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Kalitsal Kolorektal Kanser Tanili Hastalarin APC, MLH1
ve MSH2 Mutasyonlarinin Arastiriimasi: Tek Merkez
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Investigation of APC, MLH1 and MSHZ2 Mutations in Patients with Hereditary
Colorectal Carcinoma: A Single Center Experience
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Amag: Kolorektal kanser (KRK) diinyada en sik gorilen Gglinci
kanserdir. Tum KRK'lerin yaklasik %5-6'si germline mutasyonlar
sonucunda ortaya cikmaktadir. Ailesel KRK'lerin daha etkin
yonetilebilmesi icin  gen panelleri ile mutasyon taramasi
yapllmaktadir. Bu calismada herediter polipozis koli tanil
hastalarda APC ve herediter non-polipozis koli tanili hastalarin
MLH1/MSH2 genlerinde mutasyon taramasi yapilmis, tespit
edilen mutasyon dagilimlari ve 6zellikleri incelenmistir.

Yoéntemler: Calismaya Tirkiye genelinden 152 polipozis koli,
123 non-polipozis koli hastasi dahil edilmis olup, APC, MLH1 ve
MSH2 gen analizleri degerlendirilmistir.

Bulgular: Ailesel polipozis koli tanili hastalarin 39'unda (%25)
APC geninde, herediter non-polipozis koli tanili hastalarin
24'(inde (%18,8) MLH1 ya da MSH2 genin de mutasyon tespit
edilmistir. Tespit edilen mutasyonlardan APC genindeki 5, MLH1
geninde 2, MSH2 genindeki 2 varyant patojenik/olasi patojenik
degerlendiriimis  olup literatirde daha 0Once bildiriimemis
varyantlardir.

Sonug: Bu calisma tlkemizde ailesel KRK'lerin molekdiler genetik
etiyolojilerinin ortaya konuldugu en kapsamli calismadir. Ailesel
KRK etiyolojisinin ortaya konulmasi ile mutasyon tespit edilen
ailelerde kapsamli genetik danisma alabilmesine ve hasta/
asemptomatik bireylerin ailesel kanser yonetim rehberlerine
uygun takip edilebilmesine imkan saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Herediter kolon kanseri, APC, MLHIT,
MSH2, mutasyon

Abstract

Aim: Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in
the world. About 5-6% of all CRCs have a hereditary inheritance
related with germline mutations. Mutation screening is carried
out with gene panels for CRCs to manage family against to CRCs
more effectively. In this study, mutation screening was performed
by sequencing of APC in patients with hereditary polyposis coli
and of MLH1/MSH2 in patients with hereditary non-polyposis
coli and the detected mutation distributions and their properties
were investigated.

Methods: One hundred-fifty two patients with hereditary
polyposis coli and 123 patients with hereditary non-polyposis coli
were included to the study from Turkey and APC, MLH1 and
MSH2 analysis were performed.

Results: Thirty nine (25%) patients with hereditary polyposis
coli and 24 (18.8%) patients with hereditary non-polyposis coli
had mutation in APC and MLH/MSH2, respectively. Among the
evaluated as pathogenic/likely pathogenic variants, 5 of them in
APC, 2 of them in MLH1 and 2 of them in MSH2 have not been
previously reported in the literature.

Conclusion: This study is the most comprehensive study
demonstrated that molecular genetic etiology of familial CRC
in Turkey. With the explanation of familial CRC etiology, it will
enable comprehensive genetic counseling and follow-up of
patients/asymptomatic individuals in accordance with familial
cancer management guidelines.

Keywords: Hereditary colorectal cancer, APC, MLH, MSH2,
mutation
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Giris

Kolorektal kanser (KRK) diinyada en sik gorilen Gglincl
kanserdir. Her sene ABD'de 100.000'den fazla olgu
KRK tanisi almaktadir. Tedavi segeneklerinin ¢cogalmasi,
yeni tedavi yaklasimlari ve tarama programlarinin rutine
girmesiyle KRK 61im oranlari %54 lere kadar gerilemistir (1).
KRK'lerin yaklasik %5-6'sI germline mutasyonlar sonucunda
ortaya ¢ikar ve bu grup herediter KRK sendromlari olarak
adlandirilir (2). Bu grubun icerisinde antigen-presenting
(APC) ile iliskili ailesel adenomatdz polipozis koli (FAR
MIM: 175100), zayrflamis FAP lynch sendromu (LS, MIM:
120435), MUTYH ile iliskili adenomatéz polipozis koli
sendromlari (MAP MIM: 608456) bulunmaktadir.

LS; mikrosatellit instabilite KRK'ye eslik eden gastrik
kanser, kadinlarda endometrium kanseri ile karakterize
otozomal dominant bir kalitsal kanser sendromudur (3).
FAP ise kolon ve rektumda binlerce adenématéz polip ile
karakterize otozomal dominant gecisli bir hastaliktir. FAP'de
KRK disinda ekstrakolonik klinik bulgularda gorulebilir.
Ozellikle gastrik veya duodenal polipler, desmoid tiimérler,
tiroid ve beyin tumorleri, retina pigment epitelinin
hipertrofisi, fazla dis, osteoma ve epidermoid Kkistler
gorulmektedir (4). LS, tim KRK olgularin yaklasik %2-
3'Unu olustururken FAP ise yaklasik %1'ini olusturmaktadir
(2). LS'de monoallelik germline mutasyonlar mismatch
(yanhs eslesme) tamir (MMR) genlerinde (MLH1, MSH?2,
MSH6, PMS2 ve EPCAM/TACSTDT) gorilmektedir. FAP
klinigine ise germline monoallelik APC mutasyonlari neden
olmaktadir (5). GUnimuzde National Comprehensive
Cancer Network'un (NCCN) yayimladigi kriterlere gore
hastalarin klinik, aile 6ykUsi ve histopatolojik bulgulari
degerlendirilerek yukarida ifade edilen genler ve bunlarin
yaninda bu hastaliga neden olabilecedi disinilen aday
genlere yonelik analizler yapiimaktadir (6).

Kalitsal KRK sendromlarin tani, tedavi ve takibinde bircok
bransin yer aldigi multidisipliner yaklasimlar gerekmektedir.
Bu sendromlarin tespit edilebilmesi, hastalik ortaya ¢ikan
bireylerde uygun tedavinin ve takiplerin planlanmasina,
hastalik ortaya cikmadiysa kanseri énlemek icin uygun
takip ve asemptomatik doénemde midahale etme firsati
sunar. Bunun neticesinde mutasyona sahip ailelerde
mortalite ve morbiditenin oranlari dustraldr (2,3).

Bugline kadar Turkiye'de herediter polipozis koli ve
non-polipozis koli tanili hastalarin tanilarinin molekdler
genetik yontemlerle dogrulandidi  genis calismalar
yapllmamis olup belirtilen genlerdeki mutasyon siklig,
dagiim bolgeleri ve 6zellikleri hakkinda literatlrde yeterli
veri bulunmamaktadir. Bu calismada Ulkemizde herediter
polipozis koli ile takip edilen hastalarda APC geninde
mutasyon sikligi ve mutasyon cesitlerinin dagilimi; herediter
non-polipozis koli ile takip edilen hastalarda ise MLHT ve
MSH?2 genlerinde mutasyon sikligi ve mutasyon cesitlerinin
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dagilimini saptamak ve bunlarin klinik takipleri tGzerindeki
etkilerini tartismak ve bu bilgilerin literattre kazandiriimasi
amaclanmistir.

Yontemler

2018-2020 yillari arasinda Saglik Bilimleri Universitesi
Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu, Genetik Hastaliklar Tani Merkezi'ne APC,
MLHT1 ve MSH2 genlerinin dizi analizlerini yaptirmak
amaciyla ydnlendirilen hastalarin dosyalari incelenmis
olup, sonuclar retrospektif olarak dizenlenmistir. Bu
calisma Saglk Bilimleri Universitesi Haseki Egitim ve
Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (tarih: 10.06.2020) (dosya
numarasi: 2020-75). Genetik Hastaliklar Tani Merkezi'ne
numunesi yonlendirilen hastalarin  tamamindan onam
formu alinmisti. APC geni analizi 152 herediter polipozis
tanili hastada, MLH1/MSH2 gen analizleri ise 127
herediter non-polipozis koli tanili hastada yapilmistir. Tdm
hastalardan Uretici firmanin Onerileri géz dnlne alinarak
DNA izolasyonu yapilmistir (QIAamp DNA blood Maxi kit,
Qiagen, Hilden, Almanya). APC, MLH1 ve MSH2 genlerinin
amplifikasyonu amaciyla Primer 3 programinda tasarlanan
primerler (talep olmasi halinde dizileri paylasilacaktir),
PrimerBlast programinin onerilerine gore amplifikasyon
gerceklestirildi. Sekans reaksiyonlarinda BigDye 3.1 (Life
Technologies, CA, ABD) kullanildi, ardindan ABI-3730xl
kapiller dizi cihazinda (Life Technologies, CA, ABD)
yarGtuldd. Sonuclar SeqScape V3 programinda analiz
edildi (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Elde edilen varyantlar ACMG 2015 kriterleri 1siginda
benign, muhtemel benign, klinik &nemi bilinmeyen,
muhtemel patojenik ve patojenik olmak lzere 5 baslikta
siniflandirildi (7). Herhangi varyant bulunamayan veya
benign ve/veya muhtemel benign olarak siniflandirilan
varyantlar bu calisma icerisinde tartisiimadi ve diger
varyantlar ~ olarak  adlandirlan  havuzunun icinde
degerlendirilerek istatistikler yapildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen toplam 275 hastadan, 112'si
kadin 163U erkekti. Bu hastalardan 152'sine APC analizi,
kalan 127 hastaya ise MLH1 ve MSHZ2 analizi yapildi.
38 herediter polipozis tanili hastalarda klinik tabloyu
aciklayabilecek APC mutasyonu saptanirken, 24 herediter
non-polipozis koli tanili hastada klinik tabloyu aciklayabilecek
MLH1/MSH2 mutasyonu saptandi. Calismanin tasarimi ve
bulgularin 6zeti Sekil 1'de gosterilmistir.

Herediter polipozis koli hastalar ve APC analizi

APC ile iliskili polipozis koli sendromu tanisi alan
hastalarin 12'si erkek, 26'si kadindi. Erkek hastalarin
yas ortalamasi 38,3316,24 iken kadinlarda bu ortalama
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(n=275)
Polipozis koli Nonpolipozis koli
(n=152) (n=123)
APC varyant MLHI/MSH?2
analizi varyant analizi
Patojenik/ Klinik 6nemi . Patojenik/ Klinik énemi i
Fip . Diger = s Diger
Olasi patojenik bilinmeyen “110 Olas1 patojenik bilinmeyen i
(1=39) (=3) =L (n=24) (n=9) S
Sekil 1. Calismanin tasarimi, dahil edilen hastalar ve sonuglarinin 6zeti
34,26+2,95 idi. Herediter polipozis koli tanili 152 hastadan Tartigma

yapllan APC analizinde hastalarin 41'inde hastalikla iliskisi
olabilecek varyant bulundu. Bunlarin 38'inde (%25,6)
patojenik/olasi patojenik, 3'Unde (%0,01) klinik Snemi
belirsiz varyant saptandi. Kalan 110 (%72,3) hastada ise
herhangi bir varyant saptanmadi ya da saptanan varyant
benign olarak degerlendirildi. Herediter polipozis koli tanili
hastalarin demografik ¢zellikleri ve APC mutasyonlarinin
analizi sonuclari Tablo 1'de gosterildi.

Herediter non-polipozis koli hastalari ve MLH1/
MSH2 analizi

Herediter non-polipozis koli tanisi alan erkek hastalarin
yas ortalamasi 38,3316,24 iken kadinlarda bu ortalama
34,26+2,95 idi. Herediter non-polipozis koli tanili 127
hastadan yapillan MLHT ve MSH2 analizinde hastalarin
24'Gnde (%18,8) patojenik/olasi patojenik, 9'unda
(%0,07) klinik 6nemi belirsiz varyant saptandi. Kalan 94
(%74) hastada ise herhangi bir varyant saptanmadi ya da
saptanan varyant benign olarak degerlendirildi. Herediter
non-polipozis koli tanisi alan hastalarin 17’si erkek, 16s
kadindi. MLH1 geninde 10 patojenik/olasi patojenik, 3
klinik 6nemi bilinmeyen varyant tespit edilirken, MSH2
geninde 13 patojenik/olasi patojenik, 5 klinik 6nemi
bilinmeyen varyant tespit edildi. Herediter non-polipozis
koli tanili hastalarin demografik 6zellikleri ve MLHT gen
analizi sonuclari Tablo 2'de, MSH2 gen analizi sonuclari
Tablo 3'te gosterildi.
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A. Herediter polipozis koli ve APC analizi

TUmOor stpresdr gen olarak islev géren APC genindeki
monoallelik mutasyonlar hastaligin ortaya c¢ikmasina
neden olur. Mutasyon tasiyicisi bir bireyde siklikla ergenlik
veya erken eriskin donemde polipler ortaya ¢clkmaya baslar.
Cerrahi yapilmadigi durumlarda kolonda binler hatta on
binlerce polipten olusan ciddi bir yik meydana gelir ki bu
durumda %90 ve Uzerinde KRK tablosu olusur (3). FAP
hastalarinin en sik 6lim sebebi KRK olup bunu duodenal
ve ampuller adenokarsinomalar takip etmektedir (8). Bu
nedenle FAP tanili bir hastaya total kolektomi yapilmis olsa
bile hayat boyunca gastrointestinal sistem endoskopisi ile
takip edilmelidir (9).

APC geni 5g22.2'de yer alan, primer transkribi
NM_000038.5 olan 15 ekzondan ve 2.843 amino asitten
olusmaktadir. Gen Urlini APC proteini ise 311,8 kd'lik
bir blyUklige sahiptir. Son ekzonu en bilytuk ekzon
olup kodlanan toplam bolgenin 3/4'Gnden fazlasini
olusturmaktadir (10). Su ana kadar APC'de 1200'den fazla
hastalikla iliskilendirilmis patojenik/olasi patojenik varyant
bildirilmistir. Patojenik varyantlar gen boyunca dagimis
olarak bulunurken, bunlar agirlikli olarak genin 5 ucunda
bulunur (11).

APC analizinin yapildi§i genis kohortlara bakildigi
zaman mutasyonlarin cogunlukla cerceve kaymasina neden
oldugu gortlmustdr. Nagase ve ark. (12) 176 mutasyonun
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tanimladigi calismada olgularin 106'sinda cerceve kaymasi
bildirilirken 68’in de nokta mutasyonu tespit edilmistir.
Nokta mutasyonlara ise kendi icinde bakildiginda 57'sinin
non-sense (anlamsiz) mutasyon, 6'sinda missense (yanlis

mutasyonlari tanimlanmistir. Cerceve kaymasi ve non-
sense mutasyonlart ACMG 2015 kriterlerine gdére PVS1
(pathogenic very strong) patojenik olarak siniflandiriimasi
bu mutasyonlarin patojenik veya olasi patojenik olarak

anlamli) mutasyon ve kalan 5‘inde ise splicing (kirpiima) degerlendirilmesi  agisindan  6nemlidir. Bu c¢alismada
Tablo 1. Herediter polipozis koli tanili hastalarin demografik 6zellikleri ve APC mutasyonlarinin analizi

Olgu Yas Cinsiyet Niikleotid degisimi Protein etkisi Yerlesim ACMG Referans
APC1 68 E €.450_453delAGAA p.Glu151Lysfs*18 Ekzon 5 P (26)

APC2 64 K c.531+1 G>A - intron 5 MP (27)

APC3 44 E c531+1 G>A - intron 5 MP 27)

APC4 58 K €.667 delC p.GIn223Lysfs*70 Ekzon 7 MP Yeni mutasyon
APC5 45 K c.847C>T p.Arg283* Ekzon 9 P (28)

APC6 82 E €994 C>T p.Arg332* Ekzon 9 P (29)

APC7 16 K €.1269 G>A p.Trp423* Ekzon 10 | P (30)

APC8 27 K c.1312+1 G>T - intron 10 MP (31)

APC9 41 E c.1312+3 A>G - intron 10 P (32)

APC10 42 K 1660 C>T p.Arg554* Ekzon 14 | P (33)

APC11 41 K c.1690C>T p.Arg564* Ekzon 14 P (32)

APC12 31 K c.1690C>T p.Arg564* Ekzon 14 P (32)

APC13 66 K c.1743+1 G>T - intron 14 MP (34)

APC14 58 E c.1743+1 G>T - intron 14 | LP (34)

APC15 25 K c.1748 C>A p.Ser583* Ekzon 15 LP (35)

APC16 30 K c.1748 C>A p.Ser583* Ekzon 15 LP (35)

APC17 31 K c.1748 C>A p.Ser583* Ekzon 16 LP (35)

APC18 17 E €.2222A>G p.Asn741Ser Ekzon 16 KOB (36)

APC19 50 K €.2249insC p.Ser751llefs*5 Ekzon 16 MP Yeni mutasyon
APC20 28 E €.2249insC p.Ser751llefs*5 Ekzon 16 MP Yeni mutasyon
APC21 24 K €.2896dupA p.Ser966Lysfs* Ekzon 16 MP Yeni mutasyon
APC22 24 K €.2896dupA p.Ser966Lysfs* Ekzon 16 MP Yeni mutasyon
APC23 52 E €.3220A>G p.Thr1074Ala Ekzon 16 KOB (32)

APC24 40 E €.3324_3325insAA p.Gly1109Lysfs*18 Ekzon 16 MP Yeni mutasyon
APC25 29 K €3340 CT p.Arg1114* Ekzon 16 P (37)

APC26 22 K €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC27 51 E €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC28 29 E €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC29 6 E €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC30 30 K €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC31 14 K €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC32 20 E €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC33 16 K €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC34 33 K €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC35 30 K €.3927_3931del AAAGA p.Glu1309Aspfs*4 Ekzon 16 P (38)

APC36 15 K €.4391_4394 delAGAG p.Glu1464Valfs*8 Ekzon 16 P (39)

APC37 19 E €.4391_4394 delAGAG p.Glu1464Valfs*8 Ekzon 16 P (39)

APC38 20 E c.4688 delT p.Leu1563Hisfs*2 Ekzon 16 MP Yeni mutasyon
APC39 24 K c.4688 delT p.Leu1563Hisfs*2 Ekzon 16 MP Yeni mutasyon
APC40 62 K c.4688delT p.Leu1563Hisfs*2 Ekzon 16 MP Yeni mutasyon
APC41 42 K €.7399C>A p.Pro2467Thr Ekzon 16 KOB (40)
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Tablo 2. Herediter non-polipozis koli tanili hastalarin demografik 6zellikleri ve MLH1 (NM_000249) mutasyonlarinin analizi

Olgu Yas Cinsiyet Niikleotid degisimi Protein etkisi Yerlesim ACMG Referans
ML1 39 K c.289 T>G p.Tyr97Asp Ekzon 3 KOB (18)

ML2 26 E €289 T>G p.Tyr97Asp Ekzon 3 KOB (18)

ML3 32 K €293 G>C p.Gly98Ala Ekzon 3 KOB (17)

ML4 45 K c.589 C>T p.GIn197* Ekzon 8 P Yeni mutasyon
ML5 41 K €676 C>T p.Arg226* Ekzon 8 P (41)

ML6 44 K C.677G>A p.Arg226GlIn Ekzon 8 P (23)

ML7 55 E c.677G>A p.Arg226GIn Ekzon 8 P (23)

ML8 63 E C.728A>G p.Asn243Ser Ekzon 9 KOB (19)

ML9 23 K €.790+1G>A - intron 9 P (32)

ML10 54 K c.1649 T>C p.Leu550Pro Ekzon 14 P (42)

ML11 28 K €.1690_1693 delCTCA p.Leu564Phefs*26 Ekzon 15 P (23)

ML12 45 E c.1752_1765 del14 p.Ala586Argfs*2 Ekzon 16 MP Yeni mutasyon
ML13 32 E .1852_1854 delAAG p.Lys618del Ekzon 16 P (43)

ML14 63 E €.1852_1854delAAG p.Lys618del Ekzon 16 P (43)

ML15 51 E ¢.1852_1854delAAG p.Lys618del Ekzon 16 P (43)

Tablo 3. Herediter non-polipozis koli tanili hastalarin demografik 6zellikleri ve MSH2 (NM_000251) mutasyonlarinin analizi

Olgu Yas Cinsiyet Niikleotid degisimi Protein etkisi Yerlesim ACMG Referans

MS1 26 K C.244A5T p.Lys82* Ekzon 2 P (44)

MS2 45 E c.433A>G p.lle145Val Ekzon 3 KOB (24)

MS3 46 E c.435T>G p.lle145Met Ekzon 3 KOB (23)

MS4 41 E c435T>G p.lle145Met Ekzon 3 KOB (23)

MS5 44 E ¢.801_802delTT p.Ser268llefs* 15 Ekzon 5 MP Yeni mutasyon
MS6 16 E c.970 C>G p.GIn324Glu Ekzon 6 KOB Yeni mutasyon
MS7 40 E 1165 C>T p.Arg389X Ekzon 7 P (45)

MS8 53 K .1565_1568delACTT p.Tyr522Phefs*3 Ekzon 10 | P (46)

MS9 43 E c.1565_1568delACTT p.Tyr522Phefs*3 Ekzon 10 P (46)

MS10 24 K c.1609delA p.Asn538Thrfs*5 Ekzon 10 MP Yeni mutasyon
MS11 23 E c.1787A>G p.Asn5965er Ekzon 12 KOB (25)

MS12 16 E c.2074 G>A p.Gly692Arg Ekzon 13 P (47)

MS13 28 E c.2074 G>A p.Gly692Arg Ekzon 13 P (47)

MS14 26 K €.2074 G>A p.Gly692Arg Ekzon 13 P (47)

MS15 37 K c2131 CT p.Arg711X Ekzon 13 P (48)

MS16 50 K €.2362dupA p.Thr788Asnfs* 11 Ekzon 14 P (49)

MS17 10 K C.2634+5G>C - intron 15 P (50)

MS18 39 K €.2634+5 G>C - intron 15 | P (50)

saptadigimiz 38 varyanttan 22'si cerceve kaymasina
neden olurken, 13'G nokta mutasyonu kalan 6'si ise
splicing mutasyonuydu. Nokta mutasyonlarinin icerisinde
10 mutasyon ile non-sense en sik gorilendi. Elde ettigimiz
veriler literatlr bilgi ise ile birebir ortlismekteydi. APC
geninde en sik gorilen patojenik varyant ise 16. ekzonda
bulunan ¢.3927_3931delAAAGA, p.Glu1309AspfsTer4
calismamizda mutasyon tespit edilen 38 hastadan 10"unda
(%26,3) mevcut olup en sik tespit edilmis mutasyondur

(3).

Calismada en az gorilen mutasyon cesidi missense
mutasyonlar olup bunlarin tamami ACMG 2015 kriterlerine
gore klinik 6nemi bilinmeyen olarak siniflandirilmistir.
Elde edilecek daha genis aile hikayesi, varsa KRK pozitif
olgularda APC analizi, tespit edilen mutasyonlara iliskin
fonksiyonel calismalar yapilmasi ve varyantlarin benign
ya da patojenite acgisindan degerlendiriimesi daha
saghkli siniflama yapilmasina katki saglayacaktir.  Bu
mutasyonlardan in silico algoritmalara gére c.3220A>G
polimorfizm olarak deg@erlendirilirken ¢.2222A>G ve
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€.7399C>A hastalik yapici olarak degerlendirilmistir (13).

Bu calismada saptanan 5 varyant daha dnce literatiirde
bildirilmemisti. ACMG 2015 kriterleri 1siginda bu varyantlar
degerlendirildiginde timi muhtemel patojenik olarak
siniflandinlldi. Bes varyanttan 2'si <2 baz insersiyonu,
2'si tek baz delesyonu kalan bir mutasyon ise tek baz
duplikasyonu olup bu mutasyonlarin tamami cerceve
kaymasina neden olmaktadir. /n silico analizlerde hasar
verici ve tolerans diizeyinin duslk olmasi, mutasyonlarin
genin yuksek korunmus bdlgesinde yer almasi benzer
sekilde fenotipe yol agmasini destekleyici faktorlerdendir
(13).

Herediter polipozis koli én tanili 110 hastada APC
geninde klinigi aciklayabilecek herhangi bir varyant tespit
edilememisti. APC geninin dizi analizinde hastalarin
%90ina tani konulurken, blylk delesyon/duplikasyon
analizleri neticesinde yaklasik %8-12 oraninda tani
konulmaktadir. Bu ¢alismada dizileme yapilmis olup APC
genini ilgilendiren blyuk delesyon/duplikasyonlarin tespit
edilebilmesi mimkin degildir. Bu nedenle klinik slphesi
kuvvetli olan olgulara MLPA ya da ylksek ¢6zUnUrliklu
array ile analiz yapiimalidir (3). Bunun disinda literatlrde
herediter polipozis ile takip edilen hastalarin %20-30'unda
APC geninde mutasyon tespit edilememektedir. Bu bir
kisminda MUTYH geninde mutasyonlar bildirilmis olup
MUTYH iliskili polipozis koli (MAP) tanisi almislardir (14).

B. Herediter Non-polipozis Koli ve MLH1/MSH2
analizi

LS, herediter KRK sendromlari icerisinde en sik
gorilen alt tip olup tim KRK olgularin yaklasik %2-
3'Un0  olusturmaktadir (14). Bu sendrom otozomal
dominant kalitim modeline sahiptir. KRK yani sira
endometrium kanseri, mide kanseri, over kanserleri de
ortaya cikabilmektedir. Germline mutasyonlar mismatch
tamir (MMR) genlerinde MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ve
EPCAM/TACSTD1'de gériilmektedir (3).

MLH1

3p22.2 bolgesinde yer alan MLHT geni yaklasik 57 kb
buyukliglinde olup kodlanan 19 ekzon toplam 756 amino
asitten olusmaktadir (15). Bugline kadar 700'den fazla
germline mutasyon bildirilmistir. Bunlardan yaklasik %5-
10"u delesyon/duplikasyonlardan olusmaktadir (16). Ayrica
dokularda MLHT'in metilasyonu ile somatik heterozigosite
kaybi da olgularin yaklasik %0,6'sinda gésterilmistir. Mlh1
proteini PMS2 gen Urlnu ile birlikte dimerize olarak DNA
polimeraz, tek zincir DNA baglanma proteini (RPA), hiicre
proliferasyonu nikleer antijen (PCNA), helikaz gibi MMR'de
gorevli proteinlerin baglanmasini koordine eder (3). Bu
calismada herediter non-polipozis koli ile takip edilen
hastalardan 15‘'inde MLHT geninde varyant bulunmustur.
Bu varyantlardan 11'i patojenik/olasi patojenik, kalan
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4'G ise klinik dnemi bilinmeyen olarak siniflandiriimistir.
Tespit edilen 2 patojenik varyant ise daha 6nce literatiirde
bildirilmemistir.

MLH1 geninde 4 hastada toplam 3 farkl missense klinik
onemi belirsiz varyant saptanmistir. Dominguez-Valentin ve
ark. (17) c.289 T>G degisimini ve Tunca ve ark. (18) ¢.293
G>C degisimini in silico analiz programlarina dayanarak
hastalik yapici etkileri oldugunu 6ne strmastir. Ancak
ACMG 2015 kriterlerine gére hastalik yapici etkileri lehine
yeterli kanit bulunamamistir. MLHT geninde saptanan
c.728A>G degisimi ise daha 6nce ClinVar veri tabaninda
bildirilmis olup hasta veya degisiminin etkileri hakkinda
yeterli veri paylasiimadigindan klinik énemi belirsiz varyant
olarak siniflandirildi (19).

¢.589 C>T ve ¢.1752_1765 del14 varyantlari literatlrde
daha 6nce bildirilmemis olup ACMG 2015 kriterlerine gére
muhtemel patojenik olarak siniflandiriimistir. ilk mutasyon
neticesinde erken durdurma kodonu, ikinci mutasyonda
cerceve kaymasl buna bagl olarak iki kodon sonrasinda
erken durdurma kodonu meydana gelmesi nedeniyle
guduk protein ortaya ciktigi dustintlmektedir. Bunun yani
sira bu bolge evrimsel slirecte yiksek derecede korunmus
bir bodlge olmasi nedeniyle bu noktalarda olabilecek
mutasyonlarin tolere edilme ihtimali olduk¢a dustktir
(13).

MSH2

MSH2 geni 2p21p16 yer alir, kodlanan 16 ekzonu
olup gen Urlind toplam 934 aminoasitten meydana
gelir (20). Bu gende literatlirde bildirilmis 170'den fazla
mutasyon bulunur ve bunlarin yaklasik %20'si ekzonik/
multiekzonik delesyonlardir (11). MSH2 gen Uriind MSH2
MMR proteinlerinden MSH6 veya MSH3 ile heterodimer
olusturarak yanlis eslesmeleri tespit eder. Bu calismada
herediter non-polipozis koli ile takip edilen hastalardan
18'inde MSH2 geninde varyant bulunmustur (3). Bu
varyantlardan 14U patojenik/olasi patojenik, kalan 4'G
ise klinik 6nemi bilinmeyen olarak siniflandiriimistir. Tespit
edilen 2 olasi patojenik ve klinik 6nemi bilinmeyen bir
varyant ise daha 6nce literatlrde bildirilmemistir.

c.433A>G ve c435T>G degisimleri sonucunda 145.
pozisyondaki izoldsin amino asidinin sirasiyla valin ve
metiyoninde degismesine neden olmaktadir. Literatiirde bu
varyantin MLH1 geni Uzerinde fonksiyon bozucu bir etkisi
gosterilememekle beraber herediter non-polipozis kol
hastada gosterilmistir (21-24). ¢.1787A>G degisikligi LS 6n
tanili hastalarda saptanmis ancak benzer klinik bulgulari
olan diger aile bireylerinde bu varyant tespit edilememis,
bu nedenle aile ici segregasyon uyumsuzlugu sebebiyle
klinik 6Gnemi belirsiz olarak siniflanmistir (25).

MSH2 geninde tespit edilmis olan 3 varyant literatiirde
daha 6nce bildirilmemistir. ACMG 2015 siniflamasina gore
bunlardan ikisi (c.801_802delTT ve c.1609delA) muhtemel
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patojenik olarak degerlendirilirken diger varyant (c.970
C>G) ise klinik 6nemi bilinmeyen olarak siniflandirilmistir.
Muhtemel patojenik olan her iki varyantta cerceve
kaymasina sebep olarak gudik protein olusmasiyla
sonuclandidi distnilmektedir (13).

Herediter non-polipozis koli, herediter KRK tanili
hastalarda MLH1 ve MSH2 genlerinin hem dizileme hem
de delesyon/duplikasyon analizi ile hastalarin yaklasik
%90'Inda mutasyon tespit edilebiliyor. Kalan kisim icin
ise dagihim MSH6'da %7-10, PMS2'de <%5, EPCAM'da
<%1 seklindedir. Bu gorllen oranlarin sadece dizileme
teknolojileri ile tespiti mimkin degildir. Bu genlere yonelik
blyUk delesyon/duplikasyon analizleri Onerilmektedir.
MLH1'de %5-10, MSH2'de >%20, MSH & <%5, EPCAM
%100 oraninda bu analizler neticesinde mutasyon
saptanabilmektedir (3). Calismamizda 94 hastada herhangi
bir mutasyon saptanamadiginda yukarida belirtilen bilgiler
isiginda kalan genlerin hem dizileme hem de delesyon/
duplikasyon acisindan analiz edilmesi gerekmektedir.

Sonug¢

Gelisen dizileme teknolojileri, tanimlanan yeni genlerin
yani sira kanser genetigindeki yeni ¢alismalar ve yaklasimlar
taninin - molekller olarak dogrulanmasi  gerekliligini
ortaya koymustur. Herediter KRK tanisinin dogrulanmasi
ve mutasyonun tespit edilebilmesi multidisipliner hasta
yonetiminin daha basarili olmasi, tibbi genetik uzmanlarinin
daha dogru ve kapsayici genetik danisma vermesine imkan
saglayacagr ve bu durumunda mortalite ve morbiditenin
dislrtlmesine katki sunacagdi distndlmektedir.

Finansal Destek: Yazarlar tarafindan finansal destek
almadiklan bildirilmistir.
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