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Introduction

Oxidative stress is enhanced in both metabolic syndrome and hemodialysed
patients (HDPS). HDL-bound paraoxonase 1 (PON1) enzyme protects lipoproteins
from oxidation. However, PON1 activity is reduced in both diabetes mellitus and
kidney failure. Altered levels adipokines, e.g. leptin, adiponectin, and resistin as
well as cytokines, e.g. interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-
a) secreted by adipose tissue may contribute to abdominal obesity related insulin
resistance (IR), inflammation and atherosclerosis, as well as to decreased PON1
activity. Adiponectin correlates positively and independently from other factors
with PONI1 activity, while negatively with C-reactive protein (CRP) and
malonyldialdehyde (MDA) suggesting a role in the alleviation of oxidative stress.

Soluble E-selectin as a marker of endothelium inflammation shows a direct
association with IR. In kidney failure, its severity is related both with PONI
activity and MDA level. Furthermore, although adiponectin level is elevated in
kidney failure, its role is controversial in this patient population. By some
investigations, its level seems to be directly related to the risk of the
cardiovascular events according to a paradoxical role of adiponectin in chronic

renal diseases that may contribute to the explanation of a “reverse epidemiology”.

Aims of the present work

To investigate of the role of adipokines in modifying metabolic syndrome, serum
PONI1 activity, endothelium activation, and increased oxidative stress in two
patient-groups, in (i) kidney failure and (i1) those with preserved kidney function

but having various degrees of obesity.



Methods

The investigations were carried out in two different patient-groups , in 70 HDPS
and in 74 individuals with preserved kidney function (50 obese, and 24 healthy
ones). Among others, anthropometric parameters, systolic and diastolic blood
pressures were measured and the IR index calculation was based on homeostasis
model assessment (HOMA-IR). Adiponectin, sE-selectin, resistin and leptin were
measured by ELISA, while activity of PONI, level of non-esterified fatty acids
(NEFA), as well as measures of lipid peroxidation, e.g. reduced glutathion (GSH)
and MDA levels, total peroxidase and catalase activities were determined using

spectrophotometric methods.

Results

1. Hemodialysed patients

In the hemodialysed patients body mass index (BMI), waist, albumin, CRP,
triglyceride and HOMA-IR were significantly higher in the lower adiponectin
subgroup, while dialysis efficiency and HDL-C were significantly lower.
According to these, adiponectin level correlated positively with dialysis efficiency
and HDL-C, while negatively with BMI, waist, albumin, fibrinogen, CRP,
HOMA-IR and triglyceride levels. Multiple regression analyses showed that not
only BMI and HOMA-IR were independent negative predictors of serum
adiponectin level, but also the albumin level that is a marker of nutrition. Soluble
E-Selectin inversely and independently correlated with the age, while GSH
positively with HDL-C.

Among the oxidative stress markers only the GSH showed significant correlations
with analyzed parameters. As expected, there was a positive association with

HDL-C, while negative ones with both systolic and diastolic blood pressure.
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However, in our patient-group we found no correlations between the analyzed
cardio-metabolic parameters and the total peroxidase, the catalase activity, or

MDA concentration.

2. Individuals with preserved kidney function

In individuals with preserved kidney function, HOMA-IR was correlated
positively with BMI, waist circumference, serum NEFA, leptin, IL-6 and TNF-a
levels, while negatively with adiponectin, without significant association to
resistin. Leptin, and in lesser degree IL-6 and adiponectin were significant
predictors of HOMA-IR. Resistin level was higher in the controls than among the
obese subjects, and correlated negatively with BMI, waist circumference, systolic
BP, serum HbA,c, leptin, NEFA, and MDA levels, while positively but not
independently with PON1 activity. We found no significant difference between
sexes in respect of serum levels of resistin. Beside MDA, PONI activities were
also negatively correlated with BMI, waist circumference, systolic BP, levels of
HbA ¢, insulin and HOMA-IR, and correlated positively with concentrations of
HDL-C. Of these variables, BMI and MDA were independent predictors of PON1

activity.

Discussion

1. Hemodialysed patients

We have demonstrated that in kidney failure, in contrast to normal renal function,
higher adiponectin levels have no correlation with PONT1 activity or the sE-selectin
level. However, adiponectin shows associations with dialysis efficiency, and
similar to individuals with preserved kidney function, traits of metabolic
syndrome. In addition to BMI and HOMA-IR, the serum albumin concentration is

also one of the independent negative predictors of the serum adiponectin level.

4



Dialysis efficiency has shown associations with the metabolic syndrome, but not
with the serum albumin level. Collectively, these findings may add details to the
understanding of the role that adiponectin plays in the chronic renal disease related

to “reverse epidemiology.”

2. Individuals with preserved kidney function

In the current concept of metabolic syndrome the adipose tissue secreted products,
adipokines and NEFA play pivotal roles. We tested the association of insulin
resistance to levels of these humoral factors, in addition to basic anthropometric
characteristics. In univariate analyses insulin resistance was correlated positively
with obesity, levels of serum NEFA, leptin, IL-6 and TNF-o, while negatively
with adiponectin serum concentration, with no significant association to resistin.
In line with these findings, HOMA-IR, NEFA, leptin IL-6 and TNF-a level were
significantly higher, while adiponectin level was significantly lower in obese
people as compared to normal controls, without significant difference in respect of
resistin.

In a combined multivariate model, we also tested the influence of other adipokines
on HOMA-IR as a dependent variable. The investigated parameters on the whole
explained only a minor part of the variance of insulin resistance showing that other
factors also play pivotal roles in the determination of its degree. On HOMA-IR
leptin had the highest influence of the adipokines, while IL-6 and adiponectin had
minor ones, and TNF-a, resistin, NEFA or BMI were not significant independent
predictors of this.

Interestingly, we found discrepant associations between IL-6 and HOMA-IR
during the uni-, and multivariate analyses: positive one during the univariate,
while in multivariate tests, depending on whether in the model beside of basic
anthropometric characteristics NEFA and other adipokines were also included
either negative one, or neutral. IL-6 release from adipose tissue results in a

proinflammatory state leading to insulin resistance, while, on the other hand, IL-6
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produced by working muscles could enhance glucose disposal, lipolysis and fat
oxidation.

Among our study subjects with a broad range of BMI, we obtained negative
association between serum levels of resistin and, besides insulin resistance, some
other features of metabolic syndrome, such as BMI, waist circumference, serum
levels of HbAc, leptin, non-esterified fatty acid and MDA, and systolic BP.
Although these correlations were not too strong, except the one with the MDA, on
the whole were concordant. Individuals with normal renal function, adiponectin
has a positive and independent correlation with the HDL-associated antioxidant
enzyme paraoxonase 1 (PONI), yet an inverse relationship with sE-selectin, a
marker of inflammatory activation of the endothelium.

We also investigated the possible association of serum levels of resistin with
activity of the PONI1. They showed a positive univariate correlation. However,
when we tested if the association between resistin and PON1 was independent of
anthropometric and other parameters in multiple regression analysis, resistin was
not an independent predictor of PON1. Actually, during this multivariate analyses
only the negative correlation between PONI1 and lipid peroxidation (e.g. MDA
concentration measured by TBARS) remained significant, and neither the BMI,
nor age, gender, systolic BP, HOMA-IR, LDL-C or HDL-C were significant
predictors of PON1 activity.

The finding that some parameters of metabolic syndrome, e.g. diastolic BP, levels
of uric acid, glucose, insulin, triglyceride, HDL-C, and HOMA-IR were not
related significantly to serum levels of resistin might be because our study
patient’s group was not large enough to have sufficient statistical power that was
otherwise enough for our basic observation, i.e. the significant positive correlation
between serum resistin and PON1. The fact that fasting plasma glucose was not
related to serum levels of resistin may be due to the fact that HbA ¢ reflects the
long-term glycemic burden. In agreement with the majority of previous work,

there was no relationship between resistin and LDL-C levels.



l.

Original observations

To the best of our knowledge, we investigated first a possible relationship
between adiponectin with PONI1 and sE-selectin in kidney failure.
However, we found no correlation among PON1 activity, sE-selectin and
adiponectin levels in this patient’s group. Moreover, our findings raise the
possibility that — although itself the lower insulin resistance in patients with
higher adiponectin levels might be beneficial, even in kidney failure — the
condition related to uremic malnutrition marked by the lower serum
albumin concentration may be more detrimental. Furthermore, the uremic
environment, despite the kidney failure-related hyperadiponectinemia, may
overwhelm the protective effect of adiponectin against endothelial
dysfunction and low PONI1 activity. These findings collectively may add to
the understanding of the role that adiponectin plays in the chronic renal
disease-related “reverse epidemiology.”

In individuals with preserved kidney function and wide range of BMI,
applying a combined model containing multiple adipose tissue derived
humoral factors to investigate their collective effects on the insulin
resistance, only serum leptin, and in lesser degree IL-6 and adiponectin
were independent determinants of insulin resistance. Moreover, even
together explain they only a minority of variance of it.

Some of our observations related to resistin are also without antecedents in
the literature. Although we found no correlation between serum levels of
resistin and insulin resistance, resistin was associated negatively with some
features of metabolic syndrome, i.e. anthropometric, blood pressure and
laboratory (glycemic control, other adipokines, and oxidative stress)

characteristics.



4. To the best of our knowledge, our experiment was the first report that
investigated the relationship between resistin and PON1. Resistin showed a

positive, although not independent correlation with serum PONT.
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Bevezetés

A fokozott oxidativ stressz jellemzd mind a metabolikus szindrémdra, mind a
mivese kezeltekre (HD). A HDL-hez kotott paraoxonaz 1 (PON1) enzim védi a
lipoproteineket az oxidativ karosodastol. A PONI1 aktivitdisa mind a diabetes
mellitusban, mind a veseelégtelenségben csokkent. A zsirszovet altal termelt
adipokinek, mint a leptin, adiponektin és rezisztin, illetve azon citokinek, melyek
elvéalasztasaban a zsirszovet is fontos szerepet jatszik — pl. az interleukin-6 (IL-6)
¢s a tumor nekrozis faktor (TNF-a) — normalishoz képest megvaltozott
szérumszintje hozzajarul az abdominalis elhizéssal kapcsolatos inzulin rezisztencia
(IR), gyulladas és atherosclerosis kialakuldsahoz, csakugy, mint a PON1 aktivitas
csokkenéséhez. Az adiponektin pozitiv és mas valtozoktol fliggetlen Osszefliggest
mutat a PONI1 aktivitassal, mig negativat a C-reaktiv proteinnel (CRP) és
malondialdehiddel (MDA), ami azt sejteti, hogy a PONI1 szerepet jatszhat az
oxidativ stressz enyhitésében.

A szolubilis (s) E-szelektin, az endothelialis gyulladas jelzdje direkt osszefliggést
mutatott az IR-val. A veseelégtelenségben sulyossaga Osszefligg mind a PON1
aktivitassal — negativ modon, mind az MDA szinttel — pozitiv modon. Tovabba,
habar a veseelégtelenségben az adiponektin szintje magas, szerepe jelenleg
vitathato ebben a beteg populacioban. Bizonyos tanulmanyok szerint ugyanis ugy
tlinik, hogy a szintje egyenesen ardnyos a kardiovaszkularis eseményekkel — az

adiponektin kronikus vesebetegségekben jatszott paradox szerepét (,reverz

cyey
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Célkitiizések

Az adipokinek, metabolikus szindroma, szérum PONI1 aktivitds, endothel
diszfunkcio, oxidativ stressz vonatkozasaban jatszott szerepének tanulmanyozasa
két betegcsoportban (i) veseelégtelenségben és (ii) kiillonb6zo mértékben elhizott,

de megtartott vese funkcioji egyénekben.

Betegek és modszerek

A vizsgalatokat két kiilonboz6 betegcsoportban, egy 70 Hd és egy 74 személybdl
allo megtartott vesefunkcid (50 elhizott, és 24 egészséges kontroll) csoportban
végeztilk. Tobbek kozott antropometrias paramétereket, szisztolés és diasztolés
vérnyomast mértiink és homeosztazis modell szerint (HOMA-IR) IR indexet
szamoltunk. ELISA moddszerekkel mértiik az adiponektin, sE-szelektin, rezisztin
¢s leptin szérumszintjét, mig a PON1 aktivitast, a nem-észterifikalt szabad zsirsav
(NEFA) szintjét, valamint a lipid peroxidacidt, igy a redukalt glutation (GSH) és
MDA szinteket, teljes peroxiddz, katalaz aktivitast spektrofotometrias

modszerekkel.

Eredmények

1. Hemodializalt betegek

A hemodializalt betegek alacsonyabb adiponektin szintli alcsoportjdban a
testtomeg index (BMI), a haskorfogat, albumin, CRP, triglicerid ¢s HOMA-IR
szignifikansan magasabb volt, mig a dializis hatékonysdga ¢s HDL-C
szignifikansan alacsonyabb. Ezeknek megfeleléen az adiponektin szint pozitivan

korrelalt a dializis hatékonységgal és HDL-C, mig negativan a BMI, haskorfogat,
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albumin, fibrinogén, CRP, HOMA-IR ¢s triglicerid szintekkel. A tobbszoros
regresszios elemzés kimutatta, hogy nemcsak a BMI és HOMA-IR voltak
fliggetlen negativ prediktorai a szérum adiponektin szintnek, hanem a taplaltsag
markereként is szolgald albumin szint is. A sE-szelektin fiiggetlen és forditott
Osszefiiggést mutatott az életkorral, mig a GSH pozitiv korrelaciét a HDL-C
koncentracioval.

Az oxidativ stressz markerei koziil, csak a GSH mutatott szignifikdns kapcsolatot
a vizsgalt paraméterekkel. A vartnak megfeleléen pozitiv dsszefiiggés volt a HDL-
C, mig negativ mind a szisztolés, mind a diasztolés vérnyomassal. Azonban a
vizsgalt betegcsoportban nem talaltunk korrelaciot a kardio-metabolikus kockézati
paraméterek és a teljes peroxidaz, katalaz aktivitas, illetve MDA koncentracio

kozott.

2. Megtartott vesefunkcioju egyének

A megtartott vesefunkcioji egyénekben a HOMA-IR pozitivan korreladlt a BMI-
vel, haskorfogattal, szérum NEFA, leptin, IL-6 és TNF-a szintekkel, mig
negativan az adiponektinnel, de nem mutatott szignifikdns Osszefliggést a
rezisztinnel. A leptint, és kisebb mértékben az IL-6-t és az adiponektint a HOMA-
IR szignifikans prediktoraiként lehetett azonositani. A rezisztin szint magasabb
volt az egészséges kontrollokban, mint az elhizott egyénekben. Tovabba: a
rezisztin szint negativan korelallt a kdvetkezd paraméterekkel: BMI, haskorfogat,
a szisztolés vérnyomads, szérum HbA,., leptin, NEFA ¢s MDA szintek, mig
pozitivan a PON1 aktivitdssal. Az utdbbi korrelacidé nem volt fliggetlen egyéb
tényezoktdl a multivaridns elemzés soran. A nemek kozott nem taldltunk
szignifikdns kiilonbséget szérum rezisztin szintek vonatozasdban. Az MDA-n
kiviil a PON1 aktivitas is negativan korelallt a BMI, a haskorfogat, a szisztolés
vérnyomas, a HbA ¢, inzulin és HOMA-IR értékekkel, valamint pozitivan a HDL-
C koncentracioval. Ezen valtozok koziil a BMI és MDA bizonyult a PONI
aktivitas fliggetlen prediktoranak.
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Megbeszélés

1. Hemodializalt betegek

Kimutattuk, hogy veseelégtelenségben — szemben a normalis vesefunkcidju
egyénekkel — a magas adiponektin szint nem korrelal a PON1 aktivitassal vagy sE-
szelektin szintekkel. Az adiponektin 0Osszefliggéseket mutatott a dializis
hatékonysagaval és — hasonlatosan a normalis vesefunkcioji egyénekhez — a
metabolikus szindroma jellegzetességeivel. A BMI ¢és HOMA-IR mellett, a szérum
albumin koncentracio is fliggetlen €és negativ prediktora a szérum adiponektin
szintnek. A dializis hatékonysag Osszefiiggést mutatott a metabolikus
szindromaval, de az albumin szinttel nem. Mindezek egyiittesen hozzajarulhatnak
az adiponektin kronikus vesebetegségben jatszott szerepének — igy az u.n. ,reverz

epidemiologia” — megértéséhez.

2. Megtartott vesefunkcioju egyének

A metabolikus szindroma legtjabb koncepciodja szerint a zsirszovet altal termelt
adipokinek és NEFA fontos szerepet jatszanak a pathogenezisben. Az alap
antropometrids jellemzOk mellett megvizsgaltuk az inzulin rezisztencia (IR) és
ezen humoralis faktorok szintjének Osszefliggéseit is. Az univarians analizis
szerint az IR pozitivan korrelal az elhizassal, szérum NEFA, leptin, IL-6 é¢s TNF-a
szintekkel, mig negativan a szérum adiponektin koncentraciéval, de nincs
Osszefiiggés a rezisztinnel. Ezen megfigyelésekkel harmonizalva, a HOMA-IR, a
NEFA, a leptin, az IL-6 és a TNF-a szintek szignifikdnsan magasabbak, mig az
adiponektin szint szignifikdnsan alacsonyabb volt az elhizottak esetében, mint
kontroll csoportban. A rezisztin tekintetében szignifikans ilyen kiilonbség nem
volt.

Tobblépcsds multivaridns modellekben teszteltiik az adipokinek ¢és NEFA
befolyasat a HOMA-IR szerint szamolt inzulin rezisztenciara, mint fiiggo

valtozora. Az IR variancidjat az Osszes vizsgalt paraméter csak kis részben
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magyarazza, jelezve, hogy mads, vizsgalatainkkal nem azonositott faktorok is
fontos szerepet jatszhatnak az IR kialakitasdban. Az adipokinek koziil a leptinnek
van a legnagyobb hatdsa a HOMA-IR mértékére, mig az adiponektinnek €s 1L-6-
nak mérsékeltebb. A TNF-q, a rezisztin, a NEFA és a BMI vizsgéalatainkban nem
bizonyult az IR fliggetlen és szignifikans prediktoranak.

Erdekes médon az uni- valamint a multivarians analizisek soran diszkrepanciat
figyeltink meg az IL-6 ¢s HOMA-IR 0Osszefiiggéseiben. Pozitiv korrelaciot
taladltunk az univarians soran, mig a multivaridns tesztekben negativat vagy
neutralisat (attol fliggden, hogy a modellben milyen antropometrids tulajdonsagok,
NEFA, illetve adipokinek szerepeltek). Az egyik oldalrol az IL-6, mint zsirszovet
altal is elvalasztott proinflammatorikus, humoralis tényez6 fokozhatja a szovetek
inzulin rezisztencidjat, masrészt azonban az izomszovet altal termelt IL-6
megnovelheti a gliikdz raktarozasat, a lipolizist és a zsirsav oxidaciot.

A vizsgalt, széles BMI-vel rendelkezd betegcsoportban negativ Osszefliggést
talaltunk a rezisztin szintek, és az IR, valamint a metabolikus szindroma olyan
tényez6i kozott, mint a BMI, haskorfogat, szérum HbA ¢, leptin, NEFA és MDA
szintek, vagy a szisztolés vérnyomas. Bar ezen Osszefliggések — az MDA
kivételével — nem voltak erdsek, egészében egy iranyba mutatéak voltak. A
megtartott vesefunkcioji egyénekben, az adiponektin pozitiv ¢€s fiiggetlen
Osszefliggést mutatott az antioxidans PONI1 aktivitasaval, mig forditott korrelaciot
a sE-szelektinnel, az endothel gyulladasos aktivacidjanak markerével. Vizsgaltuk a
szérum rezisztin szint és PON1 aktivitas kozott lehetséges 0sszefliggést. Itt pozitiv
korrelaciot taldltunk, de csak az univarians elemzésben; ugyanis tobbszoros
regresszios modellben, az antropometrids ¢és egyéb paraméterckkel egyiitt
szerepelve a rezisztin nem volt fliggetlen prediktora a PONI-nek. Ezen
multivariacids analizisek sordn valojaban csak a PON1 és MDA-val mért lipid
peroxidacio kozotti negativ korrelacido maradott szignifikans, a BMI, az életkor,
nem, szisztolés vérnyomis, HOMA-IR, LDL-C vagy HDL-C nem voltak

szignifikans meghatarozo6i a PONI1 aktivitasnak.
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Annak a megfigyelésnek, hogy a metabolikus szindroma bizonyos paraméterei, pl.
diasztolés vérnyomas, hugysav, vércukor, inzulin, triglicerid, HDL-C szintek ¢és
HOMA-IR nem mutatnak szignifikdns Osszefiiggést a szérum rezisztin szinttel,
lehet az az oka, hogy a vizsgalt betegcsoport nem volt tul nagy, korlatozott
statisztikai erdvel. A betegcsoport azonban elegendd nagysdgu volt az alap
megfigyelésiinkhdz, a szérum rezisztin és PON1 kozotti szignifikans pozitiv
korrelacié kimutatasahoz.

Az a tény, hogy az éhgyomri vércukor nem fliggdtt Gssze a rezisztin szinttel, azzal
1s magyarazhatd, hogy valdjdban a HbAc tikrozi a hossza tava glikémias
expoziciot. Hasonloan méasok adataihoz, nem volt korrelacié a rezisztin és LDL-C

kozott.

Eredeti megallapitisok

1. Tudomadsunk szerint eldszor vizsgaltuk veseelégtelenségben az adiponektin
¢s a PONI, illetve a sE-szelektin kozotti lehetséges Osszefliggéseket. A
vizsgalt betegcsoportban nem talaltunk korrelaciot e tényezok kozott.
Adataink felvetik annak lehetdséget, hogy veseelégtelenségben a magas
adiponektin szint bar az egyik oldalrél jotékony hatast lehet az inzulin
rezisztencia csokkentése révén, egyben jelezheti az artalmas urémids
malnutriciét is (az alacsony szérum albumin szinttel korreldcioban).
Tovabba: az urémias kornyezet, az endothel diszfunkcid és alacsony PON1
aktivitdas  kozombosithetik az  adiponektin = védd  szerepét a
veseelégtelenséggel  Osszefiiggd  hiperadiponektinémidban. Ezek a

felismeréseink segitenek az adiponektin kronikus vesebetegségben

crer

egy olyan Osszetett modellt alkalmazva, ami Ilehetové tette szadmos
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zsirszoveti humoralis faktor inzulin rezisztencidra (IR) gyakorolt hatdsdnak
egylittes tanulméanyozésat, csak a szérum leptin és kisebb mértékben az IL-
6 ¢és adiponektin voltak ©6nalld6 meghatiroz6i az IR mértékének. Ezek
egylittesen 1s csak kis hanyadat tudtdk magyardzni az IR variancigjanak.

. A rezisztinnel kapcsolatos bizonyos megfigyeléseink szintén elézmény
nélkiiliek. Bar nem taldltunk korrelaciot a szérum rezisztin szint és IR
kozott, a rezisztin negativ kapcsolatban all a metabolikus szindréma szamos
jellemzdjével, pl. az antropometrids, vérnyomads €s laboratoriumi (vércukor
ellendrzés, egyes adipokinek és oxidative stressz) sajatsagok.

. Tanulmanyunk volt az els6, amely beszamolt a rezisztin és PONI

kapcsolatarol. Ez egy pozitiv, de nem fliggetlen korrelacionak bizonyult.
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