Tiirk Klinik Biyokimya Derg 2005; 3(1): 15-21 Arastirma

Hemodializ Hastalannda Serum
Paraoksonaz Aktivitelerinin
Degerlendirilmesi

The Evaluation of the Serum Paraoxonase
Activities in Hemodialyses Patients

Feray Binbas* Nuriye Uzuncan* Dilek Aslanca*
Ertan Belten* * Baysal Karaca* *

*TC Saghk Bakanligi izmir Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya Servisi, izmir
**(Ozel Hatay Diyaliz Merkezi, izmir

OZET

Amacg: Serum paraoksonazi (PON1), yliksek dansiteli lipoprotein (HDL)’e bagh bir esterazdir ve dusiuk
dansiteli lipoprotein (LDL)'nin oksidasyonunu inhibe etmektedir. LDL'nin oksidatif modifikasyonu
ateroskleroz patogenezinde énemli rol oynar. Hemodializ hastalarinda artmis oksidatif stres LDL'nin
modifikasyonuna ve bu hastalarda ateroskleroz gelisimi riskinin artmasina sebep olmaktadir. Biz de
bu hipotezden yola cikarak calismamizda hemodializ hastalarinda paraoksonaz (PON1) aktivitesini
degerlendirmeyi amacladik.

Gerec ve Yontem: 52 hemodializ hastasi, 42 saghkli kontrol grubunda PON1 aktivitesini, Apo Al,
HDL, LDL, trigliserid ve kolesterol seviyelerini Olctuk.

Bulgular: Serum PONI1 aktivitesi hemodializ hastalarinda (95,88 U/L) kontrol grubuna (126,38 U/L)
godre daha dusiik bulundu (p<0,001). HDL ve Apo Al seviyeleri de hemodializ hastalarinda kontrol
grubu ile karsilastinldiginda daha dusuktii. PON1 aktivitesinde gbézlenen dususiin HDL ve Apo Al
seviyelerindeki dtistikliikten kaynaklanabilecegini dustinerek, PON1 enzim aktivitesini HDL ve Apo Al
konsantrasyonlarn ile standardize ettigimizde, standardize PON1 aktiviteleri (PON1/HDL, PON1/Apo Al

oranlar1) hemodializ hastalarinda kontrol grubu ile karsilastinldiginda anlamli bir dustikliik gostermedi.

Sonuc¢: Bu calisma, hemodializ tedavisi alan hastalarda PON1 aktivitesinin dugiik oldugunu ve dustik
PON1 aktivitesinin hemodializ hastalarinda artmis ateroskleroz gelisimine katkida bulunabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Paraoksonaz (PON1), HDL-kolesterol, apolipoprotein Al (apo Al), hemodializ

ABSTRACT

Objective: Serum paraoxonase (PON1) is a HDL associated esterase and inhibits LDL oxidation. The
oxidative modification of LDL plays an important role in the pathogenesis of atherosclerosis. In
hemodialysis patients, the increased oxidative stress induces oxidative modification of LDL and
causes an increased risk for developing atherosclerosis. In keeping with this hypothesis, we aimed to
evaluate the PON1 activities in hemodialysis patients.
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Material and Methods: We measured PON activity, Apo Al, HDL, LDL levels in 52 hemodialysis
patients and in 42 healthy control subjects.

Results: The serum PON activities were found to be decreased in hemodialysis patients (95.88 U/L)
compared to control subjects (126.38 U/L) (p<0.001). The Apo Al and HDL levels were also lower in
hemodialysis patients. To assess whether the observed reduction in PON activity was due to HDL and
Apo Al level decreases, we standardized the enzyme activity for HDL and Apo Al concentrations. The
standardized serum PON1 activities in hemodialysis patients did not show a significant decrease when

compared with the control group.

Conclusion:

This study shows that the decreased PONI1 activities may lead to a reduction in the

antioxidant capacity of HDL and contribute to the accelerated development of atherosclerosis in

hemodialysis patients.

Key Words: Paraoxonase (PON1), HDL-cholesterol, apolipoprotein Al (apo Al), hemodialysis

GiRi$

Paraoksonaz (PON1) (arildialkil fosfataz, EC
3.1.8.1) karacigerde sentezlenen, organo-
fosfatlarin (paraokson), arilesterlerin, okside
fosfolipidlerin ve lipid peroksitlerin hidroli-
zinde gbrev alan bir serum esterazdir (1).
insan serumunda, HDL'nin Apo Al ve Klas-
terin iceren 6zel bir bélumiine bagh bulu-
nan PON1in, HDLyi oksidasyondan korudu-
du ve LDL'nin oksidatif modifikasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (2,3,4). Arter duva-
rinda LDL'nin oksidasyonu ateroskleroz lez-
yon delisiminde 6nemli bir basamak olup
PON1, bu okside LDL’deki aktif lipitleri yika-
rak, arter duvar hiicrelerindeki inflamatuar
cevabi 6nlemektedir (5).

Kardiovaskiiler hastalik, kronik bébrek yet-
mezlikli hastalarda morbiditenin major sebep-
lerindendir ve bu hasta populasyonunda 6liim-
lerin %>50’inden sorumludur (6). Uremik
hastalarda okside LDL, ateroskleroz gelisi-
minde major faktor olarak gosterilmis (7) ve
koroner arter hastaligi gelisiminde abnormal
lipoproteinlerinde iliskisi oldugu saptanmis-
tir (8). Bunun yaninda yapilan calismalarda
uremik hastalarda PON1 aktivitesinin duistii-
du tespit edilmistir (9,10). Biz de bu veriler
dogrultusunda, hemodializ hastalarinda diisuk
PON aktivitesinin kardiovaskiiler hastalik aci-
sindan 6énemli bir risk faktorii olabilecedini
adz Onulne alarak, calismamizda hemodializ
hastalarinda ve saglikh bireylerde serum
PON1 aktivitesini degerlendirmeyi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Cahsmaya Ozel Hatay Hemodializ Merkezi'nde
takip edilen 52 hemodializ hastasi (30 erkek,
22 kadin), 42 saglikli birey (24 erkek, 18 kadin)
alindi. Hemodializ tedavisi suresi 6 aydan Kisa
olan hastalar ¢calismaya alinmadi. Hemodia-
liz hastalann haftada 3 kez 4-5 saat/seans
sureli hemodialize giren Kisilerden segildi.
Kontrol grubu ise sistemik hastaligi bulun-
mayan saglikl bireylerden olusturuldu.

Kan 6mekleri, hemodializ hastalarindan hemo-
dializ ve heparin enjeksiyonu 6ncesi arterio-
venoz fistuliin arteriyel kismindan alindi ve
Kanlar jelli duz tuplere toplandi. Sirkadiyen
degisimlerin etkisini dnlemek icin tim kanlar
sabah saat 8:00-9:00 arasinda 12 saat achqi
takiben alindi. Kan 6rnekKleri, oda 1sisinda 1
saat icerisinde 10 dakika santrifiij edildi.
HDL-kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserid
parametreleri ayni giin DDS (Diasis Diagnos-
tik Sistem) Kitleri kullanilarak Olympus AL
5200 otoanalizoriinde calisildi. Daha sonra
serum Ornekleri porsiyonize edilerek, -80°C’de
paraoksonaz aktivitesi ve apolipoprotein Al
calisilmak uzere saklandi.

Paraoksonaz aktivitesi substrat olarak kulla-
nilan paraoksonun (O,O-dietil-O-p-nitrofenil-
fosfat, Sigma Aldrich USA) enzimatik olarak
hidrolizi sonucu olusan 4-nitrofenoliin verdig
renkli Urinin 412 nm’de absorbansinin
Schimadzu UV spektrofotometresinde olcii-
mu ile belirlenmistir (10). Paraoksonaz akti-
vitesi, 2 mmol/L CaCl , ve 5.5 mmol/L paraok-
son iceren 1 ml Tris-HCI Buffer'a (100 mmol/L,
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pH:8.0), 50 pL serum eklenerek olculdii. 4-
nitrofenoliin olusum hizi 412 nm’de 25°C’de
saptandi. Enzimatik aktivite, molar ekstink-
siyon katsayis1 (17000 M'! cm!) ile hesap-
landi. 1 nmol paraoksonu 1 dakikada 4-nitro-
fenole donustiiren enzim aktivitesi 1 Unite
(U) olarak tanimlanmuistir.

Apo Al seviyeleri ise Beckman Coulter Kiti
kullanilarak nefelometrik yontem ile Beckman
Coulter Immage® cihazinda calisildi.

Istatistiksel analizler SPSS programi kullani-
larak yapildi. Veriler, tanimlayici analiz (grup
sayllari, ortalama, standart sapma) Kkullani-
larak sunuldu. Gruplar arasi Karsilastirmada
Student-t testi kullanildi ve p<0.05 anlaml
olarak kabul edildi.

BULGULAR

Hemodializ hastalari ve Kkontrol grubunun
lipid parametrelerini iceren veriler Tablo 1’'de
goOsterilmistir. Kontrol grubu ile karsilastinl-
diginda, serum Kolesterol, trigliserid seviye-
leri hemodializ hastalarinda anlaml olarak
yuksek bulundu (p<0.001). LDL-kolesterol
seviyeleri de ayni sekilde hemodializ hasta-
larinda, Kkontrol grubu ile Kiyaslandiginda
daha ytuksekti (p<0.05). HDL-Kolesterol ve
apo Al seviyeleri ise hemodializ hastalarinda

Hemodializ Hastalarinda Serum Paraoksonaz

anlaml derecede duistik bulundu (p<0.001),
(p<0.05).

Paraoksonaz aktivitelerinin hemodializ hasta-
larinda ortalamasi 95.88+56.02 U/L olup,
kontrol grubu (126.38+64.44 U/L) ile Karsi-
lastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir
diisiiklik gosterdi (p<0.05) (Sekil 1). HDL-
kolesterol ve apo Al seviyeleri hemodializ
hastalarinda daha dusuk oldugu icin, PON
aktivitesi HDL-kolesterol ve apo Al seviye-
leri ile standardize edildi. Standardize PON
aktiviteleri (PON aktivitesi / HDL-Kolesterol
konsantrasyonu), (PON aktivitesi / apo Al
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Sekil 1. Hemodializ hastalar1 ve kontrol grubunda
paraoksonaz aktiviteleri.

Tablo 1. Kontrol grubu ve hemodializ hastalarnin 6zellikleri ve lipid parametreleri.

Parametreler Kontrol grubu Hemodializ grubu P
Hasta sayisi 52

Erkek 30

Kadin 22

Yas (y1l) 50.54 + 10.74 52.01 +9.54

Kolesterol (mmol/L) 3.83 + 0.54 4.63 +1.01 <0.001
Trigliserid (mmol/L) 1.15 + 0.32 1.79 + 0.65 <0.001
HDL Kkolesterol (mmol/L) 1.38 + 0.35 1.04 + 0.31 <0.001
LDL Kolesterol (mmol/L) 2.51 £ 0.51 2.91 = 0.68 <0.05
Apo Al (g/L) 11.47 £ 1.91 10.16 + 2.04 <0.05
PON aktivitesi (U/L) 126.38 + 64.44 95.88 + 56.02 <0.05
PON / Apo Al orani (U/q) 11.27 + 5.88 9.57 =+ 5.72 >0.05
PON / HDL kolesterol orani (U/mmol) 97.85 + 56.85 95.73 + 58.0 >0.05

Gruplar arasi karsilastirmalar Student-t testi ile yapildi.
Veriler. ortalama + SD seklinde verilmistir.
p<0.05 anlaml olarak kabul edildi.
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konsantrasyonu)'ne bakildiginda hemodializ
hastalan ve kontrol grubu arasinda istatistik-
sel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05)
(Tablo 1).

TARTISMA

Uzun sureli hemodializ tedavisi alan hasta-
larda aterosklerotik kardiovaskiiler hastalik
riskinin normal populasyona gore 7 kat daha
fazla oldugu rapor edilmistir (11). Ateroskle-
roz multifaktdriyel bir olaydir ve okside mo-
difiye edilmis LDL-kolesterol bunun baslan-
gicinda ve progresyonunda 6nemli rol oyna-
maktadir. Paraoksonaz (PON1), HDL’e bagh
olarak bulunan ve LDL oksidasyonunu inhibe
eden bir enzimdir (5,12). Bu nedenle, aras-
tirmacilar tarafindan paraoksonazin hemo-
dializ hastalarinda Kkardiovaskiiler hastalik
ile iligkisi olabilecegi duistinuilerek, bu hasta
grubunda PONI1 aktivitesini ¢calismislar ve
hemodializ hastalarinda PON1 aktivitesinin
diusuk oldugunu bulmuslardir (9,10).

Biz calismamizda serum Kolesterol, LDL-ko-
lesterol ve trigliserid seviyelerinin hemodia-

liz hastalarinda yitikseldigini go6zlemledik.
HDL-kolesterol ve apolipoprotein Al seviye-
leri ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda,

hemodializ hastalarinda anlamli derecede
duisuktii. Benzer sekilde Paragh ve ark. (10)
tremik ve boébrek transplanth hastalarda yap-
tiklann calismada, tiremik hastalarda koleste-
rol, LDL-kolesterol dederlerinin ytikseldigini,
HDL-kolesterol ve apo Al seviyelerinin de
anlaml olarak dustik oldugunu, bobrek trans-
plant hastalarinda ise bu parametrelerin
kontrol grubu ile yakin degerlerde oldugunu
gozlemlediler. Bozulmus lipoprotein metabo-
lizmasinin tremik hastalarda sik gozlendigi
ve dusiik HDL kolesterol seviyesinin bu has-
talarda major sorunlardan biri oldugu daha
onceki ¢calismalarda tespit edilmistir (13-17).
Ayrica yapilan calismalarda tiremik hastalarda
en sik rastlanan lipid metabolizmasi bozuk-

lugunun hipertrigliseridemi oldugu rapor edil-

mistir (18,19).

Bu calismada, PON1 aktivitesi agisindan grup-
lar degerlendirildiginde, hemodializ hastala-
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rnin kontrol grubuna gdre daha duisiik PON1
aktivitesine sahip oldugu go6zlendi. Hemo-
dializ hastalarinda PON1 aktivitesi, arastirma-
cilar tarafindan daha 6nce yapilmis ¢calisma-
larda da degerlendirilmigstir. Schiavon ve ark
(9) yaptiklann calismada, PONI1 aktivitesini
hemodializ hastalarinda kontrol grubuna gore
daha dusuk buldular ve hemodializ hastala-
rnda varolan degdismis HDL-kolesterol alt
birimlerinin dusuk PONI1 aktivitesinin esas
sebebi olabilecedini 6ne stirdiler. Dantoine
ve ark. (20) ise hemodializ, periton diyalizi
ve diyaliz tedavisi almayan kronik bdébrek
yetmezlikli hastalar olmak uzere U¢ grupta
PON1 aktivitesini arastirdiklarinda, butun grup-
larda PON1 aktivitesini kontrol grubu ile
Karsilastirildiginda daha dusuk buldular ve
ozellikle diyaliz tedavisi alan hastalarda PON1
aktivitesindeki dustikligiin daha belirgin
oldugunu tespit ettiler. Hasselwander ve ark.
(21) da hemodializ hastalarinda serum PON1
aktivitesini diisuk buldular ve bu hastalarda
dusuk PONI1 aktivitesinin HDL-kolesterollin
antioksidan Kapasitesinde azalmaya sebeb
oldugu sonucuna vardilar. Paragh ve ark. (22)
yaptiklan ¢alismada ise hemodializ hastala-
rinda ve bobrek transplanth hastalarda PON1
aktivitesinin diistiiguniit ve bu dusuklugiin
hemodializ hastalarinda daha belirgin oldu
dunu tespit ettiler. Itahara ve ark. (23) da
hemodializ hastalarinda PON1 aktivitesini
arastirdiklarinda hemodializ hastalarinda PON1
aktivitesini daha diistiik buldular. Ayni sekil-
de Juretic ve ark. (24) da hemodializ hasta-
larinda dusuk PON1 aktivitesi tespit ettiler.

Biz bu calismada gruplarin PON1 polimor-
fizm dagilimini calismadik. Bununla birlikte
¢ogu arastirmaci PON1 aktivite dusuklugiiniin
bu hasta gruplarinda goériilen farkl polimor-
fizm dadilimina bagh olabilecedini diisiine-
rek, hemodializ hastalan ve Kkontrol grubu
arasindaki polimorfizm dadihmini arastirmis:
tir. Ornedin; Schiavon ve ark. (9) yaptiklan
calismada hemodializ hastalarinda B allo-
enzim sikliginin yuiksek olusunun Koroner
arter hastali@ riskini arttirabilecegini rapor
ettiler.

Ttrk Klinik Biyokimya Dergisi



Bunun yaninda yapilan diger calismalarin
sonucunda bir ¢ok arastirmaci fenotip dagi-
Iimi acisindan hemodializ ve kontrol grubu
arasinda anlaml bir fark bulunmadigina ve
bu hastalarda goriilen PON1 aktivitesi dlistk-
laginiin farkh fenotip dagilimina baglana-
mayacagdina isaret ettiler (10,21-24). Biasioli
ve ark. (25) yaptiklan calismada tremik has-
talarda PON1 aktivitesi ve PON1 polimorfizm
dagiimini incelediklerinde, uremik hastalar-
da PON1 aktivitesinin daha dusiik oldugunu,
polimorfizm dadiliminda ise kontrol grubu
ile bir fark bulunmadigini goérdiiler ve Uremik
hastalarda PONI1 aktivitesindeki dusukligin
polimorfizmden badimsiz, belki de HDL alt
birimlerindeki farkli dagilimlara bagh olabi-
lecedini rapor ettiler.

Bu calismalar, tiremi veya hemodializin PON1
enzim aktivitesinde, enzim konsantrasyonun-
da veya HDL ile baglanmasinda degisimlere
neden oldugunu géstermektedir.

Daha 6nce yapilan arastirmalarda, uzun siireli
hemodializ tedavisi alan lUremik hastalarda
serum PONI1 aktivitesindeki degisimlerin HDL-
kolesterol ve trigliserid konsantrasyonlari
ile iliskisi oldugu g6zlenmistir (26,27).

Biz de calismamizda, hemodializ hastalarin-
da gozlenen dusiik PON1 aktivitesinin, dusiik
HDL-kolesterol ve apoAl seviyelerine bagl
olabilecegini duslinerek, PON1 enzim akti-
vitesini HDL-kolesterol ve apoAl seviyeleri
ile standardize ettik ve standardize PON1
aktivitesi acisindan hemodializ hastalan ile
kontrol grubu arasinda anlaml bir fark bu-
lunmadigini goézledik.

Juretic ve ark. (24) da yaptiklan calismada,
hemodializ hastalan ve kontrol grubu ara-
sinda standardize PON1 aktivitesi acisindan
anlaml bir fark bulunmadigini rapor ettiler.
Ayni sekilde Hasselwander ve ark. (21) da
hemodializ hastalarinda PONI1 aktivitesini
dusuk bulduklart halde, PON1/HDL oraninin
kontrol grubu ile Kkarsilastirdiklarinda anlaml
bir fark bulunmadigini tespit ettiler.

Hemodializ Hastalarinda Serum Paraoksonaz

Bununla birlikte Paragh ve ark. (22) yaptiklarn
calismada; PON1 aktivitelerini apoAl ve HDL-
kolesterol ile standardize ettiklerinde, stan-
dardize PONI1 aktivitesinin hemodializ ve
transplant hastalarinda kontrol grubuna gore
daha duisuk oldugunu gézlemlediler. Schiavon
ve ark. (9) da benzer sekilde PON1/HDL ora-
nin1 hemodializ hastalarinda kontrol grubu-

na oranla daha diisiik oldugunu tespit etti-
ler ve hemodializ hastalarinda olabilecek

degismis HDL alt birimlerinin, PON1 aktivi-
tesindeki dusukligin esas sebebi olabile-
cedini ifade ettiler.

Kronik bobrek yetmezIikli hemodializ hasta-
larinda, PON1 aktivitesindeki diisukluk, bu
hastalarda bulunan dusiik HDL-kolesterol
konsantrasyonunun bir sonucu olabilir ¢tunkii
HDL-kolesterol, PON1‘In serumdaki tasiyici-
sidir. Bununla birlikte, ikinci bir olasilik ise
hemodializ hastalarinda bulunan uremik
ortamdan dolay1r PON1 aktivitesinin inhibe
olmasidir. Yapilan calismalarda standardize
PON1 aktivitesi ile ilgili farklh sonuglarin
bulunmasi, hemodializ hastalarinda PONI1
aktivitesi dusuklugiinin sadece HDL kon-
santrasyonuna bagh olmadigina, PON1 akti-
vitesini etkileyen baska faktorlerin de ola-
bilecegine isaret etmektedir.

HDL-kolesteroliin kompozisyonunun degismis
olmasi da PON1 aktivitesinin ekspresyonu-
nu etkileyebilir. PON1, serumda apoAl icge-
ren HDL bolimiine baghdir (26) ve hemo-
dializ hastalan ve saglikli bireylerdeki HDL
alt birimlerinin oram farkh olabilir. Nitekim;
daha 6nce yapilan calismalarda lipoprotein
metabolizmas1 bozuklugu olan hastalarda,
PONI1 aktivitesi ve HDL kompozisyonu ara-
sinda iligki oldugu gosterilmistir (28-30).

Sonug olarak hemodializ hastalarinda goz-
lenen diisuk PONI1 aktivitesi, HDL-koleste-
roliin antioksidan kapasitesinin azalmasina
ve buna bagh olarak artmis ateroskleroz ris-
Kine sebep olabilir. Bu ytizden hemodializ
hastalarinda PON1 aktivitesinin oOl¢iilmesi
prematur aterosklerozun tespiti acisindan
onemli olabilir.
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