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OZET

UROTELYAL KARSINOMLARLA ILISKILENDIRILMIiS TUMOR
BASKILAYICI GENLERIN MULTIPLEX LIGATION-
DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION (MLPA) YONTEMI ILE
METILASYON PATERNLERININ BELIRLENMESI

Boztas, Siddika
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Giilseren BAGCI
2. Danmisman: Doc. Dr. Emre TEPELI

Kasim 2013, 111 sayfa

Mesane kanserlerinin yaklasik % 10’u skuamoz hiicreli karsinom ya da
adenokarsinom, % 90’indan fazlas1 iirotelyal karsinomlarcir. Urotelyal
karsinomlar, diinyadaki mesane kanserinin biiyiik cogunlugunu olusturur. Mesane
kanseri ¢ok faktorlii bir hastahiktir, bu yiizden hem cevresel hem de genetik
faktorlerin hastaligin gelisiminde ve ilerlemesinde rolii vardir.

Kanser gelisiminde ve ilerlemesinde epigenetik mekanizmalar 6nemlidir. CpG
adalarinin hipermetilasyonu ozellikle tiimor baskilayic1 genlerin transkripsiyonal
sessizlesmesinde kritik rol oynar. Spesifik tiimér baskilayict genlerin
promoterlerinin DNA metilasyonu en ¢ok ¢alisilan epigenetik mekanizmadir.

Bu c¢alismada, Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MS-MLPA) yontemi kullanilarak mesane kanserleriyle daha
onceden iliskilendirilmis 25 tiimor baskilayic1 genin promoter bdolgelerinin
metilasyon paternlerinin incelenmesi amagland.

Bu c¢ahsmaya iirotelyal karsinomu olan 80 olgu dahil edildi. DNA metilasyon
analizi formalinle fikse edilmis parafine gomiilii mesane kanseri doku érneklerinde
gerceklestirildi. DNA izolasyonunu takiben, SALSA MS-MLPA ME002-B1 tumor
suppressor probemix Kiti kullanilarak MS-MLPA yontemi ile 25 tiimor baskilayici
genin promoter boélgelerinin metilasyon paternleri analiz edildi.

Mesane kanseri doku orneklerinin % 75’i metile, % 25’ unmetile olarak
belirlendi. Metillenmis genler arasinda en yiiksek metilasyon oramm MSH6, WT1,
RB1 ve CDH13 genlerinde tespit edildi. Bu dort genin metilasyon durumlan ile
klinikopatolojik parametreler karsilastirildiginda aradaki farklar istatistiksel
olarak anlamh bulunmada.

Sonu¢ olarak, MS-MLPA yonteminin mesane kanserinin metilasyon
profillerinin taranmasinda kullanilabilecek, ucuz ve hizhi sonug¢ verebilen bir
teknik oldugu goriildii. Mesane kanserinin erken tamisinda MS-MLPA yonteminin
rutin kullanima gegirilmesinde daha kapsamh arastirmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Sézciikler: Urotelyal karsinom, Tiimér baskilayici genler, DNA metilasyonu,
MS-MLPA



ABSTRACT

Determination of Methylation Patterns of Tumor Suppressor Genes
Associated with Urothelial Carcinoma by Multiplex Ligation
Dependent Probe Amplification (MLPA ) method.

Boztas, Siddika
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Supervisor: Prof. Dr. Giilseren BAGCI
Co-adviser: Doc. Dr. Emre TEPELI

November 2013, 111 pages

Approximately 10% of bladder cancer is squamous cell carcinoma or
adenocarcinoma, more than 90% are urothelial carcinomas.Urothelial carcinomas
constitute the majority of bladder cancer in the world. Bladder cancer is a
multifactorial disease, so both environmental and genetic factors play arole in
disease development and progression.

Cancer is important epigenetic mechanisms in the development and
progression. Hypermethylation of CpG islands, especially the transcriptional
silencing of tumor suppressor genes plays a critical role. DNA methylation of
promoters of specific tumor suppressor genes most studied epigenetic mechanism.

In this study, it was aimed to analyze methylation pattern of 25 tumor
suppressor genes promoter regions previously associated with bladder cancer
using Methylation specific-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
(MS-MLPA) technique.

80 patients with urothelial carcinoma were included in this study. The analysis
of DNA methylation was performed on formalin fixed parafin embedded bladder
cancer tissues sampels. After DNA isolation, methylation patterns of 25 tumor
suppressor genes promoter regions with MS-MLPA technique using SALSA MS-
MLPA MEO002-B1 tumor suppressor probemix Kit were analyzed.

Methylated 75% of bladder tissue samples, unmethylated 25%. Between
methylated genes were identified the highest rate of methylation in MSH6, WT1,
RB1 and CDH13 genes. These four gene methylation status and clinicopathological
parameters were compared, statistically significant differences were found.

As a result, it was determined that MS-MLPA is a technique which can give
cheap, fast and reliable results in screening methylation pattern of bladder cancer.
Realising routinely used MS-MLPA technique in the early diagnosis of bladder
cancer is needed more extensive research.

Key Words: Urothelial carcinoma, Tumor suppressor genes, DNA methylation, MS-
MLPA.
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Ust {iriner sistem tiimorii
Urotelyal karsinom
Vimentin
von Hippel-Lindau tiimér baskilayici
WNT inhibitor faktori 1
Wilsm tiimorii 1
Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom



1. GIRIS

Kanser, insanoglunun c¢are bulmaya calistigi, her iki cinsiyet ve her yastan bireyin
saglhigini onemli Olgiide tehdit eden, g¢esitli genetik ve epigenetik degisiklikler
sonucunda, onkogenlerin aktif ve tiimor baskilayici genlerin inaktif hale gelmesi ile

gelisen kompleks bir hastaliktir.

Kanserin patogenezi, gen mutasyonlari, gen ekspresyonundaki degisiklikler, protein
fonksiyonlar1 ve diger hiicresel siirecler dahil birden fazla molekiiler degisikliklere
dayandirilabilir. Ozellikle, tiimdr baskilayici genlerin  promoter bolgelerindeki
hipermetilasyon, karsinogenez sirasinda diizenleyici genlerin  transkripsiyonal
susturulmasi ile iliskili erken evrede ve sik goriiriilen bir olaydir (Jarmalaite vd 2008).
Bu yiizden giiniimiizde olduk¢a fazla sayida kanserle ilgili ¢alisma bulunmaktadir.
Goriilme sikligina bagli olarak mesane kanseri de ¢ok yonlii arastirilan kanserlerden

birisidir.

Mesane kanseri, diinyada genitoiiriner sistemin en yaygin goriilen ikinci kanseridir
ve iriner sistem rahatsizligi olan hastalarda kanserle 6liimlerin baslica ikinci nedenidir
(Enokida ve Nakagawa 2008). T. C. Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu
2008 yili Tirkiye kanser istatistiklerine gore, mesane kanseri en sik goriilen ilk 12
kanser tiiri arasinda erkeklerde 3. sirada, kadinlarda ise 11. sirada yer almaktadir
(WEB_1, 2013). Mesane kanserlerinin, yaklasik % 10’u (skuamoz hiicreli karsinom ya
da adenokarsinom) {irotelyal kokenli degilken (Jeronimo ve Henrique 2011), %
90’indan fazlasi iirotelyumdan gelisen ve en sik goriilen tipi olan iirotelyal

karsinomlardir (Jeronimo ve Henrique 2011, Kim ve Quan 2005).

Kanser gelisiminde ve ilerlemesinde genetik mekanizmalarin yaninda epigenetik

mekanizmalar da ¢ok o©nemlidir (Sanchez-Carbayo 2012). Bunlarin iginde CpG



adalarmin hipermetilasyonu, transkripsiyonal susturulmada ve timor baskilayic
genlerin inaktivasyonunda kritik rol oynar (Kawamoto vd 2006, Christoph vd 2007,
Jarmalaite vd 2010, Sanchez-Carbayo 2012). Ozellikle sik metillenmis genler, hiicre
dongiisiiniin  kontrolii, DNA onarimi, apoptoz ve invazyon gibi fakli biyolojik
yolaklarda yer alir (Jarmalaite vd 2008, Sanchez-Carbayo 2012). Mesane kanserinde,
epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve
mikroRNA’larin en etkili mekanizmalar oldugu goriilmekte olup (Jeronimo ve Henrique
2011, Dudziec vd 2011), spesifik timor baskilayici genlerin  promoter DNA

metilasyonu en ¢ok ¢aligilan epigenetik mekanizmadir (Marsit vd 2007).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gen regiilasyonunda 6nemli epigenetik
mekanizmalardir ve tiimoriin olusmaya baslamasinda ve ilerlemesinde, hem her iki
mekanizma birbirinden bagimsiz hem de ayn1 zamanda isbirligi i¢inde ¢alisir. Mesane
kanserlerinde DNA hipermetilasyonu ve degismis histon asetilasyonu gibi anormal
epigenetik olaylarin her ikisinin de ¢ok sayida geni etkiledigi gozlenmistir (Jarmalaite

vd 2008).

DNA metilasyonu araciligi ile gen ekspresyonunun baskilanmasi, karsinogenezin
tim evrelerinde gozlemlenebilen 6nemli bir degisimdir. Bir¢cok genin ilk ekzonuna
yerlesik CpG’den zengin bdolgelerin metilasyonu, bu bolgeye metil-CpG’ye baglanan
proteinlerle birlikte histon deasetilazlar, metiltransferazlar ve ATP-bagimli kromatin-
remodeling enzimler gibi transkripsiyonal sessizlesme ile iliskili proteinlerin
toplanmasina neden olur (Abbosh 2008). Onemli tiimér baskilayici proteinleri, ilag
metabolize edici enzimleri ve DNA tamir proteinleri gibi énemli anahtar proteinleri
kodlayan genlerin transkripsiyonal sessizlesmesi karsinogenez siirecinde, invazivlik ve
metastatik yetenegin kazanilmasinda, anjiogenezde ve tedavi direncinin olugmasinda
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle, bir¢ok calismada DNA metilasyonu hem
biyomarker olma hem de tedavi stratejilerinin belirlenmesinde énemli bir hedef olarak
yer almaktadir. Ozellikle klinik 6rneklerle yapilan galigmalar, kanserin
patofizyolojisinin aydinlatilmasinda ¢ok daha yararli ve yeni bilgilerin elde edilmesine
yardimer olmaktadir (Abbosh 2008, Rodriguez-Paredes ve Esteller 2011, Taberlay ve
Jones 2011).



Bu calisma ile Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’'nda histopatolojik olarak incelenen ‘Urotelyal karsinom’ tanisi almis 80 mesane
kanseri dokusuna ait parafin blok ornekleri ile 25 tiimor baskilayici genin metilasyon
paternleri, Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) y6nteminin bir
tiiri olan Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-
MLPA) teknigi ile degerlendirildi, Mesane kanseri patogenezinde bu degisimlerin
onemlerinin belirlenmesinin yan1 sira elde edilen verilerle olgulara ait patolojik verileri
karsilagtirarak mesane kanserlerinde timor davranisi hakkinda bilgi edinilmesi, tani,

tedavi ve prognoz i¢in literatiire katki saglanmas1 amaglandi.



2. KURAMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kanser

Kanser, ¢ok basamakli ve ¢ok faktorlii bir siire¢ olup, hiicrenin normal davranislarini
diizenleyen mekanizmalarm bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle, molekiiler ve
hiicresel seviyede degerlendirilmesi gereken bir hastalik olan kanser, hiicredeki ana
diizenleyici mekanizmalardaki hasarlardan meydana gelir. Hiicrelerin siirekli ve
kontrolsiiz ¢ogalmas1 kanser gelisimine sebep olan temel degisikliklerden en
onemlisidir. Hiicrenin normal davraniglarini kontrol eden sinyallere dogru cevabi
vermektense, kontrolsiiz ¢ogalmaya ve bolinmeye devam eden, normal doku ve
organlari ele gecirerek tiim viicuda yayilan hiicreler kanser hiicreleri olarak nitelendirilir

(Cooper ve Hausman 2006).

Kanser patolojisinde, en o6nemli konu benign ve malign tiiméorleri birbirinden
ayirabilmektir. Hiicrelerin anormal ¢ogalmasi sonucunda ortaya ¢ikan tiimor benign ya
da malign olabilir. Benign tiimorler, ¢cevredeki dokuya ya da viicudun uzak bolgelerine
yayillmadan olustuklart yerde kalan ve lokal cerrahi rezeksiyonla alinan basit timor
tiriidiir. Malign tiimorler, hem ¢evredeki normal dokuya, hem de kan ya da lenfatik
sistem araciligla viicudun diger bolgelerine metastaz yaparak yayilir. Sadece maling
timorler kanserdir. Kanseri tehlikeli yapan, bunlarin yayilma ve metastaz yapma

durumundan kaynaklanir (Cooper ve Hausman 2006).

Glinlimiizde kanserle ilgili yapilan caligmalarin sayisi oldukg¢a fazladir. Mesane

kanseri de goriilme sikligina bagl olarak ¢ok yonlii arastirilan kanserlerden biridir.



2.2. Mesane Kanseri

Mesane kanseri tim diinyada en sik goriilen malign genitoiiriner tiimorlerden biridir
ve yiiksek morbidite ve mortalite ile iligkilidir (Lin vd 2012). Mesane kanseri, genetik,
epigenetik ve cevresel faktorlerin ¢ok asamali birikimi ile yonlendirilen molekiiler bir

hastaliktir (Agundez vd 2011, Cabello vd 2011).

2.2.1. Mesane kanserinin etiyolojisi

Mesane kanserleri ile ilgili pek ¢ok potansiyel risk faktorleri bilinmektedir. Mesane
kanseri olusumundaki faktorler; sigara kullanimi, mesleki karsinojenler, igme suyu,
toplam sivi alimi, kahve, alkol, ¢ay, hayvansal yaglarin ve islenmis etlerin asiri
tiketimi, kronik sistit yada spesifik olmayan idrar yolu enfeksiyonu, uzun siire kateter
kullanimi, triner schistosoma, Diabetes Mellitus, tedavi edilemeyen hiperlipidemi,
fenasitin iceren ilaglarin kronik olarak tiiketimi, genetik faktorler (N-asetiltransferaz 1
ve 2, GSTM1), radyasyon, pelvik radyoterapi, cinsiyet, yas ve irk olarak 6zetlenebilir
(Marsit vd 2006, Jankovic ve Radosavljevic 2007, Tanaka vd 2011, Bachir ve Kassouf

2012). Bu faktorlerin en etkili olanlarindan bazilar1 asagida kisaca Ozetlenmistir.

Sigara kullanimi; Sigara kullamimi, Urotelyal karsinomun (UK) gelisimi ile iliskili

bilinen en onemli risk faktoriidiir (Marsit vd 2006, Jankovic ve Radosavljevic 2007,
Horstmann vd 2008, Bachir ve Kassouf 2012, Brait vd 2013). Sigara dumani ig¢inde
bulunan karsinojenlere maruz kalmanin UK'da mutasyonlara, kromozomal delesyona ve
epigenetik degisikliklere neden olarak dogrudan ya da dolayli olarak DNA'ya hasar
verdigi bilinir (Brait vd 2013). Mesane kanseri ve sigara kullanimi arasindaki iligki
epidemiyolojik bir ¢ok c¢alismanin konusu olmustur ve neredeyse bu ¢alismalarin
tiimlinde sigara icenler ile igmeyenler karsilastirildiginda sigara igenlerde mesane
kanseri olugma riskinin yaklasik 2-3 kat daha fazla gozlenmistir (Jankovic ve
Radosavljevic 2007). Sigara, kimyasal karsinojenler olan aromatik aminler, N-nitrozo
bilesikleri, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) 6zellikle 2-naftilamin, 4-
aminobifenil gibi 60’dan fazla karsinojenik bilesik igerir (Jankovic ve Radosavljevic
2007, Tanaka vd 2011, Bachir ve Kassouf 2012). Kanser riski i¢in sigaranin sayisi,
sigara icilen slirede dumanin inhalasyon derinligi, ilk sigaraya baslama yas1 6nemlidir.

Sigaray1 birakan kisilerde mesane kanseri riski agisindan, sigaray:1 biraktiktan sonra ilk



dort yil iginde yaklasik % 30-40 oraninda azaldigi ortaya ¢ikmustir (Jankovic ve
Radosavljevic 2007). Bu yiizden, sigarayr birakma irotelyal karsinom insidansini

azaltmada ¢ok onemli bir kriterdir (Bachir ve Kassouf 2012).

Mesleki Maruziyet; ¢cok sayida meslek grubunda ¢alisan is¢ilerin bir ¢ok kanserojen

maddeye maruz kaldig1 bilinmektedir, bunlarin ¢ogunda UK gelisme riskinin arttirdig
goriilmektedir (Bachir ve Kassouf 2012). Erkeklerde goriilen mesane kanserlerinin
yaklagik % 27'sine, 19. yiizyilin sonunda Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da
yapilan ¢aligmalarda mesleki mazuriyetin neden oldugu bildirilmektedir (Jankovic ve
Radosavljevic 2007, Bachir ve Kassouf 2012). Benzidin, 2-naftilamin, 4-aminobifenil,
4-nitrobifenil, 4-4-diaminobifenil (benzidin) ve 2-amino-1-naftol gibi aromatik aminler
ve PAH mesane kanseri riskini artirir (Marsit vd 2006, Jankovic ve Radosavljevic 2007,
Tanaka vd 2011, Bachir ve Kassouf 2012).

Icme suyu;, igme suyundaki arsenik, klor ve nitrat bilesikleri genellikle mesane
kanseri olusumunda etkilidir (Jankovic ve Radosavljevic 2007). I¢me suyundaki
arsenikten giinliik 200 pg gibi yiiksek bir konsantrasyonda alinmasi mesane kanseri
riskinde bir artisa neden oldugu bildirilmistir (Marsit vd 2006, Jankovic ve
Radosavljevic 2007, Bachir ve Kassouf 2012).

2.2.2. Mesane kanserinin epidemiyolojisi

Mesane kanseri, bat1 lilkelerinde erkekler arasinda en yaygin goriilen 4. kanserdir
(Jarmalaite vd 2008). Mesane kanseri erkeklerde, prostat kanserinden daha az yaygin
goriilmekle birlikte, diinya ¢apinda tahminen hesaplanan, yilda 848.170 yeni kanser
vakas1 ve 301.820 kanserden 6liim sayisi ile en sik goriilen 10 kanser tiirii arasindadir.
Mesane kanseri, Amerika Birlesik Devletleri 2012 verilerine gore, 73.510 tahmin edilen
yeni vaka sayisi ve 14.880 tahmin edilen oliim sayist ile yliksek mortalite ve
morbiditeye sebep olmaktadir. Mesane kanserleri erkeklerde prostat, akciger, kolorektal
kanserlerden sonra siklik agisindan 55.600 tahmini yeni vaka sayisi ile 4. sirada yer
almaktadir ve erkeklerdeki biitiin kanserlerin % 7’sini olusturmaktadir. Erkeklerde
10.510 tahmini 6lim sayisi ile ilk 10 kanser arasinda ve % 3 siklikla 8. sirada yer
almaktadir. Kadinlarda mesane kanseri % 1’den az bir oranla en sik goriilen ilk 10

kanser tiirii arasinda yer almamaktadir. Mesane tiimorlerinin yaklasik % 76’s1



erkeklerde, % 24’1 kadinlarda goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri verilerine
gore mesane tiimori erkeklerde kadinlardan 3 kattan daha fazla siklikta goriilmektedir
(Siegel vd 2012).

Ulkemizde ise, T. C. Saghk Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu 2008 yili
Tiirkiye kanser istatistiklerine gore, mesane kanseri en sik goriilen ilk 12 kanser tiirii
arasinda erkeklerde 100.000°de 21.7 insidans ile 3. sirada, kadinlarda ise 100.000’de 3
insidans ile 11. sirada yer almaktadir (Sekil 2.1) (WEB_1, 2013).

Akaiger; 6 Meme; 40,7

Prostat; 37,8 Tiroid; 16,2

Mejsane; 21,7 Kolorelktal; 13,2
Koloreltal; 20,8 Uterus Korpusu; 8,6

Mide; 18,0 Akcigar; 8,2

Larinks; 9,1 Mide; 7,7
NHL; 6,9 Over; §,9
Beyin,sinir sistemi;s,1 NHL; 5.0

Pankrgas; 6,1 Beyin,sinir sistemi; 4,4

Bakrelk; 5.8 Serviks; 4,1
Tiroid; 3,9

fMeme; 0,8

Mesane; 8,0

Larinks; 0,

Sekil 2.1 Tiirkiye’de 2008 yili kadin ve erkek kanser insidans degerlerinin
karsilagtiritlmas1 (WEB_1, 2013)

Mesane kanseri, her yasta goriilebilmesine ragmen genellikle orta veya ileri yash
insanlarin hastaligidir (Aslan ve Mammadov 2010) ve olgularin ¢ogu 50 yas tizerinde
(Kaya vd 2009) ortalama 70’li yaslarda goriilmektedir (Sexton vd 2010). Erkeklerde,
kadmlara (E:K 3.8:1) oranla daha sik gériiliir (Gao vd 2012). Urotelyal karsinomun,
goriilme siklig1 60 yasindan sonra giderek artmasina karsin, 40 yagindan 6nce goriilme
orani azdir ve genellikle iy1 prognoza sahiptir (Oguztiiziin vd 2009). Kadinlar erkeklere
kiyasla daha kotii prognoz gostermektedir (Altunoluk vd 2011).

Mesane kanseri insidansi iilkeler arasinda dikkate deger Olgiide farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar biiylik oranda gevresel ve genetik etiyolojik faktorlere

baglanmaktadir. Cevresel faktorlerin yani sira 1rk, cinsiyet ve yas 6zellikleri de mesane



kanseri gelisimi i¢in belirleyici risk faktorlerindendir (Jankovic ve Radosavljevic
2007). Gelismis sanayi iilkelerinde mesane kanseri sikligi, gelismemis iilkelere gore
fazladir, gelismis iilkelerdeki prevalans gelismekte olan iilkelerdekinin yaklasik 6

katidir (Keles vd 2011).

2.2.3. Mesane Kanserinin Diinya Saghk Orgiitii (WHO) 2004 simiflamasi

Tablo 2.1 Mesane kanserinin WHO 2004 siniflamasi (Eble vd 2004)

1- Urotelyal tiiméorler

2- Skuamdz neoplaziler
- Skuamoz hiicreli karsinom
- Verrukoz karsinom

- Skuamoz hiicreli papillom

3- Glandiiler neoplaziler
- Adenokarsinom
* Enterik
* Miisindz
* Tagh yiiziik hiicreli
* Berrak hiicreli

- Villoz adenom

4- Noroendokrin timorler
- Kiigiik hiicreli karsinom
- Karsinoid

- Paraganglioma

5- Melanositik tiimorler
- Malign melanom

- Neviis

6- Mezenkimal tiimorler
- Rabdomyosarkom
- Leiomyosarkom
- Anjiosarkom

Devami arkada




- Osteosarkom
- Malign fibr6z histiyositom (MFH)
- Leiomyom
- Hemanjiom
- Digerleri
7- Hematopoetik ve lenfoid timorler
- Lenfoma

- Plazmositom

8- Diger Tiimorler
- Skene, Cowper ve Littre glandlarinin karsinomlart

- Metastatik tlimorler ve diger organlardan uzanan tiimoérler

2.3. Urotelyal Karsinom (UK)

Histolojik olarak, mesane kanserinin % 90'indan fazlasini iirotelyal karsinom (UK)
(aynm1 zamanda transizyonel hiicreli karsinom, TCC olarak bilinir) olusturur (Prat vd
2010, Chen vd 2011, Chung vd 2011, Lin vd 2012). UK, ABD'de ikinci en yaygmn
goriilen genitoiiriner malign bir hastaliktir (Brait vd 2013). Urotelyal karsinomlar,
histopatoloji ve klinik davranigina gére noninvaziv, invaziv mesane kanseri olarak 2
kategoride siniflandirilabilir (Enokida ve Nakagawa 2008, Prat vd 2010). Mesane
kanserlerinin yaklasik % 70’1 ilk tanida kasa invaze olmayan yiizeyel tiimorlerdir (pTa,
pTis ve pT1). Bu tiimorlerin % 50-70'inin  tam transiiretral rezeksiyon (TUR) sonrasi
niiks olmasma (Chen vd 2011, Lin vd 2011, Lin vd 2012) ve % 10-20'sinin kasa
invazive kanserlere (pT2, pT3 ve pT4) ilerlemesine ragmen (Lin vd 2011, Lin vd 2012),
genellikle non-invaziv tiimorlerin prognozu iyidir. Mesane timor tanist igin altin
standart, siipheli lezyonlarin biyopsi ile birlikte sistoskopi sonuglaridir (Chung vd
2011). Tan1 aninda, kas invazyonu gosteren mesane kanserlerinin (>pT2) kalan % 20-%
30'u yiizeyel papiller tiimorler ile iliskili degildir ve karsinoma in situ'dan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Kasa invaziv tiimorleri olan hastalarin yaklasik % 50'sinde metastaz
gelisir (Prat vd 2010). Mesane kanseri dliimleri tiimor invazyonuyla artar. 5 yillik genel
sagkalim orani, non-invaziv hastaliklar i¢in % 90'dan az, hastalik evreleri pT2 igin %
60, pT3 icin % 35 ve pT4 igin % 25'dir (Lin vd 2011, Lin vd 2012).
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UK lar, ¢ok asamali bir siirecte meydana gelir. Birinci asamada, hiicre tabakalarinin
niikleer veya yapisal anomali olmadan cogaldigi epitelyal hiperplazi olusur. ikinci
asamada, degisici epitelyumun matiir glandiiler, tiibliler veya skuamdz epitele
doniismesiyle metaplastik degisiklikler meydana gelir. Uciincii asamada, kanser yiizeyel
kalabilir, invazyon gosterebilir veya metastaz yapabilir (Bediikk 2007). Urotelyal
karsinom herhangi bir bolgede goriilebilir, ancak daha ¢ok trigonda, iireter orifislerinde

ya da mesane yan duvarlarda goriilmektedir (Sertgelik 2007).

2.4. Urotelyal Karsinomun WHO 2004 Siiflamasi

Tablo 2.2 Urotelyal karsinomun WHO 2004 Siniflamas: (Eble vd 2004)

1. Non-invaziv iirotelyal neoplaziler
* Urotelyal hiperplazi (Flat (diiz) ve Papiller)
* Reaktif atipi
* Onemi bilinmeyen atipi
* Urotelyal displazi (diisiik dereceli intraiirotelyal neoplazi)
* Urotelyal karsinoma in situ (yiiksek dereceli intraiirotelyal neoplazi)
* Urotelyal papillom
* Inverted tip iirotelyal papillom
* Diisiik malignite potansiyelli papiller iirotelyal neoplazi
* Non-invaziv diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom

* Non-invaziv yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom

2. Invaziv iirotelyal neoplaziler
* Lamina propria invazyonu

* Muskularis propria (detrusor kas1) invazyonu

2.4.1. Non-invaziv papiller iirotelyal lezyonlar

Non-invaziv papiller iirotelyal lezyonlar kategorisinde yer alan iirotelyal papillom,

inverted tip tirotelyal papillom, diisiik malignite potansiyelli papiller iirotelyal neoplazi,
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non-invaziv disiik dereceli papiller iirotelyal karsinom ve non-invaziv yiiksek dereceli

papiller iirotelyal karsinom asagida kisaca agiklanmaistir.

2.4.1.1. Urotelyal papillom

Urotelyal papillom, normal kalinlikta iirotelyum ve sitoloji ile kapli olan merkezi
fibrovaskiiler bir sap etrafinda minimal dallanmalar yapabilen benign ekzofitik papiller
biiylime gosteren neoplazi olarak tanimlanir (Eble vd 2004, Lopez-Beltran vd 2008).
Diisiik niikks oranina sahiptir (Lopez-Beltran vd 2008, Montironi 2008), ancak higbir
ilerleme gostermez (Lopez-Beltran vd 2008). Mitoz nadir ya da yoktur ve mitoz sadece
bazal hiicrelerde goriliir. Stroma, 6demli ve daginik inflamatuar hiicreleri igerir (Eble
vd 2004, Montironi ve Lopez-Beltran 2005). Kiiciik ¢apl tek lezyon seklinde ortaya
cikan papillomlarin, mesane tiimor materyallerinde goriilme insidansi diisiik olup % 1-
4’ten daha azdir. Erkeklerde kadinlara gore 1.9:1 oraninda papillom goriiliir (Eble vd
2004). Hematiiri yaygin gozlenir (Montironi ve Lopez-Beltran 2005). Cogu papillom
geng yaslarda goriilme egiliminde olup, ortalama 46 yaslarinda belirir ve ¢ogunlukla
tireter orifislerinin yakininda bulunurlar (Eble vd 2004, Montironi ve Lopez-Beltran

2005). Urotelyal papillomun histolojik goriintiisii Sekil 2.2°de gdsterilmistir.

Sekil 2.2 Urotelyal papillomun histolojik gériintiisii (Y&riikoglu 2006)
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2.4.1.2. Inverted tip iirotelyal papillom

Inverted papillom, gen¢ hastalarda mesanenin trigon bdlgesinde ortaya ¢ikan farkli
klinopatolojik ozellik gosteren benign papiller iirotelyal neoplazidir (Montironi vd
2008). Hiicreler, normal ila minimal sitolojik atipi ile inverted biiyiime paterni gosterir
(Lopez-Beltran vd 2008). Vakalarin ¢ogunda, 3 cm'den kiiciik soliter nodiiler ya da
sapsiz lezyonlar seklinde goriiliir ve ¢ogunlukla mesanenin trigonunda ortaya ¢ikar, ayni
zamanda idrar yolu boyunca f{ireter, renal pelvis ve iiretrada gézlenebilir (Eble vd 2004,
Montironi ve Lopez-Beltran 2005). Histopatolojik olarak, normal iirotelyum ve lamina
propriaya dogru invajinasyon gosteren, mesanenin kas tabakasina gegmeyen {irotelyal
hiicrelerin endofitik kordonlar ile kapl piiriizsiiz bir yiizeye sahiptir (Lopez-Beltran vd
2008). Inverted papillomlarin histolojik olarak trabekiiler ve glandiiler diferansiyasyon
paternleri mevcuttur (Eble vd 2004, Montironi vd 2008). Niikleer pleomorfizm yoktur
(Montironi vd 2008). Fokal minor sitolojik atipi mevcuttur ancak mitoz nadirdir veya
goriilmez. Tamamen eksize edildikleri taktirde niiks riski ¢ok diisiiktiir (Montironi ve
Lopez-Beltran 2005, Lopez-Beltran vd 2008, Montironi vd 2008). Inverted papillomlar,
10-94 yaslar1 arasinda ve erkeklerde kadinlara gore 4-5:1 oraninda goriilmektedir.
Hematiiri ve obstriiktif semptomlar yaygin belirtilerdir. Olgularin % 1'den daha azinda
niiks gézlenmektedir (Eble vd 2004, Montironi ve Lopez-Beltran 2005). Glandiiler tip

inverted tirotelyal papillomun histolojik goriintiisii Sekil 2.3’de gosterilmistir.

Sekil 2.3 Glandiiler tip inverted iirotelyal papillomun histolojik goériintiisii (Nese 2011)
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2.4.1.3. Diisiik malignite potansiyelli papiller iirotelyal neoplazi (DMPPUN)

Sitolojik diizeyde malignite bulgular1 géstermemekle birlikte normal tirotelyal hiicre
kalinliginda siralanma artis1 olan ekzofitik tirotelyal papilloma benzeyen non-invaziv
papiller tirotelyal neoplazidir. Sistoskopide, ¢ogu durumda soliter, 1-2 cm ¢apindadir ve
tireter orifislerinin yakininda yan ya da arka duvarda lokalizedir (Eble vd 2004,

Montironi ve Lopez-Beltran 2005).

DMPPUN’leri papillomdan ayiran en énemli 6zellik {irotelyumdaki kalinlagma, ayni
zamanda onemli Ol¢lide niikleuslarda irilesme ve sayica artis bulunmasidir (Eble vd
2004, Lopez-Beltran vd 2008). Niikleuslarda o6nemli oOlglide hiperkromazi veya
pleomorfizm eksikligi goriiliir. Niikleoluslar se¢ilemez ve kromatin dagilimi iiniformdur
(Montironi vd 2008). Polarite korunmustur, {iirotelyal papillomun tersine yapisal
degisiklik yoktur ya da minimaldir ayn1 zamanda sitolojik atipi vardir (Montironi ve
Lopez-Beltran 2005). Mitoz nadirdir ve sadece bazal tabaka ile sinirlidir (Eble vd 2004,
Montironi vd 2008). Bu lezyon nadir durumlar disinda invazyon ya da metastaz ile
iligkili degildir. Gros veya mikroskopik hematiiri sik goriiliir. Erkek kadin oran1 5:1'dir
ve tan1 aninda ortalama yas 65'dir (29-94 yas araligi) (Montironi ve Lopez-Beltran
2005). Giincel prognostik bilgiler, DMPPUN'nin diisiik ya da yiiksek dereceli papiller
karsinomlardan daha diisiik niiks oranina ve cok diisiik derece ve evre progresyon
oranlarma sahip oldugunu gostermektedir (Montironi vd 2008). Timor niiksii, evre
ilerlemesi ve tiimor ile iliskili mortalite sirasiyla yaklasik olarak hastalarin % 35'1, % 4'i
ve % 2'den daha azinda gériiliir (Lopez-Beltran vd 2008). DMPPUN’nin histolojik

goriintiisti Sekil 2.4°de gosterilmistir.
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Sekil 2.4 DMPPUN nin histolojik goriintiisii (Sexton vd 2010)

UK ’lar, Tablo 2.2°de goriildiigii gibi smiflandiriimakta olup bizim olgularimiz non-
invaziv Urotelyal neoplazilerin diisiik ve yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom

grubuna girmektedir.

2.4.1.4. Non-invaziv diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom (DDPUK)

Genel olarak diizenli bir goriiniime sahip tirotelyum ile doseli papiller neoplazidir,
ancak DMPPUN ile karsilastirildiginda kiiciik biiyiitmede bile rahatlikla taninabilen
yapisal ve sitolojik farkliliklar goriiliir (Eble vd 2004, Montironi ve Lopez-Beltran
2005).

Non-invaziv disiik dereceli papiller iirotelyal karsinomlarda gozlenen sitolojik atipi
bulgulari, polaritede diizensizlik, niikleer sekil ve boyut farkliliklari, kromatin
dagiliminda diizensizlik seklinde goriiliir. Nikleolus belirginligi olabilir. Mitotik
figiirler az goriliir ve genellikle iirotelyumun alt yarisinda lokalizedir (Eble vd 2004,
Lopez-Beltran vd 2008), ancak iirotelyumun herhangi bir seviyesinde de mitoz
mevcuttur. Urotelyumun yapisal dzellikleri hakkinda dogru bir karar verilebilmesi igin
histolojik degerlendirmenin papiller yapilarin uzun eksenine dikey gelen kesitlerde
yapilmas1 uygundur. Ozellikle papiller uzantilarin tabanina yakin bolgelerden gegen

teyet kesitlerin goriiniimii hatali degerlendirmelere neden olabilir (Eble vd 2004). Erkek
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kadin oranm1 2,9:1’dir. Ortalama 70°li yaslarda goriiliir. Cogu hastada hematiiri
mevcuttur, posterior ya da lateral duvarda tek bir timor bulunur (Montironi ve Lopez-
Beltran 2005). Bu tiimdrler, DMPPUN ve vyiiksek dereceli papiller karsinomlara
benzeyen daha yiiksek niiks oranma, ayn1 zamanda DMPPUN den daha yiiksek, yiiksek
dereceli papiller karsinomdan daha diisiik evre progresyonuna sahiptirler (Montironi vd
2008). Tiimor niiksii, evre ilerlemesi ve tiimdrle iliskili mortalite oranlari sirastyla % 50,
% 10 ve % 5°dir (Lopez-Beltran vd 2008). DDPUK "un histolojik goriintiisii Sekil 2.5de

gosterilmistir.

Sekil 2.5 DDPUK ’un histolojik gériintiisii (Sexton vd 2010)

2.4.1.5. Non-invaziv yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom (YDPUK)

En iyi sekilde kiiciik biiylitmede bile kolaylikla goriilebilen, belirgin yapisal ve
sitolojik anormalliklerle karakterize tiimorlerdir (Eble vd 2004, Montironi ve Lopez-
Beltran 2005, Lopez-Beltran vd 2008). Papiller yapilar birlesme egilimindedir.
Niikleuslarda polarite kaybi gozlenir (Eble vd 2004). Niikleus, hiperkromatik ve
pleomorfiktir (Montironi vd 2008). Kromatin yogun ve diizensiz olarak dagilmistir.
Niikleolus tek veya birden fazla olabilir ve genellikle belirgindir (Montironi ve Lopez-
Beltran 2005, Montironi vd 2008). Mitotik figiirler atipik formda olup iirotelyumun her
seviyesinde izlenir (Eble vd 2004, Lopez-Beltran vd 2008, Montironi vd 2008). Farkli
derecede diferansiyasyon alanlari bulunan tiimérlerde, derecelendirme en yiiksek

dereceli alan baz alinarak yapilmalidir (Eble vd 2004). Hematiiri yaygin goriiliir
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(Montironi ve Lopez-Beltran 2005). YDPUK’lar sadece invazyon riskine sahip
degillerdir ayn1 zamanda Onemli Ol¢lide niiks ve progresyon riskine sahiptirler
(Montironi vd 2008). YDPUK ’larda progresyon riski DDPUK ’lara gore yiiksektir %15-
40 arasinda degisir (Eble vd 2004, Lopez-Beltran vd 2008, Montironi vd 2008). Ayrica
tan1 aninda invaziv olma orami yiiksektir (Eble vd 2004, Lopez-Beltran vd 2008).
YDPUK ’un histolojik gériintiisii Sekil 2.6’da gdsterilmistir.

Sekil 2.6 YDPUK ’un histolojik goriintiisii (Sexton vd 2010)

Papiller iirotelyal neoplazilerde derece tayini, 2004 Diinya Saglik Orgiitii’niin UK
evreleme kriterlerine uygun olarak, neoplazmin sitolojik ve yapisal ozellikleri goz

Oniine alinarak yapilmakta olup, Tablo 2.3’de gosterilmistir.



Tablo 2.3 Urotelyal papiller lezyonlarin histolojik dzellikleri (Montironi vd 2008)

Y Papillom DMPPUN DDPUK YDPUK
A | Papiller yap1 Ince Ince, bazen birlesik Birlesik, dallanmis ve ince Birlesmis, dallanmis ve ince
=)
| | Hiicrelerin Normalle ayn Polarite normalle ayni, herhangi bir | Baskin patern diizenli, minimal Baskin patern diizensizligi ile yaygin
S | organizasyonu kalinlikta, koheziv kalabalagma ve polaritede minimal polarite kayb1, herhangi bir kalinlikta,
A kayip, herhangi bir kalinlikta, genellikle diskoheziv
L koheziv

Niikleus Normalle ayn1 Uniform olarak geniglemis olabilir | Cesitli biiyiikliiklerde genislemis Cesitli biiyiikliiklerde genislemis niikleus
S | Bityiikliigii niikleus
i Niikleer Sekil Normalle ayni Uzamug, yuvarlak-oval, Yuvarlak-oval, sekil ve konturda Orta-siddetli pleomorfizm
T uniform kiigiik degisiklikler
o Niikleer Normal Normal Hiicrelerde ve arasinda hafif Hiperkromazi ile hiicreler ve hiicreler
L Kromatin degisiklikler arasinda orta-belirgin degisiklikler
? Niikleolus Yok Yok ya da belli belirsiz Genellikle belli belirsiz* Cok sayida belirgin niikleolus goriiliir
i | Mitoz Yok Nadir, bazalde yerlesir Bazen; herhangi bir seviyede olabilir | Genellikle siktir, herhangi bir seviyede
K olabilir

Semsiye Uniform olarak Goriiliir Genellikle goriiliir Goriilmeyebilir

Hiicreleri goriliir

* Goriiniim kiiciik ve diizenli ve YDPUK un diger ozellikleri eslik etmiyorsa

LT
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Urotelyal papiller lezyonlarin tiplerine gére prognoz ile iliskisi Tablo 2.4’de

verilmistir.

Tablo 2.4 Urotelyal papiller lezyonlarin prognozu (Lopez-Beltran vd 2008)

Papillom | DMPPUN | DDPUK | YDPUK

Rekiirrens (niiks) | % 0-8 % 27-47 % 48-71 % 55-58

Dereceye gore % 2 % 11 %7 Bilinmiyor
progresyon
Evreye gore %0 % 0-4 % 2-12 % 27-61
progresyon
Sag kalim % 100 | % 93-100 | % 82-96 % 74-90

UK’larin bilyiik bir kismi non-invaziv iirotelyal neoplaziler grubuna girmekle
birlikte, invazyon ilerledik¢e invaziv irotelyal neoplaziler evrelemede Onem

kazanmakta olup ¢esitleri agagida verilmistir.

2.4.2. Invaziv iirotelyal neoplaziler

WHO 2004’de onerilen invaziv irotelyal karsinomlar, bulundugu bdlgeye gore
diisiik ya da yiliksek dereceli olarak siniflandirilir (Lopez-Beltran vd 2008). Lamina
propria invazyonu gosteren tiimorler (pT1) genelde papiller 6zellik gostermekte olup
diisiik derecelidir. Muskularis propria veya daha derine invazyon gosteren tiimorler

(pT2-pT4) yiiksek dereceli timdrlerdir (Eble vd 2004).

2.4.2.1. Lamina propria invazyonu

Lamina propria invazyonu neoplastik tirotelyal hiicrelerin tek tek, adalar ve kiimeler
halinde lamina propria icerisinde gdzlenmesi ile karakterizedir. Infiltratif adalarin
kenarlarinda kanser hiicreleri bol eozinofilik sitoplazmalidir. invaziv tiimérlerde her
zaman desmoplastik veya inflamatuar stromal cevap belirgin degildir. Lamina propria
invazyonu olan tiimorlerde belirgin retraksiyon artefakti, yanlighikla vaskiiler invazyon

olarak degerlendirilebilir. Lamina propria invazyonlu vakalarda vaskiiler invazyon
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nadirdir. Immiinohistokimya ile dogrulanmalidir (Reuter 2006). Lamina propria igine
invazyon yapan pT1 firotelyal karsinomun histolojik goriintisii Sekil 2.7°de

gosterilmistir.

Sekil 2.7 Lamina propria igine invazyon yapan pT1 iirotelyal karsinomun histolojik

goriintlisii (Cheng vd 2009)

2.4.2.2. Muskularis propria (detrusor kasi) invazyonu

Timor hiicreleri kalin diiz kas demetlerine infiltre oldugunda muskularis propria
tanis1t konur. TUR materyalinde, muskularis propria ve lamina propria invazyonu ayirt
etmek zordur. Muskularis propria invazyonu degerlendirmesi ¢ok énemlidir. Ozellikle,
genis infiltrasyon gosteren timorlerde dagmik diiz kas demetleri lamina propriaya ya da
parcalanmis muskularis propriaya ait olabilir. Muskularis propria invazyonu varliginin
bellirsiz oldugu bu durumlarda, iirologlara bilgi vermek onemlidir yani {irologlarla bu
bilgiyi paylasmak gerekir (Reuter 2006). Muskularis propria i¢ine invazyon yapan pT2

tirotelyal karsinomun histolojik goriintiisii Sekil 2.8’de gosterilmistir.
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Sekil 2.8 Muskularis propria i¢ine invazyon yapan pT2 iirotelyal karsinomun histolojik

goriintiisii (Cheng vd 2009)

UK’larm tani, tedavi ve prognozunda karsilasilan komplikasyonlarda histolojik

varyantlarin 6nemi dikkat ¢ekmektedir (Amin 2009).

2.5. Urotelyal Karsinomun Histolojik Varyantlari

Varyant terimi tiimoriin belirli bir tiirlinti ayirt edici olarak farkli bir histomorfolojik
fenotipini tanimlamak i¢in kullanilir. Son yillarda, iirotelyal karsinomalar ile artan
deneyimin sonucu olarak irotelyal karsinomun mikroskobik formlarinin spektrumu
cesitli siradist histolojik varyantlarini igerecek sekilde genisletilmistir. Urotelyal
timorlerin histolojik varyantlarinin taninmasi énemlidir. Cilinki, bazi tiirleri farkli klinik
sonuglarla iligkili olabilir, bazilarinda farkli tedavi yaklagimlar1 goriliir ve siradisi
paternlerinin bilinci yanlis taniy1 6nlemekte kritik rol oynar (Amin 2009). Asagidaki
tabloda UK un histolojik varyantlari gosterilmektedir.
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Tablo 2.5 Urotelyal karsinomun histolojik varyantlar1 (Lopez-Beltran ve Cheng 2006,
Amin 2009)

. Skuaméz diferansiyasyon gosteren iirotelyal karsinom

. Glandiiler diferansiyasyon gosteren iirotelyal karsinom

. Nest olusturan varyant

. Tiibiiler varyant

. Mikrokistik patern

. Inverted papillom benzeri iirotelyal karsinom

. Mikropapiller varyant

. Lenfoepitelyoma benzeri karsinom

©O©| O N| & O & W N

. Sarkomatoid karsinom

—_
=]

. Kii¢iik hiicreli karsinom

—
—

. Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom

—_
[\S)

. Trofoblastik diferansiyasyon gosteren iirotelyal karsinom

[HEN
w

. Plazmasitoid varyant

_.
n

. Rabdoid 6zellikler gosteren tirotelyal karsinom

—
9]

. Berrak hiicreler gosteren iirotelyal karsinom

—_
)

. Lipoid bakimindan zengin varyant

—_
3

. Osteoklast bakimindan zengin farklilagsmamis karsinom

[EEN
(e}

. Dev hiicreli karsinom

Tiim kanserlerde oldugu gibi UK’larda da tiimor derecesi, mesane tiimorlerinde

progresyonu belirleyen en 6nemli prognostik faktordiir (Korgali ve Giiltekin 2010).

2.6. Urotelyal Karsinomun Derecelenmesi

Tarihsel siiregte, mesane tiimorlerinin derecelendirilmesi degisiklik gostermektedir
(Korgali ve Giiltekin 2010). Papiller iirotelyal neoplaziler i¢in ilk yaygin olarak kabul
edilen derecelendirme sistemi, Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 1973 siniflama
sistemidir (Montironi vd 2008). Bu sisteme gore iirotelyal papiller neoplaziler dort

siifa ayrilmistir: papillom, grade 1 karsinom, grade 2 karsinom ve grade 3 karsinom



22

(Montironi vd 2008). Aralik 1998’de, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Uluslararasi
Urolojik Pataloji Dernegi (ISUP) iiyeleri tarafindan mesane kanserinin, invaze olmayan
flat lezyonlarinin ve {irotelyal (transizyonel hiicreli) neoplazilerinin WHO/ISUP kon-
sensus siniflamasi yaymlanmistir (Kirkali vd 2005, Montironi vd 2008, Keles vd 2011).
1998 WHO/ISUP siniflama sistemine goére papiller iirotelyal neoplaziler ; DMPPUN
(Diisiik Malignite Potansiyelli Papiller Urotelyal Neoplazi), DDPUK (Diisiik Dereceli
Papiller Urotelyal Karsinom) ve YDPUK (Yiiksek Dereceli Papiller Urotelyal
Karsinom) olmak {iizere ii¢ kategoriye boliinmistiir (Keles vd 2011). 1998 WHO/ISUP
siiflama sistemi, 1999°da WHO tarafindan (WHO 1999) revize edilmistir (Y 6riikkoglu
2006, Petraki ve Sfikas 2008). 2004’te WHO, 1998 ISUP konsensus siniflama sistemini
kabul etmistir ve 2004 WHO/ISUP siiflamasi ortaya ¢ikmistir (Miyamoto vd 2010).
Bu sisteme gore daha 6nce papillom, grade 1 karsinom, grade 2 karsinom ve grade 3
karsinom olarak smiflandirilan non-invaziv papiller iirotelyal neoplazmlar sirasiyla;
papillom, diisiik malignite potansiyelli papiller iirotelyal neoplazi, diisikk dereceli
papiller iirotelyal karsinom ve yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom olarak
siiflandirilmaktadir (Montironi vd 2008, Korgali ve Giltekin 2010, Miyamoto vd
2010).

Sistemlerin ~ adaptasyonu  yapilirken  {rotelyal  papiller  neoplazilerin
simiflandirilmasinda bazi degisiklikler yapilmistir. 1973 WHO smiflamasinda G1
timorler, 2004 WHO/ISUP smiflamasinda diisiitk malignite potansiyelli papiller
irotelyal neoplaziler ve diisiik dereceli papiller tirotelyal karsinom kategorilerinde, 1973
WHO siniflamasinda G2 tiimorler, 2004 WHO/ISUP siniflamasinda diisiik dereceli
papiller irotelyal karsinom ve yiiksek dereceli papiller irotelyal karsinom
kategorilerinde, 1973 WHO smiflamasinda G3 tiimoérlerin  timt, 2004 WHO/ISUP
smiflamasinda yiiksek dereceli papiller iirotelyal irotelyal karsinom kategorisinde
degerlendirilmeye baglanmistir. Tiimor derecesinin tiimor niiksii, progresyonu ve
mortalitesi lizerine olan etkileriyle ilgili yapilan ¢alismalarda, tiimdr derecesinin niiksten
cok progresyon ve mortaliteyi belirleyen 6nemli bir prognostik faktér oldugu tespit

edilmistir (Korgali ve Giiltekin 2010).
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Diger kanserlerde oldugu gibi mesane karsinomlarinda da, patolojik evreleme
prognoz ve tedavinin belirlenmesinde 6nemli bir belirtecdir (Reuter 2006, Cheng vd
2009).

2.7. Urotelyal Karsinomun TNM (Primer tiimér/ Lenf Nodu/ Uzak Metastaz)

Evrelemesi

Ideal evreleme sistemi kanserin dogal hikayesini dogru olarak yansitmalidir. Tani
anindaki yayilim sahasi ile beraber total kanser yiikii tanimlanmalidir ve hastalar tedavi
plani i¢in prognostik gruplara ayrilabilmelidir (Tablo 2.6). Yiizeyel mesane kanseri
terimi, muskularis propriaya invaze olmamis tiimorleri tanimlamak i¢in
kullanilmaktadir. Bu tanimlama non-invaziv papiller {irotelyal karsinom (pTa),
karsinoma in situ (KIS) ve lamina propria igine invaze tiimorlerini (pT1) kapsar.
American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve International Union Against Cancer
(UICC) tarafindan ortaklasa gelistirilmis TNM sistemi yaygin olarak kullanilan
evreleme sistemidir (Cheng vd 2009).

AJCC/UICC TNM sistemi kullanilarak, iirotelyal karsinomun invazyon derinligine
dayali evrelendirilmesi yapilmaktadir (Reuter 2006) (Tablo 2.6). Evre pTO karsinom,
biyopsi ya da TUR oOrneklerinde kanser tanist konduktan sonra sistektomi rneginde
rezidiiel karsinom bulunmayan bir durum olarak tanimlanir. Evre pTO mesane karsinom
insidans1 yaklasik olarak % 10’dur. Evre pTa karsinom, non-invaziv papiller karsinom
olarak belirtilmektedir. Lamina propria invazyonu olan pT1 kanserlerden ayrilmalidir.
Evre pT1 karsinom, lamina propria i¢ine invazyon yapan, ancak muskularis propria
invazyonu yapmayan olarak tanimlanmaktadir. Evre pT2 karsinom, muskularis propria
igine timor invazyonu yapan olarak belirtilmektedir. pT2 karsinom, 2 alt kategoriye
ayrilir. pT2a karsinom’da, muskularis propria’ya invazyon derinligi yaridan daha azdir,
pT2b karsinom’da ise, kas duvarinin yarisindan fazlasinda invazyon goriiliir. Evre pT3
karsinom, perivezikal yumusak doku igine tiimdr invazyonu ile tanimlanir. pT3a,
mikroskobik ekstravezikal uzantili timorler ve pT3b, makroskobik ekstravezikal
uzantili timorler olarak pT3 karsinom’un 2 alt sinifin1 olustururlar. Evre pT4 karsinom,
uterus, vajina, prostat, pelvik veya karin duvari dahil olmak {izere bir komsu organ igine
timor invazyonu olarak tamimlanir. pT4a, prostat, uterus ya da vajina invazyonu

igerirken, pT4b, pelvik veya karin duvarma invazyonu gostermektedir (Cheng vd 2009)
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(Sekil 2.9). AJCC/UICC TNM siniflandirmasina gore, derin invaziv tiimorlerde (T2-
T3b arasi) sagkalimin biiyiik Olgliide azaldigi ve yiizeyel tiimorlerin (Ta, TI1)
prognozunun derin invaziv tiimorlere gore daha iyi prognoza sahip olduklar
bildirilmektedir. Dogru patolojik evreleme yapabilmek i¢in organin temel histolojisini
iyi bilmek gerekmektedir. Mesanede iirotelyum, bag dokusu ve vaskiiler ve noral
yapilardan olusan bazal membran ve lamina propria ile ortiiliidiir (Reuter 2006). Non-
invaziv tlimorlerde, bazal membran sinirlar1 diizenlidir ve bazal membrana paralel
prolifere damar yapilar1 mevcuttur. invaziv tiimérlerde, bazal membranin bu 6zellikleri
gozlenmez. Non-invaziv tiimorlerin stromasinda miksoid degisiklikler, fibroblastik
stromal proliferasyon, stromal selliilaritede ve fibroblastlarda proliferasyon izlenirken,
invaziv timorlerde tiimoriin gevresinde inflamatuar ve kollojen igeren dezmoplastik

reaksiyonlar goriilebilir (Sternberg vd 2004).

Tablo 2.6 Urotelyal karsinomun TNM simiflamas1 ve evre gruplari (Eble vd 2004)

T-Primer tiimor

TX: Primer timdr degerlendirilemedi
TO: Primer tiimdr bulgusu yok
Ta: Noninvaziv papiller karsinom
Tis: Karsinoma in situ: “flat timor’
T1: Subepitelyal bag dokuda tiimor var
T2: Kas invazyonu var
T2a:Ylizeyel kas invazyonu (i¢ yar1)
T2b: Derin kas invazyonu (dis yar1)
T3: Perivezikal yag doku invazyonu var
T3a: Mikroskopik
T3b: Makroskopik
T4: Prostat, uterus, vajina, pelvik duvar, abdominal duvar yapilarindan herhangi
birine invazyon
T4a: Prostat, uterus ya da vajina invazyonu

T4b: Pelvik duvar ya da abdominal duvar invazyonu

N-Bolgesel lenf nodlar:

Devami arkada
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Nx: Bolgesel lenf nodu degerlendirilemedi
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1: 2 cm ya da daha kiigtik tek lenf nodu metastazi var

N2: 2-5 cm aras1 boyutlarda tek lenf nodu ya da 5 cm’den kiigiik multipl metastaz
var

N3: Boyutu 5 cm’den biiyiik lenf nodu metastazlar1 var

M-Uzak metastaz

Mx: Uzak metastaz degerlendirilemedi
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var.

Evre Gruplari

EVRE Oa Ta NO MO
EVRE 0is Tis NO MO
EVRE I Tl NO MO
EVRE 11 T2a, b NO MO
EVRE 111 T3a, b NO MO

T4a NO MO
EVRE IV T4b NO MO

Herhangi bir T N1, N2, N3 MO

Herhangi bir T Herhangi bir N M1
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Muskularis propria

Perivezikal yumusak

doku

Lamina
propria

Urotelyum

Sekil 2.9 Mesane kanserinde TNM evreleme sistemi (Bostwick ve Cheng 2008)

Kanser genetiginde, tlimor gelismesiyle ilgili en azindan iki temel genetik degisiklik
bilinmektedir. Bunlardan biri hiicresel onkogenlerin aktivasyonu, digeri ise tiimor
baskilayici genlerin inaktivasyonudur (Cooper ve Hausman 2006). Tez konumuzla

ilgili olarak tiimdr baskilayici genlerle ilgili genel bilgiler asagida verilmistir.

2.8. Mesane Kanserinde Tiimor Baskilayic1 Genler

Timor baskilayici genlerin  kodladigi proteinler, protoonkogen ve onkogen
proteinlerinin aksine, hiicrenin ¢gogalmasinit ve sag kalimim baskilar. Tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonuyla negatif diizenleyici olarak gorev yapan bu proteinlerin
ortadan kaldirilmasi tiimor olusumunu saglar. Timor baskilayict proteinler, ¢ogunlukla

onkogenler ile uyarilan ayni sinyal yollarini baskilar (Cooper ve Hausman 2006).

Kromozom 9 delesyonlari, mesane kanseriyle iliskilendirilen en yaygin kromozomal
anormalliktir ve hem yiizeyel hem de kasa invaze mesane kanserlerinde gézlenmektedir.
Ayrica bu degisiklikler, TCC'nin molekiiler patogenezinde erken gerceklesen bir

olaydir. Diger kromozomal delesyonlar, kromozom 13 (RB, Retinoblastoma geni) ve
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kromozom 17°de (p53 geni) tespit edilmistir. En yaygin kromozom 9 delesyonlari,
p16INK4A, p14ARF ve p15INK4B gibi ti¢ farkli proteini kodlayan 9p21 lokusunu igerir.
Bu proteinlerin her biri negatif hiicre dongiisii diizenleyici olarak gérev yapar ve bu
yilizden potansiyel timor baskilayici genler olarak kabul edilir. Kromozom 9 kayiplari,
mesane onkogenezinde ve p53 degisikliklerinden dnce erken ortaya ¢ikar (Buscarini vd
2005).

13. kromozom iizerinde, RB gen mutasyonlar1 mesane kanserlerinin % 25-30'unda
bulunmaktadir. RB lokusunda (13ql14) heterozigot kaybi, immiinohistokimyasal
teknikler tarafindan belirlenen protein ekspresyon yoklugu ile iligkilidir. 17.
kromozomda, en iyi bilinen kromozomal degisiklik 17p13'deki (p53) tiimor baskilayici
gende gerceklesir (Buscarini vd 2005).

Bir ¢cok kanserde oldugu gibi genetik faktorlerin yaninda epigenetik degisikliklerinde

tani, tedavi ve prognozda 6nem tasidigi vurgulanmaktadir.

2.9. Mesane Kanserinde Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik, mutasyonlarin aksine DNA’nin niikleotid dizisinde herhangi bir degisim
olmaksizin gen ekspresyonundaki kalitsal degisiklikler olarak tanimlanir (Hamilton
2011). Epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari,
kromatinin yeniden diizenlenmesi, genomik imprinting ve kodlamayan RNA’lardaki
degisimlerdir. Bunlardan {irolojik kanserlerde en etkin gorillen epigenetik
mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatinin yeniden
diizenlenmesi ve mikroRNA'lardir (Erol vd 2010, Hamilton 2011). Epigenetik
degisiklikler arasinda DNA metilasyonu kanserde en yaygin goriilen epigenetik

mekanizmadir (Agundez vd 2011).

Kanser gelisiminde ve ilerlemesinde epigenetik mekanizmalar 6nemlidir. CpG
adalarmin hipermetilasyonu, tiimor baskilayict genlerin (TSG) transkripsiyonel
susturulmasinda kritik rol oynar (Sanchez-Carbayo 2012). Siklikla metillenmis genler,
hiicre dongiisii kontrolii, DNA onarimi, apoptoz ve invazyon gibi farkli biyolojik

yolaklarda yer alirlar (Kim ve Quan 2005, Jarmalaite vd 2008, Sanchez-Carbayo 2012).
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Karsinogenezde erken evrede ortaya ¢ikan TSG’lerin metilasyon durumunun
belirlenmesi yalnizca tani i¢in degil, ayn1 zamanda prognoz ve degerlendirme i¢in de

onemlidir (Agundez vd 2011).

2.9.1. DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, insan kanserlerinde en yaygin galisilan epigenetik mekanizmadir
(Marsit vd 2007, Sharma vd 2010, Cabello vd 2011, Hoffman ve Cairns 2011, Jeronimo
ve Henrique 2011) ve DNA dizisinde sitozin niikleotidine bir metil grubunun kovalent
olarak eklenmesidir (Hamilton 2011). Metilasyon, DNA metiltransferazlar (DNMTSs)
olarak bilinen spesifik bir enzim ailesi tarafindan kontrol edilir (Enokida ve Nakagawa
2008, Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Majumdar vd 2011). Metilasyon,
cogunlukla insan genlerinin 5’ ucunda bulunan CpG adalar1 olarak adlandirilan CpG
diniikleotidlerindeki guanin niikleotidini takip eden sitozin bazlarinda olusur (Enokida
ve Nakagawa 2008, Bogdanovic ve Veenstra 2009, Sharma vd 2010, Hamilton 2011,
Hoffman ve Cairns 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Kosova vd 2011, Sanchez-
Carbayo 2012). Sitozinin 5. karbonuna metil dondrii S-adenozilmetioninden (SAM) bir
metil grubunun transferiyle, 5-metilsitozin (5-meC) meydana gelir (Jeronimo ve
Henrique 2011, Kosova vd 2011, Majumdar vd 2011, Sanchez-Carbayo 2012) (Sekil
2.10). DNA metilasyonu, ¢esitli mekanizmalarla gen ekspresyonunu inhibe eder
(Sanchez-Carbayo 2012). Bunlardan biri, DNA metilasyonu dogrudan hedef
bolgelerden DNA'ya baglanan proteinlerin toplanmasimi engelleyerek mMRNA
transkripsiyonunu baskilar (Kosova vd 2011, Sanchez-Carbayo 2012). Buna karsilik,
metillenmemis CpG adalar1, gen ekspresyonu i¢in uygun kromatin yapisini olusturur
(Sanchez-Carbayo 2012). Bir digeri ise, dolayli yoldan metillenmis DNA, histon
modifikasyonuna ve kromatinin yeniden diizenlenmesine yol agcan DNA
metiltransferazlar ve histon deasetilazlarin dahil oldugu biiyiik bir protein kompleksi
olan metil-CpG’ye baglanan proteinlerin (MBP) bir araya gelmesini saglayarak
transkripsiyonu inhibe eder (Jeronimo ve Henrique 2011, Sanchez-Carbayo 2012). CpG
adalar olarak bilinen ve CG diniikleotidleri bakimindan zengin genom bdlgeleri bir ¢ok
genin promoter bdlgelerinde, 5° UTR bolgelerinde ve ekson 1’lerinde bulunur (Cabello
vd 2011, Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Kosova vd 2011). Tim CpG
adalarinin % 60-90’1 memelilerde metile durumdadir (Bogdanovic ve Veenstra 2009,

Sharma vd 2010). insanlarda, genlerin promoter bélgelerindeki cogu CpG adasi
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normalde metile degildir (Lin vd 2011, Majumdar vd 2011). Normalde metile olmayan
CpG adalari, kadinlarda inaktif X kromozomu iizerinde yerlesmis genlerde, belirli
imprintlenmis genlerde, embriyonik gelisime 6zgiil genlerde ve dokuya 6zgiil genlerde
fizyolojik hipermetilasyon gosterir (Sharma vd 2010, Jeronimo ve Henrique 2011,
Kosova vd 2011, Lin vd 2011).

Insan tiimorlerinde, anormal DNA metilasyonunun ii¢ tirii goriiliir. Bunlar;
hipometilasyon, hipermetilasyon ve imprinting kaybidir (Enokida ve Nakagawa 2008,
Majumdar vd 2011). Kanser hiicrelerinde hipometilasyon c¢ogunlukla SINEs (kisa
dagilmis niikleer elemanlar) ve LINES (uzun dagilmis niikleer elemanlar) gibi
tekrarlayan DNA dizilerinde, hipermetilasyon ise CpG adalarinda goriilmektedir
(Kosova vd 2011). Timoér baskilayici genlerin promoter bolgelerindeki anormal
hipermetilasyonu transkripsiyonal sessizlesme ile (Hoffman ve Cairns 2011), DNA
hipometilasyonu (demetilasyon) ise proto-onkogenlerin aktivasyonu ile iliskilidir
(Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Sanchez-Carbayo 2012). Her iki form,
kromozomal instabiliteye ve sonugta transkripsiyonal gen susturulmasina neden olur
(Enokida ve Nakagawa 2008, Sharma vd 2010, Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique
2011, Majumdar vd 2011, Pavicic vd 2011, Sanchez-Carbayo 2012). Parental
diferansiyel ekspresyon kaybi anlamina gelen imprinting kaybi, cocukluk ¢ag:

timorlerinde sik goriiliir (Majumdar vd 2011).

Uygun DNA metilasyonu, normal gelisim i¢in O6nemlidir ve ayni zamanda gen
ifadesinin baskilanmasi, embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin yogunlagmasi, X
kromozomu inaktivasyonu, imprinting, kromatin kararliliginin korunmasi, tekrarlayan
genomik elemanlarin baskilanmasi, histon deasetilasyonu, genom giivenligi ve yapisal
biitlinliigiiniin korunmasi1 ve karsinogenez gibi ¢esitli silireglerde fonksiyon gosterir
(Bora ve Erdem-Yurter 2007, Bogdanovic ve Veenstra 2009, Kosova vd 2011,
Majumdar vd 2011).
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Mesane kanserinde yaygin olarak tanimlanmis hipermetile genler hiicre dongiisii

kontrolii, DNA hasar1 tamiri, apoptoz, hiicre invazyonu, hiicre faklilasmas1 ve hiicre

adezyonu gibi bir ¢ok 6nemli biyolojik yolakta gorev yapmaktadirlar (Enokida ve

Nakagawa 2008, Sanchez-Carbayo 2012).

Bu yolaklardaki genler

asagida

gruplandirilarak Tablo 2.7°de, ayrica literatiir ¢aligmalarinda mesane kanserindeki bazi

timor baskilayici genlerin metilasyon yiizdelerinin yillara gore dagilimi Tablo 2. 8’de

gosterilmistir.



Tablo 2.7 Mesane kanserleri ile ilgili literatiir taramasinda hipermetile olan genler (Kim ve Quan 2005, Enokida ve Nakagawa 2008, Phe vd
2009, Sanchez-Carbayo 2012)

Gen Sembolii

Alternatif Adx

Metilasyon %

Hiicre dongiisi kontrol genleri:

p1l6INK4A/ CDKN2A CDKN2A (Siklin-bagimli kinaz inhibitori 2A) 0-73
pl4ARF CDKN2A (Siklin-bagimli kinaz inhibitorii 2A) izoform 4 0-61,8
CCND2 Siklin D2 21,1-72
RB1 Retinoblastoma 1 3,2-28,1
p15INK4B/ CDKN2B CDKNZ2B (Siklin-bagimli kinaz inhibitorii 2B) 7,1-24
PAX5A Box 5 12,9-68,2
PAX6 Box 6 0-23
CHFR Checkpoint with forkhead and ring finger domains 0-18,7
SOCS1 Sitokin sinyali baskilayici 1 33
STAT1 Sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii 1 11
DNA hasari tamir genleri:

MGMT O6-metilguanin DNA metiltransferaz 0-69
GSTP1 Glutatyon S-transferaz pi 0-59,2
MLH1 Mut L homolog 1, kolon kanseri, nonpolipozis tip 2 0-79,2
APC Adenomatdz polipozis koli 17,6-73

Devami arkada

1€



Tablo 2.7’°nin devam

Gen Sembolii

Alternatif Adx

Metilasyon %

DNA hasari tamir genleri:

ATM Ataksi telanjiektazi mutasyonu 0-40,7
MSH6 Mut S homolog 6 29-81,3
COX2 Siklooksijenaz 2; PTGS2 (prostaglandin endoperoksid sentaz) 3,6-75,2
BRCA1 Meme kanseri 1 71-72,5
BRCA2 Meme kanseri 2 3,2-56
TP53 Tlimor proteini 53 12,9-46,2
Apoptoz ile iligkili genler:

DAPK1 Oliimle iliskili protein kinaz 1 0-100
CASP8 Kaspaz 8, apoptoz ile iliskili sistein peptidaz 3,6-19,4
DR3 Oliim reseptorii 3 98,1
DR6 Olim reseptori 6 6,7
DRC1 Antiapoptotik yikim reseptorii 1 22
DRC2 Antiapoptotik yikim reseptorii 2 27
APAF1 Apoptotik peptidaz aktive edici faktor 1 70,8-100
BCL2 B-hiicreli lenfoma 2 38,2-62,3
PYCARD Apoptoz ile iliskili leke benzeri protein (ASC) 0-28,6

Devami arkada

[



Tablo 2.7’°nin devam

Gen Sembolii

Alternatif Adx

Metilasyon %

Apoptoz ile iliskili genler:

RASSF1A Ras iligkili domain aile iiyesi 1 A 22,5-67
EDNRB Endotelin reseptor tip B 57-69
TERT Telomeraz ters transkriptaz 20,8-24
TNFRSF21 Tiimor nekroz faktorii reseptorii siiper aile tiyesi 21 6-7
TNFRSF25 Tiimor nekroz faktorii reseptorii siiper aile iiyesi 25 75-98
Hiicre invazyonu genleri:

CDH1 E-kaderin 2,9-100
CDH4 Kaderin 4 14,6
CDH13 Kaderin 13, H-kaderin 18,1-62,6
LAMA3 Laminin alfa 3 45
LAMB3 Laminin beta 3 21
LAMC?2 Laminin gama 2 11,8-23
COL1A2 Tip 1 kollajen alfa 2 62,7
VIM Vimentin 96
CD44 CD44 9,7-38,5
CD99 CD99 31,7

Devami arkada

€€



Tablo 2.7’°nin devam

Gen Sembolii

Alternatif Adx

Metilasyon %

Hiicre invazyonu genleri:

KISS1 Metastaz baskilayici gen 1 83,1
Whnt antagonist genleri:

SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1 17-75,9
SFRP2 Secreted frizzled-related protein 2 32,4-63
SFRP4 Secreted frizzled-related protein 4 3-38,9
SFRP5 Secreted frizzled-related protein 5 20-87
WIF1 WNT inhibitér faktorii 1 1-66,7
DKK3 Dickkopf homolog 3 N/A
Olasi timdr baskilayicr genler:

RUNX3 Runt-iliskili transkripsiyon faktorii 3 3,6-73
MYO Myoglianin 68,7-86,9
PTEN Fosfataz ve tensin homologu 0-31,9
HIC1 Hipermetile kanser 1 21,9-100
VHL von Hippel-Lindau timor baskilayict 4-31,9
WT1 Wilms tiimori 1 38,7-58,2
DBCCR1 Mesane kanserinde delesyon olmus aday kromozom 1 bdlgesi 52

Devami arkada

ve



Tablo 2.7’°nin devam

Gen Sembolii Alternatif Adi Metilasyon %
Olas1 tiimdr baskilayic1 genler:
IGSF4 (CADM1) Immiinglobiilin siiperaile iiyesi 4, Hiicre adezyon molekiilii 1 0-61,5
DBC1 Mesane kanserinde delesyon 1 12-69
IGFBP3 Insiilin benzeri biiyiime faktérii baglayici protein 3 42,7-66
FHIT Frajil histidin triad proteini 16-40
PRSS3 Proteaz serin 3 33-33,5
Hiicre farklilasmasi ile iliskili genler:
S100A S-100 ailesi N/A
SOX9 Cinsiyet belirleyen bolge Y box 9 56,4-70
PMF1 Poliamin ile modiile edilmis faktor 1 77,6-88,1
CAGE1 Kanser antijeni 1 52,7-81,1
ESR1 Ostrojen reseptori 1 16,1-79,4
RARp Retinoik asit reseptorii beta 2,1-93
TIG1 Tazaroten kaynakli 1; RARRES1 (Retinoik asit reseptoriine cevap 1) 32
Hiicre adezyonu ile iliskili genler:
ICAM1 Hiicreler arasi adezyon molekiilii 1 89,5
TIMP3 Metalloproteinaz doku inhibitdrii 3 2,9-93

Ge



Tablo 2.8 Literatiir ¢alismalarinda mesane kanserindeki bazi timor baskilayici genlerin metilasyon yiizdelerinin yillara gore dagilimi

BRCA1 | BRCA2 ATM TP53 PTEN | MGMT PAX5 | CDH13 | TP73 WT1 VHL GSTP1 | CHFR
% % % % % % % % % % % % %
Chung vd 2001 0 8 38.5
Maruyama vd 2001 2 29 11
Chan vd 2002 5.1 5.1
Tada vd 2002 17 4 13
Gutierrez vd 2004 23 7 3
Catto vd 2005 10 0
Dhawan vd 2006 6.9
Hoque vd 2006 53 47
Kunze vd 2006 28.6
Marsit vd 2007 7 18.1
Yates vd 2007 375
Yu vd 2007 12.1 16.7 2.3
Abbosh vd 2008 69
Ellinger vd 2008 59
Hellwinkel vd 2008 5
Jarmalaite vd 2008 7
Jarmalaite vd 2010 0
Agundez vd 2011 72.5 56 40.7 46.2 31.9 67 68.1 62.6 37.4 58.2 31.9 40.7 18.7
Cabello vd 2011 71 3.2 0 12.9 0 16.1 12.9 25.8 6.5 38.7 12.9 0 0
Linvd 2011 30.7
Lin vd 2012 35.3
Zuiverloon vd 2012 2.9 26.5
Zhong vd 2013 12.2
Tez ¢aligmamiz 2013 0 0 0 7.5 1.25 0 3.75 21.25 6.25 33.75 0 0 0

Devami arkada

9€



Tablo 2.8’in devamu

ESR1 RB1 MSH6 | THBS1 | CADM1 | STK11 | PYCARD PAX6 CDKN2A GATA5 RARp CD44
% % % % % % % % % % % %

Salem vd 2000 63
Maruyama vd 2001 7 15
Chan vd 2002 26.5 87.8
Dominguez vd 2002 18
Tada vd 2002 11
Valenzuela vd 2002 26
Chang vd 2003 60
Dominguez vd 2003 18
Dulaimi vd 2004 7
Gutierrez vd 2004 26 30
Catto vd 2005 9 24
Chapman vd 2005 6
Dhawan vd 2006 16 16
Hoque vd 2006 73 93
Kawamoto vd 2006 17.8
Marsit vd 2006 30.8
Neuhausen vd 2006 2 % 19
Yurakh vd 2006 6
Marsit vd 2007 3.6 31.7 15.1
Yates vd 2007 1 2.1
Hellwinkel vd 2008 23
Jarmalaite vd 2008 14 40
Negraes vd 2008 81.6
Khin vd 2009 43.2
Malekzadeh vd 2009 28.2
Jarmalaite vd 2010 19 38
Lin vd 2010 56
Serizawa vd 2010 2 17
Agundez vd 2011 495 275 81.3 25.3 61.5 94.5 28.6 20.9 24.2 55 59.3 38.5

Devami arkada

LE



Tablo 2.8’in devamu

ESR1 RB1 MSH6 | THBS1 | CADM1 | STK11 | PYCARD PAX6 CDKN2A GATA5 RARp CD44
% % % % % % % % % % % %
Cabello vd 2011 16.1 3.2 29 35.5 29 0 0 0 0 25.8 38.7 9.7
Eissa vd 2011 62.8
Jablonowski vd 2011 40.5
Serizawa vd 2011 1 57
Berrada 2012 75
Eissa vd 2012 89.7
Lin vd 2012 64
Zuiverloon vd 2012 79.4 2.9 14.7
Zhong vd 2013 0 0
Tez ¢alismamiz 2013 1.25 27.5 36.25 0 2.5 0 0 0 0 2.5 3.75 2.5

8¢
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Mesane kanserlerinde, epigenetik mekanizmalar icinde en sik gdézlenen DNA
metilasyon degisimleri olmakla birlikte asagida belirtilen histon modifikasyonlart ve

kromatinin yeniden diizenlenmesi de 6nem tasimaktadir.

2.9.2. Histon modifikasyonlar: ve kromatinin yeniden diizenlenmesi

Kromatin, histonlar ve DNA'dan olusur. Histonlar, kromatinin protein bilesenidir
(Hamilton 2011). Kromatinin temel birimi niikleozomdur (Enokida ve Nakagawa 2008).
Niikleozom, bir oktameri olusturan iki alt birimin herbiri H2A, H2B, H3 ve H4 histon
proteinlerinden olusan bir kor etrafina sarilmig 146 bp uzunlugunda DNA igerir
(Jeronimo ve Henrique 2011, Hoffman ve Cairns 2011). Histon proteinleri, bir globiiler
C- terminal domaini ve yapilanmamis bir N- terminal kuyruk iceren, niikleozom 6z
kismindan olusurlar (Sharma vd 2010). Histon koru alt birimleri, post-translasyon
modifikasyonlarin gerceklestigi uzun bir kuyruk igerir (Hoffman ve Cairns 2011).
Histon proteinlerinin amino ucunda (N-terminal kuyruklar1) metilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon, ubikutinasyon, glikolizasyon, sumolasyon ve farkli amino asitlerin
ribozilasyonu gibi histon kuyruklarini etkileyebilen post-translasyonal modifikasyonlar
gerceklesmektedir (Enokida ve Nakagawa 2008, Sharma vd 2010, Hamilton 2011,
Hoffman ve Cairns 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Majumdar vd 2011). Bir baska
ifade ile histonlar, gen ekspresyonunun hem aktivasyonu hem de baskilanmasina neden
olan bu post-translasyonel mekanizmalar ile modifiye edilirler (Majumdar vd 2011). Bu
modifikasyonlar, histon-DNA ve histon-histon iliskisini etkilemekte, boylelikle DNA
paketlenmesi, gen transkripsiyonu, DNA tamiri, DNA replikasyonu ve kromozom
organizasyonu degisiklikleri gibi bircok biyolojik olay1 kontrol edilebilmektedir (Bora
ve Erdem-Yurter 2007, Sharma 2010, Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique 2011).

Histon modifikasyonlarinin, kromozom fonksiyonunu etkiledigine dair iki ana
hipotez vardir. Modifikasyonlarin, 1. hipotez gore histonlarin elektrostatik yiikiinii
etkileyerek kromatin yapisini degistirdigi, 2. hipoteze gore protein kompleksleri icin
tanima bolgesi olusturdugu diisiiniilmektedir (Bora ve Erdem-Yurter 2007, Majumdar
vd 2011).

Kovalent histon modifikasyonlari, histon asetiltransferazlar (HATS), histon

deasetilazlar (HDACs), histon metiltransferazlar (HMTs) ve histon demetilazlar
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(HDMTs) iceren degisken substrat oOzgiilliigii olan enzimler kiimesi tarafindan
gerceklestirilir (Bora ve Erdem-Yurter 2007, Enokida ve Nakagawa 2008, Sharma vd
2010, Jeronimo ve Henrique 2011, Majumdar vd 2011). Bu histon modifiye edici
enzimler birbirleriyle ve diger DNA diizenleyici mekanizmalarla birlikte, kromatin
durumu ve transkripsiyon ile siki iliski igerisindedirler (Sharma vd 2010). Bu enzimler
kromatin konfigiirasyonunu degistirir ve gen ekspresyonunu diizenlerler (Majumdar vd
2011).

En iyi incelenmis olan histon modifikasyonlarindan biri DNA’ya histonlarin
afinitesini azaltan lizin kalintisinin asetilasyonudur (Hamilton 2011, Jeronimo ve
Henrique 2011). Genel olarak, histon asetilasyonu transkripsiyonal aktivasyonla (Bora
ve Erdem-Yurter 2007, Sharma vd 2010, Hamilton 2011), deasetilasyon ise
transkripsiyonal baskilanma ile iliskilidir (Bora ve Erdem-Yurter 2007, Hamilton 2011).
Histon asetiltransferazlar (HATs) tarafindan gergeklestirilen asetilasyon, histon
kuyruklar1 ve DNA arasindaki bagin giiclinii azaltarak negatif yiiklii asetil grubunun
histon proteininin amino ucuna takilmasiyla pozitif yiikli lizin kalintisin1 nétralize
eder, DNA/histon kompleksinde (agik bir kromatin konformasyonu) gevseme meydana
gelir, transkripsiyon faktorlerinin genlerin promotor bolgelerine erigsmeleri kolaylasir ve
boylelikle gen transkripsiyonu saglanmig olur (Bora ve Erdem-Yurter 2007, Hamilton
2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Majumdar vd 2011). Asetilasyon geri doniistimli
olarak gerceklesen bir olaydir. Kromatini paketleyen histon deasetilazlar (HDACs)
tarafindan lizin aminoasitinden asetil grubunun cikartilmasiyla kromatin tekrar
kondense olur ve gen transkripsiyonu baskilanir (Bora ve Erdem-Yurter 2007,
Majumdar vd 2011). Histonlarin metilasyonu, transkripsiyonu pozitif veya negatif
olarak etkiler yani transkripsiyonu aktive eder ya da baskilar. DNA metilasyonu ve
histon modifikasyonlar1 arasinda isbirligi gerceklesmektedir (Hamilton 2011, Jeronimo

ve Henrique 2011).

Histon modifikasyonlar1 ayni zamanda genomik imprinting, X kromozomu
inaktivasyonu, embriyonik kok hiicre gelisimi ve farklilasmadan sorumlu tutulmustur.
Ayni zamanda histon modiile eden enzimlerin ekspresyonundaki degisiklikler de,
kanser gelisimi ve ilerlemesi ile iliskilendirilmistir (Jeronimo ve Henrique 2011). Histon

modifikasyonlarinin genel bir sekli asagida goriilmektedir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 Histon modifikasyonlari (Alberts vd 2002)

Mesane kanserlerinde, epigenetik degisiklikler arasinda kodlamayan RNA’larin bir

sinifi olan mikroRNA’lar da 6nem tasimaktadir.

2.9.3. MikroRNA’lar

DNA metilasyonu ve histon proteinlerinin kovalent modifikasyonlarina ek olarak
mikroRNA'lar (miRNA'lar) kendi DNA dizisini degistirmeden gen ekspresyonunu
kontrol eden 6nemli epigenetik diizenleyiciler olarak tanimlanmaktadirlar (Pavicic vd
2011). miRNA’lar, uzun kodlamayan RNA’lar ya da genlerin intronlar1 tarafindan
kodlanan, yaklasik 22 niikleotidlik uzunlugunda kodlamayan RNA'larin bir sinifidir
(Sharma 2010, Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Sato vd 2011, Sana vd
2012). miRNA'lar niikleusda transkribe edilir ve olgunlasma Oncesinde bir kag
modifikasyon gegirirler. MIRNA tarafindan mRNA translasyonu iki sekilde inhibe
edilir: 1) miRNA ile mRNA arasinda tam komplementer eslesme varsa, miRNA
mRNA'ya baglanir ve RNA ile indiiklenen susturma kompleksinin (RISC) etkisiyle
hedef mRNA degrade olur (Sharma 2010, Hamilton 2011, Hoffman ve Cairns 2011,
Pavicic vd 2011, Sana vd 2012). 2) miRNA ile mRNA arasinda tam bir eslesme yoksa,

miRNA kismen mRNA'nin 3' ucuna baglanir ve transfer RNA'nin hareketlerini 6nler
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bdylece translasyonun baskilanmasina neden olur (Bodur ve Demirpenge 2010, Sharma
2010, Hamilton 2011, Pavicic vd 2011, Sana vd 2012). Tek bir miRNA, bir ¢ok
mRNA'nin ekpresyonunu post-transkripsiyonel olarak diizenleyebilir (Hoffman ve
Cairns 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Sharma 2010) ve tersine tek bir mMRNA’nin
ekspresyonu birden fazla miRNA tarafindan post-transkripsiyonel olarak diizenlenebilir
(Jeronimo ve Henrique 2011).

Yiizlerce miRNA insan hiicrelerinde tespit edilmistir (Hoffman ve Cairns 2011).
Insan genlerinin % 30-70’inin ekspresyonunun, belirli dokularda ve zamana bagli olarak
miRNA’lar tarafindan diizenlendigi tahmin edilmektedir (Jeronimo ve Henrique 2011).
miRNA ekspresyonu, siklikla onkogenler (asir1 ekspresyon) ya da tiimor baskilayicilar
(baskilanma yoluyla) olarak kanserde etki gosterir (Jeronimo ve Henrique 2011, Pavicic
vd 2011). Ayrica miRNA'lar, biiylimeyi tesvik edici ya da biliylimeyi 6nleyici olarak da
fonksiyon goriirler (Hoffman ve Cairns 2011). miRNA’lar, dokuya 0zgii olarak
eksprese edilir ve apoptoz, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi dahil olmak iizere

biyolojik siireglerin genis bir dizisini kontrol ederler (Sharma 2010, Sana vd 2012).

Urotelyal karsinomlarla iliskilendirilmis timér baskilayict genlerin metilasyon
paternlerinin incelenmesi amaglandigi i¢in Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification (MS-MLPA) Yontemi ile ilgili bilgiler asagida
belirtilmistir.

2.10. Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-
MLPA) Yontemi

Son zamanlarda tiimor gelisimiyle ilgili gesitli genlerin hem metilasyon paternlerinin
hem de kopya sayir degisikliklerinin 6nem tagimakta oldugu belirtilmistir ve tanida
MLPA yontemi rutin laboratuarlarda gen kopya sayr degisikliklerinin multipleks
gosterimi i¢in kullanilan metod iken, simdi daha ¢ok anlam tasiyan metod olan
Metilasyon spesifik-MLPA kullanilmaya baslanmistir. Ciinkii, tek bir reaksiyonda
yaklasik 40 kromozomal sekansin ayni anda hem CpG metilasyonunu hem de kopya

sayisindaki degisiklikleri gosterebilmektedir (Nygren vd 2005).
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MS-MLPA yontemi tek bir deneyde birden fazla genin promoter metilasyonundaki
degisikliklerin yar1 kantitatif tespitine izin veren polimeraz zincir reaksiyonuna dayali
bir tekniktir. Metillenmis ve metillenmemis genler arasindaki ayrim, metilasyon-duyarlt
restriksiyon enzimi Hhal i¢in bir tanima bolgesi (GCG"C) igeren problarin
belirlenmesine dayanmaktadir. MS-MLPA yontemi, kanser dahil olmak iizere gesitli
hastaliklarda uygulanmaktadir (Agundez vd 2011, Cabello vd 2011).

MS-MLPA, epigenetik degisikliklerin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilir. Prader
Willi/Angelman ve Beckwith Wiedemann/RSS sendromu gibi baslica imprinting
hastaliklarda metilasyon tespiti i¢in uygulanir. MS-MLPA, ayni1 zamanda timor
ilerlemesine ya da kemoterapotik ajanlara dirence yol acan tiimdr baskilayict genlerin
transkripsiyonel inaktivasyonunu incelemek i¢in timor analizlerinde de kullanilir.
Boylece, anormal metilasyon paternlerinin tespiti timdr tipinin daha yakindan

incelenmesine olanak saglar (WEB_2, 2013).

MS-MLPA protokolii, her MS-MLPA reaksiyonu i¢in iki 6rnekten olusmasi disinda
standart MLPA’ya ¢ok benzerdir. Bu iki 6rnek su sekildedir; kopya sayisi tespiti igin
bir endoniikleaz enzimsiz 6rnek ve metilasyon tespiti i¢in bir endoniikleaz enzimli
ornek. MS-MLPA prosediirii 5 asamaya ayrilabilir (Sekil 2.12): 1. DNA denatiirasyonu
ve MLPA problarinin hibridizasyonu, 2. Ligasyon ve enzim kesimi, 3. PCR, 4. Kapiller
elektroforez ile amplifikasyon iriinlerinin ayristirilmasi, 5. Veri analizi. Metilasyon
tespiti icin MS-MLPA problari, hedef dizinin metilasyon-duyarli endoniikleaz Hhal’in
restriksiyon bolgesi igerigi disinda, diger MLPA problara benzerdir (Sekil 2.12°de
gosterilmemis). Digeri, hibridize edilmis problar ligasyona ugrarken (Sekil 2.12, Asama
2) Hhal endoniikleaz ile inkiibe edilir. Problarin hibridleri ve metillenmemis DNA
ornegi Hhal enzimi ile parcalanir. Pargalanan problar PCR sirasinda katlanarak
amplifiye edilemez (Sekil 2.12, Asama 3) ve bu yiizden kapiller elektroforez sirasinda
bir sinyal iiretemezler (Sekil 2.12, Asama 4). Aksine, 6rnek DNA metillenirse DNA-
prob hibridleri Hhal parcalanmasina karst korunur ve baglanmis problar bir pik
olusturur (WEB_2, 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirmamiz, 5 temel basamakta gergeklestirilmistir:
1. Materyallerin toplanmasi,
2. Formalinle fikse edilmis parafine gémiilii (FFPE) mesane doku orneklerinden
genomik DNA izolasyonu,
3. lzole edilen genomik DNA &rneklerinin konsantrasyonu ve saflik
degerlerinin belirlenmesi,
4. Izole edilen DNA 6rneklerinin MS-MLPA yontemiyle analizi,

5. Istatistiksel analiz.

3.1. Materyallerin Toplanmasi

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda,
histopatolojik olarak incelenen “Urotelyal karsinom” tanisi almis 80 olgu ¢alismaya
dahil edildi. Caligmada, olgulara ait % 10 formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis,
parafin bloklara gomiili (FFPE) doku ornekleri kullanildi. Tiim olgulardan tiimor
dokusunu en iyi yansitan, i¢inde nekroz, kanama, inflamatuar hiicre ve stromal
elemanlarin en az oldugu alanlar1 igeren kesitler belirlenerek, bu kesitlere ait parafin
bloklardan genomik DNA izolasyonu i¢in 10 mikron kalinhiginda ardisik seri kesitler
alindi. Doku 6rneklerinin elde edildigi vakalara ait yas, cinsiyet, TNM evre ve histolojik

tiimor derecesi dahil tiim klinikopatolojik parametreler patoloji raporlari incelenerek
kaydedildi.
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3.2. FFPE Mesane Dokularindan Genomik DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen 80 olguya ait FFPE mesane doku Orneklerinden genomik
DNA izolasyonu, ticari kit (QlAamp DNA Mini Kit-Qiagen, Germany) yardimi ile
gerceklestirilmistir. Kitin igerigi ve kimyasal miktarlart asagidaki Tablo 3.1°de

gosterilmistir:

Tablo 3.1 DNA izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit) i¢cerigi

Kit Icerisindeki Bilesenler Miktarlar (50 6rnek icin)
QlAamp Mini Spin Kolonlar 50 adet
Toplama Tiipleri (2ml’lik) 150 adet
AL Tamponu 12 ml
ATL Tamponu 10 mi
AW1 Tamponu (konsantre) 19 ml
AW?2 Tamponu (konsantre) 13 ml
AE tamponu 22 ml
Proteinaz K 1.25ml

DNA izolasyonuna baslamadan, kit de yer alan AW1 ve AW2 tamponlarinin
hazirlanma siireci protokolde belirttigi sekilde ayr1 ayr1 35 ml % 100 etanol ilave

edilerek hazir hale getirildi.

Uretici firmanin belirttigi sekilde, FFPE mesane dokularindan DNA izolasyonu igin

asagidaki basamaklar sirayla uygulandi:

3.2.1. DNA izolasyon protokolii

1) FFPE mesane doku oOrneklerinden 10 mikron kalinliginda ardisik seri kesitler

alindi.

2) Arsiv doku kesitlerinin etrafindaki fazla parafin, steril bistiiri ve pens yardimi ile

uzaklagtirildu.
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3) Fazla parafinden mekanik olarak arindirilan doku Ornekleri yeni steril

mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.

4) Orneklere deparafinizasyon igin 1200 ul ksilen (Sigma-Aldrich) ilave edildi ve
2200 rpm’de kuvvetlice vortekslendi (10 kez pulse-vorteks).

5) Ornekler 56 °C’ye ayarli etiivde (Niive) 16-18 saat gece boyu inkiibasyona
birakildi.

6) Inkiibasyon sonrasinda doku 6rnekleri oda 1sisinda (15-25 °C), 14.000 rpm’de 5
dk santrifiij edildi.

7) Siipernatant mikropipet ile uzaklastirildi (Peletin dagilmamasina dikkat edildi).

8) Pelete tekrar 1200 pl ksilen ilave edildi.

9) Ornekler oda 1s1sinda (15-25 °C), 14.000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildi.

10) Pelet kismina dokunulmadan siipernatant mikropipetle uzaklagtirild.

11) Doku 6rneklerinde artik kalan ksileni uzaklagtirmak igin peletlere 1200 pl etanol
(Merck) (% 96-100) eklendi ve 6rnekler birkag kez pulse-vorteks edildi.

12) Ornekler oda 1s1sinda (15-25 °C), 14.000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildi.

13) Siipernatant mikropipetle uzaklastirildi (Peletin dagilmamasina dikkat edildi).

14) 10, 11 ve 12. basamaklar tekrar edildi.

15) Orneklerin bulundugu mikrosantrifiij tiiplerinin kapaklar acilarak 37°C’ye ayarl

etiivde, 15 dk inkiibasyona birakilarak, kalan etnoliin tamamen uzaklastirilmasi

saglanmistir.
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16) Etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra peletler, kitle birlikte saglanan 180 pl
doku lizis tamponunda (Buffer ATL) siispanse edildi.

17) Ormeklere, kitle birlikte saglanan 20 ul proteinaz K eklendi ve vortekslenerek

karigtirildi. Daha sonra 6rneklere kisa bir santrifiij islemi (short-spin) yapildi.

18) Tiiplerin kapaklar1 parafilmle sarilarak, dokunun lizise olmasi i¢in 56 °C’ye

ayarli su banyosunda 16-18 saat (gece boyunca) inkiibasyona birakildi.

19) inkiibasyon sonrasi tiipler santrifiijde kisa bir short-spin edildi.

20) Orneklere, 200 ul “AL Tamponu” eklendi ve 15 sn pulse-vorteks edilerek
karigtirildiktan sonra 70 °C’ye ayarli su banyosunda 10 dk inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonrasinda tiipler kisa bir santrifiij islemi short-spin yapildi.

21) Orneklere, 200 pl “Etanol” eklendi, 15 sn pulse-vorteks edilerek karistirildi ve

sonra tliplere kisa bir short-spin yapildi.

22) Kitle birlikte temin edilen, 2 mI’lik toplama tiipiine yerlestirilmis “QIAmp Mini
spin kolon” hazirland1 ve bir 6nceki basamakta elde edilen karisim bu kolonlara

mikropipet araciligiyla aktarildi.

23) Kolonlarin kapaklar1 kapatilarak, 8.000 rpm’de, 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonras1 kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. Siiziintii bulunan

toplama tiipii atildi.

24) Kolonlarin kapaklar1 agilarak, kolonlara kitle birlikte saglanan 500 pl yikama
tamponu (AWI1 Tamponu) eklendi. Kolonlarin kapaklar1 kapatilarak 8.000
rpm’de, 1 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra kolonlar, kitle birlikte temin
edilen temiz 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve siiziintli iceren toplama

tiipleri atildi.
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25) Kolonlarin kapaklari agilarak, icerilerine kitle birlikte saglanan 500 pl yikama
tamponu (AW2 Tamponu) eklendi. Kolonlarin kapaklar1 kapatilarak 14.000
rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

26) Protokole gore; temiz toplama tiiplerine yerlestirilen kolonlar, 14000 rpm’de 1
dk santrifiij edildi.

27) Santriftij isleminden sonra kolonlar steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
yerlestirildi. Kolon kapaklar1 agilarak igerilerine kitle birlikte saglanan 100 pl
elusyon tamponu (AE Tamponu) eklendi ve oda sicakliginda (15-25 °C), 5 dk
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra kolonlar 8.000 rpm’de, 1 dk
santrifiij edilerek mesane doku Orneklerinden genomik DNA izolasyonu

tamamlanmis oldu.

28)izole edilen DNA ornekleri calismanin diger asamalarina kadar -20 °C’de

saklandi.

3.3. lIzole Edilen Genomik DNA Orneklerinin Konsantrasyon ve Saflik

Degerlerinin Belirlenmesi

Toplam 80 adet ‘Urotelyal karsinom’ tanist almis mesane doku drneklerinden izole
edilen genomik DNA o&rneklerinin konsantrasyon ve safliklari, spektrofotometrik
yontemle belirlendi (Thermo Scientific, Nanodrop 2000c). Baslangigta, 2 ul dH20 ile
cihazin ¢alismasi kontrol edildi. Ol¢iime baslamadan énce DNA nin ¢6ziildiigii elusyon

tamponla cihaz sifira ayarlandi ve 2 pl DNA 6rnegi ile 6l¢iim yapildi.

Nanodrop ile otomatik olarak ol¢iilen 80 6rnege ait “Konsantrasyon, A260, A280,
A260/280 degerleri’’ kaydedildi.
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3.4. izole Edilen DNA Orneklerinin MS-MLPA Yéntemiyle Analizi

Izole edilen DNA 6rneklerinde standart MLPA reaksiyonlar1 gibi DNA
denatiirasyonu ve MLPA problart ile spesifik hedef DNA’larin bir gecelik

hibridizasyonu asamalar1 gergeklestirildi.

3.4.1. DNA denatiirasyonu (1. giin)

- Orneklerden elde edilen DNA’dan her tiip igin 5 ul (50-250 ng) alindu.

- Ornekler 200 ul’lik (0.2 ml) PCR strip tiiplerine aktarild.

- Tiipler Thermal Cycler (TECHNE TC-412) cihazina yerlestirildi ve MS-MLPA
thermal cycler programi baslatildi.

- Omnekler, 98 °C’de 5 dk. thermal cycler cihazinda bekletilerek DNA’nin
denatiirasyonu saglandi.

- Tipler, thermal cycler cihazindan ¢ikarmadan once 25 °C’ye getirilip 6rnekler

sogutuldu (bu bekleme sirasinda probemix hazirlandi) ve tiipler cihazdan ¢ikarildi.
3.4.2. Hibridizasyon (1. giin)
Calismamizda kullanilan "SALSA MS-MLPA MEQ002-B1 tumor suppressor

Probemix, MRC, Hollanda" i¢inde mevcut olan kontrol problari ve incelenecek genlere

ait problarmin listesi Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.2 "SALSA MS-MLPA MEQ02-B1 tumor suppressor probemix, MRC,
Hollanda" i¢inde mevcut olan kontrol problari ve incelenecek genlere ait problarin

listesi (WEB_2, 2013)

Uzunluk SALSA MLPA Prob Hhal | Kromozomal

(nt) Bolgesi pozisyon
64-70- Q-fragmentleri: DNA miktari; en az 100 ng 6rnek DNA ile sadece
76-82 gorliniir
88-92-96 D-fragmentleri: 88 ya da 96 nt fragmentin diisiik sinyali eksik
denatiirasyon gosterir
100 X-fragmenti i¢in spesifik
105 Y-fragmenti i¢in spesifik
136 Reference (CREM) probe 00981-L.00566 - 10p11.21
140 BRCAL probe 03296-L01269 + 17q921.3
148 BRCAZ2 probe 02285-L01776 + 13g13.1
154 Reference (CFTR) probe 02944-L02376 - 7931.2
160 ATM probe 03023-L02413 + 11qg22.3
168 TP53 probe 02374-1L.02530 + 17p13.1
175 Reference (PTCH1) probe 03708-L03162 - 9g22.3
183 PTEN probe 03808-L02169 + 10g23.3
191 MGMT probe 05670-L05146 + 10926.3
202 Reference (MLH3) probe 01245-L.00793 - 14924.3
208 PAX5 probe 03750-L03210 + 9p13.2
219 CDH13 probe 02257-L01742 + 16923.3
229 Reference (PAH) probe 02334-L01820 - 12923
238 TP73 probe 1684-1.1264 + 1p36.3
247 WT1 probe 02755-L02204 + 11p13
256 Reference (PMP22) probe 01462-L00927 - 17p12
265 VHL probe 03818-L03850 + 3p25.3
273 GSTP1 probe 02747-L02174 + 11g13.2
281 Reference (TSC2) probe 01832-L01397 - 16p13.3
292 CHFR probe 02737-L02164 + 12qg24.3
Devami arkada
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301 ESR1 probe 02746-L02173 + 6025.1
310 Reference (CDKG6) probe 03184-L02523 - 7021.3
319 RB1 probe 02734-L02161 + 13q14.2
328 MSH6 probe 01250-L00798 + 2p16.3
337 Reference (APC) probe 01700-L01341 - 5022.2
346 MGMT probe 13716-L15582 + 10g26.3
355 THBS1 probe 01678-L17140 + 15914
364 CADML probe 03638-L17141 + 11923
373 Reference (PTEN) probe 03638-L17142 - 10g23.3
382 STK11 probe 06783-L17143 + 19p13.3
390 Reference (KLK3) probe 00713-L00108 - 19q13.3
398 PYCARD probe 02252-L01737 + 16p11.2
409 PAX6 probe 03749-L03209 + 11p13
418 Reference (ATM) probe 02670-L02137 - 11923
427 CDKNZ2A probe 01530-L00955 + 9p21.3
434 GATAS probe 03752-L06199 + 20013.3
445 Reference (IL2) probe 00627-L00183 - 4927
453 RARSp probe 04046-L02172 + 3p24.2
462 CD44 probe 04500-L02761 + 11p13
472 RB1 probe 04502-L02199 + 13q14.2
483 Reference (CASR) probe 02683-L02148 - 3021

- MLPA buffer ve "SALSA MS-MLPA MEQ002-B1 tumor suppressor probemix,
MRC, Hollanda" kullanilmadan once vortekslendi.

- Hibridizasyon karisiminin hazilanisi; her reaksiyon igin: 1.5 ul MLPA buffer (sari
kapak) ve 1.5 ul "SALSA MS-MLPA MEO002-B1 tumor suppressor probemix, MRC,
Hollanda" (siyah kapak) (Calisilacak Ornek sayisinda bir fazla olacak sekilde
hibridizasyon karigim1 hazirlandi) mikropipetle eppendorf tiipiine aktarilip karigtirildi.
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Tablo 3.3 Hibridizasyon karigiminin igerigi

1 ORNEK 80 ORNEK
SALSA PROBEMIX 1.5l 120 pl
(Siyah Kapak)
MLPA BUFFER 1.5 ul 120 ul
(San Kapak)

- DNA denatiirasyonu sonrasi, 25 °C’deki her tiipdeki DNA 6rneklerinin {izerine 3 pl
hibridizasyon karigimi ilave edilip yavasca pipetaj ile homojenize edildi.
- Ornekler 95 °C’de 1 dk. inkiibe edildi, daha sonra 60 °C’de 16 saat hibridizasyona

birakild1 (inkiibasyon siiresi 16 saatten az 20 saatten fazla olmamalidir).

3.4.3. Ligasyon ve enzim kesim reaksiyonu (2. giin)

- Ligaz buffer A ve Ligaz buffer B kullanilmadan 6nce vortekslendi.

- Ligaz-65 karisiminin hazirlanisi, her reaksiyon i¢in, karigim: 8.25 ul dH20, 1.5 ul
Ligaz buffer B (beyaz kapak) eklenip karistirildi. Daha sonra, 0.25 pl Ligaz-65 enzimi
(yesil kapak) ilave edildi ve yukar1 asagi yavasca pipetle karistirilip homojenize hale
getirildi.

- Ligaz-kesim karisimi: Her 6rnek igin, 7.75 ul dH20, 1.5 ul Ligaz buffer B (beyaz
kapakli) ekledik, daha sonra 0.25 pl Ligaz-65 enzimi (yesil kapakli) ve 0.5 ul Hhal
enzimi (10 tnite/ul) eklenerek pipetle yukari asagi yavasca karigtirildi (Tablo 3.3).

- Thermal cycler cihazi 20 °C’ye getirildi ve 20 °C’deki tiipler cihazdan ¢ikarildi.

- Hibridizasyon {iriiniine her tiip i¢in, 3ul Ligaz buffer A ve 10ul dH20 ilave edildi
ve pipetajla karistirildi.

- Bu karigimin 10pl’si ikinci bir tiipe aktarildi.

- Her iki tiip thermal cycler cihazinda 48 °C’de durduruldu.

- Tlk tiipe 48 °C’de 10 pl Ligaz-65 karisimi ilave edildi (Kopya sayisi testi) ve pipetle
yavasca yukar1 asag1 karistirildi.

- Ikinci tiipe, yine 48 °C’de 10 pl icinde Hhal enziminin de oldugu Ligaz-Kesim
karisimi ilave edildi (metilasyon testi) ve yine pipetle yavas¢a yukari asagi karistirildi.

- Her iki tiip, ligasyon ve Hhal kesimi i¢in, 48 °C’de 30 dk. inkiibasyona birakildu.

- Daha sonra 98 °C’de 5 dk. bekletilerek enzimin inaktivasyonu saglandi.
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- En son, thermal cycler cihazi 20 °C’ye getirildi ve bu sicaklikta tiipler cihazdan

cikarildi.

Tablo 3.4 Ligaz-65 karisiminin igerigi

1 ORNEK 80 ORNEK
dH20 8.25 ul 660 pl
Ligaz buffer B 1.5ul 120 ul
(Beyaz Kapakli)
Ligaz-65 enzimi 0.25 ul 20ul
(Yesil Kapaklr)

Tablo 3.5 Ligaz-kesim karigiminin igerigi

1 ORNEK 80 ORNEK
dH20 7.75 wl 620 ml
Ligaz buffer B 1.5u 120 pl
(Beyaz Kapakli)
Ligaz-65 enzimi 0.25 ul 20 ul
(Yesil Kapakli)
Hhal enzimi 0.5 ul 40 ul

3.4.4. PCR reaksiyonu (2. giin)

- SALSA PCR primer mix vortekslendi.

- Polimeraz kasimimin hazilanisi, her reaksiyon igin: 3.75 ul dH20, 1 ul SALSA
PCR primer mix (kahverengi kapak), 0.25 pul SALSA Polimeraz (turuncu kapak)
eklendi ve pipetle yukar1 asag iyice karistirildi. Kullanilana kadar karigim buz iizerinde
muhafaza edildi.

- Oda sicakliginda, her tiipe 5 pl polimeraz karigimi ilave edilerek pipetle yavasca

yukar1 agagi karistirildu.
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- Thermal cycler cihazinda ayarlanan programda tiipler amplifikasyon, 35 dongii
igin;
* Denatiirasyon 95 °C’de 30 saniye
* Eslesme (Annealing) 60 °C’de 30 saniye
* Uzama (Extension) 72 °C’de 60 saniye bekletildi.
- Daha sonra 6rnekler, (Son Extension/ Uzama) 72 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.

- Son olarak thermal cycler cihazi 15 °C’de beklemeye alindi.

3.4.5. Ornekleri Beckman Coulter CEQ™ 8000 Genetic Analysis System cihazina

yiikleme

- ik énce, Beckman Coulter CEQ™ 8000 genetik analiz sistem cihazinm yiikleme
tiiplerinin her birine 0.2 pl CEQ-size standart 600 ve 32 pl HiDi formamid konularak
pipetajla homojenize edildi.

- Daha sonra iizerlerine, PCR bitiminde elde edilen {iriinlerden 0.7 pl eklendi ve
pipetle karistirildi.

- Buharlagmay1 dnlemek i¢in tliplerin {izerine bir damla yiiksek kaliteli mineral yag
damlatildi.

- Daha sonrasinda 6rnekler Beckman Coulter CEQ™ 8000 genetik analiz sistem
cihazina yiiklenilerek, MAP ezersoftware programinda okutulmaya baslandi.

- Her 6rnege ait pik goriintiileri elde edildi.

3.4.6. Degerlendirme

MS-MLPA yonteminde hasta degerlendirme sekli diger MLPA problarina gore
farkliliklar gostermektedir: Normal MLPA c¢alismalarinin degerlendirmesinde, hastalara
ait DNA’lardan elde edilen pik alanlarinin diger saglikli kontrollere ait pik alanlariyla
karsilastirilmasi biiyliik 6nem tasir. MS-MLPA’da ise pik alan ve biyiikliigi degil, pikin
varligt ya da yoklugunun belirlenmesi yeterli olmaktadir. MS-MLPA c¢alismasinda
ornekler iki gruba ayrildi. Bir grupta normal MLPA reaksiyonu gergeklestirilirken
digerinde metilasyona duyarli enzim reaksiyonu gergeklestirildi. Calismanin sonucunda
bir 6rnege ait iki ayr1 reaksiyondan elde edilen iiriinlere ait pik goriintiisii elde edildi.
Calismamizda metilasyon degerlendirilmesi hedeflendigi i¢in enzim ile kesimi yapilmis

orneklere ait pikler analiz edildi. Ancak yontemin kendi ig¢inde olusturdugu internal
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kontrol basamagi olarak ilk etapda enzim ile kesime tabi tutulmamis drneklere ait pikler
incelenerek, arastirilacak genlerin, prob bdlgelerinin varligi kontrol edildi. Bu kontrol

sonrasinda herhangi bir pik kayb1 olmayan 6rnekler ile ikinci agamaya gegildi.

Degerlendirmenin ikinci agsamasinda enzim kesimine tabi tutulmus 6rneklerden elde
edilen pik gorintiileri incelendi. Kullanilan kit icerisinde kontrol prob bdlgeleri
bulunmaktadir. Normal kosullarda sadece kontrol bolgelerine iliskin pikler elde edilir.
Prob bdlgelerinde metilasyona spesifik endoniikleazlara 06zgii tanima bdlgeleri
bulunmadigindan enzim ile kesim olmamakta, ligasyona bagli olarak pikler elde
edilmektedir. Bu kontrol bolgelerine ait piklerden baska pik olup olmadigi MAP
ezersoftware programi ile degerlendirildi. Calismamizda kullandigimiz metilasyon
spesifik bir restriksiyon enzimi olan Hhal, tanmidigi bolgelerin metile olmamasi
durumunda diziyi keserek, ligasyon olusmasini engeller. Boylece bu prob bolgesi PCR
ile ¢ogaltilamaz ve pik elde edilemez. Eger incelenen prob bdlgesi metillenmis ise Hhal
enzimi bu prob dizisini kesemez. Kesilmeyen prob bdlgesinde ligasyon islemi
gerceklesir ve ligasyon ile birlestirilen problar PCR ile amplifiye olur. Amplifiye olan
problardan da pik elde edilir. Sonug olarak Hhal enzimi ile kesim islemine tabi tutulan
ornekler incelendiginde, Hhal enzim kesim bolgesi icermeyen kontrol pikleri disinda
saptanan ekstra pikler, karsilik gelen prob bolgesinin dolayisiyla bu proba spesifik gen
bolgesinin metile oldugunu ifade etmektedir. Bu kriterler dogrultusunda ¢aligmamizda
ornekler MAP ezersoftware program ile tek tek incelenerek metile olan prob bolgeleri

tespit edildi.

3.5. istatistiksel Analiz

Urotelyal karsinomlar ile iliskilendirilmis timdr baskilayict genlerin metilasyon
paternleri ile yas, cinsiyet, histolojik tiimdriin gradesi, TNM evresi ve kas invazyonu
olmak iizere klinikopatolojik oOzellikler arasindaki iliskinin belirlenmesi i¢in SPSS
programi (version 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanildi ve tiim analizler igin
Ki-kare testi yapildi. Elde edilen sonuglar i¢in p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. DNA Orneklerinin Konsantrasyon ve Saflik Degerleri

Toplam 80 adet Urotelyal karsinom tanis1 almis mesane dokularindan izole edilen

DNA o6rneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 DNA o6rneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri

Ornek | Konsantrasyon A260 A280 A260/280

No (ng/ml)

1 177.1 3.543 1.68 2.11

2 7.2 0.144 0.076 1.9

3 213.8 4.276 1.944 2.2

4 251.4 5.028 2.426 2.07

5 35.7 0.714 0.321 2.22

6 100.5 2.009 0.94 2.14

7 261.9 5.237 2.516 2.08

8 84.5 1.691 0.828 2.04

9 75.2 1.504 0.764 1.97
10 761.1 15.222 7.482 2.03
11 163.6 3.271 1.636 2

12 391.6 7.833 3.746 2.09
13 26.1 0.521 0.271 1.92
14 245 4.9 2.458 1.99
15 507.2 10.144 4.923 2.06

Devami arkada
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16 109.2 2.183 1.049 2.08
17 134.6 2.692 1.337 2.01
18 176.3 3.527 1.69 2.09
19 327.1 6.542 3.176 2.06
20 187.9 3.758 2.749 1.37
21 365.6 7.312 3.506 2.09
22 242.9 4.858 2.383 2.04
23 134.4 2.688 1.3 2.07
24 362.6 7.252 3.553 2.04
25 207.6 4.152 2.034 2.04
26 129.8 2.596 1.172 2.22
27 6 0.12 0.06 2

28 327.2 6.544 3.161 2.07
29 38.2 0.764 0.342 2.23
30 501 10.021 5.368 1.87
31 280.3 5.606 2.715 2.07
32 56.1 1.122 0.542 2.07
33 439.5 8.79 4.244 2.07
34 907.6 18.152 8.792 2.07
35 405.5 8.111 3.912 2.07
36 202.5 4.049 1.997 2.03
37 36.3 0.726 0.368 1.97
38 496.1 9.922 4777 2.08
39 57.4 1.147 0.533 2.15
40 368.2 7.364 3.542 2.08
41 134.6 2.692 1.337 2.01
42 149.3 2.986 1.467 2.03
43 68.9 1.379 0.622 2.22
44 301.1 6.022 3.08 1.96
45 708.7 14.174 6.905 2.05
46 75.6 1.512 1.199 1.26
47 104.9 2.097 0.983 2.13

Devami arkada
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48 218.4 4.367 2.11 2.07
49 165.5 3.31 1.583 2.09
50 178.6 3.571 1.715 2.08
o1 30.1 0.601 0.333 1.8
52 236.7 4.734 2.39 1.98
53 241.3 4.826 2.305 2.09
54 233.1 4.662 2.242 2.08
55 621.6 12.431 6.207 2

56 147.7 2.954 1.391 2.12
57 363.9 7.278 3.481 2.09
58 323.7 6.474 3.105 2.09
59 446.5 8.931 4.277 2.09
60 613.1 12.263 5.936 2.07
61 78.3 1.567 0.75 2.09
62 265 5.299 2.547 2.08
63 322.5 6.449 3.15 2.05
64 1195 2.389 1.138 2.1
65 74.5 1.49 0.748 1.99
66 222.2 4.445 2.186 2.03
67 522.6 10.451 5.135 2.04
68 125.8 2.517 1.234 2.04
69 572 11.44 5.517 2.07
70 196.1 3.922 1.909 2.06
71 229.4 4.587 2.204 2.08
72 257.4 5.149 2.474 2.08
73 304.6 6.092 2.947 2.07
74 316 6.321 3.034 2.08
75 58.2 1.163 0.567 2.05
76 306.9 6.138 3.031 2.02
77 178.6 3.571 1.715 2.08
78 193.8 3.877 1.962 1.98
79 224.1 4.482 2.179 2.06
80 111.5 2.23 1.081 2.06
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4.2. Urotelyal Karsinom’lu Olgulara Ait Klinikopatolojik Parametreler

Tablo 4.2 Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 hastanin klinikopatolojik 6zellikleri

Parametre Hasta sayis1 (%)
Yas
>50 70 (% 87,5)
<50 10 (% 12,5)
Cinsiyet
Kadin 10 (% 12,5)
Erkek 70 (% 87,5)

TNM smiflamasi

T simiflamasi

pTa 23 (% 28,75)
pT1 36 (% 45)
pT2 21 (% 26,25)
N simiflamasi

NO 80 (% 100)
M simiflamasi

MO 80 (% 100)
Grade

Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom 30 (% 37,5)
Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom 50 (% 62,5)
Kas Invazyonu

Var 49 (% 61,25)
Yok 31 (% 38,75)

Hastalarin yaglarina bakildiginda, 70’inin (% 87,5) 50 yas ve iistiinde, 10’unun (%

Cinsiyetlerine bakildiginda, 10’u (% 12,5) kadin, 70’1 (% 87,5) erkekti (Tablo 4.2).

12,5) 50 yasindan kiiciik oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2).
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Patolojik evre, patolog tarafindan tiimoriin mikroskop yardimi ile degerlendirildigi
evredir ve pTa, pTis, pT1, pT2a, pT2b, pT3a, pT3b, pT4a ve pT4b olmak iizere
belirlenmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismada, patolojik evreye gore hastalarimizin say1
ve yiizdesi; pTa’da 23 (% 28,75), pT1°de 36 (% 45) ve pT2’de 21 (% 26,25) olarak
saptanmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.1).

.

28.75%

\

OpTa
OpT1

OpT2

Sekil 4.1 Patolojik evreye gore alt gruplarin yiizdelik dagilimi

Aragtirmalarda Timorlerin N-evre siniflamasi 6nem tasimaktadir bu evreleme

sistemi bolgesel lenf nodu metastazina dayanmaktadir. Buna gore;

- Nx (Bolgesel lenf nodu degerlendirilemedi),

- NO (Bolgesel lenf nodu metastazi yok),

- N1 (2 cm ya da daha kiigiik tek lenf nodu metastazi var),

- N2 (2-5 cm aras1 boyutlarda tek lenf nodu / 5 cm’den kii¢iik multipl metastaz var)

-N3 (Boyutu 5 cm’den biyik lenf nodu metastazlart var) olmak {izere
gruplandirilmistir.

Bu gruplandirmaya gore, calistiZimiz hastalarin hepsi NO (80, % 100) evresinde
oldugu belirlenmistir ve tiim bu olgularda uzak metastaz olmadig tespit edilmis ve MO

(80, % 100) olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.2).

Histolojik tiimoriin derecesine gore, 80 hastanin 30 (% 37,5) tanesinin diisiik dereceli

papiller iirotelyal karsinom, 50 (% 62,5) tanesinin yiiksek dereceli papiller iirotelyal
karsinom oldugu tespit edildi (Tablo 4.2).
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Histolojik tiimoriin kas invazyonuna gore, 80 hastanin 49 (% 61,25) tanesinde kas

invazyonu mevcutken, 31 (% 38,75) tanesinde kas invazyonu bulunmamaktadir (Tablo

4.2).

Sekil 4.2 Klinikopatolojik 6zelliklerin hasta sayisina gore yiizdelik dagilimi

Sekil 4.2°ye bakildiginda, hasta gruplar arasinda yas grubuna gore 50 yasinda/50
yastan biiylik olanlarin sayisimin fazla oldugu, cinsiyete gore erkek sayisinin fazla
oldugu, patolojik tiimor smiflamasina goére pT1 grubunun en fazla oldugu, histolojik
tiimoriin gradesine gore yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomun fazla oldugu,

kasa invazyon durumunda kas invazyonu varliginin fazla oldugu gozlenmektedir.

4.3. Metilasyon Profili

Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 olgunun FFPE mesane dokusundan elde edilen
DNA’lardan MS-MLPA prob seti kullanilarak, BRCA1, BRCA2, ATM, TP53, PTEN,
MGMT, PAX5, CDH13, TP73, WT1, VHL, GSTP1, CHFR, ESR1, RB1, MSH6, THBSI1,
CADM1, STK11, PYCARD, PAX6, CDKN2A, GATA5, RARp ve CD44 olmak iizere
toplam 25 tiimor baskilayici genin promoter CpG diniikleotidlerindeki metilasyon
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paternleri es zamanli olarak Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MS-MLPA) yontemi ile belirlenmistir.

Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 hastada 25 tiimér baskilayici gen i¢in belirlenen

metilasyon yiizdeleri Tablo 4.3’ de gosterilmektedir.

Tablo 4.3 Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 hastada kullanilan "SALSA MS-MLPA
MEQ02-B1 tumor suppressor probemix, MRC, Hollanda" yer alan genlerin agilimi

ve belirlenen metilasyon yiizdeleri

Gen Genin acik ismi Metilasyon yiizdesi
(%)
BRCA1 Meme kanseri yatkinlig: 1 0
BRCA2 Meme kanseri yatkinligi 2 0
ATM Ataksi telanjiektazi mutasyonu 0
TPS3 Tiimdr proteini p53 7,5
PTEN Fosfataz ve tensin homologu 1,25
MGMT 0O6- metilguainin DNA metil transferaz 0
PAX5 Box 5 geni 3,75
CDH13 Kaderin 13, H-kaderin 21,25
TP73 Timor proteini p73 6,25
WT1 Wilms timori 1 33,75
VHL Von Hippel-Lindau 0
GSTP1 Glutatyon S- transferaz P1 0
CHFR Checkpoint with forkhead and ring 0
finger domains
Devami arkada
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ESR1 Ostrojen reseptorii 1 1,25
RB1 Retinoblastoma 1 27,5
MSH6 Mut S homolog 6 36,25
THBS1 Thrombospondin 1 0
CADM1 Hiicre adezyon molekiilii 1 2,5
STK11 Serin/treonin kinaz 11 0
PYCARD (ASC) | Apoptoz ile iligkili leke benzeri protein 0
PAX6 Box 6 geni 0
CDKN2A Siklin-bagimli kinaz inhibitor 2A 0
GATAS GATA’ya baglanan protein 5 2,5
RARp Retinoik asit reseptorii 3,75
CD44 CD44 2,5

Urotelyal karsinom tamsi almis 80 olguda MS-MLPA ydntemiyle saptanan

metilasyona ugramis genlerin pik goriintiileri Sekil 4.4’den Sekil 4.8’e¢ kadar

gosterilmektedir. Sekil 4.3’ten Sekil 4.8’e kadar gosterilen hasta piklerinde sayisal
olarak verilen degerler bizim kullandigimiz "SALSA MS-MLPA ME002-B1 tumor

suppressor probemix, MRC, Hollanda"’nin kontrol problaridir.
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Sekil 4.3 Normal metilasyon profiline sahip bir hastanin iirotelyal karsinom dokusuna

ait enzim kesimi yapilmis MS-MLPA pik goriintiisii (3 nolu hasta)
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Sekil 4.4 Urotelyal karsinom dokusunda MSH6 geninde metilasyon saptanan bir

hastanin pik goriintiisii (47 nolu hasta)
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Sekil 4.5 Urotelyal karsinom dokusunda WT1 geninde metilasyon saptanan bir hastanin

pik goriintiisii (23 nolu hasta)
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Sekil 4.6 Urotelyal karsinom dokusunda TP53, PTEN, CDH13, TP73, WT1 ve RB1

genlerinde metilasyon saptanan bir hastanin pik goriintiisii (14 nolu hasta)
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Sekil 4.7 Urotelyal karsinom dokusunda CDH13 geninde metilasyon saptanan bir

hastanin pik goriintiisii (70 nolu hasta)
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Sekil 4.8 Urotelyal karsinom’lu 80 olguda en yiiksek oranlarda metilasyon gdzlenen

CDH13, WT1, RB1 ve MSH6 genlerinde metilasyon saptanan bir hastanin pik

goriintlisii (30 nolu hasta)



Urotelyal karsinom

tanist  almig

80 olgumuzun metilasyon durumu

klinikopatolojik parametreler arasindaki iliski agsagida Tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.4 Urotelyal karsinom tanist almis 80 olgunun metilasyon profili ve

Klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

. . UK (n=80)
KIIOI Qll;(r)npeﬁ?l?rlk Metile (n=60) | Unmetile (n=20) P degeri
(% 75) (% 25) p<0,05

Yas
>50 52 (% 74,3) 18 (% 25,7)
<50 8 (% 80) 2 (% 20) 0,696
Cinsiyet
Kadmn 6 (% 60) 4 (% 40)
Erkek 54 (% 77,1) 16 (% 22,9) 0,242
TNM siniflamasi
T simiflamasi
pTa 18 (% 78,3) 5 (% 21,7)
pT1 28 (% 77,8) 8 (% 22,2)
PT2 14 (% 66,7) 7 (% 33,3) 0,590
N siniflamasi
NO 60 (% 75) 20 (% 25)
M siniflamasi
MO 60 (% 75) 20 (% 25)
Grade
Diisiik dereceli papiller
tirotelyal karsinom 22 (% 73,3) 8 (% 26,7)
Yiiksek dereceli papiller
tirotelyal karsinom 38 (% 76) 12 (% 24) 0,790
Kas invazyonu
Var 36 (% 73,5) 13 (% 26,5)
Yok 24 (% 77,4) 7 (% 22,6) 0,691

Tablo 4.4°deki bulgular incelendiginde, UK tanis1 almis 80 olguda, metile profile

sahip 60 (% 75) ve unmetile profile sahip 20 (% 25) hasta saptanmistir. Cinsiyete gore

bakildiginda kadinlardan 6 (% 60), erkeklerden 54 (% 77,1) hastada metile profil
belirlenirken, kadinlardan 4 (% 40) ve erkeklerden 16 (% 22,9) hastada unmetile profil

belirlenmistir. Patolojik tiimor siniflandirmasina gore, T simiflamasinda pTa evresinde

18 (% 78,3), pT1 evresinde 28 (% 77,8), pT2 evresinde 14 (% 66,7) hastada metile
profil belirlenmistir. pTa evresinde 5 (% 21,7), pT1 evresinde 8 (% 22,2), pT2 evresinde
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7 (% 33,3) hastada unmetile profil saptanmistir. Histolojik tiimoriin derecesine gore,

diisiik dereceli papiller irotelyal karsinomlu 22 (% 73,3), yiiksek dereceli papiller
tirotelyal karsinomlu 38 (% 76) hastada metile profil saptanirken, diisiik dereceli
papiller iirotelyal karsinomlu 8 (% 26,7), yliksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlu

12 (% 24) hastada unmetile profil belirlenmistir. Histolojik tiimériin kas invazyonuna

gore, kas invazyonu olan 36 (% 73,5), kas invazyonu olmayan 24 (% 77,4) hastada
metile profil saptanmistir. Kas invazyonu olan 13 (% 26,5), kas invazyonu olmayan 7

(% 22,6) hastada unmetile profil belirlenmistir.

Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 olguda, 13 tiimér baskilayic1 gende (TP53, PTEN,
PAX5, CDH13, TP73, WT1, ESR1, RB1, MSH6, CADM1, GATA5, RARS ve CDA44)
promoter metilasyonu tespit edilmistir. Bu tiimoér baskilayict genlerden, yiiksek
oranlarda metilasyon gosteren MSH6, WT1, RB1 ve CDH13 genlerinin promoter
metilasyon durumlar ile klinikopatolojik parametreler karsilastirilmistir. Asagida bu
dort genin metilasyon durumlariyla klinikopatolojik verilerin karsilagtirilmalar1 Tablo

4.6, Tablo 4.8, Tablo 4.10 ve Tablo 4.12°de gdsterilmektedir.

Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-
MLPA) yontemi ile MSH6 geninin metilasyon profili degerlendirildiginde 29 (% 36,25)

hastada metilasyon gozlenirken, 51 (% 63,75) hastada metilasyon gozlenmemistir

(Tablo 4.5 ve Sekil 4.9).

Tablo 4.5 Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 olguda MSH6 metilasyon profili

MSH6 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)

Metile 29 (% 36,25)

Unmetile 51 (% 63,75)




aMetile

BUnm etile

Sekil 4.9 Urotelyal karsinom tanisi almis tiim hastalarin MSH6 metilasyon profili
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MSH6 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik 6zelliklerle karsilastirilmasi

Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.6 MSH6 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iligkisi

Klinikopatolojik

MSHG6 geni metilasyonu (n=80)

Metile (n=29) | Unmetile (n=51) P degeri
parametreler (% 36,25) (% 63,75) p<0,05
Yas
>50 25 (% 35,7) 45 (% 64,3)
<50 4 (% 40) 6 (% 60) 0,792
Cinsiyet
Kadin 2 (% 20) 8 (% 80)
Erkek 27 (% 38,6) 43 (% 61,4) 0,253
TNM siniflamasi
T siniflamasi
pTa 8 (% 34,8) 15 (% 65,2)
pT1l 14 (% 38,9) 22 (% 61,1)
PT2 7 (% 33,3) 14 (% 66,7) 0,902
N siniflamasi
NO 29 (% 36,25) 51 (% 63,75)
M siniflamasi
MO 29 (% 36,25) 51 (% 63,75)
Grade
Diisiik dereceli papiller
tirotelyal karsinom 10 (% 33,3) 20 (% 66,7)
Yiiksek dereceli papiller
iirotelyal karsinom 19 (% 38) 31 (% 62) 0,674
Kas invazyonu
Var 15 (% 30,6) 34 (% 69,4)
Yok 14 (% 45,2) 17 (% 54,8) 0,187
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Tablo 4.6’daki bulgular incelendiginde, MSH6 geninde, metile profile sahip 29 (%
36,25) ve unmetile profile sahip 51 (% 63,75) hasta saptanmustir. Cinsiyete gore
bakildiginda kadinlardan 2 (% 20), erkeklerden 27 (% 38,6) hastanin MSH6 geninde
metile profil belirlenirken, kadinlardan 8 (% 80) ve erkeklerden 43 (% 61,4) hastanin

MSHG6 geninde unmetile profil belirlenmistir. Patolojik tiimor siniflandirmasina gore, T

siiflamasinda, pTa evresinde 8 (% 34,8), pT1 evresinde 14 (% 38,9), pT2 evresinde 7

(% 33,3) hastanin MSH6 geninde metile profil belirlenmistir. pTa evresinde 15 (%
65,2), pT1 evresinde 22 (% 61,1), pT2 evresinde 14 (% 66,7) hastanin MSH6 geninde

unmetile profil saptanmustir. Histolojik tiimériin derecesine gore, diisiik dereceli papiller

tirotelyal karsinomlu 10 (% 33,3), yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlu 19 (%
38) hastanin MSH6 geninde metile profil saptanirken, diisiik dereceli papiller iirotelyal
karsinomlu 20 (% 66,7), yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlu 31 (% 62)

hastanin MSHG6 geninde unmetile profil belirlenmistir. Histolojik tiimoriin _kas

invazyonuna gore, kas invazyonu olan 15 (% 30,6), kas invazyonu olmayan 14 (% 45,2)
hastanin MSH6 geninde metile profil saptanmistir. Kas invazyonu olan 34 (% 69,4), kas

invazyonu olmayan 17 (% 54,8) hastanin MSH6 geninde unmetile profil belirlenmistir.

Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-
MLPA) yontemi ile WT1 geninin metilasyon profili degerlendirildiginde 27 (% 33,75)

hastada metilasyon gozlenirken, 53 (% 66,25) hastada metilasyon gozlenmemistir
(Tablo 4.7 ve Sekil 4.10).

Tablo 4.7 Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 olguda WT1 metilasyon profili

WT1 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)

Metile 27 (% 33,75)

Unmetile 53 (% 66,25)




aMetile

BUnm etile

Sekil 4.10 Urotelyal karsinom tanis1 almis tiim hastalarin WT1 metilasyon profili
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WT1 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik ozelliklerle karsilastiriimasi

Tablo 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.8 WT1 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

Klinikopatolojik

WT1 geni metilasyonu (n=80)

Metile (n=27) | Unmetile (n=53) P degeri
parametreler (% 33,75) (% 66,25) p<0,05
Yas
>50 23 (% 32,9) 47 (% 67,1)
<50 4 (% 40) 6 (% 60) 0,655
Cinsiyet
Kadin 3 (% 30) 7 (% 70)
Erkek 24 (% 34,3) 46 (% 65,7) 0,789
TNM siniflamasi
T siniflamasi
pTa 9 (% 39,1) 14 (% 60,9)
pT1l 15 (% 41,7) 21 (% 58,3)
PT2 3 (% 14,3) 18 (% 85,7) 0,088
N siniflamasi
NO 27 (% 33,75) 53 (% 66,25)
M siniflamasi
MO 27 (% 33,75) 53 (% 66,25)
Grade
Diistik dereceli papiller
iirotelyal karsinom 10 (% 33,3) 20 (% 66,7)
Yiiksek dereceli papiller
iirotelyal karsinom 17 (% 34) 33 (% 66) 0,951
Kas invazyonu
Var 16 (% 32,7) 33 (% 67,3)
Yok 11 (% 35,5) 20 (% 64,5) 0,794
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Tablo 4.8°deki bulgular incelendiginde, WT1 geninde, metile profile sahip 27 (%

33,75), unmetile profile sahip 53 (% 66,25) hasta saptanmistir. Cinsiyete gore
bakildiginda kadinlardan 3 (% 30), erkeklerden 24 (% 34,3) hastanin WT1 geninde
metile profil belirlenirken, kadinlardan 7 (% 70) ve erkeklerden 46 (% 65,7) hastanin

WT1 geninde unmetile profil belirlenmistir. Patolojik tiimér siniflandirmasina gore, T

siiflamasinda, pTa evresinde 9 (% 39,1), pT1 evresinde 15 (% 41,7), pT2 evresinde 3
(% 14,3) hastanin WT1 geninde metile profil belirlenmistir. pTa evresinde 14 (% 60,9),
pT1 evresinde 21 (% 58,3), pT2 evresinde 18 (% 85,7) hastanin WT1 geninde unmetile

profil saptanmustir. Histolojik tiimériin derecesine gore, diisiik dereceli papiller iirotelyal

karsinomlu 10 (% 33,3), yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlu 17 (% 34)
hastanin WT1 geninde metile profil saptanirken, diisiik dereceli papiller iirotelyal
karsinomlu 20 (% 66,7), yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlu 33 (% 66)

hastanin WT1 geninde unmetile profil belirlenmistir. Histolojik tiimoriin _kas

invazyonuna gore, kas invazyonu olan 16 (% 32,7), kas invazyonu olmayan 11 (% 35,5)
hastanin WT1 geninde metile profil saptanmistir. Kas invazyonu olan 33 (% 67,3), kas

invazyonu olmayan 20 (% 64,5) hastanin WT1 geninde unmetile profil belirlenmistir.

Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-
MLPA) yontemi ile RB1 geninin metilasyon profili degerlendirildiginde 22 (% 27,5)

hastada metilasyon gozlenirken, 58 (% 72,5) hastada metilasyon gézlenmemistir (Tablo
4.9 ve Sekil 4.11).

Tablo 4.9 Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 olguda RB1 metilasyon profili

RB1 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)

Metile 22 (% 27,5)

Unmetile 58 (% 72,5)




OMetile

OUnm etile

Sekil 4.11 Urotelyal karsinom tanis1 almis tiim hastalarin RB1 metilasyon profili
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RB1 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik o6zelliklerle karsilastirilmasi

Tablo 4.10°da gosterilmistir.

Tablo 4.10 RB1 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

Klinikopatolojik

RB1 geni metilasyonu (n=80)

Metile (n=22) Unmetile (n=58) P degeri
parametreler (% 27.5) (% 72.5) p<0,05
Yas
>50 20 (% 28,6) 50 (% 71,4)
<50 2 (% 20) 8 (% 80) 0,570
Cinsiyet
Kadin 3 (% 30) 7 (% 70)
Erkek 19 (27,1) 51 (% 72,9) 0,850
TNM siniflamasi
T siniflamasi
pTa 5 (% 21,7) 18 (% 78,3)
pT1l 9 (% 25) 27 (% 75)
PT2 8 (% 38,1) 13 (% 61,9) 0,432
N siniflamasi
NO 22 (% 27,5) 58 (% 72,5)
M siiflamasi
MO 22 (% 27,5) 58 (% 72,5)
Grade
Diistik dereceli papiller
iirotelyal karsinom 7 (% 23,3) 23 (% 76,7)
Yiiksek dereceli papiller
iirotelyal karsinom 15 (% 30) 35 (% 70) 0,518
Kas invazyonu
Var 15 (% 30,6) 34 (% 69,4)
Yok 7 (% 22,6) 24 (% 77,4) 0,433
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Tablo 4.10°daki bulgular incelendiginde, RB1 geninde, metile profile sahip 22 (%
27,5), unmetile profile sahip 58 (% 72,5) hasta saptanmigtir. Cinsiyete gore bakildiginda
kadinlardan 3 (% 30), erkeklerden 19 (27,1) hastanin RB1 geninde metile profil
belirlenirken, kadinlardan 7 (% 70) ve erkeklerden 51 (% 72,9) hastanin RB1 geninde

unmetile profil belirlenmistir. Patolojik tiimor siniflandirmasina gore, T siniflamasinda,

pTa evresinde 5 (% 21,7), pT1 evresinde 9 (% 25), pT2 evresinde 8 (% 38,1) hastanin

RB1 geninde metile profil belirlenmistir. pTa evresinde 18 (% 78,3), pT1 evresinde 27
(% 75), pT2 evresinde 13 (% 61,9) hastanin RB1 geninde unmetile profil saptanmistir.

Histolojik tiimoriin derecesine gore, diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinomlu 7 (%

23,3), yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlu 15 (% 30) hastanin RB1 geninde
metile profil saptanirken, diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinomlu 23 (% 76,7),
yiiksek dereceli papiller tirotelyal karsinomlu 35 (% 70) hastanin RB1 geninde unmetile

profil belirlenmistir. Histolojik tiimériin kas invazyonuna gore, kas invazyonu olan 15

(% 30,6), kas invazyonu olmayan 7 (% 22,6) hastanin RB1 geninde metile profil
saptanmustir. Kas invazyonu olan 34 (% 69,4), kas invazyonu olmayan 24 (% 77,4)

hastanin RB1 geninde unmetile profil belirlenmistir.

Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-
MLPA) yontemi ile CDH13 geninin metilasyon profili degerlendirildiginde 17 (%

21,25) hastada metilasyon go6zlenirken, 63 (% 78,75) hastada metilasyon
gozlenmemistir (Tablo 4.11 ve Sekil 4.12).

Tablo 4.11 Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 olguda CDH13 metilasyon profili

CDH13 metilasyon profili Hasta sayis1 (%)

Metile 17 (% 21,25)

Unmetile 63 (% 78,75)




Sekil 4.12 Urotelyal karsinom tanis1 almis tiim hastalarin CDH13 metilasyon profili

78.75%

21.25%

OMetile

OUnm etile
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CDH13 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik 6zelliklerle karsilagtirilmasi

Tablo 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.12 CDH13 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

Klinikopatolojik

CDH13 geni metilasyonu (n=80)

Metile (n=17) | Unmetile (n=63) P degeri
parametreler (% 21,25) (% 78,75) p<0,05
Yas
>50 15 (% 21,4) 55 (% 78,6)
<50 2 (% 20) 8 (% 80) 0,918
Cinsiyet
Kadin 0 (% 0) 10 (% 100)
Erkek 17 (% 24,3) 53 (% 75,7) 0,079
TNM siniflamasi
T siniflamasi
pTa 6 (% 26,1) 17 (% 73,9)
pT1l 8 (% 22,2) 28 (% 77,8)
PT2 3 (% 14,3) 18 (% 85,7) 0,622
N siniflamasi
NO 17 (% 21,25) 63 (% 78,75)
M siiflamasi
MO 17 (% 21,25) 63 (% 78,75)
Grade
Diistik dereceli papiller
tirotelyal karsinom 6 (% 20) 24 (% 80)
Yiiksek dereceli papiller
tirotelyal karsinom 11 (% 22) 39 (% 78) 0,832
Kas invazyonu
Var 13 (% 26,5) 36 (% 73,5)
Yok 4 (% 12,9) 27 (% 87,1) 0,147
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Tablo 4.12°deki bulgular incelendiginde, CDH13 geninde, metile profile sahip 17 (%
21,25), unmetile profile sahip 63 (% 78,75) hasta saptanmistir. Cinsiyete gore
bakildiginda kadinlardan 0 (% 0), erkeklerden 17 (% 24,3) hastanin CDH13 geninde
metile profil belirlenirken, kadinlardan 10 (% 100) ve erkeklerden 53 (% 75,7) hastanin

CDH13 geninde unmetile profil belirlenmistir. Patolojik tiimér siniflandirmasina gore,

T siniflamasinda, pTa evresinde 6 (% 26,1), pT1 evresinde 8 (% 22,2), pT2 evresinde 3

(% 14,3) hastanin CDH13 geninde metile profil belirlenmistir. pTa evresinde 17 (%
73,9), pT1 evresinde 28 (% 77,8), pT2 evresinde 18 (% 85,7) hastanin CDH13 geninde

unmetile profil saptanmustir. Histolojik tiimériin derecesine gore, diisiik dereceli papiller

tirotelyal karsinomlu 6 (% 20), yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlu 11 (% 22)
hastanin CDH13 geninde metile profil saptanirken, diisiik dereceli papiller iirotelyal
karsinomlu 24 (% 80), yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlu 39 (% 78) hastanin

CDH13 geninde unmetile profil belirlenmistir. Histolojik tiimoriin kas invazyonuna

gore, kas invazyonu olan 13 (% 26,5), kas invazyonu olmayan 4 (% 12,9) hastanin
CDH13 geninde metile profil saptanmistir. Kas invazyonu olan 36 (% 73,5), kas

invazyonu olmayan 27 (% 87,1) hastanin CDH13 geninde unmetile profil belirlenmistir.
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5. TARTISMA

DNA metilasyonu, énemli bir epigenetik mekanizmadir (Bogdanovic ve Veenstra
2009) ve yiiksek Okaryotlarin genomlarinda transkripsiyonun diizenlenmesinde énemli
bir role sahiptir (Bogdanovic ve Veenstra 2009, Chen vd 2011). Timér baskilayict
genlerin promoter bolgelerinde hipermetilasyon karsinogenez sirasinda diizenleyici
genlerin transkripsiyonal sessizlestirilmesi ile iliskili erken ve sik goriilen bir olaydir
(Christoph 2007, Jarmalaite vd 2010). Gen sessizlesmesi ile iliskili promoter bolgelerin
anormal metilasyonu timor Dbaskilayict genlerin inaktivasyonuna neden olur
(Kawamoto vd 2006). Hiicre dongiisii, DNA onarimi, anjiyogenez, kanserojen
metabolizmasi, apoptoz ve hiicre-hiicre etkilesiminde yer alan genlerin
hipermetilasyonu karsinogenezde etkilidir. Hipermetilasyon ayni zamanda kadinlarda
ikinci X kromozomunun inaktivasyonu gibi normal fizyolojik siire¢lerde de rol oynar
(Hamilton 2011). Normal memeli gelisimindeki 6nemlir ollerine ragmen, anormal
promoter hipermetilasyonu insan kanserlerinde siklikla gbzlenen bir degisimdir ve
timore Ozgiin DNA hipermetilasyon paterni gosterir. Bu nedenle, DNA
metilasyonundaki anormal degisimler siklikla kanserle iliskilendirilmektedir (Chen vd
2011). DNA hipermetilasyonu, hem kasa invaze olmayan hem de invaziv mesane
kanserlerinde yiiksek oranlarda goriiliir (Chung vd 2011). Mesane kanseri dahil olmak
tizere kanserle iligkili genlerin anormal promoter metilasyonu, ozellikle timor
baskilayici genlerin metilasyonla susturumu, tani, prognoz ve tiimorlerin metastatik

potansiyeli i¢in biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilir (Cabello vd 2011, Lin vd 2012).

Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 olguya ait formalinle fikse edilmis parafine
gomiilii mesane dokularindan elde edilen DNA’lar MS-MLPA prob seti (ME002-B1
tumor supressor probemix, MRC, Hollanda) kullanilarak, BRCA1, BRCA2, ATM, TP53,
PTEN, MGMT, PAX5, CDH13, TP73, WT1, VHL, GSTP1, CHFR, ESR1, RB1, MSH6,,
THBS1, CADM1, STK/1, PYCARD, PAX6, CDKN2A, GATAS5, RARfS ve CD44 olmak
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izere toplam 25 tiimor baskilayici genin promoter metilasyonu Metilasyon spesifik-
Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-MLPA) yontemi ile analiz
edilmistir. Ayn1 zamanda, 25 tiimor baskilayic1 genin promoter metilasyonu ile
klinikopatolojik  parametreler (yas, cinsiyet, derece, evre, kas invazyonu)
karsilastirilmistir. Metilasyon (sikligi) yiizdeleri; BRCAL icin % 0, BRCA2 icin % O,
ATM i¢in % 0, TP53 i¢in % 7.5, PTEN i¢in % 1.25, MGMT i¢in % 0, PAX5 i¢in % 3.75,
CDH13 i¢in % 21.25, TP73 i¢in % 6.25, WT1 igin % 33.75, VHL i¢in % 0, GSTP1 i¢in
% 0, CHFR igin % 0, ESR1 i¢in % 1.25, RB1 i¢in % 27.5, MSH6 i¢in % 36.25, THBS1
icin % 0, CADM1 i¢in % 2.5, STK11 i¢in % 0, PYCARD i¢in % 0, PAX6 i¢in % 0,
CDKNZ2A igin % 0, GATAS i¢in % 2.5, RARp i¢in % 3.75 ve CD44 igin % 2.5 olarak
tespit edilmistir. MSH6, WT1, RB1 ve CDHI13 en sik metillenen genler olarak
saptanmigtir. Literatlir calismalarindaki sonuglar ile karsilastirdigimizda MSH6, WT1,

RB1 ve CDH13 genlerinin yiiksek metilasyon oranlari literatiir ile uyumlu bulunmustur.

DNA metilasyonu ile ilgili diger ¢alismalara baktigimizda, Chung ve arkadaslarinin
(2001) yaptig1 caligmada, metilasyon-spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (MSP)
kullanilarak tiimorle iligkili 5 genin anormal DNA metilasyonu, 13 genitoliriner kanser
(5 mesane, 5 bobrek ve 3 prostat) hiicre hattinda incelenmistir. GSTP1’nin
hipermetilasyonu 2 bobrek ve 3 prostat olmak tizere toplam 5 hiicre hattinda % 38.5, E-
kaderin’in hipermetilasyonu 1 bobrek hiicre hattinda % 8, VHL nin hipermetilasyonu 1
bobrek hiicre hattinda % 8 ve MGMT ve MLH1 hipermetilasyonu % 0 olarak tespit

edilmistir.

Dominguez ve arkadaglarinin (2002) yaptig1 ¢aligmada, 27 mesane kanseri hastasinin
mononiikleer kan hiicreleri, tiimor ve plazma DNA orneklerinde 6 mikrosatellit
markerde (D17S695, D17S654, D13S310, TH2, D9S747, ve D9S161) heterozigot
kaybi, p53 ve K-ras mutasyonlar1 ve MSP metoduyla p14ARF ve p16INK4A genlerinin
promoter metilasyon durumu arastirilmistir. Mesane tiimor orneklerinde, promoter
hipermetilasyonu p14ARF icin % 56 (15/27), p16INK4A i¢in % 18 (5/27) olarak tespit
edilmistir. Plazma Orneklerinde, pl4ARF promoter hipermetilasyonu % 87 ve
p16INK4A promoter hipermetilasyonu % 40 olarak belirlenmistir. Normal kan hiicre

orneklerinde, p14ARF ve p16INK4A genlerinde promoter metilasyonu saptanamamistir.
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Tada ve arkadaslarmin (2002) yaptig1 calismada, 55 yiizeyel mesane kanser
dokusunda ve 5 normal iirotelyal epitelde MSP analizi ile hMLH1, MGMT, p16, VHL,
DAPK, GSTP1, and E-kaderin genlerinin anormal promoter metilasyonlar1 ¢alisilmistir.
Hipermetilasyon, 55 yiizeyel mesane kanserinde MLH1 i¢in % 13, MGMT i¢in % 17,
p16 i¢in % 11, VHL i¢in % 4, DAPK i¢in % 29, GSTP1 i¢in % 13 ve E-Kaderin (CDH1)
icin % 48 olarak tespit edilmistir. MLH1, MGMT, VHL ve DAPK genlerinin promoter
hipermetilasyonu niiks riskinin artmasiyla iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica MLH1,
MGMT, p16, VHL, DAPK, GSTP1 ve E-kaderin genlerinin toplu metilasyonu niiks ile
iliskili oldugu belirtilmektedir.

Valenzuela ve arkadaslarinin (2002) yaptig1 ¢alismada, 86 mesane kanseri hastasinda
ve 31 saglikli birey ile benign iirolojik hastalig1 olan 18 bireyin dahil oldugu toplam 49
kisilik kontrol grubunda MSP yontemi kullanilarak p16INK4A’nin metilasyon durumu
incelenmistir. pL6INK4A’nin metilasyonu serum 6rneklerinde % 22 (19/86) ve mesane
timor biyopsilerinde % 26 olarak bulunmustur. p16INK4A’nin anormal metilasyonu

benign iirolojiye sahip bir hastada gozlenmistir.

Chang ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 calismada, 44 mesane kanseri olgusunda
Transizyonel Hiicreli Karsinom (TCC) ornekleri degerlendirilmistir. Olgularin %
60’inda pl6INK4A geninde metilasyonu belirlenirken, p14ARF geninde metilasyon

saptanmamistir.

Gutierrez ve arkadaglarinin (2004) yaptig1 ¢calismada, 31 Skuamoz Hiicreli Karsinom
(SCC) ve 10 TCC’dan olusmus 41 mesane kanseri 6rneginde MSP yontemiyle 12 genin
(E-kaderin, DAPK, MGMT, p14, p15, p16, FHIT, APC, RASSF1A, GSTP1, RARp ve
p73) metilasyon durumunu incelenmistir. 8 genin siklikla SCC’larda metillendigi
gozlenmistir. Bu 8 gen i¢in metilasyon yiizdeleri: DAPK i¢in % 58, FHIT i¢in % 40,
RARP i¢in % 30, E-kaderin, APC, p16, RASSF1A igin % 26 ve MGMT igin % 23 olarak,
geriye kalan nadir metillenen 4 genin metilasyon oranlart: p14 igin % 13, p15 i¢in % 10,

p73igin % 7 ve GSTPL i¢in % 3 olarak tespit edilmistir.

Chapman ve arkadaslarmin (2005) yaptig1 calismada, 50 UK dokusunda, p16INK4A
(CDKN2A)’nin gen dozu (kantitatif gergek-zamanli PCR), allel durumu (mikrosatellit

analizi), hipermetilasyonu (MSP), mutasyon durumu (yliksek performansli sivi
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kromatografisi denatiirasyonu ve sekanslama), protein ekspresyonu
(immiinohistokimyasal) ve klinikopatolojik degiskenlerle iligkisi (evre, derece ve takip
sirasinda  hastalik  niiksii) degerlendirilmistir. Homozigot delesyonu olmayan
timorlerde, pl6INK4A (CDKN2A) promoter hipermetilasyonu % 6 (1/18) olarak

saptanmistir.

Dhawan ve arkadaslarmin (2006) yaptigi ¢alismada, hem karsinoma in situ (KIS)
hem de invaziv UK olan 104 hastadan alman toplam 196 normal iirotelyum, KiS ve
timor Orneginde 6 genin (pl6, pl4, E-kaderin, RARS2, RASSF1A ve GSTP1)
metilasyon durumu, kantitatif metil-duyarli polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak
aragtirilmigtir. Metilasyon yiizdeleri; Urotelyal karsinom orneklerinde p16 icin % 16,
pl4d i¢in % 2.7, E-kaderin igin % 82.7, RARB2 i¢in % 16, RASSF1A i¢in % 57.3 ve
GSTP1 i¢in % 6.9, KIS &rneklerinde p16 igin % 12.5, p14 icin % 1.6, E-kaderin icin %
64.1, RARB2 icin % 9.4, RASSF1A icin % 59.4 ve GSTP1 i¢in % 6.3, normal UK
orneklerinde pl6 icin % 1.8, pl4 igin % 0, E-kaderin igin % 47.4, RARpS2 igin % 0,
RASSF1A i¢in % 38.6 ve GSTP1 i¢in % 12.3, normal kontrol 6rneklerinde p16 igin % O,
pl4 igin % 0, E-kaderin i¢in % 33.3, RARS?2 i¢in % 0, RASSF1A i¢in % 13.3 ve GSTP1
i¢cin % 6.7 olarak tespit edilmistir.

Yurakh ve arkadaslarinin (2006) yaptig1 calismada, 84 {iirotelyal neoplazili hastanin
klinik ve patolojik bulgularina bakilmistir. p14ARF, p15INK4B ve p16INK4A genlerinin
homozigot delesyonlari ve promoter metilasyonlari, lokus 9p21°in heterozigpt kaybi,
p53 mutasyonlar1 ve p53, pl6, pl4, p2l, p27, pRb, Ki67, MDM2 ve siklin D1
proteinlerinin immiinohistokimyasal ekspresyonlar1 genel sagkalim, niikssiiz sagkalim
ve progresyonsuz sagkalima gore degerlendirilmistir. p14ARF, p15INK4B ve p16INK4A
genlerinin promoter metilasyonlart MSP yontemi kullanilarak 84 hastanin mesane
tiimor dokusunda arastirilmistir. Promoter hipermetilasyon oranlari; p14ARF icin %
26.2 (22/84), p15INK4B igin % 7.1 (6/84) ve pl6INK4A igin % 6 (5/84) olarak tespit

edilmistir.

Marsit ve arkadaglarinin (2007) yaptigi calismada, 25-74 yagslar1 arasinda 331
mesane TCC tanis1 konmus hastada MSP yontemi kullanilarak 16 genin (p16INK4A
(CDKN2A), RASSF1A, APC, PYCARD, LAMC2, SFRP1, SFRP2, SFRP4, SFRP5,
MGMT, DAPK, RARS, CDH1, CDH13, MLH1 ve PRSS3) metilasyon durumlar1 tespit
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edilmistir. Metilasyon oranlari; MLH1 i¢in % 3.1, PYCARD i¢in % 3.6, SFRP5 i¢in %
39, SFRP4 i¢in % 8.8, SFRP2 icin % 51.4, SFRP1 i¢in % 18.4, APC igin % 22,
p1l6INK4A (CDKN2A) i¢in % 31.7, DAPK i¢in % 9.4, RARp igin % 15.1, RASSF1A igin
% 32.6, CDH1 (E-kaderin) i¢in % 3.6, CDH13 (H-kaderin) i¢in % 18.1, LAMC2 i¢in %
11.8, PRSS3 i¢in % 33.5 ve MGMT igin % 7 olarak belirlenmistir.

Yates ve arkadaslariin (2007) yaptig1 ¢calismada, kantitatif metilasyon-spesifik PCR
(QMSP) metoduyla 96 malign ve 30 normal iirotelyal 6rnekte tiimor ilerlemesiyle
iligkili oldugu diisiiniilen 17 genin (RASSF1A, E-kaderin, WIF1, TNFRSF25, EDNRB,
CDH4, APC, p16, DAPK, RARfS, CYCLIND2, TIMP3, MGMT, BCL2, TERT, IGFBP3
ve HIC1) promoter metilasyonlar1 incelenmistir. Urotelyal timérlerde; RASSF1A igin %
54.2, E-kaderin igin % 40.6, WIF1 i¢in % 56.3, TNFRSF25 i¢in % 75, EDNRB igin %
66.7, CDH4 i¢in % 14.6, APC i¢in % 31.3, p16 i¢in % 1, DAPK igin % 21.9, RARp igin
% 2.1, CYCLIND? igin % 21.9, TIMP3 i¢in % 22.9, MGMT igin % 37.5, BCL2 igin %
44.8, TERT icin % 20.8, IGFBP3 i¢cin % 42.7 ve HIC1 i¢in % 21.9 olarak tespit
adilmistir. Normal tirotelyum da RASSF1A i¢in % 46.7, E-kaderin i¢in % 20, WIF1 i¢in
% 13.3, TNFRSF25 i¢in % 16.7, EDNRB igin % 10, CDH4 i¢in % 0, APC i¢in % 3.3,
p16 i¢in % 0, DAPK igin % 3.3, RARp icin % 0, CYCLIND?Z i¢in % 13.3, TIMP3 i¢in %
10, MGMT i¢in % 0, BCL2 igin % 3.3, hTERT igin % 0, IGFBP3 i¢in % 13.3 ve HIC1

icin % 16.7 olarak belirlenmistir.

Yu ve arkadaslarinin (2007) yaptig1 ¢alismada, 132 mesane kanseri hastasindan, 23
yasla uyumlu kanser olmayan mesane lezyonlar1 olan hastadan, 6 norolojik rahatsizlig
olan hastadan ve 7 saglikli goniilliiden alinan idrar 6rneklerinde 21 genin metilasyonu
MSP yontemiyle incelenmistir. 132 mesane kanseri hastasinin idrar 6rneginde, 21 genin
metilasyon yiizdeleri; SALL3 % 58.3 (77/132), CFTR % 55.3 (73/132), ABCC6 % 36.4
(48/132), HPP1 % 34.8 (46/132), BCL2 % 27.3 (36/132), ALX4 % 25 (33/132), RUNX3
% 32.6 (43/132), ITGA4 % 31.1 (41/132), RASSF1A % 35.6 (47/132), MYOD1 % 22
(29/132), MT1A % 34.8 (46/132), DRM % 18.9 (25/132), BMP3B % 15.9 (21/132),
CCNAL % 15.9 (21/132), CDH13 % 16.7 (22/132), RPRM % 14.4 (19/132), MINT1 %
12.9 (17/132), BRCAL % 12.1 (16/132), PTCHD2 % 5.3 (7/132), TMS1 % 3 (4/132) ve
GSTP1 % 2.3 (3/132) olarak tespit edilmistir. Norolojik rahatsizlig1 olan hastalarin ve
saglikli goniilliilerin idrar orneklerinde g¢alisilan 21 gende metilasyon saptanmamuistir.

Kanser olmayan mesane lezyonu olgularinda, 21 genden sadece 4 gende metilasyon
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gozlenmistir. Bu genlerin metilasyon oranlari; RUNX3 % 4.3 (1/23), ITGA4 % 4.3
(1/23), RASSF1A % 8.7 (2/23) ve MT1A % 8.7 (2/23) olarak belirlenmistir.

Abbosh ve arkadaglar1 (2008) yaptig1 ¢alismada, QMSP yontemi kullanilarak 13
TCC ve 13 SCBC dokularinda RASSF1, MLH1, DAPK1, ve MGMT genlerinin
metilasyon durumlari incelenmistir. RASSF1 metilasyonu TCC dokularinda % 46 (6/13)
ve SCBC dokularinda % 77 (10/13), MGMT metilasyonu TCC dokularinda % 69 (9/13)
ve SCBC dokularinda % 62 (8/13) oranlarinda gozlenmistir. Ayrica MLH1 geninin
sadece bir SCBC dokusunda metillendigi ve DAPK1 geninin tiimor dokularinda

metillenmedigi belirtilmistir.

Ellinger ve arkadaglarinin (2008) yaptig1 ¢alismada, sistektomi gecirmis mesane
kanseri olan 45 hastada ve kontroller i¢in histolojik olarak benign prostat hiperplazisi
olan 45 hastada APC, DAPK, GSTP1, PTGS2, TIG1 ve Reprimo genlerinin
hipermetilasyonlari, metilasyona duyarli restriksiyon endoniikleaz tedavisi sonrasinda
gercek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak analiz edilmistir. Olgularda
TIG1 % 32, PTGS2 % 24 ve DAPK % 2 olarak daha az siklikla hipermetilasyon
gozlenirken, APC ve GSTP1 promoter hipermetilasyonunun % 59 oldugu tespit
edilmistir. Ayrica Reprimo’nun ¢ogunlukla metile olmadigt belirtilmistir.
Hipermetilasyon onmeli 6l¢iide, pT evresinde olan APC, GSTP1 ya da multifokal
mesane kanseri olan GSTP1 veya TIG1 ve APC ya da cerrahi sinir pozitifligi olan APC
veya TIG1 genleri dahil olmak tizere prognostik olumsuz klinikopatolojik parametreler

ile korelasyonlu bulunmustur.

Hellwinkel ve arkadaglarinin (2008) yaptigi ¢alismada, 39 hastadan (pT1 10, pTis 1,
pTa 20, pT2 5) alinan primer papiller mesane kanseri orneklerinde kanserle iliskili
genler olan GSTP1, DAPK, MDR1, TPEF, PAX6 ve TSLC1’in promoter bolgelerindeki
CpG adalarinin metilasyon durumunu analiz edilmistir. DNA’lar da bistilfit uygulamasi
ve metilasyon-spesifik gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kullanilmistir.
Sadece TPEF ve PAX6 genlerinin CpG adalarinda metilasyon yiizdeleri tespit
edilmistir. TPEF ve PAX6 genlerinin promoterlerinin tiimor dokulariyla timére komsu
normal dokular karsilastirildiginda daha yiiksek metilasyon oranlarina sahip oldugu
bulunmustur. Ilging bir sekilde, TPEF ve PAX6 promotdrlerinin metilasyon oranlari

pTl'den sonra pTa olan mesane kanseri dokularma komsu normal dokularda daha
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yiiksek oldugu belirtilmistir. TPEF i¢in metilasyon oran1 % 33 ve PAX6 i¢in metilasyon
oran1 % 23 olarak tespit edilmistir. Ayrica tiimor dokularinda metilasyon oranlari
GSTP1 i¢in % 5, DAPK ig¢in % 0, MDR1 igin % 7.5 ve TSLC1 igin % O olarak

belirlenmistir.

Khin ve arkadaslarinin (2009) yaptigi calismada, 74 primer mesane timor drneginde
pl6, SFRP1, SFRP2, SFRP4, SFRP5 ve BAMBI genlerinin metilasyon durumlart MSP
ile analiz edilmistir. Hipermetilasyon ylizdeleri; p16 icin % 43.2 (32/74), SFRP1 icin %
21.6 (16/74), SFRP2 i¢in % 32.4 (24/74), SFRP4 i¢in % 12.2 (9/74), SFRP5 i¢in % 50
(37/74)ve BAMBI i¢in % 31.1 (23/74) olarak tespit edilmistir.

Serizawa ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 ¢alismada, cesitli evrelerde 46 mesane
timor dokusunda ve bu tiimor dokularina sahip 26 mesane kanseri hastasindan alinan
idrar Orneklerinde 5 farkli promoter CpG adasmin (RARS, APC, WIF1, SRFP1,
pl6INK4A (CDKN2A)) metilasyon durumu metilasyon spesifik-multipleks ligasyon
bagimli prob amplifikasyonu (MS-MLPA) yontemi ile analiz edilmistir. Mesane timor
doku Orneklerini ve idrar orneklerini kullanarak tamamladiklar1 bu calismalarinda 5
farkli genin promoter bolgesindeki hipermetilasyon oranlari; RARS igin % 17, APC igin
% 35, WIF1 i¢in % 33, SRFP1 i¢cin % 39 ve pl6INK4A (CDKN2A) i¢in % 2 olarak
tespit edilmistir.

Agundez ve arkadaglarinin (2011) yaptigi ¢alismada, primer kasa invaze olmayan
pT1-G3 91 parafine gdmiilii tiimdr orneginde ve 10 normal epitel doku 6rneginde 25
farkli tiimor baskilayici genin metilasyon durumu metilasyon spesifik-multipleks
ligasyon bagimli prob amplifikasyonu (MS-MLPA) analizi ile degerlendirilmistir ve en
stk metillenen genlerin STK11 (% 94.5), MSH6 (% 81.3), BRCAL (% 72.5), PAX5A (%
68.1), MGMT (% 67), CDH13 (% 62.6), ve IGSF4 (CADM1) (% 61.5) oldugu
belirlenmistir. Diger timor baskilayic1 genlerin metilasyonu; TP73 (% 37.4), VHL (%
31.9), RARp (% 59.3), ESR1 (% 49.5), p16INK4A (CDKN2A) (% 24.2), PTEN (% 31.9),
PAX6 (% 20.9), WT1 (% 58.2), CD44 (% 38.5), GSTP1 (% 40.7), ATM (% 40.7), CHFR
(% 18.7), BRCA2 (% 56), RB1 (% 27.5), THBS1 (% 25.3), PYCARD (% 28.6), TP53 (%
46.2) ve GATAS (% 55) olarak tespit edilmistir. Metilasyon TP73, MSH6, ESR1,
PAX5A, WT1, CD44, ATM, IGSF4, CHFR, BRCA2, THBS1, PYCARD, STK1l ve
GATAS i¢in pT1-G3 timdorlerinde yeni bulunmustur. 25 tiimor baskilayic1 genin
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metilasyon sikliklari ile klinikopatolojik veriler (yas, cinsiyet, biiyiime paterni, KIS ile
iligki, tiimor boyutu ve multifokal) karsilastirilmistir. Multifokal ile unifokal tiimdrlerin
metilasyon oranlan karsilastirildiginda WT1, ATM, RB1, PYCARD, CDH13 ve GATAS
genlerinde 6nemli 6l¢iide tiimor sayist ile iligkili oldugu tespit edilmistir, ayrica MSHG,
VHL, RARp, p1l6INK4A (CDKN2A), PTEN, BRCA2 ve TP53 genlerinin metilasyonu
timdr boyutuyla iligkili bulunmugtur. WT1 metilasyonunun, TUR sonrasi 3 ay icinde
tekrarlayan hastalarda sik gézlendigi belirtilmektedir. Metilasyon durum analizi, mesane

kanseri patogenezinde epigenetiklerin roliinii vurgulayan 6nemli biyolojik belirtectir.

Cabello ve arkadaglarinin (2011) yaptig1 ¢aligmada, 14 mesane kanseri hiicre hatt1 ve
31 mesane kanseri olgusuna ait parafin blok 6rnekleri ile mesane kanserli olgulara ve
saglikli bireylere ait 146 idrar 6rneginde, 25 tiimdr baskilayici genin metilasyon durumu
MS-MLPA analizi ile degerlendirilmistir. Hem mesane kanseri doku drneklerinde hem
de idrar oOrneklerinde en sik metillenen genlerin BRCAI, WTI ve RARS oldugu
belirlenmistir. Mesane tiimorlerinde en sik metillenen genlerin frekanst BRCAL i¢in %
71, WT1 i¢in % 38.7 ve RARp icin % 38.7 olarak tespit edilmistir. Diger tlimor
baskilayici genlerin metilasyonu; TP73 (% 6.5), MSH6 (% 29), VHL (% 12.9), ESR1 (%
16.1), p16INK4A (CDKN2A) (% 0), PAX5A (% 12.9), PTEN (% 0), MGMT (% 16.1),
PAX6 (% 0), CD44 (% 9.7), GSTP1 (% 0), ATM (% 0), IGSF4 (CADM1) (% 29), CHFR
(% 0), BRCA2 (% 3.2), RB1 (% 3.2), THBS1 (% 35.5), PYCARD (% 0), CDH13 (%
25.8), TP53 (% 12.9), STK11 (% 0) ve GATAS (% 25.8) olarak belirlenmistir. Timor
orneklerinde; BRCAL, RARfS ve THBS1 genleri yaygin olarak kasa invaze tiimorlerde
goriilirken, WT1 ve BRCA1 genleri noninvaziv mesane lezyonlarinda siklikla metile
oldugu gozlenmektedir. WT1 metilasyonunun 6nemli 6l¢iide tiimor evresiyle, ayni
zamanda VHL, MGMT ve BRCAl genlerinin metilasyonu O6nemli Olgiide timor
derecesiyle iliskili oldugu belirtilmistir. Idrar érneklerinde; BRCAL, RARS ve THBS1
genlerinin promoter metilasyonu kasa invaze olmayan karsinomlarda, BRCA1, CDH13,
THBS1 ve WT1 promoter metilasyonu invaziv tiimorlerde daha sik tespit edilmistir.
ATM ve MGMT genlerinin metilasyon oranlart ile tiimor evresi arasinda, PAX6 geninin

metilasyon orani ile tiimor derecesi arasinda anlamli bir iliski bulunmustur.

Jablonowski ve arkadaslarinin (2011) yaptig1 ¢alismada, 42 hasta (% 92.9’u erkek, %
73.8’1 sigara kullanan, % 71.4’i T1-G1, % 19.1’1 T1-G2, % 9.5’1 T1-G3) ve 36 saglikli

birey kontrol grubu olarak ¢alismaya alinmistir. Kan serumundan genomik DNA izole
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edilmistir ve p16INK4A (CDKNZ2A) ve DAPK genlerinin promoter metilasyon durumlari
MSP yontemiyle analiz edilmistir. DAPK geninin metilasyon orant % 64.3 (27/42)
olarak goriliirken, p16INK4A (CDKN2A) metilasyonu % 40.5 (17/42) olarak tespit

edilmistir.

Berrada ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 calismada, 32 mesane kanseri hastasindan
elde edilen tiimo6r dokularinda ve idrar 6rneklerinde 3 genin (APC, RARfS ve Survivin)
promoter metilasyon durumu MSP yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Timor
dokularinda metilasyon oranlari; APC igin % 100, RARp igin % 75 ve Survivin i¢in %
84.4, idrar 6rneklerinde metilasyon oranlar1 ise; APC igin % 79.3, RARS igin % 70.8 ve

Survivin icin % 96.3 olarak belirlenmistir.

Zuiverloon ve arkadaslarinin (2012) yaptigi calismada, idrar orneklerinde kasa
invaze olmayan mesane kanseri (NMIBC) niiksiinii tespit etmek icin 6zel MS-MLPA
analizi gelistirilmistir. Mesane kanserine (BC) 6zgii MS-MLPA analizini gelistirmek
icin dort agsamali bir siire¢ gerceklestirilmistir. 1. asamada; BC MS-MLPA analizini
yapilandirmak i¢in, 37 niikslii NMIBC hastanin timor dokusu, 46 mesane kanseri
olmayan hastanin idrar 6rnegi ve 29 mesane kanseri hastasinin kan 6rnegi, 2. agsamada;
gen panelini se¢mek i¢in, 68 niiks tlimori olan hastanin TUR 6ncesi idrar 6rnegi ve 91
BC olmayan hastalarin idrar 6rnegi, 3. asamada; sec¢ilen gen panelin dogrulamak igin,
takip sirasinda toplanmis 109 mesane kanseri hastasinin idrar 6rnegi (49 hastada niiks
mevcutken, 60 hastada niiks yoktur), 4. asamada; tahmin modelini dogrulamak igin, 65
TUR o6ncesi niikslii BC hastasinin idrar 6rnegi ve 29 niiksiiz BC hastasinin idrar 6rnegi
calisimigtir. Secilen problart dogrulamak i¢in yeni gelistirilmis BC MS-MLPA
yontemiyle, 34 ayn1 NMIBC tiimor doku 6rneginde ve 40 kontrol BC olmayan hastanin
idrar orneginde 23 prob bolgesinin metilasyon analizi yapilmistir. Mesane kanseri
olmayan hastalarin idrar O6rneklerinde metilasyon frekanslar;; BCL2_a i¢in % 12.5,
TNFRSF25 i¢in % 87.5, WIF1 b icin % 12.5 ve RARS b igin % 2.5 olarak
belirlenmistir. NMIBC tiimor doku 6rneklerinde metilasyon yiizdeleri (siklig1); BCL2_a
icin % 38.2, PTEN_a i¢in % 2.9, TIMP3_a i¢in % 2.9, APC_a i¢in % 17.6, TERT _a i¢in
% 17.6, TERT_b i¢in % 29.4, WIF1_a i¢in % 5.9, RARS a icin % 14.7, CDKNZ2A i¢in
% 2.9, BCL2_b i¢in % 2.9, PTEN_b i¢in % 2.9, ESR1_a i¢in % 79.4, TIMP3_b i¢in %
2.9, TNFRSF25 i¢in % 91.2, ESR1_b i¢in % 5.9, TIMP3_c i¢in % 2.9, EDNRB i¢in %
67.6, TERT_c icin % 23.5, CDH13 i¢in % 26.5, APC_b i¢in % 17.6, WIF1_b i¢in %
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41.2, CDH1 igin % 2.9 ve RARB b icin % 8.6 olarak tespit edilmistir. pT1-G3 ve KIS

gibi yliksek dereceli tiimorler en yiiksek niiks riski ile iligkili bulunmustur.

Zhong ve arkadaglarinin (2013) yaptig1 calismada, QMSP yontemiyle endemik bir
bolgeden mesane hasari olan S. haematobium tarafindan enfekte ve enfekte olmayan
goniilliilerden elde edilen 57 ( 49 enfekte ve 8 enfekte olmayan kontrol) idrar 6rneginde
7 genin (RASSF1A, RARS2, RUNX3, TIMP3, MGMT, p16INK4A (CDKN2A), pl4ARF)
metilasyon durumu incelenmistir. Metilasyon oranlari; RASSF1A i¢in % 28.6 (14/49),
TIMP3 i¢in % 14.3 (7/49), MGMT ig¢in % 12.2 (6/49) olarak tespit edilmistir. RUNX3,
RARS2, p16INK4A (CDKN2A), p14ARF genlerinin metilasyon durumu S. haematobium

enfeksiyonu olan tiim hastalarda % O olarak belirlenmistir.

Urotelyal karsinom doku 6rneklerini degerlendirdigimiz calismada elde ettigimiz
sonuclar, metilasyonla ilgili yapilan benzer c¢aligmalarinin verileriyle biiylik oranda
ortiismektedir. Yapilan caligmalarda farkli sonuglarla karsilasmanin bir ¢ok nedeni
vardir. Bunlardan bazilari, degisik ornek tiplerinin kullanilmasi, bisiilfit uygulamasi,
MSP yontemi ve diger yontemlerin kullanilmasi ayrica bu yontemde kullanilan primer

dizilerindeki farkliliklar olarak 6zetlenebilir.

Calismamizdaki genel verilerin degerlendirilmesinden sonra, klinikopatolojik
verilerden yasa goz attigimizda, incelenen olgularin 50 yas ve iistiinde olanlarin % 87.5,
50 yasin altinda olanlarin ise % 12.5 oraninda oldugu belirlenmis ve yas arttikca
metilasyon oraninin da arttigi gozlenmistir. Verilerimizde cinsiyete baktigimizda,
olgularin % 12.5°1 kadin, % 87.5°1 erkektir ve metilasyon durumlarma bakildiginda
erkeklerde tiimdr baskilayici genlerde metilasyon orani kadinlara oranla énemli dl¢iide
yiiksek olarak belirlenmistir. Yapilan diger calismalara baktigimizda cinsiyete gore
metilasyon yiizdeleri farklilik gostermektedir. Bazi tiimor baskilayic1t genlerin
metilasyon oranlar1 erkeklerde, bazilarida kadinlarda yiiksek oranlarda saptanmigtir
(Jarmalaite vd 2010, Agundez vd 2011). Yapilan bazi calismalarda ise erkeklerde
metilasyon oranlar1 daha yiiksek bulunmustur (Marsit vd 2006, Negraes vd 2008, Eissa
vd 2011, Lin vd 2011).

Hoque ve arkadaslarimin (2006) yaptigi ¢alismada, mesane kanserinin potansiyel

biyobelirteglerini tanimlamak igin 15 mesane kanseri hastasinin ve 25 kontroliin timor
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ve idrar Orneklerinde 9 genin (APC, pl4ARF, CDH1, GSTP1, MGMT, pl6INK4A
(CDKN2A), RARp2, RASSF1A ve TIMP3) promoter hipermetilasyonu kantitatif
florojenik ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle analiz
edilmistir. Daha sonra cesitli evre ve derecelerde mesane kanseri olan 160 hastanin ve
69 kisilik kontrol grubunun idrar DNA orneklerini incelemek igin bu belirtegler
kullanilmistir. Mesane kanseri olan 15 hastanin tiimor dokularinda metilasyon durumu
p1l6INK4A (CDKN2A) igin % 73 (11/15), pl4ARF i¢in % 33 (5/15), GSTP1 i¢in % 47
(7/15), MGMT igin % 53 (8/15), RARS? igin % 93 (14/15), TIMP3 i¢in % 93 (14/15),
CDH1 i¢in % 87 (13/15), RASSF1A i¢in % 67 (10/15) ve APC i¢in % 73 (11/15) olarak
belirlenmistir. Toplamda 175 mesane kanseri hastasinin idrar 6rneklerinde genlerin
promoter bolgelerindeki anormal metilasyonlar; p16INK4A (CDKN2A) igin 79 6rnekte
% 45, pl4ARF i¢in 49 ornekte % 28, MGMT i¢in 61 ornekte % 35, GSTP1 igin 75
ornekte % 43 olarak tespit edilmistir. Tek degiskenli bir analizde tiimor derecesi, TNM
evresi, metastaz varligi, pozitif sitoloji ve invazivlik 9 genin promoterlerinin en az
birinin metilasyonu ile iliskili oldugu belirtilmektedir. Ozellikle, p14ARF ve MGMT
genleri istatistiksel olarak onemli Olgiide tiimor evresiyle iliskili oldugu, pl4ARF,
MGMT, GSTP1 ve TIMP3 genlerinin promoter metilasyonu istatistiksel olarak énemli
olglide invaziv tiimorler ile iliskili oldugu ve GSTP1 ve RASSF1A genlerinin promoter
metilasyonu istatistiksel olarak onemli olglide pozitif sitoloji ile iligskili oldugu
bulunmustur. Mesane kanseri hastalarinin idrar sediment DNA'sinda arastirilan 9 genin
herbirinin anormal metilasyonunun yas, cinsiyet, tiimoriin histolojik alt tipi ve timoriin
niiksti dahil olmak iizere diger klinik ve demografik ozellikler ile iliskili olmadig1

belirtilmistir.

Negraes ve arkadaslarinin (2008) yaptig1 ¢aligmada, 49 UK 6rneginde ve sitolojik
olarak kanser olmayan hasta sinifinda temizlenmis mesaneden alinan 24 hiicre sediment
orneginde MSP analizi ile CDH1 (E-kaderin), SFN (stratifin), RARS ve RASSF1A
genlerinin metilasyon paternleri degerlendirilmistir. RARS ve RASSF1A genlerinin
metilasyon paternleri ile klinik-histopatolojik parametreler (yas, cinsiyet, biiylime
paterni, farklilagsma derecesi, kas invazyonu ve ameliyat sonrasi niiks) karsilagtiriimistir.
RARP ve RASSF1A genlerinin hipermetilasyonu UK 6rneklerinde sirasiyla % 81.6 ve %
22.5 olarak tespit edilmistir. 24 kisilik kontrol grubunda metilasyon oranlar1; RARp i¢in
% 8.3 ve RASSF1A i¢in % 50 olarak belirlenmistir. Ek olarak, yiiksek metilasyon
frekanslart CDH1 (E-kaderin) i¢in % 91.3 ve SFN (stratifin) i¢in % 95.5 olarak
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saptanmistir. Mesane kanserinde, RARfS ve RASSF1A genlerinin metilasyonu ile klinik
ve histopatolojik parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunamamustir.

Diger bir klinikopatolojik paremetre olan histolojik tiimériin derecesine gore

verilerimiz degerlendirildiginde, 25 tiimdr baskilayict genden 13’iinde (TP53, PTEN,
PAX5, CDH13, TP73, WT, ESR1, RB1, MSH6, CADM1, GATA5, RARp, CD44)
metilasyon gozlenmistir. 13 tiimdr baskilayic1 genden sadece dort tanesi (MSH6, WT1,
RB1, CDH13) digerlerine gore daha yiiksek oranlarda metilasyon sergilemistir. Yiiksek
dereceli papiller iirotelyal karsinomlu olgularda; MSH6 i¢in % 23.75, WT1 i¢in %
21.25, RB1 i¢in % 18.75 ve CDH13 igin % 13.75 metile profil saptanirken, MSH6 i¢in
% 38.75, WT1 i¢in % 41.25, RB1 igin % 43.75 ve CDH13 igin % 48.75 unmetile profil
belirlenmistir. Bulgularimizda, MSH6, WT1, RB1 ve CDH13 genlerinin promoter
metilasyonu ile tiimor derecesi arasinda anlamli bir iligki olmamasina ragmen,
metilasyon, diisiik dereceli papiller lirotelyal karsinomlara gore yiiksek dereceli papiller

tirotelyal karsinomlarda daha yiiksek oranda gozlenmistir.

Yapilan diger calismalara gbz attigimizda, Maruyama ve arkadaslarinin (2001)
yaptigi calismada, mesane kanserinin anormal promoter metilasyon profili ve
klinikopatolojik verilerle korelasyonu arastirilmistir. 10 genin metilayon durumu, 98
cerrahi rezeksiyonla alinmis mesane kanserinde tespit edilmistir ve ortalama metilasyon
indeksi (MI) hesaplanmistir. Mesane kanserlerinde test edilen genlerin metilasyon
frekanslar1 CDH1 i¢in % 36 (35/98), RASSF1A ve APC i¢in % 35 (34/98), CDH13 i¢in
% 29 (28/98), FHIT igin % 16 (16/98), RARp igin % 15 (15/98), GSTP1 igin % 11
(11/98), p16INK4A igin % 7 (7/98), DAPK i¢in % 4 (4/98) ve MGMT igin % 2 (2/98)
olarak bulunmustur. CDH13 metilasyonunun yiiksek timor derecesi ve nonpapiller
biiyiime paterni ile iliskili oldugu belirtilmistir. RARS, GSTP1, p16INK4A ve MGMT
genlerinin  promoter metilasyonunun kotii prognoz parametreleri (yiiksek derece,
nonpapiller biliylime paterni, kas invazyonu, yiiksek tiimdr evresi ve andploidi) ile

iligkili olmadig belirlenmistir.

Dulaimi ve arkadaslarinin (2004) yaptigi calismada, 45 mesane kanserinde (2 pTis,
16 pTa, 10 pT1 ve 17 pT2-4) bisiilfit sekanslamasiyla Rb tiimor baskilayict geninin ve
MSP yontemiyle p16INK4A, p14ARF, APC ve RASSF1A tiimor baskilayict genlerinin
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hipermetilasyon sikligi belirlenmistir. APC, RASSF1A ve pl4ARF timdr baskilayict
genlerinin en az birinde hipermetilasyon 45 mesane kanserinde tespit edilmistir. MSP
ile pl6INK4A’nin hipermetilasyonu % 7 (3/45) oraninda ve pl4ARF’nin
hipermetilasyonu % 35 (16/45) oraninda goriilmiistir. APC’nin  promotor
hipermetilasyon sikligt MSP ile % 69 (31/45) ve RASSF1A’nin % 51 (23/45) olarak
belirlenmistir. Hipermetilasyon, 16 pTa ve 2 pTis dahil olmak iizere mesane kanserinin
tiim patolojik derece ve evrelerinde tespit edilmistir. Hipermetilasyon her yastaki
hastalarda belirlenmistir. Hipermetilasyonla 45 tiimoriin derece veya evresi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamastir.

Kawamoto ve arkadaslarinin (2006) yaptig1 calismada, MSP kullanilarak, 34 erkek
ve 11 kadin toplam da 45 mesane kanseri hastasindan alinan 64 6rnekte p16INK4A ve
pl4ARF genlerinin metilasyon durumu incelenmistir. 45 hastada metilasyon oranlari
p16INK4A i¢in % 17.8 ve pl4ARF i¢in % 31.1 olarak tespit edilmistir. p16INK4A ve
pl4ARF genlerinin metilasyon oranlarmin invaziv mesane kanseri (>pT2) hastalarinda
yiizeyel mesane kanseri (<pT1) olanlara gore onemli Ol¢iide daha yiiksek oldugu
belirtilmistir. pl6INK4A ve pl4ARF genlerinin metilasyon durumlariyla timor
dereceleri arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. p16INK4A ve p14ARF genlerinin
metilasyon durumlartyla tedavi sonuglart arasinda anlamli bir iliski oldugu
belirlenmistir. p14ARF metilasyonunun prognoz iizerinde 6nemli olumsuz bir etkisi
oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, pl6INK4A metilasyonu olan hastalarda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmese de kotii prognoz egiliminde oldugu
gosterilmektedir. p16INK4A ve pl4ARF genlerinin MSP analizinin mesane kanseri olan
hastalarin patolojik evreleri, klinik sonuclar1 ve prognozu i¢in yararli bir biyobelirteg

oldugu belirtilmektedir.

Jarmalaite ve arkadaslarinin (2010) yaptigi ¢alismada, 6 tiimor baskilayict genin
(p16, pl4, RARB, RASSF1A, DAPK ve MGMT) promoter hipermetilasyonu, takip
sirasinda  toplanan 21 primer mesane kanseri Orneginde MSP yoOntemiyle
degerlendirilmistir. Hipermetilasyon prevalansi; RASSF1A i¢in % 43, RARp igin % 38,
pl6 icin % 19 ve DAPK igin % 19 olarak tespit edilmistir. Epigenetik olmayan
degisiklikler p14 ve MGMT genleri icin tespit edilememistir. pl6, pl4, RARP,
RASSF1A, DAPK ve MGMT genlerinin promoter hipermetilasyon sikliklari ile 1L-2

tedavisi sonras1 mesane tiimorlerinin klinik ve demografik parametreleri (evre, derece,
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yas, cinsiyet ve niiks) karsilastirilmigtir. p16 gen hipermetilasyonu olan mesane kanseri
hastalarinin IL-2 ile tedavi sonras1 daha diisiik niiks orani sahip oldugu belirlenmistir
ayrica RARp genin hipermetilasyonu ile tiimdr derecesi arasinda 6nemli 6l¢iide anlamli

bir iliski bulunmustur.

Lin ve arkadaglarinin (2010) yaptig1 ¢alismada, MSP yontemi, 57 mesane kanseri
hastasindan elde edilen tiimor ve idrar DNA'sinda mesane kanseri teshisi i¢in giivenilir
biyobelirtegleri tanimlamak amacli 4 genin (E-kaderin, p16, p14 ve RASSF1A) promoter
hipermetilasyonunu tespit etmek i¢in kullanilmigtir. Bu dort genin metilasyon
durumuyla klinikopatolojik parametreler (yas, cinsiyet, evre, derece ve sitoloji)
karsilastirilmistir. 57 tiimor doku 6rneginde hipermetilasyon oranlari; E-kaderin igin %
53, p16 i¢in % 56, pl4 i¢in % 42 ve RASSF1A icin % 74 olarak belirlenirken, 57 idrar
orneginde hipermetilasyon oranlari; E-kaderin igin % 35, p16 i¢in % 35, p14 i¢in % 33
ve RASSF1A igin % 65 olarak saptanmistir. Mesane tiimor dokularindaki pl4
hipermetilasyonuyla, diisiik dereceli tiimoérler arasinda anlamli bir iliski bulunmustur.
Ancak, E-kaderin, p16 ve RASSF1A genlerinin hermetilasyonu ile klinikopatolojik

parametreler arasinda anlamli bir iliski belirlenmemistir.

Eissa ve arkadaglarinin (2011) yaptig1 caligmada, 210 mesane kanseri, 61 benign
tirolojik rahatsizligi olan hastanin ve 49 saglikli géniilliniin idrar 6rneklerinde MSP
yontemi kullanilarak RARS2 ve APC genlerinin metilasyon durumlari analiz edilmistir.
RARS2 ve APC genlerinin metilasyon oranlari saglikli goniillillerde % 0, benign
tirolojik rahatsizligi olan hastalarda sirasiyla % 16.4, % 5 ve mesane kanseri
hastastalarinda sirasiyla % 62.8, % 59.5 olarak belirlenmistir. RARS2 ve APC genlerinin
metilasyonlar ile klinikopatolojik veriler (yas, cinsiyet, bilharziasis, sigara kullanimu,
patolojik tip, histolojik derece, klinik evre) arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir,

ancak her iki genin hipermetilasyonu tiim derece ve evrelerde tespit edilmistir.

Lin ve arkadaglarinin (2011) yaptig1 ¢aligmada, bir tiimdr baskilayici olarak islev
goren H-kaderin (CDH13), siklikla mesane TCC dahil insan kanserlerinde promoter
metilasyonu tarafindan susturulur. Mesane TCC hastalarinda serum o&rneklerinde
CDH13 geninin promoter metilasyonunun klinik O6nemi arastirilmigtir. 127 primer
mesane TCC hastadan ve 41 saglikli goniilliden (kontrol) alinan serum &rneklerinde

CDH13’iin metilasyon durumu MSP ile ¢alisilmistir. CDH13 metilasyonu mesane TCC
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olan 39 hastada % 30.7 oraninda bulunmustur, ancak kontrollerde tespit edilmemistir.
CDH13’iin metilasyon durumu ile klinikopatolojik veriler (yas, cinsiyet, timdr sayisi,
timor boyutu, tiimor sekli, tiimor niiksii, timor derecesi ve timor evresi)
karsilastirilmistir. CDH13 metilasyonu 6nemli 6l¢iide ileri tiimor evresi, yiiksek dereceli

tiimor, biiylik timdr boyutu, tiimor niiksii ve kotl prognoz ile iligkili bulunmusgtur.

Eissa ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 ¢alismada, mesane kanseri tanisi koyulan 100
hastanin (77 TCC ve 23 SCC), benign iirolojik rahatsizligi olan 65 hastanin ve 51
saglikli goniilliinin idrar 6rneklerinde RARB2 geninin promoter metilasyonu MSP
yontemiyle analiz edilmistir. RARS2 geninin metilasyon durumu ile Kklinikopatolojik
parametreler (sigara kullanimi, schistosomiasis, patolojik tiir, evre, derece ve idrar
sitolojisi) karsilastirilmistir. RARS2 geninin promoter metilasyon oranlari: 77 TCC doku
orneginde % 64.9, 23 SCC’de % 65.2, 65 benign iirolojik rahatsizlig1 olanlarda % 85.7
ve 51 kontrolde % 73.2 olarak tespit edilmistir. RARS2 geninin hipermetilasyonu 6nemli

Olciide yliksek tiimor derecesi ile iligkili bulunmustur.

Klinikopatolojik paremetrelerden olan patolojik tiimér suiflandirmasina (TNM)

gore, bulgularimizda 13 tiimor baskilayict gen pTa, pT1 ve pT2 gibi farkli evrelerde
metilasyon gostermistir. Ancak en ¢ok metilasyon pT1 evresinde gozlenmistir. pT1
evresindeki olgularda; en sik metillenen dort gene baktigimizda: MSH6 i¢in % 17.5,
WT1 i¢in % 18.75, RB1 igin % 11.25 ve CDH13 i¢cin % 10 metilasyon saptanirken,
MSH6 icin % 27.5, WT1 icin % 26.25, RB1 i¢in % 33.75 ve CDH13 i¢in % 35
metilasyon belirlenemistir. Verilerimizde, genlerin metilasyon durumuyla timoériin
evresi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir. MSH6, WT1, RB1
ve CDH13 genlerinin promoter metilasyonu ile tlimor evresi arasinda anlamli bir iliski
olmamasina ragmen, diger evrelere gore pT1 evresinde daha yiliksek oranda metilasyon

tespit edilmistir.

Bu konuyla ilgili diger ¢aligmalara baktigimizda, Catto ve arkadaslarinin (2005)
yaptig1 calismada, 116 mesane ve 164 {ist iiriner sistem tiimoriinden (UTT) olusan
toplam 280 hastadan elde edilen TCC dokuda, metilasyon-duyarli polimeraz zincir
reaksiyonu ve bisiilfit sekanslamasi kullanilarak 11 CpG adasmin (GSTP1, hMLH1,
hMSH2, RARp, DAPK, pl6, pl4, E-kaderin, MGMT, RASSF1A, MINT31)

hipermetilasyonu analiz edilmistir ve hipermetilasyon tiimérlerin klinikopatolojik
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verileri, mikrosatellit istikrarsizlik durumu ve daha sonraki davaniglart ile
karsilastirilmistir. Mesane TCC dokularinda; GSTP1 i¢in % 0, hMLH1 i¢in % 1, hMSH2
icin % 0, RARp igin % 24, DAPK igin % 8, p16 i¢in % 9, p14 i¢in % 8, E-kaderin i¢in
% 60, MGMT i¢in % 10, RASSF1A i¢in % 54, MINT31 i¢in % 1 olarak belirlenmistir.
UTT TCC dokularinda; GSTP1 i¢in % 0, hMLHL1 i¢in % 12, hMSH2 i¢in % 0, RARfS
icin % 37, DAPK igin % 5, p16 icin % 22, pl4 i¢in % 12, E-kaderin igin % 79, MGMT
icin % 8, RASSF1A i¢in % 63, MINT31 i¢in % 15 olarak tespit edilmistir. Metilasyon
durumu, metilasyon gozlenmeyen tiimorler ile karsilagtirildiginda ileri timor evresi,
yiiksek tiimor progresyonu ve yiiksek mortalite oranlar ile iligkili bulunmustur. RARfS

CpG hipermetilasyonunun artan tiimér evresiyle iligkili oldugu belirlenmistir.

Kunze ve arkadaglarinin (2006) yaptig1 calismada, 14 yiizeyel diisiik dereceli (grade
1), diisiik evreli (pTa) papiller ve 11 kasa invaze nonpapiller (solid) yiiksek dereceli
(grade 3), yiiksek evreli (pT2b) TCC’da caveolin-1, hDAB2IP ve p53 tiimor baskilayici
genlerin promoter metilasyonu MSP yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Ek olarak
27 kasa invaze SCC ve 8 kasa invaze olmayan kiigiik hiicreli karsinom (SCBC)
calismaya dahil edilmistir. 14 yiizeyel disiik dereceli (grade 1), diisiik evreli (pTa)
papiller TCC’de caveolin-1 i¢in metilasyon tespit edilememistir ancak hDAB2IP igin
metilasyon frekansi % 50 olarak belirlenmistir. p53 geninin promoter metilasyonu
diisiik dereceli, diisiik evreli TCC’de % 28.6 olarak tespit edilmistir. 11 kasa invaze
nonpapiller (solid) yiiksek dereceli (grade 3), yiiksek evreli (pT2b) TCC’da metilasyon
oranlar1 caveolin-1 i¢in % 0, hDAB2IP i¢in % 72.7 ve p53 i¢in % O olarak
belirlenmistir. 27 kasa invaze SCC’da metilasyon oranlari caveolin-1 igin % 25.9,
hDAB2IP igin % 48.1 ve p53 igin % 7.4 olarak ve 8 kasa invaze olmayan SCBC’da
metilasyon oranlar1 caveolin-1 i¢in % 50, hDAB2IP igin % 50 ve p53 igin % 25 olarak
tespit edilmistir.

Marsit ve arkadasglarinin (2006) yaptig1 ¢aligmada, mesane kanseri tanis1 konmusg
yaslar1 25-74 araliginda olan hastalardan alinan toplamda 351 tiimor dokusunda MSP
yontemi kullanilarak p16INK4A, RASSF1A ve PRSS3 genlerinin metilasyon durumlari
tespit edilmistir ve ayni zamanda mesane kanseri hastalarinda hem sigara hem de
arsenik maruziyetiyle pl6INK4A, RASSF1A ve PRSS3 genleri arasindaki iliski
arastirilmistir. p16INK4A’nin  promotor hipermetilasyon orami % 30.8 (108/351),
RASSF1A igin % 32.2 (113/351) ve PRSS3 i¢in % 33 (116/351) olarak belirlenmistir.
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pl6INK4A, RASSF1A ve PRSS3 genlerinin metilasyon durumlart ile klinikopatolojik
ozellikler (yas, cinsiyet, histoloji, tiimdr evresi gibi) karsilastirilmis ve pl6INK4A
promotor metilasyonunun, timor evresiyle istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi
bulunmamasina ragmen, siklikla invaziv evre tiimorlerde ortaya g¢ikma egiliminde

oldugu belirtilmistir.

Neuhausen ve arkadaglarinin (2006) yaptigi c¢alismada, 96 mesane karsinom
dokusunda MSP ile 6 genin (SFRP1, APC, RASSF1A, DAPK1, RARS ve pl6INK4A
(CDKN2A) hipermetilasyonu ve Southern blot ile LINE-1 hipometilasyonu analiz
edilmistir. Hipermetilasyon sikliklari: SFRP1 igin % 55 (53/96), APC igin % 45 (43/96),
RASSF1A i¢in % 35 (34/96), DAPK1 i¢in % 29 (28/96), RARp igin % 19 (18/96) ve
p1l6INK4A (CDKN2A) igin % 2 (2/96) olarak belirlenmistir. LINE-1 hipometilasyonu,
hipermetilasyondan biiyiik 0Olglide bagimsiz ve % 90 olarak tespit edilmistir.
Hipermetilasyon, 6zellikle invaziv kanserlere gecis de timor evresi ile artmistir ve
RARP hipermetilasyonu 6nemli 6lglide timor evresi ve lenf nodu tutulumu ile iliskili

bulunmustur.

Malekzadeh ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 ¢calismada, MSP ve yar1 kantitatif ters
transkriptaz-PCR (SQR-PCR) yontemleri kullanilarak 103 mesane tiimor dokusunda ve
48 kontrol parafine gomiili dokuda tiimorle iligkili olan Casp8 ve RB1 genlerinin
metilasyon durumu ve bu durumun ekspresyonlar iizerinde etkisi belirlenmeye
calisilmigtir. Casp8 i¢in % 19.4 ve RB1 igin % 28.2 oraninda mesane kanserinde
metilasyon tespit edilmistir. RB1 ve Casp8 genlerinin metilasyonu hastalar ve saglikli
Kontroller arasinda 6nemli Olgiide farkliliklar gostermistir. RB1 metilasyonuna 60 yas
alt1 ve 60 yas istii hastalarda gozlenirken, Casp8 metilasyonu silikla 60 yas isti
hastalarda belirlenmistir. pT2 ve pT3 evrelerindeki mesane kanseri olan hastalarda RB1
ve Casp8 genlerinin metilasyonunda artis gézlenmistir. RB1 metilasyonu, mesane

kanserinin ilerlemesi ve gelisimi i¢in prognoz gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Serizawa ve arkadaslarinin (2011) yaptigi ¢alismada, 118 (116 TCC, 1
adenokarsinom ve 1 SCBC) mesane kanseri olan hastadan alinan 105 tiimor
biyopsisinde ve 113 idrar Orneginde sistematik olarak mutasyonlar i¢in FGFRS,
PIK3CA, TP53, HRAS, NRAS ve KRAS genleri taranmistir ve gercek-zamanlt PCR

yontemi olan, bir kantitatif floresan bazli MethyLight yontemi kullanilarak 11 genin
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(APC, pl4ARF, DBC1, pl6INK4A (CDKN2A), RARS, RASSF1A, SFRP1, SFRP2,
SFRP4, SFRP5 ve WIF1) metilasyon durumlari degerlendirilmistir. Metilasyon
frekanslar1; ARF icin % 0, p16INK4A (CDKN2A) ve WIF1 i¢in % 1 olarak ve diger
genlerin metilasyon oranlar1 APC i¢in % 77, DBC1 icin % 38, RARS i¢in % 57,
RASSF1A i¢in % 58, SFRP1 igin % 41, SFRP2 i¢in % 58, SFRP4 i¢in % 50 ve SFRP5
icin % 62 olarak tespit edilmistir. APC, p14ARF, DBC1, p16INK4A (CDKN2A), RARS,
RASSF1A, SFRP1, SFRP2, SFRP4, SFRP5 ve WIF1 metilasyon durumlari ile
klinikopatojik parametreler (evre, derece, timor boyutu, timor sayisi, sigara kullanimi
ve sitoloji) karsilastirilmistir. RASSF1A, SFRP1 ve RARS genlerinin hipermetilasyonu
yiiksek evre ile ve RASSF1A, SFRP5 and RARf genlerinin hipermetilasyonu yiiksek

derece ile iliskili bulunmustur.

Lin ve arkadaslarinin (2012) yaptigi calismada, MSP kullanilarak 133 primer mesane
TCC orneginde ve 43 normal mesane epitel dokularinda H-kaderin’in (CDH13)
metilasyon durumu incelenmistir ve daha sonra H-kaderin’in metilasyon durumu ile
hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri (yas, cinsiyet, timdr sayisi, tiimor boyutu, timor
sekli, tiimor niiksi, derece, evre ve sigara kullanma durumu) arasindaki iliski analiz
edilmistir. H-kaderin’in metilasyonu mesane TCC o&rneklerinin 47’sinde % 35.3
oraninda tespit edilirken, kontrollerde % 0 olarak belirlenmistir. H-kaderin metilasyonu
onemli Olciide ileri evre, yiiksek derece, tiimdr boyutu biiyiikliigii, timdr niiksii ve kotii

prognoz ile iliskili bulunmustur.

Son olarak bir diger klinikopatolojik paremetre olan kas invazyonuna gore, UK

olgularinda 13 tiimor baskilayict gende kasa invazyonu degerlendirdigimizde en fazla
metilasyon kasa invaze olan olgularda gozlenmistir. Kasa invazyon varliginda; en sik
metillenen dort gene baktigimizda: MSH6 i¢in % 18.75, WT1 icin % 20, RB1 i¢in %
18.75 ve CDH13 igin % 16.25 olarak metilasyon tespit edilirken, MSH6 igin % 42.25,
WTL1 igin % 41.25, RB1 i¢in % 42.5 ve CDHI13 igin % 45 olarak metilasyon
saptanmamistir. MSH6, WT1, RB1 ve CDH13 genlerinin promoter metilasyonu ile kas
invazyonu arasinda anlamli bir iliski olmamasina ragmen, kas invazyonu varliginda

daha yiiksek oranda metilasyon belirlenmistir.

Yapilan diger c¢alismalara goz attigimizda, Chan ve arkadaslarinin (2002) yaptigi

calismada, 98 TCC (transizyonel hiicreli karsinom) ve 4 karsinoma in situ olgusunda 7
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genin metilasyon durumu (R4Rp, DAPK, E-kaderin, p16, p15, GSTP1 ve MGMT) MSP
yontemiyle analiz edilmistir. Ayrica 22 TCC hastasinin idrar1 6rnegi de analiz
edilmistir. Transizyonel hiicreli karsinomun tiimor dokularinda p15 i¢in % 13.3, GSTP1
icin % 5.1 ve MGMT i¢in % 5.1 oranlarinda anormal metilasyon yaygin degilken, RARfS
icin % 87.8, DAPK igin % 58.2, E-kaderin i¢in % 63.3 ve p16 i¢in % 26.5 oranlarinda
daha sik gozlenmistir. Metilasyon durumu ile derecelendirme veya kasa invaze olma
arasinda bir iligki gorilmemistir. 22 TCC hastasinin idrar 6rneginde metilasyon
oranlari; DAPK i¢in % 45.5, RARS i¢in % 68.2, E-kaderin i¢in % 59.1, p16 i¢in % 13.6
olarak belirlenmistir. Karsinoma in situ dokularinda metilasyon oranlari; RARS igin %
50, DAPK ig¢in % 75 ve E-kaderin i¢in % 50 oranlarinda ve diger genlerin metilasyon
oranlar1 % 0 olarak tespit edilmistir. 7 normal tirotelyum 6rneginde ve 17 normal idrar
kontrollerinde RARf disindaki genlerde metilasyon gozlenmemistir. RARS metilasyonu
3 normal iirotelyum o6rneginde % 42.9 oraninda ve 4 normal idrar orneginde % 23.5

olarak belirlenmistir.

Dominguez ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 ¢alismada, 100 meme, 95 kolon ve 27
mesane kanserinde MSP ile p16INK4A ve p14ARF genlerinin metilasyon durumlari her
tiimor 0rneginde ve normal dokuda es zamanli olarak analiz edilmistir. p14ARF, {i¢
timor tipinin timiinde pP1l6INK4A’dan daha yiiksek oranda hipermetilasyon
gostermistir. Hipermetilasyon frekanslari: 100 meme kanseri 6rneginde, p14ARF i¢in %
24, p16INK4A icin % 19; 95 kolon kanseri 6rneginde, p14ARF icin % 33, p16INK4A
icin % 20; 27 mesane kanseri 6rneginde, p14ARF icin % 56, p16INK4A icin % 18
olarak belirlenmistir. p16INK4A ve pl4ARF’nin anormal metilasyonu dnemli dlgiide ii¢
timor tipinin kot prognozu klinikopatolojik parametrelerle korelasyonlu oldugu tespit
edilmigtir. Mesane kanserlerindeki pl6INK4A ve pl4ARF genlerinin metilasyon
durumlan ile klinikopatolojik parametreler karsilastirildiginda, p16INK4A promotor
hipermetilasyonu 6nemli 6lgiide pozitif nodlar, kas invazyonu, tedavi, timorlerin niiksii
ve evre ile iligkili bulunmustur. p16INK4A ve pl4ARF’nin hipermetilasyonunun hem
meme, kolon ve mesane karsinogenezinde rol oynadigi hem de bu iki genin anormal

metilasyonunun tiimorlerin kotii prognozu ile iliskili oldugu bulunmustur.

Jarmalaite ve arkadaslarinin (2008) yaptig1 calismada, p16, RARfS, RASSF1A, DAPK
ve MGMT genlerinin promotér hipermetilasyonu MSP kullanilarak yiizeyel mesane

kanseri olan 58 ve benign tirolojik rahatsizligi bulunan 2 hastada analiz edilmistir. 58
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mesane kanserinin mevcut serisinde hipermetilasyon prevalanst RARS icin % 40,
RASSF1A i¢in % 29, DAPK i¢in % 28, pl16 icin % 14 ve MGMT igin % 7 olarak
belirlenmistir. p16, RARSB, RASSF1A, DAPK ve MGMT genlerinin hipermetilasyon
siklig1 klinikopatolojik verilerle (evre, derece, kasa invazivlik ve takip sirasinda niiks)
karsilastirilmistir. Hipermetilasyon sikligi ve genlerin sayist timor evresi, derecesi ve
kasa invazivlik ile artis gosterdigi belirtilmistir. RASSF1A geninin anormal metilasyonu
kasa invaze tiimorlerde ve RARS geninin anormal metilasyonu yiiksek dereceli
timorlerde baskin olarak gozlenmistir. RARS geninin anormal metilasyonu tiimor

derecesiyle iliskili oldugu bulunmustur.

Lin ve arkadaslarinin (2012) yaptigi ¢alismada, mesane tiimorii ve patolojik olarak
normal {iirotelyumla eslestirilmis doku ornekleri 50 mesane kanseri hastasindan elde
edilmistir. E-kaderin, p16, p14 ve RASSF1A genlerinin promoter metilasyonlart MSP ile
aragtirtlmistir. Bu hastalarin klinikopatolojik verileri de mesane kanseri niikstinde
anormal metilasyonun klinik duruma etkisini degerlendirmek i¢in analiz edilmistir.
Patolojik olarak normal iirotelyum o6rneklerinde E-kaderin hipermetilasyonu % 30,
pl6’nin % 16, pld’tin % 14 ve RASSF1A’nin % 36 olarak belirlenmistir. Mesane
timori orneklerinde ise hipermetilasyon frekanslari; E-kaderin ig¢in % 48, p16 i¢in %
64, pl4 i¢cin % 36 ve RASSF1A icin % 62 olarak tespit edilmistir. Promoter
hipermetilasyonu patolojik olarak hem normal iirotelyumda hem de mesane kanseri
hastalarinin tiimor Orneklerinde sik goriilmektedir. pl4 hari¢ herhangi bir gendeki
hipermetilasyon ile kas/organ invazyonu ve evre/derece arasinda anlamli bir iliski

gdzlenmemistir.

DNA metilasyonu araciligr ile gen ekspresyonunun baskilanmasi, karsinogenezin
tim evrelerinde gozlemlenebilen 6nemli bir degisimdir. Birgok genin ilk ekzonuna
yerlesik CpG’den zengin bdlgelerin metilasyonu, bu bolgeye metil-CpG’ye baglanan
proteinlerle birlikte histon deasetilazlar, metiltransferazlar ve ATP-bagimli kromatin-
remodeling enzimler gibi transkripsiyonal sessizlesme ile iligkili proteinlerin
toplanmasina neden olur (Abbosh 2008). Onemli timér baskilayici proteinleri, ilag
metabolize edici enzimleri ve DNA tamir proteinleri gibi 6nemli anahtar proteinleri
kodlayan genlerin transkripsiyonal sessizlesmesi karsinogenez siirecinde, invazivlik ve
metastatik yetenegin kazanilmasinda, anjiogenezde ve tedavi direncinin olugmasinda

onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle, bir¢ok calismada DNA metilasyonu hem
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biyomarker olma hem de tedavi stratejilerinin belirlenmesinde énemli bir hedef olarak
yer almaktadir. Ozellikle klinik &rneklerle yapilan ¢alismalar, kanserin
patofizyolojisinin aydinlatilmasinda ¢ok daha yararli ve yeni bilgilerin elde edilmesine
yardimci olmaktadir (Abbosh 2008, Rodriguez-Paredes ve Esteller 2011, Taberlay ve
Jones 2011). DNA metilasyon tespiti, malign ve malign olmayan hastaliklar arasindaki

ayrimi yapmada da 6nemli bir marker olarak tanimlanmaktadir (Hellwinkel vd 2008).

Yaptigimiz ¢alismada saptadigimiz TP53, PTEN, PAX5, CDH13, TP73, WT1, ESR,
RB1, MSH6, CADM1, GATA5, RARS ve CD44 olmak iizere toplam 13 timor
baskilayici genin promoter metilasyonlar1 arasinda yiiksek oranlarda metillenen
CDH13, WT1, RB1 ve MSH6 genlerinin metilasyon durumlar1 ile klinikopatolojik
parametreleri karsilastirdigimizda, genel olarak c¢alistigimiz olgularin % 75°1 metile, %
25’1 unmetile profile sahipken alt gruplarin sayisal degerlerinin az olmasindan dolay1
metilasyon ile klinikopatolojik parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
ilisgki bulunamamistir. Dogru, anlamli istatistiksel bir sonu¢ elde etmek i¢in bdyle

calismalarda incelenen vaka sayisini artirmak gereklidir.

Yukaridaki literatiir taramasindaki sonuglart da dikkate aldigimizda hem g¢alisilan
olgularin hem de yontemlerin farkli olmasi nedeni ile bizim sundugumuz calismada
dahil olmak {izere mesane kanserlerinin tani, tedavi ve prognozda kullanilabilecek net
bir biyobelirte¢ 6nerilememektedir. Dolayisiyla multi disipliner ¢alismalarin planlandig

fazla 6rnek sayili arastirmalara ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmaktadir.
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6. SONUC

Kanser gelisiminde ve ilerlemesinde epigenetik mekanizmalar 6nemlidir. CpG
adalarmmin  hipermetilasyonu,  tiimor  baskilayicti  genlerin  transkripsiyonel
sessizlesmesinde kritik rol oynar. DNA metilasyonu insan kanserlerinde en ¢ok calisilan
epigenetik mekanizmadir. Timorle iliskili genlerin promoteriindeki CpG adalarinin
DNA hipermetilasyonu ve bunlarin sonucu susturulmasi kanserlerde yaygin goriilen

epigenetik bir anormalliktir.

Kanserle iligkili genlerin anormal promoter metilasyonunun belirlenmesi, kanserin
tanisi, prognozu veya tiimorlerin metastatik potansiyelinin tespiti icin gerekli olabilir.
Kanser gelisiminde, 6zellikle tiimor baskilayic1 genlerin metilasyonunun erken evrede
gozlenmesi, hipermatilasyonun kanserin erken tanisi i¢in dnemli bir marker oldugunu

gosterebilir.

Bu amagla gergeklestirilen aragtirmanin sonuglar1 asagida 6zetlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada, Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 mesane kanseri dokusuna
ait parafin blok ornekleri ile 25 tiimor baskilayict genin metilasyon durumu Metilasyon
spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-MLPA) yontemi ile
degerlendirilmistir. Tiim olgularimizda, % 75 (60/80) oraninda metilasyon, % 25
(20/80) oraninda unmetilasyon saptanmistir. Mesane kanseri doku orneklerinde en sik
metillenen genlerin MSH6, WT1, RB1 ve CDH13 oldugu belirlenmistir. Urotelyal
karsinomlarda en sik metillenen genlerin yiizdeleri; MSH6 (% 36.25), WT1 (% 33.75),
RB1 (% 27.5) ve CDH13 (% 21.25) olarak tespit edilmistir. Diger timor baskilayict
genlerin metilasyonlar;; BRCA1 (% 0), BRCA2 (% 0), ATM (% 0), TP53 (% 7.5), PTEN
(% 1.25), MGMT (% 0), PAX5 (% 3.75), TP73 (% 6.25), VHL (% 0), GSTP1 (% 0),
CHFR (% 0), ESR1 (% 1.25), THBS1 (% 0), CADM1 (% 2.5), STK11 (% 0), PYCARD
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(% 0), PAX6 (% 0), CDKN2A (% 0), GATA5 (% 2.5), RARS (% 3.75) ve CD44 (% 2.5)

olarak belirlenmistir.

* Urotelyal karsinom tanis1 almis 80 olgunun % 87.5’inin 50 yas iizerinde oldugu ve

bunlarin % 65’inde metilasyon saptanirken, % 22.5’inde metilasyon gézlenmemistir.

* Olgularin % 87.5’inin erkek oldugu ve bunlarin % 67.5’1 metile profile sahipken, %

20’sinin unmetile oldugu saptanmistir.

* Olgularin TNM siniflandirilmasina gore, % 45 oraninda pT1 evresinde oldugu ve

bunlarin % 35’inin metile, % 10’unun unmetile oldugu belirlenmistir.

* Tliim olgularda lenf nodu metastazina ve uzak bolgelere metastaz saptanmamistir.

* Histolojik tiimoriin derecesine gore, olgularin en yiiksek oranda % 62.5’inin yiiksek
dereceli papiller iirotelyal karsinom oldugu ve bunlarin % 47.5’1 metile profile

sahipken, % 15’inin unmetile profile sahip oldugu tespit edilmistir.

* Histolojik tiimoriin kas invazyonuna gore, olgularin % 61.25’inde kas invazyonunun

oldugu ve bunlarin % 45’inin metile, % 16.25’inin unmetile oldugu saptanmuistir.

* Urotelyal karsinom tamis1 almis 80 olguda tiimdr baskilayici genlerin metilasyon
yiizdeleri yiiksek oranlarda gozlenmesine ragmen, metilasyon ile klinikopatolojik

parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki belirlenememistir.

* UK’lu 80 olguda 25 tiimor baskilayict genden 13’iinde (TP53, PTEN, PAX5, CDH13,
TP73, WT, ESR1, RB1, MSH6, CADM1, GATA5, RARS ve CD44) hipermetilasyon
gbzlenmistir. 13 timor baskilayic1 genden sadece dort tanesi (MSH6, WT1, RB1, ve
CDH13) digerlerine gore daha yiiksek oranlarda metilasyon sergilemistir. MSH6, WT1,
RB1 ve CDH13 genlerinin promoter metilasyon durumlari ile klinikopatolojik

parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski bulunamamustir.

* MS-MLPA analizi, bircok genin ayni anda metilasyon profilini inceleyebilen, etkin,

kolay ve hizli bir yontemdir.
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Sonug olarak; mesane kanserinin patogenezinde, tiimor baskilayici genlerde
meydana gelen DNA metilasyon profillerindeki degisimler 6nemli rol oynamaktadir ve
MS-MLPA yontemi, tek bir reaksiyonda birden fazla hedef tiimor baskilayict gende
meydana gelen DNA metilasyon profillerindeki degisimleri basarili bir bigimde analiz

etmemize olanak saglamistir.
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