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Ozet: Osteoporoz, toplumda yaygin goriinen, kemik mikro mimarisinde bozulma ve diisiik kemik kiitlesi ile karakterize sistemik bir
hastaliktir. Caligmamizin amaci paraoksonaz (PON1) geninin 584A>G(GIn192Arg) ve 172T>A(Leu55Met) polimorfizmleri ile
postmenopozal osteoporoz ile iliskisinin olup olmadigim saptamaktir. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip
ve Rehabilitasyon Anabilim Dali Klinigi’nde takipli 143 postmenopozal osteoporozu olan ve 102 saglikli kadin ¢alismaya dahil
edildi. Calisma retrospektif olarak planlandi. Genotipler alel-spesifik DNA primeri ve floresan ozellikli DNA probu kullanilarak
gPCR cihazinda (The Applied Biosystems® StepOne™) belirlendi. PON1 584A>G polimorfizminin genotip ve alel frekanslarinda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir (p=0.362 ve p=0.318). PON1 172T>A polimorfizminin genotip
ve alel frekanslari karsilastirildiginda ise, saghkli bireylere gore postmenopozal osteoporozu olanlarda T alelinin istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulundugu (sirasiyla p<0.001, p<0.001) goézlendi. Caligmamizda PON1 172T>A(Leu55Met) gen
polimorfizmi ile postmenopozal osteoporoz arasinda iliski oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Osteoporoz, PON1, gen polimorfizmi

Abstract: Osteoporosis is a systemic disease which is common in society, characterized by bone micro-architecture deterioration
and low bone mass. The aim of our study was to determine whether paraoxonase 1 (PON1) gene correlates with 584A>G
(GIn192Arg) and 172T>A (Leu55Met) polymorphisms with postmenopausal osteoporosis. A total of 143 postmenopausal
osteoporosis and 102 healthy women who were followed up in Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine, Department of
Physical Medicine and Rehabilitation were included in the study. The study was planned retrospectively. Genotypes were identified
on the gPCR (The Applied Biosystems® StepOne ™) using the allele-specific DNA primer and fluorescent-specific DNA probe.
There was no statistically significant difference between the groups in the genotype and allele frequencies of PON1 584A>G
polymorphism (p=0.362 and p= 0.318). When the genotype and allele frequencies of PON1 172T>A polymorphism were compared,
it was observed that T allele was significantly higher in postmenopausal osteoporosis than healthy subjects (p <0.001, p <0.001,
respectively). PON1 172T>A (Leu55Met) gene polymorphism was associated with postmenopausal osteoporosis in our study.
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1. Giris

Osteoporoz (OP), kemik mikro mimarisinde
bozulma ve diisik kemik kiitlesi ile
karakterize, kiriklara neden olan sistemik ve
metabolik  bir kemik hastaligidir  (1).
Osteoporoz ve osteoporoza bagh gelisen
kiriklar, mortalite ve morbiditeyi etkileyerek
yasam kalitesinin azalmasina neden olur.
Osteoporoz, olusumunda genetik faktorler ve
cevresel etkilerin birlikte 1ol oynadig
multifaktoriyel hastaliklar grubunda yer alir

Q).

Osteoporoz patogenezinde ¢esitli c¢evresel
faktorler rol almakla birlikte, genetik risk
faktorleri kemik giiclinii saglayan bilesenlerin
olusumunda oOnemli rol oynar. Genetik
faktorler kemik kiitlesi ve bilesimini %50-80
oraninda etkiler (3).

Osteoporozda kemik mineral yogunlugu
(KMY) ve osteoporotik kiriklar ile iligkili
farklt genlerin varligi bildirilmistir (4.5).
Osteoporozda paraoksonaz 1 (PON1) gen
aktivitesini  Olgen ve  polimorfizmlerini
degerlendiren galigmalar mevcuttur.

PON, glikoprotein yapida olup kalsiyum
bagimli ester hidrolaz enzimidir, aym
zamanda arilesteraz aktivitesine sahiptir. Ik
olarak 1946 yilinda Abraham Mazur
tarafindan kesfedilen enzim son derece zehirli
orgonafosfat tarim ilac1 parationun toksik
metaboliti paraoksonu (organanofosfat
substrat1 ) hidroliz edebilmesinden dolay1 bu
ismi almugtir (6).

PON gen ailesi, insanlarda kromozom 7
(921.22) ‘nin uzun kolunda yer almaktadir ve
PONI1, PON2 ve PON3 olmak iizere 3 iiyesi
bulunmaktadir. PON1 ve PON3 karacigerde
eksprese edilir ve yiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL)’ye bagli olarak serumda
tespit edilebilir. PON2 serumda tespit
edilemez, ancak bdbrek, testis, karaciger ve
beyin gibi ¢esitli dokularda bulunur (7.8).
PON1’in diistik-dansiteli lipoprotein (LDL) ve
HDL’yi oksidasyona karsi korudugu ve
oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir (9).

Osteoporoz  ve kardiyovaskiiler  sistem
hastaliklart birgok hastalikta oldugu gibi
oksidatif stres temeline sahiptir ve bu iki
durum postmenopozal kadinlarda yaygin
olarak goriilir (10). Lipid peroksidasyon
triinleri oksidatif strese neden olur. Bu
irtinlerin kemik dokuda mineral igerigini
degistirerek, formasyonu azaltarak,
mineralizasyonu inhibe ederek osteoblastlarin
farklilasmasim1  engelleyebilecegi ve bu
yiizden osteoporoza neden olabilecegi
bilinmektedir. Bir antioksidan olan PON1’in
kemik {izerindeki oksidatif stres etkilerini
onleyebilecegi bildirilmistir (11-14).

Yaygin bir halk sagligi sorunu olan
osteoporozun, kemik kayb1 ile iligkili
genlerinin belirlenmesi, osteoporozun
Oonlenmesi ve tedavisinde yol gosterici

olacaktir. Calismamizin amaci PON1 geninin
584A>G(GIn192Arg) ve 172T>A(Leu55Met)
polimorfizmleri ile postmenopozal osteoporoz
ile iliskisinin olup olmadigini saptamak ve
gelistirilecek osteoporoz tedavi stratejilerine
katki saglamaktir.

2. Materyal ve Metod

Eskisehir ~ Osmangazi  Universitesi  Tip
Fakiiltesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon
Anabilim Dali’'nda Ocak 2013-Aralik 2014
takipli 143 izole postmenopozal osteoporozu
olan ve 102 saglikli kadin g¢aligmaya dahil
edildi. Calisma retrospektif olarak planlandi.
Hastalarin osteoporoz tanist kemik mineral
yogunlugu 6l¢iimii, DXA (Hologic QDR 4500
W, Hologic, Inc., Bedford, USA) yontemi ile
lomber omurga ve kal¢a (femur boynu,
trokanter ve Ward iicgeni) bdlgeleri
degerlendirilerek konuldu. Diinya Saglik
Orgiitiine gore kemik dansitesi ortalamasi 2.5
SD altinda olanlar osteoporoz olarak
degerlendirildi (15).

Calismaya dahil edilen goniillillerin periferal
kan 6rnekleri 10 ml hacimli 1.6 mg/ml EDTA
(Etilendiamintetraasetik asit) igeren tiiplere
toplandi. Sonrasinda her Ornegin genomik
DNA’lar1 6nceden protokolii agiklanmig olan
tuzla ¢oktirme yontemi ile EDTA’I
tiiplerdeki 16kositlerden izole edildi (16). izole
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edilen DNA ornekleri genotipleme
protokoliine kadar -20°C’de saklandi.

Genotipler alel-spesifik DNA primeri ve
floresan o&zellikli DNA probu kullanilarak
Real-Time PCR cihazinda (The Applied
Biosystems® StepOne™) tespit edildi. PON1
genindeki Q192R ve L55M polimorfizmleri,
Applied Biosystems  StepOne  System
(Applied Biosystems, Kaliforniya, ABD)
cihazinda TagMan analizi kullanilarak Real-
Time PCR protokolii ile genotiplendirildi. Bu
yontemde genotiplerin ayirt edilmesi ‘erime
egrisi analizi’ (melting curve analysis) ile
gerceklestirildi. Bunun i¢in PCR’da DNA
amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra,
sicaklik ¢ok yavag bir sekilde yiikseltilerek
her bir 6rnek igin erime egrisi olusturuldu.
Sicaklik yiikseltilmesi sirasinda normal dizi
ile polimorfizm igeren dizinin ayirim
gerceklestirilerek, gen polimorfizmleri
belirlendi (Tablo 1).

PCR kosullari; ilk denatiirasyon 95°C’de 5
dakika, 40 siklus gerceklestirilecek olan
normal denatiirasyon basamagi 95°C’de 10
saniye, annealing ve uzama basamagi ise

60°C’de 1 dakika olacak sekilde cihaza
programlandi. PCR amplifikasyonu 50 ng/ul
genomik DNA, 10 pmol forward/reverse
primer, 8§ pmol prob, 200 uM dNTP, 1X PCR
tamponu (Vivantis Technologies, Selangor,
Malaysia), 2 mM MgCI2 ve niikleaz
icermeyen suyun bulundugu toplam 20 pl
reaksiyon reaksiyon karigimi ile
gerceklestirildi.

Bu islemler ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’nda ¢alismaya katilan
arastirmacilarca yapildi.

Etik kurul onayr Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun

04.12.2015 tarihli 80558721/G-90 sayili
karari ile alinmustir.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics
21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD)
kullanilarak hesaplandi. Analiz sonuglari,
pearson ki-kare, odds orani (OR) ve % 95
giiven araligt (CI) ile gosterildi. Tim p
degerleri i¢in <0.05 istatistiksel olarak anlamli
Kabul edildi.

Tablo 1. Real-time PCR protokoliinde kullanilan primerlerin ve florasan etiketli problarin baz dizilimi

Gen Polimorfizmi Primerler ve Problar

Baz Dizilimi

Forward Primer
Reverse Primer
Wild tip Prob

Mutant tip Prob
Forward Primer
Reverse Primer
Wild tip Prob

Mutant tip Prob

PON1 Q192R (rs662)

PON1 L55M
(rs854560)

'-CTGAGCACTTTTATGGCACAAATGA-3'
'-~ACCACGCTAAACCCAAATACATCTC-3'
'-HEX-CCTACTTACAATCCTG-BHQ-1-3'
'-FAM-CCCTACTTACGATCCTG-BHQ-1-3'
-ACAACCTGTACTTTCTGTTCTCTTTTCTG-3'
'-CAGAGCTAATGAAAGCCAGTCCAT-3'
'-HEX-AGTATCTCCAAGTCTTC-BHQ-1-3'
5-FAM-CAGTATCTCCATGTCTTC-BHQ-1-3'

Q1 o1 01 01 01 01 01

FAM (6-carboxy-fluorescein) ve BHQ-7 (Black Hole Quencher 1) siraswyla raportér ve sondiiriicii boyalardir; PON1, Paraoksonaz
1; rs, Polimorfizmin Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) 'ndeki kayit numarasidir.

3. Bulgular

Calisma  grubunun  genetik  dengesini
belirlemek amaciyla hem osteporotik hem de
saglikli kadinlarin genotip frekanslar1 Pearson

Ki-Kare testi ile analiz edilerek Hardy-
Weinberg kuralina uygun oldugu
belirlenmistir. ~ Osteoporotik  ve  saglikh
kadinlardaki PONI1 Q192R(584A>G)

polimorfizminin genotip ve alel frekanslarimin
karsilastirilmas1 Tablo 2’de gosterilmistir.

Ayrica bu polimorfizmin dominant (AG+GG
vs. AA) ve resesif (GG vs. AA+AG) kalitim
modellerinin istatistiksel analizi de aym
tabloda ayrintili sekilde belirtilmistir. Atasal
genotipe (AA) karst AG ve GG genotiplerin
frekanslar1 osteoporotik ve saglikli kadinlar
arasinda istatistiksel anlamli bir fark
gostermemistir (Sirasiyla; p=0.43 ve p=0.15).
Aym sekilde alel frekanslar1 bakimindan da
bu iki grup arasinda istatistiksel anlamli bir
fark bulunmamustir (p=0.31).
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Tablo 2. Osteoporotik ve saglikli kadinlardaki PON1 Q192R(584A>G) polimorfizmi genotip ve alel
frekanslarinin istatistiksel analizi

Grup Alel p OR Genotip p
A G (%95 C1) AA AG GG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Saghkh 138 66 0.31 1.21 48 42 12 0.36
(n=102) (67.6) (32.4) (0.83-1.77) (47.1) (41.2) (11.8)
Osteoporoti 181 105 67 47 29
k (n=143) (632)  (36.8) (46.9) (329)  (20.3)
OR (%95 CI) (G Risk Aleli)
Heterozigot Homozigot Dominant Resesif
AAvs. AG AAvs. GG AG+GG vs. AA GG vs. AG+AA
0.80 (0.45-1.40) 1.73 (0.80-3.73) p=0.15 1.00 (0.60-1.67) p=0.97 1.21(0.83-1.77) p=0.07
p=0.43
PONI, Paraoksonaz 1; OR, odds orani; Cl, Giiven Araligi
Osteoporotik ve saglikli kadinlardaki PON1  istatistiksel — anlamli  fark  bulunmustur

L55M(172T>A) polimorfizminin genotip ve
alel frekanslarinin istatistiksel analizi ise
Tablo 3’de gosterilmistir. Alel ve genotip
frekanslarmin ki-kare testi yapildiginda T
alelinin ~ risk aleli  olabilecegi  yonde

(Swrasiyla p<0.001, p<0.001). Bu nedenle
PON1 L55M polimorfizminin  dominant
(TT+TA vs. AA) ve resesif (TT vs. TA+AA)
modellemesi T risk aleline goére analiz
edilmistir.

Tablo 3. Osteoporotik ve saglikli kadinlardaki PON1 L55M(172T>A) polimorfizmi genotip ve allel
frekanslarinin istatistiksel analizi

Grup Alel p OR Genotip p
T A (%695 CI) TT TA AA

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Saghklh 94 110 <0.001 0.44 (0.30- 26 42 34
(n=102) (46.1) (53.9) 0.64) (25.5) (41.2) (33.3)
Osteoporotik 188 98 68 52 23
(n=143) (65.7) (34.3) (47.6) (36.4) (16.1)

OR (%95 CI) (T Risk Aleli)

Heterozigot Homozigot Dominant Resesif
AAvs. TA AAVS. TT TT+TAvs. AA TT vs. TA+AA
1.83 (0.93-3.56) 3.866 (1.92-7.75) 2.60 (1.42-4.78) 0.377 (0.21-0.65)
p=0.07 p<0.001 p<0.001 p<0.001

PONI, Paraoksonaz 1; OR, odds orani; CI, Giiven Araligi

4, Tartisma

Osteoporoz diisiikk kemik mineral yogunlugu
(KMY) ile iliskilidir ve KMY’i 1rksal
farkliliklar ~ etkiler (1). Epidemiyolojik
caligmalar aile hikdyesinde osteoporotik kirtk
olanlarda, osteoporotik kirik riskinin yiiksek
oldugunu gdstermistir. Ikizlerde yapilan
calismalarda ulasilan kemik doruk kiitlesinin
%70’inde genetik faktorlerin sorumlu oldugu
bildirilmistir. ~ Osteoporozda KMY  ve
osteoporotik kiriklar ile ilgili farkli genlerin
oldugu gosterilmistir (17-19).

PON1’in osteoporozda aktivitesini Olgen ve
gen polimorfizmlerini degerlendiren
caligmalar mevcuttur (20-22). PON1 geninde
yaklagik 200 tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) tanimlanmigtir (7). Menopoz sonrasi
kadinlarda, PON1 ve PON2 SNP'lerinin femur
boynu veya lomber omurga kemik mineral
yogunlugu ile iliskili oldugu ve 584GG,
172TT ve 959CC genotiplerinin  kemik
kiitlesinde azalmadaki risk faktorlerini temsil
ettigi bildirilmistir. Bununla birlikte, PON’un
kemik mineral yogunlugu ile iligkisinin
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altinda yatan molekiiler mekanizma heniiz
tam olarak acikliga kavusmamustir (20).

Osteoporoz gelisiminde lipid oksidasyonunun
roliinii gosteren kanitlar vardir (23). Oksidatif
stres, antioksidanlar ve  pro-oksidanlar
arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir
(24-26). Oksidatif stres sonucu olusan reaktif
oksijen tirtinleri, asir1 miktarda bulundugunda
lipit peroksidasyonuna neden olur (25-29).
Oksitlenmis lipitlerin kemik iizerinde olumsuz
etkilere sahip oldugu diistiniilmektedir (21).
Ostrojen oksidatif stresi diizenleme &zelligi
sayesinde kemik hemostaz1 ve iskelet
biliylimesinde etkin rol oynar, ayrica PONI1

seviyelerini diizenleyebilir (30.31).
Antioksidanlar  oksidatif hasar1  kontrol
edemediginde, kardiyovaskiiler sistem
hastaliklar1 ve osteoporoz gibi hastaliklarin
gelistigi  goriilmustir (27.28). Menopoz
sonrasi, azalan Ostrojen nedeniyle hizli kemik
hasar1 olur (30). Yapilan c¢alismalar
postmenopozal  osteoporozda  osteoporoz
olmayanlara gore antioksidanlarin azaldigini,
peroksidaz diizeylerinin arttigini

gostermektedir (10). Lipid peroksidasyonu
osteoporoz patogenezinde Onemli bir role
sahiptir (32). PONI1’in lipit peroksidasyon
irlinlerini  azaltarak antioksidan  &zellik
gosterdigi ve osteoporoz iizerinde potansiyel
bir mekanizmaya sahip olabilecegi ileri
striilmiistiir (7,8,33).

Literatiirde PON1 polimorfizminin KMY ile
iligkisinin ~ degerlendirildigi az sayida
calismaya rastladik. Yamada ve ark. KMY ile
172T>A ve 584A>G polimorfizmi arasindaki
iligkiyi degerlendirdikleri ¢aligmada, 172T>A
icin, TT genotipine sahip olanlarda, A alel
tastyicilarina gore lomber omurga ve femur
boynu KMY'lerinin anlamli derecede daha
diisiik oldugunu bildirmislerdir. 584A>G igin
GG genotipine sahip olanlarda, A alel
tagiyicilarina gore femur boynu KMY'sinin
anlamli  sekilde daha disiik oldugunu
bulmuslardir (20). Toptas ve ark.’nin kemik

frajilitesi tizerinde PON1 gen polimorfizmi ve
paraoksonaz aktivitesinin degerlendirildigi 74
osteoporotik, 121 osteopenik, 79 non-
osteoporotik bireyi iceren c¢aligmada, PONI1
55-PON1 192 haplotipleri ile osteopeni
grubunda orta giicte bir iliski oldugu,
osteoporoz grubunda ise giicli bir iliski
bulundugu bildirilmistir. Caligmanin
sonucunda PONL1 genotiplerinin osteoporoz
icin yiiksek risk nedeni oldugu bildirilmistir
(21).Bu caligmalara benzer sekilde
calismamizda postmenopozal osteoporozun
PONL1 L55M ile iliskili oldugu bulunmustur.
Bununla birlikte g¢aligmamizin  sonuglari
postmenopozal osteoporozun PON1 Q192R
ile iliskili olmadigin1 gostermistir. Bizim
caligmamizda o©nceki caligmalar ile tutarl
olarak 172T alelinin osteoporotik kadinlarda
bir risk faktorii olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Calismamizdan elde edilen bu sonuglarin
desteklenebilmesi i¢in farkli popiilasyonlarda
ve cok sayida bireyi igeren arastirmalara
ihtiyac oldugu diisiiniilmiistiir.

Osteoporozu olan hastalarda serum PON1
enzim aktivitesi ile KMY arasinda iligki
oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur
(21.22). Bizim c¢aligmamizda serum PONI1
aktivitesinin Ol¢iilmemis olmasi caligmanin
eksik yoniidiir.

5. Sonuc¢

Toplumda yaygin goriinen bir hastalik olan
osteoporoz, morbidite ve mortalite nedenidir.

Calismamizda 172T>A (Leu55Met)
polimorfizmleri ile postmenopozal
osteoporozun iligkili oldugunu gosterdik.
Sonuglarimizin  osteoporozla  ilgili  gen

havuzuna katki saglayarak osteoporozun
Onlenmesi ve gelistirilecek osteoporoz tedavi
stratejilerine katki saglayacagi kanisindayiz.
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