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OZET Amag: Peroksizom proliferatér aktive edici reseptdr (PPAR) gama; hiicresel biiyiime, fark-
lilagma ve apopitozisi diizenleyen niikleer hormon resept6r ailesinin bir iiyesidir. Normal kemik ili-
ginde ve periferik CD34+ hiicrelerde PPAR gama ifadesi mevcuttur. Akut miyeloid 16semi (AML)'de
bu ifadenin azaldigini gosteren ¢aligmalar vardir. Ancak, bu azalmanin transkripsiyonel mi yoksa
epigenetik mi olduguna dair ¢aligma yoktur. Hipotezimiz, AML hastalarinda PPAR gama ifadesinin
azalmasinin, bu gen boélgesinin asir1 metilasyonu sonucu oldugudur. Bu amaca yo6nelik olarak ¢a-
lismamizda, AML ve saglikli kontrol grubunda PPAR gama geninin ifadesi ve metilasyon diizeyle-
rini aragtirdik. Gereg veYo6ntemler: Caligmaya yeni tani konulmus 31 AML hastasi, 25 saglikh birey
dahil edildi. PPAR gama gen ifadesinin farkliligina gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) teknigi ile bakildi. Ayni hastalarda Epitect bisiilfit protokolii uygulanarak metilasyon
spesifik PCR yapildi. PPAR gama gen bolgesinde asir1 metilasyon olabilecek promoter bolgesine
uygun primerler dizayn edildi. Ardindan termal cycler ile bisiilfit DNA d6niisiimii yapildi. Epitect
HRM PCR protokiilii ile PPAR gama genindeki metilasyon diizeyi 6l¢iildii. Bulgular: RT-PCR so-
nucunda AML hastalarinda PPAR gama gen ifadesinin saglikli bireylere gore yaklagik 1,5 kat kadar
azaldig tespit edildi. PPAR gama ifadesinin azaldig1 gosterilen hastalarda metilasyon spesifik PCR
ile PPAR gama geni promoter bolgesinin metilasyon durumu incelendiginde, AML hastalarinda
aday gen bolgesinde metilasyonun anlamh olarak arttig1 (AML hastalarinda %29 ve kontrol gru-
bunda %8, p<0,001) tespit edildi. Sonug: Calismamizda, kemik iligindeki hematopoetik siireci dii-
zenleyen genlerden biri olan PPAR gama geninin ifadesinin AML hastalarinda anlaml olarak
azaldigi izlenmistir. Bunun yani sira, bu gen ifadesinin baskilanmasindan, genin promoter bolgesi-
nin agir1 metilasyonunun sorumlu olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akut miyeloid losemi; epigenetik; peroksizom aktive edici reseptdr gama

ABSTRACT Opbjective: Peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPAR) is a member
of the nuclear hormone receptor family that regulates cellular growth, differentiation and apop-
tosis. PPAR gamma expression is present in normal bone marrow and peripheral CD34+ cells.
There are studies showing that this regulation is decreased in acute myeloblastic leukemia
(AML). However, there is no study of whether this reduction is transcriptional or epigenetic. For
this purpose we investigated the expression and methylation levels of the PPAR gamma gene in
AML and healthy control group. Material and Methods: Thirty-one newly diagnosed cases of
AML and 25 healthy individuals were included in the study. Differences in the PPAR gamma
gene expression between the study group and the control group were analyzed by real time
polymerase chain reaction (RT-PCR) technique. Methylation-specific PCR was performed using
the Epitect bisulfite protocol. After primers were designed, bisulfite DNA transformation was
performed. The methylation level of the PPAR gamma gene was measured by the Epitect HRM
PCR protocol. Results: As a result of RT-PCR, the expression of PPAR gamma gene in AML
cases was found to be reduced by about 1.5 times compared to healthy individuals. When the
methylation status of the PPAR gamma promoter region was examined by methylation-specific
PCR in the cases where the PPAR gamma expression was decreased, methylation in the candi-
date gene region in AML cases was significantly increased (29% in AML cases and 8% in con-
trol group, p<0.001). Conclusion: In our study, the expression of the PPAR gamma gene was
significantly reduced in patients with AML. It has also been shown that over-methylation of
the promoter region may be responsible for suppression of this gene expression.

Keywords: Acute myeloid leukemia; epigenetic; peroxisome proliferator activated receptor gamma
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olekiiler biyolojide son yillarda ortaya
¢ikan bas dondiiriicii gelismeler sonucu

M

genezinin aydinliga kavusturulmasina yonelik

akut miyeloid 16semi (AML) etiyopato-

6nemli adimlar atilmakta ve bunun yani sira gesitli
yeni tedavi hedefleri giindeme gelmektedir. Klinik
ve deneysel veriler, AML’nin 16komojenik fiizyon
proteinlerin ifadesine neden olan kromozom tran-
slokasyonlarini da iceren pek ¢ok farkli genetik de-
gisimin bir sonucu oldugunu gostermektedir.'
Bununla birlikte, gen ifadelerinin ortaya ¢ikmasini
veya susturulmasini saglayan epigenetik mekaniz-
malarin da giin 15181na kavusturulmasinin 6nemi
son yillarda yapilan ¢aligmalarla vurgulanmistir.””
Giintimiizde hipometilasyon yapici ajanlarin miye-
lodisplastik sendrom tedavisinde kendisine yer
edinmesi ile birlikte epigenetik mekanizmalarin
rolit AML tedavisinde de 6nemli bir arastirma ko-
nusu héline gelmigtir.®’

Akut l6semiler, tiim kanserlerin %5-7 kadarini
olustururken, AML, tiim erigkinlik ¢ag1 akut lose-
milerinin %80’ini tegkil eder. AML'nin yas ile go6-
rilme siklig1 da artig gostermektedir.®? Bunun yan:
sira son yillarda solid malignitelerin tedavileri sira-
sinda kullanilan alkilleyici ve topoizomeraz enzim
inhibitori gibi ilaglarla tedavilerin yayginlagmasi so-
nucu sekonder AML (tedavi ile iligkili AML) sikli-
ginda da belirgin artig izlenmektedir.” Ciddi bir
saglik sorunu olan AML’nin etiyopatogenezinin ay-
dinlatilmas: bu yiizden 6nem tagimaktadir. AML,
farkli ve ¢ok sayida genetik anomalinin eslik ede-
bildigi, gerek biyolojik gerekse klinik olarak hete-
rojen bir hastaliktir. Sitogenetik anormalliklere
hiicre cogalma ve farklilagmasinda rol oynayan bir-
¢ok genin ifadesindeki degisim de eslik etmektedir.
Bu genlerden 6nemli bir tanesi peroksizom proli-
ferator aktive edici reseptor (PPAR) PPAR gama
genidir."” AML hastalarinda kemik iliginde farkli
calismalarda bu gen ifadesi artmis, azalmis veya
normal olarak bulunmustur.'"'* Ozellikle hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve apopitoziste dnemli
rol oynayan PPAR gama geninin bu ifade degisim-
lerinde epigenetik mekanizmalarin roliiniin olabi-
lecegi diistiniilmektedir. Ancak bu konuda yeterli
calisma yoktur. Bu ¢aligmada amacimiz, AML has-
talarinda ifadesi artmis veya azalmis bulunan PPAR
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gama genindeki bu ifade degisikligine neden olabi-
lecek epigenetik mekanizmalardan biri olan hiper-
metilasyonun arastirilmasidir.

I GEREC VE YONTEMLER

Calismamaiza, klinigimizde tani konulan 31 AML
hastas1 ve 25 saglikli birey alinmigtir. Tim hasta-
lardan, geregi durumunda yasal temsillerinden ve
saglikl goniilliillerden gerekli izin alinmistir. Bu ¢a-
lisma igin ayrica Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'ndan 23.10.2013 tarih ve
09 karar numarasi ile etik kurul onami alinmis ve
calismaya iligkin tiim prosediirler Helsinki Dekla-
rasyonu 2008 Prensipleri'ne uygun olarak yapil-
mistir.

Calismaya déhil edilme kriterleri:

a) AML tanisinin periferik yayma morfolojisi,
kemik iligi sitoloji/histolojisi ve akim sitometri gibi
metotlar ile dogrulanmas:

b) Sitogenetik analizin normal oldugunun gos-
terilmesi

¢) Bilinen hematolojik veya sistemik kronik
bir hastaliginin olmamasi

d) Yas araliginin 18-65 yil olmasi

e) Daha 6nce bagka bir merkezde veya merke-
zimizde herhangi bir tedavi (sitorediiktif tedavi
harig) almamis olmasi veya kemik iligi nakli yapal-
mamig olmasi,

f) Caligma Oncesi hastalarin yazili onam formu
vermesi.

Calisma materyali, hasta grubunda kemik iligi
aspirati, saglikli goniilliilerde ise periferik kan 6r-
nekleri idi. Caligmaya dahil edilenlerden alinan
kemik iligi aspirasyon érnekleri ESOGU Hemato-
loji Laboratuvarinda bulunan Roche Magnapure
ekstraksiyon cihazi ile ayr1 ayr1 DNA ve RNA eks-
traksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen DNA 6r-
nekleri uygun sekilde etiketlenerek analiz gliniine
kadar -20 derecede saklandi. Orneklerde ilk asa-
mada gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
[real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)] ile
PPAR gama ifade analizi yapilmistir. Bu asamada
ozetle: Elde edilen RNA 6rneklerinden SuperScript
IIT Reverse Transcriptase (Invitrogen Corp., Carlsb-
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lad, CA, ABD) ve oligo(dT) priming (Promega, Ma-
dison, WI, ABD) kullanilarak cDNA sentezlenmis,
ardindan RT-PCR i¢in primerler Primer Express
(ver 2,0-Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA,
ABD) yazilimi kullanilarak dizayn edilmistir. Pri-
mer Ozgiilligii NCBI niikleotid veri tabanlarinda
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool-nuc-
leotide) taramalar1 yapilarak dogrulanmistir. Ozel-
likle 16-40 baz ¢ifti uzunlugunda, %?20-80
guanin-sitozin igerigi olan ve erime noktasi 58-
60°C arasinda olan sekanslarin belirlenmesine dik-
kat edilmistir. Ayrica, 140-160 baz cifti araliginda
tek amplikon olusturulmasi amacglanmistir (Tablo
1). RT-PCR Applied Biosystems Tagman PCR Mas-
ter Mix, Micro-Amp Optical 96-well Reaction
Plate kullanilarak Roche Lightcycler 480 cihazinda
spesifik oligoniikleotid primerleri kullanilarak ca-
lisilmistir. Internal aktif referans olarak gliseralde-
hid-3-fosfat dehidrogenaz, beta-2-mikroglobulin
mRNA seviyeleri kullanilarak gen ifadeleri stan-
dardize edilmigtir. Bu agamada elde edilen ifade se-
viyelerine gore hastalar iki gruba (PPAR gama
ifadesi yiiksek ve diisitk olmak {izere) ayrilmistir.

Daha sonraki asamada, PPAR gama geninin
promoter bolgesinin metilasyon durumuna bakmak
i¢in metilasyon spesifik PCR uygulanmistir. Meti-
lasyon analizlerinde HRM teknigi kullanilmistir.
Elde edilen DNA iriinlerinin bisiilfit modifikas-
yonu iglemi i¢in Epitect® Bisulfite Kit (48) (Qiagen)
kullanilmigtir. Bisiilfit modifikasyonu asamasi so-
nunda metilli olan C’ler kalirken metile olmayan
C’lerin modifikasyonu saglanmigtir (Tablo 1). HRM
asamasinda kullanilacak olan pozitif/metillenmis
kontrol 6rnegi CpGenome™ Universal Methylated
DNA (Millipore-Chemicon® International) ve ne-
gatif/metillenmemis kontrol 6rnegi CpGenome™

Universal Unmethylated DNA (Millipore-Chemi-
con® International) bu asamada modifiye edilmis-
tir. Bu agamadaki iglemler LightCycler® 480 real
time PCR (Roche) cihazinda uygulanmistir. Ci-
hazla uyumlu olan “LightCycler® 480 High Resolu-
tion Melting Master” kiti kullanilarak PCR
amplifikasyonu ve yiiksek rezoliisyonlu erime ana-
lizi gerceklestirilmistir. Yiiksek rezoliisyonlu erime
verilerinin analizi LightCycler® 480 “Gene Scan-
ning” yazilim programi ile yapilmistir. Bu degerlen-
farkh
diizeylerine gore bir degerlendirme yapilmistir, nor-

dirmede, ornekler arasindaki floresan
malize erime profilleri direkt olarak kargilastiril-
makta, hastalara iligkin 6rneklerdeki DNA meti-
lasyon diizeyi, metillenmis/metillenmemis orani
bilinen standartlarin erime profillerine benzerlik-
lerine gore degerlendirilmistir. Bu algoritmada has-
talara iligkin PCR firiinlerinin erime sicaklik
egrileri ile metillenmemisin metillenmige olan ora-
ninin bilindigi kontrol PCR triinlerinin erime si-
caklik egrileri karsilastirilmistir.

Caligmanin istatistiksel analizleri IBM SPSS
versiyon 20.0 kullanilarak yapilmistir. Normal da-
gilhimin analizinde Shapiro-Wilk testi ve degisken-
lerin kargilastirilmasinda Student t-testi kullanil-
magtir. p degeri <0,05 istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmigtir.

I BULGULAR

Caligmaya alinan AML hastalarinin ve saglikli
kontrol bireylerin yag ortalamas: sirasi ile 48+12,3
ve 3815,8 yil idi. Her iki grupta da ilimh bir erkek
cinsiyet predominansi olmakla birlikte, gruplar ara-
sinda anlamli farklilik izlenmemisti. Hasta gru-
bunda hemoglobin (Hb) degerlerinin saglikli
kontrollere gore anlaml diisiik (AML grubu orta-

TABLO 1: Metilasyon spesifik PCR ve RT-PCR igin kullanilan primerler.

Primer sekansi

Primer Forward Reverse Boyut (kb) Annealing 1sis1 (°C)
CpG-1M TATTTTTGTTGAGGAGGAGGTTTC GACTAAAAATCCTAACTACGCGCT 218 54.5
CpG-2U TATTTTTGTTGAGGAGGAGGTTTT TACAACTAAAAATCCTAACTACACACT 221 54.5
RT-PCR TTGTTCCAGGGAAATTCACTGC CGCCGTAAATTATTTCTAAACC 171 60.0

M: Metilasyon spesifik primer; U: Unmetilasyon spesifik primer; RT-PCR: Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.
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lama Hb: 9,1+2,3 g/dL, saglikli kontrol ortalama
Hb: 12,7£1,6 g/dL, p<0,05), beyaz kiire (BK) sayila-
rinin anlaml yiiksek (AML grubu ortalama BK:
24,8+18,3 (x10%), saglikli kontrol ortalama BK:
7,2+2,1x10%, p<0,05) ve trombosit sayilarinin da
istatistiksel anlamli diisiik (AML grubu ortalama
platelet (Plt): 83,8+60,6 (x10%) saglikli kontrol or-
talama Plt: 210,9+60,7 (x10%), p<0,05) oldugu iz-
lenmigitr.

AML hastalarinda PPAR gama gen ifade degi-
sikligi RT-PCR ile iki grupta degerlendirildi. AML
hastalarinda PPAR gama gen ifadesinin saglikl bi-
reylere gore %34,4 oraninda azaldig: tespit edildi
(Sekil 1). Bunun yani sira, PPAR gama ifadesinin
azaldig1 gosterilenlerde metilasyon spesifik PCR ile
PPAR gama geni promoter bolgesinin metilasyon
durumu incelenmistir. AML hastalarinda aday gen
bolgesinde metilasyonun anlamli olarak arttig:
(AML olgularinda %29 ve kontrol grubunda %S8,
p<0,001) tespit edilmistir (Sekil 2). PPAR gama
mRNA diizeyleri metile ve metile olmayan birey-
ler arasinda kargilastirildiginda, metile bireylerdeki
mRNA diizeylerinin anlaml derecede azalmis ol-
dugu izlenmistir (p<0,005). Maveten; sadece metile
olanlara bakildiginda da toplam 9 hastanin 8
(>%90)'inde PPAR gama mRNA ifadesinin 1,2 kat-
tan daha fazla azaldig goriilmiistiir.

TARTISMA

PPARs «, B/6, ve y, transkripsiyon faktorlerinin
niikleer hormon reseptor siiper-ailesine ait tiyele-
ridir ve dokuya 6zel bircok metabolik yolagin dii-
zenlenmesinde rol oynarlar." Bu grupta yer alan
PPAR gama ligandlar1 PPAR gama bagimh ve ba-
gimli olmayan iki farkh etki mekanizmasina sahip-
tir. Bir taraftan PPAR gama molekdilii ile baglanip,
bunu aktive ederek, temelde, graniilosit ve makro-
faj diferansiyasyonunu artirdig1, matriks metallop-
roteinazlarin ifadesini azaltarak hiicre adezyonunu,
migrasyonunu ve metastazi inhibe ettigi gosteril-
migtir.”>'® PPAR gama’nin reseptér bagl olmayan
etkileri ise apopitozisin inditklenmesi, siklin D1 ve
NFkB molekiilleri iizerinden hiicre proliferasyo-
nunun inhibisyonudur.”” Dolayisiyla bu reseptor-
lerin etkinlikleri genel olarak antiproliferatif,
pro-diferansiyatif, antimetastatik ve pro-apopito-
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SEKIL 2: PPAR gama ifadesinin azaldigi gosterilen AML hastalarinda genin
promotor bélgesinin metilasyon yiizdesi ve kontrol grubu ile karsilastirimasi.

tiktir seklinde ozetlenebilir. Biz caligmamizda,
PPAR gama gen ifadesinin AML hastalarinda sag-
ikl kontrol grubuna gore anlamh olarak azaldigim
gosterdik. Normal kemik iligi ve periferik kan
CD34+ progenitor hiicrelerde yiiksek PPAR gama
ifadesinin varlig1 daha 6nce gosterilmistir.'”” Bunun
yani sira, lsemik hiicre serilerinde de PPAR gama
ifadesinin varligi bildirilmigtir.'®!® Ancak, bizim
bilgilerimize gore, in vitro hiicre kiiltiirii caligma-
lar1 disinda, hasta ve kontrol grubuna ait gen ifa-
delerinin kargilastirildig1 bir caligma literatiirde
gorinmemektedir. Konopleva ve ark.nin yaptigi
bir ¢aligmada, in vitro ortamda HL-60, U937 ve
THP1 insan miyeloid 16semik hiicre serilerinde,
PPAR gama ligandlarinin tek bagina veya RXR-spe-
sifik aktivatorlerle kombine bir sekilde klonal pro-
liferasyonu inhibe edebildigi ve bu hiicrelerin
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diferansiyasyonunu tetikleyebildigi gosterilmistir.'®
Yine ayni ¢alismada, PPAR gama mRNA ifadesinin
miyelomonositik AML alt tipinde daha yiiksek ol-
dugu tespit edilmistir. Aragtirmacilar bu sonuca
iligkin, PPAR gama ligandlarina yo6nelik gelistiri-
lecek tedavilerin, 6zellikle AML M4 alt tipinde
daha etkili olabilecegini diisiindiiklerini ifade et-
mislerdir. Diger yandan, PPAR gama ifadesi olan
hiicre kiiltiir serilerinde, ortama eklenen PPAR
gama agonistinin hiicre siklusunu G1 fazinda dur-
durarak klonal hiicre proliferasyonunu baskiladigi,
monositlerdeki farklilagmay: indiikledigi ve yiik-
sek konsantrasyonlarda apopitozis artigina yol agti-
gin1 gosteren ¢aligmalar da mevcuttur.'?’ Asou ve
ark.nin yaptig1 calismada, potent ve spesifik bir
PPAR gama aktivatorii olan troglitazoneun miye-
loid 16semik hiicre serilerinde proliferasyonu tek
basina zayif bir sekilde, retinoid reseptdr ligand in-
hibitorleri ile kombinasyonda ise giiclii bir sekilde
inhibe edebildigi gosterilmistir."" Proteomik analiz
kullanilarak yapilan bir Faz 1 ¢aligmada ise 260
yeni tani AML hastasindan alinan 6rneklerde,
PPAR gama ifadesi saptanmigtir. Bu ¢aligmada, art-
mis PPAR gama ifadesinin, PPAR gama agonistleri
ile indiiklenen apopitozise 16semik hiicrelerin du-
yarlihigindaki artma ile de birliktelik gosterdigi
vurgulanmigtir.'” Bizim ¢aligmamizda, AML hasta-
larindaki PPAR gama gen ifadesinin saglikh kont-
rollere gore azalmig bulunmasi, in vitro ¢aligmalar:
indirekt olarak desteklemektedir.

Calismamizdaki ikinci 6nemli bulgu, PPAR
gama gen ifadesinin baskilanmasindan, genin pro-
moter bolgesinin asir1 metilasyonunun sorumlu
olabileceginin gosterilmis olmasidir. Daha 6nce in-
sanlarda ve hayvan modellerinde, farkli dokularda
yapilan ¢aligmalarda, PPAR gama reseptdr ifadesi-
nin metilasyon paternleri ¢alisilmigtir. Ornegin;
kronik hepatit B hastalari, saglikli kontrollerle kar-
silagtirildiginda, PPAR gama gen promoter bolge-
sinin hipermetilasyonu, karacigerdeki inflamasyon
ve fibrozis ile anlamli derecede iligkili olarak sap-
tanmistir.”’ Yine Fujiki ve ark.nin yaptig bir ¢alis-
mada, adipoz dokuda PPAR gama ifadesinin, genin
promoter bolgesinin DNA metilasyonu ile diizen-
lendigini ve metabolik sendromun patogenezinde
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bu yolagin 6nemli olabilecegini belirtmistlerdir.?
Ancak, ¢aligmamizda oldugu gibi, akut 16semili
hastalarda PPAR gama geninin ifade degisiklikle-
rine etki eden metilasyon paternini degerlendiren
bir ¢aligma literatiirde bulunmamaktadur.

[ SONUG

Calismamizda, kemik iligindeki hematopoetik sii-
reci diizenleyen genlerden biri olan PPAR gama
geninin ifadesinin AML hastalarinda anlaml ola-
rak azaldig1 izlenmistir. Bunun yani sira, bu gen ifa-
desinin  baskilanmasindan, genin promotor
bolgesinin agir1 metilasyonunun sorumlu olabile-
cegi gosterilmistir. Hiicre boliinmesi ve farklilas-
mas! iizerinde rol oynayan PPAR gama geni gibi
diger genlerin epigenetik diizenlenmesinin ay-
dinlatilmasinin, gelecekte farkli tedavi secenek-
lerinin glindeme gelmesini saglayabilecegini
disiiniiyoruz.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantis1 bulunan herhangi bir ila¢ firmasindan, t1bbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya tireten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde,
calisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi

ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamugtir.

Cikar Gatigmasi

Bu calisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢ikar catismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iliskisi, danismanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlar1 yoktur.
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