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APC gene analysis in familial adenomatosis polyposis: 3 new mutations in
Turkish population

Familyal Adenomatozis Polipoziste APC geni analizi: Tiirk toplumunda 3
yeni mutasyon
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OZET

GIRIS ve AMAC: Kolorektal kanser (KRK), tiim diinyada en sik goriilen {i¢ kanser tipi arasindadir. KRK
hastalarmnin %10’undan az1 herediter KRK sendromlarini olusturan germline mutasyonlar ile iligkilidir. Bu
hastaliklarin basinda adenomat6z poliple giden ailesel adenomat6z polipoziste (FAP) APC geni mutasyonlari gelir.
Calismamizda Tiirk toplumunda goézlenen APC mutasyonlarinin tipini ve yapisini belirlemeyi amagladik.
YONTEM ve GERECLER: Klinigimize FAP nedeniyle 24 hasta bagvurdu. Bu hastalardan ¢alisma icin periferik
kan 6rnegi alinip, DNA izolasyonu yapildi. Sekanslama islemi Illumina MiSeq sisteminde yeni nesil dizileme
yontemi ile gerceklestirildi. Veri analizleri QIAGEN Clinical Insight (QCITM) iizerinde gergeklestirildi.
BULGULAR: 24 hastanin 6’sinda (%25) patojenik mutasyon tespit edilirken, bir hastada iki farkli patojenik
mutasyon (c.3183 3187delACAAA ve c.163C>T) tespit edildi. ¢.2309C>G(p.S770*) mutasyonu iki kardeste
tespit edildi. Bunlar disinda  ¢.4393 4394delCC(p.S1465fs*3),  ¢.4405_4406dupCA(p.Q1469fs*5),
€.4312delA(p.T1438fs*35), €.3927_3931del AAAGA(p.E1309fs*4) mutasyonlari tespit edildi.
TARTISMA ve SONUC: FAP’mn nedenlerinden olarak en sik APC genindeki mutasyonlar bildirilmistir.
Literatiirde 2000’den fazla mutasyon yer almaktadir. Bizim ¢alijmamizda literatiir ile uyumlu olarak %25
patojenik mutasyon saptandi. Bu mutasyonlardan 1. ekzondaki ¢.163C>T (p.Q55*) ile 16. Ekzondaki
c.4312delA(p.T1438fs*35), c.4405_4406dupCA (p.Q14691s*5), ilk defa bizim ¢aligmamizda bildirilmektedir.
Yeni mutasyonlarm bildirilmesi ile genin 6zellikle 16. ekzon disinda 1. ve 14. ekzonlarinin da 6nemli yer
alabilecegini ve yeni mutasyonlarla genin yapisinin daha iyi anlasilabilecegi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ailesel adenomatoz polipoziste, APC, Yeni mutasyonlar

ABSTRACT
INTRODUCTION: Colorectal cancer (CRC) is among the three most common types of cancer worldwide. Less
than 10% of CRC patients are associated with germline mutations that form hereditary CRC syndromes. APC gene
mutations in the familial adenomatous polyposis (FAP) leading to the adenomatous polyp are at the top of these
diseases. In our study, we aimed to determine the type and structure of APC mutations observed in Turkish society.
METHODS: 24 patients applied to our clinic for FAP. Peripheral blood sample was collected from these patients
and DNA isolated. Sequencing was performed with the new generation sequencing method in the lllumina MiSeq
system. Data analyzes were performed on QIAGEN Clinical Insight (QCITM).
RESULTS: Pathogenic mutation was detected in 6 (25%) of 24 patients, while two different pathogenic mutations
(c.3183_3187delACAAA and c.163C> T) were detected in one patient. The ¢.2309C> G (p.S770*) mutation was
detected in two siblings. In addition, ¢.4393_4394delCC (p.S1465fs*3), ¢.4405_4406dupCA (p.Q1469fs*5),
c.4312delA (p.T1438fs*35), €.3927_3931del AAAGA (p.E1309fs*4) mutations were detected.
DISCUSSION AND CONCLUSION: As the main causes of FAP, mutations in the APC gene have been reported
most frequently. There are more than 2000 mutations in the literature. In our study, 25% pathogenic mutations
were detected in accordance with the literature. Of these mutations, ¢.163C> T (p.Q55%) in exon 1 and c.4312delA
(p.-T1438fs*35) in exon 16, are reported for the first time. With the reporting of new mutations, it is seen that
especially the 1st and 14th exons besides the 16th exon can take place and the structure of the gene can be better
understood with new mutations.
Keywords: Familial adenomatous polyposis, APC, Novel mutations

GIRIS Kolorektal kanser (KRK), tiim diinyada en sik
goriilen {i¢ kanser tipi arasindadir. Genetik ve
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cevresel faktorlerden etkilenen multifaktdriyel
bir hastaliktir (1,2,3). KRK’da bireyler arasi
degiskenligin %35’inden genetik faktorler
sorumludur (4). Birinci derece akrabalarindan
birinde KRK olan kisilerde risk 2 kat artarken,
ayni ailede 2 veya daha fazla kiside KRK varsa,
ailenin diger bireylerinde risk 4 kata ¢ikar (5).
KRK hastalarinin %10’undan azi herediter
KRK sendromlari1  olusturan  germline
mutasyonlar ile iliskilidir (6). Bu herediter
hastaliklar, adenomatdz poliple giden ailesel
adenomatdoz  polipoziste ~ (FAP)  APC
mutasyonlari, Peutz-Jeghers Sendromu’nda
STK11 mutasyonlari, nonpolipozis olarak
Lynch sendromu’nda DNA mismatch tamir
(MMR) genlerindeki mutasyonlarla olusurlar
(6). Bu mutasyonlarin hepsi yiiksek oranda
penetrandir ve KRK acisindan yiiksek risk
olustururlar. Bu ailesel sendromlar KRK’nin
¢ok diisiik bir kismindan sorumlu olmasina
ragmen, KRK’nin molekiiler temeli i¢in 6nemli
olan bir gruptur. KRK’nin molekiiler
patogenezinde yer alan major genler, kanser
sendromu  tanisim1  koymada, onkolojik
sonuglarin prognozunu degerlendirmede ve
tedavi cevaplarini belirlemede 6nemli yer tutar

(4).

KRK olusumunda yer alan major
genler, protoonkogen olarak KRAS, PIK3CA
ve BRAF, tiimor baskilayici genlerden ise APC
ve TP53 genleridir (4). APC geni,
multifonksiyonel bir proteini kodlar, bu
proteinin fonksiyonlar1 arasinda sinyal iletimi,
hiicre adezyon ve migrasyonu, mikrotiibiil
birlesimi ve kromozom segregasyonu bulunur
(7). APC somatik mutasyonlari, tiim KRK’larin
%80’inden sorumludur (8). APC’nin tlimor
baskilama kabiliyeti, Wnt yolaginda ana etken
olan intraseliiler B-katenin seviyesini negatif
olarak diizenlemesi ile iliskilidir. Bu yiizden,
APC’nin inaktivasyonu [-katenin seviyesinin
artmasina neden olur. Bununla iligkili olarak
farkli hedef genlerindeki asir1 ekspresyon
adenom olusumunu tetikler (8). APC geni, 5
numarali kromozomun (5q21) uzun kolunda
lokalizedir, 16 ekzonu vardir ve 2843
aminoasitlik bir proteini kodlar (8). APC
genindeki mutasyonlarin ¢ogu, 1286 ve 1513.
aminoasitler arasindaki mutasyona yatkin
bolgede meydana gelir. Bu bolge, 16. ekzona
denk gelir ve f-katenin baglayic1 bolge ile
cakisir  (8). Somatik APC mutasyonlari,
sporadik  KRK’larin  %80inde, 5q’nun
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heterozigosite kaybi ise, KRK vakalarinin %30-
40’inda  bulunur (9,10). Germline APC
mutasyonlar1 178 ve 1580. kodonlar arasindaki
ucu kesilmis varyantlardir ve normal proteinin
tizerinde dominant negatif etki gdsteren mutant
peptidlerin olusumuna neden olur (8,11). Bu
mutasyonlar ise, ailesel adenomatdz polipozis
(FAP) olarak adlandirilan klasik hastalik formu
ile iligkilidir. Transkriptin 5° ve 3’ uglarinda
lokalize olan germline mutasyonlar ise
hastaligin atteniie formuna (AFAP) neden olur.
FAP ve AFAP otozomal dominant kaliim
gosterirler. Fakat aile hikayesi olmayan vakalar
da gosterilmistir. APC tasiyicilarinin %10-
25’inde de novo mutasyonlar bildirilmistir
(8,12). Son yaymlarda acgiklanmig AP
vakalarinda, %20-50 oraninda APC mozaisizmi
raporlanmistir (13,14). De novo mutasyonlar
her iki tip AP’de goriiliirken, mozaisizm ise
daha ¢cok AFAP hastalarinda gézlenmistir (13).

Bu c¢alismada klinigimize basvuran
hastalarda tespit etmis oldugumuz farkli APC
gen mutasyonlari, aile hikayeleri
degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Klinigimize 10.02.2019-01.03.2020 tarihleri
arasinda, ailelerinde bulunan FAP nedeniyle ya
da kolonoskopi sonrasinda 10 dan fazla polip
saptanan 24 hasta basvurdu. Hastalardan
aydmlatilmig onam formu alindi ve galigma
Ankara Yildirrm Beyazit Universitesi klinik
arastirmalar etik kurulunca onaylanmistir.

Kan ornekleri EDTA tiiplerine alindi.
QIAcube® otomatik DNA izolasyon sistemi
(Qiagen Inc. Mississauga, ON, Kanada) ile
ekstrakte edilen hastalarin DNA'st. Izole
edilmis DNA ornekleri -20 © C'de saklandi.
Sekanslama igin Qiagen panel sistemine uygun
olarak APC geni ig¢in primer dizayni
yapildi.Sekanslama iglemi Illumina MiSeq
sisteminde (Illumina Inc., San Diego, CA,
ABD) vyeni nesil dizileme yontemi ile
gerceklestirildi. Veri analizleri QIAGEN
Clinical Insight (QCITM) Analiz yazilimi
(QIAGEN, Hilden, Almanya) iizerinde
gerceklestirildi.

Varyant analizi i¢in standart varyant
yorumlamaya yonelik son ACMG / AMP
kilavuzlan kullanilmistir. Patojenik varyantlar,
kurum i¢i veri tabaninda ve / veya literatiirde iyi
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bilinen verilerle karsilastirilmistir.  Literatiir
taramasinda The Human Gene Mutation
Database (HGMD) veritabani kullanilmustir.
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BULGULAR

Klinigimize bagvuran 24 hastanin 6’sinda APC
geninde (%25) patojenik mutasyon tespit
edilirken, bir hastada iki farkli patojenik
mutasyon (c.3183_3187delACAAA ve
€.163C>T) tespit edildi. ¢.2309C>G(p.S770%*)
mutasyonu iki kardeste tespit edildi. Bunlar
disinda €.4393_4394delCC(p.S1465fs*3),
€.4405_4406dupCA(p.Q1469fs*5),

c.4312del A(p.T1438fs*35),
€.3927_3931delAAAGA(p.E1309fs*4)
mutasyonlar1 tespit edildi. Tespit edilen
mutasyonlar Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1: Calismada saptanan APC genindeki
mutasyonlar, mutasyonlarin neden oldugu
protein degisimleri

TranskricDNA Lok |Protein [dbSN|Degis [Varia|Liter |n
pt degisimi  |asyo [degisimilP im  |nt tipijatiir
n tipi
NM_000|c.3183_3187|Exon|p.Q1062 rs587 [Nonse|Patoje|Diets (1
038.6 |[delACAAA 16 [* 779350nse  |nik (2018
2
NM_001[c.163C>T |[Exon|p.Q55* |- NonsePatojeBu |1
127511.3 01 nse |nik [calis
ma
NM_001|c.4393_4394[Exon|p.S1465 |- Frame|Patoje|Miyos(1
127511.3|delCC 14 |fs*3 shift |nik  |hi
(1992
NM_000 [c.4405_4406/Exon(p.Q1469|- FramelPatojeBu |1
038.6  |[dupCA 16 [fs*5 shift |nik |calis
ma
NM_000|c.4312delA |[Exon|p.T1438 |- FramePatojeBu |1
038.6 16 |[fs*35 shift |nik [calis
ma
NM_000|c.2309C>G [Exon|p.S770* rs106 [Nonse[PatojeWalp [2
038.6 16 05033nse  |nik  [ole
10 (1995
NM_000|c.3927_3931Exon|p.E1309 [rs121 [Frame|Patoje[Miyos(1
038.6 [delAAAGA |16 |fs*4 91322shift nik i
4 (1992

TARTISMA

Kolorektal kanserler ciddi morbidite ve
mortalite  nedenidir. Herediter kolerektal
kanserleri nedenleri ise polip igeren ve polipsiz
olmak iizere ikiye ayrnlir. 10’dan fazla
adenomatoz poliple seyreden tiiriine Familyal
adenomatdz polipozis (FAP) denmektedir.
FAP’in nedeni olarak en sik APC genindeki

375

mutasyonlar bildirilmistir (9). Literatiirde APC
geninde 2000°den fazla mutasyonun goriildiigii
bildirilmistir. ~ Mutasyon tipleri arasinda
%92’sinde protein yapisini ciddi sekilde bozan
anlamsiz  (nonsense), c¢er¢eve kaydiran
(frameshift), delesyon tipinde mutasyonlar yer
almaktadir. Yine yanlis anlamli (missense)
mutasyonlar da bildirilen APC mutasyonlarinin
%06’sini olusturmaktadir. APC geninde goriilen
mutasyonlarin literatiirde yer almasi genin
fonksiyonunu daha iyi anlamayi, yeni hastalara
daha dogru yonlendirme yapmay1
saglamaktadir. Calismamizda yeni
mutasyonlarin etkisini literatiire kazandirmay1
amacladik.

Ankara Sehir Hastanesi, Genetik
Hastaliklar Tan1 Merkezi’ne kolonda 10’dan
fazla polip goriilmesi ve/veya birinci derece
akrabalarinda ¢ok sayida polip ve kolorektal
kanser goriilmesi nedeniyle 24 hasta basvurdu.
Bu hastalara ilk olarak ayrintili  klinik
degerlendirme ve aile agaci ¢izimi sonrasi APC
geninin tiim ekzonlarindaki mutasyonlar yeni
nesil dizileme yontemi ile arastirildi. Daha
onceki yaklagimlarda en sik mutasyon gozlenen
ekzonlardaki mutasyonlar arastirilirken yeni
nesil dizileme yonteminin avantaji1 olarak genin
tim yapis1 incelendi. 7 hastada patojenik
degisiklik saptandi. Bu degisikliklerin tamami
protein yapisini ciddi olarak bozan indel ya da
nonsense mutasyonlardi. Mutasyonlarin 5/7’si
(%71) 16. ekzonda yer almaktaydi. Bu
mutasyonlardan €.3183 3187delACAAA
(p-Q1062%*) Diets ve arkadaslari tarafindan,
€.4393 4394delCC (p.S1465fs*3) ve
€.3927_3931delAAAGA (p.E1309fs*4)
mutasyonlari Miyoshi ve arkadaglari tarafindan
€.2309C>G (p.S770*) mutasyonu ise Walpole
ve arkadaglar1 tarafindan bildirilmisken, 3/7’si
daha Once bildirilmemistir (15-17). Birinci
ekzondaki ¢.163C>T (p.Q55*) ile 16.
Ekzondaki c.4312delA (p.T1438fs*35),
€.4405_4406dupCA (p.Q1469fs*5),
mutasyonlar1 ilk defa bizim c¢alismamizda
bildirilmektedir.

Kohortomuzdaki hastalardan birinde 1.
ekzondaki ¢.163C>T (p.Q55*) mutasyonu ile
16. ekzondaki €.3183_3187delACAAA
(p-Q1062*) mutasyonu birlikte goriildii. APC
geni ile iliskili kanser patofizyolojisinde
germline bir mutasyona eklenen ikinci bir
somatik  mutasyonun  eklenmesi  olarak
bildirilmistir  (16). Ancak hastamizda 2
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mutasyonun da bulunmasi hastanin kliniginde
de oldugu gibi erken baslangigli bir klinige
neden olabilir. Ayrica bulunan iki mutasyon
ayni allelde bulunmasi ihtimalinde 1. ekzondaki
protein  terminasyonu  yapan  mutasyon
nedeniyle 16. ekzondaki mutasyon translasyona
ugrayamayacak ve etkisi olmayabilir.
Literatiirde FAP tanis1 alan hastalarda
APC mutasyon oram ile ilgili farkli oranlar
bildirilmistir (15). 100°den fazla polipi olan
hastalarda  %50’nin  {izerinde  mutasyon
saptanmisken, 10 ve 100 arasinda polibi olan
hastalarda daha az oranda gorilebildigi
bildirilmistir. Bunun yaninda APC disindaki
genlerden Ozellikle MUTHY’de mutasyon
oranin arttig1 bildirilmistir. Yine bir ¢alismada
APC ve MUTHY genlerindeki mutasyonlarin
birlikte olabilecegi de gosterilmistir (16). Tiirk
toplumunda ise APC mutasyon dagilimi ve
etkisi ile ilgili cok az ¢aligma vardir. Tunca ve
arkadaglart 6 FAP ailesinin 3’iinde mutasyon
tespit edebilmigken, Dalkili¢ ve arkadaslari 30
hastada hic mutasyon saptayamadiklarini
bildirmislerdir (4). Bizim ¢alismamizda ise 24
bireyden 6’sinda mutasyon edilebilmesi
literatiir ile uyumluydu. Klinik olarak FAP
tanis1 almis olan hastalarda APC mutasyonu
saptanamadig1 taktirde diger iligkili genlere
bakilmasi 6nerilmektedir. Erdem ve arkadaglar
ise kolorektal kanser hastalarinda genis bir gen
paneli arastirarak 136 hastada hastalik nedeni
olabilecek  germline  mutasyon  tespit
edebilmislerdir (19). Ayrica ¢ok sayida klinik
Oonemi belirsiz degisiklik bulmuslardir. Yine
benzer sekilde Diets ve arkadaslari ise benzer
bir paneli kullanmiglar ve benzer oranlarda
mutasyon tespit edebilmislerdir (15). Bu
caligmalar kolon kanseri etiyolojisinde birden
¢ok genetik neden oldugunu ortaya
koymaktadir. Adenomatoz polipozis
goriilenlerin herediter olma ihtimali artmakta ve
yapilan ¢aligmalarda APC basta olmak tizere bir
cok gen sorumlu tutulmaktadir. Ayrica
polipozis olmadan da herediter kolon
kanserlerinin genetik etiyolojinin
aragtirilmasinda ¢ok sayida gen igeren
panellerin 6nemli oldugu goriilmektedir (19).
Calismamizda FAP tanis1 alan 24 hasta
bireyde APC geninde 7 farkli mutasyon tespit
edildi ve bu mutasyonlarm 3’4 daha Once
literatiirde bulunmamaktaydi. Yeni
mutasyonlarin bildirilmesi ile APC geninin
Ozellikle 16. ekzon disinda 1. ve 14.
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ekzonlarinin da 6nemli yer alabilecegini ve yeni
mutasyonlarla genin yapisinin daha iyi
anlagilabilecegi goriilmektedir.
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