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     Mesane kanserlerinin yaklaĢık % 10’u skuamöz hücreli karsinom ya da 

adenokarsinom, % 90’ından fazlası ürotelyal karsinomlardır. Ürotelyal 

karsinomlar, dünyadaki mesane kanserinin büyük çoğunluğunu oluĢturur. Mesane 

kanseri çok faktörlü bir hastalıktır, bu yüzden hem çevresel hem de genetik 

faktörlerin hastalığın geliĢiminde ve ilerlemesinde rolü vardır. 

 

     Kanser geliĢiminde ve ilerlemesinde epigenetik mekanizmalar önemlidir. CpG 

adalarının hipermetilasyonu özellikle tümör baskılayıcı genlerin transkripsiyonal 

sessizleĢmesinde kritik rol oynar. Spesifik tümör baskılayıcı genlerin 

promoterlerinin DNA metilasyonu en çok çalıĢılan epigenetik mekanizmadır. 

 

     Bu çalıĢmada, Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe 

Amplification (MS-MLPA) yöntemi kullanılarak mesane kanserleriyle daha 

önceden iliĢkilendirilmiĢ 25 tümör baskılayıcı genin promoter bölgelerinin 

metilasyon paternlerinin incelenmesi amaçlandı. 

 

     Bu çalıĢmaya ürotelyal karsinomu olan 80 olgu dahil edildi. DNA metilasyon 

analizi formalinle fikse edilmiĢ parafine gömülü mesane kanseri doku örneklerinde 

gerçekleĢtirildi. DNA izolasyonunu takiben, SALSA MS-MLPA ME002-B1 tumor 

suppressor probemix kiti kullanılarak MS-MLPA yöntemi ile 25 tümör baskılayıcı 

genin promoter bölgelerinin metilasyon paternleri analiz edildi. 

 

     Mesane kanseri doku örneklerinin % 75’i metile, % 25’i unmetile olarak 

belirlendi. MetillenmiĢ genler arasında en yüksek metilasyon oranı MSH6, WT1, 

RB1 ve CDH13 genlerinde tespit edildi. Bu dört genin metilasyon durumları ile 

klinikopatolojik parametreler karĢılaĢtırıldığında aradaki farklar istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı. 

 

     Sonuç olarak, MS-MLPA yönteminin mesane kanserinin metilasyon 

profillerinin taranmasında kullanılabilecek, ucuz ve hızlı sonuç verebilen bir 

teknik olduğu görüldü. Mesane kanserinin erken tanısında MS-MLPA yönteminin 

rutin kullanıma geçirilmesinde daha kapsamlı araĢtırmalara ihtiyaç vardır. 

 

Anahtar Sözcükler: Ürotelyal karsinom, Tümör baskılayıcı genler, DNA metilasyonu, 

MS-MLPA 
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ABSTRACT 

 

Determination of Methylation Patterns of Tumor Suppressor Genes 

Associated with Urothelial Carcinoma by Multiplex Ligation 

Dependent Probe Amplification (MLPA ) method. 
 

BoztaĢ, Sıddıka 

M. Sc. Thesis in Department of Medical Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Gülseren BAĞCI 

                                          Co-adviser: Doç. Dr. Emre TEPELĠ 

 

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 ME002-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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PYCARD          Apoptoz ile iliĢkili leke benzeri protein (ASC) 

p14ARF            CDKN2A (Siklin-bağımlı kinaz inhibitörü 2A) izoform 4 

QMSP               Kantitatif metilasyon-spesifik PCR 

RARβ                Retinoik asit reseptörü β  

RASSF1A         Ras iliĢkili domain aile üyesi 1 A 

RB1                   Retinoblastoma 1 

RISC                 RNA ile indüklenen susturma kompleksi 

RUNX3             Runt-iliĢkili transkripsiyon faktörü 3 

S100A               S-100 ailesi   

SAM                 S-adenozilmetionin 

SCBC                Küçük hücreli mesane karsinomu 

SCC                  Skuamöz hücreli karsinom 

SFRP1               Secreted frizzled-related protein 1 

SFRP2               Secreted frizzled-related protein 2 

SFRP4               Secreted frizzled-related protein 4 

SFRP5               Secreted frizzled-related protein 5 

SINE                 Short interspersed nuclear element 

SOCS1              Sitokin sinyali baskılayıcı 1 

SQR-PCR         Yarı kantitatif ters transkriptaz-PCR 

STAT1              Sinyal dönüĢtürücü ve  transkripsiyon aktivatörü 1 

STK11              Serin/treonin kinaz 11 

SOX9                Cinsiyet belirleyen bölge Y box 9 



 

 

xii 

TCC                  Transizyonel hücreli karsinom 

TERT                Telomeraz ters transkriptaz 

THBS1              Thrombospondin 1 

TIG1                  Tazaroten kaynaklı 1; RARRES1 (Retinoik asit reseptörüne cevap 1) 

TIMP3               Metalloproteinaz doku inhibitörü 3 

TNFRSF21       Tümör nekroz faktörü reseptörü süper aile üyesi 21 

TNFRSF25       Tümör nekroz faktörü reseptörü süper aile üyesi 25 

TNM                 Tümör-Nod-Metastaz 

TP53                 Tümör proteini p53 

TP73                  Tümör proteini p73 

TSG                   Tümör baskılayıcı gen 

TUR                  Transüretral rezeksiyon 

UICC                 International Union Against Cancer 

UTT                  Üst üriner sistem tümörü 

ÜK                    Ürotelyal karsinom 

VIM                  Vimentin 

VHL                  von Hippel-Lindau tümör baskılayıcı 

WIF1                WNT inhibitör faktörü 1 

WT1                 Wilsm tümörü 1 

YDPÜK           Yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinom 
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1. GĠRĠġ  

      

 

     Kanser, insanoğlunun çare bulmaya çalıĢtığı, her iki cinsiyet ve her yaĢtan bireyin 

sağlığını önemli ölçüde tehdit eden, çeĢitli genetik ve epigenetik değiĢiklikler 

sonucunda, onkogenlerin aktif ve  tümör baskılayıcı genlerin inaktif hale gelmesi ile 

geliĢen kompleks bir hastalıktır.  

 

     Kanserin patogenezi, gen mutasyonları, gen ekspresyonundaki değiĢiklikler, protein 

fonksiyonları ve diğer hücresel süreçler dahil birden fazla moleküler değiĢikliklere 

dayandırılabilir. Özellikle, tümör baskılayıcı genlerin promoter bölgelerindeki 

hipermetilasyon, karsinogenez sırasında düzenleyici genlerin transkripsiyonal 

susturulması ile iliĢkili erken evrede ve sık görürülen bir olaydır (Jarmalaite vd 2008). 

Bu yüzden günümüzde oldukça fazla sayıda kanserle ilgili çalıĢma bulunmaktadır. 

Görülme sıklığına bağlı olarak mesane kanseri de çok yönlü araĢtırılan kanserlerden 

birisidir. 

 

     Mesane kanseri, dünyada genitoüriner sistemin en yaygın görülen ikinci kanseridir 

ve üriner sistem rahatsızlığı olan hastalarda kanserle ölümlerin baĢlıca ikinci nedenidir 

(Enokida ve Nakagawa 2008). T. C. Sağlık Bakanlığı Türkiye Halk Sağlığı Kurumu 

2008 yılı Türkiye kanser istatistiklerine göre, mesane kanseri en sık görülen ilk 12 

kanser türü arasında erkeklerde 3. sırada, kadınlarda ise 11. sırada yer almaktadır 

(WEB_1, 2013). Mesane kanserlerinin, yaklaĢık % 10‟u (skuamöz hücreli karsinom ya 

da adenokarsinom) ürotelyal kökenli değilken (Jeronimo ve Henrique 2011), % 

90‟ından fazlası ürotelyumdan geliĢen ve en sık görülen tipi olan ürotelyal 

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

 

     Kanser geliĢiminde ve ilerlemesinde genetik mekanizmaların yanında epigenetik 

mekanizmalar da çok önemlidir (Sanchez-Carbayo 2012). Bunların içinde CpG 
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adalarının hipermetilasyonu, transkripsiyonal susturulmada ve tümör baskılayıcı 

genlerin inaktivasyonunda kritik rol oynar (Kawamoto vd 2006, Christoph vd 2007, 

Jarmalaite vd 2010, Sanchez-Carbayo 2012). Özellikle sık metillenmiĢ genler, hücre 

döngüsünün kontrolü, DNA onarımı, apoptoz ve invazyon gibi faklı biyolojik 

yolaklarda yer alır (Jarmalaite vd 2008, Sanchez-Carbayo 2012). Mesane kanserinde,  

epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonu, histon modifikasyonları ve 

mikroRNA‟ların en etkili mekanizmalar olduğu görülmekte olup (Jeronimo ve Henrique 

2011, Dudziec vd 2011), spesifik tümör baskılayıcı genlerin promoter DNA 

metilasyonu en çok çalıĢılan epigenetik mekanizmadır (Marsit vd 2007).  

 

     DNA metilasyonu ve histon modifikasyonları gen regülasyonunda önemli epigenetik 

mekanizmalardır ve tümörün oluĢmaya baĢlamasında ve ilerlemesinde, hem her iki 

mekanizma birbirinden bağımsız hem de aynı zamanda iĢbirliği içinde çalıĢır. Mesane 

kanserlerinde DNA hipermetilasyonu ve değiĢmiĢ histon asetilasyonu gibi anormal 

epigenetik olayların her ikisinin de çok sayıda geni etkilediği gözlenmiĢtir (Jarmalaite 

vd 2008). 

 

     DNA metilasyonu aracılığı ile gen ekspresyonunun baskılanması, karsinogenezin 

tüm evrelerinde gözlemlenebilen önemli bir değiĢimdir. Birçok genin ilk ekzonuna 

yerleĢik CpG‟den zengin bölgelerin metilasyonu, bu bölgeye metil-CpG‟ye bağlanan 

proteinlerle birlikte histon deasetilazlar, metiltransferazlar ve ATP-bağımlı kromatin-

remodeling enzimler gibi transkripsiyonal sessizleĢme ile iliĢkili proteinlerin 

toplanmasına neden olur (Abbosh 2008). Önemli tümör baskılayıcı proteinleri, ilaç 

metabolize edici enzimleri ve DNA tamir proteinleri gibi önemli anahtar proteinleri 

kodlayan genlerin transkripsiyonal sessizleĢmesi karsinogenez sürecinde, invazivlik ve 

metastatik yeteneğin kazanılmasında, anjiogenezde ve tedavi direncinin oluĢmasında 

önemli rol oynamaktadır. Bu nedenle, birçok çalıĢmada DNA metilasyonu hem 

biyomarker olma hem de tedavi stratejilerinin belirlenmesinde önemli bir hedef olarak 

yer almaktadır. Özellikle klinik örneklerle yapılan çalıĢmalar, kanserin 

patofizyolojisinin aydınlatılmasında çok daha yararlı ve yeni bilgilerin elde edilmesine 

yardımcı olmaktadır (Abbosh 2008, Rodriguez-Paredes ve Esteller 2011, Taberlay ve 

Jones 2011). 
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     Bu çalıĢma ile Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Patoloji Anabilim 

Dalı‟nda  histopatolojik olarak incelenen „Ürotelyal karsinom‟ tanısı almıĢ 80 mesane 

kanseri dokusuna ait parafin blok örnekleri ile 25 tümör baskılayıcı genin metilasyon 

paternleri, Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) yönteminin bir 

türü olan Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-

MLPA) tekniği ile değerlendirildi, Mesane kanseri patogenezinde bu değiĢimlerin 

önemlerinin belirlenmesinin yanı sıra elde edilen verilerle olgulara ait patolojik verileri 

karĢılaĢtırarak mesane kanserlerinde tümör davranıĢı hakkında bilgi edinilmesi, tanı, 

tedavi ve prognoz için literatüre katkı sağlanması amaçlandı. 
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2. KURAMSAL BĠLGĠLER VE LĠTERATÜR TARAMASI  

 

 

2.1. Kanser 

 

     Kanser, çok basamaklı ve çok faktörlü bir süreç olup, hücrenin normal davranıĢlarını 

düzenleyen mekanizmaların bozulmasıyla ortaya çıkmaktadır. Özellikle, moleküler ve 

hücresel seviyede değerlendirilmesi gereken bir hastalık olan kanser, hücredeki ana 

düzenleyici mekanizmalardaki hasarlardan meydana gelir. Hücrelerin sürekli ve 

kontrolsüz çoğalması kanser geliĢimine sebep olan temel değiĢikliklerden en 

önemlisidir. Hücrenin normal davranıĢlarını kontrol eden sinyallere doğru cevabı 

vermektense, kontrolsüz çoğalmaya ve bölünmeye devam eden, normal doku ve 

organları ele geçirerek tüm vücuda yayılan hücreler kanser hücreleri olarak nitelendirilir 

(Cooper ve Hausman 2006). 

 

     Kanser patolojisinde, en önemli konu benign ve malign tümörleri birbirinden 

ayırabilmektir. Hücrelerin anormal çoğalması sonucunda ortaya çıkan tümör benign ya 

da malign olabilir. Benign tümörler, çevredeki dokuya ya da vücudun uzak bölgelerine 

yayılmadan oluĢtukları yerde kalan ve lokal cerrahi rezeksiyonla alınan basit tümör 

türüdür. Malign tümörler, hem çevredeki normal dokuya, hem de kan ya da lenfatik 

sistem aracılığla vücudun diğer bölgelerine metastaz yaparak yayılır. Sadece maling 

tümörler kanserdir. Kanseri tehlikeli yapan, bunların yayılma ve metastaz yapma 

durumundan kaynaklanır (Cooper ve Hausman 2006).  

 

     Günümüzde kanserle ilgili yapılan çalıĢmaların sayısı oldukça fazladır. Mesane 

kanseri de görülme sıklığına bağlı olarak çok yönlü araĢtırılan kanserlerden biridir. 

 

       

 



5 

 

2.2. Mesane Kanseri 

 

     Mesane kanseri tüm dünyada en sık görülen malign genitoüriner tümörlerden biridir 

ve yüksek morbidite ve mortalite ile iliĢkilidir (Lin vd 2012). Mesane kanseri, genetik, 

epigenetik ve çevresel faktörlerin çok aĢamalı birikimi ile yönlendirilen moleküler bir 

hastalıktır (Agundez vd 2011, Cabello vd 2011). 

 

2.2.1. Mesane kanserinin etiyolojisi 

 

     Mesane kanserleri ile ilgili pek çok potansiyel risk faktörleri bilinmektedir. Mesane 

kanseri oluĢumundaki faktörler; sigara kullanımı, mesleki karsinojenler, içme suyu, 

toplam sıvı alımı, kahve, alkol, çay, hayvansal yağların ve iĢlenmiĢ etlerin aĢırı 

tüketimi, kronik sistit yada spesifik olmayan idrar yolu enfeksiyonu, uzun süre kateter 

kullanımı, üriner schistosoma, Diabetes Mellitus, tedavi edilemeyen hiperlipidemi, 

fenasitin içeren ilaçların kronik olarak tüketimi, genetik faktörler (N-asetiltransferaz 1 

ve 2, GSTM1), radyasyon, pelvik radyoterapi, cinsiyet, yaĢ ve ırk olarak özetlenebilir 

(Marsit vd 2006, Jankovic ve Radosavljevic 2007, Tanaka vd 2011, Bachir ve Kassouf 

2012). Bu faktörlerin en etkili olanlarından bazıları aĢağıda kısaca  özetlenmiĢtir. 

 

     Sigara kullanımı; Sigara kullanımı, Ürotelyal karsinomun (ÜK) geliĢimi ile iliĢkili 

bilinen en önemli risk faktörüdür (Marsit vd 2006, Jankovic ve Radosavljevic 2007, 

Horstmann vd 2008, Bachir ve Kassouf 2012, Brait vd 2013). Sigara dumanı içinde 

bulunan karsinojenlere maruz kalmanın ÜK'da mutasyonlara, kromozomal delesyona ve 

epigenetik değiĢikliklere neden olarak doğrudan ya da dolaylı olarak DNA'ya hasar 

verdiği bilinir (Brait vd 2013). Mesane kanseri ve sigara kullanımı arasındaki iliĢki 

epidemiyolojik bir çok çalıĢmanın konusu olmuĢtur ve neredeyse bu çalıĢmaların 

tümünde sigara içenler ile içmeyenler karĢılaĢtırıldığında sigara içenlerde mesane 

kanseri oluĢma riskinin yaklaĢık 2-3 kat daha fazla gözlenmiĢtir (Jankovic ve 

Radosavljevic 2007). Sigara, kimyasal karsinojenler olan aromatik aminler, N-nitrozo 

bileĢikleri, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) özellikle 2-naftilamin, 4-

aminobifenil gibi 60‟dan fazla karsinojenik bileĢik içerir (Jankovic ve Radosavljevic 

2007, Tanaka vd 2011, Bachir ve Kassouf 2012). Kanser riski için sigaranın sayısı, 

sigara içilen sürede  dumanın inhalasyon derinliği, ilk sigaraya baĢlama yaĢı önemlidir. 

Sigarayı bırakan kiĢilerde mesane kanseri riski açısından, sigarayı bıraktıktan sonra ilk 
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dört yıl içinde yaklaĢık % 30-40 oranında azaldığı ortaya çıkmıĢtır (Jankovic ve 

Radosavljevic 2007). Bu yüzden, sigarayı bırakma ürotelyal karsinom insidansını 

azaltmada çok önemli bir kriterdir (Bachir ve Kassouf 2012). 

 

     Mesleki Maruziyet; çok sayıda meslek grubunda çalıĢan iĢçilerin bir çok kanserojen 

maddeye maruz kaldığı bilinmektedir, bunların çoğunda ÜK geliĢme riskinin arttırdığı 

görülmektedir (Bachir ve Kassouf 2012). Erkeklerde görülen mesane kanserlerinin 

yaklaĢık % 27'sine, 19. yüzyılın sonunda Amerika BirleĢik Devletleri ve Avrupa'da 

yapılan çalıĢmalarda mesleki mazuriyetin neden olduğu 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 artırır (Marsit vd 2006, Jankovic ve Radosavljevic 2007, 

Tanaka vd 2011, Bachir ve Kassouf 2012).  

 

     İçme suyu; içme suyundaki arsenik, klor ve nitrat bileĢikleri genellikle mesane 

kanseri oluĢumunda etkilidir (Jankovic ve Radosavljevic 2007). Ġçme suyundaki 

arsenikten günlük 200 μg gibi yüksek bir konsantrasyonda alınması mesane kanseri 

riskinde bir artıĢa neden olduğu bildirilmiĢtir (Marsit vd 2006, Jankovic ve 

Radosavljevic 2007, Bachir ve Kassouf 2012).  

 

2.2.2. Mesane kanserinin epidemiyolojisi 

 

     Mesane kanseri, batı ülkelerinde erkekler arasında en yaygın görülen 4. kanserdir 

(Jarmalaite vd 2008). Mesane kanseri erkeklerde, prostat kanserinden daha az yaygın 

görülmekle birlikte, dünya çapında tahminen hesaplanan, yılda 848.170 yeni kanser 

vakası ve 301.820 kanserden ölüm sayısı ile en sık görülen 10 kanser türü arasındadır. 

Mesane kanseri, Amerika BirleĢik Devletleri 2012 verilerine göre, 73.510 tahmin edilen 

yeni vaka sayısı ve 14.880 tahmin edilen ölüm sayısı ile yüksek mortalite ve 

morbiditeye sebep olmaktadır. Mesane kanserleri erkeklerde prostat, akciğer, kolorektal 

kanserlerden sonra sıklık açısından 55.600 tahmini yeni vaka sayısı ile 4. sırada yer 

almaktadır ve erkeklerdeki bütün kanserlerin % 7‟sini oluĢturmaktadır. Erkeklerde 

10.510 tahmini ölüm sayısı ile ilk 10 kanser arasında ve % 3 sıklıkla 8. sırada yer 

almaktadır. Kadınlarda mesane kanseri % 1‟den az bir oranla en sık görülen ilk 10 

kanser türü arasında yer almamaktadır. Mesane tümörlerinin yaklaĢık % 76‟sı 
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erkeklerde, % 24‟i kadınlarda görülmektedir. Amerika BirleĢik Devletleri verilerine 

göre mesane tümörü erkeklerde kadınlardan 3 kattan daha fazla sıklıkta görülmektedir 

(Siegel vd 2012). 

 

     Ülkemizde ise, T. C. Sağlık Bakanlığı Türkiye Halk Sağlığı Kurumu 2008 yılı 

Türkiye kanser istatistiklerine göre, mesane kanseri en sık görülen ilk 12 kanser türü 

arasında erkeklerde 100.000‟de 21.7 insidans ile 3. sırada, kadınlarda ise 100.000‟de 3 

insidans ile 11. sırada yer almaktadır (ġekil 2.1) (WEB_1, 2013). 

 

 

 

ġekil 2.1 Türkiye‟de 2008 yılı kadın ve erkek kanser insidans değerlerinin        

karĢılaĢtırılması (WEB_1, 2013) 

 

     Mesane kanseri, her yaĢta görülebilmesine rağmen genellikle orta veya ileri yaĢlı 

insanların hastalığıdır (Aslan ve Mammadov 2010) ve olguların çoğu 50 yaĢ üzerinde 

(Kaya vd 2009) ortalama 70‟li yaĢlarda görülmektedir (Sexton vd 2010). Erkeklerde, 

kadınlara (E:K 3.8:1) oranla daha sık görülür (Gao vd 2012). Ürotelyal karsinomun, 

görülme sıklığı 60 yaĢından sonra giderek artmasına karĢın, 40 yaĢından önce görülme 

oranı azdır ve genellikle iyi prognoza sahiptir (Oğuztüzün vd 2009). Kadınlar erkeklere 

kıyasla daha kötü prognoz göstermektedir (Altunoluk vd 2011). 

 

     Mesane kanseri insidansı ülkeler arasında dikkate değer ölçüde farklılıklar 

göstermektedir. Bu farklılıklar büyük oranda çevresel ve genetik etiyolojik faktörlere 

bağlanmaktadır. Çevresel faktörlerin yanı sıra ırk, cinsiyet ve yaĢ özellikleri de mesane 
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kanseri geliĢimi için belirleyici risk faktörlerindendir (Jankovic ve  Radosavljevic 

2007). GeliĢmiĢ sanayi ülkelerinde mesane kanseri sıklığı, geliĢmemiĢ ülkelere göre 

fazladır, geliĢmiĢ ülkelerdeki prevalans geliĢmekte olan ülkelerdekinin yaklaĢık 6 

katıdır (KeleĢ vd 2011). 

  

2.2.3. Mesane Kanserinin Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 2004 sınıflaması  

      

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

 

1- Ürotelyal tümörler 

2- Skuamöz neoplaziler 

      - Skuamöz hücreli karsinom 

      - Verruköz karsinom  

      - Skuamöz hücreli papillom 

3- Glandüler neoplaziler  

      - Adenokarsinom  

            * Enterik  

            * Müsinöz 

            * TaĢlı yüzük hücreli  

            * Berrak hücreli 

      - Villöz adenom 

4- Nöroendokrin tümörler  

      - Küçük hücreli karsinom 

      - Karsinoid  

      - Paraganglioma 

5- Melanositik tümörler  

      - Malign melanom 

      - Nevüs  

6- Mezenkimal tümörler  

      - Rabdomyosarkom  

      - Leiomyosarkom 

      - Anjiosarkom 

                                                                                                           Devamı arkada 
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      - Osteosarkom  

      - Malign fibröz histiyositom (MFH) 

      - Leiomyom 

      - Hemanjiom 

      - Diğerleri          

7- Hematopoetik ve lenfoid tümörler  

      - Lenfoma 

      - Plazmositom 

8- Diğer Tümörler 

      - Skene, Cowper ve Littre glandlarının karsinomları 

      - Metastatik tümörler ve diğer organlardan uzanan tümörler 

 

 

2.3. Ürotelyal Karsinom (ÜK) 

 

     Histolojik olarak, mesane kanserinin % 90'ından fazlasını ürotelyal karsinom (ÜK) 

(aynı zamanda transizyonel hücreli karsinom, TCC olarak bilinir) oluĢturur (Prat vd 

2010, Chen vd 2011, Chung vd 2011, Lin vd 2012). ÜK, ABD'de ikinci en yaygın 

görülen genitoüriner malign bir hastalıktır (Brait vd 2013). Ürotelyal karsinomlar, 

histopatoloji ve klinik davranıĢına göre noninvaziv, invaziv mesane kanseri olarak 2 

kategoride sınıflandırılabilir (Enokida ve Nakagawa 2008, Prat vd 2010). Mesane 

kanserlerinin yaklaĢık % 70‟i ilk tanıda  kasa invaze olmayan yüzeyel tümörlerdir (pTa, 

pTis ve pT1). Bu tümörlerin % 50-70'inin  tam transüretral rezeksiyon (TUR) sonrası 

nüks olmasına (Chen vd 2011, Lin vd 2011, Lin vd 2012) ve  % 10-20'sinin kasa 

invazive kanserlere (pT2, pT3 ve pT4) ilerlemesine rağmen (Lin vd 2011, Lin vd 2012), 

genellikle non-invaziv tümörlerin prognozu iyidir. Mesane tümör tanısı için altın 

standart, Ģüpheli lezyonların biyopsi ile birlikte sistoskopi sonuçlarıdır (Chung vd 

2011). Tanı anında, kas invazyonu gösteren mesane kanserlerinin (≥pT2) kalan % 20-% 

30'u yüzeyel papiller tümörler ile iliĢkili değildir ve karsinoma in situ'dan kaynaklandığı 

düĢünülmektedir. Kasa invaziv tümörleri olan hastaların yaklaĢık % 50'sinde metastaz 

geliĢir (Prat vd 2010). Mesane kanseri ölümleri tümör invazyonuyla artar. 5 yıllık genel 

sağkalım oranı, non-invaziv hastalıklar için % 90'dan az, hastalık evreleri pT2 için % 

60, pT3 için % 35 ve pT4 için % 25'dir (Lin vd 2011, Lin vd 2012). 
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     ÜK‟lar, çok aĢamalı bir süreçte meydana gelir. Birinci aĢamada, hücre tabakalarının 

nükleer veya yapısal anomali olmadan çoğaldığı epitelyal hiperplazi oluĢur. Ġkinci 

aĢamada, değiĢici epitelyumun matür glandüler, tübüler veya skuamöz epitele 

dönüĢmesiyle metaplastik değiĢiklikler meydana gelir. Üçüncü aĢamada, kanser yüzeyel 

kalabilir, invazyon gösterebilir veya metastaz yapabilir (Bedük 2007). Ürotelyal 

karsinom herhangi bir bölgede görülebilir, ancak daha çok trigonda, üreter orifislerinde 

ya da mesane yan duvarlarda görülmektedir (Sertçelik 2007).  

 

 

2.4. Ürotelyal Karsinomun WHO 2004 Sınıflaması 

 

Tablo 2.2 Ürotelyal karsinomun WHO 2004 Sınıflaması (Eble vd 2004)  

 

1. Non-invaziv ürotelyal neoplaziler  

      * Ürotelyal hiperplazi (Flat (düz) ve Papiller) 

      * Reaktif atipi  

      * Önemi bilinmeyen atipi  

      * Ürotelyal displazi (düĢük dereceli intraürotelyal neoplazi) 

      * Ürotelyal karsinoma in situ (yüksek dereceli intraürotelyal neoplazi) 

      * Ürotelyal papillom  

      * Ġnverted tip ürotelyal papillom  

      * DüĢük malignite potansiyelli papiller ürotelyal neoplazi 

      * Non-invaziv düĢük dereceli papiller ürotelyal karsinom 

      * Non-invaziv yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinom 

2. Ġnvaziv ürotelyal neoplaziler  

      * Lamina propria invazyonu  

      * Muskularis propria (detrusor kası) invazyonu 

 

 

2.4.1. Non-invaziv papiller ürotelyal lezyonlar 

 

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

inverted tip ürotelyal papillom, düĢük malignite potansiyelli papiller ürotelyal neoplazi, 



11 

 

non-invaziv düĢük dereceli papiller ürotelyal karsinom ve non-invaziv yüksek dereceli 

papiller ürotelyal karsinom aĢağıda kısaca açıklanmıĢtır.  

 

2.4.1.1. Ürotelyal papillom  

 

     Ürotelyal papillom, normal kalınlıkta ürotelyum ve sitoloji ile kaplı olan merkezi 

fibrovasküler bir sap etrafında minimal dallanmalar yapabilen benign ekzofitik papiller 

büyüme gösteren neoplazi olarak tanımlanır (Eble vd 2004, Lopez-Beltran vd 2008). 

DüĢük nüks oranına sahiptir (Lopez-Beltran vd 2008, Montironi 2008), ancak hiçbir 

ilerleme göstermez (Lopez-Beltran vd 2008). Mitoz nadir ya da yoktur ve mitoz sadece 

bazal hücrelerde görülür. Stroma, ödemli ve dağınık inflamatuar hücreleri içerir (Eble 

vd 2004, Montironi ve Lopez-Beltran 2005). Küçük çaplı tek lezyon Ģeklinde ortaya 

çıkan papillomların, mesane tümör materyallerinde görülme insidansı düĢük olup % 1-

4‟ten daha azdır. Erkeklerde kadınlara göre 1.9:1 oranında papillom görülür (Eble vd 

2004). Hematüri yaygın gözlenir (Montironi ve Lopez-Beltran 2005). Çoğu papillom 

genç yaĢlarda görülme eğiliminde olup, ortalama 46 yaĢlarında belirir  ve çoğunlukla 

üreter orifislerinin yakınında bulunurlar (Eble vd 2004, Montironi ve Lopez-Beltran 

2005). Ürotelyal papillomun histolojik görüntüsü ġekil 2.2‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 2.2 Ürotelyal papillomun histolojik görüntüsü (Yörükoğlu 2006) 
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2.4.1.2. Ġnverted tip ürotelyal papillom 

       

     Ġnverted papillom, genç hastalarda mesanenin trigon bölgesinde ortaya çıkan farklı 

klinopatolojik özellik gösteren benign papiller ürotelyal neoplazidir (Montironi vd 

2008). Hücreler, normal ila minimal sitolojik atipi ile inverted büyüme paterni gösterir 

(Lopez-Beltran vd 2008). Vakaların çoğunda, 3 cm'den küçük soliter nodüler ya da 

sapsız lezyonlar Ģeklinde görülür ve çoğunlukla mesanenin trigonunda ortaya çıkar, aynı 

zamanda idrar yolu boyunca  üreter, renal pelvis ve üretrada gözlenebilir (Eble vd 2004, 

Montironi ve Lopez-Beltran 2005). Histopatolojik olarak, normal ürotelyum ve lamina 

propriaya doğru invajinasyon gösteren, mesanenin kas tabakasına geçmeyen ürotelyal 

hücrelerin endofitik kordonları ile kaplı pürüzsüz bir yüzeye sahiptir (Lopez-Beltran vd 

2008). Ġnverted papillomların histolojik olarak trabeküler ve glandüler diferansiyasyon 

paternleri mevcuttur (Eble vd 2004, Montironi vd 2008). Nükleer pleomorfizm yoktur 

(Montironi vd 2008). Fokal minor sitolojik atipi mevcuttur ancak mitoz nadirdir veya 

görülmez. Tamamen eksize edildikleri taktirde nüks riski çok düĢüktür (Montironi ve 

Lopez-Beltran 2005, Lopez-Beltran vd 2008, Montironi vd 2008). Ġnverted papillomlar, 

10-94 yaĢları arasında ve erkeklerde kadınlara göre 4-5:1 oranında görülmektedir. 

Hematüri ve obstrüktif semptomlar yaygın belirtilerdir. Olguların % 1'den daha azında 

nüks gözlenmektedir (Eble vd 2004, Montironi ve Lopez-Beltran 2005). Glandüler tip 

inverted ürotelyal papillomun histolojik görüntüsü ġekil 2.3‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 2.3 Glandüler tip inverted ürotelyal papillomun histolojik görüntüsü (NeĢe 2011)  
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2.4.1.3. DüĢük malignite potansiyelli papiller ürotelyal neoplazi (DMPPÜN)  

 

     Sitolojik düzeyde malignite bulguları göstermemekle birlikte normal ürotelyal hücre 

kalınlığında sıralanma artıĢı olan ekzofitik ürotelyal papilloma benzeyen non-invaziv 

papiller ürotelyal neoplazidir. Sistoskopide, çoğu durumda soliter, 1-2 cm çapındadır ve 

üreter orifislerinin yakınında yan ya da arka duvarda lokalizedir (Eble vd 2004, 

Montironi ve Lopez-Beltran 2005). 

 

     DMPPÜN‟leri papillomdan ayıran en önemli özellik ürotelyumdaki kalınlaĢma, aynı 

zamanda önemli ölçüde nükleuslarda irileĢme ve sayıca artıĢ bulunmasıdır (Eble vd 

2004, Lopez-Beltran vd 2008). Nükleuslarda önemli ölçüde hiperkromazi veya 

pleomorfizm eksikliği görülür. Nükleoluslar seçilemez ve kromatin dağılımı üniformdur 

(Montironi vd 2008). Polarite korunmuĢtur, ürotelyal papillomun tersine yapısal 

değiĢiklik yoktur ya da minimaldir aynı zamanda sitolojik atipi vardır (Montironi ve 

Lopez-Beltran 2005). Mitoz nadirdir ve sadece bazal tabaka ile sınırlıdır (Eble vd 2004, 

Montironi vd 2008). Bu lezyon nadir durumlar dıĢında invazyon ya da metastaz ile 

iliĢkili değildir. Gros veya mikroskopik hematüri sık görülür. Erkek kadın oranı 5:1'dir 

ve tanı anında ortalama yaĢ 65'dir (29-94 yaĢ aralığı) (Montironi ve Lopez-Beltran 

2005). Güncel prognostik bilgiler, DMPPÜN'nin düĢük ya da yüksek dereceli papiller 

karsinomlardan daha düĢük nüks oranına ve çok düĢük derece ve evre progresyon 

oranlarına sahip olduğunu göstermektedir (Montironi vd 2008). Tümör nüksü, evre 

ilerlemesi ve tümör ile iliĢkili mortalite sırasıyla yaklaĢık olarak hastaların % 35'i, % 4'ü 

ve % 2'den daha azında görülür (Lopez-Beltran vd 2008). DMPPÜN‟nin histolojik 

görüntüsü ġekil 2.4‟de gösterilmiĢtir.  
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ġekil 2.4 DMPPÜN‟nin histolojik görüntüsü (Sexton vd 2010) 

 

 

     ÜK‟lar, Tablo 2.2‟de görüldüğü gibi sınıflandırılmakta olup bizim olgularımız non-

invaziv ürotelyal neoplazilerin düĢük ve yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinom 

grubuna girmektedir.  

 

2.4.1.4. Non-invaziv düĢük dereceli papiller ürotelyal karsinom (DDPÜK)  

 

     Genel olarak düzenli bir görünüme sahip ürotelyum ile döĢeli papiller neoplazidir, 

ancak DMPPÜN ile karĢılaĢtırıldığında küçük büyütmede bile rahatlıkla tanınabilen 

yapısal ve sitolojik farklılıklar görülür (Eble vd 2004, Montironi ve Lopez-Beltran 

2005). 

      

     Non-invaziv düĢük dereceli papiller ürotelyal karsinomlarda gözlenen sitolojik atipi 

bulguları, polaritede düzensizlik, nükleer Ģekil ve boyut farklılıkları, kromatin 

dağılımında düzensizlik Ģeklinde görülür. Nükleolus belirginliği olabilir. Mitotik 

figürler az görülür ve genellikle ürotelyumun alt yarısında lokalizedir (Eble vd 2004, 

Lopez-Beltran vd 2008), ancak ürotelyumun herhangi bir seviyesinde de mitoz 

mevcuttur. Ürotelyumun yapısal özellikleri hakkında doğru bir karar verilebilmesi için 

histolojik değerlendirmenin papiller yapıların uzun eksenine dikey gelen kesitlerde 

yapılması uygundur. Özellikle papiller uzantıların tabanına yakın bölgelerden geçen 

teyet kesitlerin görünümü hatalı değerlendirmelere neden olabilir (Eble vd 2004). Erkek 
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kadın oranı 2,9:1‟dir. Ortalama 70‟li yaĢlarda görülür. Çoğu hastada hematüri 

mevcuttur, posterior ya da lateral duvarda tek bir tümör bulunur (Montironi ve Lopez-

Beltran 2005). Bu tümörler, DMPPÜN ve yüksek dereceli papiller karsinomlara 

benzeyen daha yüksek nüks oranına, aynı zamanda DMPPÜN‟den daha yüksek, yüksek 

dereceli papiller karsinomdan daha düĢük evre progresyonuna sahiptirler (Montironi vd 

2008). Tümör nüksü, evre ilerlemesi ve tümörle iliĢkili mortalite oranları sırasıyla % 50, 

% 10 ve % 5‟dir (Lopez-Beltran vd 2008). DDPÜK‟un histolojik görüntüsü ġekil 2.5‟de 

gösterilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 2.5 DDPÜK‟un histolojik görüntüsü (Sexton vd 2010) 

 

2.4.1.5. Non-invaziv yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinom (YDPÜK)  

      

     En iyi Ģekilde küçük büyütmede bile kolaylıkla görülebilen, belirgin yapısal ve 

sitolojik anormalliklerle karakterize tümörlerdir (Eble vd 2004, Montironi ve Lopez-

Beltran 2005, Lopez-Beltran vd 2008). Papiller yapılar birleĢme eğilimindedir. 

Nükleuslarda polarite kaybı gözlenir (Eble vd 2004). Nükleus, hiperkromatik ve 

pleomorfiktir (Montironi vd 2008). Kromatin yoğun ve düzensiz olarak dağılmıĢtır. 

Nükleolus tek veya birden fazla olabilir ve genellikle belirgindir (Montironi ve Lopez-

Beltran 2005, Montironi vd 2008). Mitotik figürler atipik formda olup ürotelyumun her 

seviyesinde izlenir (Eble vd 2004, Lopez-Beltran vd 2008, Montironi vd 2008). Farklı 

derecede diferansiyasyon alanları bulunan tümörlerde, derecelendirme en yüksek 

dereceli alan baz alınarak yapılmalıdır (Eble vd 2004). Hematüri yaygın görülür 
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(Montironi ve Lopez-Beltran 2005). YDPÜK‟lar sadece invazyon riskine sahip 

değillerdir aynı zamanda önemli ölçüde nüks ve progresyon riskine sahiptirler 

(Montironi vd 2008). YDPÜK‟larda progresyon riski DDPÜK‟lara göre yüksektir %15-

40 arasında değiĢir (Eble vd 2004, Lopez-Beltran vd 2008, Montironi vd 2008). Ayrıca 

tanı anında invaziv olma oranı yüksektir (Eble vd 2004, Lopez-Beltran vd 2008). 

YDPÜK‟un histolojik görüntüsü ġekil 2.6‟da gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 2.6 YDPÜK‟un histolojik görüntüsü (Sexton vd 2010) 

 

     Papiller ürotelyal neoplazilerde derece tayini, 2004 Dünya Sağlık Örgütü‟nün  ÜK 

evreleme kriterlerine uygun olarak, neoplazmın sitolojik ve yapısal özellikleri göz 

önüne alınarak yapılmakta olup, Tablo 2.3‟de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 2.3 Ürotelyal papiller lezyonların histolojik özellikleri (Montironi vd 2008) 

Y 

A 

P 

I 

S 

A 

L 

 Papillom DMPPÜN DDPÜK YDPÜK 

Papiller yapı Ġnce Ġnce, bazen birleĢik  

 

BirleĢik, dallanmıĢ ve ince BirleĢmiĢ, dallanmıĢ ve ince 

Hücrelerin 

organizasyonu 

Normalle aynı Polarite normalle aynı, herhangi bir 

kalınlıkta, koheziv 

Baskın patern düzenli, minimal 

kalabalaĢma ve polaritede minimal 

kayıp, herhangi bir kalınlıkta, 

koheziv 

Baskın patern düzensizliği ile yaygın 

polarite kaybı, herhangi bir kalınlıkta, 

genellikle diskoheziv 

 

S 

Ġ 

T 

O 

L 

O 

J 

Ġ 

K 

Nükleus 

Büyüklüğü 

Normalle aynı Uniform olarak geniĢlemiĢ olabilir ÇeĢitli büyüklüklerde geniĢlemiĢ 

nükleus  

ÇeĢitli büyüklüklerde geniĢlemiĢ nükleus 

Nükleer ġekil Normalle aynı UzamıĢ, yuvarlak-oval, 

uniform 

Yuvarlak-oval, Ģekil ve konturda 

küçük değiĢiklikler  

Orta-Ģiddetli pleomorfizm 

Nükleer 

Kromatin 

Normal Normal  Hücrelerde ve arasında hafif 

değiĢiklikler 

Hiperkromazi ile hücreler ve hücreler 

arasında orta-belirgin değiĢiklikler 

Nükleolus Yok Yok ya da belli belirsiz Genellikle belli belirsiz*  Çok sayıda belirgin nükleolus görülür 

Mitoz Yok Nadir, bazalde yerleĢir Bazen; herhangi bir seviyede olabilir Genellikle sıktır, herhangi bir seviyede 

olabilir 

ġemsiye 

Hücreleri 

Uniform olarak 

görülür 

Görülür Genellikle görülür Görülmeyebilir 

          * Görünüm küçük ve  düzenli ve YDPÜK‟un diğer özellikleri eĢlik etmiyorsa

1
7
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     Ürotelyal papiller lezyonların tiplerine göre prognoz ile iliĢkisi Tablo 2.4‟de 

verilmiĢtir. 

 

Tablo 2.4 Ürotelyal papiller lezyonların prognozu (Lopez-Beltran vd 2008) 

 

 Papillom DMPPÜN DDPÜK YDPÜK 

Rekürrens (nüks) % 0-8 % 27-47 % 48-71 % 55-58 

Dereceye göre 

progresyon 

% 2 % 11 % 7 Bilinmiyor 

Evreye göre 

progresyon 

% 0 % 0-4 % 2-12 % 27-61 

Sağ kalım % 100 % 93-100 % 82-96 % 74-90 

 

 

     ÜK‟ların büyük bir kısmı non-invaziv ürotelyal neoplaziler grubuna girmekle 

birlikte, invazyon ilerledikçe invaziv ürotelyal neoplaziler evrelemede önem 

kazanmakta olup çeĢitleri aĢağıda verilmiĢtir. 

 

2.4.2. Ġnvaziv ürotelyal neoplaziler  

 

     WHO 2004‟de önerilen invaziv ürotelyal karsinomlar, bulunduğu bölgeye göre 

düĢük ya da yüksek dereceli olarak sınıflandırılır (Lopez-Beltran vd 2008). Lamina 

propria invazyonu gösteren tümörler (pT1) genelde papiller özellik göstermekte olup 

düĢük derecelidir. Muskularis propria veya daha derine invazyon gösteren tümörler 

(pT2-pT4) yüksek dereceli tümörlerdir (Eble vd 2004). 

 

2.4.2.1. Lamina propria invazyonu 

 

     Lamina propria invazyonu neoplastik ürotelyal hücrelerin tek tek, adalar ve kümeler 

halinde lamina propria içerisinde gözlenmesi ile karakterizedir. Ġnfiltratif adaların 

kenarlarında kanser hücreleri bol eozinofilik sitoplazmalıdır. Ġnvaziv tümörlerde her 

zaman desmoplastik veya inflamatuar stromal cevap belirgin değildir. Lamina propria 

invazyonu olan tümörlerde belirgin retraksiyon artefaktı, yanlıĢlıkla vasküler invazyon 

olarak değerlendirilebilir. Lamina propria invazyonlu vakalarda vasküler invazyon 
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nadirdir. Ġmmünohistokimya ile doğrulanmalıdır (Reuter 2006). Lamina propria içine 

invazyon yapan pT1 ürotelyal karsinomun histolojik görüntüsü ġekil 2.7‟de 

gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2.7 Lamina propria içine invazyon yapan pT1 ürotelyal karsinomun histolojik 

görüntüsü (Cheng vd 2009) 

 

2.4.2.2. Muskularis propria (detrusor kası) invazyonu 

      

     Tümör hücreleri kalın düz kas demetlerine infiltre olduğunda muskularis propria 

tanısı konur. TUR materyalinde, muskularis propria ve lamina propria invazyonu ayırt 

etmek zordur. Muskularis propria invazyonu değerlendirmesi çok önemlidir. Özellikle, 

geniĢ infiltrasyon gösteren tümörlerde dağınık düz kas demetleri lamina propriaya ya da 

parçalanmıĢ muskularis propriaya ait olabilir. Muskularis propria invazyonu varlığının 

bellirsiz olduğu bu durumlarda, ürologlara bilgi vermek önemlidir yani ürologlarla bu 

bilgiyi paylaĢmak gerekir (Reuter 2006). Muskularis propria içine invazyon yapan pT2 

ürotelyal karsinomun histolojik görüntüsü ġekil 2.8‟de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 2.8 Muskularis propria içine invazyon yapan pT2 ürotelyal karsinomun histolojik 

görüntüsü (Cheng vd 2009) 

 

 

     ÜK‟ların tanı, tedavi ve prognozunda karĢılaĢılan komplikasyonlarda histolojik 

varyantların önemi dikkat çekmektedir (Amin 2009). 

 

2.5. Ürotelyal Karsinomun Histolojik Varyantları 

 

     Varyant terimi tümörün belirli bir türünü ayırt edici olarak farklı bir histomorfolojik 

fenotipini tanımlamak için kullanılır. Son yıllarda, ürotelyal karsinomalar ile artan 

deneyimin sonucu olarak ürotelyal karsinomun mikroskobik formlarının spektrumu 

çeĢitli sıradıĢı histolojik varyantlarını içerecek Ģekilde geniĢletilmiĢtir. Ürotelyal 

tümörlerin histolojik varyantlarının tanınması önemlidir. Çünkü, bazı türleri farklı klinik 

sonuçlarla iliĢkili olabilir, bazılarında farklı tedavi yaklaĢımları görülür ve sıradıĢı 

paternlerinin bilinci yanlıĢ tanıyı önlemekte kritik rol oynar (Amin 2009). AĢağıdaki  

tabloda ÜK‟un histolojik varyantları gösterilmektedir. 
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Tablo 2.5 Ürotelyal karsinomun histolojik varyantları (Lopez-Beltran ve Cheng 2006, 

Amin 2009) 

 

1. Skuamöz diferansiyasyon gösteren ürotelyal karsinom  

2. Glandüler diferansiyasyon gösteren ürotelyal karsinom 

3. Nest oluĢturan varyant 

4. Tübüler varyant 

5. Mikrokistik patern 

6. Ġnverted papillom benzeri ürotelyal karsinom 

7. Mikropapiller varyant  

8. Lenfoepitelyoma benzeri karsinom 

9. Sarkomatoid karsinom 

10. Küçük hücreli karsinom 

11. Büyük hücreli nöroendokrin karsinom 

12. Trofoblastik diferansiyasyon gösteren ürotelyal karsinom 

13. Plazmasitoid varyant 

14. Rabdoid özellikler gösteren ürotelyal karsinom 

15. Berrak hücreler gösteren ürotelyal karsinom 

16. Lipoid bakımından zengin varyant  

17. Osteoklast bakımından zengin farklılaĢmamıĢ karsinom 

18. Dev hücreli karsinom 

 

 

     Tüm kanserlerde olduğu gibi ÜK‟larda da tümör derecesi, mesane tümörlerinde 

progresyonu belirleyen en önemli prognostik faktördür (Korgalı ve Gültekin 2010). 

 

2.6. Ürotelyal Karsinomun Derecelenmesi 

 

     Tarihsel süreçte, mesane tümörlerinin derecelendirilmesi değiĢiklik göstermektedir 

(Korgalı ve Gültekin 2010). Papiller ürotelyal neoplaziler için ilk yaygın olarak kabul 

edilen derecelendirme sistemi, Dünya Sağlık Örgütü‟nün (WHO) 1973 sınıflama 

sistemidir (Montironi vd 2008). Bu sisteme göre ürotelyal papiller neoplaziler dört 

sınıfa ayrılmıĢtır: papillom, grade 1 karsinom, grade 2 karsinom ve grade 3 karsinom 
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(Montironi vd 2008). Aralık 1998‟de, Dünya Sağlık Örgütü (WHO) ve Uluslararası 

Ürolojik Pataloji Derneği (ISUP) üyeleri tarafından mesane kanserinin, invaze olmayan 

flat lezyonlarının ve ürotelyal (transizyonel hücreli) neoplazilerinin WHO/ISUP kon-

sensus sınıflaması yayınlanmıĢtır (Kirkali vd 2005, Montironi vd 2008, KeleĢ vd 2011). 

1998 WHO/ISUP sınıflama sistemine göre papiller ürotelyal neoplaziler ; DMPPÜN 

(DüĢük Malignite Potansiyelli Papiller Ürotelyal Neoplazi), DDPÜK (DüĢük Dereceli 

Papiller Ürotelyal Karsinom) ve YDPÜK (Yüksek Dereceli Papiller Ürotelyal 

Karsinom) olmak üzere üç kategoriye bölünmüĢtür (KeleĢ vd 2011). 1998 WHO/ISUP 

sınıflama sistemi, 1999‟da WHO tarafından (WHO 1999) revize edilmiĢtir (Yörükoğlu 

2006, Petraki ve Sfikas 2008). 2004‟te WHO, 1998 ISUP konsensus sınıflama sistemini 

kabul etmiĢtir ve 2004 WHO/ISUP sınıflaması ortaya çıkmıĢtır (Miyamoto vd 2010). 

Bu sisteme göre daha önce papillom, grade 1 karsinom, grade 2 karsinom ve grade 3 

karsinom olarak sınıflandırılan non-invaziv papiller ürotelyal neoplazmlar sırasıyla; 

papillom, düĢük malignite potansiyelli papiller ürotelyal neoplazi, düĢük dereceli 

papiller ürotelyal karsinom ve yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinom  olarak 

sınıflandırılmaktadır (Montironi vd 2008, Korgalı ve Gültekin 2010, Miyamoto vd 

2010).          

       

     Sistemlerin adaptasyonu yapılırken ürotelyal papiller neoplazilerin 

sınıflandırılmasında bazı değiĢiklikler yapılmıĢtır. 1973 WHO sınıflamasında G1 

tümörler, 2004 WHO/ISUP sınıflamasında düĢük malignite potansiyelli papiller 

ürotelyal neoplaziler ve düĢük dereceli papiller ürotelyal karsinom kategorilerinde, 1973 

WHO sınıflamasında G2 tümörler, 2004 WHO/ISUP sınıflamasında düĢük dereceli 

papiller ürotelyal karsinom ve yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinom 

kategorilerinde, 1973 WHO sınıflamasında G3 tümörlerin  tümü, 2004 WHO/ISUP 

sınıflamasında yüksek dereceli papiller ürotelyal ürotelyal karsinom kategorisinde 

değerlendirilmeye baĢlanmıĢtır. Tümör derecesinin tümör nüksü, progresyonu ve 

mortalitesi üzerine olan etkileriyle ilgili yapılan çalıĢmalarda, tümör derecesinin nüksten 

çok progresyon ve mortaliteyi belirleyen önemli bir prognostik faktör olduğu tespit 

edilmiĢtir (Korgalı ve Gültekin 2010).  
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     Diğer kanserlerde olduğu gibi mesane karsinomlarında da, patolojik evreleme 

prognoz ve tedavinin belirlenmesinde önemli bir belirteçdir (Reuter 2006, Cheng vd 

2009). 

 

2.7. Ürotelyal Karsinomun TNM (Primer tümör/ Lenf Nodu/ Uzak Metastaz)  

Evrelemesi  

 

     Ġdeal evreleme sistemi kanserin doğal hikayesini doğru olarak yansıtmalıdır. Tanı 

anındaki yayılım sahası ile beraber total kanser yükü tanımlanmalıdır ve hastalar tedavi 

planı için prognostik gruplara ayrılabilmelidir (Tablo 2.6). Yüzeyel mesane kanseri 

terimi, muskularis propriaya invaze olmamıĢ tümörleri tanımlamak için 

kullanılmaktadır. Bu tanımlama non-invaziv papiller ürotelyal karsinom (pTa), 

karsinoma in situ (KĠS) ve lamina propria içine invaze tümörlerini (pT1) kapsar. 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve International Union Against Cancer 

(UICC) tarafından ortaklaĢa geliĢtirilmiĢ TNM sistemi yaygın olarak kullanılan 

evreleme sistemidir (Cheng vd 2009).  

 

     AJCC/UICC TNM sistemi kullanılarak, ürotelyal karsinomun invazyon derinliğine 

dayalı evrelendirilmesi yapılmaktadır (Reuter 2006) (Tablo 2.6). Evre pT0 karsinom, 

biyopsi ya da TUR örneklerinde kanser tanısı konduktan sonra sistektomi örneğinde 

rezidüel karsinom bulunmayan bir durum olarak tanımlanır. Evre pT0 mesane karsinom 

insidansı yaklaĢık olarak % 10‟dur. Evre pTa karsinom, non-invaziv papiller karsinom 

olarak belirtilmektedir. Lamina propria invazyonu olan pT1 kanserlerden ayrılmalıdır. 

Evre pT1 karsinom, lamina propria içine invazyon yapan, ancak muskularis propria 

invazyonu yapmayan olarak tanımlanmaktadır. Evre pT2 karsinom, muskularis propria 

içine tümör invazyonu yapan olarak belirtilmektedir. pT2 karsinom, 2 alt kategoriye 

ayrılır. pT2a karsinom‟da, muskularis propria‟ya invazyon derinliği yarıdan daha azdır, 

pT2b karsinom‟da ise, kas duvarının yarısından fazlasında invazyon görülür. Evre pT3 

karsinom, perivezikal yumuĢak doku içine tümör invazyonu ile tanımlanır. pT3a, 

mikroskobik ekstravezikal uzantılı tümörler ve pT3b, makroskobik ekstravezikal 

uzantılı tümörler olarak pT3 karsinom‟un 2 alt sınıfını oluĢtururlar. Evre pT4 karsinom, 

uterus, vajina, prostat, pelvik veya karın duvarı dahil olmak üzere bir komĢu organ içine 

tümör invazyonu olarak tanımlanır. pT4a, prostat, uterus ya da vajina invazyonu 

içerirken, pT4b, pelvik veya karın duvarına invazyonu göstermektedir (Cheng vd 2009) 
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(ġekil 2.9). AJCC/UICC TNM sınıflandırmasına göre, derin invaziv tümörlerde (T2-

T3b arası) sağkalımın büyük ölçüde azaldığı ve yüzeyel tümörlerin (Ta, T1) 

prognozunun derin invaziv tümörlere göre daha iyi prognoza sahip oldukları 

bildirilmektedir. Doğru patolojik evreleme yapabilmek için organın temel histolojisini 

iyi bilmek gerekmektedir. Mesanede ürotelyum, bağ dokusu ve vasküler ve nöral 

yapılardan oluĢan bazal membran ve lamina propria ile örtülüdür (Reuter 2006). Non-

invaziv tümörlerde, bazal membran sınırları düzenlidir ve bazal membrana paralel 

prolifere damar yapıları mevcuttur. Ġnvaziv tümörlerde, bazal membranın bu özellikleri 

gözlenmez. Non-invaziv tümörlerin stromasında miksoid değiĢiklikler, fibroblastik 

stromal proliferasyon, stromal sellülaritede ve fibroblastlarda proliferasyon izlenirken, 

invaziv tümörlerde tümörün çevresinde inflamatuar ve kollojen içeren dezmoplastik 

reaksiyonlar görülebilir (Sternberg vd 2004).  

 

Tablo 2.6 Ürotelyal karsinomun TNM sınıflaması ve evre grupları (Eble vd 2004) 

 

T-Primer tümör 

TX: Primer tümör değerlendirilemedi 

T0: Primer tümör bulgusu yok 

Ta: Noninvaziv papiller karsinom 

Tis: Karsinoma in situ: „flat tümör‟ 

T1: Subepitelyal bağ dokuda tümör var 

T2: Kas invazyonu var 

     T2a:Yüzeyel kas invazyonu (iç yarı) 

     T2b: Derin kas invazyonu (dıĢ yarı) 

T3: Perivezikal yağ doku invazyonu var 

     T3a: Mikroskopik 

     T3b: Makroskopik 

T4: Prostat, uterus, vajina, pelvik duvar, abdominal duvar yapılarından herhangi 

birine invazyon 

     T4a: Prostat, uterus ya da vajina invazyonu 

     T4b: Pelvik duvar ya da abdominal duvar invazyonu 

N-Bölgesel lenf nodları 

                                                                                                           Devamı arkada 
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Nx: Bölgesel lenf nodu değerlendirilemedi 

N0: Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

N1: 2 cm ya da daha küçük tek lenf nodu metastazı var 

N2: 2-5 cm arası boyutlarda tek lenf nodu ya da 5 cm‟den küçük multipl metastaz 

var 

N3: Boyutu 5 cm‟den büyük lenf nodu metastazları var 

M-Uzak metastaz 

Mx: Uzak metastaz değerlendirilemedi 

M0: Uzak metastaz yok 

M1: Uzak metastaz var. 

Evre Grupları 

EVRE 0a                    Ta                                N0                               M0 

EVRE 0is                    Tis                               N0                               M0 

EVRE I                       T1                                N0                               M0 

EVRE II                     T2a, b                           N0                               M0 

EVRE III                    T3a, b                          N0                               M0 

                                     T4a                              N0                               M0 

EVRE IV                    T4b                              N0                               M0 

                                     Herhangi bir T           N1, N2, N3                  M0 

                                     Herhangi bir T           Herhangi bir N             M1 
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ġekil 2.9 Mesane kanserinde TNM evreleme sistemi (Bostwick ve Cheng 2008) 

 

 

     Kanser genetiğinde, tümör geliĢmesiyle ilgili en azından iki temel genetik değiĢiklik 

bilinmektedir. Bunlardan biri hücresel onkogenlerin aktivasyonu, diğeri ise tümör 

baskılayıcı genlerin inaktivasyonudur (Cooper ve Hausman 2006). Tez  konumuzla 

ilgili olarak tümör baskılayıcı genlerle ilgili genel bilgiler aĢağıda verilmiĢtir. 

 

2.8.  Mesane Kanserinde Tümör Baskılayıcı Genler 

 

     Tümör baskılayıcı genlerin kodladığı proteinler, protoonkogen ve onkogen 

proteinlerinin aksine, hücrenin çoğalmasını ve sağ kalımını baskılar. Tümör baskılayıcı 

genlerin inaktivasyonuyla negatif düzenleyici olarak görev yapan bu proteinlerin 

ortadan kaldırılması tümör oluĢumunu sağlar. Tümör baskılayıcı proteinler, çoğunlukla 

onkogenler ile uyarılan aynı sinyal yollarını baskılar (Cooper ve Hausman 2006).  

 

     Kromozom 9 delesyonları, mesane kanseriyle iliĢkilendirilen en yaygın kromozomal 

anormalliktir ve hem yüzeyel hem de kasa invaze mesane kanserlerinde gözlenmektedir. 

Ayrıca bu değiĢiklikler, TCC'nin moleküler patogenezinde erken gerçekleĢen bir 

olaydır. Diğer kromozomal delesyonlar, kromozom 13 (RB, Retinoblastoma geni) ve 
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kromozom 17‟de (p53 geni) tespit edilmiĢtir. En yaygın kromozom 9 delesyonları, 

p16INK4A, p14ARF ve p15INK4B gibi üç farklı proteini kodlayan 9p21 lokusunu içerir. 

Bu proteinlerin her biri negatif hücre döngüsü düzenleyici olarak görev yapar ve bu 

yüzden potansiyel tümör baskılayıcı genler olarak kabul edilir. Kromozom 9 kayıpları, 

mesane onkogenezinde ve p53 değiĢikliklerinden önce erken ortaya çıkar (Buscarini vd 

2005).  

 

     13. kromozom üzerinde, RB gen mutasyonları mesane kanserlerinin % 25-30'unda 

bulunmaktadır. RB lokusunda (13q14) heterozigot kaybı, immünohistokimyasal 

teknikler tarafından belirlenen protein ekspresyon yokluğu ile iliĢkilidir. 17. 

kromozomda, en iyi bilinen kromozomal değiĢiklik 17p13'deki (p53) tümör baskılayıcı 

gende gerçekleĢir (Buscarini vd 2005). 

 

 

     Bir çok kanserde olduğu gibi genetik faktörlerin yanında epigenetik değiĢikliklerinde 

tanı, tedavi ve prognozda önem taĢıdığı vurgulanmaktadır.  

 

2.9. Mesane Kanserinde Epigenetik Mekanizmalar 

 

     Epigenetik, mutasyonların aksine DNA‟nın nükleotid dizisinde herhangi bir değiĢim 

olmaksızın gen ekspresyonundaki kalıtsal değiĢiklikler olarak tanımlanır (Hamilton 

2011). Epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonları, 

kromatinin yeniden düzenlenmesi, genomik imprinting ve kodlamayan RNA‟lardaki 

değiĢimlerdir. Bunlardan ürolojik kanserlerde en etkin görülen epigenetik 

mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonları, kromatinin yeniden 

düzenlenmesi ve mikroRNA'lardır (Erol vd 2010, Hamilton 2011). Epigenetik 

değiĢiklikler arasında DNA metilasyonu kanserde en yaygın görülen epigenetik 

mekanizmadır (Agundez vd 2011).  

 

     Kanser geliĢiminde ve ilerlemesinde epigenetik mekanizmalar önemlidir. CpG 

adalarının hipermetilasyonu, tümör baskılayıcı genlerin (TSG) transkripsiyonel 

susturulmasında kritik rol oynar (Sanchez-Carbayo 2012). Sıklıkla metillenmiĢ genler, 

hücre döngüsü kontrolü, DNA onarımı, apoptoz ve invazyon gibi farklı biyolojik 

yolaklarda yer alırlar (Kim ve Quan 2005, Jarmalaite  vd 2008, Sanchez-Carbayo 2012). 
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Karsinogenezde erken evrede ortaya çıkan TSG‟lerin metilasyon durumunun 

belirlenmesi yalnızca tanı için değil, aynı zamanda prognoz ve değerlendirme için de 

önemlidir (Agundez vd 2011). 

 

2.9.1. DNA metilasyonu 

 

     DNA metilasyonu, insan kanserlerinde en yaygın çalıĢılan epigenetik mekanizmadır 

(Marsit vd 2007, Sharma vd 2010, Cabello vd 2011, Hoffman ve Cairns 2011, Jeronimo 

ve Henrique 2011) ve DNA dizisinde sitozin nükleotidine bir metil grubunun kovalent 

olarak eklenmesidir (Hamilton 2011). Metilasyon, DNA metiltransferazlar (DNMTs) 

olarak bilinen spesifik bir enzim ailesi tarafından kontrol edilir (Enokida ve Nakagawa 

2008, Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Majumdar vd 2011). Metilasyon, 

çoğunlukla insan genlerinin 5‟ ucunda bulunan CpG adaları olarak adlandırılan CpG 

dinükleotidlerindeki guanin nükleotidini takip eden sitozin bazlarında oluĢur (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 donörü 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) (ġekil 

2.10). DNA metilasyonu, çeĢitli mekanizmalarla gen ekspresyonunu inhibe eder 

(Sanchez-Carbayo 2012). Bunlardan biri, DNA metilasyonu doğrudan hedef 

bölgelerden DNA'ya bağlanan proteinlerin toplanmasını engelleyerek mRNA 

transkripsiyonunu baskılar (Kosova vd 2011, Sanchez-Carbayo 2012). Buna karĢılık, 

metillenmemiĢ CpG adaları, gen ekspresyonu için uygun kromatin yapısını oluĢturur 

(Sanchez-Carbayo 2012). Bir diğeri ise, dolaylı yoldan metillenmiĢ DNA, histon 

modifikasyonuna ve kromatinin yeniden düzenlenmesine yol açan DNA 

metiltransferazlar ve histon deasetilazların dahil olduğu büyük bir protein kompleksi 

olan metil-CpG‟ye bağlanan proteinlerin (MBP) bir araya gelmesini sağlayarak 

transkripsiyonu inhibe eder (Jeronimo ve Henrique 2011, Sanchez-Carbayo 2012). CpG 

adaları olarak bilinen ve CG dinükleotidleri bakımından zengin genom bölgeleri bir çok 

genin promoter bölgelerinde, 5‟ UTR bölgelerinde ve ekson 1‟lerinde bulunur (Cabello 

vd 2011, Hamilton 2011,  Jeronimo ve Henrique 2011, Kosova vd 2011). Tüm CpG 

adalarının % 60-90‟ı memelilerde metile durumdadır (Bogdanovic ve Veenstra 2009, 

Sharma vd 2010). Ġnsanlarda, genlerin promoter bölgelerindeki çoğu CpG adası 
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normalde metile değildir (Lin vd 2011, Majumdar vd 2011). Normalde metile olmayan 

CpG adaları, kadınlarda inaktif X kromozomu üzerinde yerleĢmiĢ genlerde, belirli 

imprintlenmiĢ genlerde, embriyonik geliĢime özgül genlerde ve dokuya özgül genlerde 

fizyolojik hipermetilasyon gösterir (Sharma vd 2010, Jeronimo ve Henrique 2011, 

Kosova vd 2011, Lin vd 2011). 

  

     Ġnsan tümörlerinde, anormal DNA metilasyonunun üç türü görülür. Bunlar; 

hipometilasyon, hipermetilasyon ve imprinting kaybıdır (Enokida ve Nakagawa 2008, 

Majumdar vd 2011). Kanser hücrelerinde hipometilasyon çoğunlukla SINEs (kısa 

dağılmıĢ nükleer elemanlar) ve LINEs (uzun dağılmıĢ nükleer elemanlar) gibi 

tekrarlayan DNA dizilerinde, hipermetilasyon ise CpG adalarında görülmektedir 

(Kosova vd 2011). Tümör baskılayıcı genlerin promoter bölgelerindeki anormal 

hipermetilasyonu transkripsiyonal sessizleĢme ile (Hoffman ve Cairns 2011), DNA 

hipometilasyonu (demetilasyon) ise proto-onkogenlerin aktivasyonu ile iliĢkilidir 

(Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Sanchez-Carbayo 2012). Her iki form, 

kromozomal instabiliteye ve sonuçta transkripsiyonal gen susturulmasına 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 kaybı anlamına gelen imprinting kaybı, çocukluk çağı 

tümörlerinde sık görülür (Majumdar vd 2011). 

  

     Uygun DNA metilasyonu, normal geliĢim için önemlidir ve aynı zamanda gen 

ifadesinin baskılanması, embriyonik geliĢim, transkripsiyon, kromatin yoğunlaĢması, X 

kromozomu inaktivasyonu, imprinting, kromatin kararlılığının korunması, tekrarlayan 

genomik elemanların baskılanması, histon deasetilasyonu, genom güvenliği ve yapısal 

bütünlüğünün korunması ve karsinogenez gibi çeĢitli süreçlerde fonksiyon gösterir 

(Bora ve Erdem-Yurter 2007, Bogdanovic ve Veenstra 2009, Kosova vd 2011, 

Majumdar vd 2011).  
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ġekil 2.10 DNA metilasyonu (Espada ve Esteller 2010) 

 

     Mesane kanserinde yaygın olarak tanımlanmıĢ hipermetile genler hücre döngüsü 

kontrolü, DNA hasarı tamiri, apoptoz, hücre invazyonu, hücre faklılaĢması ve hücre 

adezyonu gibi bir çok önemli biyolojik yolakta görev yapmaktadırlar (Enokida ve 

Nakagawa 2008, Sanchez-Carbayo 2012). Bu yolaklardaki genler aĢağıda 

gruplandırılarak Tablo 2.7‟de,  ayrıca literatür çalıĢmalarında mesane kanserindeki bazı 

tümör baskılayıcı genlerin metilasyon yüzdelerinin yıllara göre dağılımı Tablo 2. 8‟de 

gösterilmiĢtir. 
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Tablo 2.7 Mesane kanserleri ile ilgili literatür taramasında hipermetile olan genler (Kim ve Quan 2005, Enokida ve Nakagawa 2008, Phe vd 

2009, Sanchez-Carbayo 2012) 

Gen Sembolü Alternatif Adı Metilasyon % 

Hücre döngüsü kontrol genleri: 

p16INK4A/ CDKN2A                       CDKN2A (Siklin-bağımlı kinaz inhibitörü 2A)                                                           0-73 

p14ARF                                            CDKN2A (Siklin-bağımlı kinaz inhibitörü 2A) izoform 4                                         0-61,8 

CCND2                                             Siklin D2                                                                                                                    21,1-72 

RB1                                                   Retinoblastoma 1                                                                                                       3,2-28,1 

p15INK4B/ CDKN2B                       CDKN2B (Siklin-bağımlı kinaz inhibitörü 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 baskılayıcı 1                                                                                            33 

STAT1                                               Sinyal dönüĢtürücü ve  transkripsiyon aktivatörü 1                                                       11 

DNA hasarı 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                                                 Adenomatöz polipozis koli                                                                                            17,6-73 

                                                                                                                                                                                                        Devamı arkada 

3
1
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Tablo 2.7’nin devamı 

Gen Sembolü Alternatif Adı Metilasyon % 

DNA hasarı 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                                                Tümör proteini 53                                                                                                         12,9-46,2 

Apoptoz ile iliĢkili genler: 

DAPK1                                            Ölümle iliĢkili protein kinaz 1                                                                                         0-100 

CASP8                                             Kaspaz 8, apoptoz ile iliĢkili sistein peptidaz                                                                3,6-19,4 

DR3                                                 Ölüm reseptörü 3                                                                                                               98,1 

DR6                                                 Ölüm reseptörü 6                                                                                                                6,7 

DRC1                                              Antiapoptotik yıkım reseptörü 1                                                                                          22   

DRC2                                              Antiapoptotik yıkım reseptörü 2                                                                                          27                                           

APAF1                                             Apoptotik peptidaz aktive edici faktör 1                                                                       70,8-100 

BCL2                                               B-hücreli lenfoma 2                                                                                                       38,2-62,3 

PYCARD                                         Apoptoz ile iliĢkili leke benzeri protein (ASC)                                                                0-28,6 

                                                                                                                                                                                                        Devamı arkada 

3
2
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Tablo 2.7’nin devamı 

Gen Sembolü Alternatif Adı Metilasyon % 

Apoptoz ile iliĢkili genler: 

RASSF1A                                        Ras iliĢkili domain aile üyesi 1 A                                                                                  22,5-67 

EDNRB                                           Endotelin reseptör tip B                                                                                                  57-69 

TERT                                               Telomeraz ters transkriptaz                                                                                           20,8-24 

TNFRSF21                                      Tümör nekroz faktörü reseptörü süper aile üyesi 21                                                       6-7 

TNFRSF25                                      Tümör nekroz faktörü reseptörü süper aile üyesi 25                                                      75-98 

Hücre 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 

LAMC2                                            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 

                                                                                                                                                                                                        Devamı arkada 

3
3
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Tablo 2.7’nin devamı 

Gen Sembolü Alternatif Adı Metilasyon % 

Hücre invazyonu genleri: 

KISS1                                               Metastaz baskılayıcı gen 1                                                                                                83,1                                       

Wnt 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 inhibitör faktörü 1                                                                                                 1-66,7  

DKK3                                               Dickkopf homolog 3                                                                                                         N/A 

Olası tümör baskılayıcı genler:   

RUNX3                                            Runt-iliĢkili transkripsiyon faktörü 3                                                                               3,6-73 

MYO                                                Myoglianin                                                                                                                     68,7-86,9 

PTEN                                              Fosfataz ve tensin homoloğu                                                                                             0-31,9 

HIC1                                               Hipermetile kanser 1                                                                                                       21,9-100 

VHL                                                von Hippel-Lindau tümör baskılayıcı                                                                               4-31,9 

WT1                                                Wilms tümörü 1                                                                                                              38,7-58,2                                                                                                                                                                 

DBCCR1                                        Mesane kanserinde delesyon olmuĢ aday kromozom 1 bölgesi                                           52 

                                                                                                                                                                                                        Devamı arkada 

3
4
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Tablo 2.7’nin devamı 

Gen Sembolü Alternatif Adı Metilasyon % 

Olası tümör baskılayıcı genler:   

IGSF4 (CADM1)                           Ġmmünglobülin süperaile üyesi 4, Hücre adezyon molekülü 1                                       0-61,5                                                                                                                                                                                     

DBC1                                             Mesane kanserinde delesyon 1                                                                                        12-69 

IGFBP3                                          Ġnsülin benzeri büyüme faktörü bağlayıcı protein 3                                                      42,7-66 

FHIT                                              Frajil histidin triad proteini                                                                                              16-40 

PRSS3                                            Proteaz serin 3                                                                                                                33-33,5 

Hücre farklılaĢması ile iliĢkili genler: 

S100A                                              S-100 ailesi                                                                                                                     N/A 

SOX9                                               Cinsiyet belirleyen bölge Y box 9                                                                                56,4-70 

PMF1                                              Poliamin ile modüle edilmiĢ faktör 1                                                                          77,6-88,1 

CAGE1                                            Kanser antijeni 1                                                                                                          52,7-81,1 

ESR1                                               Östrojen reseptörü 1                                                                                                     16,1-79,4 

RARβ                                               Retinoik asit reseptörü beta                                                                                           2,1-93 

TIG1                                                Tazaroten kaynaklı 1; RARRES1 (Retinoik asit reseptörüne cevap 1)                            32 

Hücre adezyonu ile iliĢkili genler: 

ICAM1                                             Hücreler arası adezyon molekülü 1                                                                                89,5 

TIMP3                                             Metalloproteinaz doku inhibitörü 3                                                                               2,9-93 

 

3
5
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Tablo 2.8 Literatür çalıĢmalarında mesane kanserindeki bazı tümör baskılayıcı genlerin metilasyon yüzdelerinin yıllara göre dağılımı 

 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      37.5        

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 

Lin vd 2011        30.7      

Lin vd 2012        35.3      

Zuiverloon vd 2012     2.9   26.5      

Zhong vd 2013      12.2        

Tez çalıĢmamız  2013 0 0 0 7.5 1.25 0 3.75 21.25 6.25 33.75 0 0 0 

                                                                                                                                                                                                                                                Devamı arkada 

 

 

 

3
6
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Tablo 2.8’in devamı 

 ESR1 

% 

RB1 

% 

MSH6 

% 

THBS1 

% 

CADM1 

% 

STK11 

% 

PYCARD 

% 

PAX6 

% 

CDKN2A 

% 

GATA5 

% 

RARβ 

% 

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 49.5 27.5 81.3 25.3 61.5 94.5 28.6 20.9 24.2 55 59.3 38.5 

                                                                                                                                                                                                                                                    Devamı arkada 3
7
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Tablo 2.8’in devamı 

 ESR1 

% 

RB1 

% 

MSH6 

% 

THBS1 

% 

CADM1 

% 

STK11 

% 

PYCARD 

% 

PAX6 

% 

CDKN2A 

% 

GATA5 

% 

RARβ 

% 

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 çalıĢmamız  2013 1.25 27.5 36.25 0 2.5 0 0 0 0 2.5 3.75 2.5 

3
8
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    Mesane kanserlerinde, epigenetik mekanizmalar içinde en sık gözlenen DNA 

metilasyon değiĢimleri olmakla birlikte aĢağıda belirtilen histon modifikasyonları ve 

kromatinin yeniden düzenlenmesi de önem taĢımaktadır. 

 

2.9.2. Histon modifikasyonları ve kromatinin yeniden düzenlenmesi 

 

     Kromatin, histonlar ve DNA'dan oluĢur. Histonlar, kromatinin protein bileĢenidir 

(Hamilton 2011). Kromatinin temel birimi nükleozomdur (Enokida ve Nakagawa 2008). 

Nükleozom, bir oktameri oluĢturan iki alt birimin herbiri H2A, H2B, H3 ve H4 histon 

proteinlerinden oluĢan bir kor etrafına sarılmıĢ 146 bp uzunluğunda DNA içerir 

(Jeronimo ve Henrique 2011, Hoffman ve Cairns 2011). Histon proteinleri, bir globüler 

C- terminal domaini ve yapılanmamıĢ bir N- terminal kuyruk içeren, nükleozom öz 

kısmından oluĢurlar (Sharma vd 2010). Histon koru alt birimleri, post-translasyon 

modifikasyonların gerçekleĢtiği uzun bir kuyruk içerir (Hoffman ve Cairns 2011). 

Histon proteinlerinin amino ucunda (N-terminal kuyrukları) metilasyon, asetilasyon, 

fosforilasyon, ubikutinasyon, glikolizasyon, sumolasyon ve farklı amino asitlerin 

ribozilasyonu gibi histon kuyruklarını etkileyebilen post-translasyonal modifikasyonlar 

gerçekleĢmektedir (Enokida ve Nakagawa 2008, Sharma vd 2010, Hamilton 2011, 

Hoffman ve Cairns 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Majumdar vd 2011). Bir baĢka 

ifade ile histonlar, gen ekspresyonunun hem aktivasyonu hem de baskılanmasına neden 

olan bu post-translasyonel mekanizmalar ile modifiye edilirler (Majumdar vd 2011). Bu 

modifikasyonlar, histon-DNA ve histon-histon iliĢkisini etkilemekte, böylelikle DNA 

paketlenmesi, gen transkripsiyonu, DNA tamiri, DNA replikasyonu ve kromozom 

organizasyonu değiĢiklikleri gibi birçok biyolojik olayı kontrol edilebilmektedir (Bora 

ve Erdem-Yurter 2007, Sharma 2010, Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique 2011).  

 

     Histon modifikasyonlarının, kromozom fonksiyonunu etkilediğine dair iki ana 

hipotez vardır. Modifikasyonların, 1. hipotez göre histonların elektrostatik yükünü 

etkileyerek kromatin yapısını değiĢtirdiği, 2. hipoteze göre protein kompleksleri için 

tanıma bölgesi oluĢturduğu düĢünülmektedir (Bora ve Erdem-Yurter 2007, Majumdar 

vd 2011). 

 

     Kovalent histon modifikasyonları, histon asetiltransferazlar (HATs), histon 

deasetilazlar (HDACs), histon metiltransferazlar (HMTs) ve histon demetilazları 
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(HDMTs) içeren değiĢken substrat özgüllüğü olan enzimler kümesi tarafından 

gerçekleĢtirilir (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 diğer DNA düzenleyici mekanizmalarla birlikte, kromatin 

durumu ve transkripsiyon ile sıkı iliĢki içerisindedirler (Sharma vd 2010). Bu enzimler 

kromatin konfigürasyonunu değiĢtirir ve gen ekspresyonunu düzenlerler (Majumdar vd 

2011). 

 

     En iyi incelenmiĢ olan histon modifikasyonlarından biri DNA‟ya histonların 

afinitesini azaltan lizin kalıntısının 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 baskılanma ile iliĢkilidir (Bora ve Erdem-Yurter 2007, Hamilton 2011). 

Histon asetiltransferazlar (HATs) tarafından gerçekleĢtirilen asetilasyon, histon 

kuyrukları ve DNA arasındaki bağın gücünü azaltarak negatif yüklü asetil grubunun 

histon proteininin amino ucuna takılmasıyla pozitif yüklü lizin  kalıntısını nötralize 

eder, DNA/histon kompleksinde (açık bir kromatin konformasyonu) gevĢeme meydana 

gelir, transkripsiyon faktörlerinin genlerin promotör bölgelerine eriĢmeleri kolaylaĢır ve 

böylelikle gen transkripsiyonu sağlanmıĢ olur (Bora ve Erdem-Yurter 2007, Hamilton 

2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Majumdar vd 2011). Asetilasyon geri dönüĢümlü 

olarak gerçekleĢen bir olaydır. Kromatini paketleyen histon deasetilazlar (HDACs) 

tarafından lizin aminoasitinden asetil grubunun çıkartılmasıyla kromatin tekrar 

kondense olur ve gen transkripsiyonu baskılanır (Bora ve Erdem-Yurter 2007, 

Majumdar vd 2011). Histonların metilasyonu, transkripsiyonu pozitif veya negatif 

olarak etkiler yani transkripsiyonu aktive eder ya da baskılar. DNA metilasyonu ve 

histon modifikasyonları arasında iĢbirliği gerçekleĢmektedir (Hamilton 2011, Jeronimo 

ve Henrique 2011).  

 

     Histon modifikasyonları aynı zamanda genomik imprinting, X kromozomu 

inaktivasyonu, embriyonik kök hücre geliĢimi ve farklılaĢmadan sorumlu tutulmuĢtur. 

Aynı zamanda histon modüle eden enzimlerin ekspresyonundaki değiĢiklikler de, 

kanser geliĢimi ve ilerlemesi ile iliĢkilendirilmiĢtir (Jeronimo ve Henrique 2011). Histon 

modifikasyonlarının genel bir Ģekli aĢağıda görülmektedir (ġekil 2.11).  
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ġekil 2.11 Histon modifikasyonları (Alberts vd 2002) 

 

 

     Mesane kanserlerinde, epigenetik değiĢiklikler arasında kodlamayan RNA‟ların bir 

sınıfı olan mikroRNA‟lar da önem taĢımaktadır. 

 

2.9.3. MikroRNA’lar 

   

     DNA metilasyonu ve histon proteinlerinin kovalent modifikasyonlarına ek olarak 

mikroRNA'lar (miRNA'lar) kendi DNA dizisini değiĢtirmeden gen ekspresyonunu 

kontrol eden önemli epigenetik düzenleyiciler olarak tanımlanmaktadırlar (Pavicic vd 

2011). miRNA‟lar, uzun kodlamayan RNA‟lar ya da genlerin intronları tarafından 

kodlanan, yaklaĢık 22 nükleotidlik uzunluğunda kodlamayan RNA'ların bir sınıfıdır 

(Sharma 2010, Hamilton 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Sato vd 2011, Sana vd 

2012). miRNA'lar nükleusda transkribe edilir ve olgunlaĢma öncesinde bir kaç 

modifikasyon geçirirler. miRNA tarafından mRNA translasyonu iki Ģekilde inhibe 

edilir: 1) miRNA ile mRNA arasında tam komplementer eĢleĢme varsa, miRNA 

mRNA'ya bağlanır ve RNA ile indüklenen 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 arasında tam bir eĢleĢme yoksa, 

miRNA kısmen mRNA'nın 3' ucuna bağlanır ve transfer RNA'nın hareketlerini önler 



42 

 

böylece translasyonun baskılanmasına neden olur (Bodur ve Demirpençe 2010, Sharma 

2010, Hamilton 2011, Pavicic vd 2011, Sana vd 2012). Tek bir miRNA, bir çok 

mRNA'nın ekpresyonunu post-transkripsiyonel olarak düzenleyebilir (Hoffman ve 

Cairns 2011, Jeronimo ve Henrique 2011, Sharma 2010) ve tersine tek bir mRNA‟nın 

ekspresyonu birden fazla miRNA tarafından post-transkripsiyonel olarak düzenlenebilir 

(Jeronimo ve Henrique 2011).  

 

     Yüzlerce miRNA insan hücrelerinde tespit edilmiĢtir (Hoffman ve Cairns 2011). 

Ġnsan genlerinin % 30-70‟inin ekspresyonunun, belirli dokularda ve zamana bağlı olarak 

miRNA‟lar tarafından düzenlendiği tahmin edilmektedir (Jeronimo ve Henrique 2011). 

miRNA ekspresyonu, sıklıkla onkogenler (aĢırı ekspresyon) ya da tümör baskılayıcılar 

(baskılanma yoluyla) olarak kanserde etki gösterir (Jeronimo ve Henrique 2011, Pavicic 

vd 2011). Ayrıca miRNA'lar, büyümeyi teĢvik edici ya da büyümeyi önleyici olarak da 

fonksiyon görürler (Hoffman ve Cairns 2011). miRNA‟lar, dokuya özgü olarak 

eksprese edilir ve apoptoz, hücre proliferasyonu, hücre farklılaĢması dahil olmak üzere 

biyolojik süreçlerin geniĢ bir dizisini kontrol ederler (Sharma 2010, Sana vd 2012).  

 

 

     Ürotelyal karsinomlarla iliĢkilendirilmiĢ tümör baskılayıcı genlerin metilasyon 

paternlerinin incelenmesi amaçlandığı için Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation- 

Dependent Probe Amplification (MS-MLPA) Yöntemi ile ilgili bilgiler aĢağıda 

belirtilmiĢtir. 

 

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

MLPA) Yöntemi 

 

     Son zamanlarda tümör geliĢimiyle ilgili çeĢitli genlerin hem metilasyon paternlerinin 

hem de kopya sayı değiĢikliklerinin önem taĢımakta olduğu belirtilmiĢtir ve tanıda 

MLPA yöntemi rutin laboratuarlarda gen kopya sayı değiĢikliklerinin multipleks 

gösterimi için kullanılan metod iken, Ģimdi daha çok anlam taĢıyan metod olan 

Metilasyon spesifik-MLPA kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Çünkü, tek bir reaksiyonda 

yaklaĢık 40 kromozomal sekansın aynı anda hem CpG metilasyonunu hem de kopya 

sayısındaki değiĢiklikleri gösterebilmektedir (Nygren vd 2005). 
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     MS-MLPA yöntemi tek bir deneyde birden fazla genin promoter metilasyonundaki 

değiĢikliklerin yarı kantitatif tespitine izin veren polimeraz zincir reaksiyonuna dayalı 

bir tekniktir. MetillenmiĢ ve metillenmemiĢ genler arasındaki ayrım, metilasyon-duyarlı 

restriksiyon enzimi HhaI için bir tanıma bölgesi (GCGˆC) içeren probların 

belirlenmesine dayanmaktadır. MS-MLPA yöntemi, kanser dahil olmak üzere çeĢitli 

hastalıklarda uygulanmaktadır (Agundez vd 2011, Cabello vd 2011). 

 

     MS-MLPA, epigenetik değiĢikliklerin tespiti için yaygın olarak kullanılır. Prader 

Willi/Angelman ve Beckwith Wiedemann/RSS sendromu gibi baĢlıca imprinting 

hastalıklarda metilasyon tespiti için uygulanır. MS-MLPA, aynı zamanda tümör 

ilerlemesine ya da kemoterapötik ajanlara dirence yol açan tümör baskılayıcı genlerin 

transkripsiyonel inaktivasyonunu incelemek için tümör analizlerinde de kullanılır. 

Böylece, anormal metilasyon paternlerinin tespiti tümör tipinin daha yakından 

incelenmesine olanak sağlar (WEB_2, 2013). 

 

     MS-MLPA protokolü, her MS-MLPA reaksiyonu için iki örnekten oluĢması dıĢında 

standart MLPA‟ya çok  benzerdir. Bu iki örnek Ģu Ģekildedir; kopya sayısı tespiti için 

bir endonükleaz enzimsiz örnek ve metilasyon tespiti için bir endonükleaz enzimli 

örnek. MS-MLPA prosedürü 5 aĢamaya ayrılabilir (ġekil 2.12): 1. DNA denatürasyonu 

ve MLPA problarının hibridizasyonu, 2. Ligasyon ve enzim kesimi, 3. PCR, 4. Kapiller 

elektroforez ile amplifikasyon ürünlerinin ayrıĢtırılması, 5. Veri analizi. Metilasyon 

tespiti için MS-MLPA probları, hedef dizinin metilasyon-duyarlı endonükleaz HhaI‟ın 

restriksiyon bölgesi içeriği dıĢında, diğer MLPA problara benzerdir (ġekil 2.12‟de 

gösterilmemiĢ). Diğeri, hibridize edilmiĢ problar ligasyona uğrarken (ġekil 2.12, AĢama 

2) HhaI endonükleaz ile inkübe edilir. Probların hibridleri ve metillenmemiĢ DNA 

örneği HhaI enzimi ile parçalanır. Parçalanan problar PCR sırasında katlanarak 

amplifiye edilemez (ġekil 2.12, AĢama 3) ve bu yüzden kapiller elektroforez sırasında 

bir sinyal üretemezler (ġekil 2.12, AĢama 4). Aksine, örnek DNA metillenirse DNA-

prob hibridleri HhaI parçalanmasına karĢı korunur ve bağlanmıĢ problar bir pik 

oluĢturur (WEB_2, 2013). 
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ġekil 2.12 MS-MLPA reaksiyonunun aĢamaları (WEB_2, 2013) 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

 

      AraĢtırmamız, 5 temel basamakta gerçekleĢtirilmiĢtir: 

            1. Materyallerin toplanması, 

            2. Formalinle fikse edilmiĢ parafine gömülü (FFPE) mesane doku örneklerinden 

genomik DNA izolasyonu, 

            3. Ġzole edilen genomik DNA örneklerinin konsantrasyonu ve saflık        

değerlerinin belirlenmesi, 

            4. Ġzole edilen DNA örneklerinin MS-MLPA yöntemiyle analizi, 

            5. Ġstatistiksel analiz. 

 

 

3.1. Materyallerin Toplanması 

 

     Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Patoloji Anabilim Dalı‟nda, 

histopatolojik olarak incelenen “Ürotelyal karsinom” tanısı almıĢ 80 olgu çalıĢmaya 

dahil edildi. ÇalıĢmada, olgulara ait % 10 formaldehit solüsyonu ile tespit edilmiĢ, 

parafin bloklara gömülü (FFPE) doku örnekleri kullanıldı. Tüm olgulardan tümör 

dokusunu en iyi yansıtan, içinde nekroz, kanama, inflamatuar hücre ve stromal 

elemanların en az olduğu alanları içeren kesitler belirlenerek, bu kesitlere ait parafin 

bloklardan genomik DNA izolasyonu için 10 mikron kalınlığında ardıĢık seri kesitler 

alındı. Doku örneklerinin elde edildiği vakalara ait yaĢ, cinsiyet, TNM evre ve histolojik 

tümör derecesi dahil tüm klinikopatolojik parametreler patoloji raporları incelenerek 

kaydedildi. 
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3.2. FFPE Mesane Dokularından Genomik DNA Ġzolasyonu 

 

     ÇalıĢmaya dahil edilen 80 olguya ait FFPE mesane doku örneklerinden genomik 

DNA izolasyonu, ticari kit (QIAamp DNA Mini Kit-Qiagen, Germany) yardımı ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Kitin içeriği ve kimyasal miktarları aĢağıdaki Tablo 3.1‟de 

gösterilmiĢtir: 

 

Tablo 3.1 DNA izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit) içeriği 

 

Kit Ġçerisindeki BileĢenler Miktarlar (50 örnek için) 

QIAamp Mini Spin Kolonlar 50 adet 

Toplama Tüpleri (2ml‟lik) 150 adet 

AL Tamponu 12 ml 

ATL Tamponu 10 ml 

AW1 Tamponu (konsantre) 19 ml 

AW2 Tamponu (konsantre) 13 ml 

AE tamponu 22 ml 

Proteinaz K 1.25 ml 

 

     DNA izolasyonuna baĢlamadan, kit de yer alan AW1 ve AW2 tamponlarının 

hazırlanma süreci protokolde belirttiği Ģekilde ayrı ayrı 35 ml % 100 etanol ilave 

edilerek hazır hale getirildi. 

 

     Üretici firmanın belirttiği Ģekilde, FFPE mesane dokularından DNA izolasyonu için 

aĢağıdaki basamaklar sırayla uygulandı: 

 

3.2.1. DNA izolasyon protokolü 

 

1) FFPE mesane doku örneklerinden 10 mikron kalınlığında ardıĢık seri kesitler 

alındı.  

 

2) ArĢiv doku kesitlerinin etrafındaki fazla parafin, steril bistüri ve pens yardımı ile    

uzaklaĢtırıldı. 
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3) Fazla parafinden mekanik olarak arındırılan doku örnekleri yeni steril 

mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. 

 

4) Örneklere deparafinizasyon için 1200 µl ksilen (Sigma-Aldrich) ilave edildi ve 

2200 rpm‟de kuvvetlice vortekslendi (10 kez pulse-vorteks). 

 

5) Örnekler 56 OC‟ye ayarlı etüvde (Nüve) 16-18 saat gece boyu inkübasyona 

bırakıldı. 

 

6) Ġnkübasyon sonrasında doku örnekleri oda ısısında (15-25 OC), 14.000 rpm‟de 5 

dk santrifüj edildi. 

 

7) Süpernatant mikropipet ile uzaklaĢtırıldı (Peletin dağılmamasına dikkat edildi).  

 

8) Pelete tekrar 1200 µl ksilen ilave edildi. 

 

9) Örnekler oda ısısında (15-25 OC), 14.000 rpm‟de, 5 dk santrifüj edildi. 

 

10) Pelet kısmına dokunulmadan süpernatant mikropipetle uzaklaĢtırıldı. 

 

11) Doku örneklerinde artık kalan ksileni uzaklaĢtırmak için peletlere 1200 µl etanol 

(Merck) (% 96-100) eklendi ve örnekler birkaç kez pulse-vorteks edildi. 

 

12) Örnekler oda ısısında (15-25 OC), 14.000 rpm‟de, 5 dk santrifüj edildi. 

 

13) Süpernatant mikropipetle uzaklaĢtırıldı (Peletin dağılmamasına dikkat edildi). 

 

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

 

15) Örneklerin bulunduğu mikrosantrifüj tüplerinin kapakları açılarak 37 OC‟ye ayarlı 

etüvde, 15 dk inkübasyona bırakılarak, kalan etnolün tamamen uzaklaĢtırılması 

sağlanmıĢtır. 
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16) Etanol tamamen uzaklaĢtırıldıktan sonra peletler, kitle birlikte sağlanan 180 µl 

doku lizis tamponunda  (Buffer ATL) süspanse edildi. 

 

17) Örmeklere, kitle birlikte sağlanan 20 µl proteinaz K eklendi ve vortekslenerek 

karıĢtırıldı. Daha sonra örneklere kısa bir santrifüj iĢlemi (short-spin) yapıldı. 

 

18) Tüplerin kapakları parafilmle sarılarak, dokunun lizise olması için 56 OC‟ye 

ayarlı su banyosunda 16-18 saat (gece boyunca) inkübasyona bırakıldı. 

 

19) Ġnkübasyon sonrası tüpler santrifüjde kısa bir short-spin edildi. 

 

20) Örneklere, 200 µl “AL Tamponu” eklendi ve 15 sn pulse-vorteks edilerek 

karıĢtırıldıktan sonra 70 OC‟ye ayarlı su banyosunda 10 dk inkübasyona bırakıldı. 

Ġnkübasyon sonrasında tüpler kısa bir santrifüj iĢlemi short-spin yapıldı. 

 

21) Örneklere, 200 µl “Etanol” eklendi, 15 sn pulse-vorteks edilerek karıĢtırıldı ve 

sonra tüplere kısa bir short-spin yapıldı. 

 

22) Kitle birlikte temin edilen, 2 ml‟lik toplama tüpüne yerleĢtirilmiĢ “QIAmp Mini 

spin kolon” hazırlandı ve bir önceki basamakta elde edilen karıĢım bu kolonlara 

mikropipet aracılığıyla aktarıldı. 

 

23) Kolonların kapakları kapatılarak, 8.000 rpm‟de, 1 dk santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası kolonlar yeni 2 ml‟lik toplama tüplerine yerleĢtirildi. Süzüntü bulunan 

toplama tüpü atıldı. 

 

24) Kolonların kapakları açılarak, kolonlara kitle birlikte sağlanan 500 µl yıkama 

tamponu (AW1 Tamponu) eklendi. Kolonların kapakları kapatılarak 8.000 

rpm‟de, 1 dk santrifüj edildi. Santrifüjden sonra kolonlar, kitle birlikte temin 

edilen temiz 2 ml‟lik toplama tüpüne yerleĢtirildi ve süzüntü içeren toplama 

tüpleri atıldı. 
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25) Kolonların kapakları açılarak, içerilerine kitle birlikte sağlanan 500 µl yıkama 

tamponu (AW2 Tamponu) eklendi. Kolonların kapakları kapatılarak 14.000 

rpm‟de 3 dk santrifüj edildi. 

 

26) Protokole göre; temiz toplama tüplerine yerleĢtirilen kolonlar, 14000 rpm‟de 1 

dk santrifüj edildi. 

 

27) Santrifüj iĢleminden sonra kolonlar steril 1.5 ml‟lik mikrosantrifüj tüplerine 

yerleĢtirildi. Kolon kapakları açılarak içerilerine kitle birlikte sağlanan 100 µl 

elusyon tamponu (AE Tamponu) eklendi ve oda sıcaklığında (15-25 OC), 5 dk 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyondan sonra kolonlar 8.000 rpm‟de, 1 dk 

santrifüj edilerek mesane doku örneklerinden genomik DNA izolasyonu 

tamamlanmıĢ oldu. 

 

28) Ġzole edilen DNA örnekleri çalıĢmanın diğer aĢamalarına kadar -20 OC‟de 

saklandı. 

 

 

3.3. Ġzole Edilen Genomik DNA Örneklerinin Konsantrasyon ve Saflık     

Değerlerinin Belirlenmesi 

 

     Toplam 80 adet „Ürotelyal karsinom‟ tanısı almıĢ mesane doku örneklerinden izole 

edilen genomik DNA örneklerinin konsantrasyon ve saflıkları, spektrofotometrik 

yöntemle belirlendi (Thermo Scientific, Nanodrop 2000c). BaĢlangıçta, 2 µl dH2O ile 

cihazın çalıĢması kontrol edildi. Ölçüme baĢlamadan önce DNA‟nın çözüldüğü elusyon 

tamponla cihaz sıfıra ayarlandı ve 2 µl DNA örneği ile ölçüm yapıldı. 

 

     Nanodrop ile otomatik olarak ölçülen 80 örneğe ait  “Konsantrasyon, A260, A280, 

A260/280 değerleri‟‟ kaydedildi. 
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3.4. Ġzole Edilen DNA Örneklerinin MS-MLPA Yöntemiyle Analizi 

 

     Ġzole edilen DNA örneklerinde standart MLPA reaksiyonları gibi DNA 

denatürasyonu ve MLPA probları ile spesifik hedef DNA‟ların bir gecelik 

hibridizasyonu aĢamaları gerçekleĢtirildi. 

 

3.4.1. DNA denatürasyonu (1. gün) 

 

     - Örneklerden elde edilen DNA‟dan her tüp için 5 μl (50-250 ng) alındı. 

     - Örnekler 200 μl‟lik (0.2 ml) PCR strip tüplerine aktarıldı. 

     - Tüpler Thermal Cycler (TECHNE TC-412) cihazına yerleĢtirildi ve MS-MLPA 

thermal cycler programı baĢlatıldı. 

     - Örnekler, 98 ºC‟de 5 dk. thermal cycler cihazında bekletilerek DNA‟nın 

denatürasyonu sağlandı. 

     - Tüpler, thermal cycler cihazından çıkarmadan önce 25 ºC‟ye getirilip örnekler 

soğutuldu (bu bekleme sırasında probemix hazırlandı) ve tüpler cihazdan çıkarıldı. 

 

3.4.2. Hibridizasyon (1. gün) 

 

     ÇalıĢmamızda kullanılan "SALSA MS-MLPA ME002-B1 tumor suppressor 

Probemix, MRC, Hollanda" içinde mevcut olan kontrol probları ve incelenecek genlere 

ait problarının listesi Tablo 3.2‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

Tablo 3.2 "SALSA MS-MLPA ME002-B1 tumor suppressor probemix, MRC, 

Hollanda" içinde mevcut olan kontrol probları ve incelenecek genlere ait probların 

listesi (WEB_2, 2013) 

 

Uzunluk 

(nt) 

SALSA MLPA Prob Hha1 

Bölgesi 

Kromozomal 

pozisyon 

64-70-

76-82 

Q-fragmentleri: DNA miktarı; en az 100 ng örnek DNA ile sadece 

görünür 

88-92-96 D-fragmentleri: 88 ya da 96 nt fragmentin düĢük sinyali eksik 

denatürasyon gösterir 

100 X-fragmenti için spesifik 

105 Y-fragmenti için spesifik 

136 Reference (CREM) probe 00981-L00566 - 10p11.21 

140 BRCA1 probe 03296-L01269 + 17q21.3 

148 BRCA2 probe 02285-L01776 + 13q13.1 

154 Reference (CFTR) probe 02944-L02376 - 7q31.2 

160 ATM probe 03023-L02413 + 11q22.3 

168 TP53 probe 02374-L02530 + 17p13.1 

175 Reference (PTCH1) probe 03708-L03162 - 9q22.3 

183 PTEN probe 03808-L02169 + 10q23.3 

191 MGMT probe 05670-L05146 + 10q26.3 

202 Reference (MLH3) probe 01245-L00793 - 14q24.3 

208 PAX5  probe 03750-L03210 + 9p13.2 

219 CDH13 probe 02257-L01742 + 16q23.3 

229 Reference (PAH) probe 02334-L01820 - 12q23 

238 TP73 probe 1684-L1264 + 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 + 11q13.2 

281 Reference (TSC2) probe 01832-L01397 - 16p13.3 

292 CHFR probe 02737-L02164 + 12q24.3 

                                                                                                           Devamı arkada 
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301 ESR1 probe 02746-L02173 + 6q25.1 

310 Reference (CDK6) probe 03184-L02523 - 7q21.3 

319 RB1 probe 02734-L02161 + 13q14.2 

328 MSH6 probe 01250-L00798 + 2p16.3 

337 Reference (APC) probe 01700-L01341 - 5q22.2 

346 MGMT probe 13716-L15582 + 10q26.3 

355 THBS1 probe 01678-L17140 + 15q14 

364 CADM1 probe 03638-L17141 + 11q23 

373 Reference (PTEN) probe 03638-L17142 - 10q23.3 

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 - 11q23 

427 CDKN2A probe 01530-L00955 + 9p21.3 

434 GATA5 probe 03752-L06199 + 20q13.3 

445 Reference (IL2) probe 00627-L00183 - 4q27 

453 RARβ probe 04046-L02172 + 3p24.2 

462 CD44 probe 04500-L02761 + 11p13 

472 RB1 probe 04502-L02199 + 13q14.2 

483 Reference (CASR) probe 02683-L02148 - 3q21 

 

 

     - MLPA buffer ve "SALSA MS-MLPA ME002-B1 tumor suppressor probemix, 

MRC, Hollanda"  kullanılmadan önce vortekslendi. 

     - Hibridizasyon karıĢımının hazılanıĢı; her reaksiyon için: 1.5 μl MLPA buffer (sarı 

kapak) ve  1.5 μl "SALSA MS-MLPA ME002-B1 tumor suppressor probemix, MRC, 

Hollanda" (siyah kapak) (ÇalıĢılacak örnek sayısında bir fazla olacak Ģekilde 

hibridizasyon karıĢımı hazırlandı) mikropipetle eppendorf tüpüne aktarılıp karıĢtırıldı. 
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Tablo 3.3 Hibridizasyon karıĢımının içeriği 

 

 1 ÖRNEK 80 ÖRNEK 

SALSA PROBEMĠX 

(Siyah Kapak) 

1.5 μl 120 μl 

MLPA BUFFER 

(Sarı Kapak) 

1.5 μl 120 μl 

 

     - DNA denatürasyonu sonrası, 25 ºC‟deki her tüpdeki DNA örneklerinin üzerine 3 μl 

hibridizasyon karıĢımı ilave edilip yavaĢça pipetaj ile homojenize edildi. 

     - Örnekler 95 ºC‟de 1 dk. inkübe edildi, daha sonra 60 ºC‟de 16 saat hibridizasyona 

bırakıldı (Ġnkübasyon süresi 16 saatten az 20 saatten fazla olmamalıdır). 

 

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

 

- Ligaz buffer A ve Ligaz buffer B kullanılmadan önce vortekslendi. 

     - Ligaz-65 karıĢımının hazırlanıĢı, her reaksiyon için, karıĢım: 8.25 μl dH2O, 1.5 μl 

Ligaz buffer B (beyaz kapak) eklenip karıĢtırıldı. Daha sonra, 0.25 μl Ligaz-65 enzimi 

(yeĢil kapak) ilave edildi ve yukarı aĢağı yavaĢca pipetle karıĢtırılıp homojenize hale 

getirildi. 

     - Ligaz-kesim karıĢımı: Her örnek için, 7.75 μl dH2O, 1.5 μl Ligaz buffer B (beyaz 

kapaklı) ekledik, daha sonra 0.25 μl Ligaz-65 enzimi (yeĢil kapaklı) ve 0.5 μl Hha1 

enzimi (10 ünite/μl) eklenerek pipetle yukarı aĢağı yavaĢça karıĢtırıldı (Tablo 3.3).  

     - Thermal cycler cihazı 20 ºC‟ye getirildi ve 20 ºC‟deki tüpler cihazdan çıkarıldı. 

     - Hibridizasyon ürününe her tüp için, 3μl Ligaz buffer A ve 10μl dH2O ilave edildi 

ve pipetajla karıĢtırıldı. 

     - Bu karıĢımın 10μl‟si ikinci bir tüpe aktarıldı. 

     - Her iki tüp thermal cycler cihazında 48 ºC‟de durduruldu. 

     - Ġlk tüpe 48 ºC‟de 10 μl Ligaz-65 karıĢımı ilave edildi (kopya sayısı testi) ve pipetle 

yavasça yukarı aĢağı karıĢtırıldı. 

     - Ġkinci tüpe, yine 48 ºC‟de 10 μl içinde Hha1 enziminin de olduğu Ligaz-Kesim 

karıĢımı ilave edildi (metilasyon testi) ve yine pipetle yavasça yukarı aĢağı karıĢtırıldı. 

     - Her iki tüp, ligasyon ve Hha1 kesimi için, 48 ºC‟de 30 dk. inkübasyona bırakıldı. 

     - Daha sonra 98 ºC‟de 5 dk. bekletilerek enzimin inaktivasyonu sağlandı. 
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     - En son, thermal cycler cihazı 20 ºC‟ye getirildi ve bu sıcaklıkta tüpler cihazdan 

çıkarıldı. 

 

Tablo 3.4 Ligaz-65 karıĢımının içeriği 

 

 1 ÖRNEK 80 ÖRNEK 

dH2O 8.25 μl 660 μl 

Ligaz buffer B  

(Beyaz Kapaklı) 

1.5 μl 120 μl 

Ligaz-65 enzimi  

(YeĢil Kapaklı) 

0.25 μl 20μl 

 

 

Tablo 3.5 Ligaz-kesim karıĢımının içeriği 

 

 1 ÖRNEK 80 ÖRNEK 

dH2O 7.75 μl 620 ml 

Ligaz buffer B  

(Beyaz Kapaklı) 

1.5 μl 120 μl 

Ligaz-65 enzimi  

(YeĢil Kapaklı) 

0.25 μl 20 μl 

Hha1 enzimi 0.5 μl 40 μl 

 

 

3.4.4. PCR reaksiyonu (2. gün) 

 

     - SALSA PCR primer mix vortekslendi. 

     - Polimeraz kaĢımının hazılanıĢı, her reaksiyon için: 3.75 μl dH2O, 1 μl SALSA 

PCR primer mix (kahverengi kapak), 0.25 μl SALSA Polimeraz (turuncu kapak) 

eklendi ve pipetle yukarı aĢağı iyice karıĢtırıldı. Kullanılana kadar karıĢım buz üzerinde 

muhafaza edildi. 

     - Oda sıcaklığında, her tüpe 5 μl polimeraz karıĢımı ilave edilerek pipetle yavaĢca 

yukarı aĢağı karıĢtırıldı.  
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     - Thermal cycler cihazında ayarlanan programda tüpler amplifikasyon, 35 döngü 

için; 

          * Denatürasyon                    95 ºC‟de 30 saniye 

          * EĢleĢme (Annealing)         60 ºC‟de 30 saniye                     

          * Uzama (Extension)            72 ºC‟de 60 saniye bekletildi. 

     - Daha sonra örnekler, (Son Extension/ Uzama) 72 ºC‟de 20 dakika inkübe edildi.  

     - Son olarak thermal cycler cihazı 15 ºC‟de beklemeye alındı. 

 

3.4.5. Örnekleri Beckman Coulter CEQ™ 8000 Genetic Analysis System cihazına  

yükleme  

 

     - Ġlk önce, Beckman Coulter CEQ™ 8000 genetik analiz sistem cihazının yükleme 

tüplerinin her birine 0.2 μl CEQ-size standart 600 ve 32 μl HiDi formamid konularak 

pipetajla homojenize edildi. 

     - Daha sonra üzerlerine, PCR bitiminde elde edilen ürünlerden 0.7 μl eklendi ve 

pipetle karıĢtırıldı. 

     - BuharlaĢmayı önlemek için tüplerin üzerine bir damla yüksek kaliteli mineral yağ 

damlatıldı. 

     - Daha sonrasında örnekler Beckman Coulter CEQ™ 8000 genetik analiz sistem 

cihazına yüklenilerek, MAP ezersoftware programında okutulmaya baĢlandı. 

     - Her örneğe ait pik görüntüleri elde edildi. 

 

3.4.6. Değerlendirme 

  

     MS-MLPA yönteminde hasta değerlendirme Ģekli diğer MLPA problarına göre 

farklılıklar göstermektedir: Normal MLPA çalıĢmalarının değerlendirmesinde, hastalara 

ait DNA‟lardan elde edilen pik alanlarının diğer sağlıklı kontrollere ait pik alanlarıyla 

karĢılaĢtırılması büyük önem taĢır. MS-MLPA‟da ise pik alan ve büyüklüğü değil, pikin 

varlığı ya da yokluğunun belirlenmesi yeterli olmaktadır. MS-MLPA çalıĢmasında 

örnekler iki gruba ayrıldı. Bir grupta normal MLPA reaksiyonu gerçekleĢtirilirken 

diğerinde metilasyona duyarlı enzim reaksiyonu gerçekleĢtirildi. ÇalıĢmanın sonucunda 

bir örneğe ait iki ayrı reaksiyondan elde edilen ürünlere ait pik görüntüsü elde edildi. 

ÇalıĢmamızda metilasyon değerlendirilmesi hedeflendiği için enzim ile kesimi yapılmıĢ 

örneklere ait pikler analiz edildi. Ancak yöntemin kendi içinde oluĢturduğu internal 
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kontrol basamağı olarak ilk etapda enzim ile kesime tabi tutulmamıĢ örneklere ait pikler 

incelenerek, araĢtırılacak genlerin, prob bölgelerinin varlığı kontrol edildi. Bu kontrol 

sonrasında herhangi bir pik kaybı olmayan örnekler ile ikinci aĢamaya geçildi.     

 

     Değerlendirmenin ikinci aĢamasında enzim kesimine tabi tutulmuĢ örneklerden elde 

edilen pik görüntüleri incelendi. Kullanılan kit içerisinde kontrol prob bölgeleri 

bulunmaktadır. Normal koĢullarda sadece kontrol bölgelerine iliĢkin pikler elde edilir. 

Prob bölgelerinde metilasyona spesifik endonükleazlara özgü tanıma bölgeleri 

bulunmadığından enzim ile kesim olmamakta, ligasyona bağlı olarak pikler elde 

edilmektedir. Bu kontrol bölgelerine ait piklerden baĢka pik olup olmadığı MAP 

ezersoftware programı ile değerlendirildi. ÇalıĢmamızda kullandığımız metilasyon 

spesifik bir restriksiyon enzimi olan HhaI, tanıdığı bölgelerin metile olmaması 

durumunda diziyi keserek, ligasyon oluĢmasını engeller. Böylece bu prob bölgesi PCR 

ile çoğaltılamaz ve pik elde edilemez. Eğer incelenen prob bölgesi metillenmiĢ ise HhaI 

enzimi bu prob dizisini kesemez. Kesilmeyen prob bölgesinde ligasyon iĢlemi 

gerçekleĢir ve ligasyon ile birleĢtirilen problar PCR ile amplifiye olur. Amplifiye olan 

problardan da pik elde edilir. Sonuç olarak HhaI enzimi ile kesim iĢlemine tabi tutulan 

örnekler incelendiğinde, HhaI enzim kesim bölgesi içermeyen kontrol pikleri dıĢında 

saptanan ekstra pikler, karĢılık gelen prob bölgesinin dolayısıyla bu proba spesifik gen 

bölgesinin metile olduğunu ifade etmektedir. Bu kriterler doğrultusunda çalıĢmamızda 

örnekler MAP ezersoftware programı ile tek tek incelenerek metile olan prob bölgeleri 

tespit edildi. 

 

 

3.5. Ġstatistiksel Analiz 

 

     Ürotelyal karsinomlar ile iliĢkilendirilmiĢ tümör baskılayıcı genlerin metilasyon 

paternleri ile yaĢ, cinsiyet, histolojik tümörün gradesi, TNM evresi ve kas invazyonu 

olmak üzere klinikopatolojik özellikler arasındaki iliĢkinin belirlenmesi için SPSS 

programı (version 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanıldı ve tüm analizler için 

ki-kare testi yapıldı. Elde edilen sonuçlar için p˂0.05 değeri anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. DNA Örneklerinin Konsantrasyon ve Saflık Değerleri 

 

     Toplam 80 adet Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ mesane dokularından izole edilen 

DNA örneklerinin konsantrasyon ve saflık değerleri Tablo 4.1‟de verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.1 DNA örneklerinin konsantrasyon  ve saflık değerleri 

 

Örnek 

No 

Konsantrasyon 

(µg/ml) 

A260 A280 A260/280 

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 

                                                                                                              Devamı 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 4.777 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 

                                                                                                              Devamı 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 

51 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 

64 119.5 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. Ürotelyal Karsinom’lu Olgulara Ait Klinikopatolojik Parametreler 

 

Tablo 4.2 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 hastanın klinikopatolojik özellikleri 

 

Parametre Hasta sayısı (%) 

YaĢ  

≥50 70 (% 87,5) 

˂50 10 (% 12,5) 

Cinsiyet  

Kadın 10 (% 12,5) 

Erkek 70 (% 87,5) 

TNM  sınıflaması  

T sınıflaması  

pTa 23 (% 28,75) 

pT1 36 (% 45) 

pT2 21 (% 26,25) 

N sınıflaması  

N0 80 (% 100) 

M sınıflaması  

M0 80 (% 100) 

Grade  

DüĢük dereceli papiller ürotelyal karsinom 30 (% 37,5) 

Yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinom 50 (% 62,5) 

Kas Ġnvazyonu  

Var 49 (% 61,25) 

Yok 31 (% 38,75) 

 

 

     Hastaların yaĢlarına bakıldığında, 70‟inin (% 87,5) 50 yaĢ ve üstünde, 10‟unun (%  

12,5) 50 yaĢından küçük olduğu tespit edilmiĢtir (Tablo 4.2). 

 

     Cinsiyetlerine bakıldığında, 10‟u (% 12,5) kadın, 70‟i (% 87,5) erkekti (Tablo 4.2). 
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     Patolojik evre, patolog tarafından tümörün mikroskop yardımı ile değerlendirildiği 

evredir ve pTa, pTis, pT1, pT2a, pT2b, pT3a, pT3b, pT4a ve pT4b olmak üzere 

belirlenmiĢtir. YapmıĢ olduğumuz çalıĢmada, patolojik evreye göre hastalarımızın sayı 

ve yüzdesi; pTa‟da 23 (% 28,75), pT1‟de 36 (% 45) ve pT2‟de 21 (% 26,25) olarak 

saptanmıĢtır (Tablo 4.2, ġekil 4.1). 

 

 

 

ġekil 4.1 Patolojik evreye göre alt grupların yüzdelik dağılımı 

 

     AraĢtırmalarda Tümörlerin N-evre sınıflaması önem taĢımaktadır bu evreleme 

sistemi bölgesel lenf nodu metastazına dayanmaktadır. Buna göre; 

     - Nx (Bölgesel lenf nodu değerlendirilemedi),  

     - N0 (Bölgesel lenf nodu metastazı yok),  

     - N1 (2 cm ya da daha küçük tek lenf nodu metastazı var),  

     - N2 (2-5 cm arası boyutlarda tek lenf nodu / 5 cm‟den küçük multipl metastaz var)  

     -N3 (Boyutu 5 cm‟den büyük lenf nodu metastazları var) olmak üzere 

gruplandırılmıĢtır.  

     Bu gruplandırmaya göre, çalıĢtığımız hastaların hepsi N0 (80, % 100) evresinde 

olduğu belirlenmiĢtir ve tüm bu olgularda uzak metastaz olmadığı tespit edilmiĢ ve M0 

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

 

     Histolojik tümörün derecesine göre, 80 hastanın 30 (% 37,5) tanesinin düĢük dereceli 

papiller ürotelyal karsinom, 50 (% 62,5) tanesinin yüksek dereceli papiller ürotelyal 

karsinom olduğu tespit edildi (Tablo 4.2). 
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     Histolojik tümörün kas invazyonuna göre, 80 hastanın 49 (% 61,25) tanesinde kas 

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

4.2). 

        

 

       

ġekil 4.2 Klinikopatolojik özelliklerin hasta sayısına göre yüzdelik dağılımı 

 

     ġekil 4.2‟ye bakıldığında, hasta grupları arasında yaĢ grubuna göre 50 yaĢında/50 

yaĢtan büyük olanların sayısının fazla olduğu, cinsiyete göre erkek sayısının fazla 

olduğu, patolojik tümör sınıflamasına göre pT1 grubunun en fazla olduğu, histolojik 

tümörün gradesine göre yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomun fazla olduğu, 

kasa invazyon durumunda kas invazyonu varlığının fazla olduğu gözlenmektedir. 

 

 

4.3. Metilasyon Profili 

 

     Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olgunun FFPE mesane dokusundan elde edilen 

DNA‟lardan MS-MLPA prob seti kullanılarak, BRCA1, BRCA2, ATM, TP53, PTEN, 

MGMT, PAX5, CDH13, TP73, WT1, VHL, GSTP1, CHFR, ESR1, RB1, MSH6, THBS1, 

CADM1, STK11, PYCARD, PAX6, CDKN2A, GATA5, RARβ ve CD44 olmak üzere 

toplam 25 tümör baskılayıcı genin promoter CpG dinükleotidlerindeki metilasyon 
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paternleri eĢ zamanlı olarak Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe 

Amplification (MS-MLPA) yöntemi ile belirlenmiĢtir.  

 

     Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 hastada 25 tümör baskılayıcı gen için belirlenen 

metilasyon yüzdeleri Tablo 4.3‟de gösterilmektedir. 

 

Tablo 4.3 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 hastada kullanılan "SALSA MS-MLPA 

ME002-B1 tumor suppressor probemix, MRC, Hollanda" yer alan genlerin açılımı 

ve belirlenen metilasyon yüzdeleri 

 

Gen Genin açık ismi Metilasyon yüzdesi 

(%) 

BRCA1 Meme kanseri yatkınlığı 1  0 

BRCA2 Meme kanseri yatkınlığı 2  0 

ATM Ataksi telanjiektazi mutasyonu  0 

TP53 Tümör proteini p53 7,5 

PTEN Fosfataz ve tensin homoloğu 1,25 

MGMT O6- metilguainin DNA metil transferaz 0 

PAX5 Box 5 geni 3,75 

CDH13 Kaderin 13, H-kaderin  21,25 

TP73 Tümör proteini p73 6,25 

WT1 Wilms tümörü 1 33,75 

VHL Von Hippel-Lindau  0 

GSTP1 Glutatyon S- transferaz P1   0 

CHFR Checkpoint with forkhead and ring 

finger domains 

0 

                                                                                                                  Devamı arkada 
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ESR1 Östrojen reseptörü 1 1,25 

RB1 Retinoblastoma 1  27,5 

MSH6 Mut S homolog 6  36,25 

THBS1 Thrombospondin 1  0 

CADM1 Hücre adezyon molekülü 1 2,5 

STK11 Serin/treonin kinaz 11  0 

PYCARD (ASC) Apoptoz ile iliĢkili leke benzeri protein  0 

PAX6 Box 6 geni 0 

CDKN2A Siklin-bağımlı kinaz inhibitör 2A 0 

GATA5 GATA‟ya bağlanan protein 5 2,5 

RARβ Retinoik asit reseptörü β 3,75 

CD44 CD44 2,5 

    

 

     Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olguda MS-MLPA yöntemiyle saptanan 

metilasyona uğramıĢ genlerin pik görüntüleri ġekil 4.4‟den ġekil 4.8‟e kadar 

gösterilmektedir. ġekil 4.3‟ten ġekil 4.8‟e kadar gösterilen hasta piklerinde sayısal 

olarak verilen değerler bizim kullandığımız "SALSA MS-MLPA ME002-B1 tumor 

suppressor probemix, MRC, Hollanda"‟nın kontrol problarıdır.  
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ġekil 4.3 Normal metilasyon profiline sahip bir hastanın ürotelyal karsinom dokusuna 

ait enzim kesimi yapılmıĢ MS-MLPA pik görüntüsü (3 nolu hasta) 

 

 

ġekil 4.4 Ürotelyal karsinom dokusunda MSH6 geninde metilasyon saptanan bir 

hastanın pik görüntüsü (47 nolu hasta) 
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ġekil 4.5 Ürotelyal karsinom dokusunda WT1 geninde metilasyon saptanan bir hastanın 

pik görüntüsü (23 nolu hasta) 

 

 

ġekil 4.6 Ürotelyal karsinom dokusunda TP53, PTEN, CDH13, TP73, WT1 ve RB1 

genlerinde metilasyon saptanan bir hastanın pik görüntüsü (14 nolu hasta) 
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ġekil 4.7 Ürotelyal karsinom dokusunda CDH13 geninde metilasyon saptanan bir 

hastanın pik görüntüsü (70 nolu hasta) 

 

ġekil 4.8 Ürotelyal karsinom‟lu 80 olguda en yüksek oranlarda metilasyon gözlenen  

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

görüntüsü (30 nolu hasta) 
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     Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olgumuzun metilasyon durumu ile 

klinikopatolojik parametreler arasındaki iliĢki aĢağıda Tablo 4.4‟de  verilmiĢtir. 

 

Tablo 4.4 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olgunun metilasyon profili ve 

klinikopatolojik parametrelerle iliĢkisi 

 

Klinikopatolojik 

parametreler 

ÜK (n=80) 

Metile   (n=60)         

(% 75) 

Unmetile (n=20)         

(% 25) 

P değeri 

p˂0,05 

YaĢ   

0,696 

≥50 52 (% 74,3) 18 (% 25,7) 

<50 8 (% 80) 2 (% 20) 

Cinsiyet   

0,242 

Kadın  6 (% 60) 4 (% 40) 

Erkek 54 (% 77,1) 16 (% 22,9) 

TNM sınıflaması   

0,590 

T sınıflaması   

pTa 18 (% 78,3) 5 (% 21,7) 

pT1 28 (% 77,8) 8 (% 22,2) 

PT2 14 (% 66,7) 7 (% 33,3) 

N sınıflaması   

 N0 60 (% 75) 20 (% 25) 

M sınıflaması   

 M0 60 (% 75) 20 (% 25) 

Grade   

0,790 

DüĢük dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 22 (% 73,3) 8 (% 26,7) 

Yüksek dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 38 (% 76) 12 (% 24) 

Kas invazyonu   

0,691 

Var 36 (% 73,5) 13 (% 26,5) 

Yok  24 (% 77,4) 7 (% 22,6) 

 

 

     Tablo 4.4‟deki bulgular incelendiğinde, ÜK tanısı almıĢ 80 olguda, metile profile 

sahip 60 (% 75) ve unmetile profile sahip 20 (% 25) hasta saptanmıĢtır. Cinsiyete göre 

bakıldığında kadınlardan 6 (% 60), erkeklerden 54 (% 77,1) hastada metile profil 

belirlenirken, kadınlardan 4 (% 40) ve erkeklerden 16 (% 22,9) hastada unmetile profil 

belirlenmiĢtir. Patolojik tümör sınıflandırmasına göre, T sınıflamasında pTa evresinde 

18 (% 78,3), pT1 evresinde 28 (% 77,8), pT2 evresinde 14 (% 66,7) hastada metile 

profil belirlenmiĢtir. pTa evresinde 5 (% 21,7), pT1 evresinde 8 (% 22,2), pT2 evresinde 
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7 (% 33,3) hastada unmetile profil saptanmıĢtır. Histolojik tümörün derecesine göre, 

düĢük dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 22 (% 73,3), yüksek dereceli papiller 

ürotelyal karsinomlu 38 (% 76) hastada metile profil saptanırken, düĢük dereceli 

papiller ürotelyal karsinomlu 8 (% 26,7), yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 

12 (% 24) hastada unmetile profil belirlenmiĢtir. Histolojik tümörün kas invazyonuna 

göre, kas invazyonu olan 36 (% 73,5), kas invazyonu olmayan 24 (% 77,4) hastada 

metile profil saptanmıĢtır. Kas invazyonu olan 13 (% 26,5), kas invazyonu olmayan 7 

(% 22,6) hastada unmetile profil belirlenmiĢtir. 

 

     Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olguda, 13 tümör baskılayıcı gende (TP53, PTEN, 

PAX5, CDH13, TP73, WT1, ESR1, RB1, MSH6, CADM1, GATA5, RARβ ve CD44) 

promoter metilasyonu tespit edilmiĢtir. Bu tümör baskılayıcı genlerden, yüksek 

oranlarda metilasyon gösteren MSH6, WT1, RB1 ve CDH13 genlerinin promoter 

metilasyon durumları ile klinikopatolojik parametreler karĢılaĢtırılmıĢtır. AĢağıda bu 

dört genin metilasyon durumlarıyla klinikopatolojik verilerin karĢılaĢtırılmaları Tablo 

4.6, Tablo 4.8, Tablo 4.10 ve Tablo 4.12‟de gösterilmektedir. 

 

     Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-

MLPA) yöntemi ile MSH6 geninin metilasyon profili değerlendirildiğinde 29 (% 36,25) 

hastada metilasyon gözlenirken, 51 (% 63,75) hastada metilasyon gözlenmemiĢtir 

(Tablo 4.5 ve ġekil 4.9). 

 

Tablo 4.5 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olguda MSH6 metilasyon profili 

 

MSH6 metilasyon profili Hasta sayısı (%) 

Metile 29 (% 36,25) 

Unmetile 51 (% 63,75) 
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ġekil 4.9 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ tüm hastaların MSH6 metilasyon profili 

       

     MSH6 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik özelliklerle karĢılaĢtırılması 

Tablo 4.6‟da gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 4.6 MSH6 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliĢkisi 

 

Klinikopatolojik 

parametreler 

MSH6 geni metilasyonu (n=80) 

Metile   (n=29)         

(% 36,25) 

Unmetile (n=51)         

(% 63,75) 

P değeri 

p˂0,05 

YaĢ   

0,792 

≥50 25 (% 35,7) 45 (% 64,3) 

<50 4 (% 40) 6 (% 60) 

Cinsiyet   

0,253 

Kadın  2 (% 20) 8 (% 80) 

Erkek 27 (% 38,6) 43 (% 61,4) 

TNM sınıflaması   

0,902 

T sınıflaması   

pTa 8 (% 34,8) 15 (% 65,2) 

pT1 14 (% 38,9) 22 (% 61,1) 

PT2 7 (% 33,3) 14 (% 66,7) 

N sınıflaması   

 N0 29 (% 36,25) 51 (% 63,75) 

M sınıflaması   

 M0 29 (% 36,25) 51 (% 63,75) 

Grade   

0,674 

DüĢük dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 10 (% 33,3) 20 (% 66,7) 

Yüksek dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 19 (% 38) 31 (% 62) 

Kas invazyonu   

0,187 

Var 15 (% 30,6) 34 (% 69,4) 

Yok  14 (% 45,2) 17 (% 54,8) 
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     Tablo 4.6‟daki bulgular incelendiğinde, MSH6 geninde, metile profile sahip 29 (% 

36,25) ve unmetile profile sahip 51 (% 63,75) hasta saptanmıĢtır. Cinsiyete göre 

bakıldığında kadınlardan 2 (% 20), erkeklerden 27 (% 38,6) hastanın MSH6 geninde 

metile profil belirlenirken, kadınlardan 8 (% 80) ve erkeklerden 43 (% 61,4) hastanın 

MSH6 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir. Patolojik tümör sınıflandırmasına göre, T 

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

(% 33,3) hastanın MSH6 geninde metile profil belirlenmiĢtir. pTa evresinde 15 (% 

65,2), pT1 evresinde 22 (% 61,1), pT2 evresinde 14 (% 66,7) hastanın MSH6 geninde 

unmetile profil saptanmıĢtır. Histolojik tümörün derecesine göre, düĢük dereceli papiller 

ürotelyal karsinomlu 10 (% 33,3), yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 19 (% 

38) hastanın MSH6 geninde metile profil saptanırken, düĢük dereceli papiller ürotelyal 

karsinomlu 20 (% 66,7), yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 31 (% 62) 

hastanın MSH6 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir. Histolojik tümörün kas 

invazyonuna göre, kas invazyonu olan 15 (% 30,6), kas invazyonu olmayan 14 (% 45,2) 

hastanın MSH6 geninde metile profil saptanmıĢtır. Kas invazyonu olan 34 (% 69,4), kas 

invazyonu olmayan 17 (% 54,8) hastanın MSH6 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir.  

 

     Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-

MLPA) yöntemi ile WT1 geninin metilasyon profili değerlendirildiğinde 27 (% 33,75) 

hastada metilasyon gözlenirken, 53 (% 66,25) hastada metilasyon gözlenmemiĢtir 

(Tablo 4.7 ve ġekil 4.10). 

 

Tablo 4.7 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olguda WT1 metilasyon profili 

 

WT1 metilasyon profili Hasta sayısı (%) 

Metile  27 (% 33,75) 

Unmetile 53 (% 66,25) 
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ġekil 4.10 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ tüm hastaların WT1 metilasyon profili 

 

     WT1 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik özelliklerle karĢılaĢtırılması 

Tablo 4.8‟de gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 4.8 WT1 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliĢkisi 

 

Klinikopatolojik 

parametreler 

WT1  geni metilasyonu (n=80) 

Metile   (n=27)         

(% 33,75) 

Unmetile (n=53)         

(% 66,25) 

P değeri 

p˂0,05 

YaĢ   

0,655 

≥50 23 (% 32,9) 47 (% 67,1) 

<50 4 (% 40) 6 (% 60) 

Cinsiyet   

0,789 

Kadın  3 (% 30) 7 (% 70) 

Erkek 24 (% 34,3) 46 (% 65,7) 

TNM sınıflaması   

0,088 

T sınıflaması   

pTa 9 (% 39,1) 14 (% 60,9) 

pT1 15 (% 41,7) 21 (% 58,3) 

PT2 3 (% 14,3) 18 (% 85,7) 

N sınıflaması   

 N0 27 (% 33,75) 53 (% 66,25) 

M sınıflaması   

 M0 27 (% 33,75) 53 (% 66,25) 

Grade   

0,951 

DüĢük dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 10 (% 33,3) 20 (% 66,7) 

Yüksek dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 17 (% 34) 33 (% 66) 

Kas invazyonu   

0,794 

Var 16 (% 32,7) 33 (% 67,3) 

Yok  11 (% 35,5) 20 (% 64,5) 
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     Tablo 4.8‟deki bulgular incelendiğinde, WT1 geninde, metile profile sahip 27 (% 

33,75), unmetile profile sahip 53 (% 66,25) hasta saptanmıĢtır. Cinsiyete göre 

bakıldığında kadınlardan 3 (% 30), erkeklerden 24 (% 34,3) hastanın WT1 geninde 

metile profil belirlenirken, kadınlardan 7 (% 70) ve erkeklerden 46 (% 65,7) hastanın 

WT1 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir. Patolojik tümör sınıflandırmasına göre, T 

sınıflamasında, pTa evresinde 9 (% 39,1), pT1 evresinde 15 (% 41,7), pT2 evresinde 3 

(% 14,3) hastanın WT1 geninde metile profil belirlenmiĢtir. pTa evresinde 14 (% 60,9), 

pT1 evresinde 21 (% 58,3), pT2 evresinde 18 (% 85,7) hastanın WT1 geninde unmetile 

profil saptanmıĢtır. Histolojik tümörün derecesine göre, düĢük dereceli papiller ürotelyal 

karsinomlu 10 (% 33,3), yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 17 (% 34) 

hastanın WT1 geninde metile profil saptanırken, düĢük dereceli papiller ürotelyal 

karsinomlu 20 (% 66,7), yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 33 (% 66) 

hastanın WT1 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir. Histolojik tümörün kas 

invazyonuna göre, kas invazyonu olan 16 (% 32,7), kas invazyonu olmayan 11 (% 35,5) 

hastanın WT1 geninde  metile profil saptanmıĢtır. Kas invazyonu olan 33 (% 67,3), kas 

invazyonu olmayan 20 (% 64,5) hastanın WT1 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir. 

 

     Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-

MLPA) yöntemi ile RB1 geninin metilasyon profili değerlendirildiğinde 22 (% 27,5) 

hastada metilasyon gözlenirken, 58 (% 72,5) hastada metilasyon gözlenmemiĢtir (Tablo 

4.9 ve ġekil 4.11). 

 

Tablo 4.9 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olguda RB1 metilasyon profili 

 

RB1 metilasyon profili Hasta sayısı (%) 

Metile 22 (% 27,5) 

Unmetile 58 (% 72,5) 
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ġekil 4.11 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ tüm hastaların RB1 metilasyon profili 

 

     RB1 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik özelliklerle karĢılaĢtırılması 

Tablo 4.10‟da gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 4.10 RB1 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliĢkisi 

 

Klinikopatolojik 

parametreler 

RB1  geni metilasyonu (n=80) 

Metile (n=22) 

(% 27,5) 

Unmetile (n=58)         

(% 72,5) 

P değeri 

p˂0,05 

YaĢ   

0,570 

≥50 20 (% 28,6) 50 (% 71,4) 

<50 2 (% 20) 8 (% 80) 

Cinsiyet   

0,850 

Kadın  3 (% 30) 7 (% 70) 

Erkek 19 (27,1) 51 (% 72,9) 

TNM sınıflaması   

0,432 

T sınıflaması   

pTa 5 (% 21,7) 18 (% 78,3) 

pT1 9 (% 25) 27 (% 75) 

PT2 8 (% 38,1) 13 (% 61,9) 

N sınıflaması   

 N0 22 (% 27,5) 58 (% 72,5) 

M sınıflaması   

 M0 22 (% 27,5) 58 (% 72,5) 

Grade   

0,518 

DüĢük dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 7 (% 23,3) 23 (% 76,7) 

Yüksek dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 15 (% 30) 35 (% 70) 

Kas invazyonu   

0,433 

Var 15 (% 30,6) 34 (% 69,4) 

Yok  7 (% 22,6) 24 (% 77,4) 
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     Tablo 4.10‟daki bulgular incelendiğinde, RB1 geninde, metile profile sahip 22 (% 

27,5), unmetile profile sahip 58 (% 72,5) hasta saptanmıĢtır. Cinsiyete göre bakıldığında 

kadınlardan 3 (% 30), erkeklerden 19 (27,1) hastanın RB1 geninde metile profil 

belirlenirken, kadınlardan 7 (% 70) ve erkeklerden 51 (% 72,9) hastanın RB1 geninde 

unmetile profil belirlenmiĢtir. Patolojik tümör sınıflandırmasına göre, T sınıflamasında, 

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

RB1 geninde metile profil belirlenmiĢtir. pTa evresinde 18 (% 78,3), pT1 evresinde 27 

(% 75), pT2 evresinde 13 (% 61,9) hastanın RB1 geninde unmetile profil saptanmıĢtır. 

Histolojik tümörün derecesine göre, düĢük dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 7 (% 

23,3), yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 15 (% 30) hastanın RB1 geninde 

metile profil saptanırken, düĢük dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 23 (% 76,7), 

yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 35 (% 70) hastanın RB1 geninde unmetile 

profil belirlenmiĢtir. Histolojik tümörün kas invazyonuna göre, kas invazyonu olan 15 

(% 30,6), kas invazyonu olmayan 7 (% 22,6) hastanın RB1 geninde metile profil 

saptanmıĢtır. Kas invazyonu olan 34 (% 69,4), kas invazyonu olmayan 24 (% 77,4) 

hastanın RB1 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir. 

 

     Metilasyon spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-

MLPA) yöntemi ile CDH13 geninin metilasyon profili değerlendirildiğinde 17 (% 

21,25) hastada metilasyon gözlenirken, 63 (% 78,75) hastada metilasyon 

gözlenmemiĢtir (Tablo 4.11 ve ġekil 4.12). 

 

Tablo 4.11 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olguda CDH13 metilasyon profili 

 

CDH13 metilasyon profili Hasta sayısı (%) 

Metile 17 (% 21,25) 

Unmetile 63 (% 78,75) 
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ġekil 4.12 Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ tüm hastaların CDH13 metilasyon profili 

       

     CDH13 geninin metilasyon profilinin klinikopatolojik özelliklerle karĢılaĢtırılması 

Tablo 4.12‟de gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 4.12 CDH13 geninin metilasyon profili ve klinikopatolojik parametrelerle iliĢkisi 

 

Klinikopatolojik 

parametreler 

CDH13 geni metilasyonu (n=80) 

Metile   (n=17)         

(% 21,25) 

Unmetile (n=63)         

(% 78,75) 

P değeri 

p˂0,05 

YaĢ   

0,918 

≥50 15 (% 21,4) 55 (% 78,6) 

<50 2 (% 20) 8 (% 80) 

Cinsiyet   

0,079 

Kadın  0 (% 0) 10 (% 100) 

Erkek 17 (% 24,3) 53 (% 75,7) 

TNM sınıflaması   

0,622 

T sınıflaması   

pTa 6 (% 26,1) 17 (% 73,9) 

pT1 8 (% 22,2) 28 (% 77,8) 

PT2 3 (% 14,3) 18 (% 85,7) 

N sınıflaması   

 N0 17 (% 21,25) 63 (% 78,75) 

M sınıflaması   

 M0 17 (% 21,25) 63 (% 78,75) 

Grade   

0,832 

DüĢük dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 6 (% 20) 24 (% 80) 

Yüksek dereceli papiller 

ürotelyal karsinom 11 (% 22) 39 (% 78) 

Kas invazyonu   

0,147 

Var 13 (% 26,5) 36 (% 73,5) 

Yok  4 (% 12,9) 27 (% 87,1) 

 



77 

 

     Tablo 4.12‟deki bulgular incelendiğinde, CDH13 geninde, metile profile sahip 17 (% 

21,25), unmetile profile sahip 63 (% 78,75) hasta saptanmıĢtır. Cinsiyete göre 

bakıldığında kadınlardan 0 (% 0), erkeklerden 17 (% 24,3) hastanın CDH13 geninde 

metile profil belirlenirken, kadınlardan 10 (% 100) ve erkeklerden 53 (% 75,7) hastanın 

CDH13 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir. Patolojik tümör sınıflandırmasına göre, 

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

(% 14,3) hastanın CDH13 geninde metile profil belirlenmiĢtir. pTa evresinde 17 (% 

73,9), pT1 evresinde 28 (% 77,8), pT2 evresinde 18 (% 85,7) hastanın CDH13 geninde 

unmetile profil saptanmıĢtır. Histolojik tümörün derecesine göre, düĢük dereceli papiller 

ürotelyal karsinomlu 6 (% 20), yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 11 (% 22) 

hastanın CDH13 geninde metile profil saptanırken, düĢük dereceli papiller ürotelyal 

karsinomlu 24 (% 80), yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinomlu 39 (% 78) hastanın 

CDH13 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir. Histolojik tümörün kas invazyonuna 

göre, kas invazyonu olan 13 (% 26,5), kas invazyonu olmayan 4 (% 12,9) hastanın 

CDH13 geninde metile profil saptanmıĢtır. Kas invazyonu olan 36 (% 73,5), kas 

invazyonu olmayan 27 (% 87,1) hastanın CDH13 geninde unmetile profil belirlenmiĢtir. 
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5. TARTIġMA 

 

 

     DNA metilasyonu, önemli bir epigenetik mekanizmadır (Bogdanovic ve Veenstra 

2009) ve yüksek ökaryotların genomlarında transkripsiyonun düzenlenmesinde önemli 

bir role sahiptir (Bogdanovic ve Veenstra 2009, Chen vd 2011). Tümör baskılayıcı 

genlerin promoter bölgelerinde hipermetilasyon karsinogenez sırasında düzenleyici 

genlerin transkripsiyonal sessizleĢtirilmesi ile iliĢkili erken ve sık görülen bir olaydır 

(Christoph 2007, Jarmalaite vd 2010). Gen sessizleĢmesi ile iliĢkili promoter bölgelerin 

anormal metilasyonu tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonuna neden olur 

(Kawamoto vd 2006). Hücre döngüsü, DNA onarımı, anjiyogenez, kanserojen 

metabolizması, apoptoz ve hücre-hücre etkileĢiminde yer alan genlerin 

hipermetilasyonu karsinogenezde etkilidir. Hipermetilasyon aynı zamanda kadınlarda 

ikinci X kromozomunun inaktivasyonu gibi normal fizyolojik süreçlerde de rol oynar 

(Hamilton 2011). Normal memeli geliĢimindeki önemlir ollerine rağmen, anormal 

promoter hipermetilasyonu insan kanserlerinde sıklıkla gözlenen bir değiĢimdir ve 

tümöre özgün DNA hipermetilasyon paterni gösterir. Bu nedenle, DNA 

metilasyonundaki anormal değiĢimler sıklıkla kanserle iliĢkilendirilmektedir (Chen vd 

2011). DNA hipermetilasyonu, hem kasa invaze olmayan hem de invaziv mesane 

kanserlerinde yüksek oranlarda görülür (Chung vd 2011). Mesane kanseri dahil olmak 

üzere kanserle iliĢkili genlerin anormal promoter metilasyonu, özellikle tümör 

baskılayıcı genlerin metilasyonla susturumu, tanı, prognoz ve tümörlerin metastatik 

potansiyeli için biyolojik belirteç olarak kullanılabilir (Cabello vd 2011, Lin vd 2012).  

 

     Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olguya ait formalinle fikse edilmiĢ parafine 

gömülü mesane dokularından elde edilen DNA‟lar MS-MLPA prob seti (ME002-B1 

tumor supressor probemix, MRC, Hollanda) kullanılarak, BRCA1, BRCA2, ATM, TP53, 

PTEN, MGMT, PAX5, CDH13, TP73, WT1, VHL, GSTP1, CHFR, ESR1, RB1, MSH6,, 

THBS1, CADM1, STK11, PYCARD, PAX6, CDKN2A, GATA5, RARβ ve CD44 olmak 
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üzere toplam 25 tümör baskılayıcı genin promoter metilasyonu Metilasyon spesifik-

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-MLPA) yöntemi ile analiz 

edilmiĢtir. Aynı zamanda, 25 tümör baskılayıcı genin promoter metilasyonu ile 

klinikopatolojik parametreler (yaĢ, cinsiyet, derece, evre, kas invazyonu)  

karĢılaĢtırılmıĢtır. Metilasyon (sıklığı) yüzdeleri; BRCA1 için % 0, BRCA2 için % 0, 

ATM için % 0, TP53 için % 7.5, PTEN için % 1.25, MGMT için % 0, PAX5 için % 3.75, 

CDH13 için % 21.25, TP73 için % 6.25, WT1 için % 33.75, VHL için % 0, GSTP1 için 

% 0, CHFR için % 0, ESR1 için % 1.25, RB1 için % 27.5, MSH6 için % 36.25, THBS1 

için % 0, CADM1 için % 2.5, STK11 için % 0, PYCARD için % 0, PAX6 için % 0, 

CDKN2A için % 0, GATA5 için % 2.5, RARβ için % 3.75 ve CD44 için % 2.5 olarak 

tespit edilmiĢtir. MSH6, WT1, RB1 ve CDH13 en sık metillenen genler olarak 

saptanmıĢtır. Literatür çalıĢmalarındaki sonuçlar ile karĢılaĢtırdığımızda MSH6, WT1, 

RB1 ve CDH13 genlerinin yüksek metilasyon oranları literatür ile uyumlu bulunmuĢtur. 

 

     DNA metilasyonu ile ilgili diğer çalıĢmalara baktığımızda, Chung ve arkadaĢlarının 

(2001) yaptığı çalıĢmada, metilasyon-spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (MSP) 

kullanılarak  tümörle iliĢkili 5 genin anormal DNA metilasyonu, 13 genitoüriner kanser 

(5 mesane, 5 böbrek ve 3 prostat) hücre hattında incelenmiĢtir. GSTP1‟nin 

hipermetilasyonu 2 böbrek ve 3 prostat olmak üzere toplam 5 hücre hattında % 38.5, E-

kaderin‟in hipermetilasyonu 1 böbrek hücre hattında % 8, VHL‟nin hipermetilasyonu 1 

böbrek hücre hattında  % 8 ve MGMT ve MLH1 hipermetilasyonu % 0 olarak tespit 

edilmiĢtir.  

 

     Dominguez ve arkadaĢlarının (2002) yaptığı çalıĢmada, 27 mesane kanseri hastasının  

mononükleer kan hücreleri, tümör ve plazma DNA örneklerinde 6 mikrosatellit 

markerde (D17S695, D17S654, D13S310, TH2, D9S747, ve D9S161) heterozigot 

kaybı, p53 ve K-ras mutasyonları ve MSP metoduyla p14ARF ve p16INK4A genlerinin 

promoter metilasyon durumu araĢtırılmıĢtır. Mesane tümör örneklerinde, promoter 

hipermetilasyonu p14ARF için % 56 (15/27), p16INK4A için % 18 (5/27) olarak tespit 

edilmiĢtir. Plazma örneklerinde, p14ARF promoter hipermetilasyonu % 87 ve 

p16INK4A promoter hipermetilasyonu % 40 olarak belirlenmiĢtir. Normal kan hücre 

örneklerinde, p14ARF ve p16INK4A genlerinde promoter metilasyonu saptanamamıĢtır.  
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     Tada ve arkadaĢlarının  (2002) yaptığı çalıĢmada, 55 yüzeyel mesane kanser 

dokusunda ve 5 normal ürotelyal epitelde MSP analizi ile hMLH1, MGMT, p16, VHL, 

DAPK, GSTP1, and E-kaderin genlerinin anormal promoter metilasyonları çalıĢılmıĢtır. 

Hipermetilasyon, 55 yüzeyel mesane kanserinde MLH1 için % 13, MGMT için % 17, 

p16 için % 11, VHL için % 4, DAPK için % 29, GSTP1 için % 13 ve E-Kaderin (CDH1) 

için % 48 olarak tespit edilmiĢtir. MLH1, MGMT, VHL ve DAPK genlerinin promoter 

hipermetilasyonu nüks riskinin artmasıyla iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. Ayrıca MLH1, 

MGMT, p16, VHL, DAPK, GSTP1 ve E-kaderin genlerinin toplu metilasyonu nüks ile 

iliĢkili  olduğu belirtilmektedir.  

 

     Valenzuela ve arkadaĢlarının (2002) yaptığı çalıĢmada, 86 mesane kanseri hastasında 

ve 31 sağlıklı birey ile benign ürolojik hastalığı olan 18 bireyin dahil olduğu toplam 49 

kiĢilik kontrol grubunda MSP yöntemi kullanılarak p16INK4A‟nın metilasyon durumu 

incelenmiĢtir. p16INK4A‟nın metilasyonu serum örneklerinde % 22 (19/86) ve mesane 

tümör biyopsilerinde % 26 olarak bulunmuĢtur. p16INK4A‟nın anormal metilasyonu 

benign ürolojiye sahip bir hastada gözlenmiĢtir.  

 

     Chang ve arkadaĢlarının (2003) yaptığı çalıĢmada, 44 mesane kanseri olgusunda 

Transizyonel Hücreli Karsinom (TCC) örnekleri değerlendirilmiĢtir. Olguların % 

60‟ında p16INK4A geninde metilasyonu belirlenirken, p14ARF geninde metilasyon 

saptanmamıĢtır.  

 

     Gutierrez ve arkadaĢlarının (2004) yaptığı çalıĢmada, 31 Skuamöz Hücreli Karsinom 

(SCC) ve 10 TCC‟dan oluĢmuĢ  41 mesane kanseri örneğinde MSP yöntemiyle 12 genin 

(E-kaderin, DAPK, MGMT, p14, p15, p16, FHIT, APC, RASSF1A, GSTP1, RARβ ve 

p73) metilasyon durumunu incelenmiĢtir. 8 genin sıklıkla SCC‟larda metillendiği 

gözlenmiĢtir. Bu 8 gen için metilasyon yüzdeleri: DAPK için  % 58, FHIT için % 40, 

RARβ için % 30, E-kaderin, APC, p16, RASSF1A için % 26 ve MGMT için % 23 olarak, 

geriye kalan nadir metillenen 4 genin metilasyon oranları: p14 için % 13, p15 için % 10, 

p73 için % 7 ve GSTP1 için % 3 olarak tespit edilmiĢtir.  

 

     Chapman ve arkadaĢlarının (2005) yaptığı çalıĢmada, 50 ÜK dokusunda, p16INK4A 

(CDKN2A)‟nın gen dozu (kantitatif gerçek-zamanlı PCR), allel durumu (mikrosatellit 

analizi), hipermetilasyonu (MSP), mutasyon durumu (yüksek performanslı sıvı 
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kromatografisi denatürasyonu ve sekanslama), protein ekspresyonu 

(immünohistokimyasal) ve klinikopatolojik değiĢkenlerle iliĢkisi (evre, derece ve takip 

sırasında hastalık nüksü) değerlendirilmiĢtir. Homozigot delesyonu olmayan 

tümörlerde, p16INK4A (CDKN2A) promoter hipermetilasyonu % 6 (1/18) olarak 

saptanmıĢtır.  

 

     Dhawan ve arkadaĢlarının (2006) yaptığı çalıĢmada, hem karsinoma in situ (KĠS) 

hem de invaziv ÜK olan 104 hastadan alınan toplam 196 normal ürotelyum, KĠS ve 

tümör örneğinde 6 genin (p16, p14, E-kaderin, RARβ2, RASSF1A ve GSTP1) 

metilasyon durumu, kantitatif metil-duyarlı polimeraz zincir reaksiyonu kullanılarak 

araĢtırılmıĢtır. Metilasyon yüzdeleri; Ürotelyal karsinom örneklerinde p16 için % 16, 

p14 için % 2.7, E-kaderin için % 82.7, RARβ2 için % 16, RASSF1A için % 57.3 ve 

GSTP1 için % 6.9, KĠS örneklerinde p16 için % 12.5, p14 için % 1.6, E-kaderin için % 

64.1, RARβ2 için % 9.4, RASSF1A için % 59.4 ve GSTP1 için % 6.3, normal ÜK 

örneklerinde p16 için % 1.8, p14 için % 0, E-kaderin için % 47.4, RARβ2 için % 0, 

RASSF1A için % 38.6 ve GSTP1 için % 12.3, normal kontrol örneklerinde p16 için % 0, 

p14 için % 0, E-kaderin için % 33.3, RARβ2 için % 0, RASSF1A için % 13.3 ve GSTP1 

için % 6.7 olarak tespit edilmiĢtir. 

 

     Yurakh ve arkadaĢlarının (2006) yaptığı çalıĢmada, 84  ürotelyal neoplazili hastanın 

klinik ve patolojik bulgularına bakılmıĢtır. p14ARF, p15INK4B ve p16INK4A genlerinin 

homozigot delesyonları ve promoter metilasyonları, lokus 9p21‟in heterozigpt kaybı, 

p53 mutasyonları ve p53, p16, p14, p21, p27, pRb, Ki67, MDM2 ve siklin D1 

proteinlerinin immünohistokimyasal ekspresyonları genel sağkalım, nükssüz sağkalım 

ve progresyonsuz sağkalıma göre değerlendirilmiĢtir. p14ARF, p15INK4B ve p16INK4A 

genlerinin promoter metilasyonları MSP yöntemi kullanılarak 84 hastanın  mesane 

tümör dokusunda araĢtırılmıĢtır. Promoter hipermetilasyon oranları; p14ARF için % 

26.2 (22/84), p15INK4B için % 7.1 (6/84) ve p16INK4A için % 6 (5/84) olarak tespit 

edilmiĢtir. 

 

     Marsit ve arkadaĢlarının (2007) yaptığı çalıĢmada, 25-74 yaĢları arasında 331 

mesane TCC tanısı konmuĢ hastada MSP yöntemi kullanılarak 16 genin (p16INK4A 

(CDKN2A), RASSF1A, APC, PYCARD, LAMC2, SFRP1, SFRP2, SFRP4, SFRP5, 

MGMT, DAPK, RARβ, CDH1, CDH13, MLH1 ve PRSS3) metilasyon durumları tespit 
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edilmiĢtir. Metilasyon oranları; MLH1 için % 3.1, PYCARD için % 3.6, SFRP5 için % 

39, SFRP4 için % 8.8, SFRP2 için % 51.4, SFRP1 için % 18.4, APC için % 22, 

p16INK4A (CDKN2A)  için % 31.7, DAPK için % 9.4, RARβ için % 15.1, RASSF1A için 

% 32.6, CDH1 (E-kaderin) için % 3.6, CDH13 (H-kaderin) için % 18.1, LAMC2 için % 

11.8, PRSS3 için % 33.5 ve MGMT için % 7 olarak belirlenmiĢtir.  

 

     Yates ve arkadaĢlarının (2007) yaptığı çalıĢmada, kantitatif metilasyon-spesifik PCR 

(QMSP) metoduyla 96 malign ve 30 normal ürotelyal örnekte tümör ilerlemesiyle 

iliĢkili olduğu düĢünülen 17 genin (RASSF1A, E-kaderin, WIF1, TNFRSF25, EDNRB, 

CDH4, APC, p16, DAPK, RARβ, CYCLIND2, TIMP3, MGMT, BCL2, TERT, IGFBP3 

ve HIC1) promoter metilasyonları incelenmiĢtir. Ürotelyal tümörlerde; RASSF1A için % 

54.2, E-kaderin için % 40.6, WIF1 için % 56.3, TNFRSF25 için % 75, EDNRB için % 

66.7, CDH4 için % 14.6, APC için % 31.3, p16 için % 1, DAPK için % 21.9, RARβ için 

% 2.1, CYCLIND2 için % 21.9, TIMP3 için % 22.9, MGMT için % 37.5, BCL2 için % 

44.8, TERT için % 20.8, IGFBP3 için % 42.7 ve HIC1 için % 21.9 olarak tespit 

adilmiĢtir. Normal ürotelyum da RASSF1A için % 46.7, E-kaderin için % 20, WIF1 için 

% 13.3, TNFRSF25 için % 16.7, EDNRB için % 10, CDH4 için % 0, APC için % 3.3, 

p16 için % 0, DAPK için % 3.3, RARβ için % 0, CYCLIND2 için % 13.3, TIMP3 için % 

10, MGMT için % 0, BCL2 için % 3.3, hTERT için % 0, IGFBP3 için % 13.3 ve HIC1 

için % 16.7 olarak belirlenmiĢtir.  

 

     Yu ve arkadaĢlarının (2007) yaptığı çalıĢmada, 132 mesane kanseri hastasından, 23 

yaĢla uyumlu kanser olmayan mesane lezyonları olan hastadan, 6 nörolojik rahatsızlığı 

olan hastadan ve 7 sağlıklı gönüllüden alınan idrar örneklerinde 21 genin metilasyonu 

MSP yöntemiyle incelenmiĢtir. 132 mesane kanseri hastasının idrar örneğinde, 21 genin 

metilasyon yüzdeleri; 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), 

CCNA1 % 15.9 (21/132), CDH13 % 16.7 (22/132), RPRM % 14.4 (19/132), MINT1 % 

12.9 (17/132), BRCA1 % 12.1 (16/132), PTCHD2 % 5.3 (7/132), TMS1 % 3 (4/132) ve 

GSTP1 % 2.3 (3/132) olarak tespit edilmiĢtir. Nörolojik rahatsızlığı olan hastaların ve 

sağlıklı gönüllülerin idrar örneklerinde çalıĢılan 21 gende metilasyon saptanmamıĢtır. 

Kanser olmayan mesane lezyonu olgularında, 21 genden sadece 4 gende metilasyon 
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gözlenmiĢtir. Bu genlerin metilasyon oranları; RUNX3 % 4.3 (1/23), ITGA4 % 4.3 

(1/23), RASSF1A % 8.7 (2/23) ve MT1A % 8.7 (2/23) olarak belirlenmiĢtir.  

 

     Abbosh ve arkadaĢları (2008) yaptığı çalıĢmada, QMSP yöntemi kullanılarak 13 

TCC ve 13 SCBC dokularında RASSF1, MLH1, DAPK1, ve MGMT genlerinin 

metilasyon durumları incelenmiĢtir. RASSF1 metilasyonu TCC dokularında % 46 (6/13)  

ve SCBC dokularında % 77 (10/13), MGMT metilasyonu TCC dokularında % 69 (9/13) 

ve SCBC dokularında % 62 (8/13) oranlarında gözlenmiĢtir. Ayrıca MLH1 geninin 

sadece bir SCBC dokusunda metillendiği ve DAPK1 geninin tümör dokularında 

metillenmediği belirtilmiĢtir.  

 

     Ellinger ve arkadaĢlarının (2008) yaptığı çalıĢmada, sistektomi geçirmiĢ mesane 

kanseri olan 45 hastada ve kontroller için histolojik olarak benign prostat hiperplazisi 

olan 45 hastada APC, DAPK, GSTP1, PTGS2, TIG1 ve Reprimo genlerinin 

hipermetilasyonları, metilasyona duyarlı restriksiyon endonükleaz tedavisi sonrasında 

gerçek-zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu kullanılarak analiz edilmiĢtir. Olgularda 

TIG1 % 32, PTGS2 % 24 ve DAPK % 2 olarak daha az sıklıkla hipermetilasyon 

gözlenirken, APC ve GSTP1 promoter hipermetilasyonunun % 59 olduğu tespit 

edilmiĢtir. Ayrıca Reprimo‟nun çoğunlukla metile olmadığı belirtilmiĢtir. 

Hipermetilasyon önmeli ölçüde, pT evresinde olan APC, GSTP1 ya da multifokal 

mesane kanseri olan GSTP1 veya TIG1 ve APC ya da cerrahi sınır pozitifliği olan APC 

veya TIG1 genleri dahil olmak üzere prognostik olumsuz klinikopatolojik parametreler 

ile korelasyonlu bulunmuĢtur. 

  

     Hellwinkel  ve arkadaĢlarının (2008) yaptığı çalıĢmada, 39 hastadan (pT1 10, pTis 1, 

pTa 20, pT2 5) alınan primer papiller mesane kanseri örneklerinde kanserle iliĢkili 

genler olan GSTP1, DAPK, MDR1, TPEF, PAX6 ve TSLC1‟in  promoter bölgelerindeki 

CpG adalarının metilasyon durumunu analiz edilmiĢtir. DNA‟lar da bisülfit uygulaması 

ve metilasyon-spesifik gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu kullanılmıĢtır. 

Sadece TPEF ve PAX6 genlerinin CpG adalarında metilasyon yüzdeleri tespit 

edilmiĢtir. TPEF ve PAX6 genlerinin promoterlerinin tümör dokularıyla tümöre komĢu 

normal  dokular karĢılaĢtırıldığında daha yüksek metilasyon oranlarına sahip olduğu 

bulunmuĢtur. Ġlginç bir Ģekilde, TPEF ve PAX6 promotörlerinin metilasyon oranları 

pT1'den sonra pTa olan mesane kanseri dokularına komĢu normal dokularda daha 
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yüksek olduğu belirtilmiĢtir. TPEF için metilasyon oranı % 33 ve PAX6 için metilasyon 

oranı % 23 olarak tespit edilmiĢtir. Ayrıca tümör dokularında metilasyon oranları 

GSTP1 için % 5, DAPK için % 0, MDR1 için % 7.5 ve TSLC1 için % 0 olarak 

belirlenmiĢtir.  

 

     Khin ve arkadaĢlarının (2009) yaptığı çalıĢmada, 74 primer mesane tümör örneğinde 

p16, SFRP1, SFRP2, SFRP4, SFRP5 ve BAMBI genlerinin metilasyon durumları MSP 

ile analiz edilmiĢtir. Hipermetilasyon yüzdeleri; p16 için % 43.2 (32/74), SFRP1 için % 

21.6 (16/74), SFRP2 için % 32.4 (24/74), SFRP4 için % 12.2 (9/74), SFRP5 için % 50 

(37/74)ve BAMBI için % 31.1 (23/74) olarak tespit edilmiĢtir.  

 

     Serizawa ve arkadaĢlarının (2010) yaptığı çalıĢmada, çeĢitli evrelerde 46 mesane 

tümör dokusunda ve bu tümör dokularına sahip 26 mesane kanseri hastasından alınan 

idrar örneklerinde 5 farklı promoter CpG adasının (RARβ, APC, WIF1, SRFP1,  

p16INK4A (CDKN2A)) metilasyon durumu metilasyon spesifik-multipleks ligasyon 

bağımlı prob amplifikasyonu (MS-MLPA) yöntemi ile analiz edilmiĢtir. Mesane tümör 

doku örneklerini ve idrar örneklerini kullanarak tamamladıkları bu çalıĢmalarında 5 

farklı genin promoter bölgesindeki hipermetilasyon oranları; RARβ için % 17, APC için 

% 35, WIF1 için % 33, SRFP1 için % 39 ve p16INK4A (CDKN2A) için % 2 olarak 

tespit edilmiĢtir.  

 

     Agundez ve arkadaĢlarının (2011) yaptığı çalıĢmada, primer kasa invaze olmayan 

pT1-G3 91 parafine gömülü tümör örneğinde ve 10 normal epitel doku örneğinde 25 

farklı tümör baskılayıcı genin metilasyon durumu metilasyon spesifik-multipleks 

ligasyon bağımlı prob amplifikasyonu (MS-MLPA) analizi ile değerlendirilmiĢtir ve en 

sık metillenen genlerin STK11 (% 94.5), MSH6 (% 81.3), BRCA1 (% 72.5), PAX5A (% 

68.1), MGMT (% 67), CDH13 (% 62.6), ve IGSF4 (CADM1) (% 61.5) olduğu 

belirlenmiĢtir. Diğer tümör baskılayıcı genlerin metilasyonu; TP73 (% 37.4), VHL (% 

31.9), RARβ (% 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 GATA5 (% 55) olarak tespit edilmiĢtir. Metilasyon TP73, MSH6, ESR1, 

PAX5A, WT1, CD44, ATM, IGSF4, CHFR, BRCA2, THBS1, PYCARD, STK11 ve 

GATA5 için pT1-G3 tümörlerinde yeni bulunmuĢtur. 25 tümör baskılayıcı genin 
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metilasyon sıklıkları ile klinikopatolojik veriler (yaĢ, cinsiyet, büyüme paterni, KĠS ile 

iliĢki, tümör boyutu ve multifokal) karĢılaĢtırılmıĢtır. Multifokal ile unifokal tümörlerin 

metilasyon oranları karĢılaĢtırıldığında WT1, ATM, RB1, PYCARD, CDH13 ve GATA5 

genlerinde önemli ölçüde tümör sayısı ile iliĢkili olduğu tespit edilmiĢtir, ayrıca MSH6, 

VHL, RARβ, p16INK4A (CDKN2A), PTEN, BRCA2 ve TP53 genlerinin metilasyonu 

tümör boyutuyla iliĢkili bulunmuĢtur. WT1 metilasyonunun, TUR sonrası 3 ay içinde 

tekrarlayan hastalarda sık gözlendiği belirtilmektedir. Metilasyon durum analizi, mesane 

kanseri patogenezinde epigenetiklerin rolünü vurgulayan önemli biyolojik belirteçtir. 

 

     Cabello ve arkadaĢlarının (2011) yaptığı çalıĢmada, 14 mesane kanseri hücre hattı ve 

31 mesane kanseri olgusuna ait parafin blok örnekleri ile mesane kanserli olgulara ve 

sağlıklı bireylere ait 146 idrar örneğinde, 25 tümör baskılayıcı genin metilasyon durumu 

MS-MLPA analizi ile değerlendirilmiĢtir. Hem mesane kanseri doku örneklerinde hem 

de idrar örneklerinde en sık metillenen genlerin BRCA1, WT1 ve RARβ olduğu 

belirlenmiĢtir. Mesane tümörlerinde en sık metillenen genlerin frekansı BRCA1 için % 

71, WT1 için % 38.7 ve RARβ için % 38.7 olarak tespit edilmiĢtir. Diğer tümör 

baskılayıcı 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 GATA5 (% 25.8) olarak belirlenmiĢtir. Tümör 

örneklerinde; BRCA1, RARβ ve THBS1 genleri yaygın olarak kasa invaze tümörlerde 

görülürken, WT1 ve BRCA1 genleri noninvaziv mesane lezyonlarında sıklıkla metile 

olduğu gözlenmektedir. WT1 metilasyonunun önemli ölçüde tümör evresiyle, aynı 

zamanda VHL, MGMT ve BRCA1 genlerinin metilasyonu önemli ölçüde tümör 

derecesiyle iliĢkili olduğu belirtilmiĢtir. Ġdrar örneklerinde; BRCA1, RARβ ve THBS1 

genlerinin promoter metilasyonu kasa invaze olmayan karsinomlarda, BRCA1, CDH13, 

THBS1 ve WT1 promoter metilasyonu invaziv tümörlerde daha sık tespit edilmiĢtir. 

ATM ve MGMT genlerinin metilasyon oranları ile tümör evresi arasında, PAX6 geninin 

metilasyon oranı ile tümör derecesi arasında anlamlı bir iliĢki bulunmuĢtur. 

 

     Jablonowski ve arkadaĢlarının (2011) yaptığı çalıĢmada, 42 hasta (% 92.9‟u erkek, % 

73.8‟i sigara kullanan, % 71.4‟ü T1-G1, % 19.1‟i T1-G2, % 9.5‟i T1-G3) ve 36 sağlıklı 

birey kontrol grubu olarak çalıĢmaya alınmıĢtır. Kan serumundan genomik DNA izole 
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edilmiĢtir ve p16INK4A (CDKN2A) ve DAPK genlerinin promoter metilasyon durumları 

MSP yöntemiyle analiz edilmiĢtir. DAPK geninin metilasyon oranı % 64.3 (27/42) 

olarak görülürken, p16INK4A (CDKN2A) metilasyonu % 40.5 (17/42) olarak tespit 

edilmiĢtir.  

 

     Berrada ve arkadaĢlarının (2012) yaptığı çalıĢmada, 32 mesane kanseri hastasından 

elde edilen tümör dokularında ve idrar örneklerinde 3 genin (APC, RARβ ve Survivin) 

promoter metilasyon durumu MSP yöntemi kullanılarak tespit edilmiĢtir. Tümör 

dokularında metilasyon oranları; APC için % 100, RARβ için % 75 ve Survivin için % 

84.4, idrar örneklerinde metilasyon oranları ise; APC için % 79.3, RARβ için % 70.8 ve 

Survivin için % 96.3 olarak belirlenmiĢtir.  

 

     Zuiverloon ve arkadaĢlarının (2012) yaptığı çalıĢmada, idrar örneklerinde kasa 

invaze olmayan mesane kanseri (NMIBC) nüksünü tespit etmek için özel MS-MLPA 

analizi geliĢtirilmiĢtir. Mesane kanserine (BC) özgü MS-MLPA analizini geliĢtirmek 

için dört aĢamalı bir süreç gerçekleĢtirilmiĢtir. 1. aĢamada; BC MS-MLPA analizini 

yapılandırmak için, 37  nükslü NMIBC hastanın tümör dokusu, 46 mesane kanseri 

olmayan hastanın idrar örneği ve 29 mesane kanseri hastasının kan örneği, 2. aĢamada; 

gen panelini seçmek için, 68 nüks tümörü olan hastanın TUR öncesi idrar örneği ve 91 

BC olmayan hastaların idrar örneği, 3. aĢamada; seçilen gen panelin doğrulamak için, 

takip sırasında toplanmıĢ 109 mesane kanseri hastasının idrar örneği (49 hastada nüks 

mevcutken, 60 hastada nüks yoktur), 4. aĢamada; tahmin modelini doğrulamak için, 65 

TUR öncesi nükslü BC hastasının idrar örneği ve 29 nüksüz BC hastasının idrar örneği 

çalıĢımıĢtır. Seçilen probları doğrulamak için yeni geliĢtirilmiĢ BC MS-MLPA 

yöntemiyle, 34 aynı NMIBC tümör doku örneğinde ve 40 kontrol BC olmayan hastanın 

idrar örneğinde 23 prob bölgesinin metilasyon analizi yapılmıĢtır. Mesane kanseri 

olmayan hastaların idrar örneklerinde metilasyon frekansları; BCL2_a için % 12.5, 

TNFRSF25 için % 87.5, WIF1_b için % 12.5 ve RARβ_b için % 2.5 olarak 

belirlenmiĢtir. NMIBC tümör doku örneklerinde metilasyon yüzdeleri (sıklığı); BCL2_a 

için % 38.2, PTEN_a için % 2.9, TIMP3_a için % 2.9, APC_a için % 17.6, TERT_a için 

% 17.6, TERT_b için % 29.4, WIF1_a için % 5.9, RARβ_a için % 14.7,  CDKN2A için 

% 2.9, BCL2_b için % 2.9, PTEN_b için % 2.9, ESR1_a için % 79.4, TIMP3_b için % 

2.9, TNFRSF25 için % 91.2, ESR1_b için % 5.9, TIMP3_c için % 2.9, EDNRB için % 

67.6, TERT_c için % 23.5, CDH13 için % 26.5, APC_b için % 17.6, WIF1_b için % 
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41.2, CDH1 için % 2.9 ve RARβ_b için % 8.6 olarak tespit edilmiĢtir. pT1-G3 ve KĠS 

gibi yüksek dereceli tümörler en yüksek nüks riski ile iliĢkili bulunmuĢtur.  

 

     Zhong ve arkadaĢlarının (2013) yaptığı çalıĢmada, QMSP yöntemiyle endemik bir 

bölgeden mesane hasarı olan S. haematobium tarafından enfekte ve enfekte olmayan 

gönüllülerden elde edilen 57 ( 49 enfekte ve 8 enfekte olmayan kontrol) idrar örneğinde 

7 genin (RASSF1A, RARβ2, RUNX3, TIMP3, MGMT, p16INK4A (CDKN2A),  p14ARF) 

metilasyon durumu incelenmiĢtir. Metilasyon oranları; RASSF1A için % 28.6 (14/49), 

TIMP3 için % 14.3 (7/49), MGMT için % 12.2 (6/49) olarak tespit edilmiĢtir. RUNX3, 

RARβ2, p16INK4A (CDKN2A), p14ARF genlerinin metilasyon durumu S. haematobium 

enfeksiyonu olan tüm hastalarda % 0 olarak belirlenmiĢtir. 

 

     Ürotelyal karsinom doku örneklerini değerlendirdiğimiz çalıĢmada elde ettiğimiz 

sonuçlar, metilasyonla ilgili yapılan benzer çalıĢmalarının verileriyle büyük oranda 

örtüĢmektedir. Yapılan çalıĢmalarda farklı sonuçlarla karĢılaĢmanın bir çok nedeni 

vardır. Bunlardan bazıları, değiĢik örnek tiplerinin kullanılması, bisülfit uygulaması, 

MSP yöntemi ve diğer yöntemlerin kullanılması ayrıca bu yöntemde kullanılan primer 

dizilerindeki farklılıklar olarak özetlenebilir. 

 

     ÇalıĢmamızdaki genel verilerin değerlendirilmesinden sonra, klinikopatolojik 

verilerden yaşa göz attığımızda, incelenen olguların 50 yaĢ ve üstünde olanların % 87.5, 

50 yaĢın altında olanların ise % 12.5 oranında olduğu belirlenmiĢ ve yaĢ arttıkça 

metilasyon oranının da arttığı gözlenmiĢtir. Verilerimizde cinsiyete baktığımızda, 

olguların % 12.5‟i kadın, % 87.5‟i erkektir ve metilasyon durumlarına bakıldığında 

erkeklerde tümör baskılayıcı genlerde metilasyon oranı kadınlara oranla önemli ölçüde 

yüksek olarak belirlenmiĢtir. Yapılan diğer çalıĢmalara baktığımızda cinsiyete göre 

metilasyon yüzdeleri farklılık göstermektedir. Bazı tümör baskılayıcı genlerin 

metilasyon oranları erkeklerde, bazılarıda kadınlarda yüksek oranlarda saptanmıĢtır 

(Jarmalaite vd 2010, Agundez vd 2011). Yapılan bazı çalıĢmalarda ise erkeklerde 

metilasyon oranları daha yüksek bulunmuĢtur (Marsit vd 2006, Negraes vd 2008, Eissa 

vd 2011, Lin vd 2011). 

 

     Hoque ve arkadaĢlarının (2006) yaptığı çalıĢmada, mesane kanserinin potansiyel 

biyobelirteçlerini tanımlamak için 15 mesane kanseri hastasının ve 25 kontrolün tümör 
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ve idrar örneklerinde 9 genin (APC, p14ARF, CDH1, GSTP1, MGMT, p16INK4A 

(CDKN2A), RARβ2, RASSF1A ve TIMP3) promoter hipermetilasyonu kantitatif 

florojenik gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemiyle analiz 

edilmiĢtir. Daha sonra çeĢitli evre ve derecelerde mesane kanseri olan 160 hastanın ve 

69 kiĢilik kontrol grubunun idrar DNA örneklerini incelemek için bu belirteçler 

kullanılmıĢtır. Mesane kanseri olan 15 hastanın tümör dokularında metilasyon durumu 

p16INK4A (CDKN2A) için % 73 (11/15), p14ARF için % 33 (5/15), GSTP1 için % 47 

(7/15), MGMT için % 53 (8/15), RARβ2 için % 93 (14/15), TIMP3 için % 93 (14/15), 

CDH1 için % 87 (13/15), RASSF1A için % 67 (10/15) ve APC için % 73 (11/15) olarak 

belirlenmiĢtir. Toplamda 175 mesane kanseri hastasının idrar örneklerinde genlerin 

promoter bölgelerindeki anormal metilasyonlar; p16INK4A (CDKN2A) için 79 örnekte 

% 45, p14ARF için 49 örnekte % 28, MGMT için 61 örnekte % 35, GSTP1 için 75 

örnekte % 43 olarak tespit edilmiĢtir. Tek değiĢkenli bir analizde tümör derecesi, TNM 

evresi, metastaz varlığı, pozitif sitoloji ve invazivlik 9 genin promoterlerinin en az 

birinin metilasyonu ile iliĢkili olduğu belirtilmektedir. Özellikle, p14ARF ve MGMT 

genleri istatistiksel olarak önemli ölçüde tümör evresiyle iliĢkili olduğu, p14ARF, 

MGMT, GSTP1 ve TIMP3 genlerinin promoter metilasyonu istatistiksel olarak önemli 

ölçüde invaziv tümörler ile iliĢkili olduğu ve GSTP1 ve RASSF1A genlerinin promoter 

metilasyonu istatistiksel olarak önemli ölçüde pozitif sitoloji ile iliĢkili olduğu 

bulunmuĢtur. Mesane kanseri hastalarının idrar sediment DNA'sında araĢtırılan 9 genin 

herbirinin anormal metilasyonunun yaĢ, cinsiyet, tümörün histolojik alt tipi ve tümörün 

nüksü dahil olmak üzere diğer klinik ve demografik özellikler ile iliĢkili olmadığı 

belirtilmiĢtir. 

 

     Negraes ve arkadaĢlarının (2008) yaptığı çalıĢmada, 49 ÜK örneğinde ve sitolojik 

olarak kanser olmayan hasta sınıfında temizlenmiĢ mesaneden alınan 24 hücre sediment 

örneğinde MSP analizi ile CDH1 (E-kaderin), SFN (stratifin), RARβ ve RASSF1A 

genlerinin metilasyon paternleri değerlendirilmiĢtir. RARβ ve RASSF1A genlerinin 

metilasyon paternleri ile klinik-histopatolojik parametreler (yaĢ, cinsiyet, büyüme 

paterni, farklılaĢma derecesi, kas invazyonu ve ameliyat sonrası nüks) karĢılaĢtırılmıĢtır. 

RARβ ve RASSF1A genlerinin hipermetilasyonu ÜK örneklerinde sırasıyla % 81.6 ve % 

22.5 olarak tespit edilmiĢtir. 24 kiĢilik kontrol grubunda metilasyon oranları; RARβ için 

% 8.3 ve RASSF1A için % 50 olarak belirlenmiĢtir. Ek olarak, yüksek metilasyon 

frekansları CDH1 (E-kaderin) için % 91.3 ve SFN (stratifin) için % 95.5 olarak 
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saptanmıĢtır. Mesane kanserinde, RARβ ve RASSF1A genlerinin metilasyonu ile klinik 

ve histopatolojik parametreler arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

bulunamamıĢtır. 

 

     Diğer bir klinikopatolojik paremetre olan histolojik tümörün derecesine göre 

verilerimiz değerlendirildiğinde, 25 tümör baskılayıcı genden 13‟ünde (TP53, PTEN, 

PAX5, CDH13, TP73, WT, ESR1, RB1, MSH6, CADM1, GATA5, RARβ, CD44) 

metilasyon gözlenmiĢtir. 13 tümör baskılayıcı genden sadece dört tanesi (MSH6, WT1, 

RB1, CDH13) diğerlerine göre daha yüksek oranlarda metilasyon sergilemiĢtir. Yüksek 

dereceli papiller ürotelyal karsinomlu olgularda; MSH6 için % 23.75, WT1 için % 

21.25, RB1 için % 18.75 ve CDH13 için % 13.75 metile profil saptanırken, MSH6 için 

% 38.75, WT1 için % 41.25, RB1 için % 43.75 ve CDH13 için % 48.75 unmetile profil 

belirlenmiĢtir. Bulgularımızda, MSH6, WT1, RB1 ve CDH13 genlerinin promoter 

metilasyonu ile tümör derecesi arasında anlamlı bir iliĢki olmamasına rağmen, 

metilasyon, düĢük dereceli papiller ürotelyal karsinomlara göre yüksek dereceli papiller 

ürotelyal karsinomlarda daha yüksek oranda gözlenmiĢtir.  

 

     Yapılan diğer çalıĢmalara göz attığımızda, Maruyama ve arkadaĢlarının (2001) 

yaptığı çalıĢmada, mesane kanserinin anormal promoter metilasyon profili ve 

klinikopatolojik verilerle korelasyonu araĢtırılmıĢtır. 10 genin metilayon durumu, 98 

cerrahi rezeksiyonla alınmıĢ mesane kanserinde tespit edilmiĢtir ve ortalama metilasyon 

indeksi (MI) hesaplanmıĢtır. Mesane kanserlerinde test edilen genlerin metilasyon 

frekansları CDH1 için % 36 (35/98), RASSF1A ve APC için % 35 (34/98), CDH13 için 

% 29 (28/98), FHIT için % 16 (16/98), RARβ için % 15 (15/98), GSTP1 için % 11 

(11/98), p16INK4A için % 7 (7/98), DAPK için % 4 (4/98) ve MGMT için % 2 (2/98) 

olarak bulunmuĢtur. CDH13 metilasyonunun yüksek tümör derecesi ve nonpapiller 

büyüme paterni ile iliĢkili olduğu belirtilmiĢtir. RARβ, GSTP1, p16INK4A ve MGMT 

genlerinin promoter metilasyonunun kötü prognoz parametreleri (yüksek derece, 

nonpapiller büyüme paterni, kas invazyonu, yüksek tümör evresi ve anöploidi) ile 

iliĢkili olmadığı belirlenmiĢtir.  

 

     Dulaimi ve arkadaĢlarının (2004) yaptığı çalıĢmada, 45 mesane kanserinde (2 pTis, 

16 pTa, 10 pT1 ve 17 pT2-4) bisülfit sekanslamasıyla Rb tümör baskılayıcı geninin ve 

MSP yöntemiyle p16INK4A, p14ARF, APC ve RASSF1A tümör baskılayıcı genlerinin 
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hipermetilasyon sıklığı belirlenmiĢtir. APC, RASSF1A ve p14ARF tümör baskılayıcı 

genlerinin en az birinde hipermetilasyon 45 mesane kanserinde tespit edilmiĢtir. MSP 

ile p16INK4A‟nın hipermetilasyonu % 7 (3/45) oranında ve p14ARF‟nin 

hipermetilasyonu % 35 (16/45) oranında görülmüĢtür. APC‟nin promotör 

hipermetilasyon sıklığı MSP ile % 69 (31/45) ve RASSF1A‟nın % 51 (23/45) olarak 

belirlenmiĢtir. Hipermetilasyon, 16 pTa ve 2 pTis dahil olmak üzere mesane kanserinin 

tüm patolojik derece ve evrelerinde tespit edilmiĢtir. Hipermetilasyon her yaĢtaki 

hastalarda belirlenmiĢtir. Hipermetilasyonla 45 tümörün derece veya evresi arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir iliĢki bulunamamıĢtır. 

 

     Kawamoto ve arkadaĢlarının (2006) yaptığı çalıĢmada, MSP kullanılarak, 34 erkek 

ve 11 kadın toplam da 45 mesane kanseri hastasından alınan 64 örnekte p16INK4A ve 

p14ARF genlerinin metilasyon durumu incelenmiĢtir. 45 hastada metilasyon oranları 

p16INK4A için % 17.8 ve p14ARF için % 31.1 olarak tespit edilmiĢtir. p16INK4A ve 

p14ARF genlerinin metilasyon oranlarının invaziv mesane kanseri (≥pT2) hastalarında 

yüzeyel mesane kanseri (≤pT1) olanlara göre önemli ölçüde daha yüksek olduğu 

belirtilmiĢtir. p16INK4A ve p14ARF genlerinin metilasyon durumlarıyla tümör 

dereceleri arasında anlamlı bir iliĢki bulunamamıĢtır. p16INK4A ve p14ARF genlerinin 

metilasyon durumlarıyla tedavi sonuçları arasında anlamlı bir iliĢki olduğu 

belirlenmiĢtir. p14ARF metilasyonunun prognoz üzerinde önemli olumsuz bir etkisi 

olduğu tespit edilmiĢtir. Benzer Ģekilde, p16INK4A metilasyonu olan hastalarda 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmese de kötü prognoz eğiliminde olduğu 

gösterilmektedir. p16INK4A ve p14ARF genlerinin MSP analizinin mesane kanseri olan 

hastaların patolojik evreleri, klinik sonuçları ve prognozu için yararlı bir biyobelirteç 

olduğu belirtilmektedir. 

 

     Jarmalaite ve arkadaĢlarının (2010) yaptığı çalıĢmada, 6 tümör baskılayıcı genin 

(p16, p14, RARβ, RASSF1A, DAPK ve MGMT) promoter hipermetilasyonu, takip 

sırasında toplanan 21 primer mesane kanseri örneğinde MSP yöntemiyle 

değerlendirilmiĢtir. Hipermetilasyon prevalansı; RASSF1A için % 43, RARβ için % 38, 

p16 için % 19 ve DAPK için % 19 olarak tespit edilmiĢtir. Epigenetik olmayan 

değiĢiklikler p14 ve MGMT genleri için tespit edilememiĢtir. p16, p14, RARβ, 

RASSF1A, DAPK ve MGMT genlerinin promoter hipermetilasyon sıklıkları ile IL-2 

tedavisi sonrası mesane tümörlerinin klinik ve demografik parametreleri (evre, derece, 
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yaĢ, cinsiyet ve nüks) karĢılaĢtırılmıĢtır. p16 gen hipermetilasyonu olan mesane kanseri 

hastalarının IL-2 ile tedavi sonrası daha düĢük nüks oranı sahip olduğu belirlenmiĢtir 

ayrıca  RARβ genin hipermetilasyonu ile tümör derecesi arasında önemli ölçüde anlamlı 

bir iliĢki  bulunmuĢtur. 

 

     Lin ve arkadaĢlarının (2010) yaptığı çalıĢmada, MSP yöntemi, 57 mesane kanseri 

hastasından elde edilen tümör ve idrar DNA'sında mesane kanseri teĢhisi için güvenilir 

biyobelirteçleri tanımlamak amaçlı 4 genin (E-kaderin, p16, p14 ve RASSF1A) promoter 

hipermetilasyonunu tespit etmek için kullanılmıĢtır. Bu dört genin metilasyon 

durumuyla klinikopatolojik parametreler (yaĢ, cinsiyet, evre, derece ve sitoloji) 

karĢılaĢtırılmıĢtır. 57 tümör doku örneğinde hipermetilasyon oranları; E-kaderin için % 

53, p16 için % 56, p14 için % 42 ve RASSF1A için % 74 olarak belirlenirken, 57 idrar 

örneğinde hipermetilasyon oranları; E-kaderin için % 35, p16 için % 35, p14 için % 33 

ve RASSF1A için % 65 olarak saptanmıĢtır. Mesane tümör dokularındaki p14 

hipermetilasyonuyla, düĢük dereceli tümörler arasında anlamlı bir iliĢki bulunmuĢtur. 

Ancak, E-kaderin, p16 ve RASSF1A genlerinin hermetilasyonu ile klinikopatolojik 

parametreler arasında anlamlı bir iliĢki belirlenmemiĢtir. 

 

     Eissa ve arkadaĢlarının (2011) yaptığı çalıĢmada, 210 mesane kanseri, 61 benign 

ürolojik rahatsızlığı olan hastanın ve 49 sağlıklı gönüllünün idrar örneklerinde MSP 

yöntemi kullanılarak RARβ2 ve APC genlerinin metilasyon durumları analiz edilmiĢtir. 

RARβ2 ve APC genlerinin metilasyon oranları sağlıklı gönüllülerde % 0, benign 

ürolojik rahatsızlığı olan hastalarda sırasıyla % 16.4, % 5 ve mesane kanseri  

hastastalarında sırasıyla % 62.8, % 59.5 olarak belirlenmiĢtir. RARβ2 ve APC genlerinin 

metilasyonları ile klinikopatolojik veriler (yaĢ, cinsiyet, bilharziasis, sigara kullanımı, 

patolojik tip, histolojik derece, klinik evre) arasında anlamlı bir iliĢki bulunamamıĢtır, 

ancak her iki genin hipermetilasyonu tüm derece ve evrelerde tespit edilmiĢtir. 

 

     Lin ve arkadaĢlarının (2011) yaptığı çalıĢmada, bir tümör baskılayıcı olarak iĢlev 

gören H-kaderin (CDH13), sıklıkla mesane TCC dahil insan kanserlerinde promoter 

metilasyonu tarafından susturulur. Mesane TCC hastalarında serum örneklerinde 

CDH13 geninin promoter metilasyonunun klinik önemi araĢtırılmıĢtır. 127 primer 

mesane TCC  hastadan ve 41 sağlıklı gönüllüden (kontrol) alınan serum örneklerinde 

CDH13‟ün metilasyon durumu MSP ile çalıĢılmıĢtır. CDH13 metilasyonu mesane TCC 
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olan 39 hastada % 30.7 oranında bulunmuĢtur, ancak kontrollerde tespit edilmemiĢtir. 

CDH13‟ün metilasyon durumu ile klinikopatolojik veriler (yaĢ, cinsiyet, tümör sayısı, 

tümör boyutu, tümör Ģekli, tümör nüksü, tümör derecesi ve tümör evresi) 

karĢılaĢtırılmıĢtır. CDH13 metilasyonu önemli ölçüde ileri tümör evresi, yüksek dereceli 

tümör, büyük tümör boyutu, tümör nüksü ve kötü prognoz ile iliĢkili bulunmuĢtur. 

 

     Eissa ve arkadaĢlarının (2012) yaptığı çalıĢmada, mesane kanseri tanısı koyulan 100 

hastanın (77 TCC ve 23 SCC), benign ürolojik rahatsızlığı olan 65 hastanın ve 51 

sağlıklı gönüllünün idrar örneklerinde RARβ2 geninin promoter metilasyonu MSP 

yöntemiyle analiz edilmiĢtir. RARβ2 geninin metilasyon durumu ile klinikopatolojik 

parametreler (sigara kullanımı, schistosomiasis, patolojik tür, evre, derece ve idrar 

sitolojisi) karĢılaĢtırılmıĢtır. RARβ2 geninin promoter metilasyon oranları: 77 TCC doku 

örneğinde % 64.9, 23 SCC‟de % 65.2, 65 benign ürolojik rahatsızlığı olanlarda % 85.7 

ve 51 kontrolde % 73.2 olarak tespit edilmiĢtir. RARβ2 geninin hipermetilasyonu önemli 

ölçüde yüksek tümör derecesi ile iliĢkili bulunmuĢtur. 

 

     Klinikopatolojik paremetrelerden olan patolojik tümör sınıflandırmasına (TNM) 

göre, bulgularımızda 13 tümör baskılayıcı gen pTa, pT1 ve pT2 gibi farklı evrelerde 

metilasyon göstermiĢtir. Ancak en çok metilasyon pT1 evresinde gözlenmiĢtir. pT1 

evresindeki olgularda; en sık metillenen dört gene baktığımızda: MSH6 için % 17.5, 

WT1 için % 18.75, RB1 için % 11.25 ve CDH13 için % 10 metilasyon saptanırken, 

MSH6 için % 27.5, WT1 için % 26.25, RB1 için % 33.75 ve CDH13 için % 35 

metilasyon belirlenemiĢtir. Verilerimizde, genlerin metilasyon durumuyla tümörün 

evresi arasında istatistiksel olarak anlamlı bir iliĢki bulunamamıĢtır. MSH6, WT1, RB1 

ve CDH13 genlerinin promoter metilasyonu ile tümör evresi arasında anlamlı bir iliĢki 

olmamasına rağmen, diğer evrelere göre pT1 evresinde daha yüksek oranda metilasyon  

tespit edilmiĢtir.  

 

     Bu konuyla ilgili diğer çalıĢmalara baktığımızda, Catto ve arkadaĢlarının (2005) 

yaptığı çalıĢmada, 116 mesane ve 164 üst üriner sistem tümöründen (UTT) oluĢan 

toplam 280 hastadan elde edilen TCC dokuda, metilasyon-duyarlı polimeraz zincir 

reaksiyonu ve bisülfit sekanslaması kullanılarak 11 CpG adasının (GSTP1, hMLH1, 

hMSH2, RARβ, DAPK, p16, p14, E-kaderin, MGMT, RASSF1A, MINT31) 

hipermetilasyonu analiz edilmiĢtir ve hipermetilasyon tümörlerin klinikopatolojik 
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verileri, mikrosatellit istikrarsızlık durumu ve daha sonraki davanıĢları ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Mesane TCC dokularında; GSTP1 için % 0, hMLH1 için % 1, hMSH2 

için % 0, RARβ için % 24, DAPK için % 8, p16 için % 9, p14 için % 8, E-kaderin için 

% 60, MGMT için % 10, RASSF1A için % 54, MINT31 için % 1 olarak belirlenmiĢtir. 

UTT TCC dokularında; GSTP1 için % 0, hMLH1 için % 12, hMSH2 için % 0, RARβ 

için % 37, DAPK için % 5, p16 için % 22, p14 için % 12, E-kaderin için % 79, MGMT 

için % 8, RASSF1A için % 63, MINT31 için % 15 olarak tespit edilmiĢtir. Metilasyon 

durumu, metilasyon gözlenmeyen tümörler ile karĢılaĢtırıldığında ileri tümör evresi, 

yüksek tümör progresyonu ve yüksek mortalite oranları ile iliĢkili bulunmuĢtur. RARβ 

CpG hipermetilasyonunun artan tümör evresiyle iliĢkili olduğu belirlenmiĢtir. 

 

     Kunze ve arkadaĢlarının (2006) yaptığı çalıĢmada, 14 yüzeyel düĢük dereceli (grade 

1), düĢük evreli (pTa) papiller ve 11 kasa invaze nonpapiller (solid) yüksek dereceli 

(grade 3), yüksek evreli (pT2b) TCC‟da caveolin-1, hDAB2IP ve p53 tümör baskılayıcı 

genlerin promoter metilasyonu MSP yöntemi kullanılarak analiz edilmiĢtir. Ek olarak 

27 kasa invaze SCC ve 8 kasa invaze olmayan küçük hücreli karsinom (SCBC) 

çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. 14 yüzeyel düĢük dereceli (grade 1), düĢük evreli (pTa) 

papiller TCC‟de caveolin-1 için metilasyon tespit edilememiĢtir ancak hDAB2IP için 

metilasyon frekansı % 50 olarak belirlenmiĢtir. p53 geninin promoter metilasyonu 

düĢük dereceli, düĢük evreli TCC‟de % 28.6 olarak tespit edilmiĢtir. 11 kasa invaze 

nonpapiller (solid) yüksek dereceli (grade 3), yüksek evreli (pT2b) TCC‟da metilasyon 

oranları caveolin-1 için % 0, hDAB2IP için % 72.7 ve p53 için % 0 olarak 

belirlenmiĢtir. 27 kasa invaze SCC‟da metilasyon oranları caveolin-1 için % 25.9, 

hDAB2IP için % 48.1 ve p53 için % 7.4 olarak ve 8 kasa invaze olmayan SCBC‟da 

metilasyon oranları caveolin-1 için % 50, hDAB2IP için % 50 ve p53 için % 25 olarak 

tespit edilmiĢtir.  

 

     Marsit ve arkadaĢlarının (2006) yaptığı çalıĢmada, mesane kanseri tanısı konmuĢ 

yaĢları 25-74 aralığında olan hastalardan alınan toplamda 351 tümör dokusunda MSP 

yöntemi kullanılarak p16INK4A, RASSF1A ve PRSS3 genlerinin metilasyon durumları 

tespit edilmiĢtir ve aynı zamanda mesane kanseri hastalarında hem sigara hem de 

arsenik maruziyetiyle p16INK4A, RASSF1A ve PRSS3 genleri arasındaki iliĢki 

araĢtırılmıĢtır. p16INK4A‟nın promotör hipermetilasyon oranı % 30.8 (108/351), 

RASSF1A için % 32.2 (113/351) ve PRSS3 için % 33 (116/351) olarak belirlenmiĢtir. 
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p16INK4A, RASSF1A ve PRSS3 genlerinin metilasyon durumları ile klinikopatolojik 

özellikler (yaĢ, cinsiyet, histoloji, tümör evresi gibi) karĢılaĢtırılmıĢ ve p16INK4A 

promotör metilasyonunun, tümör evresiyle istatistiksel olarak anlamlı bir iliĢkisi 

bulunmamasına rağmen, sıklıkla invaziv evre tümörlerde ortaya çıkma eğiliminde 

olduğu belirtilmiĢtir. 

 

     Neuhausen ve arkadaĢlarının (2006) yaptığı çalıĢmada, 96 mesane karsinom 

dokusunda MSP ile 6 genin (SFRP1, APC, RASSF1A, DAPK1, RARβ ve p16INK4A 

(CDKN2A)  hipermetilasyonu ve Southern blot ile LINE-1 hipometilasyonu analiz 

edilmiĢtir. Hipermetilasyon sıklıkları: SFRP1 için % 55 (53/96), APC için % 45 (43/96), 

RASSF1A için % 35 (34/96), DAPK1 için % 29 (28/96), RARβ için % 19 (18/96) ve 

p16INK4A (CDKN2A) için % 2 (2/96) olarak belirlenmiĢtir. LINE-1 hipometilasyonu, 

hipermetilasyondan büyük ölçüde bağımsız ve % 90 olarak tespit edilmiĢtir. 

Hipermetilasyon, özellikle invaziv kanserlere geçiĢ de tümör evresi ile artmıĢtır ve 

RARβ hipermetilasyonu önemli ölçüde tümör evresi ve lenf nodu tutulumu ile iliĢkili 

bulunmuĢtur. 

 

     Malekzadeh ve arkadaĢlarının (2009) yaptığı çalıĢmada, MSP ve yarı kantitatif ters 

transkriptaz-PCR (SQR-PCR) yöntemleri kullanılarak 103 mesane tümör dokusunda ve 

48 kontrol parafine gömülü dokuda tümörle iliĢkili olan Casp8 ve RB1 genlerinin 

metilasyon durumu ve bu durumun ekspresyonlar üzerinde etkisi belirlenmeye 

çalıĢılmıĢtır. Casp8 için % 19.4 ve RB1 için % 28.2 oranında mesane kanserinde 

metilasyon tespit edilmiĢtir. RB1 ve Casp8 genlerinin metilasyonu hastalar ve sağlıklı 

kontroller arasında önemli ölçüde farklılıklar göstermiĢtir. RB1 metilasyonuna 60 yaĢ 

altı ve 60 yaĢ üstü hastalarda gözlenirken, Casp8 metilasyonu sılıkla 60 yaĢ üstü 

hastalarda belirlenmiĢtir. pT2 ve pT3 evrelerindeki mesane kanseri olan hastalarda RB1 

ve Casp8 genlerinin metilasyonunda artıĢ gözlenmiĢtir. RB1 metilasyonu, mesane 

kanserinin ilerlemesi ve geliĢimi için prognoz göstergesi olarak kabul edilmektedir. 

 

     Serizawa ve arkadaĢlarının (2011) yaptığı çalıĢmada, 118 (116 TCC, 1 

adenokarsinom ve 1 SCBC) mesane kanseri olan hastadan alınan 105 tümör 

biyopsisinde ve 113 idrar örneğinde sistematik olarak mutasyonlar için FGFR3, 

PIK3CA, TP53, HRAS, NRAS ve KRAS genleri taranmıĢtır ve gerçek-zamanlı PCR 

yöntemi olan, bir kantitatif floresan bazlı MethyLight yöntemi kullanılarak 11 genin 
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(APC, p14ARF, DBC1, p16INK4A (CDKN2A), RARβ, RASSF1A, SFRP1, SFRP2, 

SFRP4, SFRP5 ve WIF1) metilasyon durumları değerlendirilmiĢtir. Metilasyon 

frekansları; ARF için % 0, p16INK4A (CDKN2A) ve WIF1 için % 1 olarak ve diğer 

genlerin metilasyon oranları APC için % 77, DBC1 için % 38, RARβ için % 57, 

RASSF1A için % 58, SFRP1 için % 41, SFRP2 için % 58, SFRP4 için % 50 ve SFRP5 

için % 62 olarak tespit edilmiĢtir. APC, p14ARF, DBC1, p16INK4A (CDKN2A), RARβ, 

RASSF1A, SFRP1, SFRP2, SFRP4, SFRP5 ve WIF1 metilasyon durumları ile 

klinikopatojik parametreler (evre, derece, tümör boyutu, tümör sayısı, sigara kullanımı 

ve sitoloji) karĢılaĢtırılmıĢtır. RASSF1A, SFRP1 ve RARβ genlerinin hipermetilasyonu 

yüksek evre ile ve RASSF1A, SFRP5 and RARβ genlerinin hipermetilasyonu yüksek 

derece ile iliĢkili bulunmuĢtur. 

 

     Lin ve arkadaĢlarının (2012) yaptığı çalıĢmada, MSP kullanılarak 133 primer mesane 

TCC örneğinde ve 43 normal mesane epitel dokularında H-kaderin‟in (CDH13) 

metilasyon durumu incelenmiĢtir ve daha sonra H-kaderin‟in metilasyon durumu ile 

hastaların klinikopatolojik özellikleri (yaĢ, cinsiyet, tümör sayısı, tümör boyutu, tümör 

Ģekli, tümör nüksü, derece, evre ve sigara kullanma durumu) arasındaki iliĢki analiz 

edilmiĢtir. H-kaderin‟in metilasyonu mesane TCC örneklerinin 47‟sinde % 35.3 

oranında tespit edilirken, kontrollerde % 0 olarak belirlenmiĢtir. H-kaderin metilasyonu 

önemli ölçüde ileri evre, yüksek derece, tümör boyutu büyüklüğü, tümör nüksü ve kötü 

prognoz ile iliĢkili bulunmuĢtur. 

 

     Son olarak bir diğer klinikopatolojik paremetre olan kas invazyonuna göre, ÜK 

olgularında 13 tümör baskılayıcı gende kasa invazyonu değerlendirdiğimizde en fazla 

metilasyon kasa invaze olan olgularda gözlenmiĢtir. Kasa invazyon varlığında; en sık 

metillenen dört gene baktığımızda: MSH6 için % 18.75, WT1 için % 20, RB1 için % 

18.75 ve CDH13 için % 16.25 olarak metilasyon tespit edilirken, MSH6 için % 42.25, 

WT1 için % 41.25, RB1 için % 42.5 ve CDH13 için % 45 olarak metilasyon 

saptanmamıĢtır. MSH6, WT1, RB1 ve CDH13 genlerinin promoter metilasyonu ile kas 

invazyonu arasında anlamlı bir iliĢki olmamasına rağmen, kas invazyonu varlığında 

daha yüksek oranda metilasyon  belirlenmiĢtir.  

 

     Yapılan diğer çalıĢmalara göz attığımızda, Chan ve arkadaĢlarının (2002) yaptığı 

çalıĢmada, 98 TCC (transizyonel hücreli karsinom) ve 4 karsinoma in situ olgusunda 7 
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genin metilasyon durumu (RARβ, DAPK, E-kaderin, p16, p15, GSTP1 ve MGMT) MSP 

yöntemiyle analiz edilmiĢtir. Ayrıca 22 TCC hastasının idrarı örneği de analiz 

edilmiĢtir. Transizyonel hücreli karsinomun tümör dokularında p15 için % 13.3, GSTP1 

için % 5.1 ve MGMT için % 5.1 oranlarında anormal metilasyon yaygın değilken, RARβ 

için % 87.8, DAPK için % 58.2, E-kaderin için % 63.3 ve p16 için % 26.5 oranlarında 

daha sık gözlenmiĢtir. Metilasyon durumu ile derecelendirme veya kasa invaze olma 

arasında bir iliĢki görülmemiĢtir. 22 TCC hastasının idrar örneğinde metilasyon 

oranları; DAPK için % 45.5, RARβ için % 68.2, E-kaderin için % 59.1, p16 için % 13.6 

olarak belirlenmiĢtir. Karsinoma in situ dokularında metilasyon oranları; RARβ için % 

50, DAPK için % 75 ve E-kaderin için % 50 oranlarında ve diğer genlerin metilasyon 

oranları % 0 olarak tespit edilmiĢtir. 7 normal ürotelyum örneğinde ve 17 normal idrar 

kontrollerinde RARβ dıĢındaki genlerde metilasyon gözlenmemiĢtir. RARβ metilasyonu 

3 normal ürotelyum örneğinde % 42.9 oranında ve 4 normal idrar örneğinde % 23.5 

olarak belirlenmiĢtir.  

 

     Dominguez ve arkadaĢlarının (2003) yaptığı çalıĢmada, 100 meme, 95 kolon ve 27 

mesane kanserinde MSP ile p16INK4A ve p14ARF genlerinin metilasyon durumları her 

tümör örneğinde ve normal dokuda eĢ zamanlı olarak analiz edilmiĢtir. p14ARF, üç 

tümör tipinin tümünde p16INK4A‟dan daha yüksek oranda hipermetilasyon 

göstermiĢtir. Hipermetilasyon frekansları: 100 meme kanseri örneğinde, p14ARF için % 

24, p16INK4A için % 19; 95 kolon kanseri örneğinde, p14ARF için % 33, p16INK4A 

için % 20; 27 mesane kanseri örneğinde, p14ARF için % 56, p16INK4A için % 18 

olarak belirlenmiĢtir. p16INK4A ve p14ARF‟nin anormal metilasyonu önemli ölçüde üç 

tümör tipinin kötü prognozu klinikopatolojik parametrelerle korelasyonlu olduğu tespit 

edilmiĢtir. Mesane kanserlerindeki p16INK4A ve p14ARF genlerinin metilasyon 

durumları ile klinikopatolojik parametreler karĢılaĢtırıldığında, p16INK4A promotör 

hipermetilasyonu önemli ölçüde pozitif nodlar, kas invazyonu, tedavi, tümörlerin nüksü 

ve evre ile iliĢkili bulunmuĢtur. p16INK4A ve p14ARF‟nin hipermetilasyonunun hem 

meme, kolon ve mesane karsinogenezinde rol oynadığı hem de bu iki genin anormal 

metilasyonunun tümörlerin kötü prognozu ile iliĢkili olduğu bulunmuĢtur. 

 

     Jarmalaite ve arkadaĢlarının (2008) yaptığı çalıĢmada, p16, RARβ, RASSF1A, DAPK 

ve MGMT genlerinin promotör hipermetilasyonu MSP kullanılarak yüzeyel mesane 

kanseri olan 58 ve benign ürolojik rahatsızlığı bulunan 2 hastada analiz edilmiĢtir. 58 
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mesane kanserinin mevcut serisinde hipermetilasyon prevalansı RARβ için % 40, 

RASSF1A için % 29, DAPK için % 28, p16 için % 14 ve MGMT için % 7 olarak 

belirlenmiĢtir. p16, RARβ, RASSF1A, DAPK ve MGMT genlerinin hipermetilasyon 

sıklığı klinikopatolojik verilerle (evre, derece, kasa invazivlik ve takip sırasında nüks) 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Hipermetilasyon sıklığı ve genlerin sayısı tümör evresi, derecesi ve 

kasa invazivlik ile artıĢ gösterdiği belirtilmiĢtir. RASSF1A geninin anormal metilasyonu 

kasa invaze tümörlerde ve RARβ geninin anormal metilasyonu yüksek dereceli 

tümörlerde baskın olarak gözlenmiĢtir. RARβ geninin anormal metilasyonu tümör 

derecesiyle iliĢkili olduğu bulunmuĢtur. 

 

     Lin ve arkadaĢlarının (2012) yaptığı çalıĢmada, mesane tümörü ve patolojik olarak 

normal ürotelyumla eĢleĢtirilmiĢ doku örnekleri 50 mesane kanseri hastasından elde 

edilmiĢtir. E-kaderin, p16, p14 ve RASSF1A genlerinin promoter metilasyonları MSP ile 

araĢtırılmıĢtır. Bu hastaların klinikopatolojik verileri de mesane kanseri nüksünde 

anormal metilasyonun klinik duruma etkisini değerlendirmek için analiz edilmiĢtir. 

Patolojik olarak normal ürotelyum örneklerinde E-kaderin hipermetilasyonu % 30, 

p16‟nın % 16, p14‟ün % 14 ve RASSF1A‟nın % 36 olarak belirlenmiĢtir. Mesane 

tümörü örneklerinde ise hipermetilasyon frekansları; E-kaderin için % 48, p16 için % 

64, p14 için % 36 ve RASSF1A için % 62 olarak tespit edilmiĢtir. Promoter 

hipermetilasyonu patolojik olarak hem normal ürotelyumda hem de mesane kanseri 

hastalarının tümör örneklerinde sık görülmektedir. p14 hariç herhangi bir gendeki 

hipermetilasyon ile kas/organ invazyonu ve evre/derece arasında anlamlı bir iliĢki 

gözlenmemiĢtir.  

 

     DNA metilasyonu aracılığı ile gen ekspresyonunun baskılanması, karsinogenezin 

tüm evrelerinde gözlemlenebilen önemli bir değiĢimdir. Birçok genin ilk ekzonuna 

yerleĢik CpG‟den zengin bölgelerin metilasyonu, bu bölgeye metil-CpG‟ye bağlanan 

proteinlerle birlikte histon deasetilazlar, metiltransferazlar ve ATP-bağımlı kromatin-

remodeling enzimler gibi transkripsiyonal sessizleĢme ile iliĢkili proteinlerin 

toplanmasına neden olur (Abbosh 2008). Önemli tümör baskılayıcı proteinleri, ilaç 

metabolize edici enzimleri ve DNA tamir proteinleri gibi önemli anahtar proteinleri 

kodlayan genlerin transkripsiyonal sessizleĢmesi karsinogenez sürecinde, invazivlik ve 

metastatik yeteneğin kazanılmasında, anjiogenezde ve tedavi direncinin oluĢmasında 

önemli rol oynamaktadır. Bu nedenle, birçok çalıĢmada DNA metilasyonu hem 
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biyomarker olma hem de tedavi stratejilerinin belirlenmesinde önemli bir hedef olarak 

yer almaktadır. Özellikle klinik örneklerle yapılan çalıĢmalar, kanserin 

patofizyolojisinin aydınlatılmasında çok daha yararlı ve yeni bilgilerin elde edilmesine 

yardımcı olmaktadır (Abbosh 2008, Rodriguez-Paredes ve Esteller 2011, Taberlay ve 

Jones 2011). DNA metilasyon tespiti, malign ve malign olmayan hastalıklar arasındaki 

ayrımı yapmada da önemli bir marker olarak tanımlanmaktadır (Hellwinkel vd 2008). 

   

     Yaptığımız çalıĢmada saptadığımız TP53, PTEN, PAX5, CDH13, TP73, WT1, ESR, 

RB1, MSH6, CADM1, GATA5, RARβ ve CD44 olmak üzere toplam 13 tümör 

baskılayıcı genin promoter metilasyonları arasında yüksek oranlarda metillenen 

CDH13, WT1, RB1 ve MSH6 genlerinin metilasyon durumları ile klinikopatolojik 

parametreleri karĢılaĢtırdığımızda, genel olarak çalıĢtığımız olguların % 75‟i metile, % 

25‟i unmetile profile sahipken alt grupların sayısal değerlerinin az olmasından dolayı 

metilasyon ile klinikopatolojik parametreler arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

iliĢki bulunamamıĢtır. Doğru, anlamlı istatistiksel bir sonuç elde etmek için böyle 

çalıĢmalarda incelenen vaka sayısını artırmak gereklidir.  

 

     Yukarıdaki literatür taramasındaki sonuçları da dikkate aldığımızda hem çalıĢılan 

olguların hem de yöntemlerin farklı olması nedeni ile bizim sunduğumuz çalıĢmada 

dahil olmak üzere mesane kanserlerinin tanı, tedavi ve prognozda kullanılabilecek net 

bir biyobelirteç önerilememektedir. Dolayısıyla multi disipliner çalıĢmaların planlandığı 

fazla örnek sayılı araĢtırmalara ihtiyaç duyulduğu vurgulanmaktadır. 
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6. SONUÇ 

       

 

     Kanser geliĢiminde ve ilerlemesinde epigenetik mekanizmalar önemlidir. CpG 

adalarının hipermetilasyonu, tümör baskılayıcı genlerin transkripsiyonel 

sessizleĢmesinde kritik rol oynar. DNA metilasyonu insan kanserlerinde en çok çalıĢılan 

epigenetik mekanizmadır. Tümörle iliĢkili genlerin promoteründeki CpG adalarının 

DNA hipermetilasyonu ve bunların sonucu susturulması kanserlerde yaygın görülen 

epigenetik bir anormalliktir. 

 

     Kanserle iliĢkili genlerin anormal promoter metilasyonunun belirlenmesi, kanserin 

tanısı, prognozu veya tümörlerin metastatik potansiyelinin tespiti için gerekli olabilir. 

Kanser geliĢiminde, özellikle tümör baskılayıcı genlerin metilasyonunun erken evrede 

gözlenmesi, hipermatilasyonun kanserin erken tanısı için önemli bir marker olduğunu 

gösterebilir. 

       

     Bu amaçla gerçekleĢtirilen araĢtırmanın sonuçları aĢağıda özetlenmiĢtir. 

 

     Yaptığımız çalıĢmada, Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 mesane kanseri dokusuna 

ait parafin blok örnekleri ile 25 tümör baskılayıcı genin metilasyon durumu Metilasyon 

spesifik-Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-MLPA) yöntemi ile 

değerlendirilmiĢtir. Tüm olgularımızda, % 75 (60/80) oranında metilasyon, % 25 

(20/80) oranında unmetilasyon saptanmıĢtır. Mesane kanseri doku örneklerinde en sık 

metillenen genlerin MSH6, WT1, RB1 ve CDH13 olduğu belirlenmiĢtir. Ürotelyal 

karsinomlarda en sık metillenen genlerin yüzdeleri; MSH6 (% 36.25), WT1 (% 33.75), 

RB1 (% 27.5) ve CDH13 (% 21.25) olarak tespit edilmiĢtir. Diğer tümör baskılayıcı 

genlerin metilasyonları; 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), RARβ (% 3.75) ve CD44 (% 2.5) 

olarak belirlenmiĢtir.  

 

* Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olgunun % 87.5‟inin 50 yaĢ üzerinde olduğu ve 

bunların % 65‟inde metilasyon saptanırken, % 22.5‟inde metilasyon gözlenmemiĢtir. 

 

* Olguların % 87.5‟inin erkek olduğu ve bunların % 67.5‟i metile profile sahipken, % 

20‟sinin unmetile olduğu saptanmıĢtır. 

 

* Olguların TNM sınıflandırılmasına göre, % 45 oranında pT1 evresinde olduğu ve 

bunların % 35‟inin metile, % 10‟unun unmetile olduğu belirlenmiĢtir. 

 

* Tüm olgularda lenf nodu metastazına ve uzak bölgelere metastaz saptanmamıĢtır. 

 

* Histolojik tümörün derecesine göre, olguların en yüksek oranda % 62.5‟inin yüksek 

dereceli papiller ürotelyal karsinom olduğu ve bunların % 47.5‟i metile profile 

sahipken, % 15‟inin unmetile profile sahip olduğu tespit edilmiĢtir. 

 

* Histolojik tümörün kas invazyonuna göre, olguların % 61.25‟inde kas invazyonunun 

olduğu ve bunların % 45‟inin metile, % 16.25‟inin unmetile olduğu saptanmıĢtır. 

 

* Ürotelyal karsinom tanısı almıĢ 80 olguda tümör baskılayıcı genlerin metilasyon 

yüzdeleri yüksek oranlarda gözlenmesine rağmen,  metilasyon ile klinikopatolojik 

parametreler  arasında istatistiksel olarak anlamlı bir iliĢki belirlenememiĢtir. 

 

* ÜK‟lu 80 olguda 25 tümör baskılayıcı genden 13‟ünde (TP53, PTEN, PAX5, CDH13, 

TP73, WT, ESR1, RB1, MSH6, CADM1, GATA5, RARβ ve CD44) hipermetilasyon 

gözlenmiĢtir. 13 tümör baskılayıcı genden sadece dört tanesi (MSH6, WT1, RB1, ve 

CDH13) diğerlerine göre daha yüksek oranlarda metilasyon sergilemiĢtir. MSH6, WT1, 

RB1 ve CDH13 genlerinin promoter metilasyon durumları ile klinikopatolojik 

parametreler arasında istatistiksel olarak anlamlı bir iliĢki bulunamamıĢtır.  

 

* MS-MLPA analizi, birçok genin aynı anda metilasyon profilini inceleyebilen, etkin, 

kolay ve hızlı bir yöntemdir.  
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     Sonuç olarak; mesane kanserinin patogenezinde, tümör baskılayıcı genlerde 

meydana gelen DNA metilasyon profillerindeki değiĢimler önemli rol oynamaktadır ve 

MS-MLPA yöntemi, tek bir reaksiyonda birden fazla hedef tümör baskılayıcı gende 

meydana gelen DNA metilasyon profillerindeki değiĢimleri baĢarılı bir biçimde analiz 

etmemize olanak sağlamıĢtır.  
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