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OZET

MESANE KANSERI OLGULARINDA FiBROBLAST BUYUME FAKTORU
RESEPTOR 3 (FGFR3) A248C, S249C, G372C, T375C MUTASYONLARININ
VARLIGI

Dodurga, Yavuz
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji ABD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. N. Lale Satiroglu Tufan

Agustos 2006, 61 Sayfa

Uriner sistemde olusan kanserlerinin biiyiik kismi1 mesaneden gelisir ve yaklasik
%90°1 transisyonel hiicre karsinomdur. Fibroblast biiyltime faktorii reseptorleri (FGFR) yapisal
olarak reseptor tirozin kinaz ailesindendir ve hiicre farklilagmasinda, proliferasyonunda,
sinyal yollarmin diizenlenmesinde ve embriyonik gelismede onemli roller oynamaktadir.
FGFR3 geni kromozom 4p16.3 bolgesine lokalizedir ve ¢esitli yanlis anlamli mutasyonlar
sonucunda otozomal kalitiml ¢esitli iskelet sistemi hastaliklar1 ortaya ¢ikmaktadir ve ayrica
onkogenik etkisi oldugu da diisliniilmektedir. Bu yiiksek lisans tezinde, FGFR3 tanatoforik
displazi mutasyonlar1 olarak gruplandirilan ekzon 7 A248C, S249C ve ekzon 10 G372C,
T375C kodonlardaki olast yanlis anlamli mutasyonlarin mesane kanseri hasta
popiilasyonundaki varligi ve klinikopatolojik parametreler ilizerindeki etkisi aragtirilmistir.

Denizli Devlet Hastanesi Patoloji boliimiine tan1 alma amaciyla bagvuran 56 olguya ait
mesane transizyonel hiicre karsinomu doku Ornegi calisma kapsamina alinmustir. Parafin
kesitlerden DNA izolasyonunun sonrasinda, FGFR3 geni ekzon 7 A248C, S249C ve ekzon 10
G372C ve T375C kodonlarini igeren DNA parcalar1 polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilip,
A248C ve S249C kodonlarindaki mutasyonlar Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi
yontemi ile ve ekzon 10 G372C ve T375C kodonlarindaki mutasyonlar DNA dizi analizi ile
aragtirilmustir.

Bu calisma kapsamina alinan 56 adet mesane transizyonel hiicre karsinomunun 14
tanesi (%25) pTa, 23 tanesi (%41,1) pT1, 19 tanesi (%33,9) pT2 olarak evrelendirilmistir.
Ayrica 56 olgunun 5 tanesi (% 8.9) G1, 25 tanesi (% 44.6) G2, 26 tanesi (% 46.4) G3 olarak
derecelendirilmistir.

FGFR3 genindeki tanatoforik displazi mutasyonlar1 olarak gruplandirilan ekzon 7
A248C, S249C ve ekzon 10 G372C, T375C kodonlardaki tespit edilen toplam mutasyon
varligr 56 olgunun 23 tanesi (%41.1) normal, 33 tanesi (%58.9) heterozigot mutant olarak
degerlendirilmistir. 56 olgunun 7’sinde (%12.5) A248C ve 28’inde (%50) S249C, 3’linde
(%5.4) T375C kodonlarinda yanlis anlamli mutasyon saptanmis olup bu oran literatiirdeki
diger calismalar desteklemektedir.

FGFR3 genindeki ekzon 7 A248C, S249C ve ekzon 10 G372C ve T375C mutasyon
sonuglar1 tek tek ve toplu olarak degerlendirildiginde, daha o6nce yapilmis ¢alismalardan farkli
olarak tiimor evresine ve derecesine gore homojen dagilimli oldugu saptanmistir. Ancak daha
fazla sayida erken evre ve diisiik derece timor Orneginin arastirma kapsaminda
degerlendirilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mesane tiimorii, FGFR3 geni, mutasyon, PCR, restriksiyon enzim
kesimi, sekans analizi.
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FIBROBLAST GROWTH FACTOR RECEPTOR 3 (FGFR3) A248C, S249C, G372C,
T375C MUTATIONS INCIDENCE
IN BLADDER CANCER
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. N. L. Satiroglu-Tufan
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Bladder cancer is the most frequent cancer derived from urinary system and %90 of
them is transitional cell carcinomas. Fibroblast growth factor receptors (FGFR) belong to the
tyrosine kinase family and have important roles in cellular differentiation, proliferation, cell
signaling and embryonic development. FGFR3 is localized chromosome 4p16.3. Missense
mutations of fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) are associated with autosomal
dominant human skeletal disorders and some oncogenic effects. In this thesis study, we
investigated the incidence of FGFR3 thanatophoric dysplasia mutations located at exon 7
A248C, S249C and exon 10 G372C, T375C in a bladder carcinoma patient population and its
correlation to clinicopathological parameters.

Fifty six paraffin embedded specimens of transitional cell carcinoma of the urinary
bladder were obtained from Denizli State Hospital Pathology department and included in this
study. After the DNA isolation from the paraffin sections, PCR amplification of DNA
segments incuding exon 7 A248C, S249C and exon 10 G372C, T375C was performed for
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) and DNA sequencing analysis.

Among the 56 transitional cell carcinomas, 14 of them (%25) were classified as pTa,
23 of them (%41,1) were classified as pT1 and 19 of them (%33,9) were classified as pT2. In
addition, 5 of them (% 8.9) were graded as G1, 25 of them (% 44.6) were graded as G2, 26 of
them (% 46.4) were graded as G3.

FGFR3 thanatophoric dysplasia mutations located at exon 7 A248C, S249C and exon
10 G372C, T375C were detected in 33 of the patients (%58.9) (heterozygous mutant) and 23
of the patients (%41.1) were found to be normal. Among the 56 transitional cell carcinomas,
missense point mutations were detected in 7 of them (%12.5) at codon A248C, 28 of them
(%50) at codon S249C, and 2 of them (%5.4) at codon T375C and these results are in
agreement with the previous research reports in the literature.

When the results of the FGFR3 thanatophoric dysplasia mutations located at exon 7
A248C, S249C and exon 10 G372C, T375C were analyzed one by one or as a group, despite
the findings of previous research reports, it has been suggested that these mutations are
detected homogenously regardless of the tumor classification and tumor grade in our study.
Hence, it is our intention to include more early stage and low grade tumor samples in this
research project.

Key Words: Bladder cancer, FGFR3 gene, mutation, PCR, Restriction fragment length
polymorphism, sequence analysis
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1. GIRIS

Uriner sistemde meydana gelen kanserlerinin biiyiik kismi mesaneden gelisir.
Erkeklerde prostat, akciger ve kolorektal kanserlerden sonra dordiincii sirada goriilen en
yaygin kanserdir. Kadinlarda goriilen kanserler arasinda siklik bakimindan sekizinci
sirada yer alir. Cocuklar da dahil olmak iizere her yasta goriilebilir. Ancak orta yas ve
ileri yaslarda goriilme orami yiiksektir. Tan1 sirasinda yas ortalamasi yaklagik 65°tir.
Mesane kanseri olgularinda tani konuldugu anda bulgularin yaklagik %85°1 mesanede
lokalize olup, %15°1 bolgesel lenf diigiimlerine veya uzak bolgelere yayilmis olarak
gorilir (Messing vd 1998, Petersen vd 1992). Erkeklerde kansere bagl 6liim nedenleri
arasinda 5’inci sirada yer alir. Yaslilarda mesane kanserinden Oliim orani daha

yiiksektir.

Eriskinde bos mesane, pelvis mindriin anterio-inferior boliimiinde yer alir ve dort
ylizlii ters ¢evrilmis piramite benzeyen, vezikal fasiya tarafindan sarilmis bir organdir.
Mesane boynu kadinda pubovezikal ligament, erkekte puboprostatik ligament tarafindan
stkica sartlmis durumdadir. Mesanenin diger boliimleri pelvisin fibroadipd dokusu
icinde kismen serbest olarak uzanir. Ust kisminda yer alan siiperior yiizey, pelvik
parietal periton tarafindan sarilmaktadir. Mesane tabani olarak da bilinen posterior
ylizey posterior/inferior yonde uzanir. Kadinlarda uterin serviks ve vajinanin proksimal
kismi, erkeklerde vezikiilo seminalisler ve vas deferens tarafindan rektumdan ayrilir.
Trigon adi verilen yapi1 ise, mesanenin tabaninda lokalize olmus kompleks anatomik bir
yapidir ve mesane boynunun posterioruna dogru uzanir. Mesanenin iki inferolateral
ylizeyi lateral, inferior ve anterior yonlerde uzanir ve levator ani kasinin fasiyasi ile
baglantilidir. Apeks olarak bilinen yapi; mesanenin en iist noktasidir ve siiperior yiiziin

ve iki inferolateral yiiziin bilesim noktasinda yer alir (Reuter vd 1997).

Mesane duvarinda en i¢ tabakay1 “lirotelyum” olarak adlandirilan epitelyal yiizey
olusturur ve igten disa dogru lamina propria, muskularis propria ve adventisya
tabakalar1 yer alir. Mesanenin iist ylizeyi parietal periton ile devamlilik gosterir ve bu
nedenle serozaya sahiptir. Bu tabakalar {iroteliyal karsinomlara sahip hastalarin
evrelemesi, tedavi se¢imi ve beklenen sag kalim siiresinin belirlenmesi i¢in hem
patolojik hem de klinik olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle mikroskobik taninin dogru

sekilde ayirt edilmesi 6nem tasimaktadir (Reuter vd 1997).



1.1. Mesane Kanseri Risk Faktorleri ve Patogenezi

Glinlimiizde, ylizeyel ve yavas ilerleyen mesane tlimoérlerinin olusumunda genetik
yatkinligin varligi, agresif degisici epitel karsinomlarinin ve skuamoz hiicre
karsinomlarinin ise ¢esitli karsinojenlerin, kimyasallarin etkisiyle sonradan gelistigi
diisiiniilmektedir. Mesane kanserinin olusumunda birgok faktoriin  rol aldigi
bilinmektedir. Etyolojik faktorler arasinda genetik yatkinligin disinda, sigara, mesleki
karsinojenler, kronik enfeksiyonlar, mesane tasi/yabanci cisimler, analjezikler, pelvik

radyasyon, sitotoksik kemoterapi ve bazi gidalar sayilabilir (Tanagho vd 2004).

Mesane kanseri gelisiminde sigara kullanimi erkek ve kadin olgularda sirasiyla %50
ve %3 1’inden sorumludur. Genellikle sigara kullanmayanlara gore, sigara kullananlarda
mesane kanseri gelisme riski 2 kat daha artmis olup, aradaki iligkinin doza bagl oldugu

diisiiniilmektedir (Anafarta vd 1998).

Mesleki maruziyet durumunda ise, erkeklerde %15-35 ve kadinlarda %1-6 oraninda
sorumlu oldugu goriilmiistiir. Kimyasal sanayi, petrol, kaucuk, boya, deri ve basim
fabrikalarinda ¢alisanlar yiiksek bir risk altindadir. Spesifik mesleki karsinojenler
arasinda benzidin, beta naftilamin ve 4-aminobifenil sayilabilir ve bu ajanlara maruz
kalma ile tlimor gelisimi arasindaki latent donem uzayabilir. Farkli malign hastaliklarin
tedavisi i¢in siklofosfamid alan hastalar da risk grubu altindadir. Yapay tatlandiricilarin
kullanim1 da bir risk faktorii olarak one siiriilmiistiir. Enfeksiyon, enstriimantasyon ve

taglarin indiikte ettigi fiziksel travmalar, malignite riskini arttirmaktadir.

Mesane kanserinin gelismesine yol agan genetik olaylarin niteligi tam olarak
aydinlatilamamakla birlikte, birden fazla genetik mekanizmanin etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Ornegin, onkogenlerin aktivasyonu ve tiimdr baskilayici genlerin
fonksiyon kaybi, kanser olusumunda rol alan en 6nemli sebeplerdendir. Dokuz numaral
kromozomun uzun kolu (9q) tizerindeki genetik materyalin kaybi, hem diisiik patolojik
derece ve evreli, hem de yliksek derece ve evreli olgularda siirekli saptanan bir bulgu
olmas1 nedeniyle bu degisikligin belki de mesane kanseri gelisiminin erken evresinde
meydana gelen bir fenomen oldugunu diisiindiirmektedir. Invaziv mesane tiiméorlerine
0zgl farkl genetik degisiklikler de ifade edilmektedir. Mesane kanserlerinin yaklasik

%40’1nda c-Ha-ras proto-onkogenini igeren 11p delesyonun varligr goriilmiistiir. Tim



invaziv mesane kanserlerinin %60’1n1 agkin boliimiinde kromozom 17p’de delesyonlar
gbzlenmis olup, ylizeysel tliimorlerde kromozom 17p delesyonlart heniiz
tanimlanamamustir. p53 timor baskilayici geni kromozom 17p’de lokalize oldugundan,
bu bolgedeki delesyonlar ve sonuglar1 anlamli olarak degerlendirilmistir (Anafarta vd

1998, Tanagho vd 2004).

Mesane kanserinde ilk gozlenen, liroepitelial hiperplazi ve hiicre tabaka sayisindaki
artistir. Tabaka sayisindaki artigi, polarite ve farklilasma izler, bu evrede muayene
edilen mesanede, transisyonel hiicreli epitelin, glandiiler, tiibiiler veya skuamoz epitele

transformasyonu gozlenebilir. Displaziyi, neoplazi izler.

Once neoplazik degisiklikler meydana gelir. Kanser siiperfisiyal (yiizeyel) ve
invaziv veya metastatik olabilir. Tiimor ilerlemesi i¢in sorumlu olaylarin dogasi tam
olarak bilinmemektedir. Baslangigta tiimor hiicreleri bazal membrana baglanir. Bazal
membranin bozulmasi, tip IV kollajenazin proteaz iiretimi ile kolaylasir. Tiimdriin
ilerlemesi hiicre motilite artigina sebep olan otokrin motilite faktor ve sitokinleri sekrete
eden hiicrelerle tamamlanir ve bunlar invazyon hatta metastaza sebebiyet verirler.
Klinik olarak otokrin motilite faktorii konsantrasyonu, invaziv tiimorlii hastalarin

idrarinda, stiperfisiyal tiimorlii hastalarinkine oranla olduke¢a fazladir.



1.2. Mesane Kanserinin Histopatolojisi

Cogu transisyonel epitel hiicreli karsinomlar olmakla birlikte tim mesane

kanserlerinin %95°1 epitelyal malignitelerdir (Tanagho vd 2004).

Normal Urotelyum

Urotelyum, ekstraseliiler matriksten (kollajen, glikozaminoglikanlar, adeziv
glikoproteinler) ibaret bazal membran {izerine oturan 3-7 katman degisici epitel
hiicrelerden olusmustur. Epitelyum hiicrelerin goriinlimii degiskenlik gosterir. Aktif
olarak ¢ogalan bazal membran iizerindeki bazal hiicreler, luminal hiicreler ve belki de
normal mesane epitelinin en Onemli Ozelligi olan biiylik semsiyeye benzer sikica
birbirine bagl hiicreler goriiliir. Bazal membranin ilerisinde, bazen diiz kas liflerini
iceren gevsek bag dokusu yapisindaki lamina propria bulunur. Bu lifler daha derindeki
gercek muskularis propriayr belirleyen daha yaygin kas elemanlarindan ayirt
edilmelidir. Mesanenin muskiiler duvarinda, farkli yonlere giden kas demetleri
mevcuttur. Bunlar mesane boynu diizeyinde birbirlerine yaklastiginda icte ve dista

uzunlamasina ve ortada dairesel diizenli tabaka olmak iizere 3 bolge ayirt edilebilir.

Papilloma

Diinya Saglik Orgiit’iine (DSO) gore papillom, normal karakterde degisici epitelle
doseli fibrovaskiiler stromada bulunan benign tabiathh bir timoér tirtidir. Ayrica
papillom fibrovaskiiler bir sap etrafinda gelisen dogal 6zellikte iiroteliyal epitelyum ile
ortiilii benign nitelikte papiller bir tiimordiir. Tiim iiroteliyal karsinom olgularinin %1 ni

olusturur. Prognoz iyidir ve ayrica ilerleme riski olmadigi kabul edilmektedir.

Degisici Epitel Hiicreli Karsinom

Tiim mesane kanserlerinin yaklasik %90°1 degisici epitel hiicreli karsinomlardir. Bu
timorler siklikla papiller, ekzofitik lezyonlar halinde goriiliir. Papiller yapida olanlar

genellikle yiizeysel olmasina karsin, sapsiz tiimorler invazivdir.



Karsinom in situ (KIS) diiz, papiller yapida olmayan, neoplazik epitel olarak bilinir.
Urotelyum normal hiicresel polariteden yoksun, hiicreler genis ve gbze carpan
niikleuslara sahiptir. KIS ekzoftik bir lezyonun yakininda veya uzaginda lokalize
olabilir veya nadir makroskobik tiimdorleri olmayan hastada fokal veya yaygin lezyonlar

halinde olusabilir. Tiimériin seyri degiskendir ve invaziv olabilir.

Tiimor invazyonunun sikligi, tekrarlamasi ve ilerlemesi tiimoriin derecesiyle giiglii

bir korelasyon i¢indedir.

Degisici Epitel Hiicreleri Icermeyen Karsinomlar

e Adenokarsinom: Tiim mesane kanserlerinin %?2’sinden azini olusturur.
Histolojik agidan adenokarsinomlar mukus salgilar ve glandiiler, kolloid
veya yiiziik seklinde goriilebilirler. Bu tip timorlerde genellikle kas tutulumu
vardir.

e Yasst Epitel Hiicreli Karsinom: Tiim mesane kanserlerinin %5-10"unu
olusturur ve siklikla kronik enfeksiyon, mesane tasi veya kronik katater
kullanim Oykiisiiyle iliskilidir. Misir, Afrika’nin bazi1 bolgeleri ve Orta
Dogu’da tiim mesane kanserlerinin yaklasik %60’m1 olusturur. Bu tiimdrlere
tan1 konuldugunda siklikla nodiiler ve invaziv karakterdedir.

e Farklilasmamig Karsinomlar: Nadir goriilen mesane tiimorlerindendir. Bu
timor tipinde epiteliyal elemanlar yoktur. Histolojik a¢idan akciger
lezyonlarii andiran kiiclik hiicreli bir tip tanimlanmistir.

e Mikst Karsinom: Tiim mesane karsinomlarinin yaklasik %4-6’sin1 olusturur.
Degisici epitel hiicreleri, glandiiler, yass1 epitel hiicreleri ve farklilasmamis
bilesenleri igerir. Bu karsinomlara tan1 konuldugunda, biiyiik ve infiltran

tiptedir.

Nadir Gorulen Epitelival Olan ve Olmayan Kanserler

Mesanede goriilen nadir epitelyal karsinomlar; karsinoid tiimérler, villoz
adenomalar, karsinosarkomalar ve melanomlardir. Mesanede nadir goriilen ve epitel
kokenli olmayan kanserleri; lenfomalar, feokromositomalar, koriyokarsinomlar ve

c¢esitli mezensimal timorlerdir (hemanjiyom, miyosarkoma vb.).



1.3. Mesane Kanserinde Klinik Belirtiler

Mesane kanserli hastalarin %85-90’mnda hematiiri ilk gozlenen semptomdur.
Hematiiri mikroskobik ve siirekli olabildigi gibi, baz1 hastalarda vezikal irritabilite (sik
sik idrara ¢ikma, idrarimi yetistirememe gibi) goriilebilir. Hastaligin ileri evrelerinde
kemik metastazlarina bagl olarak kemik agrilari, liretral obstriiksiyon ve retroperitonal

metastazlara bagl olarak lumber agr1 gozlenebilir.

Hastalik yiizeyel natiirde ise herhangi bir morfolojik belirti vermez. Genis tiimorler
veya invaziv timorler oldugunda genel anestezi altinda bimanuel muayene ile bu
tiimdrlerin palpasyonu olasidir. Tiimoriin genel anestezi altinda rezeksiyondan once ve
sonra palpe edilip edilmemesi hastaliin invaziv olup olmadiginin belirtisidir.
Diseksiyon sonrasi palpe edilen tiimoriin varliginda hastalik T3a’dan daha ileri oldugu
anlamindadir. T2-T3a tiimorde rezeksiyon sonrasi tiimor palpe edilmez. Eger tiimor

rektum, prostat veya vaginaya fikse ise T4 tiimorden soz edilir.

1.4. Mesane Kanserinde Evrelendirme

Mesane kanserinin klinik ve patolojik evrelenmesi hastalara uygulanacak olan
uygun tedavinin se¢ilmesinde ¢cok dnemli rol oynar. Mesane kanseri klinikte ylizeyel ve
invaziv kanser olarak tanimlanir. Yiizeyel kanserler mesanenin muskularis propria’sina
invaze olmayan tiimorleri igerirken (evre Ta, Tis ve T1), invaziv kanserler muskularis
propria ve Otesine invaze tliimorleri icermektedir (evre T2, T3, T4). Bu sebeple,
patolojik evrelemede en 6nemli olan asama, tiimdriin muskularis propria’ya invaze olup

olmadiginin tespit edilmesidir.

Gilinlimiizde, Jewett ve Strong tarafindan 1946 yilinda 6ne siiriilmiis olan sistemin
modifikasyonu olan Marshall ve American Joint Commission for Cancer Union
International Contre le Cancer (AJJCC-UICC) smiflandirmalari klinikte uygulan iki ana
sistemdir. Her iki evreleme sisteminde de, mesane duvari i¢ine invazyon derinligi,
bolgesel ve uzak metastaz paternini temel alinmaktadir (Grignon vd 1997). Mesane
tiimorlerinin AJJCC-UICC sistemine gore evreleme sistemi (TNM sistemi) (TNM:

Tiimor-Lenf Nodu-Metastaz) asagida 6zetlenmistir:



Primer Timor (T)

TO— Primer tiimoriin kanit1 yok.
Ta— Non-invaziv papiller karsinom.
Tis— Karsinom in situ.
T1— Timor subepiteliyal konnektif dokuya (lamina propria) invaze.
T2— Timor yiizeyel kas tabakasina invaze.
T3— T3a: Tiimor derin kas tabakasina invaze.
— T3b: Tiimdr perivezikal yag tabakasina invaze.

T4— Timor prostat, uterus, vajina, pelvik duvari veya abdominal duvara invaze.

Lenf Nodu (N)

NO— Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1— En biiyiik ¢ap1 2 cm veya daha kiiciik olan bir tane metastatik lenf nodu.

N2— Cap1 2 cm’den biiyilik, ama 5 cm’den kiigiik bir tane metastatik lenf nodu veya
hig birisinin ¢ap1 5 cm’den biiyilik olmayan ¢oklu lenf nodu metastazi.

N3— En biiyiik ¢cap1 5 cm’den biiyiik lenf nodu metastazi.

Uzak Metastaz (M)

MO0— Uzak metastaz yok.

M1— Uzak metastaz var.
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Sekil 1.1. Mesane kanserinin evrelendirilmesi (Tanagho vd 2004).




1.5. Dereceleme (Grade’leme)

Uroteliyal karsinomun ilk dereceleme semas: 1922°de Mayo Klinik’te, Broders
tarafindan Onerilmis ve diferansiye timor hiicrelerinin yiizdesinin hesaplanmasini temel
almistir. En yaygm olarak kullanmilan dereceleme sistemi DSO tarafindan 1973’te
yaymlanan dereceleme sistemidir (Grignon vd 1997). Burada yapisal ve sitolojik
degisikliklerin derecesi temel alimmaktadir. Bunun yam sira DSO/ISUP (International
Society Urology Patology) 1998 ve DSO 1999 smiflandirmalar1 da kullanmilmaktadir,
ancak digerleriyle karsilastirildiginda DSO 1973, klinik olarak dogrulanabilen, yaygin
sekilde kullanilan, zaman ig¢inde test edilen ve tutarliligi yiiksek olan dereceleme

sistemidir.

1973’te yayinlanan Diinya Saglk Orgiitii'niin smiflamast (DSO 1973) asagida
Ozetlenmistir (Montironi vd 2003).

Uroteliyal papilloma; mitotoik figiirler olmaksizin sitolojik ve yapisal olarak normal
tiroteliyumla doseli, kiigiik, ince fibrovaskiiler korlu, genellikle soliter, papiller lezyon

olarak tanimlanmustir.

Papiller iiroteliyal karsinomlarin derecelemesinde kesitlerde goriilen en kotii derece

temel alinmaktadir.

Derece 1 veya G karsinoma, minimal hafif niikleer irilesme, normal veya hafif
bozulmus yapi1 ve mitoz icermeyen veya nadir mitotik figlir gosteren, 7 hiicre

tabakasindan fazla hiicre i¢ceren kalinlagmis liroteliyumdan meydana gelir.

Derece 2 veya G2 karsinoma; belirgin niikleer pleomorfizm, kaba kiimelenen

kromatin ve normal yapisinin bir miktar bozulmasini gosterir.

Derece 3 veya G3 karsinoma; son derece belirgin niikleer degisiklikler gdsterir.
Hiicre sayisinda artis, polaritenin bozulmasi, hiicre boyutunda diizensizlik, bazaldan
ylizeyel mukozoya kadar diferansiyasyonun yoklugu, kromatin paterninde farklilik,
artmis mitotik figiirler ve nadiren tiimér dev hiicrelerinin varligir olarak tanimlanan

hiicresel anaplazi grade 3 karsinomanin karakteristik 6zellikleri arasindadir.



Mesanenin iiroteliyal karsinomlarinin DSO/ISUP 1998 smiflandirmasi, efektif
olarak kullanilabilecek mesane neoplazisi i¢in evrensel olarak kabul edilmektedir. Bu
sistem, hem neoplastik hem de reaktif diiz (flat) ve papiller lezyonlar1 iceren tanisal

antitelerden olugsmaktadir (Epstein vd 1998).

DSO/ISUP 1998 siniflamasi asagidaki gibidir (Epstein vd 1998);
e Normal
0 Normal
e Hiperplazi
o0 Diiz hiperplazi
0 Papiller hiperplazi
e Atipili diiz lezyonlar
0 Reaktif atipi
0 Onemi bilinmeyen atipi
0 Displazi (diisiik derece introiiroteliyal neoplazi)
0 Karsinoma in situ (yiiksek derece introtiroteliyal neoplazi)
e Papiller neoplazmlar
0 Papilloma
Inverted papilloma
Diisiik malign potansiyelli papiller neoplazm

Diisiik derece papiller karsinoma

O O O O

Yiiksek derece papiller karsinoma
e invaziv neoplazmlar
0 Lamina propria neoplazmi

0 Muskularis propria invazyonu



1.6. Mesane Kanserinde Prognoz Tayininde Kullanilabilen Molekiiler Belirtecler

ve Rolleri

Normal hiicresel proliferasyonda hiicresel dongiilerden diizenli bir sekilde
gecmeyi gerektirirken, malignite kontrolsiiz ¢ogalma ile karakterize edilir. Siklinler ve
sikline bagimli kinazlar gibi hiicre dongiisiine bagimli protein kompleksleri bu
ilerlemeleri sikica kontrol etmektedir. Bu protein kompleksleri p53 geni ve
retinoblastom (Rb) geni gibi hiicre dongiisiindeki gecis noktalarinda bulunan 6nemli
proteinleri fosforile eder. Hiicre dongiisiindeki kontrol kayb1 karsinogenezin

gelismesinde 6nemli ve erken bir adim olabilir.

Invaziv mesane kanseri goriilen hastalarda en yaygin olarak tanimlanmis molekiiler
belirteg p53 ifadelenmesidir. p53 geni hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde anahtar rol
oynayan bir timdr baskilayic1 gendir. DNA hasar1 olustugunda p53 proteinin miktari
artarak hiicre dongiisiiniin durmasina ve bu esnada DNA’nin tamir edilmesine neden
olur. Normal p53 ifadelenmesi olan hastalarla karsilastirildiginda p53 ifadelenmesi
bozulmus hastalarda hastaligin yenileme riski artmis ve genel sag kalimi kotiilesmis
oldugu goriilmektedir. Immiinohistokimyasal p53 boyanmasi gostermeyen pT1, pT2 ve
P3a kanserlerde tekrarlama oranlarn sirasiyla %7, %12, %11 iken, p53 boyanmasi
pozitif kanserlerde karsit tekrarlama oranlar sirasiyla %62, %56, %80 diizeyindedir

(Anafarta vd 1998, Tanagho vd 2004).

Immiinohistokimyasal yontemlerle belirlenen Rb ifade degisimleri yiiksek derece ve
evredeki mesane kanserleriyle iliskilendirilmistir. Dogal tip, orijinal p53 ve Rb’lerini
muhafaza eden tiimorlii hastalarla karsilasildiginda invaziv mesane kanserli hastalarda
hem p53 hem de Rb’i inceleyen ¢alismalar her iki gende olusan ifade degisimli mesane
tiimorli hastalarda daha kotii bir prognoz ve daha diisiik bir genel sag kalimin varligini
diisiindiirmektedir. Bu genlerden sadece birinin ifadesinin degistigi timdrlerin davranisi

bu iki u¢ arasindadir.

Tiimor biiylimesi ve metastazi yeni kan damarlarinin olugsmasini yani anjiyogenezi
gerektirir. Yeni damarlarin gelismesi siki bicimde hem anjiyogenetik uyaricilar hem de
fibroblastik biiyiime faktorleri, trombospondin-1 ve anjikiyostatin gibi anjiyojenik

inhibitdrlerle diizenlenmektedir. Incelenen tiimorlerde gelistirilen immiinohistokimyasal



yontemlerle mikro damarlarin yogunlugu olgiilerek anjiyogenezin derecesi hesaplanir.
Mikro damarlarin yogunlugu mesane kanseri de dahil olmak {izere insanlardaki ¢esitli
kanserlerin yararli bir prognostik belirtecidir. Mesane kanserinde mikro damarlarin
yogunlugu radikal sistektomi ile tedavi edilmis hastalarda hastaligin ilerlemesi, lenf

diiglimii metastazlar1 ve genel sag kalimla iliskilendirilmistir (Tanagho vd 2004).

Mesane kanserli hastalarda prognoz ile iligkili olabilen tiimdr biiylime fraksiyonu
(proleferatif indeks) ve ¢esitli hiicresel adezyon molekiilii ifadelenmesi (E-kaderin) gibi

baska belirtecler de degerlendirilmektedir.



1.7. Mutasyon

Mutasyon, kalittm molekiilii olan DNA dizisinde ve/veya diizenlenmesindeki

degisikliklerdir. Genel olarak {i¢ grupta toplanir;

o Gen mutasyonlar:: Tek bir genin niikleotid dizi degisimine neden olan
mutasyonlar,

e Kromozom mutasyonlari: Kromozomlarin yapilarini degistiren mutasyonlar,

e Genom mutasyonlari: Hiicrede toplam kromozom sayisini etkileyen

mutasyonlardir.

Mutasyon Cesitleri

Somatik Mutasyonlar

Genler somatik veya germ hiicreli dokuda mutasyona ugrayabilirler. Gelisen
somatik dokunun bir tek hiicresinde meydana gelen bir mutasyon, bu 6nciil mutant
hiicreden bir popiilasyon gelisimine neden olabilir. Diploid hiicrelerde, bir dominant
(baskin) mutasyon igeren hiicre veya hiicre kolonisinde fenotipin ortaya cikmasi
beklenir. Diger taraftan, bir resesif (¢ekinik) mutasyon, normal allel tarafindan
gizlendigi i¢in ifade fenotipe yansimayacaktir. Ancak, diger allelde ayn1 gene ait ikinci

bir mutasyonla homozigot ¢ekinik mutasyon olusabilir.

Germ Hiicre Mutasyonlari

Yumurta, sperm ve bu hiicreleri olusturan 6nciil hiicrelerde goriilen mutasyonlardir.
Bir germ hiicresi mutasyonu, gelisim sirasinda cinsiyet hiicrelerinin olusumuna ayrilan
0zel dokusu iginde olusur. Eger dollenmeye, mutant bir esey hiicresi katilirsa bu

mutasyon dolden dole aktarilabilir



Sonuclarina gére Mutasyonlar

Mutasyonlarin sonuglari ilgili gene ve gene ait DNA’daki yeri, sekli ve biiyiikliigiine
gore degisebilmektedir. Bu nedenle mutasyonlarin fenotipe yansimalari genin ifade
kontrol boélgelerinde, intronlarin i¢inde veya intron-ekzon kesim bolgelerinde veya
polipeptidi kodlayan ekzon bdlgelerinde olusmasina gore degisebilmektedir. Sonuglari
etkileyen baska faktorler arasinda genetik sifredeki kodon dejenerasyonu olgusu ve

protein sentezini sonlandiran “dur” kodonlarinin varligi sayilabilir.

Sessiz Mutasyonlar

Cok hiicreli organizmalardaki nokta mutasyonlarimin tamamina yakini fenotipik
yoniliyle notraldir (insanlarda %93-97). Geriye kalan sifre konumunda olan
kodonlardaki degisikliklerin 1/3 kadar1 sessizdir; yani kodondaki mutasyonel degisiklik
amino asit degisikligine yansimaz. Clinkii DNA’dan mRNA’ya yansiyan degisiklik,
yine ayn1 amino asiti kodlayan diger bir kodona doniismiistiir. Bu olay genetik sifredeki

kodon dejenerasyonu olgusu ile agiklanabilir

Yanliy Anlamli Mutasyonlar

Bu tip mutasyonlarda, kodondaki niikleotit degisikligi, amino asit degisikligine
neden olur. Fenotipik yansimasi kodon veya niikleotit tipine gore farkli olabilir.
Ornegin, polipeptitteki degisiklik benzer kimyasal 6zellige sahip bir amino asit olarak
gergeklesmisse etkisi daha az (Polar-Polar) , kimyasal 6zelligi farkli bir amino asit yer

almigsa etkisi daha fazla olabilir (Asidik-Bazik).

Anlamsiz Mutasyonlar

Kodondaki niikleotit degisikligi, normal bir kodonun yerine mRNA’dan
translasyonun (protein sentezinin) sona ermesini saglayan “dur” kodonlarindan (UAA,
UAG ve UGA) birinin olusmasina neden olur. Polipeptit sentezi erken sonlanir ve

islevsiz bir iiriin olusur.



Cerceve Kaymasi Mutasyonlari

Ugiin katlar1 disinda olusan niikleotit eklenmesi veya eksilmesi seklindeki DNA
degisiklikleri, mRNA’daki ii¢lii kodon okuma ¢ergevesini tiimiiyle degistirebilir. Ayni
sekilde iki veya daha fazla niikleotidin DNA’ya katilmas1 veya ayrilmasiyla da cergeve
kaymas1 meydana gelir. Degisikligin fenotipe yansimasi, bu tip diizensizliklerin genin
5’ veya 3’ bolgesine yakinligina gore farkli olabilir. Sonucta, proteinin tim yapisi ve

islevi ortadan kalkabilir veya farkli bir islev kazanmasina neden olabilir.

Gen Diizenlevyici Bolgede Mutasyonlar

Genlerin ifade edilmesi, RNA polimerazin ve transkipsiyon faktorlerinin baglandigi
etkinlestirici (promotor ve hizlandiric1) veya sessizlestirici 6zgiin hedef bolgelerden
kontrol edilir. Bu 6zgiin hedef bolgelerin dizilimini degistiren mutasyonlar, proteinin
yap1 ve islevini degistirmez ancak, belirli dokularda, belirli zamanda olusacak iirlin

miktarini azaltabilir veya tiimiiyle ortadan kaldirabilirler.

Bir diizenleyici gen, bir baska genin ifadelenmesini denetleyen {iriin olusturabilir.
Ayrica genin yakinindaki veya uzagindaki bir DNA boélgesi genin etkinligini
degistirebilir. Bu iki olgudaki mutasyonlar, normal diizenleyici sistemi bozabilir, geni
siirekli olarak etkinlestirir veya etkisizlestirir. Ifadelenmeyi etkileyen bu iki sistemin

birindeki mutasyon digerindeki baskilayict bir mutasyon ile diizeltilebilir.

Baskilayici Mutasyonlar

Birincil mutasyonun neden oldugu fenotipin, ayni gende ikinci bir mutasyonla (gen
ici) veya baska bir gendeki (gen dis1) mutasyonla diizetilmesidir. Gen i¢i baskilayict

mutasyonlar, baglant1 analizi yapilarak gen dis1 baskilayict mutasyonlardan ayirt

edilebilir.

Genetik bilginin DNA’dan proteine akisimi degistiren baskilayict mutasyonlar,
enformasyonal baskilayicilar olarak da tanimlanabilir. Birincil mutasyon bir proteinin

miktarmi veya etkinligini azaltabilir. Ikinci mutasyon bu tip miktar degisikligini, genin



0zgiin diizenleyicilerini degistirerek diizeltebilir. Mutant bir proteinin 6zgiin aktivitesini
diizenleyen alt birimlerini dogrudan etkileyen degisikliklerle veya translasyon sonu
degisiklikleri etkileyerek etkinligini diizenleyebilirler. Buna en basit 6rnek, iki protein
arasindaki etkilesimi saglayan molekiillerdeki degisikliklerdir. Iki protein arasindaki ara
ylizeyde yer alan amino asit degisimi birbirleri ile etkilesimini bozabilir, ikinci
proteindeki amino asit degisikligi ile bu etkilesim yeniden kurulabilir. islev kazandiran
dominant bir mutasyonun baskilanmasi orijinal proteinin miktari, proteinin aktivitesi

veya metabolik yolunun aktivitesi azaltilarak saglanabilir.

Oldiiriicii Mutasyonlar

Oldiiriicii bir mutant allel, organizmanin hayatta kalmasini etkileyebildigi zaman
taniabilmektedir ve ¢ogunlukla 6liim nedeni gizli kalmaktadir. Ancak mutajenlerin
uyarimiyla ortaya ¢ikan bazi mutasyonlarin hiicrelerin ¢ogalmalarini engelledikleri 1yi
bilinmektedir. Oliim, DNA sentezi engellenerek (Ornegin mitomisin C uygulanarak),
mutasyonla ¢ok gerekli bir iirliniin sentezi (6rnegin bir RNA polimeraz enziminin alt
birimi) engellenerek veya mutant iiriin olusumu sonucu olugabilir. Gereksindigi 6zgiin
bir amino asiti sentezleyemeyen mutant bir bakteri eger icinde bulundugu ortamda bu
amino asit bulunmuyorsa ¢ogalamaz. Tay-sachs ve Huntington gibi bu tip
mutasyonlarla karakterize insan genetik hastaliklari, yasamin farkli donemlerinde
Oldiirtictidiir. Bunun yaninda organizma genomunda bir mutasyon bulunsa bile, belirli
kosullarda fenotip ortaya c¢ikmayabilir. Ornegin 1siya duyarli mutasyonlarda, iiriinii
normal isleyen mutant gen, sadece asir1 sicaklikta bu islevini yitirebilir, ve belki de

oldiriici olabilir.



1.8. Genetik ve Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize, kompleks bir hastalik
grubudur. Temel bozukluk DNA diizeyindedir ve bu nedenle kanser genetik bir
hastaliktir. Cesitli mutasyonlarin gen ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin ortak
Ozelligi olarak bilinmektedir. Kanser ¢esitlerinin ¢ogunda mutasyonlar somatik
hiicrelerde meydana gelir ve bu mutasyonlar iireme hiicreleriyle gelecek kusaklara
aktarilmaz. Bagka bir degisle her kanser kalitsal degildir. Ancak, kanser olgularinin
%1’inde, esey kok hiicrelerin ¢esitli genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonraki
kusaklara aktarilir ve bu degisim, yeni kusaklarin kansere olan yatkinliginda biiyiik rol
oynar. Ancak, kalitsal mutasyonlar kanser olusumunda tek basina yeterli olmayabilir.
Kanser olusumunun tamamlanmasi ve homozigot mutant genlerin olusmasi igin,
homolog lokuslarda ek somatik mutasyonlarin olugsmasi gerekir. Hangi durumda olursa
olsun, kanser hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir (Klug

vd 2003).

Genomik degisiklikler kanserle iliskilidir. Ornegin; tek niikleotid degisimi gibi
kiiciik olcekli veya kromozom kazanimi veya kaybi, kromozomal yeniden
diizenlenmeler, viral genomun hiicre genomuna katilimi1 gibi biiyiik 6l¢ekli degisiklikler
kanserle ilgili genomik degisikliklerdir. Biiyiik 6lgekli genomik degisiklikler kanserin
onemli Ozelliklerinden biridir. Insan tiimorlerinin biiyiik ¢ogunlugunda da bu tip
kromozomal degisikliklere rastlanir. Bu degisiklikler hastaligin teshisi, seyri ve siddeti

hakkinda bize dogru tahminde bulunmamiza yardimei olur.

Birgok ailesel kanser formlari i¢in kalittmin net ve ayirici 6zelligi belirgin degildir.
Hastalar kansere neden olan genin sadece bir mutant allelini kaliim yoluyla
ebeveyninden alirlar. Bu gen sayesinde hastalar kansere yatkin hale gelir. Sonunda da
kisi, biiyiik olasilikla basli basina diger alleldeki gende olusan mutasyonla, veya diger
genlerdeki mutasyonlara ve g¢evresel faktorlere bagli olarak kansere yakalanacaktir.
Iyonize radyasyon, kimyasallar ve viriisler gibi ¢evresel karsinojenler genelde etkilerini
mutasyonlara neden olarak gosterirler. Olusan bu mutasyonlar kanserde merkezi rol

oynar.



Kanser hiicreleri temel olarak iki 6zellige sahiptir;
e Kontrolsiiz boliinme
e Bulundugu yerden viicudun bagka bir yerine yayilma veya metastaz

yapabilme yetenegidir.
Hiicre boliinmesi hiicre dongilisii  kontrolii altindadir. Kanser hiicrelerinde
cogunlukla hiicre dongiisiiniin kontrolii kaybolmus ve hiicre ¢ogalmasi otonom hale

gelmigtir (Nussbaum vd 2005).

Kanserin Genetik Yapisi

1. Bir kanserin sporadik olarak bireylerde izlenmesine veya kalitsal bir 6zellik
gostererek bir ailenin bazi fertlerinde tekrar etmesine bakilmaksizin, kanserin
genetik bir hastalik oldugunu s6ylemek dogru olacaktir.

2. Kanserin baslangicinda farkli tiirlerde genlerin rol aldigi bildirilmektedir. Bu
grupta yer alan genler;

e Hiicre proliferasyonunda yer alan proteinlerini,

e Mitotik dongii diizenleyicilerini,

e Sinyal iletiminde yer alan proteinlerini,

e Programlanmis hiicre 6liim komponentlerini,

e Kontakt inhibisyonun olusumunda yer alan hiicre komponentlerini,

e Mutasyonlarin tanimlanmasi ve tamirinden sorumlu olan proteinleri
kodlayan genlerdir.

3. Kanser olusumundan sorumlu farkli tipte mutasyonlar tanimlanmistir. Bu
mutasyonlar;

e Bir tiimor baskilayict gene ait, bir allelin dominant negatif mutasyonu
veya her iki allelin fonksiyon kaybi,

e Bir proto-onkogenin, bir allelinin fonksiyon kazandiran mutasyonla
aktivasyonu,

e Genlerin yanlis ifade edilmesine veya yeni bir fonksiyonel ozellik
kazandiran, kimerik genlerin olusumuna neden olan kromozamal

translokasyonlardir.



4. Olay bir kez basladiginda; sitogenetik yapinin korunmasinda ve DNA’nin
yapisinda olusabilecek hasar1 tamirden sorumlu hiicresel mekanizmalar
kodlayan genlerin degisime ugramasi veya epigenetik sessizligi seklinde ilave

genetik hasarlarin biriken etkisiyle kanser yayginlasir.

Tumor Baskilayict Genler

Hiicre dongiisii boliimlerinden gegisi baskilayan veya inaktive eden ve hiicre
boliinmesini durduran genlerdir. Eger bu genler kalic1 olarak inaktive edilirlerse veya
mutasyonlarla fonksiyonlar1 ortadan kaldirilirlarsa, hiicre boliinmesinin kontrolii
kaybolur ve hiicre kontrolsiiz bir sekilde boliiniip ¢ogalmaya baslar. Kanser gelisiminde
timor baskilayict genlerde fonksiyon kaybi olusabilmesi i¢in her iki allelininde

mutasyona ugramasi gerekmektedir (Cekinik etki). (Klug vd 2003).

Timor baskilayici genler fonksiyonlar1 bakimindan son derece heterojendirler.
Bazilar1 hiicre dongilisiinlin diizenlenmesinde veya hiicre-hiicre temas: ile biiylimenin
engellenmesinde dogrudan yer almalar1 agisindan gergekten tiimor baskilayicilari olup,
bu tip tiimdér baskilayicilar, hiicre biiyiimesini dogrudan diizenlediklerinden
“gatekeepers” olarak bilinirler. Diger genler, DNA hasarini tamir etmede ve genomik
biitiinliigli siirdiirmede yer aldiklarindan “caretakers” olarak adlandirilirlar. DNA
hasarinin tamirinde veya kromozom kiriklarinda yer alan genlerin her iki allelinin
kaybolmasi, ikinci bir mutasyonun proto-onkogenlerde veya diger tiimor baskilayici
genlerde gerceklesmesiyle birlikte, kanser olusumuna dolayli bir sekilde yol agar

(Nussbaum vd 2005).

Proto-onkogenler

Normal fonksiyonu olarak hiicre ¢ogalmasinda rol olan genler proto-onkogenler
olarak adlandirilirlar. Eger proto-onkogenler ¢esitli mutasyonlar sonrasinda siirekli aktif
hale gelirse kontrolsiiz hiicre boliinmesine neden olur, bu da tiimdr olusumuna 6nciiliik
eder. Proto-onkogen mutasyonlarinin bir sonucu olarak boyle bir durum olustugunda,
bu genlere onkogen adi verilir. Cilinkii, bu genler kanserle iligkili olarak hiicre
cogalmasini uyaririlar. Kanser gelisimini uyarmak i¢in bir genin her iki allelinde de
mutasyonun olmasinin gerektigi tiimor baskilayict genlerin aksine, malignensinin
indiiklenmesi i¢in bir proto-onkogenin iki kopyasinin sadece birinde mutasyonun olmasi

yeterlidir (baskin etki) (Klug vd 2003).



1.9. Biiyiime Faktorleri

Biiytime faktorleri, organizmanin biyolojik olaylarinin diizenlenmesini saglayan en
onemli protein grubudur. Tiirlerine 6zgii hiicre membran reseptorleri araciligiyla hiicre
ici sinyal iletimini baslatan peptid veya polipeptidlerdir. Otokrin, parakrin veya
endokrin yollarla hiicre iizerinde etkilerini gosterirler. Hiicre biiylimesinin yani sira
proliferasyonu ve migrasyonu gibi diger hiicre fonksiyonlar1 iizerinde etkilidirler.
Cesitleri oldukga fazladir ve her birinin 6zgiin fonksiyonlar1 vardir. Bazi biiyiime

faktorleri ve gorevleri tabloda gosterilmistir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Bazi biiylime faktorleri ve gorevleri

Biiyiime Faktorleri Gorevleri

Bir¢ok hiicre grubunda proliferasyonu
sitimiile etmek, embriyonik gelismede
uyarici sinyaldir, ¢esitli stem

hiicrelerinde farklilagsmay1 engellemek

Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Platelet Kokenli Biiyiime Faktorii Biiyiime, canlilik ve proliferasyonu
(PDGF) sitimiile etmek

Canlilig1 korumak, hiicre
proliferasyonunu uyarmak, hiicre
metabolizmasini uyarmak

Insiiliin Benzeri Biiyiime Faktorii I
(IGF))

Proliferasyonu sitimiile etmek,
Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) embriyonik gelismede uyarici sinyal
gorevini gergeklestirmek

Embriyonik gelismede uyarici sinyal
gorevini gerceklestirmek, ¢ogu hiicrede

Transfome Edici Biytime Faktori diger biiyiime faktorlerine cevabi

(TGE) olusturmak veya inhibe etmek, bazi
hiicrelerde farklilasmay1 diizenlemek
e o Spesifik ndronlarin yagamini ve
Sinir Biiyiime Faktorii (NGF)

bliylimesini sitimiile eder

Aktif T lenfositlerin proliferasyonunu

Interlokin 2 (IL-2) uyarmak

Cesitli kan hiicre onciillerinin

Interlokin 3 (IL-3) proliferasyonunu uyarmak



1.10. Fibroblast Biiyiime Faktorleri

Fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) diger biiylime faktorlerinden farkli olarak
pleiotrofik aktivite gosterirler. FGF’ler hem gelismekte olan, hem de gelismis olan
dokularda ifade edilmekte olup, hiicrede cesitli fonksiyonlarin yerine getirilmesinde
gorev alirlar. Bu gorevler;

e Hiicre farklilasmasi
e Hiicre bliyiimesi

e Hiicre migrasyonu
e Anjiogenez

e Mitojenite

e Doku zedelenmelerinde tamir...vb sayilabilir.

FGF ailesi genis bir grup olup, insanda bugiine kadar 22 {iyesi tanimlanmistir. Cok
iyi bilinen iki FGF, izoelektrik noktalarinin (pI) farkli olmasi nedeni ile birbirinden
kolayca ayirt edilmistir. Asidik FGF (aFGF, FGF-1; 15 kDa)’nin pl 4.5-6, bazik FGF
(bFGF, FGF-2)’nin ise pl 9.6-9.8’dir. Bu iki biiylime faktoriinlin amino asit dizisi %55
oraninda benzerligine sahiptir. Asidik FGF (aFGF=FGF1) ile bazik FGF (bFGF=FGF2)
beyin ve hipofizden izole edilmis ilk fibroblast mitojenlerdir (Wang vd 1996).

aFGF ve bFGF her biri 155 aminoasitlik protein kodlar. Bircok FGF’ nin N-terminal
ucunda sinyal peptid sekanslar1 bulunur. Bunun yaninda FGF 1, 2, 9, 16, 20°de bu
sinyal peptid sekanslari bulunmaz. N-terminal ucundan sinyal sekansi bulunmamasina
karsin FGF 9, 16, 22 hiicreden salgilanabilmektedir, ancak FGF 1 ve 2 hiicreden
salgilanmaz. Bu yiizden, FGF 1 ve 2’nin hiicre digina salgilanmasi sadece hiicrenin
parg¢alanmas1 veya endoplazmik retikulum-golgi yolundan bagimsiz bir ekzositoz
yoluyla miimkiindiir. FGF 22’nin sinyal peptidi ise hiicre yiizeyine tutunur. FGF 11,
14°1n de sinyal sekanslar1 yoktur ve hiicre i¢inde kalirlar ve hiicre i¢inde reseptérden
bagimsiz olarak gorev yaparlar. Bu FGF’ler dokuya 6zgii protein kinaz modiiliiniin
hiicre i¢i komponentleri olabilir ve diger FGF’lerle fonksiyonel degil ama yapisal
homoloji gosterirler.

FGF 16 disinda kalan diger tiim FGF’lerin kromozom {izerindeki lokalizasyon

bolgeleri bilinmektedir ve pek¢ok FGF genlerinin genom boyunca dagildigi da



goriilmektedir. aFGF’yi kodlayan gen kromozom 5, bFGF’yi kodlayan gen ise
kromozom 4 iizerine lokalizedir. Farkli kromozomal lokuslarda olmalarina ragmen FGF
genlerinde benzer yapisal organizasyon bulunmaktadir. Ornegin; her ikisinde de benzer
lokalizasyona sahip 2 intron ve 3 ekzon bulunmaktadir. Bu her iki FGF’nin mezensimal
ve noro-ektodermal orijinli hiicreler i¢in mitojen, in vivo olarak da anjiyogenik
olduklar1 bildirilmektedir. Dolayisiyla bu FGF’ler endotelial hiicreler iizerindeki etkileri
ile vaskiiler sistemin normal gelisiminde 6nemli roller oynamaktadir. Ayrica FGF’ler
kollejenaz ve plazminojen aktivatdrlerin hiicresel liretimini de uyarirlar. Bu 6zellikleri

ile timdr yayilmasini harekete gecirirler.

FGF’lerin bu gorevlerinin yani sira farkli hiicre tiplerinde farklilasmadan da
sorumludurlar. Ornegin, readiposit fibroblastlarin adipositlere, hippokampal néronlar ile
serebral kortikal noronlardan noritlerin farklilasmasinda etkilidir. Ayrica fenotipik

farklilagmalar1 uyardiklar1 gibi inhibe de edebilirler.

Cesitli hiicre tiplerinde farklilagsmadaki rolleri nedeniyle FGF’lerin gelisme sirasinda
da etkili olabilecekleri diisiiniilmiistiir. Bu yiizden Xenopus embriyolariyla yapilan
deneylerde FGF eklenmesi mezoderm indiiksiyonuna yol agmistir. FGF reseptorleriyle
gerceklesen iletim yolunda bir hasar olusmasi durumunda Xenopus embriyolarindaki
mezoderm formasyonunun agir sekilde inhibe olmasina, gastrulasyon ve posterior

gelisim defektlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur.



1.11. Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorleri (FGFR)

Fibroblast biiyiime faktorleri (FGF), fibroblast biiylime faktorii reseptorleri (FGFR)
olarak adlandirilan transmembran reseptdr tirozin kinazlara baglanarak sitoplazmada
etki gosterirler. FGFR’ler, FGFR 1, 2, 3, 4 olmak {izere dort ana grupta toplanmaktadir.
Bu reseptorler yapisal olarak reseptor tirozin kinaz ailesinin iiyeleridir ve biyolojik
sinyal yollarinin diizenlenmesinde, farklilasmada, proliferasyonda ve embriyonik
gelismede 6nemli roller oynamaktadir. Biiylime faktorii reseptorii olan tirozin kinazlar

genel Ozellikleri asagida 6zetlenmistir;

e Transmembran bir proteindir.
e Ekstraseliiler bolgede iki veya iic immunoglobilin (Ig) benzeri domain ve heparin
baglanma bdlgesi igerir.

e Iki tane intraseliiler tirozin kinaz domaini igerir.

FGFR1 — —
api1
FGFR2 — —
10g25
FGFR3 — —
4pi6 ‘g , :
Sinyal Asidik Transmebran Finaz 1 Kinaz 2
Peptidi Bolge Balge (TM)

Sekil 1.2. Insan fibroblast biiyiime faktdr reseptorleri



Insan FGFR 1, 2, 3, 4 amino asit sekanslar1 agisindan karsilastirildiginda kodlanan

proteinlerin benzerlik oldugu ve yapilan calismalar sonucunda en ¢ok benzerlik

gosterenlerin FGFR1 ve FGFR2 oldugu saptanmustir.

Tablo 1.2. insan FGF reseptor genlerinin karsilastiriimasi (%)

FGFR2 FGFR3 FGFR4
FGFR1 %72 %62 %55
FGFR2 %57
FGFR3 %61

FGFR’leri bolgesel olarak karsilastirildiginda evrimsel olarak ¢ok iyi korundugu
goriilmektedir. Ancak en iyi korunan bolgenin kinaz 1 ve kinaz 2 domainleri (%80) ve
en az korunan bdlgenin ise sinyal peptid sekansi (%20), Ig domain I (%19),

transmembran domaini (%24) seklinde siralandig1 goriilmektedir.

FGFR’nin yapisinda bulunan bélgelerin fonksiyonlar: {izerine yapilan ¢aligmalar
devam etmektedir. Ancak Ig domain I’in ligand baglamada fonksiyonel olmadigi, onun

yerine bu gorevin Ig II ve 6zellikle Ig III'iin Gistlendigi sOylenebilir.

Coklu FGFR formu baz1 ortak baglanma 6zellikleri gostermekle birlikte, ligand

baglanma yoniinden ¢esitli farkliliklar goriilmektedir;

e Ayni genden degisik ekzon ve/veya intron diizenlenmeleri ile olusan farkl
FGFR formlar1 birbirinden ayr1 ligand baglanma ozelliklerine sahip olabilir.
Ozel olarak Ig III baglanma gorevinde bulunur. Bu reseptdriin baglanma
ozellikleri Ig IIT’1in ikinci boliimiinii kodlayan ekzon tarafindan belirlenir.

e Farkli FGFR genlerinden olusan kesip-ekleme varyantlar1 FGF ailesinin farkl

tiyelerine baglanir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, FGFR’lerin hiicre-hiicre etkilesiminde rol alan
cesitli proteinlerle 1iliskili olarak kanser metastazinin mekanizmasina katkida

bulunabilecegi gosterilmistir. Ornegin; FGFR1 ve FGFR4’iin N-CAM ve N-



kaderinlerle iligkisi gosterilmistir (Cavallaro vd 2004, Kiselyov vd 2003, Suyama vd
2002). Meme kanseri hiicre dizileriyle yapilan deneylerde, bu hiicrelerden N-kaderinler
ve FGFRI ifadelenmesi, FGF2’nin etkisiyle matriks metalloproteinaz 9’un sentezinin

artmasi ve hiicrenin matrikse dogru invazyonunu kolaylastirir.

1.12. FGFR Aracili ile Sinyal Tletimi

FGF’lerin hiicre i¢i fonksiyonlar: arasinda intraseliiler pH ve Ca*"’nin miktarimi
arttirtlmasi, hiicre ici gesitli proteinlerin fosforilizasyonu ile c-myc veya c-fos gibi
genlerin transkripsiyonunu arttirabilir. Hiicre tipine gore, farkli FGF’lere maruz kalma
farklilagsmaya, proliferasyona, farklilagsmanin baskilanmasina veya farklilagmis fenotipin

korunmasina neden olabilir.

FGF’ye bagh sinyal iletimi oncelikle FGF’nin reseptoriine baglanmasi ile baslar.
aFGF veya bFGF’nin reseptoriine baglanmasi reseptor dimerizasyonunu uyarir.
Baglanma ile ayn1 zamanda, reseptor tirozin kinaz aktivitesi ve reseptor
otofosforilizasyonunu uyararak hiicre membranindan sitoplazmaya dogru sinyal iletimi
baslamis olur. In vitro kosullarda ligand-reseptor etkilesimi i¢in heparin veya heparan
stilfat proteoglikan olmasi gerekliligi, FGF’ nin reseptoriinii aktive etmesi sirasinda
ligand, reseptor ve heparin benzeri molekiil kompleksinin olustugu goriilmektedir. Cogu
durumda farklilasma ve proliferasyonda FGFR sinyal iletimi asagidaki proteinler arasi

etkilesim ile gerceklesmektedir (Sekil 1.2);

e Sitoplazmik proteinler (Src-homoloji domain-igeren proteinler: Grb2)

¢ Guanin-niikleotidi-serbestlestiren faktor (Sos)

e (GTP-baglayici proteinler (Ras)

e Fosforilasyon ile intraniikleer transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu

saglayan kinaz gruplari

Bu mekanizmaya alternatif olarak mindr etkili kisa bir yol daha vardir; aktive olan
FGFR’ler reseptoriin aracilik ettigi endositoz ile FGF’lerin niikleusa gecisi saglanir. Bu

durumda ilgili gen ifadesi direkt olarak etkilenir.
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Sekil 1.3. FGF reseptorleri aracilifiyla sinyal iletimi



1.13. Tirozin Kinaz Reseptorleri

Biiytime faktor reseptorleri olarak da adlandirilan bu reseptorler, adlarmi iliskiye
girdikleri ligandlarindan alirlar. Ornegin; tirozine 6zel protein kinaz oldugu tanimlanan
ilk reseptor epidermal biiyiime faktorii (EGF) reseptoriidiir. Bu tipteki biitiin reseptorler
ortak bir yap1 gosterirler: Bunlar integral zar proteinleri olup N uclar1 zarin ekstraseliiler
yiiziinde, C uglar1 zarin sitoplazmik yiiziinde bulunur. Bazi reseptorler tek bir polipeptid
zincirinden ibaretken, bazilar1 distilfit baglariyla birbirine baglanmis dimer halindedir.
Ekstraseliiler bolgeleri karakteristik yapida olan tekrarlayan motifler icerir ve bu
bolgede ligand baglanma boélgelerine sahiplerdir. Tirozin kinaz katalik bdlgesi
sitoplazmik bolgede yer alir ve yaklasik olarak 250 amino asit rezidiiden meydana
gelmis biiyiik bir bolgedir. Bir biiyiime faktorii reseptoriine baglaninca, katalitik
bolgenin aktivitesi degigir. Katalitik bolgenin aktivasyonu durumunda, bu bolgedeki
tirozinin fosforlanmasi1 gerekmektedir. Ekstraseliiler kisma bir ligand baglanmasi
sonucu olusan sinyal ve reseptoriin katalitik bolgenin aktiflesmesindeki genel prensip,
reseptOrii olusturan proteinde meydana gelen yapisal degisikliktir. Hepsi protein kinaz
olduklar1 i¢in hedef proteinlere fosfat gruplarimi ilave ederler. Tirozin kinaz
reseptorlerini aktiflestiren faktorlerin bir kismi Tablo 1.1°de verilmistir. Bilindigi gibi
proteinler zarda lateral difiizyon yapabilirler. Dolayisiyla bu lateral hareket mevcut olan
sinyal bilgisinin zarin diger kisimlara aktarilmasini saglar. Bu tip reseptdrlere bir ligand
baglanmasi, reseptorlerin ekstraseliiler bolgelerinde yapisal bir degisikligin olmasini
saglar. Yani iki monomerin dimerlesmesine (iki reseptér monomerinin yan yana
gelmesi) neden olur. Dimerizasyon, transmembran bdlgelerin lateral diflizyonu
sayesinde gerceklesir. Bunlarin sonucu olarak, sitoplazmik bolgeler birbirini etkileyerek
katalitik bolgenin aktiflesmesini, bagka bir degisle kinaz aktivasyonunun ortaya

ctkmasini saglar (Giines vd 2003).

Dimerizasyon farkli sekillerde olabilir;
e Ligand bir monomere veya iki monomere birden baglanabilir ve onlar1 dimer
haline getirebilir.
¢ Dimerlesmeyi saglayan ligand iki farkli monomere ayni1 anda baglanabilir.
e Ligand ekstraseliiler bolgelerinden disiilfit baglariyla birbirine bagli dimer

halindeki reseptdrlere baglanarak onlar1 aktiflestirebilir.



Biitiin bu olaylar sonucu bir araya gelen sitoplazmik bolgelerin karsilikli olarak

birbirlerini fosforlamasiyla kinaz aktivitesi ortaya c¢ikar. Reseptoriin sitoplazmik

kisimlarin birbirini fosforlamasina otofosforilasyon denir.

Reseptor aracili uyar1 olusmasinda otofosforilasyonun iki 6nemli gorevi vardir;

l.
2.

Kinaz bolgesinin fosforlanmasi katalitik aktiviteyi arttirir.
Sitoplazmik bolgedeki tirozin rezidii disinda baska bir rezidiinlin
fosforlanmasi, ilave proteinlerin buraya baglanmasini, bdylece gelen

uyarinin hiicre i¢indeki bir bagka bilesene gegmesini saglar.

Otofosforilasyona ugrayan tirozin rezidiileri hiicre icindeki hedef proteinler icin

yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri olarak gorev yapar. Hiicre i¢inde gorev yapacak

olan bu proteinler, reseptore tutunur tutunmaz fosforlanir ve aktif hale gegerler. Farkl

protein kinaz reseptorleri farkli hedef proteinlere baglandigi icin hiicrelerde olusan

cevaplar da farkhdir.

Aktiflesmis protein reseptdr kinaz, reseptdrle iliskiye giren ii¢ tip hiicre i¢i protein

tanimlanmustir;

1.

2.
3.

Reseptorle birlesmesi sonucu aktiflesen proteinler: Kendi kendilerine
fosforlanamazlar. Hedef protein katalitik aktivitesi olmayan adaptor bir
proteindir (Grb 2) veya reseptorle birlesince aktiflesen bir enzimdir ( PI3
kinaz).

Hedef protein bir enzim substrati olabilir.

Baz1 hedef proteinler sinyal faaliyet yolundaki son noktada goérev alabilir.

Sinyal faaliyet yollarinda gorev alan proteinlerin birbiriyle iligki kurmalarini saglayan

onemli iki bolge vardir:

SH?2 bélgesi: Faaliyet yolunda gorev yapan diger proteinlerin hedef bolgesi
ile iliski kuran, ~100 amino asitlik bir bdlgedir. Tirozon kinazin
otofosforilasyonu reseptoriin sitoplazmik kisminda yer alan bu SH2
baglanma bolgesinin fosforlanmasini saglar. Boylece SH2 bdlgesi tasiyan bir
protein, ancak SH2 baglanma bdlgesi fosforlanmis olan reseptore
baglanabilir.

SH3 bolgesi: SH2 bolgesi bulunan proteinlerde efektdr olarak fonksiyon

yapar.



Kinazlar hiicre igerisinde degisik faaliyet yollarim1 kullanarak uyarinin etkisinin
giiclenmesine ve cevabin olusmasini saglar. Bu yollara 6rnek olarak, Ras faaliyet yolu,

Map-kinaz faaliyet yolu, Jak-Stat faaliyet yolu verilebilir (Giines vd 2003).

1.14. Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii 3

FGFR3 geni kromozom 4pl16.3 bolgesine lokalizedir. Buradan sentezlenen gen
tirtinii hiicre proliferasyonu ve hiicre farklilagmasi gibi bir¢ok olayda gorev aldigi
gosterilmistir. Bu gen bolgesinde meydana gelen ¢esitli aktive edici mutasyonlarla
kanser gelisimi ve otozomal kalitimli ¢esitli iskelet sistemi hastaliklarin ortaya ¢ikmasi
yaninda, translokasyonlarla cesitli onkogenik sonuglarin da ortaya ¢iktigi gdsterilmistir

(Munro vd 2003)

FGFR 3 geninin transkripti, 19 ekzon igermektedir ve gen iiriinii 2-18 ekzonlari
arasindan sentezlenir (Wuchner vd 1997). Her bir FGFR ailesi iiyesi i¢in ¢esitli tipte
alternatif kesip-ekleme’ler gozlenmistir ve bu kesip-ekleme’ler sonucu farklh
izoformlarin ortaya c¢iktig1 bilinmektedir. Farkli FGFR kesip-ekleme izoformlarina,
degisik affinitedeki ligandlar baglanmakta ve c¢ok c¢esitli kombinasyonlar ortaya
cikmaktadir. FGFR3’iin ekstraseliiler bolgesindeki {igiincii Ig domaininin alternatif
kesip-ekleme ile farkli iki izoformda reseptorler olugmaktadir. Bunlar FGFR3 IIIb ve
FGFR3 1Illc olarak adlandirilir ve ligand ile reseptér arasindaki baglanma
spesifikligininin olusmasini saglar. Ornegin; FGFR3 Illc kondrositlerde ifade edilmekte
ve ¢esitli mutasyonlarla bazi iskelet anomalilerine neden olur. FGFR3 IIIb ise epitel
hiicrelerde ifade edilmektedir ve mutasyonlar ile aktive edildiginde, bazi dokularda
hiicre proliferasyonunu etkileyip, timor gelisimine neden oldugu diistiniilmektedir

(Wuchner vd 1997, Corine vd 2005).
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Sekil 1.4. FGFR 3 izoformlar1 (Eswarakumar vd 2005)

FGFR’ler, kesip-eklemeler sonucu farkli ligandlarla aktive olarak fonksiyon
yapabilmektedir. Ornegin; FGFR3 IlIb ve Illc izoformlar1 FGF 1 ve FGF 9 tarafindan
aktive edilmektedir. Ayrica bunlara ilave olarak, FGF 2, 4, 6, ve 8’de genellikle FGFR 3
IlIc’ye baglanir (Kanai vd 1997, Liu vd 2002, Ohbayash vd 2002). Son yapilan
calismalarda, FGF 18’inde yardimci ligand olarak gorev yaptigi da gosterilmistir. Daha

ayrintili olarak reseptor-ligand eslestirilmesi Tablo 1.3°de verilmistir.

Tablo 1.3. FGFR izoformlarinin 6zgiin ligandlar1 (Eswarakumar vd 2005)

FGFR izoformlari Ozgiin ligandlar

FGFR 1b FGF1, 2,3, 10

FGFR lc FGF1,2,4,5,6

FGFR 2b FGF1, 3,7, 10, 22

FGFR 2¢ FGF1,2,4,6,9,17, 18
FGFR 3b FGFI, 9

FGFR 3c FGF1,2,4,8,9,17, 18, 23

FGFR 4 FGF1,2,4,6,8,16,17, 18, 19




FGFR3 ¢esitli dokularda ifade olabilmektedir ve ifade oldugu dokuya bagl olarak
farkli etkilere sahiptir. Bu protein, mesane, bobrek, akciger, barsak, kartilaj, pankreas
gibi birgok organ doku hiicrelerinde sentezlenmektedir ve ancak en cok {iizerinde
durulan dokular epitel dokusu ve kemik dokusudur (Patstone vd 1993, Pringlevd 2003,
Vidrich vd 2004).

FGFR3 mutasyonlari, i¢ organlarda protein ifadesinde meydana gelen degisiklikler
sonucu organ tiimorlerine sebep olmasi yaninda, kemik dokuda meydana gelen
degisikliler sonucunda da farkli iskelet anomalilerine neden olabilmektedir. Genellikle
otozomal dominant kalitilan iskelet sistemi hastaliklar1 arasinda tanatoforik displazi,
akondroplazi, hipokondroplazi, SADDAN displazi, apert sendromu sayilabilir. Farkli
sendromlara neden olan mutasyonlar protein {iriinii iizerinde 6zgiin etkilerle kendini
gostermektedir (Kimura vd 2001, Corine vd 2005, Adar vd 2002). FGFR3 {izerindeki
meydana gelen mutasyonlar reseptoriin transmebran domaini, ekstraseliiler domaini
veya dur kodonu olusturmak tiizere etkilidir. Bu degisiklikler ve sonucunda ortaya ¢ikan

iskelet anomalileri ve bu degisikligin lokalizasyonu Tablo 1.4’de gosterilmektedir.

Tablo 1.4. FGFR3 mutasyonlari ile iligkili bazi iskelet anomalileri

Kodon Amino asit Fenotip Lokalizasyon
Degisimi

248 Arg—Cys Tanotoforik Displazi [ Igll ve Iglll aras1
249 Ser—Cys Tanotoforik Displazi [ Igll ve Iglll aras1
346 Gly —Glu Akondroplazi IgIIl ve TM arasi
375 Gly—Cys Akondroplazi TM domaini

391 Ala—Glu Crouzon sendromu TM domaini

650 Lys—Asn Hipokondroplazi TKII domaini
807 Lys—Met SADDAN Dur kodonu

Ig: Immiinoglobilin, TM: Transmembran, TK: Tirozoin Kinaz



FGFR3 Mutasyonlar1 ve Kanser

Son yillarda yapilan arastirmalar FGFR3 protein fonksiyonunu siirekli aktive eden

cesitli nokta mutasyonlarinin onkogenik davranis gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

FGFR3 geninin lokalize oldugu 4 numarali kromozomda olusan c¢esitli
translokasyonlar, bu genin onkogenik etkisine neden olmaktadir. Ornegin; B-hiicreli
neoplazilerdeki  t(4;14)(p16.3;9q32) sonucu FGFR3 ifadelenmesinde ektopik
degisikliklere neden olmakta ve bu translokasyon multiple myeloma’nin gelismesinde
erken genetik degisiklik olarak gozlenmektedir (Chesi vd 1997, Richelda vd 1997). Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar FGFR3 genindeki mutasyonlarin ayrica kolon kanserin
olusumunda da bazi etkilere neden olabilecegini gostermistir. Ancak, yapilan diger
calismalarda prostat, deri, akciger, beyin veya bobrek tiimorlerinde FGFR3 geninde

olusan bir mutasyona heniiz rastlanmamistir (Karoui vd 2001, Sibley vd 2001)

Mesane ve serviks epitel hiicrelerinde tespit edilen FGFR3 nokta mutasyonlari hiicre
proliferasyonunda cesitli degisikliklere neden olmaktadir. Bunlar, ¢ogunlukla A248C,
S249C, G372C, T375C gibi kodonlar1 i¢ine alan ekzon 7 ve ekzon 10°daki yanlig
anlamli mutasyonlardir. Genin G380R kodonunda meydana gelen mutasyon neonatal
Olimciil olan Tanotoforik Displazi’ye gore daha hafif bir iskelet anomalisi olan
akondroplaziye neden olmakla birlikte bu mutasyonu tasiyan olgularin bazilarinda
mesane kanseri de gozlenmistir. Mesane kanserinin ¢esitli kimyasallarla, sigara,
karsinojenler ve cesitli ¢evresel faktorler nedeni ile genetik materyal iizerinde hasar
olusumuna neden olmakta ve sonugcta ise replikasyon hatalar1 ortaya ¢ikmaktadir (Van

Rhijn vd 2002, Patton vd 2002).

Ayrica, FGFR3 geninde olusan mutasyonlarin yani sira TP53’te olusan mutasyon
varlig1 baz1 6zel mesane kanserlerinde gdézlenmektedir (Bakar vd 2003, ). Bu durum
stiperfisial papillom mesane kanserlerinin erken evrelerinde goriilebilmenin yaninda

kasa invazyon durumlarinda da gézlenebilir.

Cogu mesane kanseri (%90) transisyonel hiicre karsinom olarak gozlenir. Bu
timorler farkli invazyon derecelerinde 6rnegin; siiperfisial veya invaziv olabilir. Bazi

arastirmalar, FGFR3 mutasyonlarmin diistik dereceli siiperfisial mesane kanserleri ile



iliskisi oldugunu diisiindiirmektedir. Bu gendeki mutasyonun etkisi kanserin erken
evresinde goriiliip, tlimor ilerlemesi ile iliskili olmadig1 6ne siiriilmiistiir. Ancak farkl
etnik kokenlere ait hasta gruplarinda FGFR3 mutasyonlarinin varligi ve klinikopatolojik
parametrelerle olan iliskisi henliz arastirilmamistir (Kimura vd 2001, Billerey vd 2001,

Bakar vd 2003).

Bu yiiksek lisans tezi arastirmasinda, FGFR3 genindeki tanatoforik displazi
mutasyonlart olarak gruplandirilan ekzon 7 A248C, S249C ve ekzon 10 G372C, T375C
kodonlardaki olast yanlis anlamli mutasyonlarin  mesane kanseri hasta
popiilasyonundaki varligi ve klinikopatolojik parametreler iizerindeki etkisi

arastirilmustir.



2. MATERYAL VE METOT

2.1. Ornekler

Denizli Devlet Hastanesi Patoloji boliimiine tan1 alma amaciyla bagvuran toplam 56
olguya ait parafine gomiilii mesane transizyonel hiicre karsinomu doku 6rnegi calisma
kapsamina alindi. American Joint Commission for Cancer Union International Contre le
Cancer (AJJCC-UICC) gore 56 olgunun 14 tanesi (%25) pTa, 23 tanesi (%41,1) pT1,
19 tanesi(%33,9) pT2 olarak evrelendirildi. Diinya Saglik Orgiitii’niin siniflamas1 gore
56 olgunun 5 tanesi (% 8.9) G1, 25 tanesi (% 44.6) G2, 26 tanesi (% 46.4) G3 olarak
derecelendirildi. Olgularin 49 tanesi (%87.5) erkek 7 (%12.5) tanesi kadindi. Olgularin
yas dagilimi 28-83 arasinda degismekteydi. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda

olgularin yas ortalamasi 65,5+10,6 bulundu (Tablo 1.5).

Tablo 1.5. Mesane tiiméorlii 56 Olgunun Tedavi Sonuglar1 ve Karakteristik Ozellikleri

Karakteristik n (%)
Yas 28-83 (65,5+10,6)
Tiimor Evresi (pT)

a 14 (%25)

1 23 (%41.1)

2 19 (%33.9)
Hiicresel Derece (G)

1 5 (%8.,9)

2 25 (%44.6)

3 26 (%46,4)

Ayrica 6 adet saglikli erkek periferik kanindan izole edilen DNA ornekleri

arastirilan tlim mutasyonlar i¢in kontrol grubu olarak kullanildi.

2.2. DNA izolasyonu

Parafine gomiilii mesane transizyonel hiicre karsinomu doku orneklerinden genis
timor alanli bloklar segilerek 5 mikronluk kesitler alindi ve deparafinizasyon
sonrasinda DNA izolasyonu Qiagen DNA Mini Kit (katalog no: 51106) protokolii
kullanilarak gergeklestirildi.



Parafine Gomiuli Dokudan Genomik DNA izolasyonu

Parafine Gomiilii Dokudan Genomik DNA izolasyonunda uygulanan agamalar
sunlardir;

1) Parafine gomiilii dokudan 5 mikronluk 3 kesit alindi ve 1,5 ml'lik mikrosantirfiij
tiipiine kondu

2) 1200 pl ksilen eklendi ve kisa karistirma yapilda.

3) Oda sicakliginda 5 dakika tam devirde (13 000 rpm) santrifiij yapildi.

4) Pipetle iist s1v1 kismi atildi1 ve ¢okelek kismina dokunulmadi

5) 1200 pl etanol eklendi (%96-100). Kisa karistirma yaparak ksilenin uzaklagmasi
saglandi. (Not: Karistirma 5-10 dakika aralarla yapilarak etanoliin doku i¢ine daha
1yi girmesi saglandi.)

6) Oda sicakliginda (15-25 °C), 5 dakika tam devirde santrifiij yapildi.

7) Pipetle etanol iistten atildi ve ¢okelek kisma dokunulmada.

8) Etanolle yikama 5-7 kez tekrarlandi.

9) Etanoliin evapore olmasi igin mikrosantrifiij tiipleri, 10-15 dakika 37 °C’lik etiivde
kapaklar1 agik sekilde inkiibasyona birakildi.

10) Doku ¢okelekin iistiine 180 ul soliisyon (Buffer) ATL eklendi.

11)20 pl Proteinaz K eklenerek karistirildi, (gerekirse kisa santrifiij yapilir) doku
tamamen parcalanana kadar 56 °C'de 1 saat-1 gece inkiibe edildi.

12) Ornege 200 ul soliisyon (Buffer) AL eklendi ve 15 saniye boyunca siirekli
karistirild1 ve 70 °C'de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, kisa santrifiij
yapildi.

13) Ornege 200 pl etanol (%96-100) eklendi ve 15 saniye boyunca siirekli karistirildi.
Iyice homojenize olduktan sonra, kisa santrifiij yapildi.

14) Ornegi (presipitati igerecek sekilde) dikkatli bir bigimde 2 ml toplama tiipii i¢indeki
koluma, kenarini 1slatmaksizin, dikkatli bir bigimde aktarildi. Kapagini kapatip 8000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Kolum, temiz bir 2 ml toplama tiipiine yerlestirildi
ve filtrat igeren tiip atild1.

15) Kolum dikkatlice agildi ve kenarina degdirmeden 500 pl soliisyon AW1 eklendi.
Kapag1 kapatildi ve 8 000 rpm, de 3 dakika santrifiij edildi. Kolum temiz bir 2 ml
toplama tiipline yerlestirildi ve filtrat i¢ceren toplama tiipii atildu.

16) Kolum dikkatlice agilidi ve kenarina degdirmeden 500 pl soliisyon AW2 eklendi.
Kapagi kapatildi ve yiiksek devirde, 13 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.



17) Kolum temiz bir 1,5 ml tiipe yerlestirildi ve filtrat igeren toplama tiipii atildi. Kolum
dikkatlice acildi ve 200 ul soliisyon AE veya distile su eklendi. Oda 1sisinda 5
dakika inkiibe edildi ve 8 000 rpm’de 3 dakika santirfiij edildi.

18) Son basamak tekrarlandi.

Tablo 1.6. Olgularin yas, cinsiyet, tani, evre ve derece dagilimu.

OLGULAR YAS CINSIYET TANI EVRE DERECE
1 72 E THK 1 2
2 60 E THK 2 3
3 83 E THK 1 2
4 59 E THK a 2
5 67 E THK 1 2
6 72 E THK 1 3
7 69 K THK a 1
8 56 E THK 1 2
9 55 E THK a 1

10 72 E THK 2 3
11 79 E THK 2 3
12 68 E THK a 2
13 74 E THK a 1
14 75 E THK 1 3
15 54 E THK 1 3
16 61 K THK 2 3
17 61 E THK 2 3
18 65 K THK a 1
19 55 E THK 1 2
20 46 E THK 1 2
21 70 E THK 1 3
22 73 E THK 2 3
23 53 E THK 2 3
24 73 E THK a 2
25 57 K THK 1 2
26 63 K THK 1 2
27 77 E THK 2 3
28 62 E THK 2 3
29 43 E THK 1 3
30 79 E THK 2 3
31 57 E THK 1 3
32 65 E THK 2 3
33 74 E THK 1 2
34 64 E THK 2 3
35 67 E THK 2 3
36 55 E THK 1 2
37 80 E THK 2 3
38 65 E THK a 2
39 75 E THK 2 3
40 53 E THK 1 2
41 56 E THK 1 2
42 82 E THK 2 2
43 60 E THK a 1
44 28 E THK 1 2
45 75 K THK a 2
46 59 E THK 2 3
47 71 E THK a 2
48 71 E THK 2 3
49 70 E THK a 2
50 57 E THK 1 2
51 71 K THK 2 3
52 74 E THK 1 2
53 71 E THK a 2
54 73 E THK a 2
55 63 E THK 1 3
56 63 E THK 1 3




2.3. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA izolasyonu vyapilan Orneklere ait DNA konsantrasyonu

“Eppendorf

BioPhotometer” spektrofotometre cihazi ile 6lgiilmiis ve elde edilen sonuglar asagidaki

tabloda verilmistir (Tablo 1.7).

Tablo 1.7. DNA o6rneklerinin spektrofotometrik dlgtimleri

ORNEKLER ng/ul 260/280 A° 260 A° 280 A°
1 1,1 1,43 0,022 0,015
2 1,0 1,36 0,020 0,016
3 1,6 1,28 0,032 0,025
4 2.8 1,73 0,056 0,032
5 1,2 1,29 0,024 0,019
6 1,8 1,09 0,037 0,033
7 2,7 1,58 0,054 0,034
8 2,0 1,43 0,040 0,028
9 1,7 1,34 0,035 0,026
10 2,1 1,27 0,042 0,033
11 2,3 1,51 0,047 0,031
12 1,9 1,29 0,039 0,030
13 1,5 1,41 0,029 0,021
14 1,9 1,37 0,037 0,027
15 29 1,44 0,057 0,040
16 2,5 1,42 0,050 0,035
17 1,4 1,39 0,028 0,020
18 1,2 1,64 0,025 0,015
19 29 1,72 0,058 0,034
20 2,8 1,68 0,057 0,034
21 1,7 1,40 0,034 0,024
22 2,1 1,23 0,042 0,034
23 1,3 1,23 0,026 0,021
24 1,5 1,43 0,031 0,022
25 2,7 1,40 0,054 0,038
26 1,6 1,39 0,032 0,023
27 1,7 1,31 0,035 0,027
28 1,8 1,31 0,036 0,028

29 2,7 1,47 0,053 0,036
30 1,5 1,30 0,030 0,023
31 2,1 1,32 0,041 0,031
32 1,6 1,33 0,032 0,024
33 1,5 1,31 0,030 0,023
34 1,8 1,45 0,036 0,025
35 1,5 1,35 0,031 0,023
36 2,1 1,32 0,042 0,032
37 1,6 1,34 0,032 0,024
38 1,3 1,38 0,027 0,020
39 1,6 1,33 0,032 0,024
40 1,8 1,35 0,037 0,027
41 2,0 1,33 0,040 0,030
42 1,9 1,31 0,038 0,029
43 1,1 1,21 0,021 0,017
44 1,3 1,32 0,026 0,020
45 1,0 1,30 0,020 0,015
46 1,3 1,32 0,026 0,020
47 1,3 1,34 0,027 0,020
48 1,6 1,25 0,032 0,026
49 0,9 1,35 0,018 0,014
50 3,7 1,21 0,073 0,061
51 1,0 1,41 0,021 0,015
52 1,0 1,42 0,020 0,014
53 1,0 1,50 0,020 0,013
54 1,2 1,69 0,024 0,014
55 1,0 1,70 0,020 0,012
56 0,7 1,29 0,013 0,010




2.4. Mutasyon Analizi-Polimeraz Zincir reaksiyonu (PZR)
FGFR3 geni 7. ve 10. ekzonunda bulunan 248, 249, 372 ve 375 kodonlar igeren
DNA pargast polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢cogaltildi. PZR ile FGFR3 geninin

7. ve 10. ekzonlarindaki ilgili kodonlar1 igeren DNA parcasini ¢ogaltmak icin kullanilan

primerler Tablo 1.8’de verilmistir;

Tablo 1.8. FGFR3 Cogaltilmasinda Kullanilan Primerler

Kodon Ekzon Primer Dizisi PZR Uriinii (b¢)

248, 249 7 F: 5°- CGGCAGTGGCGGTGGTGGTG -3’ 120 bg
R: 5’- AGGACCGCCGTCTGGTG -3

372,375 10 F: 5°- CAGGCCAGGCCTCAACGCCC -3’ 270 bg
R: 5’- AGGCCTGGCGGGCAGGCAGC -3’

F: 1leri dizi (Forward) Primer
R: Geri dizi (Reverse) Primer

PZR ile ¢ogaltmada toplam 50 pl’lik reaksiyon i¢in; 25 ul HotStar Tag Tag PZR
Karigim1 (2.5 iinite HotStar Tag DNA polimeraz, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTP-
Qiagen Cat # 203445) 2 ul FGFR3 (ekzon 7 veya 10 6zgii) ileri-geri primer karigimi,
13 pl H,O ve 10 ul DNA kullanildi.

PZR ¢ogaltma icin kullanilan PZR kurulumlart;

Ekzon 7 Icin PZR dongii basamaklari;
Enzim aktivasyonu; 95 °C’de 15 dakika

Denatiirasyon 95°C'de 1 dakika;
Primer Baglanmas1  67°C’de 1 dakika; 40 dongl
Primer Uzama 72°C de 1 dakika;

Son Uzama; 72 °C'de 10 dakika



Ekzon 10 I¢in PZR dongii basamaklari;
Enzim aktivasyonu; 95 °C’de 15 dakika

Denatiirasyon 95°C de 1 dakika;
Primer Baglanmas1  72°C'de 1 dakika; 40 dongt
Primer Uzama 72 °Cde 1 dakika;

Son Uzama; 72 °C'de 10 dakika

2.5. PZR Uriiniiniin Goriintiilenmesi

PZR firiinleri etidyum bromid ile hazirlanmis %2’lik agoroz jele yiiklendi ve

sonrasinda goriintiileme islemi “Vilber Lourmat” UV goriintiileme cihazinda yapildi.

2.6. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Elde edilen PZR iiriinlerinin goriintiilenmesinin ardindan, 7. ekzonun 248. ve 249.
kodonlarindaki mutasyonlarin varhigini saptamak i¢in ilgili restriksiyon enzimler

kullanilarak kesim islemi yapildu.

A248C kodonundaki mutasyonu saptamak i¢in Hae II (BioLabs, New England)
restriksiyon enzimi, S249C kodonundaki mutasyonu saptamak icin Tse I (BioLabs,
New England) restriksiyon enzimi kullanildi. Reaksiyon toplam hacmi 20 pl olacak

sekilde hazirlandu.

A248C i¢in Hae II restriksiyon enzim kesimi kurulumu;
6 ul H,O

2 pl soliisyon 4 (1xNE buffer 4)

1 ul BSA (Sigir Serum Albumin)

10 pl PZR iiriinii

1 ul Hae II restriksiyon enzimi

Reaksiyon 37°C’de 1 saat bekletilerek gergeklestirilmistir.



S249C i¢in Tse I restriksiyon enzim kesimi kurulumu;
7 ul H,O

2 pl soliisyon 3 (1xNE buffer 3)

10 ul PZR iiriinii

1 ul Hae II restriksiyon enzimi

Reaksiyon 65°C’de 1 saat bekletilerek gergeklestirilmistir.

Mutasyon analizi i¢in, enzim kesimi sonrasinda elde edilen tiriinler etidyum bromid
ile hazirlanmig %3’lik Molecular Screening Agoroz (MS Agarose-Roche Diagnostics)
jele yiiklendi ve goriintiileme islemi “Vilber Lourmat” UV goriintiileme cihazinda

yapildi.

10. ekzondaki G372C, T375C kodonlarinindaki olast mutasyonlarda DNA dizi

analizi ile arastirilmustir.

2.7. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, Otomatik Kapiler Jel Elektroforez cihazi ile (ABI PRISM 310
Genetik  Analizér  Applied Biosystems, Foster City, USA) lontek'te
(fontek A.S. Istanbul, Tiirkiye) saptanmistir.

Kisaca, boya terminasyon isaretleme adi verilen bir metod kullanilarak farkl
bazlarda (A, G, T, C) sonlanan DNA sentez iiriinlerine florasan isaretli boyalar ilistirilir.
Elektroforez, drnekler bir kapillerden gegirilirken uygulanir. Floresan isaretli boyalari
uyarmak icin bir lazer, boyalarin yaydigi 15181 toplamak iginse bir CCD kamera
kullanilir. Boylece, lazer uyariminin ardindan dort boya tarafindan yayilan farkli dalga
boylarindaki 151k tek kulvarda ayirt edilebilir. Floresan miktarlarinin 6l¢iilmesi ve

yorumlanmasinin ardindan DNA 6rnegindeki baz dizisi saptanir.

2.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, SPSS paket programi 10.0 kullanilarak drneklere ki kare testi

uygulanarak yapilmstir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

Denizli Devlet Hastanesi Patoloji boliimiine tan1 alma amaciyla bagvuran toplam 56
olguya ait parafine gdmiilii mesane transizyonel hiicre karsinomu doku 6rneklerinden
DNA izolasyonu yapildi. FGFR3 geninin 7. ve 10. ekzonunda bulunan 248, 249, 372 ve
375 kodonlar1 iceren DNA parcasini ¢ogaltmak amaciyla ilgili bolgeler i¢in dizayn
edilen primerler kullanilarak PZR uygulandi. PZR ile ¢ogaltilan FGFR3 geni ekzon
7’den 120 b¢ DNA parcasi ve ekzon 10’dan 270 b¢ DNA pargasi agaroz jel goriintiileri
Sekil 1.5 ve Sekil 1.6 de verilmistir.

M 12 245678 9 10 1112 141500 22 232425 26 27282930 3132333435

M 36 3738394013

IM414243444546 4748 495051525354

Sekil 1.5 %2’lik agaroz jeldeki ekzon 7 PZR goriintiileri. M: 100 baz ¢ifti (bg)
Marker



M 123 4 5 67 8 3101112 13 144021 2223 242526 27282930 313233 34

3536 37 3839 40
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—
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M 41 4243444546 4748 4950515253 54

15 16 1718 1920

Sekil 1.6 %2lik agaroz jeldeki ekzon 10 PZR goriintiileri. M: 100 baz cifti (bg)
Marker

PZR ile cogaltilan FGFR3 geninin 7. ekzonundaki (120 bg) A248C ve S249C
kodonlarinda meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlarin saptanmasi i¢in PZR iirtinleri
elde edildikten sonra Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi yontemi ile mutasyon
arastirmasina uygun olarak secilmis restriksiyon enzimleri kullanilarak kesim islemi

yapilmustir.

Ekzon 7 A248C mutasyon analizi i¢in PZR sonras1 Hae II restriksiyon enzim kesimi
uygulanmistir. 120 b¢ Ekzon 7 PZR {iriinii Hae II restriksiyon enzim kesimi sonrasinda
mutasyon yoklugunda 64 bg¢ ve 56 b¢ DNA pargasi, mutasyon varliginda da 120 bg’lik
DNA pargasi gozlemlenmistir (Sekil 1.7).



Ekzon 7 A248C i¢in, toplam 56 olgunun 7 tanesi (%12.5) heterozigot mutant olarak
bulunmus olup, 49 olguda (%87.5) ise bu mutasyon tespit edilmemistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda, A248C mutasyonu agisindan 7 kadin olgudan (%12.5) 6
tanesi normal olup, 1 tanesi (%14.3) heterozigot mutant olarak, 49 erkek olgudan
(%87.5) ise, 43 tanesi normal olup 6 tanesi (%12.2) heterozigot mutant olarak
goriilmiistiir. Bu sonuca gore cinsiyet ile A248C mutasyonu arasinda anlamli bir

baglanti kurulmamustir.

Timor evresi ve mutasyon varligi arasindaki baglantiya bakildiginda, 14 adet (%25)
pTa evre tiimorleri arasinda 12 olgu normal, 2 olgu (%14.3) mutant; 23 adet (%41.1)
pT1 evre tiimorleri arasinda 21 olgu normal, 2 olgu (%8.7) mutant; 19 adet (%33.9)
pT2 evre tiimorleri arasinda 16 olgu normal, 3 olgu (%15.8) mutant olarak bulunmustur.
Buna gore olgularimiz ig¢inde tespit edilen A248C mutasyon varligi timor evresine gore

homojen dagilimlidir.

Timor derecesi ile A248C mutasyon varligi arasindaki istatistiksel iliskiye
bakildiginda, 5 adet (%8.9) G1 tiimor iginde 4 tanesi normal, 1 tanesi (%20) mutant;
25 adet (%44.6) G2 tiimor icinde 22 tanesi normal, 3 tanesi (%12) mutant; 26 adet
(%46.4) G3 tlimor iginde 23 tanesi normal, 3 tanesi (%11.5) mutant olarak saptanmis
olup, olgularimiz i¢inde tespit edilen A248C mutasyon varlig1 tiimor derecesine gore

homojen dagilimli olarak degerlendirilmistir.

1 2 3 4 5 6 T8 9 10 11 12 13

-- 120be
o4 be
56 be

Sekil 1.7 %3 liikk MS agaroz jeldeki ekzon 7 A248C kodonu Hae II enzim kesim
goriintiileri.4,6,7,8,9 kuyucuklar A248C mutant. M: 100b¢ Marker



Ekzon 7 S249C mutasyon taramasi i¢in Tse I restriksiyon enzim kesimi
uygulanmistir. 120 b¢ Ekzon 7 PZR f{iriinii Tse I restriksiyon enzim kesimi sonrasinda
mutasyon varliginda 63 bg, 31 bg ve 26 bg’lik DNA parcalari, mutasyon yoklugunda da
94 bg ve 26 bg’lik DNA pargalar1 gozlemlenmistir (Sekil 1.8).

Toplam 56 olgudan 28 tanesinde (%50) S249C yanlis anlamli mutasyon saptanmig

olup, bunlarin tamami heterozigot mutasyon olarak degerlendirilmistir.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, S249C mutasyonu agisindan 7 kadin olgudan
1 tanesi normal olup 6 tanesi (%85.7) heterozigot mutant olarak, erkek olgularin ise, 27
tanesi normal olup 22 tanesi (%44.9) heterozigot mutant olarak saptanmistir. Bu sonuca
gore cinsiyet ile S249C mutasyonu varlii arasinda kadin olgularda daha fazla tespit

edilme egilimi gézlemlense de istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.

Timor evresi ve S249C mutasyon varligi arasindaki baglantiya bakildiginda, 14
adet (%25) pTa evre tiimorii arasinda 8 olgu normal, 6 olgu (%42.9) mutant; 23 adet
(%41,1) pT1 evre timorii arasinda 11 olgu normal, 12 olgu (%52.2) mutant; 19 adet
(%33,9) pT2 evre tiimori arasinda 9 olgu normal, 10 olgu (%52.6) mutant olarak tespit
edilmistir ve S249C mutasyonun varligi timor evresine gore homojen dagilimli olarak

degerlendirilmistir.

Timor derecesi ile S249C mutasyon varligi arasindaki istatistiksel iliskiye
bakildiginda, bu mutasyon agisindan 5 adet (%8,9) G1 tiimor i¢inde 4 tanesi normal, 1
tanesi (%20) mutant; 25 adet (%44,6) G2 timor i¢inde 11 tanesi normal, 14 tanesi
(%56) mutant; 26 adet (%46,4) G3 timor iginde 13 tanesi normal, 13 tanesi (%50)
mutant olarak saptanmis olup, olgularimiz iginde tespit edilen S249C mutasyonlari

tiimdr derecesine gore homojen dagilimli olarak degerlendirilmistir.



M1 2345678 910111213
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Sekil 1.8. %3’ liikk MS agaroz jeldeki ekzon 7 S249C kodonu Tse I enzim kesim
goriintiileri. 1-12 kuyucuklar S249C mutant, 13 PZR iiriinii M: 100b¢ Marker

FGFR3 ekzon 10’daki G372C ve T375C kodonlarinda meydana gelen yanlis

anlamli mutasyonlar DNA dizi analizi ile arastirilmistir (Iontek A.S.)

Toplam 56 olgunun hi¢ birisinde G372C yanlis anlamli mutasyon saptanmamig

olup, olgularin tiimii (%100) normal olarak degerlendirilmistir.

Gorintilenen Dosya : ornekZ0-FGFR3IEKZOM10FOR . .abl

View Options

Goto base|100 Search

Help

|| next | Previous prmek20-FGFR3EKZON10FOR.ab1

/| 26 2 c T6 6 G G & GC TG ACG 4G G C T GCAGTGTG@ CLGGCALTCTCT
[ o a0 40 50
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Sekil 1.9. FGFR3 ekzon 10 T375C mutasyonlu 20 numaral1 6rnek. Daire i¢indeki alan

normal kodonu gostermektedir.

Toplam 56 olgunun 3 tanesinde (%5.4) ekzon 10 T375C yanlis anlamli mutasyon
saptanmis olup, 53 tanesi (%94.6) normal olarak degerlendirilmistir (Sekil 1.10, 1.11,

1.12). Bu mutasyon agisindan 7 kadin olgudan 6 tanesi normal olup, 1 tanesi heterozigot




mutant olarak; erkek olgularin ise, 47 tanesi normal olup, 2 tanesi heterozigot mutant
olarak tespit edilmistir. Bu sonuca gore cinsiyet ile T375C mutasyon varlig1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir baglant1 bulunamamustir.

Timor evresi ve T375C mutasyon varligr arasindaki baglantiya bakildiginda, 14
adet (%25) pTa evre tiimorleri arasinda 13 olgu normal, 1 olgu (%7.1) mutant; 23 adet
(%41,1) pT1 evre tiimdrleri arasinda 22 olgu normal, 1 olgu (%4.3) mutant; 19 adet
(%33,9) pT2 evre tiimorleri arasinda 18 olgu normal, 1 olgu (%5.3) mutant olarak
degerlendirildi. Bu sonuglara gore T375C mutasyonun varligi timor evresine gore

homojen dagilimh olarak degerlendirilmistir.

Timor derecesi ile T375C mutasyon varligi arasindaki istatistiksel iligkiye
bakildiginda, bu mutasyon agisindan 5 adet (%8,9) G1 tiimor i¢inde hepsi normal; 25
adet G2 (%44,6) tiimdr iginde 23 tanesi normal, 2 tanesi (%8) mutant; 26 adet (%46,4)
G3 tiimor icinde 25 tanesi normal, 1 tanesi (%3.8) mutant olarak tespit edilmistir.
Tiimor derecesine gore T375C mutasyon varligi homojen dagilimhi olarak

degerlendirilmistir.

Ayrica 6 adet saglikli erkek periferik kanindan izole edilen DNA Ornekleri
arastirilan tlim mutasyonlar icin kontrol grubu olarak kullanilmis ve higbirinde
mutasyon tespit edilmemistir.

Aragtirilan mutasyonlarin 6zeti tablo 1.9 ve 1.10°da 6zetlenmistir.

Goriintillenen Dosya : ornekl6-FGFR3EKZ0OMN10FOR.ab1

View Options Help
Goto baseh oo 0K | Search Mext | Previous ornek16-FGFRIEKZOM10FOR.ab1
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Sekil 1.10. FGFR3 ekzon 10 T375C mutasyonlu 16 numarali 6rnek. Daire i¢indeki alan
TAT—-TGT degisimiyle sonuglanan kodonu gostermektedir.



Goruntilenen Dosya : ornekd1-FGFRIEKZOMNLI0FOR . abl

View Options Help
Goto base| 100 Search || Hext | Previous Fzrnek41-FGFR3EKZON1l]FOR.ah1
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Sekil 1.11. FGFR3 ekzon 10 T375C mutasyonlu 41 numarali 6rnek. Daire i¢indeki alan
TAT—-TGT degisimiyle sonu¢lanan kodonu gostermektedir.

Gioriintiilenen Dosya : ornek54-FGFR3EK ZOM10FOR .ab1

View Options Help

Goto base|100 Search || Hext |Preuious Frnekﬁd-FGFRBEKZON1IIIFOR_ah1
[H>_‘ C TG ACT AG G CG GG CAG TG TE TETpF CAG G C A TC C TCAG C TLCOG GG
u} A0 120 [=11] i)

x v« [ ] [»

Sekil 1.12. FGFR3 ekzon 10 T375C mutasyonlu 54 numarali1 6rnek. Daire i¢indeki alan
TAT—-TGT degisimiyle sonuglanan kodonu gostermektedir.



Asagida mutasyonlu ve normal saptanan 6rneklere ait DNA dizileri verilmistir.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-16-FOR

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornekl6ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornekl6ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornekl6ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi1]13112046_ornekl6ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornekl6ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornekl6ekzon10for

TCTGCGTGGCTGGTGGTGCTGCCAGCCGAGGAGGAGCTGGTGGAGGCTGA
————————————————————— GGACGCTACGAGAGACTGCTGTACGCTGA

* * Kk KAk Kkh kkhk Kk Khkhkkk

CGAGGCGGGCAGTGTGTATGCAGGCATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTTCT
CTAG- CGGGTACTGTGTGTGCAGGAATCCGCATGTACGGGGTGGTCTTCT

* Kk

TCCTGTTCATCCTGGTGGTGGCGGCTGTGACGCTCTGCCGCCTGCGCAGC
TCATGTTCATCCTGGTGGTGGCGGCTGTGTAGCTCTGCCGCCTGCGCAGC

CCCCCCAAGAAAGGCCTGGGCTCCCCCACCGTGCACAAGATCTCCCGCTT
CCCCCCAAGAAAGGCCTGGGCTCCCCCACCGTGCACAAGATCTCCCGCTT

CCCGCTCAAGCGACAGGTGTCCCTGGAGTCCAACGCGTCCATGAGCT-CC
CCCGCTCAAGCGACAGGTAACAGAAAGTAGATACCAGGTTCTGAGCTGCC

e * Fhkhkhkk Kk

AACACACCACTGGTGCGCATCGCAAGGCTGTCCTCAGGGGAGGGCCCCAC
TOCCCOCCAGBCCTAA- -~ oo oo oo

* Kk kkk

1100
29

1150

1200
128

1250
178

1299
228

1349

Sekil 1.13. 16 numarali 6rnege ait DNA dizisi. * Gri boyali alan A ve G degisimini

gostermektedir.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-41-FOR

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek4lekzonl10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek4lekzonl0for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek4lekzonl0for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek4lekzonl0for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek4lekzonl0for

TCTGCGTGGCTGGTGGTGCTGCCAGCCGAGGAGGAGCTGGTGGAGGCTGA
———————————————— TTNGGGCCGCTACGGCGCA CTGCTGCAG-CTGA

* Kk kk Kk K Kk hkk kk hk kkkk

CGAGGCGGGCAGTGTGTATGCAGGCATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTTCT
CGAGGCGGACAGTGTGTGTGCAGGCATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTTCT

TCCTGTTCATCCTGGTGGTGGCGGCTGTGACGCTCTGCCGCCTGCGCAGC
TCCTGTTCATCCTGGTGGTGGCGGCTGTGTAGCTCTGCCGCCTGCGCAGC

CCCCCCAAGAAAGGCCTGGGCTCCCCCACCGTGCACAAGATCTCCCGCTT
CCCCCCAAGAAAGGCCTGGGCTCCCCCACCGTGCACAAGATCTCCCGCTT

CCCGCTCAAGCGACAGGTGTCCCTGGAGTCCAACGCGTCCATGAGCT-CC
CCCGCTCAAGCGACAGGTAACAGAAAGTAGATACCAGGTTCTGAGCTGCC

*k * Fkhkhk Kk

1100
32

1150
82

1200
132

1250
182

1299
232

Sekil 1.14. 41 numarali 6rnege ait DNA dizisi. * Gri boyali alan A ve G degisimini

gostermektedir




CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-54-FOR

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek54ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek54ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek54ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek54ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek54ekzon10for

TCTGCGTGGCTGGTGGTGCTGCCAGCCGAGGAGGAGCTGGTGGAGGCTGA 1100
—————————————————————— GGGGCTCCGAGAGACTGGTGGAG-CTGA 27

* x *kk Fkhkhkhhkhk Kkkk

CGAGGCGGGCAGTGTGTATGCAGGCATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTTCT
CTAGGCGGGCAGTGTGTGTGCAGGCATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTTCT

TCCTGTTCATCCTGGTGGTGGCGGCTGTGACGCTCTGCCGCCTGCGCAGC
TCCTGTTCATCCTGGTGGTGGCGGCTGTGACGCTCTGCCGCCTGCGCAGC

CCCCCCAAGAAAGGCCTGGGCTCCCCCACCGTGCACAAGATCTCCCGCTT
CCCCCCAAGAAAGGCCTGGGCTCCCCCACCGTGCACAAGATCTCCCGCTT

CCCGCTCAAGCGACAGGTGTCCCTGGAGTCCAACGCGTCCATGAGCT-CC
CCCGCTCAAGCGACAGGTAACAGAAAGTAGATACCAGGTTCTGAGCTGCC
*

*k * Fkhkhk Kk

1150
77

1200
127

1250
177

1299
227

Sekil 1.15. 54 numarali 6rnege ait DNA dizisi. * Gri boyali alan A ve G degisimini

gostermektedir

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment ORNEK-20-FOR

gi]13112046_40-2460
gi1]13112046_ornek20ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek20ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek20ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek20ekzon10for

gi]13112046_40-2460
gi]13112046_ornek20ekzon10for

TCTGCGTGGCTGGTGGTGCTGCCAGCCGAGGAGGAGCTGGTGGAGGCTGA
--------------------- CCACTC--CGAGAGACTG--GGGAGCTGA

*kk * *kk *kk ** *khkhkk

CGAGGCGGGCAGTGTGTATGCAGGCATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTTCT
CGAGGCTG-CAGTGTGTATGCAGGCATCCTCAGCTACGGGGTGGGCTTCT
*

TCCTGTTCATCCTGGTGGTGGCGGCTGTGACGCTCTGCCGCCTGCGCAGC
TCCTGTTCATCCTGGTGGTGGCGGCTGTGACGCTCTGCCGCCTGCGCAGC

CCCCCCAAGAAAGGCCTGGGCTCCCCCACCGTGCACAAGATCTCCCGCTT
CCCCCCAAGAAAGGCCTGGGCTCCCCCACCGTGCACAAGATCTCCCGCTT

CCCGCTCAAGCGACAGGTGTCCCTGGAGTCCAACGCGTCCATGAGCT-CC
CCCGCTCAAGCGACAGGTAACAGAAAGTAGATACCAGGTTCTGAGCTGCC
* *x *

*khkhkhkkhkhk Kk

1100
25

1150
74

1200
124

1250
174

1299
224

Sekil 1.16. 20 numarali 6rnege ait DNA dizisi. * Gri boyali alan A ve G degisimi

gbzlenmemistir.




Tablo 1.9. FGFR3 A248C, S249C, G372C ve T375C mutasyonlarinin dagilimi

Numara A248C S249C G372C T375C
1 Normal Normal Normal Normal
2 Normal Normal Normal Normal
3 Normal Normal Normal Normal
4 Normal Heterozigot Normal Normal
5 Normal Normal Normal Normal
6 Normal Normal Normal Normal
7 Normal Normal Normal Normal
8 Normal Normal Normal Normal
9 Normal Normal Normal Normal

10 Normal Normal Normal Normal
11 Normal Normal Normal Normal
12 Normal Normal Normal Normal
13 Normal Normal Normal Normal
14 Normal Normal Normal Normal
15 Normal Normal Normal Normal
16 Normal Heterozigot Normal Heterozigot
17 Normal Normal Normal Normal
18 Normal Heterozigot Normal Normal
19 Normal Heterozigot Normal Normal
20 Normal Normal Normal Normal
21 Normal Normal Normal Normal
22 Normal Heterozigot Normal Normal
23 Normal Heterozigot Normal Normal
24 Heterozigot Heterozigot Normal Normal
25 Normal Heterozigot Normal Normal
26 Heterozigot Heterozigot Normal Normal
27 Heterozigot Heterozigot Normal Normal
28 Heterozigot Heterozigot Normal Normal
29 Heterozigot Normal Normal Normal
30 Normal Heterozigot Normal Normal
31 Normal Heterozigot Normal Normal
32 Normal Heterozigot Normal Normal
33 Normal Heterozigot Normal Normal
34 Normal Heterozigot Normal Normal
35 Normal Normal Normal Normal
36 Normal Heterozigot Normal Normal
37 Normal Heterozigot Normal Normal
38 Normal Heterozigot Normal Normal
39 Normal Normal Normal Normal
40 Normal Heterozigot Normal Normal
41 Normal Normal Normal Heterozigot
42 Heterozigot Normal Normal Normal
43 Heterozigot Normal Normal Normal
44 Normal Heterozigot Normal Normal
45 Normal Heterozigot Normal Normal
46 Normal Normal Normal Normal
47 Normal Normal Normal Normal
48 Normal Normal Normal Normal
49 Normal Heterozigot Normal Normal
50 Normal Heterozigot Normal Normal
51 Normal Heterozigot Normal Normal
52 Normal Heterozigot Normal Normal
53 Normal Normal Normal Normal
54 Normal Normal Normal Heterozigot
55 Normal Heterozigot Normal Normal
56 Normal Heterozigot Normal Normal




Tablo 1.10. Mesane tiimorlerinde FGFR3 mutasyonlari

Ekzon Kodon Nt Mutasyon Degisim Tiimor Sayisi
pozisyonu Normal Heterozigot

7 248 742 CGC—-TGC Arg—Cys 49 (%87.5) 7 (%12.5)

7 249 746 TCC—-TGC Ser—Cys 28(%50) 28(%50)

10 372 1114 GGC—-TGC Gly—Cys 56 (%100) -

10 375 1124 TAT-TGT Tyr—Cys 53(%94.6) 3 (%5.4)

Nt: Nikleotit

Arastirma kapsamina ¢alisilan mesane kanseri hasta grubunda FGFR3 genindeki

tanatoforik displazi mutasyonlar1 olarak gruplandirilan ekzon 7 A248C, S249C ve

ekzon 10 G372C, T375C kodonlardaki tespit edilen toplam mutasyon varligi 56

olgunun 23 tanesi (%41.1) normal, 33 tanesi (%58.9) heterozigot mutant olarak

degerlendirilmistir. Bu sonuglar daha dnce yapilmis ¢alismalar ile ortiismektedir. Ayrica

56 olgunun 5 tanesinde (Olgu no: 16, 24, 26, 27, 28) iki ayr1 mutasyon varlig1 tespit
edilmistir (Tablo 1.9, Tablo 1.10 ve Tablo 1.11).



Tablo 1.11 Mesane kanseri hasta popiilasyonunda FGFR3 genine ait Tanatoforik
Displazi Mutasyon varlig1 sonuglari ile cinsiyet, tiimdr evresi ve derecesi ile olan iliskisi

Sonuclanan
Tanatoforik
o . .
Karakteristik n (%) A248C S249C G372C T375C Displazi
Mutasyonlari
Cinsiyet
K 7 (%12.5) 1 (%14.3) 6 (%85.7) - 1(%14.3) 6 (%85.7)
E 49 (%87.5) 6 (%12.2) 22 (%44.9) - 2 (%4.1) 27 (%55.1)
Tiimor Evresi (pT)
a 14 (% 25) 2 (%14.3) 6 (%42.9) - 1(%7.1) 8 (%57.1)
1 23 (% 41.1) 2 (%8.7) 12 (%52.2) - 1 (%4.3) 14 (%60.9)
2 19 (% 33.9) 3 (%15.8) 10 (%52.6) - 1 (%5.3) 11 (%57.9)
Hiicresel Derece (G)
1 5 (% 8.9) 1 (%20) 1 (%20) - - 2 (%40)
25 (% 44.6) 3 (%12) 14 (%56) - 2 (%8) 17 (%68)
3 26 (% 46.4) 3 (%11.5) 13 (%50) - 1(%3.8) 14 (%53.8)

FGFR3 genindeki ekzon 7 A248C, S249C ve ekzon 10 G372C ve T375C
kodonlarindaki yanlis anlamli mutasyonlarin saptanmasi, bu mutasyonlarin mesane
tiimorlerinin derecesi ile iliskilendirilmesi Onemlidir. Daha once yapilmis farkh
iilkelerden kaynaklanan arastirmalar bu mutasyonlarin tiimor gelisiminin erken
evresinde gorildiiglini ve tiimoriin ge¢ evrelerinde bu mutasyonlarin saptanamadigi,

ancak her kodondaki mutasyonun goriilme sikliginin da ayni olmadig1 gostermektedir.

Van Rhijn BWG ve ark.’lart1 FGFR3 mutasyonlarini timor dereceleri ile
iliskilendirdiklerinde, derece artikca mutasyonun goriilme olasiliginin azaldiginm
bulmuslardir. G1 dereceli 32 olguda 27 mutasyon, G2 dereceli 29 olguda 16 mutasyon
ve G3 dereceli 71 olguda 5 mutasyon saptamiglardir (Van Rhijn BWG vd 2002).

Bizim ¢alismamizda G1 dereceli 5 olgunun 2’sinde (%38.9), G2 dereceli 25 olgunun
17°sinde (%44.6 ), G3 dereceli 26 olgunun 14’linde (%46.4) mutasyon saptanmistir.
FGFR3 genindeki ekzon 7 A248C, S249C ve ekzon 10 G372C ve T375C mutasyon
sonugclar tek tek ve toplu olarak degerlendirildiginde, daha 6nce yapilmis calismalardan
farkli olarak tiimor evresine ve derecesine gore homojen dagilimli oldugu saptanmustir.
Ancak yukarida bahsi gecen diger calismalardaki olgulara goére, bizim c¢alisma

grubumuzdaki olgularda daha ¢ok geg¢ evre ve yliksek derecede tlimorlerin varligi, daha



az erken evre ve diisiik dereceli tiimor varligi nedeniyle saptamis oldugumuz
mutasyonlarin homojen dagilimindan sorumlu olabilir. Bu nedenle erken evre ve diisiik
derece tlimoér grubunun sayica arttirilmasi diisiiniilmektedir. Ancak Tiirkiye’deki
mesane kanserleri olgular1 daha ¢ok ge¢ ve ileri evrede patolojik tan1 almalar1 nedeniyle
gec evre ve yliksek derecedeki 6rnek sayisina gore, erken evre ve diisiik derece tiimor

materyali sayist daha azdir.

Cappellen D. ve ark.’larmin yaptig1 ¢alismada 76 erken evre mesane timori
olgularinda FGFR3Db varyantinin 70 olguda ifade edildigini gostermisler ve daha sonraki
caligmalarinda ise uyguladiklar1 bagka bir yontemle bu 70 olgunun 26’sinda niikleotid
degisikligi oldugunu (26 olgunun 9’unda A248C, S249C, G372C ve KO652E
kodonlarinda tek niikleotid degisimi) saptamislardir. Ayrica c¢aligmalarinda en cok
S249C kodonunda mutasyon oldugunu belirtmislerdir. (9 olgunun 5’inde) (Cappellen
vd. 1999).

Billerey C. ve ark.’lar1 132 olgu (20 karsinom in situ, 50 pTa, 19 pT1 ve 43 pT2-4)
arasinda daha ¢ok erken evre tiimorlerde olmak iizere toplam 48 (%36.36) yanlis
anlamli mutasyon saptamislardir ve bunlardan 33 tanesi S249C kodonunda ve 8 tanesi
A248C kodonunda oldugunu belirtmislerdir. (Billerey C. vd 2001). Van Rhijn BWG ve
ark.’lar1 12 iireteliyal papillom ve 79 pTaG1 tiimorlii olgulardan 77 tanesinde (49 tanesi
S249C, 7 tanesi A248C) yanlig anlamli mutasyon saptamislardir (Van Rhijn BWG vd
2002).

Kimura ve ark.’lar1t 81 THK’lu (diisiik derece veya siiperfisial mesane karsinomu)
olgunun 25’inde nokta mutasyonu saptamiglardir ve bu nokta mutasyonlarinin 2 tanesi

A248C kodonunda, 11 tanesi S249C kodonunda oldugunu gézlemlemislerdir.

Bizim calismamizda da 56 olgunun 7’sinde (%12.5) A248C ve 28’inde (%50)
S249C, 3’linde (%5.4) T375C kodonlarinda yanlis anlamli mutasyon saptanmis olup bu

oran literatiirdeki diger ¢alismalar1 desteklemektedir.



Mesane ve diger kanser olgularinda yapilmis calismalarda en ¢ok gozlenen
mutasyonun S249C’de olmasinin yani sira, tanatoforik dizplazili olgularda bu
mutasyonun daha az goézlendigi (62 olguda 7 mutasyon, %11.5) ve bu sendromda
cogunlukla A248C mutasyonu oldugu gézlemlenmistir (62 olguda 26 mutasyon, %42)

(Bonaventure J vd, basilmamuis data).



4. SONUC

Bu calisma kapsamina alinan 56 adet mesane transizyonel hiicre karsinomunun
14 tanesi (%25) pTa, 23 tanesi (%41,1) pTl, 19 tanesi (%33,9) pT2 olarak
evrelendirilmistir. Ayrica 56 olgunun 5 tanesi (% 8.9) G1, 25 tanesi (% 44.6) G2, 26
tanesi (% 46.4) G3 olarak derecelendirilmistir.

FGFR3 geni ekzon 7 A248C kodonundaki yanlis anlamli mutasyon DNA
izolasyonu, PZR ve Hae II restriksiyon enzim kesimi sonuglarina gére 56 olgunun

7’sinde (%12.5) belirlenmistir.

FGFR3 geni ekzon 7 S249C kodonundaki yanlis anlamli mutasyon DNA
izolasyonu, PZR ve Tse I restriksiyon enzim kesimi sonuglarina goére 56 olgunun
28’inde (%50) belirlenmistir. Toplam 7 kadin olgudan 1 tanesi normal olup 6 tanesi
(%85.7) heterozigot mutant olarak, 49 erkek olgudan 27 tanesi normal olup 22 tanesi
(%44.9) heterozigot mutant olarak saptanmistir. Bu sonuca gore cinsiyet ile S249C
mutasyonu varlig1 arasinda kadin olgularda daha fazla tespit edilme egilimi gozlemlense
de istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. Ayrica mesane kanserlerinde en ¢ok
siklikla gozlemlenen FGFR3 geni ekzon 7 S249C kodonundaki yanlis anlamli
mutasyonu arastirilan diger mutasyonlara gore bu calismada da en fazla sayida

saptanmig ve literatiir ¢caligmalarin1 desteklemektedir.

FGFR3 geni ekzon 10 G372C kodonundaki yanlis anlamli mutasyon DNA
izolasyonu, PZR ve DNA dizi analizi ile aragtirllmistir ve 56 olgunun hi¢ birinde

belirlenmemistir.

FGFR3 geni ekzon 10 G372C kodonundaki yanlis anlamli mutasyon DNA
izolasyonu, PZR ve DNA dizi analizi ile arastirilmistir ve 56 olgunun 3’linde (%5.3)

belirlenmistir.

FGFR3 genindeki ekzon 7 A248C, S249C ve ekzon 10 G372C ve T375C mutasyon
sonuclar tek tek ve toplu olarak degerlendirildiginde daha 6nce yapilmis calismalardan
farklr olarak tiimor evresine ve derecesine gore homojen dagilimli oldugu saptanmustir.
Ancak daha fazla sayida erken evre ve diisik derece tiimor Orneginin arastirma

kapsaminda degerlendirilmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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