
aterogena in baza determindrii activitatii paraoxonazei 1 (PON 1/arilesterazei) datorita
folosirii enzimei PONI1/ arilesterazei, a solutiei de oxidant - cloramind T si excluderii
folosirii organismelor vii (animale de laborator, fiinfe umane) si a reactivilor toxici. Marirea
sensibilitatii, preciziei si reproductibilitatii determinarilor este asiguratd de determinarea
AApr — diferentei dintre absorbanta A2 a probei de cercetat dupa 30 min de incubare si
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absorbanta initiald Al a probei de cercetat, ceea ce permite de a exclude eroarea datorata
coloratiei substantelor cercetate.

Metoda se efectueaza in modul urmator: in microplaca fotometrica cu 96 de godeuri se
toarna céate 20 ul dilutii de lucru de substante biologic active, se adauga consecutiv in toate
godeurile cate 20 ul solutie ce contine 20,8...41,6 U/l de PON1/arilesteraza in 0,05 M
tampon fosfat cu pH-ul 7,4 (concentratia finala 10,4...20,8 UI/), se incubeaza timp de
5...10 min la temperatura de 37°C, dupd ce se adauga mediul de reactie care contine
1,5..2,5 mM de p-nitrofenil acetat (concentratia finald 1,37...2,28 mM/1), 1,0...2,0 mM/1
CaCl, (concentratia finala 0,91...1,82 mM/I) si 10,0...20,0 uM/I cloramina T (concentratia
finald 9,1...18,3 uM/l) in 0,05 M tampon fosfat cu pH-ul 7,4. Proba de control se
pregateste identic ca si proba de cercetat, dar in loc de substante de testat se toarna o
cantitate echivalenta de solutie de 0,05 M solutie tampon fosfat cu pH-ul 7,4. Se pregiteste
in dublicat. Proba blanc se pregateste identic ca si proba de control, dar mediul de reactie
nu contine enzima PON1/ arilesteraza. Se pregiteste in dublicat. in calitate de substanta de
referinta se foloseste quercetina.

Toate probele se pregatesc in duplicat. ~ Microplaca se introduce imediat in
spectrofotometrul cu placi la temperatura de 37°C, se agita 10...15 s si se masoarad
absorbanta initiald Al la 405...410 nm si apoi dupa 30 min de incubare la temperatura de
37°C se masoara repetat absorbanta A2 la 405...410 nm, apoi se calculeazd AApr —
diferenta dintre A2 si Al si se calculeaza procentul de activare a PON 1/arilesterazei
substantelor cercetate dupa formula: procentul de activare = 100 -[1-(AApr-Ab)/(Ak-Ab)]
-100, unde:

AApr - diferenta dintre absorbanta A2 si absorbanta Al a probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;

Ab - absorbanta probei blanc,
totodata, cu cat este mai mare procentul de activare, cu atat activitatea atero-protectiva a
substantelor cercetate este mai mare.

p-nitrofenil acetat, substrat chromogenic pentru determinarea activitatii paraoxonazei 1
(PONT1)/arilesterazei cu formula generalda CgH;NO, si masa molard 181,15 g/mol. Produsul
de scindare a substratului de ciatre PON1)/arilesteraza este p-nitrofenolul. In conformitate
cu Directiva 67/548 /| CEE - Consiliul Comunitatii Economice Europene p-nitrofenil
acetatul este o substantd netoxica, care nu este clasificata ca periculoasa.

Exemplul 1

Se pregatesc dilutiile de lucru ale substantei de cercetat in 0,05 M solutie de tampon
fosfat cu pH-ul 7,4. In godeurile nr. 1 si 2, 3 si 4, 5 si 6 (probe paralele de cercetat) ale
microplécii fotometrice cu 96 godeuri se pipeteazd cite 20 ul de dilutie a substantei de
cercetat (respectiv 50,0; 31,25; 7,81; 1,95 uM/1), iar in godeurile nr. 7 si 8 (proba de
control) si nr. 9 si 10 (proba blanc) se pipeteaza cate 20 pl solutie de 0,05 M de tampon
fosfat cu pH-ul 7,4. Apoi in godeurile nr. 1 si 2, 3 si 4, 5si 6 (probe paralele de cercetat),
nr.7 si 8 (proba de control) se adaugd cate 20 pl solutie ce contine 20,8 U/l
PON/arilesteraza in 0,05 M solutie tampon fosfat cu pH-ul 7,4 (concentratia finald 10,4
UI/l), se amesteca 10 s si se incubeaza 10 min la temperatura de 37°C, dupa ce se adauga
cate 210 ul  mediu de reactie care contine 1,5 mM/1 de p-nitrofenil acetat (concentratia
finala 1,37 mM/1), 1,0 mM/I CaCl; (concentratia finala 0,91 mM/l) si 10,0 uM/1 cloramina
T (concentratia finala 9,13 uM/1) in 0,05 M tampon fosfat cu pH-ul 7,4. In godeurile nr. 7
si 8 (proba de control) sinr. 9 si 10 (proba blanc) se adauga cate 210 pl mediu de reactie.
In calitate de substantd de referintd se foloseste quercetina in concentratia de 50 pM/I.
Microplaca se introduce imediat in spectrofotometrul cu placi la temperatura de 37°C, se
agita 10 s si se masoara absorbanta initiala Al la 405 nm si apoi dupa 30 min de incubare
la temperatura de 37°C se masoard repetat absorbanta A2 la 405 nm, apoi se calculeaza
AApr — diferenta dintre A2 si Al si  se calculeazd procentul de activare a PON
1/arilesterazei substantei cercetate dupa formula: procentul de activare = 100 -[1-(AApr-
Ab)/(Ak-Ab)]-100, unde:

AApr - diferenta dintre absorbanta A2 si absorbanta Al a probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;

Ab - absorbanta probei blanc.

La masurarea absorbantei s-a obtinut:
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Concentratia substantei testate X1 (uM/1) Concentratia
Absorbanta (A) la substantei de
405 nm* referinta (uM/1)
1,95 7,81 31,25 50 50,0

Diferenta dintre | 0,353 0,375 0,413 0,448 -
absorbanta A2 a
probei de cercetat si
absorbanta Al a
probei de cercetat

(AApr)

A probei de control | 0,347 0,354 0,347 0,36 0,348
(Ax)

A probei blanc (Ab) 0,024 0,026 0,023 0,025 0,025
A probei de referinta - - - - 0,483

— quercetind (Aquer)

Nota: *- sunt prezentate valorile medii ale absorbantei a 2 determinari paralele.

Procentul de activare (pentru concentratia 1,95 uM/l) = 100-[1-(0,353-0,024)/(0,347-
0,024)]-100 = 101,9.

Procentul de activare (pentru concentratia 7,81 uM/I) = 100-[1-(0,375-0,026)/(0,354-
0,026)]-100 = 106,4.

Procentul de activare (pentru concentratia 31,25 uM/l) = 100-[1-(0,413-0,023)/(0,347-
0,023)]-100 = 120,4.

Procentul de activare (pentru concentratia 50 uM/l) = 100-[1-(0,448-0,025)/(0,360-
0,025]-100 = 126,3.

Procentul de activare (pentru quercetind concentratia 50,0 pM/1) = 100-[1-(0,483-
0,025)/(0,348-0,025]-100 = 141,8.

La testarea substantei X1 s-a stabilit cd aceasta poseda o activitate atero-protectiva mai
redusd In comparatie cu quercetina. Procentul de activare maximald la concentratia 50 uM/1
pentru substanta X1 constituie 126,3%, pe cand quercetina a prezentat o activitate maxima
de 141,8% la concentratia de 50 uM/I.

Exemplul 2

Se pregatesc dilutiile de lucru ale substantei de cercetat in 0,05 M solutie de tampon
fosfat cu pH-ul 7,4. In godeurile nr. 1 si 2, 3 si 4, 5 si 6 (probe paralele de cercetat) ale
microplécii fotometrice cu 96 godeuri se pipeteazd cite 20 ul de dilutie a substantei de
cercetat (respectiv 50,0; 31,25; 7,81; 1,95 uM/1 ), iar in godeurile nr. 7 si 8 (proba de
control) si nr. 9 si 10 (proba blanc) se pipeteaza cate 20 ul de solutie tampon fosfat de 0,05
M cu pH-ul 7,4. Apoi in godeurile nr.1 si 2, 3 si 4, 5 i 6 (probe paralele de cercetat), nr. 7
si 8 (proba de control) se adauga cate 20 ul solutie ce contine 41,6 Ul/I PON1/arilesteraza
in 0,05 M solutie tampon fosfat cu pH-ul 7,4 (concentratia finald 20,8 Ul/l), se amesteca
10...15 s si se incubeazd 10 min la temperatura de 37°C, dupa ce se adauga cate 210 pl
mediu de reactie care contine 2,5 mM p-nitrofenil acetat (p-NFA) (concentratia finald 2,28
mM/l), 2,0 mM/l CaCl; (concentratia finala 1,82 mM/l) si 20,0 uM/l cloramind T
(concentratia finala 18,3 uM/l) in 0,05 M tampon fosfat cu pH-ul 7,4. In godeurile nr. 7 si
8 (proba de control) sinr. 9 si 10 (proba blanc) se adauga cate 210 pl mediu de reactie. in
calitate de substantd de referintd se foloseste quercetina in concentratia de 50 pM/1.
Microplaca se introduce imediat in spectrofotometrul cu placi la temperatura de 37°C, se
agitd 15 s gi se masoard absorbanta initiald Al la 410 nm, apoi dupa 30 min de incubare la
37°C se masoara repetat absorbanta A2 la 410 nm, apoi se calculeaza AApr — diferenta
dintre A2 si Al si se calculeaza procentul de activare a PON 1/arilesterazei substantei
cercetate dupa formula: procentul de activare = 100 -[1-(AApr-Ab)/(Ak-Ab)] -100, unde:

AApr — diferenta dintre absorbanta A2 si absorbanta Al a probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;

Ab - absorbanta probei blanc.

La masurarea absorbantei s-a obtinut:
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Concentratia substantei testate X2 (uM/1) Concentratia
Absorbanta (A) la substantei de
410 nm* referinta (uM/1)
1,95 7,81 31,25 50 50,0
Diferenta dintre 0,457 0,5 0,546 0,586 -
absorbanta A2 a
probei de cercetat si
absorbanta Al a
probei de cercetat
(AApr)
A probei de control 0,371 0,364 0,371 0,344 0,358
(Ax)
A probei blanc (Ab) 0,024 0,026 0,023 0,025 0,025
A probei de referinta - - - - 0,492
— quercetind (Aquer)

Nota: *- sunt prezentate valorile medii ale absorbantei a 2 determinari paralele.

Procentul de activare (pentru concentratia 1,95 uM/l) = 100-[1- (0,457-0,024)/(0,371-
0,024]-100 = 124,8.

Procentul de activare (pentru concentratia 7,81 uM/I) = 100-[1-(0,5-0,026)/(0,364-
0,026]-100 = 140,2.

Procentul de activare (pentru concentratia 31,25 uM/l) = 100-[1-(0,546-0,023)/(0,371-
0,023)]-100 = 150,3.

Procentul de activare (pentru concentratia 50 uM/l) = 100-[1-(0,586-0,025)/(0,344-
0,025)]-100 = 175,9.

Procentul de activare (pentru quercetind concentratia 50,0 uM/l) = 100-[1-( 0,492-
0,025)/(0,358-0,025)]-100 = 140,2.

La testarea substantei X2 s-a stabilit ca aceasta poseda o activitate atero-protectiva
moderatd manifestatd prin procentul de activare moderat al PON1/arilesteraza la diferite
concentratii, dar care il depasea pe cel al substantei de referinta — quercetinei. Procentul de
activare maximala la concentratia de 50,0 uM/1 pentru substanta X2 constituie 175,9%, pe
cénd quercetina a prezentat o activitate maxima de 140,2% la concentratia de 50 uM/I.

Analogic exemplelor de mai sus au fost cercetate si alte concentratii ale solutiei de PON
1/arilesteraza (15,0...60,0 UI/l) (concentratia finala 7,5...30,0 UI/l), ale solutiei de 0,5...3,5
mM/l de p-nitrofenil acetat (p-NFA) in 0,05 M sol. tampon fosfat cu pH-ul 7,4
(concentratia finala 0,46...1,83 mM/1), ale solutiei de 0,3...6,0 mM/l CaCl, (concentratia
finala 0,27....5,46 mM/l) si 0,5...50,0 uM/I cloramina T (concentratia finala 0,46...45,6
puM/1) in 0,05 M tampon fosfat cu pH-ul 7,4, iar absorbanta probelor a fost masurata in
intervalul 350 ...450 nm.

Experientele au permis de a stabili limitele optimale ale solutiei de PON1/arilesteraza
20,8...41,6 U/l (concentratia finala 10,4...20,8 UI/l), ale solutiei de p-nitrofenil acetat (p-
NFA) 1,5..2,5 mM (concentratia finala 1,37...2,28 mM/I), ale solutiei de 1,0...2,0 mM/1
CaCl, (concentratia finala 0,91...1,82 mM/I) si 10,0...20,0 uM/I cloramina T (concentratia
finala 9,1...18,3 uM/l) in 0,05 M tampon fosfat cu pH-ul 7,4 si ale intervalelor de
masurare a absorbantei (405....410 nm) pentru obtinerea efectului pozitiv.

Analizele au fost efectuate in Laboratorul de biochimie al universitatii (in volum de 300
analize), iar rezultatele obtinute au permis de a argumenta efectul pozitiv si avantajul
metodei propuse fatd de prototip. La folosirea metodei descrise se micsoreaza timpul de
efectuare a analizei de ~ 2...3 ori, se méreste precizia si reproductibilitatea metodei in
comparatie cu prototipul. Se exclude folosirea reactivilor toxici. Aceasta permite de a
depista mai precis efectele atero-protective, manifestate prin cresterea procentului de
activare al PONl/arilesterazei la diferite concentratii ale substantelor testate, se
micsoreaza cheltuielile de reagenti, se exclude folosirea organismelor vii, creste
productivitatea muncii cu un efect economic apreciabil.
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(57) Revendicari:

Metoda de apreciere a activitatii atero-protective a substantelor biologic active, care
consta 1n aceea ca in vitro se determina influenta lor asupra activitatii paraoxonazei 1 (PON
1)/arilesterazei cu utilizarea p-nitrofenil acetatului dizolvat intr-o solutie tampon cu pH-ul
7,4 si CaCly, caracterizata prin aceea cd substantele biologic active 1n diferite
concentratii se amesteca cu o solutie ce contine 20,8...41,6 Ul/l de PON1/ arilesteraza in
0,05 M solutie tampon fosfat cu pH-ul 7,4 (concentratia finala 10,4...20,8 UI/1), apoi se
incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 5...10 min, dupa care se adauga un mediu de
reactie ce contine 1,5..2,5 mM de p-nitrofenil acetat (concentratia finald 1,37...2,28
mM/l), 1,0...2,0 mM/I de CaCl; (concentratia finald 0,91...1,82 mM/l) si 10,0...20,0 uM/1
de cloramind T (concentratia finald 9,1...18,3 uM/I) in 0,05 M solutie tampon fosfat cu
pH-ul 7,4 cu obtinerea probei de cercetat, proba de control se pregateste identic ca proba de
cercetat, dar substanta de testat se inlocuieste cu o cantitate echivalentd de solutie de 0,05
M tampon fosfat cu pH-ul 7,4, iar proba blanc se pregateste identic ca proba de control, dar
mediul de reactie nu contine enzima PONIl/arilesteraza, apoi se determinad absorbanta
initiala Al la 405...410 nm, dupa care probele se incubeaza la temperatura de 37°C, timp
de 30 min §i se madsoara repetat absorbanta A2 la 405..410 nm, apoi se calculeaza
procentul de activare a PON 1/arilesterazei substantelor cercetate dupa formula: procentul
de activare = 100 - [1-(AApr-Ab)/(Ak-Ab)]-100, unde:

AApr — diferenta dintre absorbanta A2 si absorbanta Al a probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;

Ab - absorbanta probei blanc,

totodata, cu cét este mai mare procentul de activare a concentratiei corespunzitoare a
substantelor cercetate, cu atat activitatea atero-protectiva este mai mare.
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