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ARASTIRMA

Elazig Bolgesinde Attenue Familyal Adenomat6z Poliposis
coli (AFAP) Olgularinda APC Gen Mutasyonlarinin
Arastinlmasi "

Amagc: Kolorektal kanserlerin (KRK) %1°i ailesel o6zellik gdéstermekte ve bunlar familyal
adenomat6z polipozis (FAP) sendromu olarak adlandiriimaktadir. FAP gelisiminden sorumlu
mutasyonlar siklik sirasina gére APC, MUTYH ve POLD1 ile POLE genlerinde gordlir. Yapilan bu
galismada, kolonoskopik iglemlerde 10 veya Uzeri polip (10 polip ile 100 polip arasi) saptanan ve
ailesinde polipozis koli veya KRK &ykiisu olan hastalari attenuated FAP olarak siniflandirarak, bu
hastalarda FAP patogenezinde en etkili gen olan APC genindeki olasi mutasyonlarin etkisinin
arastiriimasi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Hastalardan 2 mL, (EDTA’lI Hemogram tiipiine) kan érnegi alindi. izole edilen
DNA orneklerinde APC geninin AFP ile ilgili mutasyon ve polimorfizimleri en ¢ok siklikta
bulundurdugu belirlenen 1,2,3,4,5,9. eksonlari ve 15. eksonun 3' son kisminda 1000 baz iftlik
kismi dideoksinikleotid (Sanger) yontemi ile sekanslanarak genetik varyasyonlar agisindan
degerlendirildi.

Bulgular: Galismaya 217 (%70) erkek ve 9'u (%30) kadin toplam 30 hasta alindi. Hastalarin yas
ortalamasi 43.8+13.0 yildi. Calismaya katilan hastalarin ailelerinde en erken polip goériilme yas! 20,
en erken KRK gelisim yas! ise 40 olarak bulundu. Calismaya katilanlarin 18°inde (%60) ailede KRK
Oykusu mevcuttu. Calismaya katilan 30 bireyin DNA o6rneklerinde, ¢alisilan APC geninin
mutasyonlarinin hi¢ birisine rastlanmadi.

Sonug: Attenuted FAP hastalarnmizda APC gen mutasyonlari saptanmadi. Bu hastalarda,
attenuated FAP sendromuna yol agan diger genler olan MUTYH geni ile POLD1 ve POLE genleri
galisilarak, FAP sendromuna neden olan genin saptanmasi gerekmektedir ve bu noktada ileri
galismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Attenuated familial adenomat6z polipozis, APC geni, gen analizi

Investigation of APC Gene Mutations in Attenuated Familial Adenomatous
Polyposis Coli Cases in Elazig Region

Objective: Colorectal cancers (CRCs) are represent familial characteristics at a rate of 1% and are
called familial adenomatous polyposis (FAP) syndrome. Mutations responsible for FAP
development in order of frequency are seen in the APC gene, MUTYH gene, and POLD1 and
POLE genes. We investigated our patients for possible mutations in the APC gene.

Materials and Methods: From the isolated DNA samples, 1% ,2™ 3™ 4™ 5" 9™ exons and 1000
bp on the 3" end of the 15" exon of APC, which were determined to have the highest frequency of
mutations and polymorphisms that are related to AFP were sequenced by dideoxynucleotide
Sanger method and evaluated for genetic variations.

Results: A total of 30 patients, 21 males (70%) and 9 females (30%) were included in the study.
The mean age of the patients was 43.8 + 13.0 years. The earliest polyp development age was 20
and early CRC development age was 40 in the families of the patients participated this study. In
addition eighteen of the participants (60%) had a history of CRC in their family. No mutation was
observed on the studied APC exons in DNA samples obtained from 30 individuals.

Conclusion: APC gene mutations were not detected in our patients. In these patients, other genes
that may cause attenuated FAP syndrome, the MUTYH gene, and the POLD1 and POLE genes,
should be further studied in order to determine the gene or genes that causes the FAP syndrome.
Thus, further investigations are required.

Key words: Attenuated familial adenomatous polyposis, APC gene, gene analysis

Giris
Dunyada her yil 700.000 kisi kolorektal kanser (KRK) nedeniyle hayatini

kaybetmektedir. KRK diinyada en sik gorilen 4. kanser tipi olup (akciger, karaciger ve
mide kanserinden sonra), kanser iligkili Olimlerde 2. sirada yer almaktadir (1).
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Turkiye'de Saghk Bakanhgdi'nin 2007-2008 yillarinda
on iki ildeki kanser kayit merkezi verilerine gore, KRK
gorulme sikligi agisindan tim kanserler iginde %7.8 ile
kadinlarda Gglncl ve %7.5 ile erkeklerde dérdinci
sirada yer almaktadir. Kolorektal kanserlerin yaklasik
%5’i ureme hucrelerinde meydana gelen mutasyonlar
(germline mutasyonlar) sonucu olmaktadir (2). Bir
kisinin 6mir boyu KRK’e yakalanma olasiligi %4.3'tir.
Hastalarin %90 indan fazlasi 50 yas Uzerindedir ve
%75’inde yas haricinde bilinen diger risk faktorleri
yoktur (3). Hastalarin %75’ sporadik olarak ortaya
cikarken %15-20’sinde aile hikayesi, %5’inde herediter
non-polipozis  koli (HNPKK), %Z2’'inde familyal
adenomatdz polipozis (FAP) ve %71’inde iltihabi barsak
hastaligi zemininde KRK gelisir (4).

Familyal adenomatdz polipozis, tim KRK’lerin
%Z21’'inden azini tegkil etmekte olup 1/6850-1/31250
canli dogumda bir gorilir. FAP hastalarinda yasam
boyu KRK gelisme olasiligi %100 olup ortalama KRK
yasl 39'dur (5-6). Kolorektal hastalik yaninda diger
organ ve sistem malignitelerinin de eslik edebildigi
multisistemik bir hastalik olarak kabul edilmektedir (7).
Familyal adenomatdz polipozis, en ¢cok 5921 ve 5q22
kromozomlarindaki APC geni, takiben MUTYH geni ve
POLD1 ve POLE genlerindeki germline mutasyonlar
sonucu olugsmaktadir ve 4. dekatta tim kolon boyunca
yuzlerce, hatta binlerce kiclik adenomatdz polip
gelisimi ile karakterizedir (5). FAP hastalarinin bir
kismi, klasik FAP kliniginden farkli klinik o6zellikler
gOstermektedir ve  “attenuated @ FAP”  olarak
isimlendirilmektedir. Attenuated FAP fenotipi gdsteren
hastalarda, 100'den az sayida, rektumun nispeten
korundugu ve sag kolon agirlikh polipler gorulir.
Attenuated FAP hastalarinda polip olusum ve KRK
gelisimi daha ileri yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (8).

APC geni FAP gelisimine yol agan gen, bir timor
baskilayici gendir ve her iki allelde inaktive olmasi
durumunda adenom olusumu baslar. Allellerden birisi
genetik olarak mutant olup diger allelin somatik olaylar
sonucu hasar goérmesi sonucu APC inaktivasyonu
ortaya ¢ikar. APC geni 15 eksondan olusan bir gen
olup, mutasyonlarin tim eksonlarda g6rulmesine
karsin, ¢cogunlugu 15. eksonun 5" ucundaki ‘mutation
cluster region’ bolgesinden kaynaklanir. APC genindeki
mutasyonun lokalizasyonu, kolon polip sayisi veya
desmoid tumér ve CHRPE mevcudiyetleri ile iliskili
olabilmektedir (9). Attenuated FAP fenotip gelisen
hastalarda yapilan caligmalarda 5" ucunda ekson 15,
ekson 9 ve 3 ucunda, ¢zellikle ekson 3 ve ekson 4’deki
mutasyonlardan kaynaklandigi gézlenmistir (10). APC
geninde germline mutasyonlar yaninda somatik
mutasyonlar da gorilebilmekte ve sporadik KRK
gelismine neden olabilmektedir. APC geninde kolonik
ve ekstra kolonik manifestasyonlarin ortaya c¢iktigi
mutasyonlar Sekil 1’de verilmistir.
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Sekil 1. Attenie ve Klasik FAP olgularinda APC
geninde tespit edilen mutasyonlarin  eksonlar
Uzerindeki dagilimi. Brosens LAA'dan modifiye
edilmigtir (19).

Amerikan Gastroenteroloji Dernegi, 10’dan fazla
kolon adenomatdz polipi olanlarin, ailesinde bir veya
daha fazla sayida adenomatdz polipozis sendromu
olan birey bulunanlarin ve FAP sendromunda gbzlenen
ekstrakolonik malignitesi olan bireylerin
(duodenal/ampliller adenom, desmoid timoér, tiroid
kanseri, epidermoid kist, osteom ve CHRPE) ailesel
polipozis sendromlari agisindan genetik taramasini
dnermektedir (11). indeks vaka digindaki diger aile
bireylerinin taranmasi ve genetik yonden
degerlendiriimesi ile kanser gelisimi ve kanser iligkili
mortalitenin  6niine gegmek mUmkindir (7-12).
Klinigimizde yapilan kolonoskopik islemler ve hasta
takiplerinde ailesel polipozis sendromuna bagli gelisen
KRK vakalari sik goértlmektedir. Turkiye’de FAP sikligi
ve analizi ile ilgili yeterince veri mevcut degildir.

Calismada, yapilan kolonoskopik iglemlerde 10
Uzeri polip saptanarak polipozis koli tanisi alan ve aile
Oykusu de olan hastalar ve FAP nedeniyle operasyon
gecirmis olan hastalarda, FAP patogenezinde etkili
olan APC geninin attenuated FAP gelisiminden
sorumlu eksonlarindaki mutasyonlarin  arastirmasi
hedeflenmisgtir.

Gereg ve Yontem

Calismaya Eylll 2017 ve Haziran 2018 tarihleri
arasinda Gastroenteroloji Endoskopi tnitesinde yapilan
kolonoskopi bulgularina goére 10 (zeri polip saptanan
ve ailesinde kolorektal karsinom o&ykist olan ve
attenuated polipozis koli tanisi alanlar veya FAP
nedeniyle subtotal kolektomi yapilan hastalardan kalan
kolon dokusunun taramasi i¢in basvuran 30 birey dahil
edildi. Calismaya katilan bireylerden 1 tip (2 mL,
EDTA’lI Hemogram tipline) kan o&rnegi alindi ve
calisma yapilincaya kadar —20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 1. Sekans reaksiyonlarinda kullanilan primerler
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Ekson Primer Dizisi ( 5'—3’) Amplikon Boyu
F 5-AACCTTATAGGTCCAAGGGTAG-3"

! R 5'-ACCTCAAGTTTACAAGAGGGAA-3’ 234 bg
F 5-AAATACAGAATCATGTCTTGAAGT-3"

2 R 5"-ACACCTAAAGATGACAATTTGAG-3" 212bg
F 5-GACCCAAGTGGACTTTTCAGG-3’

3 R 5"-ACAATAAACTGGAGTACACAAGG-3’ 423bg
F 5-GAGAAGTTTGCAATAACAACTGATG 3"

4 R 5"-TTATCCTGAATTTTAATGGATTACCT-3" 309 bg

5 F 5-AACCTCACTCTAACTGGACCAA-3’
R 5"-AACAGAGCTGTAATTCATTTTATTCC-3' 497 b
F 5 -AGTCGTAATTTTGTTTCTAAACTC 3’

° R 5" TTTGAAACATGCACTACGAT-3’ 447 bg
F 5-CTTCTCCCACTAGGTCCCAG 3’

15A : : 577 be
R 5'-ACAGTCCTCAATTCTCACCCA-3
F 5 TTTATCAAATGGCACCTGCT-3"

158 R 5 - TGTCACAAGGTAAGACCCAG-3’ 577 bg

DNA Eldesi: Alinan kan 6rneklerinden PureLink
Genomik DNA Kit ile DNA yikama, DNA binding ve
DNA elisyonu yontemleri kullanilarak DNA izolasyonu
yapildi. izolasyon siirecinde ireticinin tavsiye ettigi
prosediirler uygulandi. izole edilen DNAnin saflig,
kalitesi ve konsantrasyonu NanoDrop UV spektrometre
ile 230 nm, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda dlgim
yapilarak belirlendi.

Sekans PCR Reaksiyonlari: Bu galismada APC
geninin AFP ile ilgili mutasyon ve polimorfizimleri en
¢ok bulundurdugu belirlenen 1, 2, 3, 4, 5, 9. eksonlari
ve 15. eksonun 3" son kisminda 1000 baz ciftliklik
kismi sekanslandi. 1. ekson 153 bp, 2. ekson 85 bp, 3.
ekson 202 bp, 4.ekson 109 bp, 5. ekson 114 bp, 9.
ekson 379 bp ve 15. ekson 1000 bp’lik 3" son kismi
Sanger dideoksi zincir sonlanmasi teknidi ile
sekanslandi. Bu eksonlar, uygun primerler ile amplifiye
edilerek agaroz jel elektroforez teknigi uygulandiktan
sonra UV isik altinda goérintilenerek dogrulandi. PCR
reaksiyonu sonrasi uygun amplikonlarin sekanlari
yapildi. Sekans PCR’'inda her bir eksonun
amplifikasyonunda kullanilan primer ciftleri Tablo 1’de
verilmistir.

Ekson 1, Ekson 4, Ekson 5, Ekson 15A ve Ekson
15B icin kullanilan PCR sartlari asagidaki gibi optimize
edilmistir. PCR reaksiyonu, son hacim 25 pL olacak
sekilde gerceklestiriimistir. 2.5 pL 10X Taq DNA
Polimeraz tamponu, 0.5 yL dNTP karisimi, 0.5 pL 10
pmol/ L ters ve duz primerler, 0.125 yL Dream Taq
DNA polimeraz, 18 uL deiyonize su ve 3 pL kalip DNA
ile PCR reaksiyonu hazirlanmigtir. Daha sonra Thermal
cyclerda su program ile amplifikasyon yapilmistir. 94°C
de 5 dk enzim aktivasyonu yapilip, 35 dongu olarak
94°C 30 sn, 55 °C 30 sn ve 72 °C 40 sn uygulanmistir.
Son olarak 72 °C 5 dak inkluibe edilmistir.

Ekson 2, Ekson 3, Ekson 9 i¢in TouchDown PCR
uygulanmistir. PCR sartlari asagidaki gibi optimize

edilmisti. PCR reaksiyonu 25 pL son hacimde
gerceklestiriimistir. 2.5 pL 10X Tag DNA Polimeraz
tamponu, 0.5 pL dNTP karigimi, 0.5 pyL 10 pmol/ pyL
ters ve diz primerler, 0.25 pL Dream Taq DNA
polimeraz, 18 uL deiyonize su ve 3 uL kalip DNA ile
PCR reaksiyonu hazirlanmigtir. Daha sonra PCR
Programi (TouchDown) su sekilde yapilmistir. 94 °C 2
dk, 3 dongu, 94 °C 30 sn, 60 °C 40 sn, 72 °C 30 sn, 3
dongl, 94 °C 30 sn, 58 °C 40 sn, 72 °C 30 sn, 25
doéngu, 94 °C 30 sn, 55 °C 40 sn, 72 °C 30 sn olarak
uygulanmistir.

PCR Piiriifikasyonu: PCR ile istenilen bolgelerin
amplifikasyonu yapildiktan sonra elde edilen PCR
urlnleri sekan 6ncesi purifiye edilmigtir. Pirifikasyon
islemi ExoSAP-it PCR Product Clean up kit (Thermo
Fisher) ile dreticinin talimatlari  dog@rultusunda
yapimigtir. Purifikasyon islemi sonrasinda
saflastinimis PCR Urinleri Applied Biosystem ABI 3130
Sekan cihazinda sekanlanmistir. Sekans sonugclari
Thermo Fisher Variant Analysis Software ile analiz
edilmigtir. Referans dizi olarak APC-201
ENST00000257430.8 kullaniimistir.

Bulgular

Calismaya 21°i (%70) erkek ve 9’u (%30) kadin
toplam 30 hasta alindi. Hastalarin yas ortalamasi
43.8+13.0 yildi. (24-78). Hastalarin 12’si (%40) Bingdl
ili Geng ilgesi, 6's1 (%20) Bingdl ili Solhan ilgesi, 3l
(%10) Elazig ili Palu ilgesi, 2'si (%6) Bingdl ili merkez,
2’si (%6) Elazig ili merkez, 2'si (%6) Tunceli ili, 1’i
(%3) Van ili Ercis ilgesi ve 1 tanesi (%3) Bingdl ili Geng
ilcesi  kokenliydi. Calismaya katilan hastalarin
ailelerinde en erken polip goérilme yasi 20, en erken
KRK gelisim yasi 40 olarak bulundu. Calismaya
katilanlarin  18'inde  (%60) ailede KRK &ykusu
mevcuttu. Polip yayginligi acgisindan
degerlendirildiginde, hastalarin 17 sinde (%57) kolonda
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10 ile 100 arasi polip, 13’tnde (%43) 100°ln Uzerinde
polip oldugu goérdldi.

APC gen mutasyonu c¢alisilan olgularin
higbirisinde 1,2,3,4,5,9. eksonlari ile 15. eksonun 3’
son kisminda mutasyon saptanmadi.

Tartigsma

Bu calismada, kolonoskopisinde 10 Uzeri polip
saptanan ve ailesinde KRK 6ykusu olmasi nedeniyle
FAP tanisi alan hastalar ile FAP nedeniyle subtotal
kolektomi yapilan hastalarda attenuated FAP acisindan
APC geninin 1,2,3,4,5,9. eksonlari ve 15. eksonun 3’
son kisminda 1000 bp’lik kismi PCR reaksiyonu ile
degerlendirildi ve hastalarin higbirisinde bahsi gegen
eksonlarda mutasyon saptanmadi. Bulgularimiz,
attenuated FAP hastalarimizda polip gelisiminden
sorumlu olabilecek diger genler olan MUTYH veya
DNA polimeraz genlerindeki mutasyonlarin mevcut
klinik duruma yol actigini distindiirmektedir (13,14).

Olgular degerlendirildiginde birbirine komsu iki
yerlesim yeri olan Bingdl ili Geng ilcesi ile Elazig ili Palu
ilcesi ve Bingdl ili Solhan ilgesinde kimelenmeler
oldugu gorilmektedir. Bu durum, nispeten kapal olan
toplumlarda, komsu yerlesim merkezlerinden yapilan
evlilikler ile akraba evliliklerinin sik gérilmesi sonucu
genetik kokenli hastaliklara daha sik rastlanmasi
nedeniyle olabilir. Ayrica, ¢cogunlugu 10 ile 100 arasi
polip saptanan bu hasta grubunda ortalama tani yasi
43 olup 24 ile 78 yas aralhiginda goérildugu
saptanmistir. Erken tani alan olgularin, APC geninde
attenuated FAP gelisiminde sorumlu mutasyonlardan
ziyade, klasik FAP olugsumundan sorumlu
mutasyonlardan kaynaklanabilecegi veya daha 6ncede
bahsedilen MUTYH veya DNA polipmeraz genlerindeki
mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikmig olabilecegdi
distndimastar (15). Calismamizda tim APC geninin
taranamamasi 6nemli bir kisithhktir.

Attenua FAP, ailesel polipozis sendromlarinin
farkli bir fenotipik versiyonudur. Yapilan galismalarda
bu farkl fenotipin molekuler mekanizmasi anlasiimaya
calisiimaktadir. Bu tur olgularda altta yatan genetik
mekanizmanin APC geninde bulunan polimorfizim veya
mutasyonlardan kaynaklandigi dusinilse de son
yapillan c¢alismalarda APC geninde bir varyasyon
tasimayan ancak MUTYH geninde tespit edilen yeni
varyasyonlarin bu fenotipin ortaya g¢ikmasinda rol
oynadigi belirlenmistir.

Rouleau ve ark. (16) yayinladiklarn bir olgu
sunumunda, 45 vyasinda bir hastada yapilan
kolonoskopi sonrasinda kolonda 25 polip tespit
Kaynaklar
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etmislerdir. Bu hastaya AFAP teshisi konmus ve
molekiiler analizler yapilmistir. ilk etapta APC geninde
sekans analizi yapilmis ancak bir varyasyon tespit
edilmemigtir. Daha sonra MUTHY geni kantitatif PCR
high resolution melting ile analiz edilmis ve 13.
Eksonda bir germline mutasyonun varligi saptanmistir.
(ekson 13, ¢.1145G>A (p.Gly382Asp)).

Morak ve ark. (17) yaptiklan calismada, APC
mutasyonu negatif olan ve klasik, attenue ve atipik FAP
teshisi alan 215 bireyde, MUTYH gen mutasyonlarini
incelemislerdir. Calisma sonucunda MUTYH genindeki
biallelik mutasyon insidansi %15, monoallelik
mutasyon insidansini %3.7 olarak belirlemislerdir. Bu
calismada 6 yeni biallelik MUTYH mutasyonu ve 2 yeni
monoallelik MUTYH mutasyonu tespit etmiglerdir. 33
adet MUTYH-iliskili polipozis koli olgusundan (MAP),
%57 sinin attenue FAP, %10°unun klasik FAP ve
%18’ini ise atipik FAP oldugunu belirtmislerdir. Sonug
olarak, MUTYH genindeki mutasyonlarin hastaligin
ortaya ¢ikmasinda diger genlerle sinerjistik bir etki
gOsterdigi hipotezini ortaya atmiglardir.

Bir diger calismada Felipe ve ark. (18) klinik
olarak iyi karakterize edilmis 107 adet FAP benzeri
fenotip gosteren hastayi incelemislerdir. Bu hastalarda
APC ve MUTYH mutasyon taramasi yapilmistir. Sonug
olarak, FAP hastalarinda APC mutasyon orani %81,
MUTYH mutasyon orani ise %7 olarak tespit edilmistir.
Attenue FAP hastalarinda ise APC mutasyon orani
%30, MUTYH mutasyon goérilme orani ise %40 olarak
tespit edilmisti. Bu c¢alismanin sonuglarina goére
attenue FAP hastalarinda APC geninden ziyade
MUTYH gen mutasyonlari daha sik gérilmektedir.

Yapilan bu ¢alismada kolonoskopi verilerine gére
attenue FAP teshisi almis hastalarda ilk etapta APC
gen mutasyonlarini  degerlendirdik. Yaptigimiz bu
calismada en oOnemli kisitlayici etken tum APC
eksonlarinin  sekansinin  yapilamamis  olmasidir.
Mutasyon gorilme sikhdi en yiksek olan eksonlar
analiz edilmigtir.

Sonu¢ olarak, attenuated FAP dislnilen
hastalarimizda attenuated FAP gelisiminiden sorumliu
APC mutasyonuna rastlanmamigstir. Literatirden de
goriulecegi Uzere calistigimiz AFAP hasta grubunda
APC mutasyonlarindan ziyade bu fenotipin ortaya
¢tkmasinda MUTYH genindeki mutasyonlarin etkili
olmasi daha muhtemel goérilmektedir. Bundan sonraki
surecte bu hasta grubunda MUTYH, POLE ve POLD1
genlerinin  mutasyonlar acisindan degerlendirilmesi
distnulmektedir.
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