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TESEKKUR
Bir insan, mevcudiyetini kendisiyle paylasan ve yasam seyri esnasinda gonliine
dokunan sevgili Ogretmenlerine, ailesine, ekip arkadaslarina ve dostlarina
minnettarligini belirtme konusunda hi¢ yeterli olabilir mi? Sanmiyorum; lakin

(kesinlikle yetersiz olacagimi bilerek) sizleri burada siikranla anmay1 deneyecegim.

Degerli Ayfer Ulgenalp hocam, bana her durumda sakinligi koruyabilmeyi
gosterdiginiz i¢in; degerli Elgin Bora hocam, bir hastanin her seyden dnce bir insan
oldugunu ve buna gire davranmanin ehemmiyetini gézetip bana 6rnek oldugunuz igin;
degerli Tufan Cankaya hocam, kisitl kosullar1 alternatif yollarla nasil
degerlendirebilecegimi hep ters kdseden gol atarak isaret ettiginiz icin; degerli Ozlem
Bozkaya hocam, dinamik bir ekiple calismay1 6grettiginiz i¢in; sevgili Semra Giirsoy
ablacim, neseniz ve canliliginizla sizinle birlikteyken kikir kikir bir ¢aligma alan
sundugunuz i¢in, sevgili Altug Kog¢ abim, kisa zamanda da olsa deneyimlerinizle beni
beslediginiz i¢in; bu tezde emegi olan degerli Ezgi Karaca hocam, sevgili Mehdi
Kosaca ve sevgili Irem Yilmazbilek, bilgilerinizle ve desteginizle bu siirecimde beni

yalniz birakmadiginiz igin;

Degerli ve sevgili Okay Caglayan hocam, sadece bu tez siirecinde degil, giiniin
hangi saati oldugu fark etmeksizin herhangi bir derdime geri doniisleriniz, hoggoriiniiz
ve toleransiniz, her firsatta bilgiye olan sevginizi bana da asilamaya caligmaniz, her

(ama her) kosulda gayret gostermeye devam ederek 6rnek oldugunuz igin;

Asistanlik siirecimi birlikte yiiriittiglim kiymetli asistan arkadaslarim ve pek
sevgili laboratuvardaki ekip arkadaslarim, sizinle birlikte olmanin keyfini (ve de

stresini :D) bana yasattiginiz ve tez siirecimde gosterdiginiz anlayis i¢in;

Canim annem Suzan Yildirim, ilk §gretmenim olarak yasam yolculugumun en
basindan bugiine dek verdigin daimi destekle bizzat 6grettigin ya da 6grenmem igin
alan actigin her hayat dersi i¢in; ve sevgili bacim, abisim, minik yegenlerim, topyekun

canim ailem, varliginizla hayat yolculugumu lezzetlendirdiginiz igin;

Cok tesekkiir ederim!

Iyi ki varsmiz. Dilerim kiymetinizi bileyim.



OZET
MUTYH VARYANTLARININ DERIN FENOTIiPLEME VE BiLGiSAYAR
TEMELLI YAPISAL BiYOLOJi ARACLARI iLE DEGERLENDIRILMESI

Dr. Ravza Nur YILDIRIM
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1, IZMiR

MUTYH geni, resesif kalitimli familyal adenomatdz polipozis (FAP) ve
kolorektal kanser (KRK) ile karakterize edilen nadir bir kalitsal kanser sendromu
sebebidir. MUTYH geninde her ne kadar farkli mutasyon ¢esitleri bildirilmis olsa da
bildirimlerin ¢ogunlugu yanlis anlamli degisimlerden olusmaktadir. Atipik FAP
hastalarinin %7-10’unda ve ateniie FAP hastalarinin %40’°mda MUTYH geninde
biallelik patojenik ya da muhtemel patojenik varyantlar saptanmaktadir. Ancak
monoallelik formlarin net etkisi konusunda ve intestinal sistem disindaki

malignitelerle iliskisine dair belirsizlik devam etmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda patojenik ve muhtemel patojenik MUTYH varyanti tagiyan
malignite tanil1 29 hasta ve 8 aile iiyesi ile klinik 6nemi bilinmeyen MUTYH varyanti
tastyan malignite tanili 22 hasta retrospektif olarak degerlendirilmistir. Caligsma
popiilasyonunun olusturdugu total allel havuzunda yeni nesil dizileme (YND) ile 7
patojenik ve 3 muhtemel patojenik degisim bulunmustur. Bu degisimlerin %68,89°u
yanlis anlaml, %22,22°si g¢erceve ici insersiyon veya delesyon, %6,67’si ¢erceve
kaymas1 olusturan ve %2,22°si de kirpilma bolgesi degisimi seklindedir. En sik
varyantlar sirastyla ENST00000450313.1:¢.884C>T,
ENST00000450313.1:c.1437 1439del ve ENST00000450313.1:c.734G>A olarak
tespit edilmistir. Delesyon/duplikasyon analizi yapilan toplam 15 olguda kopya sayis1

degisimi saptanmamistir.

Klinik agidan alt gruplara ayrilarak degerlendirildiginde olgularda %41 meme
kanseri, %28 KRK, %17 endometrium veya over kanseri ve 3 hastada multiple kanser
oykiisli seklinde bir dagilim gozlenmistir. Aile taramasi sayesinde MUTYH geninde
degisim saptanmasi lizerine kolonoskopiye yonlendirilen 8 olgunun 3 tanesinde sayis1
1-30 arasinda degisen adenomatdz polip varligi saptanmistir. Ayrica daha once
bildirilmemis ENST00000450313.1:¢.1358 1359del varyanti, klinigiyle birlikte bu

tez caligmasinda aydimnlatilmistir.
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Bu c¢alisma modellenen MUTYH protein yapisinda yanlis anlamli varyantlarin
termodinamik etki degisiminin arastirildig: ilk ve tek caligmadir. Olusturulan protein
modelinde klinik 6nemi bilinmeyen dort adet yanlis anlamli varyant, kullanilan tiim
tahmin araglarinda dengesiz etki yoniinde termodinamik degisim sonucu vermistir. Bu
degerlendirme sonucuna gore; ENST00000450313.1:c.797C>G varyantt muhtemel
patojenik olarak yorumlanmis ve yapilacak fonksiyonel c¢aligmalar ic¢in Oncelikli
varyant olarak belirlenmistir. Ayrica ENST00000450313.1:c.715G>A varyant1 da
patojenitesinin tekrar degerlendirilmesi i¢in aday varyant olarak tartisiimistir.
Yorumlanmasi esnasinda meydan okuyucu olabilen klinik 6nemi bilinmeyen
varyantlarin patojenite siniflandirmasinda giin gectikge farkli in silico yontemler ve
biyoinformatik yaklagimlar kullanilmaktadir. Bu minvalde klinik 6nemi bilinmeyen
yanlig anlamli varyantlarin yorumlanmasi yolunda ek bir yontem uygulanarak yapisal

biyolojik araclarin kullanimina bu ¢alisma ile dikkat ¢ekilmistir.

Anahtar Kelimeler: MUTYH, heterozigot, kolorektal kanser, meme kanseri, protein

modelleme, termodinamik etki, yapisal biyoloji araglari
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ABSTRACT
EVALUATION OF MUTYH VARIANTS WITH DEEP PHENOTYPING
AND IN SILICO STRUCTURE MODELING TOOLS

Ravza Nur YILDIRIM, MD
Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics, [IZMIR

The MUTYH gene is a rare cause of hereditary cancer syndrome characterized
by recessive familial adenomatous polyposis (FAP) and colorectal cancer (CRC). The
majority of the reports consist of missense variants, although different types of
mutations have been reported in the MUTYH gene. Biallelic pathogenic or likely
pathogenic variants in the MUTYH gene are detected in 7-10% of patients with atypical
FAP and 40% of patients with attenuated FAP. Nevertheless, uncertainties maintain
regarding the clear effect of monoallelic forms and their relationship with

malignancies outside extraintestinal systems.

In this study, 29 patients with a diagnosis of malignancy carrying pathogenic and
likely pathogenic MUTYH variant and theirs' 8 family members and 22 patients with a
diagnosis of malignancy with a variant of unknown clinical significance were
evaluated retrospectively. Seven pathogenic and three likely pathogenic variants were
found by next generation sequencing in the total allele pool constituted by these study
population. These variants types are occured of 68.89% missense, 22.22% in-frame
insertion or deletion, 6.67% frameshift and 2.22% splice region changes. The most
common detected variants are ENST000000450313.1:¢.884C>T,
ENSTO000000450313.1:¢.1437 1439del and  ENST00000450313.1:c.734G>A,
respectively. Any change in copy number was detected in deletion/duplication analysis

of 15 index patients.

A distribution in study cohort was observed as breast cancer in 41%, CRC in
28%, endometrial or ovarian cancer in 17%, and multiple cancer history in 3 patients
when evaluated by dividing them into subgroups clinically. During family screening,
3 out of 8 individuals referred for colonoscopy due to detected changes in the MUTYH
gene were found to have adenomatous polyps ranging in number from 1 to 30.
Furthermore the novel ENST000000450313.1:¢c.1358 1359del variant was elucidated
together with phenotype of case in this study.
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This study is the first and only one that investigates the thermodynamic effect of
missense variants among the MUTYH protein structure modeled using in silico
structural biology techniques. In the protein model, 4 missense variants of unknown
clinical significance resulted in destabilising effect for thermodynamic energy changes
in all prediction tools. In accordance with the results of this assessment,
ENST000000450313.1:¢.797C>G variant was interpreted as likely pathogenic and
determined as the priority variant for functional studies to be performed. Moreover
ENST000000450313.1:c.715G>A variant is also debated as a candidate pathogenic
variant. Several in silico methods and bioinformatics approaches are utilized in the
pathogenicity classification of variants of unknown clinical significance which may be
challenging during interpretation. In respect of this, this study emphasized the use of
structural computational biology tools by applying an additional method for the

interpretation of missense variants of unknown clinical significance.

Keywords: MUTYH, heterozygous, colorectal cancer, breast cancer, protein

modeling, thermodynamic effect, structural biology tools
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya genelinde insan sagliginin énemli bir tehdidi olan kanser, etiyolojisinde
genetik ve ¢evresel etmenlerin karsilikli rol oynadigi multifaktoriyel bir hastaliktir.
Artan yasli niifusu ve popiilasyon biiyiikliigii nedeniyle kanser insidans1 ve mortalitesi
hizla yiikselmektedir.! Hiicrenin kontrolsiizce béliinmesi ve ¢ogalmasi anlaminda
kullanilan bu terim, tek bir tanima sigdirilamayacak kadar kompleks bir siireci ifade
etmektedir.? Metastaz sonucu hiicrenin primer yasam alanindan ayrilarak ikincil bir
dokuya yerlesmesi ve burada c¢ogalmasi  malignitelerin  karakteristik

ozelliklerindendir.3’

Molekiiler seviyede seyri olduk¢a karmagik olan karsinogenezin temelinde
hiicrenin proliferatif sinyali siirdlirme, biiylime baskilayici sinyalden kagma, hiicre
Olimiine direng gdsterme, Oliimsiiz replikasyona sahip olma, anjiyogenezi
uyarma/vaskiilariteye erisme, invazyon ve metastazi aktive etme gibi Ozellikler
kazanmasi yatmaktadir.* Kanser hiicresinin sahip oldugu bu 6zellikler genomik
instabiliteye neden olan mutasyonlar sonucu olusmaktadir.'” Kansere yatkinliga sebep
olan genlerdeki bir mutasyon germ hiicre hattinda meydana geldiginde kusaklar
boyunca aktarilan kanser klinigi olugmaktadir. Kalitsal vakalarin tiim kanser tipleri
icinde %5-10 oldugu tahmin edilmektedir.!"!> Rehberler kalitsal kanser 6n tanisi olan
olgularda, sadece kanser tanili vaka i¢in degil; risk altindaki aile bireylerine yonelik
de yakin klinik izlem ve gerekli durumlarda risk azaltic1 yaklagimlar onermektedir.!3-
15 Bu nedenle kalitsal kanser sendromu tanisinin konulmasi olduk¢a 6nem arz etmekte
olup molekiiler genetik tetkikler bu silirecin kaginilmaz bir parcasi olarak hizmet
etmektedirler. Son yillarda kullanim1 giderek artan yeni nesil dizileme yontemleri
sayesinde, oldukca genis spektrumu olan kalitsal kanser sendromlarina kisa stirede,

yiiksek dogrulukla molekiiler tan1 konulabilmektedir.!

MUTYH geni, kodladig1 adenin DNA glikozilaz enzimi ile replikasyon sonrasi
8-oxoguanin ile yanlis eslesmis adenin ya da 2-hidroksiadenin bazini dsDNA’dan
uzaklastirarak G:C—T:A transversiyonunu dnlemekte ve boylelikle oksidatif genomik
hasara kars1 yanitta gérev almaktadir.'®!” Gendeki hasar yapici degisimler sonucu bu

gorevin yerine getirilememesiyle genomik hasar birikmekte ve karsinogenez siireci



baglamaktadir. Ayrica biriken genomik hasarin  bazi ndrodejeneratif ve

okiilodejeneratif hastaliklara yatkinliga neden olabilecegi diisiiniilmektedir.'®

Germline biallelik patojenik veya muhtemel patojenik MUTYH varyanti
tastyan bireylerde 60 yasa kadar %43 ile %100 penetransla kolorektal polipozis ve
kolorektal kanser klinigi gortilmektedir.!®23 Herediter kolorektal polipozis tablolari
icerisinde yer alan atipik FAP ve ateniie FAP klinigi ile izlenen hastalarda bu genin
taranmasi  Onerilmektedir.>*?> Malignite tanili hastalarda ¢oklu gen panelleri
yardimiyla kanser yatkinlik genlerinin dizilenmesi sonucu birgok farkli kanser tiirtiniin
de MUTYH geniyle iliskisi agiga ¢ikarilmaktadir.!®2* Zigosite fark etmeksizin genin
kalitsal fonksiyon bozuklugunun c¢esitli kanser tipleri i¢in degisken derecelerde risk
artisina sebebiyet verdigi gozlenmektedir.?62° MUTYH geni ile iligkisi daha dnceden
bilinmeyen kanser tiirlerinin bile, tiimér dokusundan gergeklestirilen analizlerinde bu
gene 0zgiin “imza 36” olarak tanimlanan molekiiler imza profilini tagimasi, genin diger
kanserlere iliskin heniiz bilinmeyen kismina 151k tutmaktadir.?3! Giintimiizde, bu imza
profilini tasiyan hastalarda ya da biiyiik miktarda G:C>T:A transversiyonu igeren
timorlerde MUTYH geninin kalitsal mutasyonlarina yonelik ek tetkik yapilmasi
glincel yayinlarda onerilmektedir.’!*? Ancak literatirde MUTYH geninin intestinal
sistem disindaki farkli kanser tiirleriyle iligskisine ya da monoallelik formunun risk

artigi yapip yapmadigina dair belirsizlikler hala devam etmektedir.?227-29-32.33

Cesitli veri tabanlarindaki bildirimler (dbSNP, LOVD, ClinVar ve Varsome)
géz Oniinde  bulundurularak MUTYH  geninde tamimlanan  varyantlar
degerlendirildiginde, tiim mutasyon g¢esitlerinin bu gen {lizerinde go6zlendigi
goriilmektedir.>*>7 Bu bildirimlerin yarisindan fazlasini temsil eden yanls anlamli
varyantlarin patojenitesini yorumlamaksa her zaman kolay olmamakta ve ilaveten in
silico, in vitro ya da in vivo analizlere ihtiyag duyulmaktadir.®®3® Yiiksek biitge
gerekliligi ve yogun emek gereksinimi olan 1slak laboratuvar ¢aligmalarina gegmeden
once, varyantlar1 onceliklendirmek ve destekli hipotezler olusturmak amaciyla in
silico analizler kullanilabilmektedir. Biyofizik kurallar1 dahilinde molekiiler
potansiyel enerji fonksiyonlarinin entegre edildigi ve/veya makine Ogrenimi
metoduyla otomatize analizlerin gergeklestirildigi in silico yazilimlar sayesinde yanlis

anlamli  bir varyantin yapidaki termodinamik etkisi tahmini  olarak



hesaplanabilmektedir.**#! Bilimsel bilginin artisina paralel bir sekilde, kullanilan in
silico araglarin tahmin sonuglarinda son derece basarili ¢iktilar goriilmektedir.
Hesaplanan skorlar varyantin yorumlanmasinda tek basina yeterli olmasa da patojenite
smiflandirmasinda katki saglamaktadir. Hatta kullanilan araclarin validasyonlar ile
patojenite siniflandirmasinda ACMG (‘American College of Medical Genetics and

Genomics') tarafindan onerilen kanit diizeyi degisebilmektedir.*?

Bu tez ¢alismasinda herediter kanser on tanisiyla takip edilen ve molekiiler
tetkikleri Dokuz Eyliil Universitesi Genetik Degerlendirme Merkezi’nde
(DEGEDEM) tamamlanarak MUTYH geninde patojenik, muhtemel patojenik ve klinik
onemi bilinmeyen varyant saptanan hastalarda klinik bulgular derin fenotipleme ile

retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Calismanin amaci MUTYH geninde degisim tespit edilen hastalarda klinik
bulgularin retrospektif olarak detaylica irdelenmesi, genotip-fenotip iliskilerinin
tartisilmasi,  homozigot ve  heterozigot vakalarn  varyant  ekseninde
degerlendirilmesiyle fenotipteki farkliliklarin gdsterilmesidir. Boylece patojenik ya da
muhtemel patojenik MUTYH gen varyant tastyici frekansi hesaplanmig, homozigot ve
heterozigot formun klinikteki yansimasi gézlenmis ve ekstraintestinal malignitelerin
siniflandirmas1 yapilmistir. Elde edilen sonuglarin benzer literatiir verisiyle uyum
saglayip saglamadigi aragtirilmistir. Ayrica olusturulan yapisal modelde hesaplamali
yapisal biyoloji araglar1 araciligityla tespit edilen yanlis anlamli degisimlerin
termodinamik etkileri hesaplanmistir. Bu sayede klinik 6nemi bilinmeyen yanlis
anlamli varyantlarin patojenitelerinin aydinlatilmas1 yoniinde ek bir ydntem
uygulanmistir. Nihayetinde bu ¢alisma ile MUTYH gen varyant1 saptanan olgularin
iilkemizdeki varyant spektrumunu ortaya ¢ikararak molekiiler siireci aydinlatilmasi ve
bir polipozis koli nedeni olan bu klinige diger yonleriyle bakarak dikkat ¢ekilmesi

amaglanmistir.

Calismanin sorular su sekildedir:

- Olgularda tespit edilen MUTYH varyantlar1 kanser tipleri arasinda farklilik

gosteriyor mu? Varyantin pozisyonu ya da tipi fenotip tizerinde etkili mi?



- Henliiz kanser tanis1 olmayan ve genetik danigmanlik sonrasi aile taramasina
yonelik molekiiler inceleme ile patojenik/muhtemel patojenik MUTYH gen varyanti
tespit edilmis olgular kilavuz Onerisi ile kolonoskopik degerlendirmeye
yonlendirilmektedir. Geriye doniik izlemde, saglikli ancak kanser sendromuna
yatkinlik geni olarak MUTYH varyanti tasiyan bireylerin kolonoskopik
degerlendirmesi sonucu tespit edilen polip sayisi yasla, cinsiyetle ya da varyantin
tipiyle iliskili mi?

- MUTYH geniyle iliskili kanser kliniginde tastyici frekansi ve en sik gozlenen
varyantlar farkli etnik kdken ve iilkelerden yapilan hasta serilerinde degiskenlik
gostermektedir.**~4¢ Bu tez ¢alismasi igin belirlenmis hasta grubundaki varyant
cesitleri ve sikligi, global literatiir ya da yaymlanmig hasta serilerinin verisiyle
uyumlu mu? Yoksa Tiirkiye verisine dair bir kesit olacak sekilde klinigimizdeki
oranlarda bir farklilik saptandi m1?

- Biallelik patojenik/muhtemel patojenik mutasyonlarin varliginda klinigi
tanimlanmis olan bu gen heterozigot formda degisken derecelerde risk artisi ile
maligniteye yatkinli§i olusturmaktadir. Bu calismada degerlendirilen olgularda
zigositenin etkisi klinik farklilik olarak yansimakta m1?

- MUTYH geninde saptanan degisimler i¢in mutasyonel bir sicak nokta
(‘hotspot’) tanimlanmamaistir ve bu degisimler genin tamaminda daginik bir halde
yerlesmektedir. *” Bununla birlikte genin ¢esitli fonksiyonel domainleri ve motifleri
bilinmektedir.'®!” Bu bilgiler 1s1ginda, bilgisayarli yapisal biyoloji araglarinin
yardimryla bu varyantlar degerlendirilebilir mi? Ozellikle klinik 6nemi bilinmeyen
degisim tasiyan hastalarin molekiiler etiyolojiside patojenisiteye dair bir bilgi

saglanabilir mi?



2. GENEL BIiLGILER
2.1. MUTYH Geni

2.1.1. Genin Molekiiler Yapisi

MUTYH geni, 1. kromozomun p34.3-p32.1 bandindaki 11.2 kb’lik bir alanda
yerlesim gosterir.*’” Eski yaymlarda MYH veya hMYH olarak anilmakla birlikte bu
isimlendirme miyozin agir zincir protein ailesinin genleriyle benzerligi nedeniyle kafa
karigikligina yol agmis ve HGNC (‘HUGO Gene Nomenclature Committee')
tarafindan adlandirmas1 MUTYH olarak kabul edilmistir.*® Muhtemel en uzun genom
versiyonu olan “NG_008189.1” referans alindiginda 18.229 b¢ boyutundadir.®’
Yaklasik 1.6 kb’dan olusan agik okuma gergevesi ile protein kodlayan bu gen 16 ekzon
icermektedir.’® Bugiine kadar ¢esitli siniflandirmalarla dbSNP, LOVD ve ClinVar veri
tabanlarinda sirasiyla 6770, 3692 ve 2403 sayida varyant bildirimi mevcuttur.>*>¢ Bu
bildirimler; sinonim, yanlis anlamli, anlamsiz, ¢er¢eve kaymasina neden olan,
baslangi¢ ya da sonlanma kodonu kaybi, cerceve i¢i indel’ler ve kirpilma bolgesi
degisimleri ile farkli mutasyon tiplerinde gézlenmektedir.>>-43 Ayrica nadir olmakla
birlikte Giiney Avrupa’da muhtemel bir kurucu varyant oldugu diisiiniilen intron 3’ten
3’UTR’a kadar uzanan 4.2 kb’lik genis delesyonu ve vaka bazinda tek ekzon delesyon

bildirimleri mevcuttur.*3-31:32

Olgularda saptanan degisimler siklikla fonksiyonel
domainlerde olmakla birlikte, herhangi bir bolge ayirt etmeksizin gen boyunca dagilim
gostermektedirler.*” Klinik analizlerde ¢ogunlukla yanlis anlamli degisimlerin
gozledigi MUTYH geninde, saptanan bu degisimlerin protein islevindeki 6nemini ve

etkilerini degerlendirmek her zaman kolay olmamaktadir.*®
2.1.2. Ekspresyonu ve izoformlar

Negatif zincirden eksprese edilen MUTYH geni igin alternatif kirpilma sonucu
olusan 10’dan fazla transkript ve en az yedi farkli protein izoformu

belirlenmisgtir.!647->3

Bu izoformlar boyutlar1 ya da ekzon 3 tarafindan kodlanip
proteinin N-terminal ucunda yerlesen MLS (Mitokondrial yerlestirme sinyali,
‘mitochondrial localization signal’) varhigir ile farklilik gdsterirler. Mitokondri
icerisindeki baskin izoformlar MLS i¢ermekle birlikte, MLS igermeyen izoformlar da

mitokondride bulunmaktadir.®*>* Yani MLS’nin fonksiyonel énemi belirsizdir.*’ Bir



diger sinyal olan NLS (Niikleer yerlestirme sinyali, ‘nuclear localization signal’) ise
N-terminal ve C-terminal her iki ugta da bulunmaktadir. Bu sinyallerin etkisiyle
enzimin glikozilaz aktivitesinin degisebilecegi ve/veya ¢esitli dokularda ekspresyon
diizeylerinde farklhilik olabilecegi belirtilmektedir.>* Ancak doku spesifik
ekspresyonuna bakildiginda bugiline kadar izoformlar arasinda bir farklilik
saptanmamustir. MUTYH geninin neredeyse her dokuda eksprese edildigi ve sirasiyla
serebellar hemisferler ile serebellum basta olmak {izere beyinde, tiroid bezi ve dalakta

yogun miktarda bulundugu tespit edilmistir.>

Sekil 1. Kromozom 1 iizerinde MUTYH lokalizasyonu

e (LN DO TN WD

N-terminal ug C-terminal ug
. ‘RPA binding domain’ (8-31 aa) . ‘MSHS6 binding domain’ (232-254 aa)
‘DNA minor groove binding domain’ ‘Adenine binding motif” (255-273 aa)
‘Pseudo HhH motif” ‘APEI binding domain’ (295-317 aa)
‘HhH-GPD motif* (114-273 aa) ‘PCNA binding domain’ (509-527 aa)

Kromozom 1p34.1°e yakindan bakis ve MUTYH geninin 535 amino asit uzunlugundaki 2 numarali protein izoformu
iizerinde amino asit yerlesimleriyle fonksiyonel domainler. Sekil Magrin ve ark.’dan alinmistir.*> MLS (1-14 aa), NLS (505-
509 aa) ve demir-kiikiirt kiimesi baglayict domain (276-292 aa) sekilde gosterilmemektedir. Amino asit pozisyonlari igin Parker
ve ark.’dan yararlamlmistir.'®
RPA: ‘Replication protein A’, HhH: ‘Helix-hairpin-helix’, APE1: ‘AP-endoniikleaz-1’, PCNA: ‘Proliferating cell nuclear
antigen, GPD: Glisin-Prolin-Aspartat’

Protein izoform-1, MUTYH geninin en uzun oldugu kanitlanmis transkripti
olan MutY a1’den kdken almaktadir. Hiicrede en bol miktarda eksprese edilen MutY o3
transkriptinden, N-terminal ucunda MLS iceren ve mitokondride yerlesim gdsteren
izoform-2 olugmaktadir. Niikleer ortamda en c¢ok bulunan protein izoformu ise
MutY B3, MutYB5 ve MutYy3 transkriptlerinden olusan izoform-4’tiir. MutYal
transkriptinin {i¢lincii ekzonunun 5’ ucunda fazladan {i¢ kodon bulunduran ve hipotetik
olarak bu genin muhtemel en uzun transkripti oldugu kabul edilen MutY a5 transkripti

ise protein izoform-5’i meydana getirmektedir.*’

Transkript se¢imine bagli olarak farkli bildirimlerden dogan kafa karisikliginm

onlemek i¢in saptanan degisimi adlandirirken hangi transkriptin kullanildigini not



ederek raporlamanin, 6zellikle MUTYH geninin analiz raporlarinda zorunlu oldugu
ACMG tarafindan vurgulanmaktadir.’® Tablo 1°de segili transkript ve izoformlara
yonelik bilgiler 6zet halinde verilmistir.

Tablo 1. MUTYH Transkriptleri ve izoformlar

AUG1 AUG2 AUG3

MutY H

MLS NLS

(Sekil Parker ve ark. makalesinden alintidir.'®)

[zoform Transkript Am1noavsu AUG Ui Yorum
uzunlugu 1,2yada3 lokalizasyonu
1 MutYal 546 1 33 bg insersiyonu
s e s on N in s kot
Mitokondri
6 MutYa2 536 1 (Tip 1) 3 bg CAG insersiyonu

Slupska ve ark.’nin klonlama ile
2 MutY o3 535 1 deneysel olarak kanitladig1
insandaki homolog MutY>’

8 MutY o4 429 3 MutYy4 benzeri
7 MutYB1 532 5 Ayni 33 bg insersiyonu MutYal
benzeri
4 MutYB3 521 2 MutYy3 benzeri
Niikleus

4 MutYB5 521 2 -

uve (Tip2)

5” UTR ucunda gergeve i¢i
3
MutYy2 522 2 alternatif bir kirpilma bolgesi

4 MutYy3 521 2 MutY B3 benzeri
8 MutYy4 429 3 MutY a4 benzeri

*Parker ve ark.’nin 2003 yilindaki yayminda MutYaS5* transkripti ve protein izoformlara yonelik transkript bilgisi
bulunmamaktadir. Bu tablo ilgili yayin baz almarak, MUTYH transkript ve izoformlarina y&nelik NCBI veri tabani giincel
bilgileri esliginde Tiirkgelestirilerek olusturulmusgtur.'®47%7

Ensembl genom veri bankasinda MUTYH geninin protein kodlayan en az 19
adet transkripti belirtilmistir.>® Segili transkriptler icin GRch37/hg19 genomu referans
alindiginda RefSeq ve Ensembl karsiliklart su sekildedir:

MutYal: NM 012222.2 / ENST00000372098.3,
MutYa3: NM_001048171.1 / ENST00000372115.3
MutYa5: NM_001128425.1 / ENST00000450313.1.47-8

MUTYH geninin ekspresyonu hiicre siklusunun S fazinda ve PCNA

(‘proliferating cell nuclear antigen’) gen ekspresyonuna paralel sekilde pik



yapmaktadir ve diger DNA onarim genlerine benzer sekilde MUTYH ekspresyonunun
da proliferasyon ile tetiklendigi diisiiniilmektedir.>>%° Ancak oksidatif hasarla
iliskisine bakildiginda beklendiginin aksine, oksidatif stres altinda genin
transkripsiyonu down-regiile olarak mRNA seviyeleri diigmekte ve MutY protein
aktivitesi de %70 kadar azalmaktadir.! Oksidatif stres zamanlarinda modifiye olan
farkli bazlarin yanliglikla MutY proteini tarafindan eksize edilmesinin 6niine gecilmesi
icin bu aktivite kisitlanmasinin olustugu one siiriilmektedir.®> Bununla birlikte rat
beyninde respiratuar hipoksi ile olusan DNA hasarinda koruyucu bir mekanizma

olarak MutY mRNA ekspresyonunun arttigi da bildirilmistir.%

Insan MutY alfa 3 transkripti sirastyla fare, rat ve E.coli MutY proteinleri ile
%78, %74.1 ve %41 benzerlik gostermektedir.!®!75%6% Ancak rodent ¢cDNA’smin
ikinci metiyoninden baglayan insan MutY/ transkriptlerinden olusan izoform-4’e
benzerligi daha yiiksektir.® Farkli tirler arasindaki yiiksek orandaki benzerligi, bu
enzimin evrimsel korunmuslugunu gostermektedir.’%>6¢ MutY proteinlerinin
prokaryotlarda bulunmayan farkli yapisal uzantilar i¢in subselliiler lokalizasyonda ve
diger proteinlerle etkilesimde gorev aldiklar1 diisiiniilmektedir.®” Okaryotlar icinde
tiim tiirlerde evrimsel olarak izlenebilen bu genin filogenetik agac1 ve Hominoidea

familyasindaki dagilimi Sekil 2°de verilmistir.

Sekil 2. Okaryotlardan Memeliye MutY ve Hominoidea familyasindaki dagilimi

MUTYH, Human
L]
- MUTYH, Gorilla
EukarBota Metazoa Vertebrata Tetrapoda & Mammalia .- I MUTYH, Chimpanzee
mutY DNA glycosylase mutY DNA glycosylase mutY DNA glycosylase mutY DNA glycosylase | | mutY DNA glycosylase MUTYH, Bonobo

MUTYH, Sumatran orangutan

MUTYH, Gibbon

(OrthoDB v.11 ve Ensembl veri tabanlarindan alintidir.*®)

2.1.3. Protein Yapisi

MUTYH geni baz eksizyon tamirinde gorevli bir adenin DNA glikozilaz
enzimini kodlamaktadir.” Ilk olarak E.coli’de kesfedilen MutY proteini, insanda

“MutY Homolog” anlamindaki ‘MUTYH’ kisaltmasi ile adlandirilmigtir.6%%°



Mus musculustaki MutY proteininin dsDNA ile etkilesimdeki yapis1 2021
yilinda Nakamura ve ark. tarafindan X-ray kirnim metodu ile 1.97 A ve 2.45 A
rezoliisyonlarinda gosterilmistir.!” Proteinin sekonder yapisi ¢ok sayida alfa heliks ve
beta tabakadan olugsmaktadir. Ayrica kendisine non-kovalent bagli birer adet demir-
kiikiirt kiimesi (‘Iron-sulfur cluster’) ve ¢inko iyonu, alt1 adet siilfat iyonu ve bir adet
gliserol ile biitiin ligandlariyla yapisal biitiinliik olusturmaktadir.!®!7-6570 Agirligi
izoformlar1 arasinda degismekle birlikte 65 kDa ile 50.52 kDa 6l¢iilmiis olup ortalama
59 kDa’dur.>3626 Proteinin hem niikleus plazmasinda hem mitokondri matriksinde

bulundugu gosterilmistir.>>71-73

Proteinin posttranslasyonel modifikasyonlar1 ic¢in farkli protein kinazlar
tarafindan fosforile edildigi bilinmekle birlikte hangi bdlgelerin modifikasyona
ugradigi ve fosforilasyonun fonksiyona katkisi heniiz net olarak bilinmemektedir.%?
Ancak bakteri hiicresinden saflastirilmis rekombinant MutY proteini ile insan
hiicrelerinden elde edilen dogal MUTYH proteininin aktivitesi karsilagtirildiginda,
saptanan dramatik glikozilaz aktivite farkliliginin fosforilasyon durumundan kaynakli

oldugu diigiiniilmektedir.*?

Sekil 3. Adenin DNA Glikozilaz Yapisi

Mus musculus adenin DNA glikozilaz: ve etkilesimdeki dsDNA yapist. Resimler Pymol uygulamas: araciligiyla farkl
diizlemsel kesitlerden “PDB_ID: 7EF9” referans alinarak olusturulmustur. Renkler “Kirmizi: Alfa Heliks, Sari:Beta Tabaka,
Yesil: ‘Loop’ formasyonu, A¢ik mavi: Siilfat iyonlar1, Turuncu: Demir-Kiikiirt kiimesi, Pembe: Cinko iyonu, Parlement Mavisi:

dsDNA” yapilarmi temsil etmektedir.

Demir-kiikiirt protein sinifina ait olan MutY i¢in yapilan fonksiyonel
caligmalarda onceleri hem N-glikozilaz hem 3’AP-endoniikleaz aktivitesine sahip
oldugu diisiinlilse de sonradan bu deneylerdeki AP (apiirinik/apirimidinik)
bolgelerindeki ayrilmanin 1s1 kaynakli oldugu belirtilmistir. Artik enzimin herhangi bir

AP-liyaz aktivitesi tasimadigi ve bifonksiyonel olmadigi bilinmektedir.”®7”



Proteinin N-terminal ucunda yerlesim gosteren ve dort adet sistein aminoasiti
(MutYal transkriptinden olusan izoform 1°deki Cys287, Cys294, Cys297 ve Cys303)
ile etkilesimde olan demir-kiikiirt kiimesi, esasinda bulundugu enzimlerde bir redoks
kofaktorii olarak gorev alsa da MutY enziminin bilinen fonksiyonu ic¢in redoks
kimyasina ihtiya¢g duymadigi ifade edilmektedir.”® Bununla birlikte bu kiimenin
elektriksel yiik transferinde ve hasarli bazi bulmada gorev aldig: diistiniilmektedir.5278
Birkag bakteriyel soy harig, neredeyse biitiin tiirlerdeki MutY enzimlerinde kofaktor
olarak goriilen bu demir-kiikiirt kiimesinin onarim aktivitesi i¢in elzem oldugu
gosterilmistir.”®” Bu kiimenin kataliz aktivitesinde direkt rolii olmamakla birlikte,
enzimin DNA boyunca uygun sekilde konumlanmasinda ve 8-0xoG’nin karsi

zincirindeki hatali eslenmis adenin bazimnin taninmasinda gorevinin oldugu

addedilmektedir.®”°

Sekil 4. Demir-Kiikiirt Kiimesi ve Cinko Iyonu Yerlesimi

[4Fe-4S)** Cluster Zn?* Linchpin

C-terminal 8-0xoG tanima domaininden yoksun H.sapiens MUTYH fragmaninin kristal yapis1 (PDB ID: 3N5N).
Renkler “Mavi: N-terminal katalitik tinite, Mor: HhH motif, Yesil: IDC bolge, Turuncu kiireler: Demir iyonlari, Sar1 kiireler:

Siilfid iyonlar1, Sar1 gubuklar: Sistein liganlari”ni temsil etmektedir. Sekil Banda ve ark.’dan alinmistir.”®

Gorseldeki aminoasit pozisyon bilgileri 535 aa uzunlugundaki izoform 2 (MutYa3) i¢in gosterilmis olup izoform 1 igin
karsilik gelen pozisyon bilgileri Clustal Omega v.1.2.4 araciliiyla elde edilerek asagida belirtilmistir.
izoform 1
(MutYal)

izoform 2
(MutYa3)

C287 TPQR P L C294 s Q C297 PV E S L C303 .. C329 APNTGQ C336 HL C339 ..

C276 TPQR P L C283 S Q C28 PV E S L C292 .. C318 APNTGQ C325 HL C328 ..

Demir-kiikiirt kiimesine benzer sekilde, hasarli bolgenin taninmasi ve

onarilmasi igin, bir kofaktor olarak ¢inko iyonuna (Zn*?) da gereksinim

10



duyulmaktadir.?® Memelilere 6zgii bir 6zellik olarak IDC (‘interdomain connector’)
bolgede ii¢ tane sistein aminoasiti (Izoform 1°de Cys329, Cys336 ve Cys339) ile
cevrelenen bu ¢inko iyonunun 8-0x0G:A hatali eslesmis baz ¢iftinin dogru bir sekilde
taninma, ekzisyon ve onarimi i¢cin MUTYH proteininin N-terminal ve C-terminal

bolgelerini koordine etmede rolii oldugu gosterilmistir,!8.78-:80

Enzimin C-terminal ucunda yerlesik nudix tipi motifi ise oksidatif hasara kars1
niikleotid havuzundaki 8-0xo-dGTP’nin hidrolizinde gérev alan NUDTI geninin
tiriinii ile yiiksek homoloji gostermektedir.®® Bu motif, her iki enzimde de 8-0x0G’nin

taninmasinda gorev almaktadir,50-:62

2.1.4. Protein Fonksiyonu

Iyonizan radyasyon, cesitli kimyasal ajanlar ve normal hiicre metabolizmasi
sonucu olugan reaktif oksijen metabolitleri ile DNA iizerinde oksidatif hasar meydana
gelmektedir.®! Guanin bazinin diisiik redoks potansiyeli, onu oksidatif hasar karsisinda
duyarh hale getirir.” Bu duyarlihgi neticesinde guanin bazindan oksidatif hasarla
korelasyonu iyi bilinen genomik bir belirte¢ olan 8-0xoG (7,8-dihidro-8-oxoguanin,
‘OG’) meydana gelmektedir.®*8!82 Replikasyon esnasinda genomda bulunan 8-0x0G,
hatal1 bir sekilde sitozin yerine adenin niikleotidi ile eslesmekte ve olusan 8-0xoG:A
baz ¢ifti bir sonraki replikasyon dongiisiinde G:C>T:A transversiyonlarina yol

a(;maktadlr. 16,20,68,83,84

Genomdaki 8-oxoG’lerin ¢ogunlugu, OGG1 DNA glikozilaz tarafindan
taninmakta ve hasarli baz eksize edilerek APEI, pol B, XRCCI ve DNA ligaz III
enzimlerinin dahil oldugu kisa-yama baz eksiyon tamir yolag1 (SP-BER, ‘short-patch
base-excision repair’) ile diizeltilmektedir.®> Sayet bu noktada hasar tamir edilemezse
replikasyon sirasinda genomda 8-0x0G:A baz ¢ifti olugsmakta ve 8-oxoG ile yanlig
eslemis adenin bazi postreplikatif siiregte MutY proteini tarafindan taninarak eksize

edilmektedir.!®

Slupska ve ark. MutY proteini icin A:8-0xoG veya A:G yanlis eslesmesi
meydana geldiginde adenin bazini eksize ettigini gdstermisken, Ushijima ve ark. 2-

OH-A:G yanlis eslesmesi durumunda 2-hidroksi-adenin’i eksize ettigini deneysel
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olarak gostermislerdir. % Yani bu protein, hatal1 bir sekilde guanin bazi ile eslesmis

olan hem adenin bazini hem de 2-hidroksi-adenin bazini ortadan kaldirmaktadir.

MutY hasarli zincirdeki oksidasyonla modifiye olmus bazi ¢ikarmak yerine,
kars1 zincirdeki normal bazi eksize ederek “saglam zincirde” etki gdsteren essiz bir
glikozilazdir.®? Bu y6niiyle oksidatif hasara kars1 hiicrede koruyucu bir faktor olarak
etkili bir sekilde fonksiyon gdstermektedir.!® Nihayetinde 8-0x0G aracili mutagenez,
OGGI ve MUTYH genleri tarafindan kodlanan DNA glikozilazlarin etkisi ile
onlenmektedir. OGG1 enzimi replikasyon Oncesinde 8-0xoG:C baz ciftindeki 8-
oxoG’e miidahale ederken, MUTYH in kodladig1r adenin glikozilaz araciligiyla
postreplikatif asamada yanlis eslesmis 8-0x0G:A baz ciftindeki adenin bazi eksize

edilmektedir.8°

Farkli organizmalar arasinda 8-oxoG’nin mutajenik etkilerinden korunmada
gorevli DNA tamir yolaklar1 olduk¢a korunmus gériinmektedir.®® Nitekim bu evrimsel
korunmusluk canli organizmalarda oksidatif hasarla basa ¢ikmanin 6nemini
vurgulamaktadir. Prokaryotlardan itibaren goriilen ve Okaryot canlilar igerisinde
makroalg grubundaki kirmizi yesil alglerden, trichinella spiralis gibi nematodlara
kadar genis bir canlilik aginda bulunan MutY homologlari filogenetik olarak olduk¢a
eski bir protein ailesi olarak kabul edilmektedir.’*$>87 Ancak tiirler arasinda MutY
protein yapilarmnda farkliliklar gdzlenmektedir. Ornegin; adenin eksizyonunu
gerceklestiren kor yapist ve OG tanima bolgesi canlilar arasinda yiiksek korunmugluk
gosterirken, gelismis DNA hasar tamiri yolagindaki farkli genlerle etkilesime giren
IDC gibi fonksiyonel yeni domainler sadece daha yiiksek Okaryotlarda

gozlenmektedir.”*88

Evrimsel siirecte pozitif seleksiyon altinda gelistigi diisiiniilen MUTYH geninin
varyantlar1 i¢in, tiirlerin dallanmasinda faydali ozellikler saglamis olabilecegi
soylenmektedir.®® Genin varyasyonlarma koken olarak bakildiginda; patojenik
varyantlarin higbir primat sinifinda gériilmedigi, kismen Neandartallerden kaldig1 ve
esasinda yakin insanlik tarihinde ortaya ¢iktigi saptanmigtir.’® Benign MUTYH
varyantlarinin ise diger vertebralilarla paylasilan evrim agacinin sirasini takip ettigi
gozlenmistir.®® Filogenetik ve arkeolojik analiz sayesinde MUTYH genindeki

varyantlarin evrimsel kokenini arastiran bu yeni ¢aligmada, tiirlerin dallanmasinda

12



faydal1 gibi goriinen varyasyonun kanser klinigi reprodiiktif donem sonrasinda ortaya
ciktigi icin aslinda canliya faydali herhangi bir o6zellik saglamadig

vurgulanmaktadir.®

Fonksiyonel agidan DNA glikozilazlara bakildiginda, oldukca fazla miktarda
normal bazin i¢inden DNA iizerinde gizlenmis hasarli baz1 bulup ¢ikarabilmeleri ile
oldukga dikkat cekmektedirler.®” Bir DNA glikozilaz olarak MUTYH nin katalitik
aktivitesi kabaca 3 kisimda incelenebilir; 8-0xoG substratinin taninmasi ve baglanma,
N-glikozidik bagin hidrolizi ile baz eksizyonu ve olusan AP bdlgeden enzimin
ayrilmas1.®> Bir DNA glikozilazin aktif bolgesi yalnizca ekstrahelikal bir bazi
barindirabilir.” MUTYH igin bu baz hem adenin hem de 2-hidroksi-adenin’dir.®-
Ancak MUTYH olusmus hasarli baz lezyonuna dsDNA’da oldukea spesifik bir sekilde
etkiliyken ssDNA flizerinde inaktiftir.®’

Enzimin yapismma yakindan bakildiginda C-terminal ucunun substrata
baglanmada ve 8-0x0G’e 6zgiinliikte rol oynadigi saptanmistir.®*%> N-terminal ucunda
ise diger baz eksizyon tamir genlerine benzer sekilde HhH (‘Helix-hairpin-helix’),
ps6do HhH ile demir-kiikiirt kiime motifi bulunmaktadir ve katalitik bélgenin burada

yerlestigi diigiiniilmektedir.%%-%°

Geobacillus stearothemophilus lizerinde yapilan bir ¢calismada, enzimin lezyon
tanima cebinde Aspl44 ile Asnl46 arasinda bir niikleofilik su molekiiliiniin
konumlanmasinin ardindan adenin bazinin N7 azotunun aktif bolgedeki Glu43’iin
karboksil grubu yardimiyla protonlanmakta oldugu ve bu elektron aktarimi sayesinde
baz ile seker arasindaki N-glikozidik bagin pargalandigi gosterilmistir.’! Baz
ayrilirken, deoksiriboz sekerin C1 atomu ile yakinindaki Asp144’iin karboksil grubu
arasinda olusan elektrostatik gii¢ ile gecici kovalent bir ara iirlin olusmaktadir. Bu
gecici asetal ara iirlin Glu43 tarafindan aktive edilen su molekiilii yardimiyla hidrolize
edilerek abazik bolge meydana gelmektedir.”! Enzimin yapisindaki bu iki amino asit
(Asp144 ve Glu43) yan gruplarinda bulunan karboksilik asit yapisi sayesinde katalitik
aktivasyonda ve elektrostatik dengenin saglanmasinda onemli goriinmektedirler.®>2

Benzer sekilde insandaki MUTYH proteini i¢in bu iki aminoasitin (insan protein

izoform 1 i¢in karsiligt Asp233 ve Glul31) olduk¢a korunmus oldugu
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gozlenmektedir.”® Sekil 5°te MutY’deki fonksiyonel aminoasitlerle etkilesen adenozin

substrat1 ve enzimin adenin bazini uzaklastirma mekanizmasi gosterilmektedir.

Sekil 5. MutY Aracili Adenin Bazumin Eksizyonu

NN NN
NH H H
N - N
DNA 7o NN H "N h
\ NN Guas ONa H o DNA H o
« 3 Ny O o]
35 v 0 - Qs © " O~ _aus
) oH > \—/ M R YA H
DNA H - 0
0,0 DNA” 0. O ona” 050
Aspldd Aspidd Aspidd

A) MutY proteininin katalitik bolgesi ile etkilesen adenozin substrat1.
B) G. Stearothermophilus’ta yapisal bilgiye®' dayali olarak énerilen glikolitik mekanizma.
Sekil Markkanen ve ark.’dan alinmistir.® Insan MutYal izoformundaki aminoasit pozisyonlarinin karsilig1 igin paragrafta

bilgiye bakiniz.

Fenilalanin gibi biiyiik aromatik aminoasitler bulunduklar1 proteinde DNA
heliksiyle interkalasyon yaparak zincirin sorgulanmasinda gorev alirlar. Bu bilgiden
yola c¢ikarak MutY enziminin olduk¢a korunmus tirozin rezidiisiiniin (E.coli’deki
Tyr82, B. Stearothermophilus’daki Tyr88 ve insandaki Tyr176) benzer rolii oldugu
one siiriilmektedir.”® Tirozin kamasinda olugan interkalasyon sayesinde adenin bazinin
enzimdeki aktif bolgeye kaymasi saglanmakta ve bu esnada biikiilmiis DNA’nin
stabilizasyonunu saglamak i¢in katalitik aktivasyon enerjisi diisiiriilmektedir.!”-”® Yine
bir baska tirozin rezidiisii (B. Stearothermophilus’daki Tyr126, insanda Tyr215) yan
grubundaki hidroksil grubu sayesinde, gecici asetal ara {iriin olan oksakarbenium

molekiiliiniin stabilizasyonunda gorev almaktadir.”®

Yanlis eslesmis OG:A hasar tamiri i¢in adenin bazinin eksize edilmesinden
bagimsiz olarak MUTYH proteinin DNA hasar yanitinda ¢ok daha kriptik bir sekilde
yer aldig1 diisiiniilmektedir. Yapilan son deneysel calismalar, bir takim esrarh
ozelliklerin proteinin iki ucunu birbirine baglayan 56 aminoasit uzunlugundaki IDC
bolgesinde gizlendigini gdstermektedir.”®” Nitekim sitotoksik DNA lezyonlarinin
onarimi ile ilgili diger proteinlerle etkilesimleri MutY nin oksidatif hasar onarim
diginda da rolii olabilecegini desteklemektedir.!® Bunlardan biri MSH2/MSHS6 protein
kompleksiyle olan etkilesimidir. Kompleksin MSH6 alt {initesi MUTYH enziminin
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katalitik glikozilaz aktivitesinin artmasinda ve baglanma afinitesini arttirarak substrat
taninmasinin ~ gliclenmesinde  fiziksel ~ve  fonksiyonel destek  sagliyor
goriinmektedir.%°2 Ayrica MSH6-eksik hiicrelerde gozlenen artmis diizeydeki
G:C>T:A transversiyonlar1 MutY ’nin glikozilaz aktivitesinin siirdiiriilmesi i¢in bu

etkilesimin gerekli oldugunu destekler niteliktedir.!®

MUTYH’nin bir baska etkilesim partneri SIRT6 proteinidir. Yogun oksidatif
hasar sonras1 her iki zincirde olduk¢a fazla miktarda 8-0xoG:A lezyonlar1 olugsmakta
ve MUTYH aracili adenin eksizyonu ile genomda AP bélgeleri birikmektedir.”® Baz
icermeyen ancak seker-fosfat omurgasinin korundugu bu bolgelerde, AP-endoniikleaz
aracilifiyla fosfodiester baglarinin kesilmesi sonucu tek zincir kiriklar1 meydana
gelmektedir.”® Genomda kayda deger bir oranda 8-0x0G:A meydana geldiginde,
MUTYH’nin SIRT6 proteini ile etkilesimi araciligiyyla PARP (Poli-ADP riboz
polimeraz) aktivasyonunda gérevli oldugu belirtilmektedir.”” Niikleusta biriken tek
zincir kiriklarini bir sensor gibi algilayan PARP, apoptoz indiikleyici faktorii aktive
etmekte ve hiicrede ATP ile NAD+ konsantrasyonlarinin tiikkenmesi sonucu apoptoz
gerceklesmektedir.”® Mitokondride ise bu olay kalpain aktivasyonu sonucu lizozomal
riiptiiriin indiiklenmesi seklinde nekrotik bir siireci baslatmaktadir.”® Yani MUTYH
aracilt hasar tamirinin ileri yolaginda olusan toksik tek zincir kiriklar ile asir1 hasar
meydana geldigi anlasilmakta ve hiicre Olimiine apoptotik ya da nekrotik olacak
sekilde farkli yolaklardan katkida bulunulmaktadir.®? Ozetle MUTYH nin fonksiyonu
sayesinde hiicrede mutasyona ugramis genetik formasyonun yavru hiicreye aktarimi
iki sekilde dnlenmektedir; ya 8-0x0G:A olusumu nedeniyle kaybolan G:C baz ¢iftinin
geri kazanilmasina yardimci olarak ya da uygun onarimin saglanamamasi durumunda
tek zincir kiriklarinin birikimiyle apoptotik ya da nekrotik hiicre oliimiine araci

olarak.”®

Hiicresel fitness icin MUTYH nin bagka yolaklarla olan etkilesimleri de elzem
goriinmektedir. Ornegin; heterotrimer yapisindaki kompleks 9-1-1 (Rad9-Rad1-Hus1)
Hus| alt grubu ile MUTYH’nin IDC bdélgesini bir yapi iskelesi gibi kullanmaktadir.”
APE1’le birlikte MUTYH’nin bu ‘checkpoint’ proteinleri ile etkilesimi ‘9-1-1 kelepge
formasyonu’ olusumunu giiglendirmektedir.”®> Ayni zamanda Husl proteininin

SIRT6 nin IDC bolgesindeki stabilizasyondan sorumlu oldugu kabul edilmektedir.”
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Bu karsilikli etkilesimlerin S fazi kontrol noktasi aktivasyonunda gorev aldigi tahmin
edilmektedir.®® Ayrica MUTYH nin hizli DNA hasar yanitinda ATR kinaz araciligiyla
Chk1 fosforilasyonunu gerceklestirmesi ve Chk1 ekspresyonunun artiginda roliiniin

saptanmasi bu kaniy1 destekler niteliktedir.”

Sekil 6. MUTYH Yapisi ve Etkilegsim Partnerleri

Turuncu ile gosterilen proteinler dogrudan MUTYH ile etkilesime girdigi raporlanan partnerler iken, golgeli gosterimler
aksesuar ya da ileri yolak partnerleridir. N-terminal adenin glikozilaz bolgesi yesil, C-terminal bolge pembe ve IDC bélge siyah

renkle gosterilmistir. Sekil Raetz ve ark.’dan alinmistir.”

Sonu¢ olarak MUTYH proteini salt bir adenin DNA glikozilaz degildir.
Etkilesimde bulundugu partnerleri aracilifiyla hizli DNA hasar yanitinda hem sinyal
gorevi tagimakta hem de bu yolaklarda multifonksiyonel bir iskele gibi yer
almaktadir.” MUTYH proteini, baz eksizyon tamirinde hatali olarak eslesmis bazin
cikarilmasindaki gorevinin yani sira; hasarin giderilememesi durumunda diger DNA

hasar yanitlarini aktifliyor goriinmektedir.”88
2.1.5. Baz Eksizyonu ile DNA Tamir Sistemi

Genomik stabilitenin siirdiiriilebilmesi amaciyla insan viicudundaki DNA
tamir sistemleri sofistike bir sekilde hizmet etmektedirler.”* Bu sistemdeki herhangi
bir bozuklugun deaminasyon, metilasyon ve oksidasyon ile genomik hasar olusturarak
hiicreyi  karsinojenik  transformasyona siirlikleyen yollardan biri  oldugu

diisiiniilmektedir.”
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DNA iizerindeki sitozin bazinin deaminasyonunu ile olusan urasil bazi
izerinde etkili bir enzim arayan Lindahl; bir niikleaz aktivitesi ararken beklenmedik
bir sekilde deoksiriboz seker ile urasil bazi arasindaki bag1 pargalayan bir enzim olan
DNA glikozilaz1 bularak baz eksizyonu ile tamir sisteminin kesfine olanak

saglamigtir.”¢

Baz eksizyonuyla hasar tamiri, seker-fosfat omurgasina dokunmaksizin yanlig
eslesmis ya da modifiye olmus bazin eksize edilmesiyle baslamaktadir.'® BER
sisteminde bir DNA glikozilazla inisiasyondan sonra ya kisa-yama yolag: ile tek
niikleotidlik bosluk olusturularak uygun sekilde tamir siireci ger¢eklesmekte ya da
uzun-yama yolagi ile 2-10 niikleotidlik bosluk olusumu sonrasi onarim
yapilmaktadir.®’ Kisa-yama BER yolag1 hem proliferatif hem non-proliferatif hiicrede
dominant yolak olarak gozlense de Ozellikle proliferatif hiicrelerde postreplikatif
siiregteki tamirler igin uzun-yama yolagi da elzem goriinmektedir.®” Bu yolaktaki
genlerin hepsi i¢in fonksiyon bozukluklarmin kanser predispozisyonuna aday
olabilecegi sdylenmekle birlikte, su ana kadar MUTYH geni disinda BER sisteminin
diger genleri ile kolorektal kanser ve polipozis fenotipi arasinda bir iliski

saptanmamugtir.5%-%7

Genel olarak DNA onarim sistemlerine bakildiginda, bu yolaklarda olusan bir
aksakligin tedavide etkinlik artisina ve daha iyi prognoza sahip oldugu
bildirilmistir.”®*  Metastazin ise DNA  onarim sistemlerindeki  genlerin
overekspresyonu ile yeterli genetik kararliliga ulasan primer tiimoérde gerceklestigi
ifade  edilmektedir.!192  Yani normal hiicrede  genomik  biitiinligiin
stirdiiriilmesindeki desteklerinin yani sira, bu sistemlerin kanser hiicresinde heniiz tam
aydinlatilmayan etkileri mevcuttur. Bu minvalde maligniteye yonelik anlayigin
gelistirilmesi acgisindan DNA tamir sistemlerinin fonksiyonel mekanizmalarinin

¢Oziilmesi oldukga onemlidir.!%?
2.1.6. Iliskili Kanserler

Ik kez 2002 yilinda multiple adenomatdz polipozis ve kolorektal karsinom
klinigi ile etkilenmis ii¢ kardesin bulundugu Kafkas kokenli Ingiliz bir ailede MUTYH
iliskili adenomatdz polipozis ve kolorektal kanser (MAP, ‘MUTYH-associated
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polyposis’) klinigi tanimlanmistir.?’ Bu ailedeki etkilenmis bireylerin 4PC geninde
herhangi bir kalitsal mutasyon barindirmamasina ragmen tiimdr dokusu analizinde
toplam 18 adet somatik APC inaktivasyonlarindan 15’inin G:C>T:A transversiyonu
oldugunun gozlemlenmesi, bu durumun transversiyonu tamir eden genlerdeki
fonksiyon bozuklugundan kaynakli kalitsal bir sendrom olabilecegini diisiindiirmiis ve
baz eksizyonuyla DNA tamir sisteminde rol oynayan OGGI, MUTYH ve MTHI
genleri incelenmistir. Boylelikle MUTYH geninde bilesik heterozigot durumda
patojenik p.Tyr179Cys (eski ismiyle p.Tyr165Cys) ile p.Gly396Asp (eski ismiyle
p-Gly382Asp) mutasyonlariin saptanmasiyla otozomal resesif kalitilan MAP tablosu

literatiirde yerini almigtir.?

MAP, resesif kalitimli yiiksek riskli bir kolorektal kanser yatkinlik
sendromudur.?? Etkilenmis bireylerde kolon ve rektum basta olmak iizere, duodenum
ve midede de olmak iizere gastrointestinal kanalda cok sayida adenomlar ya da
hiperplastik polipler gozlenmektedir.®® Herediter kolorektal polipozisle giden klinik
tablolar igerisindeyse MUTYH iligkili bu sendrom farkli oranlarda gézlenmektedir.
Polip sayisimin 100’den fazla olmasi ile karakterize familyal adenomatdz polipozis
(FAP) klinigi olan hastalarda biallelik MUTYH mutasyonu tagima orant %7-10 iken,
10’dan fazla ancak 100°den az polip tasiyan ateniie FAP klinigi olan hastalarin
%40°1inda kalitsal MUTYH mutasyonlari bulunmaktadir.?*?> Ancak MAP hastalar1 i¢in

artmis kolorektal karsinom riski polip varhigindan bagimsizdir.?71%3

Kalitsal polipozis tablosuna neden olan farkli kliniklerin cilt tutulumlar1 da
degiskenlik gostermektedir. Ornegin; FAP hastalarinda gdzlenen desmoid tiimérler
MAP hastalarinin hicbirinde gozlenmezken, Lynch sendromunun fenotipik varyanti
kabul edilen Muir-Torre sendromunun (MTS) karakteristigi olan sebase bez tiimorleri
MAP hastalarinda bildirilmistir.> Genel popiilasyonda gorece nadir olan cildin sebase
tliimorleri (sebasedz adenom, sebaseoma, ekstraokiiler sebase6z karsinom... vb.)
MTS nin iyi bilinen bir 6zelligidir.!* Fakat Muir-Torre sendromu 6n tanisiyla takip
edilen bazi olgularda, kalitsal patojenik MUTYH degisimleri saptanmigtir,23-104-106
Ayrica MTS’li hastalarin klinik tanimlamasinda yer almayan sebase bez hiperplazileri
de MAP hastalarinda raporlanmustir.!% Bunlarin diginda, tipik olarak FAP hastalarinda

bildirilen lipom, konjenital retinal pigment epitel hipertrofisi, osteoma, epidermoid
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kist, desmoid tiimor ve pilomatrikoma ise ¢ok az sayida MAP hastasinda

bildirilmistir.®°

Biallelik patojenik veya muhtemel patojenik MUTYH varyanti tasiyan
bireylerde kolorektal kanser penetransinin 60 yasa kadar %43 ile %100 arasinda
degistigi tahmin edilmektedir.?!2*1%> Duodenal polipler MAP hastalarinin %17-
34’iinde gozlenirken, duodenum kanseri i¢in yasam boyu risk yaklagik %4 tiir.23-107:108
20.000°den fazla olgunun ve 15.000’den fazla kontrol grubunun degerlendirildigi bir
meta-analiz ¢aligsmasinda biallelik formda MUTYH varyantlar tasiyan bireyler igin
kolorektal kanser gelisim riski genel popiilasyona goére 28 kat artmis olarak
hesaplanmustir.!%” Bagka bir ¢alismada ise kalitsal monoallelik ya da biallelik MUTYH
varyanti tastyan 39 kolorektal kanser hastasi ve onlarin birinci derece akrabalarindan
300 kisinin analiziyle biallelik formun 50 kat ve monoallelik formun 3 kat kolorektal
kanser risk artisina neden oldugu raporlanmustir.?’-* Ancak heterozigot varyantlarin
kayda deger bir risk artis1 yapmadigini ya da ilimli bir risk olusturdugunu belirten
yayinlar da mevcuttur.’>?”-!1% Bununla birlikte, daha nadir varyantlarin daha yiiksek
penetranslt olabilecegi ve bu ylizden MAP hastalarinda yaygin mutasyonlara yonelik

kisith genotipleme ile kolorektal kanser riski arasinda kurulan iligkinin aslinda

hesaplanandan daha yiiksek olabilecegi belirtilmektedir.5

Kafkas irkinda yaygin goriilen ¢.536A>G / p.Tyr179Cys ve c.1187G>A /
p.Gly396Asp varyantlari i¢in heterozigot formda tasiyicilik oran1 %1-2’dir.!!! Kafkas
irkinda MAP hastalarinin %70’e kadar yiiksek bir kesiminde biallelik durumda bu iki
amino asit degisiminin bulundugu ve Avrupa popiilasyonundaki MAP hastalarinda
neredeyse %90 oraninda bu iki degisimden birinin tagindigi diistiniilmektedir.!*-2°
Ancak diger etnik kokenlerde bu iki degisimin disinda farkli MUTYH varyantlari
yaygin olarak bulunmaktadir. Bu varyantlar sirasiyla; bati toplumlarinda c.1147del /
p.Ala385fs, Flemenklerde ¢.1214C>T / p.Pro405Leu, italyanlarda c.1437 1439del /
p.Glu480del, Ingiliz Hintlilerde ¢.1438G>T / p.Glu480Ter, Pakistanlilarda c.312C>A
/ p.Tyr104Ter, Ispanyol, Portekiz ve Tunuslularda c.1227 1228dup ve Japonlar ile
Korelilerde ¢.857G>A / p.Gly286Glu seklindedir.!%3:60

MAP hastalarinda goriilen kolorektal kanserin sag kolon yerlesimli,

cogunlukla MSS (mikrosatellit stabil) ya da MSI-L (diisiik mikrosatellit instabilite,
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‘low microsatellite instability’), diploid ve faal bir immun yaniti gosteren gorece
yiiksek oranda tiimor lenfosit infiltrasyonu (TIL, ‘tumor-infiltrating lymphocyte’)
igermekte oldugu belirtilmektedir.® Sporadik KRK’e kiyasla MAP hastalarinda daha
iyi sagkalimmn goriilmesi bu aktive olmus immun sistemin varligiyla
agiklanmaktadir.®® Ayrica Lynch sendromlu hastalarin tiimérlerinde yaygin olarak
gozlenen HLA-1 kayb1t MAP karsinomlarinda da siklikla gozlenmektedir.!'? Ancak
MAP hastalarinda MMR eksikligi beklenen bir 6zellik degildir. Literatiirde biallelik
patojenik MUTYH varyanti tagiyan birka¢ KRK olgusunun MSI (mikrosatellit instabil)
oldugu bildirilmis olmakla birlikte, bu durumun nadir oldugu kabul edilmektedir.!!°
Toplam mutasyon yiikii agisindan degerlendirildiginde MSI karsinomlarda
mikrosatellit-stabil tlimorlere nazaran 10 kat artmis timdr yiiki bulunurken, MAP
hastalarinda gelisen karsinomlarda bu artis sadece 2 kat ile sinirlidir.’® Nitekim MAP
hastalarinda timor gelisimi i¢in MSI yaygin bir yolak degildir; ancak MAP
karsinomlarinin karakteristik olarak MSI olan Lynch sendromuna ve sporadik MSI-H
kolorektal tiimdrlerine benzer bir takim histolojik ozellikler gosterdigi kabul
edilmektedir.®®!!3 Bu ozellikler; tercihen proksimal yerlesimli olusu, metakron ve
senkron tiimor gozlenmesi, yiiksek oranda miisindz doku tipi ile prezentasyonu ve

artmis timor lenfosit infiltrasyonudur.''3

MAP hastalar1 genel popiilasyonla kiyaslandiginda yiiksek insidansa sahip olan
ekstra intestinal kanserlerle de iliskilidir.?> Kalitsal patojenik MUTYH varyantlari
gastrik kanser, mesane kanseri, meme kanseri, prostat kanseri, endometrium kanseri,
akciger kanseri, ¢ocukluk ¢ag1 16semisi, bag-boyun tiimorleri, hepatoselliiler karsinom
ve kolanjiokarsinoma ile iliskili bulunmustur,!823-31-33.79.114 Bynlara ek olarak, MAP
hastalarinin KRK’in yaninda tiroid kanseri de gelistirdigi bircok farkli ¢aligmada
gosterilmektedir.?319115 Yapilan bir kohort ¢alismasinda intestinal sistem disinda
genel malignite gelistirme insidansi neredeyse 2 kat artisla iligkilendirilmis ve timor
gelisim riski yasam boyu %38 olarak saptanmigtir.??> Ancak MAP hastalarinda yiiksek
oranda artmis KRK riski iyi bilinmesine ragmen ekstraintestinal kanserler ve
monoallelik patojenik varyantlar s6z konusu oldugunda risk degerlendirmesi

belirsizligini korumaktadir.*?
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Kanser tanili bireylerde kalitsal patojenik monoallelik MUTYH varyant
frekans1 genel popiilasyona gore yiiksek olsa da tiimor tipleri arasinda dagilim
homojen degildir ve ¢esitli kanser tiplerinde MUTYH geni ile iliskili insidans ve tiimdr
gelisim riski degiskenlik gdstermektedir.?® Ornegin; bir calismada biallelik MUTYH
mutasyon tastyicilarinda genel popiilasyon ile over kanseri ve mesane kanseri
insidans1 karsilastirildiginda sirasiyla 17 ile 19 kat risk oram1 (HR, ‘hazard ratio”)
saptanmigtir.>® Ayni ¢aligmada gastrik, hepatobiliyer, endometrial ve meme kanserleri
i¢in ise sirasiyla 9.3, 4.5, 2.1 ve 1.4 risk oran1 hesaplanmigtir.’® Bu anlamda biallelik
durumda artmis mesane ve over kanseri riskinden s6z edilirken; monoallelik formun
gastrik kanser, meme kanseri, endometrium kanseri ve hepatobiliyer sistem
maligniteleri i¢in kayda deger oranda artmis riske neden oldugu yorumu
yapilmaktadir.?’ Benzer sekilde bir bagska ¢alismada over, mesane ve cilt kanserleri
insidansinda belirgin artis ve meme kanserine egilim olusturan bir risk artisi
saptanmigtir.?? Bunlara ek olarak zigosite fark etmeksizin MUTYH genindeki kalitsal
p.Tyr179Cys varyantinin erkek meme kanseri i¢in diisiik-orta penetransh bir risk alleli
oldugu belirtilmektedir.!'® Meme kanseri gelisim riskinde MUTYH geninin BRCAI
gibi diger kanser yatkinlikk genleri ile etkilesiminin rolii olabilecegi
diisiiniilmektedir.”>''7 Ote yandan meme ve over kanserlerinde germline MUTYH

patojenik varyantlarinin iliskisiz oldugunu belirten yayinlar da mevcuttur,33!16:118

Sadece farkli kanser tipleri degil, premalign bir lezyon olarak kabul edilen
Barrett 6zofagus da MAP hastalarinda 5 kat daha sik goriilmektedir.!'® Ayrica serbest
oksidatif radikallerin olusturdugu DNA hasarinin tamir edilememesi sebebiyle bu
lezyonun MAP hastalarinda daha hizli malign transformasyona ugradigi ifade

edilmektedir.

MAP hastalarinda karsinogenezin lokasyon tercihli gelisiminde bolge spesifik
bir tutulum sonucu malignite ¢esitliliginin olabilecegi diisiiniilmektedir.>? Oksidatif
strese maruz birakilan MUTYH -/- farelerde belirgin kardiyak, hepatik ve renal doku
hasart goriiliirken pulmoner dokunun daha az incinmesi bu hipotezi deneysel olarak
desteklemektedir.!?* Monoallelik ve biallelik kalitimin birbirinden farkl kliniklere
sebep olmasinda ise zigosite ile hiicre ve/veya doku tipine gore fonksiyonel hasar

yapici etkide degiskenlik olugsmasinin rolii olabilir. Monoallelik kalitimda meydana
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gelen karsinogenez somatik bir mekanizma sonucu hiicredeki fonksiyonel allelin kayb1
neticesinde gergeklesmektedir.?%” Nitekim MUTYH eksikligiyle iliskisi daha 6nceden
bilinmeyen pankreatik néroendokrin tiimor ve adrenokortikal kanserlerle ilgili genom
capinda iki ayr1 calismada olgularin heterozigot MUTYH mutasyonu tasiyicisi oldugu
saptanmistir.”” Devaminda  gerceklestirilen  analizler sayesinde G:C>T:A
transversiyonlarinin baskin olarak bulundugu tiimorlere sahip bu hastalarda MUTYH
gen lokusunda somatik heterozigotluk kaybi dogrulanmistir.” Bu nedenle genel risk
diistik olsa da, heterozigotluk kayb1 olaylarinin sik gézlendigi adrenokortikal karsinom
gibi tiimdrlerin gelisim riskinin monoallelik patojenik MUTYH varyant tastyicilarinda

yiiksek oldugu belirtilmektedir.?

Germline patojenik MUTYH mutasyonlarinin kalitsal kanser yatkinligi ve
polipozis klinigi i¢in yiiksek riskli iligskisi mevcutken, genin somatik mutasyonlarinin
yalnizca sporadik kolon kanserlerinin patogenezinde roliiniin olabilecegi ifade
edilmektedir.!?!122 Bununla birlikte, baz eksizyon tamir sistemi basarisizligmin bir
sonucu olarak MAP hastalarinda; basta APC ve KRAS genleri olmak iizere,
onkogenezle baglantili diger genlerde somatik G:C>T:A transversiyonlarinin birikimi
gozlenmektedir.2%834 Ozellikle sporadik KRK’li bireylerde %5-10’dan az gdzlenen
KRAS genindeki patojenik ¢.34G>T degisimi MAP hastalarinda gelisen adenomlarda
%40-100 ve KRK’de %60-90 oranlarinda goriilmektedir.>%%° Dahasi, KRAS geninde
bu somatik degisimi tagtyan KRK’li bireylerin %10-25’1 MUTYH geninde germline
biallelik patojenik varyant tagimaktadir.>%!123124 MAP hastalarinda timorogenezin bu
somatik mutasyon birikimlerinin sonucunda basladig1 ve kanserin hipermutator bir
fenotip gosterdigi ifade edilmektedir.!®-!21:125:126 Nitekim hastaligin erken déneminde
dahi mutator fenotipin varligin1 konfirme edecek sekilde, somatik mutasyonlar erken

evre MAP adenomlarinda kayda deger oranda yiiksek derecede bulunmaktadir.”

Tiimdr dokusundan yapilan analizler sayesinde MAP hastalarindaki kolorektal
karsinomlarda oldukga fazla sayida bulunan G:C>T:A transversiyonlarinin “imza 36”
(‘COSMIC signature 36’; ‘SigProfiler SBS18/SBS36’; ‘SignatureAnalyzer
SBS18/SBS36°) olarak adlandirilan yeni bir mutasyonel imzayi temsil ettigi
gosterilmistir.>® imza 36, siklikla AGAA ya da TGAA motiflerinin bulundugu spesifik

sekans bolgelerindeki agir1 miktarda G:C>T:A transversiyonlari ile karakterizedir.>
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Bu imza ayn1 zamanda pankreatik noroendokrin tiimorler gibi diger gastrointestinal
timorleri veya meme kanseri ile adrenokortikal karsinom gibi ekstraintestinal
timorlerin - gozlendigi kalitsal MUTYH mutasyonu tasiyan hastalarda da

raporlanmigtir,3!-127-128

Nihayetinde hem monoallelik hem biallelik patojenik
degisimlerin varliginda farkli organlardan gelisen malignitelerin bu spesifik
mutasyonel imzay1 tasidigi goriilmektedir. Bu nedenle biiyiik miktarda G:C>T:A

transversiyonu tagtyan tiimérlerde MUTYH geninin taranmasi onerilmektedir.!-32

Biitiin bunlar géz Oniinde bulundurularak MAP hastalar1 klinik y&nden
degerlendirildiginde; kolondaki bulgular1 agisindan ana ayirici tani atentie FAP ya da
atipik FAP iken, ekstrakolonik lezyonlarin spektrumu Lynch sendromuna daha ¢ok
benzemektedir.!>*13® MAP hastalarindaki kolon disi tutulumlar, Lynch sendromu
hastalarindan daha az yaygin ve daha az dikkat c¢ekici olmakla birlikte, benzer bir
dagilim gozlenmektedir.®® Ancak tiimér spektrumuyla birlikte histolojik dzellikleri ve
molekiiler biyoloji agisindan kiyaslandiginda MAP fenotipinin Lynch sendromu
fenotipiyle birgok agidan ortiistiigii goriilmektedir.®® Bu yiizden MAP hastalarindaki
klinik prezentasyonun FAP-benzeri fenotipten Lynch-benzeri fenotipe kadar genis bir
dagilimda oldugu ifade edilmektedir.!3! Nitekim son yillarda, yalnizca polipozis
bulgusu ile MAP olarak adlandirilan bu klinik tabloyu “MUTYH-iliskili timor
sendromu” (‘MUTYH-associated tumor syndrome’, MAT) veya “MUTYH-iliskili
kanserogenez” (‘MUTYH-related cancerogenesis’, MRC) olarak adlandirmanin daha
uygun olacagi diisiiniilmektedir.’> Giin gegtikge sayisi artan bir sekilde hem
monoallelik hem biallelik MUTYH mutasyonlartyla iligkili tanimlanan genis fenotipik

spektrum varlig1 bu diisiinceyi destekler niteliktedir.
2.1.7. Genotip-Fenotip Korelasyonu

MAP iliskili karsinogenezin genotip spesifik olabilecegi
diistiniilmektedir.!32!3? Fonksiyonel bir ¢alismayla 37°C’de G:A substrat1 i¢in adenin
bazinin eksizyonu p.Tyr179Cys ve p.Gly396Asp degisimleri icin sirasiyla %98 ve
%86 azalmis olarak gdzlenmistir.'> In vitro ¢alismalardan elde edilen bu sonuglarin
in vivo ortamda ¢ok daha belirgin olabilecegi belirtilmektedir.*® Sonugta kromozomal
DNA, subsrat olarak kullanilan oligoniikleotidden kat be kat biiylik ve enzimin hasarl

bolgeyi arama islemi ¢cok daha zahmetlidir. Ayrica selliller ortamda diger DNA

23



baglayici proteinlerin varligi nedeniyle baglanma rekabeti de meydana gelmektedir.
Bunlar, fonksiyonel ¢alismayla elde edilen verilerin biyolojik ortamda daha dramatik
etkili olabilecegini gostermektedir. Nitekim homozigot Y179C tasiyan kisilerde
intestinal kanalda displastik adenom ve kolorektal kanser gelisim riskinin homozigot
G396D ya da bilesik heterozigot Y179C/G396D varyantlarini tagiyan bireylere gore
daha ytiksek olmasinin, bu mutasyonlarin neticesinde DNA hasar tamiri i¢in glikozilaz
enzim aktivitesinde olusan fonksiyonel farkliliktan kaynaklanmis olabilecegi
belirtilmektedir.!” Y179C degisimi tasiyan bireylerde klinik bulgularin daha erken
yasta ortaya ¢ikis1 ve daha siddetli bir fenotiple seyri, varyantin sebep oldugu daha
diisiik adenin glikozilaz aktivitesi ile korelasyon gostermektedir.!®-132 Ekstrakolonik
lezyonlar igin ise herhangi bir genotip-fenotip korelasyonu bulunamamistir.?*> Heniiz
tam olarak aydinlatilmamis olsa da, yasam boyu kanser riskinin genotip bagimli olarak

degisebileceginin alt1 ¢izilmektedir.”
2.1.8. Tasiyicilik Saptanan Bireylerde Takip Onerileri

Biallelik patojenik MUTYH varyanti1 tastyan bireylerde 25-30 yasindan geg
olmamak kaydiyla, her 1-2 yilda bir kolonoskopi ve polipektomi onerilmektedir.!
Yirmi yasin altinda olduk¢a nadir ve vaka bazinda KRK olgularinin bildirilmesi ekstra
genetik ve cevresel faktorler ile agiklanmakta olup takiplerin 18-20’li yaslarda
baslamas: yeterli goriilmektedir.*>° Ust gastrointestinal sistem maligniteleri agisindan
ampulla vater bolgesini tamamiyla gorselleyecek sekilde 30-35 yaslarinda bazal
endoskopik tarama ile degerlendirme onerilmektedir.”> Bu asamada Spigelman
kalsifikasyona gore hastaligin ciddiyeti saptanarak endoskopik taramalar arasi
intervaller olguya gore diizenlenmektedir.*® Sadece gastrik ve duodenal adenomlarin
tanis1 i¢in degil, MAP hastalarinda gorece yaygin gozlenen Barrett 6zofagus tanisi igin
de iist gastrointestinal sistemin endoskopik degerlendirilmesi uygun goriilmektedir.!!”
Ayrica yillik fizik muayene, tiroid ultrasonografisi ve bir dermatolojist tarafindan cilt
muayenesi Oneriler arasindadir. NCCN tarafindan 2022 yilinda giincellenen kolorektal
kanser rehberinde gastrik kanser ve endometrium kanseri agisindan artmis risk
belirtilmekle birlikte hasta yonetiminde degisiklik Onerilmemistir. Meme kanseri
acisindan yillik ya da 2 yilda bir olacak sekilde kadinlarda 45 yasindan itibaren ve

erkeklerde genetik taniy1 miiteakiben bazal meme muayenesi farkli yaymlarda 6neriler
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arasinda gegmektedir.?332!116 Qver kanseri erken tanisia yonelik 3 ay veya 1 yil
araliklarla 45 yasindan itibaren serum CA125 diizeyi ve transvajinal ultrason ile
degerlendirme ve mesane kanseri agisindan bazal {irolojik muayene yine tavsiyeler

arasindadir.?3-32

Heterozigot tasiyict birey saptanmast durumunda takip Onerileri aile
oykiisiinde KRK bulunmasina gore degismektedir. Etkilenmemis ancak heterozigot
patojenik MUTYH gen varyant1 tagiyan bireyin birinci derece yakinindaki KRK tani
yasindan 10 y1l 6nce veya 40 yasindan itibaren kolonoskopik tarama programina dahil
edilmesi onerilir.'> Ote yandan cesitli kanser tipleri icin risk artis1 heterozigot
vakalarda da ifade edilmekle birlikte, NCCN rehberinde klinik yonetimde farklilik
onerilmemektedir. Pozitif aile Oykiisii ya da yiiksek riskli etnik gruba ait olma
durumunda meme ve {ist gastrointestinal sistem i¢in bazal klinik muayene tavsiye

edilmektedir.3?

Ozetle MUTYH iliskili kalitsal tiimér sendromlari tanisinin genetik tetkikler
icin standart yaklasimin eksikligi ve saptanan MUTYH degisimlerinin diisiik frekansi
nedeniyle kolay olmadig1 goriilmektedir.?? Klinik iliskilendirme ¢aligmalar1 ve meta-
analiz sonuglar1 cogaldik¢a hastaligin daha net degerlendirilmesi ve tasiyici olgularin
klinik yonetimlerinde kanita dayali verilerin varliginda rehber Onerileriyle takip ve
tarama programlarinin gelistirilmesi miimkiin olacaktir. Su an i¢in MUTYH genindeki
germline patojenik varyantin monoallelik kalitilmasi durumunda kansere yonelik
genetik danigmanlik verilirken ailelerin kendi icinde malign Oykii yiikiine gore
degerlendirilmesi ve bireye yonelik kiimiilatif bir risk tahmini olusturularak tarama ve

takip programina alinmasi uygun goriilmektedir.
2.1.9. Tedavi Arastirmalar:

Sporadik vakalara nazaran MAP hastalarindaki KRK’lerin prognozu daha
iyidir.® Artmig sagkalimin nedeninin MUTYH iliskili timér sendromlu hastalarda
karsinogenez siirecinde gozlenen yiiksek oranda immun yanit artisinin olabilecegi
ifade edilmektedir. Ancak ayn1 zamanda bu aktiflenmis immun sistemin olusturdugu
selektif segimden kagan klonlar tiimér biiytimesini destekliyor goriinmektedir.®* MAP

karsinomlarinda HLA-1 reseptor ekspresyon kaybiin sik goriilen bir olay olmasi,
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anti-timor yamitin - varligimi  desteklemektedir.!3*!3>  Ayrica MAP hastalarinda
gozlenen bu durum ve beraberindeki yliksek oranda tiimor lenfosit infiltrasyonu
terapotik bir secenek olarak immunoterapinin kullanilabilecegini
diistindiirmektedir.!3¢ Biallelik patojenik MUTYH alleli tasiyan bir KRK hastasimin
onceki kemoterapi basarisizligindan sonra PD-1 inhibitérii olan nivolumab’a olumlu

yanit vermesi bu kaniy1 destekler niteliktedir.!*¢

MAP hastalar i¢gin kullanilabilecegi ifade edilen bir diger ajan selektif ve geri
donligiimstiz bir sekilde RAS GTPaz inhibisyonu yapan sotorasib’dir.’? MUTYH
iligkili tiimorlerde gozlenen spesifik imza profili bu anlamda tedavi agisindan yol
gosterici olabilir. Ozellikle atipik MAP hastalarinin tanis1 igin tiimdr materyalinden
KRAS ¢.34G>T mutasyonunun bir 6n tarama testi olarak dnerilmesi, bu mutasyonun
bir teranostik uygulama ajani olarak kullanimi olup olmayacagi sorusunu giindeme
getirmektedir.®® Bununla birlikte, su an i¢in MUTYH iliskili kanser sendromlarinda

kanitlanmig ve onaylanmis bir tedavi ajan1t mevcut degildir.
2.1.10. Tliskili Diger Klinikler

Neoplastik olmayan hastaliklarda tanimlanan MUTYH genindeki degisimler,
bu genin insan hastaliklarinda ‘oyun kurucu’ bir roliiniin oldugunu
diistindiirmektedir.'®3? Siddetli hiicresel stres kosullarinda bu proteinin fonksiyonel
islevinde degiskenlik olmasinin farkli norodejeneratif hastaliklara zemin
hazirlayabilecegi belirtilmektedir.'® Nitekim Alzheimer, Huntington ve Parkinson
hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklarda artmis oksidatif stres ve 8-oxoG varligi
ayirt edici niteliklerden biridir.'3-'3% Ol¢iimiinde metodolojik kisitlamalar olmasina
ragmen tiriner 8-0xoG seviyelerinin kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili prognostik
oneminin oldugu ve kardiyak olaylarda bagimsiz bir prediktdr belirte¢ olarak
kliniklerde kullanilabilecegi ifade edilmektedir.!*® Akut serebral enfarktiiste ise
oksidatif beyin hasarin1 gosteren bir biyobelirte¢ olarak iiriner 8-0xoG diizeylerinin
longitudinal dl¢limiiniin serebrovaskiiler olay sonrasi inmenin ciddiyetini yansitan bir

potansiyeli mevcuttur,'4-142

Beklendigi tizere, oksidatif hasar sonrasi artan 8-0xoG diizeylerinin

tetiklemesiyle OG tamir yolaginda bulunan glikozilazlarin gen ekspresyon
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profillerinde farklilik olusmasi norodejeneratif hastaliklarin, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler olaylarin patogeneziyle baglantili bulunmustur.”®!4! Bu anlamda
MUTYH geninin bu hastaliklarda da belirleyici rolii oldugunun gosterilmesi sasirtic
degildir. Ayrica yiiksek oranda artmis 8-oxoG varliginda, MUTYH ekspresyonunun
tek zincir kiriklar birikimi sonucu niikleer ortamda PARP aktivasyonuyla apoptoza
ve/veya mitokondriyal ortamda kalpain aktivasyonuyla nekroza neden olarak hiicre
Oliimiine yol agmasimin norodejeneratif siirecin sebeplerinden biri oldugu ifade

edilmektedir.!*?

Bunlara ek olarak inflamatuar siiregle karakterize romatoid artrit ve osteoartrit
gibi hastaliklarla iligkili MUTYH geninde tek niikleotid polimorfizmleri
belirlenmistir.'**!4> Bir baska inflamatuar antite olan {ilseratif kolit i¢in ise, fare
modelinde oksidatif hasar karsisinda bagirsak biitlinliigiiniin korunmasinda MutY

proteininin koruyucu rolii oldugu gosterilmistir.!4

Biitlin bunlar oksidatif hasar karsisinda hiicresel kirllganligin dnemini
vurgularken, MUTYH geninin farkli klinik tablolarla ile net iliskisi bilinmemekte ve

heniiz gizemini korumaktadir.

2.2. Derin Fenotipleme Kavram ve Kanserde Kullanim

Fenotip, bir hiicre veya organizmanin sahip oldugu genotipin ¢evreyle
etkilesiminden kaynaklanan gozlemlenebilir 6zellikleridir.!¥” “Derin” ifadesi ise
yiiksek teknoloji alaninda “genis kapsamli ve eksiksiz olarak elde edilen bilginin

islenmesi” anlaminda kullanilmaktadir.!'#8

Bu kapsamda derin fenotipleme ise bir
bireyin sahip oldugu “biitiin” gozlemlenebilir 6zelliklerin toplanmasi ve islenmesi

anlamina gelmektedir.

Genomik alanda verilerin logaritmik olarak artmasiyla birlikte hem verilerin
islenmesi hem de fenotipik baglamda degerlendirilmesi i¢in niceliksel baglantilarin
kuruldugu biyoinformatik yaklasimlar genetik analizlerin kaginilmaz bir pargasi haline
gelmistir. Bu minvalde ¢ok sayida fenotipik bulgu, genomik veri ile istatistiki ve
iliskisel olarak anlamlilik ¢ercevesinde degerlendirilebilmektedir.!*-152 Elde edilen
bulgularin anlamli bir baglamda sayisal ifadesi 6zgiilliigl yiikseltmekte ve genomik

verinin  klinikte prediktif, prognostik ya da terapdtik etkisini = ortaya
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¢ikarmaktadir.'%153 Olgiilebilir verilerin islenmesi sonucu sadece hastalikla ilgili bilgi

degil, bilimsel bir “saglik” datasinin da olusturulabilecegi one siiriilmektedir,!>+15

Biitlinciil analizler sayesinde spesifik bir genomik degisikligin pleiotropik
yansimasini saptamak miimkiin olmaktadir.!>® Ancak bu amagla 2003 yilinda dile
getirilen Insan Fenom Projesi rutin klinik uygulamada standardizasyonun eksikligi
nedeniyle verimli olamamaktadir.! Bunun 6niine gegmek igin gozlenilen bulgularin
ortak bir tibbi dil ile tanimlanmasina yonelik fenotipik kelime dagarcigt HPO

tarafindan derlenmektedir.'?’

Geleneksel yaklagimlara kiyasla derin fenotipleme ile ¢ok fazla sayida ve
cesitli bulgu bir arada degerlendirilmekte ve daha once siiphelenilmemis molekiiler
siiregler birbirleriyle iliskilendirilmektedir.!>%!5® Bu yaklasim insan viicudunu i¢ ige
gecmis aglarla  birbirine bagli entegre bir biyolojik sistem  olarak
degerlendirmektedir.!® Bunun neticesinde bir hastahigim farkli  boyutlari
gosterilebilmektedir.!>*16 Boylelikle bir hastaligi alt siniflara ayirarak, hasta igin
mevcut olan en iyi bakimin saglanmasi amaglanmaktadir.!>%161:162 Ancak hastaya dair
elde edilen bilgilerin bilimsel bir bakisla islenmesi her zaman miimkiin olmamakta ve
veriler dogru orantili bir sekilde bilimsel ilerlemeye yol agmamaktadir.!*® Fenotipteki
cesitlilige gore hastanin mevcut durumuyla kurulan varyant bazl iligkinin istatistiki
giicli, tek ve spesifik bir bulgu varliginda kuvvetlenmekte iken ¢ok sayida ve degisken
bulgular ile zayiflamaktadir.'*® Ozellikle kompleks bir hastalik s6z konusu oldugu
zaman ara fenotipler nedeniyle hastaligin gidisatinin lineer bir seyir izlemedigi
goriilmektedir.!%3 Biyolojik sistemlerin dinamikligi ise degerlendirilen parametrenin
zamansal ve mekansal degiskenlik gostermesine sebep olmaktadir.!*® Bu dinamikligi
izleyebilmek i¢in anlik Olgilimlerin yerine longitudinal bir seyirde olgunun fizik
muayene bulgulari, biyokimyasal testleri, goriintiileme sonuglari, elektrofizyolojik
ciktilar1 (EKG, EEG ve EMG vb), histopatolojik verileri ve omik datas1 (mevcut olan
genom, transkriptom, proteom, metabolom, mikrobiyom ve expozom verileri) ile

siirecin izlemi Onerilmektedir.!>164

166 Kanser hastalar1 i¢in ise ¢esitli fenotipik
parametrelerin klinik degerlendirmeye dahil edilmesi tiimor spesifik yapiya dair bilgi
saglamaktadir.!>16” TCGA Pankanser Projesi’nin gabalari sayesinde tiimér molekiiler

profillemesi kanserde rutin bir uygulama haline gelmektedir.!®%1® Molekiiler
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siiflandirmalarin entegrasyonu ile farkli kanser tiplerinde prognostik ve prediktif
bilgi elde edilebilmektedir.!”®!”! Ayrica bu hastalar ¢esitli hedefli tedavi ajanlari i¢in
aday olabilmektedir.!”>!”3 Yolaklarn aydinlatilmasi, refrakter ya da niiks kanserler
icin yeni tedavi ajan1 gelistirilmesinin oniinii agmaktadir.!”>-!'7> Derin fenotipleme
caligmalarindan gelen verilerin birikimi ile organizmadaki cesitli aglarin nasil
baglantili  oldugu anlasildikca  kansere dair  belirsizliklerin  azalacagi

diisiiniilmektedir.'>°
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3.  GEREC VE YONTEM
3.1. Hasta Secimi
Retrospektif tanimlayici olarak tasarlanan bu tez aragtirmasi i¢in Dokuz Eyliil
Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu'nun 03.05.2023 tarihli
2023/14-19 numaral karartyla etik kurul onay1 alind1 (EK-1).

Tez ¢alismas1 Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dal1 ve Dokuz Eyliil Universitesi Dahili Bilimler Onkoloji Bilim Dali’nda yiiriitiildii.
Bu amacla Ocak 2018-Ocak 2023 tarihleri arasinda Tibbi Onkoloji Polikliniginden
cesitli kanser tanilariyla tarafimiza yonlendirilen ve genetik tetkiki planlanan hastalar
tarandi. Dahil edilme kriterlerini karsilayan ve dislama kriteri bulunmayan hasta ve
yakinlari ¢alismaya alindi (Tablo 2). Tibbi Genetik ve Tibbi Onkoloji poliklinik hasta
dosyalar1 ile Hastane Arsiv ve Tibbi Istatistik Hizmetleri ve Probel Hastane Bilgi

Yonetim Sistemi sistem kayitlar: geriye doniik olarak incelendi.

Tablo 2. Dahil Edilme ve Diglama Kriterleri

Dahil Edilme Kriterleri Dislama Kriterleri

1. Kalitsal kanser On tanisiyla genetik 1. Yiksek penetransli bir bagka
analizi yapilmis ve MUTYH geninde patojenik, | kanser yatkinlik geninde patojenik ya da
muhtemel patojenik ve klinik 6nemi | muhtemel patojenik degisimi olan
bilinmeyen gen varyanti tespit edilmis olgular 2. Dosya kayitlari eksik olan

2. Aile taramasi veya segregasyon analizi 3. Genetik analizi tamamlanmamis
amach degerlendirilen indeks olgunun aile

iiyeleri

Genetik etiyoloji diisiiniilerek poliklinigimize yonlendirilen biitiin hastalar
gerekli degerlendirmeden gegirilerek test oncesi genetik danigmanlik verilmekte ve
kalitsal kanser sendromlarina yonelik 30 genden olusan Kalitsal Kanser Risk Paneli
(Tablo 4) ile yeni nesil dizileme Onerilmektedir. Tetkiki kabul edip yazili onam
imzalayan olgularin genetik tetkikleri 31 Temmuz 2022 tarihine kadar tiim
asamalartyla Dokuz Eyliill Universitesi Genetik Hastaliklar Degerlendirme
Merkezi’nde (DEGEDEM) calisilmigtir. Tetkikler 1 Agustos 2022 sonrasinda ise
hizmet alimi ile gergeklestirilmektedir. Elde edilen biitiin verilerin klinik analizleri

DEU Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda yapilmaktadir. Tetkik sonuglari genetik
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danigmanlik esliginde teslim edilmekte olup saptanan varyanta iliskin gerekli
goriillirse aile taramasi ve segregasyon analizi ya da ileri inceleme i¢in ek tetkik

planlanmaktadir.

3.2. Verilerin Toplanmasi

Dabhil edilen hastalarin yas, cinsiyet, primer kanser tipi, lokalizasyonu, doku
tipi ve histopatolojik 6zellikleri, kanserin evresi ve derecesi, tan1 yasi, tanimlanan risk
faktorleri, ECOG (‘Eastern Cooperative Oncology Group') performans skoru,
uygulanan tedavi ve hastaligin seyri, varsa ikincil malignite durumuna dair bilgiler,
kolonoskopi sonuglari, eslik eden hastaliklar, dismorfik bulgular, 6zge¢mis ve
soygecmis bilgileri ile genetik tetkik sonucglar1 Tibbi Genetik ve Tibbi Onkoloji hasta
dosyalar1 ile Hastane Tibbi Istatistik ve Arsivi ve Probel Hastane Bilgi Yénetim
Sistemi kayitlar1 taranarak toplandi. Toplanan veriler veri kayit formuna (EK-2)
islenerek degerlendirildi. Yanlis anlamli klinik 6nemi bilinmeyen varyantlarin
degerlendirilmesi i¢in hesaplamali yapisal biyoloji araclart kullanilarak secilmis
kohorttaki MUTYH geninde saptanan varyantlarin protein stabilitesi izerindeki etkileri
ve AAG dlg¢limleri yapildi. Bu 6lgiimler literatiirden toplanan benign ve patojenik
MUTYH varyantlan ile karsilastirildi. Proteinin fonksiyonel domainleri {izerindeki
yerlesimleri belirlendi. Elde edilen verilerden genotip-fenotip bilgilerini igeren cesitli

tablo ve grafikler olusturuldu.

3.3. Arsiv Genetik Verilerinin Elde Edilme Metodu
3.3.1. Periferik Kandan Genomik DNA izolasyonu

Poliklinigimizde genetik danigsmayi miiteakiben molekiiler tetkik i¢cin onam
veren tiim olgulardan DNA izolasyonu i¢in toplam 4 ml periferik kan 6rnegi EDTA’l1
tiiplere alinarak genetik laboratuvarina ulastirilmaktadir. Teslim alinan 6rnekler sistem
tizerinden kontrol edilip en az 3 belirleyici etiket ile laboratuvar hasta listesine

kaydedilmektedir.

Saflastirilmis total genomik DNA elde edilmesi amaciyla spin kolon DNA
izolasyon teknigi kullanilmaktadir. Her hastanin 200 pl kanindan Qiacube® otomatize
DNA izolasyon cihazi (Qiagen, Almanya) ve QIAamp® DNA Blood Mini kiti
(Qiagen, Almanya) araciligryla genomik DNA elde edilmektedir. Uretici firmanin
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protokoliinde belirtilen standartlara uygun sekilde kullanilan cihaz, hasta 6rnegi ve
diger soliisyonlarin eklenmesi ile otomatize olarak ¢alistirilmaktadir. Calisma

asamalar1 Tablo 3’te 6zetlenmektedir.

Tablo 3. Genomik DNA Izolasyon Asamalari

. 200 pl periferik kan ile 20 pl proteinaz K ve 200 pl ligasyon buffer soliisyonu, steril
1.5 mI’lik mikrosantrifijj tiipiine eklenir ve vorteks yardimiyla karistirilir.

. Tiipler 1s1 blogunda 56 °C’de 10 dk inkiibe edilir.

. Siire bitiminde 6rnege 200 pl etanol (%96-100) eklenir ve 15 sn vortekslenir.

. Tiipteki karisim spin kolona aktarilir ve spin kolon 2 ml’lik temiz toplama tiipiine
yerlestirilir,

. Santrifiij cihazinda tiipler 6000 xg’de 1 dk cevrilir ve olusan filtrat atilir.

. 500 pl “Wash Buffer 1’ eklenerek spin kolon yeni bir 2 ml’lik temiz toplama tiipiine
yerlestirilir.

. Santrifiij cihazinda tiipler 6000 xg’de 1 dk cevrilir ve olusan filtrat atilir.

. 500 pl “Wash Buffer 2’ eklenerek spin kolon yeni bir 2 ml’lik temiz toplama tiipiine
yerlestirilir,

. Santrifiij cihazinda tiipler 20000 xg’de 3 dk ¢evrilir ve olusan filtrat atilir.

. Spin kolon 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alinir ve {izerine 100-200 pl ‘Elution
Buffer’ veya distile su eklenerek 1-5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

. Inkiibasyon sonrasi santrifiij cihazinda tiipler 6000 xg’de 1 dk gevrilir ve spin kolon
atilir.

. Elde edilen filtrat igerigindeki DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu dl¢iiliir.

. Olgiim sonras: yeterli kalitede saptanan drnekler, alikotlanarak -20°C’de saklanr.

3.3.2. DNA Konsantrasyon ve Safliginin Belirlenmesi

Laboratuvarimizda izole edilen genomik DNA’larin konsantrasyon ve saflik
Olglimleri i¢in NanoDrop ND1000® Spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilmaktadir.

Spektrofotometre gonderilen belirli dalga boyundaki 1518in absorbsiyonunu
yapan maddelerin soliisyon i¢indeki miktarini kantitatif olarak saptamaktadir. Niikleik
asitler ve proteinler 15181 sirastyla 260 ve 280 nm’de maksimum absorbe ettigi i¢in

DNA safliginin hesaplanmasinda A260/A280 oran1 kullanilmaktadir. Genomik DNA
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eldesinin yeterli saflikta kabul edilmesi i¢in bu oran 1,8-2 araliginda olmalidir. Saflig
ideal araligin altinda kalan 6rneklerde protein kontaminasyonundan siiphelenilirken,
bu degerin Tlzerindeki soliisyonlarda yiiksek miktarda RNA varligindan
siiphelenilmektedir. Ileri molekiiler testler icin DNA konsantrasyonu en az 40 ng/ul
olmalidir. DNA konsantrasyonu yetersiz saptanan ya da uygun saflik oraninda
olmayan orneklerden tekrar DNA izolasyonu yapilmaktadir. Yeterli kalite ve miktarda
saptanan Ornekler ileri molekiiler test i¢in parafilmle kapatilip DNA saklama

kutularinda -20°C’de saklanmaktadir.
3.3.3. Hedefli Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme tekniklerinin kullanimi, ayn1 anda ¢ok sayida genin ve
hasta 6rneginin ucuz ve hizli bir sekilde analizini miimkiin kilmaktadir. Kanser gibi
yiiksek allelik heterojenite ve lokus heterojenitesi gosteren hastaliklarda molekiiler
etiyolojiyi aydinlatmak i¢in ¢ok sayida geni i¢eren hedefli panel ile sekanslama tercih
edilmektedir. Bu amacla poliklinigimizde kalitsal kanser sendromlar1 diisiiniilen
olgulara yonelik Tablo 4’te belirtilen 30 adet geni iceren Kalitsal Kanser Risk Paneli
Paneli ¢alisiimaktadir.

Tablo 4. Kalitsal Kanser Risk Paneli Genleri

APC ATM BARDI BLM BMPRIA
(ENST00000457016) ~ (ENST00000278616) ~ (ENST00000260947)  (ENST00000355112) ~ (ENST00000372037)
BRCAI BRCA2 BRIPI CDHI CDK4
(ENST00000471181)  (ENST00000544455) = (ENST00000259008) = (ENST00000261769) =~ (ENST00000257904)
CDKN24 CHEK?2 EPCAM MLH]I MREI1
(ENST00000498124)  (ENST00000382580) ~ (ENST00000263735) ~ (ENST00000231790) = (ENST00000323929)
MSH? MSH6 MUTYH NBN PALB?
(ENST00000233146) | (ENST00000234420) = (ENST00000450313) = (ENST00000265433) = (ENST00000261584)
PRSSI PTEN RADS0 RAD5IC RADSID
(ENST00000311737)  (ENST00000371953) = (ENST00000265335)  (ENST00000337432) = (ENST00000590016)
SLX4 SMAD4 STK11 P53 VHL
(ENST00000294008) ~ (ENST00000342988) = (ENST00000326873) = (ENST00000269305) = (ENST00000256474)
3.3.3.1. YND Islak Laboratuvar Asamalari

Yeterli kalite parametrelerine sahip olan orneklerden Kalitsal Kanser Risk
Paneli (‘Celemics Hereditary Cancer Risk kit’, ‘Onkorisk’) YND kiti kullanilarak
kiitiiphane hazirlanmaktadir. Tiim asamalarda {iretici protokollerine uyulmaktadir.

Islak laboratuvar c¢aligmasi kisaca; hibridizasyon igin kiitliphane hazirligi (DNA
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fragmantasyonu, DNA ucu onarimi, A ucu takilmasi, adaptor ligasyonu, indeks ile
isaretleme), prob hibridizasyonu, streptavidin boncuk ile hedef bolgelerin izolasyonu,
‘Post-capture’ hedef bolge amplifikasyonu ve piirifikasyon adimlarindan

olusmaktadir. Bu agamalar Tablo 5’te detaylica agiklanmaktadir.

Tablo 5. YND Islak Laboratuvar Asamalari

. DNA Fragmantasyonu: DNA, fragmantaz enzimi ile 37°C’de inkiibe edilerek 150-
250 baz ¢ifti (bg) uzunlugunda DNA fragmanlan elde edilir.

. Piirifikasyon*: Oncesinde 30 dk oda sicakliginda bekletilmis olan manyetik boncuk
¢ozeltisi, konik dipli 2 ml’lik tiiplere her 6rnek icin DNA voliimiiniin 1,8 kat1 olacak sekilde
dagitilir. Uzerine DNA fragmanlari eklenir. Vorteks ve spin ydntemleri ile homojenizasyon
saglanir ve 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Siire dolunca tlipler manyetik stant
iizerinde bekletilerek (3-5 dk) sivinin seffaflig1 beklenir ve olusan siipernatant kisim pipetle
atilir. Uzerine 500 uL etanol (%80) ilave edilir ve 30 sn bekletilerek pipetaj ile uzaklastirilir.
Bu islem 2 kez daha tekrarlanir. Orneklere spin yapilir ve 10 pL pipetle temizlenir. Alkoliin
tamamen evaporasyonu i¢in beklenir. Niikleaz icermeyen su eklenen tiipler stanttan alinir.
Vorteks ve spin sonrasi 2 dk oda sicakliginda bekletilir. Tekrar standa yerlestirilip,
cozeltinin seffaflagsmasi sonrasi siipernatant yeni tiiplere alinir ve sonraki asamaya gecilir.

. DNA ucu onarimi: Test kitinde bulunan ‘End Repair Mix’ {izerine bir onceki
basamakta elde edilen DNA f{iriinii eklenerek 20°C’de 30 dk inkiibe edilir.

. Piirifikasyon* adimi tekrarlanir.

. A ucu takilmasi: Test kitinde bulunan 'A-tailing tiipleri'nin {izerine bir onceki
purifikasyon adimindan elde edilen DNA iiriinii eklenerek 30°C’de 30 dk inkiibasyona
birakilir.

. Piirifikasyon* adimi tekrarlanir.

. Adaptor Ligasyonu: Bir onceki piirifikasyondan elde edilen siipernatant ligasyon
tiiplerine eklenir. Uzerine kitin icerisinde bulunan adaptdr eklenerek 15 dk 20°C’de
bekletilir. Ardindan USER enzimi eklenir ve 37°C’de 15 dk inkiibasyona birakalir.

. Piirifikasyon* adimi tekrarlanir.

. Indeks ile Isaretleme: Evrensel dual indeks seti 'i5 ve i7' olarak adlandirilan sistem
kullanilmaktadir. Bir onceki adimdan elde edilen DNA diriinii ‘KAPA Library
Amplification Mix’ ve indeks primerleri ile reaksiyon karigimi olusturulup PCR cihazina
yiiklenir ve kullanim kilavuzunda 6nerilen PCR protokolii uygulanir.

. Piirifikasyon* adimi tekrarlanir.
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. Prob Hibridizasyonu: Kit icerisinde bulunan ‘Blok mix ve Hibridizasyon mix’ ile
‘Target Capture’ problar hibridizasyon reaksiyonu igin 16 sa 65°C’de inkiibe edilir.

. Streptavidin Boncuk ile Hedef Bélgeninin Izolasyonu: Hibridizasyondan sonra elde
edilen 6rnekler streptavidin boncuklar ve kitin igerisinde bulunan yikama ¢dzeltileri ile seri
yikama igleminden gecirilerek hedef DNA kiitliphanesi olusturulur.

. Hedef Bolgenin Amplifikasyonu: Olusturulan hedef DNA kiitiiphanesi universal
PCR primerleri ile amplifiye edilir.

. Son kez piirifikasyon* adimi tekrarlanir.

. Yiiriitme oOncesi hedef bolgeleri segilmis, indekslenmis kiitiiphanenin

konsantrasyon kontrolii yapilir.

Kiitiiphane hazirlama basamaklart tamamlandiktan sonra indekslenmig
ornekler tek bir tiipte birlestirilerek NextseqS00® (Illumina, ABD) cihaz1 kartusuna
yiiklenmektedir. Reaksiyon kartusu ve ‘flow cell’ cihaza yerlestirilerek sekanslama

yapilir. Bu siire¢ sonunda ham veri ‘FASTQ’ formatinda elde edilmektedir.

3.3.3.2. YND Verilerinin Biyoinformatik Analizi

Hedefli YND sonucunda elde edilmis ‘FASTQ’ formatindaki ham veriler SEQ
(Genomize, Tiirkiye) programi araciligiyla UCSC veri tabaninin Subat 2009 yilinda
giincellenen “GRch37/hgl19” insan referans genom dizisiyle hizalanarak siralama,
varyant cagirma ('variant calling'), giivenilirlik skorlamasi ve varyant anotasyonu
asamalarindan gecirilmektedir. SEQ platformu hizalama ve siralama i¢in Burrows-
Wheeler-Aligner programini, varyant ¢agirma i¢in optimize edilmis haplotip temelli
FreeBayes programini otomatize olarak kullanmaktadir. Giivenilirlik skorlamasinda
primer ve sekonder kaplam esigi, alternatif/allel oran1 esigi, iplik¢ik bias degeri esigi
ve heterozigot varyantlar i¢in her iki iplik¢ikteki alternatif/allel oran1 parametreleri baz
alinmakta ve yetersiz etiketi alan varyantlar degerlendirmeye alinmamaktadir. Bu
biyoinformatik islemler sonrasinda hedeflenen gen bdlgelerinde en az %98 kaplam ile

minimum 20X derinlikte “VCF’ formatinda veri elde edilmesi amaglanmaktadir.

3.3.3.3. YND Verilerinin Klinik Analizi
Saptanan varyantlarin patojenite yorumu ACMG’nin 2015 yilinda yayinlanan
kilavuzu ve ClinGen 6nerileri esas alinarak sirasiyla; benign, muhtemel benign, klinik

onemi bilinmeyen, muhtemel patojenik ve patojenik olarak yapilmaktadir.*>!’® Bu
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kilavuza gore varyantin patojenite siniflandirmasi i¢in kullanilan 28 kanit kodu cesitli

parametrelerden olusmaktadir. Bunlar;

« Varyantin tipi (anlamsiz, yanls anlamli, dur kodonu olusturan, vb.),

* Varsa daha once bildirilmis ayn1 aminoasit degisiminin patojenitesi,

* Varsa daha once bildirilmis ayn1 kodon degisikliginin patojenitesi,

* de novo olup olmamasit veya hastaligin ailede segregasyona ugrayip
ugramadigi,

* Bilinen fonksiyonel ¢aligmasinin olup olmamasi,

¢ Toplum mindr allel frekans: (GnomAD!”’, EXAC, ESP'78, 1000Genomes'”,
GME Variome ve Turkish Variome, vb) ve merkez i¢i frekansi,

* Varsa yapilmis vaka-kontrol ¢alismalarindaki frekanslari,

* Protein iizerinde mutasyonel "hotspot’ bir noktada yer alip almamasi,

* Biallelik olup olmamasi,

* Protein uzunlugu tizerindeki etkisi,

* ‘in silico’ tahmin araglarmin skorlart (Yanhs anlamli degisimler ig¢in

REVEL!® MetaLR!8! ve MetaRNN!82 skorlari ile kirpilma bolgesi degisimleri igin
ADA, RF '8 ve MaxEntScan'®* skorlar1) ve

* Uluslararasi veri tabanlarindaki verileridir. Ayrica arastirilan gen ve/veya
hastalik i¢in kanit kodlarmin kullanim giicii degiskenlik gosterebilmektedir.*?

Dolayisiyla varyant yorumu i¢in her zaman giincel 6neriler dikkate alinmalidir.

Raporlanacak tiim varyantlar biitiinlestirici genomik goriintiileyici (IGV,
‘Integrative Genomic Viewer’) yazilimi araciligiyla incelenmektedir. Varyantlarin
yorumlanmasinda SEQ platformunun yanisira Amerikan Ulusal Biyoteknoloji
Enstitiisii’ne ait ClinVar veritabani, Varsome (Saphetor, Isvigre), Franklin (Genoox,
ABD), VarSeak (JSI, Almanya) ve NGS Cloud (Pairend, Tiirkiye) analiz

platformlarindan yararlanilmaktadir.

Biitiin genetik testlerin klinik degerlendirilmesi DEU Tibbi Genetik Anabilim
Dali’nda yapilmaktadir. Patojenik, muhtemel patojenik ve klinik 6énemi bilinmeyen

olarak yorumlanan varyantlar hastalarin mevcut klinik durumu ve aile hikayesi goz
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onlinde bulundurularak degerlendirilmekte ve literatiir esliginde genotip-fenotip

korelasyonu belirlenmektedir.

Bu tez c¢alismasi i¢in 31 Temmuz 2022 tarihe kadar biitlin asamalari
DEGEDEM’de ger¢eklesen molekiiler analiz raporlarina boliim arsivinden ulagildi ve
MUTYH geninde varyant saptanan hastalar segildi. Patojenik, muhtemel patojenik ve
klinik 6nemi bilinmeyen varyantlar listelendi. Giincel varyant yorumu i¢in listelenen
varyantlar veri tabanlar1 ve belirtilen platformlarda yeniden gbzden gegirildi. Bilinen
varyantlarin arastirtlmasi igin dbSNP, HGMD Public, LOVD veri tabanlari kullanildi.
Literatiir bilgisi PubMed, OMIM, LitVar ve Google Scholar araciligiyla tarandi. Ayni
asamalar 1 Agustos 2022 tarihinden sonra hizmet alimiyla ¢alisilan olgularin sonuglari

icin uygulanarak degerlendirme gerceklestirildi.
3.3.4. Coklu Ligasyona Bagh Prob Amplifikasyon Analizi

Hedeflenmis bir niikleik asit dizisinin komplementeri olan iki farkli probun
hedef bolge iizerinde ardisik hibridizasyonunu miiteakiben ligasyon sonrasi prob
amplifikasyonu ile herhangi bir genin delesyon/duplikasyon analizi yapilabilmektedir.
Bu tetkik, hibridizasyon sonras1 problarin ligasyonu ve PCR reaksiyonu sonucu kopya
say1s1 degisikliklerini tek bir reaksiyonda saptamaya olanak saglayan ¢oklu ligasyona
bagli prob amplifikasyon (MLPA, ‘Multiplex Ligation-dependent Probe

Amplification) analizidir. 8518

Poliklinigimizde heterozigot patojenik MUTYH varyanti tagiyan bireylerin
kars1 allellerinin delesyon/duplikasyon analizinde SALSA® MLPA® P071-D1
MSH6-MUTYH prob karigimi kullanilmaktadar.

SALSA® P071-D1 lot numarali kitin igeriginde 130 ile 500 niikleotid arasinda
amplifikasyon iriinii olusturan 48 adet prob bulunmaktadir. Bu problarin 15 tanesi
MSHG6, 11 tanesi MUTYH, 5 tanesi EPCAM ve 3 tanesi de MSH2 genini
hedeflemektedir. Ayrica MUTYH geni igin ENST00000450313.1:c.536A>G ve
ENST00000450313.1:c.1187G>A degisimleri varliginda sinyal olusturan 2 adet
spesifik mutasyon probu bulunmaktadir. Elde edilen ¢iktinin bireydeki

normalizasyonunu saglamak amaciyla Lynch sendromu ve MAP hastalarinda goriilen
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cesitli kanser tiirlerinde nispeten kopya sayisi stabil bolgeleri hedefleyen 12 adet
referans prob icermektedir. Kalite kontrolii i¢in ise 64 ile 105 niikleotid arasinda

kontrol fragmani olusturan 9 adet prob bulunur.

Uretici firmanm &nerisi dogrultusunda her bir MLPA c¢alismasinda olgu
grubuna en az 3 adet kontrol Ornegi dahil edilmektedir. Kontroller daha once
poliklinigimizde degerlendirilerek aile Oykiisiinde herediter kanser sendromu
yatkinlig1 bulunmayan ve malignite dis1 bir tablo ile yonlendirilmis olgulara ait DNA
orneklerinden secilmektedir. Segilen kontrol drneklerinde ayni izolasyon yonteminin

kullanilmis olmasina dikkat edilmektedir.

3.34.1. MLPA Islak Laboratuvar Agsamalari
MLPA 1slak laboratuvar ¢aligmasi kisaca; DNA denatiirasyonu, hibridizasyon,
ligasyon, PCR ve kapiller elektroforez asamalarindan olusmaktadir. Bu asamalar

Tablo 6’da detaylica agiklanmaktadir.

Tablo 6. MLPA Islak Laboratuvar Asamalari

. DNA o6rneklerinden 5’er pl (100 ng DNA) alinarak 200 pl lik PCR tiiplerine
aktarilir.

. Tiipler Thermal Cycler cihazinda 98°C’de 5 dk bekletilerek DNA denatiirasyonu
saglanir.

. Denatiirasyon sonras1 6rnekler oda sicakliginda sogutulur.

. 25°C’deki DNA 6rneginin tizerine 1,5 pl ‘SALSA® MLPA® P071-D1 MSHG6-
MUTYH Probe Mix’ ile 1,5 ul MLPA Buffer eklenir ve pipetaj yapilarak homojenize edilir.

. Elde edilen 6rnekler 95°C’de 1 dk inkiibasyonun ardindan 60 °C’de 16-18 saat
hibridizasyona birakilir.

. Hibridizasyon iiriiniine 32 pl Ligaz-65 karisimi (25 pl steril su, 3 pl Ligaz-65 Buffer
A, 3 pl Ligaz-65 Buffer B, 1 pl Ligaz-65) ilave edilir ve 54°C’de 15 dk inkiibasyona
birakilir.

. Ardimndan ligaz inaktivasyonu i¢in 98°C’de 5 dk bekletilir.

. Ligasyon {iriinlerini iceren strip tiiplerine, 10’ar pl hazirlanan polimeraz

karisimindan (7,5 pl steril su, 2 ul SALSA PCR primer, 0,5 pl SALSA polimeraz) eklenerek

pipetaj yapilir.
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. PCR dongiileri; “95°C’de 30 sn denatiirasyon, 60°C’de 30 sn annealling, 72°C’de
60 sn ekstansiyon agsamalari ile 35 dongii ve son ekstansiyon asamasi 72°C’de 20 dk” olacak
sekilde amplifikasyon islemi baslatilir.

. PCR bitiminde elde edilen amplifikasyon tiriinlerinden 0,7 pl almarak ABI 3130
cihaz1 yiikleme tiiplerine aktarilir ve {izerlerine 0.3 pl internal size standart ile 9 pl formamid
eklenir. Karigim pipetaj yapilarak homojenize edilir.

. Daha sonra bu ornekler 80°C’de 2 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek
denatiirasyonlar saglanir.

. Bu islem sonrasi 6rnekler buz lizerinde birkag¢ dakika bekletilir. Ardindan ABI 3130

cihazina ytiklenerek uygun protokolde yiiriitiiliir.

3.3.4.2. MLPA Veri Analizi

Coklu ligasyona bagli prob amplifikasyonu sonucu elde edilen ham verilerin
analizi i¢in Coffalyser.Net yazilimi giincel versiyonu kullanilmaktadir. Her bir kontrol
ve hasta Ornegi i¢in kalite parametreleri ve iretici firmanin belirledigi degerler
dogrultusunda kopya sayisit degisimleri analiz edilmektedir. Bu degerler sonucu

orneklerin yorumlanmasinda kullanilan oranlar Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 7. MLPA Yorumlanmasinda Kullanilan Oranlar

Kopya Sayist Degisimi Yorumu (FR,F‘i;l?rlleg%l:tjo’)*
Normal 0,80<FR<1,20
Homozigot delesyon FR=0
Heterozigot delesyon 0.40<FR<0.65
Heterozigot duplikasyon 1.30<FR<1.65
Heterozigot triplikasyon/Homozigot duplikasyon 1,75<FR<2,15
Bilinmeyen kopya sayis1 Diger biitiin degerler

*Eski iirlin agiklamast siiriimlerinde kullanilan dozaj oranlar1 (DQ, ‘dosage quotient’), Coffalyser.Net
yazilimindaki terminoloji ile uyumlu olmasi i¢in FR ile degistirilmistir.

Bilgiler https://www.mrcholland.com/product/P072/1171 sayfasindan alintidir.

3.4. Protein Yapisinda Varyantlarin Modellenmesi
Hiicrenin temel fonksiyonel {initesi olarak islev gdsteren proteinlerde yapisal

ozelliklerin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir. Evrimsel siirecte proteinlerin sekonder ve
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tersiyer yapilari genellikle birincil yapilarindan daha iyi korunmaktadir.'®” Tersiyer
yapt formasyonunu olusturan kimyasal ve fiziksel kuvvetlerin ayni zamanda
molekiiler etkilesimleri ve enzimatik aktiviteyi yonettigi bilinmektedir.!83:1% Bu
minvalde proteinin yapisi veya islevi denildiginde karsilikli olarak birbirine bagh

benzer kavramlar akla gelmelidir.'*°

Herhangi bir proteinin yapisinin belirlenmesi, islevsel mekanizmasinin
anlasilmasinda oldugu kadar proteinin fonksiyon bozuklugu ile giden hastaliklarda
patogenezin aydinlatilmasinda ve tedavinin gelistirilmesinde de yardimci olmaktadir.
Hastaliklarin patogenezinde biyokimyasal ve fiziksel parametrelerde farkliliklar
yaratarak tuz kopriilerinin ve hidrojen baglarinin bozulmasiyla protein fonksiyonunu
etkileyebilmesi nedeniyle sinonim olmayan SNV’lerin etkisi énemli bir arastirma

alanidir,#!-18%:191

Spesifik bir fenotip icin hasar yapict SNV’leri notr olan degisimlerden
deneysel olarak ayirt etmek yogun emek gerektirmektedir. In silico yontemler, bir veri
havuzundan olas1 adaylarin secilmesinde ve onceliklendirilmesinde yardimci olarak
hastaliga neden olan mutasyonlarin belirlenmesinde olanak saglayabilmektedir.’
Yapisal tahmin araglart ile arastirilan herhangi bir mutasyonun bir proteinin molekiiler
modeli lizerinde yarattig1 stabilite degisikligini serbest enerji degisimi iizerinden

olgmek ve yapidaki degisimin etkisini degerlendirmek olasidir.*!

Yapisal biyolojik araglar proteinin modellenmis yapisi iizerinde belli bir
pozisyondaki aminoasit degisiminin termodinamik etkisini teorik olarak hesaplar.
Tahmin sonuglar1 modellemede secilen 3 boyutlu yapinin kalitesi, enerji
hesaplamasinda kullanilan kuvvet alant veya ampirik formiiller ve ¢aligilan biyolojik
sistemin karmagikligindan etkilenmektedir.!*?> Kullanilan her bir aracin kendi giicii ve
smirliligt mevcut olmakla birlikte, farkli yaklasimlarin kombinasyonlar: ile
prediksiyonu gelistirmek miimkiindiir.'**!* Bu kombinasyon, yalnizca tahmini AAG
Ol¢timleri izerinden cebirsel bir ortalama alinarak kantitatif olarak degil; ayn1 zamanda
termodinamik a¢idan dengeli (‘stabilizing’) veya dengesiz (‘destabilizing’) yonde

etkili seklinde yapidaki degisimlerin ikili siniflandirmasi ile kalitatif olarak da
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yapilabilir.'® Ikili simiflandirma hesaplanan AAG degerinden daha 6nemli

goriinmektedir.!??

AAG degerleri icin, arka planda farkli fonksiyonlar isleterek ¢ikti veren bu
programlardan gelen sonuglar1 aritmetik bir ortalamaya tabii tutmak olas1 degildir.
Ayrica gergek termostabilite degeriyle arasindaki zayif nicel iliski nedeniyle AAG
degerlerine bakarak yorumda bulunmak tahmin sonucunu gelistirmeyebilir. Elbette bu
araglardan temin edilen AAG degerleri termostabilite degisimi ile uyumlu bir egilim

gostermektedir; ancak detaya inildiginde kesin bir deger hesaplanmamaktadir.!%

Bu tez calismasinda yapisal biyolojik araglarla yanlis anlamli degisimlerin
termodinamik etkisi aragtirildi. Farkli enzim sistemlerinde 3 aracin kullanimi ile elde
edilen sonuglarda 3/3 fikir birliginin saglanmasinin spesifiteyi %90 oraninda arttirdig:

gorilmektedir.!”

Spesifitenin artmasi1 amagclanarak 3 farkli ara¢ yardimiyla
hesaplamalar yapildi. Kombine sonuglar, her bir aragtan gelen verinin bagimsiz olarak
da kontrol edilmesini gerektirmektedir.!®* Bu nedenle patojenite yorumu 6nceden
belirlenmis benign ve patojen yanlis anlamli varyantlar literatiir madenciligi ile

taranarak programlardaki analizlere dahil edildi.

Tablo 8. Modelleme Hesaplamalarina Dahil Edilen Varyantlar

Simflandirma HGVSc Genomik Pozisyon Lokasyon SNP_ID HGVSp
P1 c.325C>T chr1:45799108 (Exon 3) 1s765123255 p-Argl09Trp
P2 c.391T>A chr1:45798840 (Exon 5) rs730881832 p-Trpl131Arg
P3 c.470C>T chr1:45798624 (Exon 6) 1s777184451 p.Prol57Leu
B1 c.601A>G chr1:45798335 (Exon 8) 1s587782258 p-Met201Val
P4 c.713A>G chr1:45798138 (Exon 9) rs1057517765 p-Asn238Ser
P5 c.721C>T chr1:45798130 (Exon 9) rs34126013 p-Arg241Trp
P6 c.733C>T chr1:45798118 (Exon 9) rs200495564 p-Arg245Cys
P7 c.820C>T chr1:45797951 (Exon 10) 15769237459 p-Arg274Trp
P8 c.847A>G chr1:45797924 (Exon 10) 1s876659676 p-Met283Val
P9 c.857G>A chr1:45797914 (Exon 10) rs730881833 p-Gly286Glu
B2 c.1014G>C chr1:45797505 (Exon 12) 1s3219489 p-GIn338His
B3 c.1013A>G chr1:45797506 (Exon 12) 1s199742231 p-GIn338Arg
P10 c.1163T>C chr1:45797356 (Exon 12) rs1060501335 p.Leu388Pro
P11 c.1214C>T chr1:45797201 (Exon 13) 1s529008617 p.Pro405Leu
P12 c.1477G>T chr1:45796229 (Exon 15) 1s587782228 p-Val493Phe

Dabhil edilen varyantlarin patojenite yorumlari i¢in patojenik varyantlar i¢in P, benign varyantlar igin B kisaltmasi kullanilmistir.
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MUTYH proteininin 3 boyutlu yapist uzunlugu 546 aminoasitten olusan
izoform 1 i¢in proteinlerin yapisin yiiksek dogrulukla tahmin eden yapay zeka tabanl
AlphaFold uygulamasindan elde edildi.'®”-!”® Bu model farkli iki deneysel yontemden
gelen verilere dayali olarak; 76 ve 362. aminoasit dizisinin yap1 bilgisi X-1s1n1 kirinim
metoduyla elde edilen yap1 (PDB ID: 3N5N) ile 356 ve 497. aminoasit dizisinin yap1
bilgisi ise niikleer manyetik rezonans metoduyla elde edilen yapinin (PDB ID: 1X51)

entegre edilmesiyle olusturulmustur.'%%-2%

AlphaFold’dan gelen modelde giivenilirlik skoru rezidii bagina 70 ve {izeri olan
bolgeler yiiksek dogrulukla tahmin edilmektedir. Ek olarak AlphaFold modeli
Ramachandran analizi ile degerlendirildiginde; bu yapidaki tiim rezidiilerin %96,9’u
tercih edilen bolgedeyken, %98,8’inin izin verilen bolgede yerlestigi ve yalnizca 5
aminoasitin (Ser323, Cys329, Ala330, Pro331, Asn332) aykir1 degere sahip oldugu
gozlenmektedir (EK-5).

Asagidaki sekillerde bahsi gegen yapilar aminoasit pozisyonuna gore sematize

edilmistir ve 3 boyutlu yapida gorsellenmistir.

Sekil 7. MUTYH Yapilarimin Karsilastiriimast

@ 3N5N @ 1X51 @ AlphaFold

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Deneysel yontemle elde edilen 3N5N ve 1X51 ile AlphaFold’dan elde edilen tahmini yap: izoform-1 ilizerinde sematize
edilmistir. Renkler “Yesil: 3N5N, Mavi: 1X51 ve Sari: AlphaFold” yapilarimi ifade etmektedir. Y ekseninde AlphaFold
yapisinda giivenilirligi yiiksek olan bolgeler yukarida, diisiik olanlar asagida; 3N5N yapisinda ise gdzlenmeyen segmentler
asagida olacak sekilde temsil edilmistir. AlphaFold yapisindaki giivenilirlik skorunun deneysel yontemlerden gelen bilgilerle

karsilik gelen aminoasit pozisyonunlarinda yiikseldigi goze ¢arpmaktadir.
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Sekil 8. Secgilen AlphaFold MUTYH
Protein Yapisi

Renkler “Koyu Mavi: 3N5N, Yesil: 1X51, Bej:

Giivenilirlik skoru diisiik bolgeleri” temsil etmektedir

Secilen AlphaFold modelinde giivenilirlik skoru diisiik olan bolgeler (Ekzon
1,2 ve 16) silinerek olusturulan yap1, daha 6nce mus musculusta dsDNA ile etkilesimi
X-1smimi kirinim metoduyla deneysel olarak saptanan yapi ile (PDB ID: 7EFS)
hizalanarak fare MutY proteini bu modelden silindi. Boylelikle insan MutY AlphaFold
yapist ile dsDNA etkilesim modeli elde edildi. Olusturulan bu model, HADDOCK
internet sunucusu araciligiyla enerjetik olarak minimize edildi.?’2?%? En iyi
HADDOCK skorlu yapi1 olan “cluster 6” nihai model olarak secildi (EK-7). Bu nihai

model, yanlis anlamli varyantlarla birlikte kullanilacak yapisal biyoloji araglarina

yliklendi. Modelin se¢iminde izlenen yol haritas1 Tablo 9°da verilmistir.

Son basamakta araclarin her birinden gelen AAG dlglimleri ve termodinamik

etki tahmini sonuglarindan tablolar olusturuldu.

Her ne kadar tez ¢alismasina dahil edilen patojenik, benign ve klinik 6nemi
bilinmeyen yanlis anlamli biitiin varyantlarin termodinamik denge degisimlerinin
tahmini hedeflenmis olsa da baz1 varyantlar giivenilirligi diisiik bolgede yerlestigi i¢in
olusturulan modelde temsil edilmemistir ve bu varyantlarin hesaplamalar

yapilamamigtir.

43



Tablo 9. Model Olusturulurken izlenilen Yol Haritas1

1. Insan MUTYH protein yapisinin 546 aminoasitlik (UniProt ID: Q9UIF7) sekans
girdisi ile ColabFold kullanarak modellenmesi ve en yiiksek rankli yapmin PDB dosya

formatinda indirilmesi

2. Giivenilirlik skoru diisiik olan bdlgelerin Pymol araciligiyla AlphaFold yapisindan

silinmesi ve kalan yapimin PDB dosya formatinda kaydedilmesi

3. Mus musculus'ta dsDNA ile etkilesim yapis1 gosterilen MutY protein yapisinin (PDB
ID: 7EF8) PDB formatinda indirilmesi

4. ikinci basamakta elde edilen giivenilirligi yiiksek bolgelerin temsil edildigi yapr ile

7EF8'in hizalanmasinin ardindan fare MutY yapisinin modelden silinmesi

5. Kalan insan MutY protein modelinin HADDOCK'ta rafine edilmesi ve en iyi

HADDOCK skorlu olan “cluster 6” yapisinin analizlerde kullanilmasi i¢in indirilmesi

6. Elde edilen bu son modelle birlikte yanlis anlamli varyantlarin in silico programlara

yiiklenmesi

Tez caligmasinda kullanilan hesaplamali yapisal biyolojik araclar ve islevleri

Tablo 10°da 6zet halinde verilmistir.

Tablo 10. Hesaplamali Yapisal Biyoloji Araglar ve Islevleri

Arac ismi islev Ref

mCSM Makine 6grenimi metoduyla grafik tabanli atom mesafesi

.. . cog e .. 40
Protein-DNA modellerinin uygulanmast ile serbest enerji degisiminin tahmini

Mutasyonun interatomik etkilesimlerle protein dinamiklerinde
DynaMut2 olusturdugu serbest enerji degisiminin normal mod analizi ile protein
yapisinin grafik tabanli gdsterimi iizerinden niceliksel olarak tahmini

203,204

Deneysel ¢aligmalardan tiiretilmis veriler iizerine egitilmis dogrusal
PremPS bir regresyon modelinin uygulanmasiyla mutasyonun protein
stabilitesi tizerindeki etkisinin tahmini

205

DynaMut2 ve mCSM programlart negatif AAG degerlerini dengesiz etkili olarak, pozitif degerleri dengeli etkili olarak
siniflandirmaktadir. PremPS ¢iktilari i¢in bu durum tam tersidir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Tez arastirmasi icin elde edilen fenotipik, genomik ve modelleme sonucunda
elde edilen biitiin veriler icin hasta bazli ve/veya varyant bazli excell tablolar
olusturuldu. Olgu kiimesindeki varyanta 6zgiin alt grup analizleri ile klinik tanilarin

anlamlilik analizleri gerceklestirilmedi. Biallelik ve monoallelik varyanti tagtyan KRK
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tanili olgularin istatistiki degerlendirilmesinde SPSS-24 (SPSS INC., Chicago, IL,
USA) programi kullanildi. Ayrica klinik bulgular ile varyant arasindaki iligki
tanimlayici istatistiksel yontemler (ortalama, standart sapma, medyan, siklik ve oran)

kullanilarak incelendi.
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4. BULGULAR

Retrospektif tanimlayici bir arastirma olarak tasarlanan bu tez ¢alismasi igin,
Ocak 2018 ile Ocak 2023 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universite Hastanesi Tibbi
Genetik Poliklinigine herediter kanser 6n tanisi ile yonlendirilen ve molekiiler genetik
tetkikleri tamamlanmig olgularin dosya ve arsiv kayitlar1 incelendi. Genetik analizi
tamamlanmis toplam (n=1494) olgu verisi igerisinden MUTYH geninde patojenik ya
da muhtemel patojenik varyant tastyan olgular ile aile yakinlar1 (n=43) ve klinik 6nemi
bilinmeyen varyant saptanan olgular (n=43) teze dahil edilme kriterleri kapsaminda
degerlendirilmeye alinmistir. Klinik degerlendirme yapilirken bias olmamasi adina
dahil edilme kriterlerine uyan ve diglanma kriteri barindirmayan olgular tez aragtirmasi
kapsamina alindi. Patojenik ve muhtemel patojenik varyant tasiyan malignite tanili 29
olgu ve 8 aile iiyesini barmdiran toplam 28 farkli aile ve klinik 6nemi bilinmeyen
varyant tagiyan malignite tanili 22 olgu degerlendirilmistir. Hasta se¢iminde izlenen

yol haritas1 Sekil 9’da 6zetlenmistir.

Sekil 9. Hasta Seciminde Izlenen Yol Haritast

Genetik analizi tamamlanmis olgularin se¢imi (n=1494)

VP/VLP (n=43) VUS (n=43)

VP/VLP (n=37) VUS (n=22)

Hesaplamali yapisal biyoloji araglarinin kullanimi i¢in ise herhangi bir diglama
kriteri uygulanmamis olup MUTYH geninde saptanan patojenik ve muhtemel patojenik

toplam 4 farkli yanlis anlamli varyant ile klinik 6nemi bilinmeyen toplam 16 farkl
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yanlis anlamli varyant i¢in bilgisayar temelli yapisal biyolojik araclar kullanilarak
entropi hesaplamalar1 yapildi. Ayrica modelleme hesaplamalarinin kiyaslanmasi igin
ClinVar veritabaninda bulunan ya da fonksiyonel ¢alismalar1 yapilmis patojenik ve
benign varyantlar analizlere dahil edildi. Tez arastirmasi i¢in varyant tespitinde izlenen

yol haritast Sekil 10°da 6zetlenmistir.

Sekil 10. Modelleme Varyantlarinin Seciminde Izlenen Yol Haritast

VP/VLP (n=10) VUS (n=23)

VP/VLP (n=4) VUS (n=16)

Patojen (n=12) Benign (n=3)

4.1.  Olgularin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Herediter kanser sendromu 6n tanisiyla yonlendirilen patojenik veya muhtemel
patojenik varyant tagiyan olgularin mevcut yas ortalamasi 53,32 (37-53 araliginda)’dur.
Cinsiyet dagilim1 %62,16 kadin (n=23) ve %37,84 erkek (n=14) seklinde olup 1,64 kat
fazla kadin cinsiyeti temsil edilmektedir. Patojenik veya muhtemel patojenik varyant
tagtyan malignite tanili olgularin (n=29) kanser tan1 yaslar1 ortalamasi ise 46,27+11,64
(medyan 44; en kiiciik 30, en biiyiik 73)’dir. Cinsiyet dagilimi bu grupta %68,96 kadin
(n=20) ve %31,03 erkek (n=9) seklinde olup kanser tanil1 olgular i¢inde kadin cinsiyeti
2,22 kat fazla temsil edilmektedir. Klinik a¢idan alt gruplara ayrilarak kanser tipleri
degerlendirildiginde %41 meme kanseri (n=12), %28 KRK (n=8), %17 endometrium
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veya over kanseri (n=5) ve 3 hastada multiple kanser dykiisii seklindedir (Sekil 11).

Coklu kanser primerine sahip hastalarin klinik 6zellikleri agagida belirtilmistir:

e Olgu 1: 52 yasinda erkek hasta. 44 yasinda tash yiiziik hiicreli mide
adenokanseri tanis1 ve 46 yasinda rektosigmoid bolge yerlesimli KRK
tanis1 mevcut. Olguda homozigot ENST00000450313.1:c.884C>T
degisimi saptandi.

e Olgu 9: 84 yasinda kadin hasta. 73 yasinda sol meme invaziv duktal
karsinom tanist ve 81 yasinda berrak hiicreli endometrium kanseri tanisi
mevcut. Olguda heterozigot ENST00000450313.1:¢.884C>T degisimi
saptandi. Kars1 allele yonelik kopya sayis1 degerlendirmesi i¢in MLPA
analizi normal sonuglandi.

e Olgu 14: 71 yasinda kadin hasta. 48 yasinda endometrium kanseri, 62
yasinda sag memede invaziv solid papiller kanser tanis1 ve 64 yasinda
sigmoid kolon yerlesimli KRK tanisti mevcut. Olgunun yapilan
analizinde heterozigot ENST00000450313.1:c.1437 1439del degisimi
saptandi1. Kars1 allele yonelik kopya sayis1 degerlendirmesi i¢cin MLPA

analizi normal sonuglandi.

Ayrica 9, 14 ve 24 numarali olgularda primer malignitelerine eslik eden tiroid
papiller karsinom tanilar1 da bildirilmistir. Siniflandirilmayan diger kanser tipi olarak
olgu 7°de 31 yasinda trokanter major posterior yerlesimli parosteal osteosarkom tanisi
mevcuttur ve molekiiler analizinde heterozigot ENST00000450313.1:¢.884C>T
degisimi saptanmis olup bu degisimin mevcut klinigi agiklamadig: diisiiniilerek ileri

incelemesi planlanmistir.

Klinik tanilar alt gruplara ayrilarak kendi i¢inde degerlendirilmeye tabii
tutulmustur. Buna gore; KRK tanili olgularin tan1 yas ortalamasi 43,12+12,88 (medyan
37; en kiiciik 30, en biiyiik 63) seklinde olup cinsiyet dagiliminda 8 kat yiiksek erkek
temsili gozlenmektedir. Lokasyon olarak %62,5 sol kolon (n=5), %37,5 sag kolon
(n=3) tutulumu goriilmektedir. olguda sag kolon tutulumuBiitiin olgular
immunohistokimyasal boyama ile MSS saptanmistir. Yalnizca olgu 12°de tiimor
dokusunda KRAS kodon 12’de G12C degisimi saptanmistir. Olgularin bagvuru an

PR

ECOG skorlar1 degerlendirildiginde 0-1 arasinda degistigi ve performans skorlarinin
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iyi oldugu gozlenmektedir. Bu tan1 grubunda homozigot veya bilesik heterozigot
MUTYH gen varyanti tasiyan olgularin tan1 yas ortalamasi 37,16+7,78dir. Bu sonuca
gore KRK tanili hastalarin tan1 yasi, her iki allelin de hasara ugramis olmast ile zigosite
fark etmeksizin MUTYH geninde patojenik ya da muhtemel patojenik varyant tagiyan
grup arasinda anlaml fark gostermektedir (p degeri < 0.001). Senkron timor ile iki
ayr1 bolgeden tani alan olgu 12 ile peritonitis karsinomatoza tablosu gelistiren olgu 19,

tan1 sonrast 5 yil igerisinde exitus olmuglardir.

KRK tanili olgu 5 ve 13’{in birinci derece yakinlari aile taramas1 kapsaminda
degerlendirilerek MUTYH geninde patojenik degisim saptanmasi iizerine
kolonoskopiye yonlendirilmistir. Bu aile iiyelerinin 6zellikleri asagidaki tabloda

verilmistir.

Tablo 11. Aile Taramas1 Kapsaminda Degerlendirilen Bireyler

K 67 ENST00000450313.1:c.884C>T (MLP[ie;ormaD Normal (63)
Het.
E 68 ENST00000450313.1:c.884C>T (MLPA: Normal) NA
Het.
K 66 ENST00000450313.1:c.734G>A (MLPA: Normal) NA
Het.
E 65 ENST00000450313.1:c.734G>A (MLPA: Normal) NA
Het.
E 46 ENST00000450313.1:¢.734G>A (MLPA: Normal) Tiibiiler adenom polipektomi (39)
K 42 ENST00000450313.1:¢.734G>A HOMO. Tiibiiler adenom polipektomi (36)
Het.
E 33 ENST00000450313.1:c.734G>A Normal (30)

(MLPA: Normal)

Coklu tiibiiler ve villoz adenom
E 30 ENST00000450313.1:c.734G>A HOMO. polipektomi
(23 ve 28)
ON: Olgu numarasi, HGVSc: ‘Human Genome Variantion Society coding DNA’, HOMO: Homozigot, Het: Heterozigot, NA: ‘Non-
Available’

Meme kanseri tanili 12 kadin olgunun tani yasi ortalamasi 46,25+10,09
(medyan 44; en kiicik 33, en biiylik 72)’dur. Olgu 22 ve 26 harig
immunohistokimyasal boyama ile hastalarin hepsinde hormon reseptorleri pozitif
saptanmistir. Ancak olgu 22 ve 26’da hem hormon reseptorleri negatif, hem CerbB2

boyamasi pozitif saptanmustir.
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Over veya endometrium kanseri tanili 5 kadin olgunun tani yasi ortalamasi
49,2+10,4 (medyan 45; en kii¢iik 39, en biiyiik 65)’tiir. Olgu 28 ve 30 tan1 sonrasi 3

sene igerisinde exitus olmustur.

Patojenik veya muhtemel patojenik varyant saptanan olgularin klinik

tanilarmin dagilim grafigi Sekil 11°de gosterilmistir.

Sekil 11. P/LP Varyant Saptanan Olgularin Klinik Tanilarmin Dagilimi

o

17%

= Meme ca (n=12)

= KRK (n=8)

= Over veya endometrium ca
(n=5)

Coklu malignite (n=3)

= Diger (n=1)

Malignite tanili olgularin klinik alt gruplara ayrilarak detaylandirilmig
Ozellikleri Tablo 12°de verilmistir. Coklu kanser tanist olan olgu 1, 9 ve 14 bu

tablolardaki izole malignite kliniklerine dahil edilmemistir.
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Tablo 12. P/LP Varyant Saptanan Malignite Tanili Olgularin Klinik Ozellikleri

1) KRK tamh olgular

Tam .
Sex-Yas HGVSc Zigosite o HP Dx Lokalizasyon TIL yaniti Evre ECOG
as1
E-44 ENST00000450313.1:¢.884C>T HOMO. 37 Adenokanser Cekum Belirgin T3NO 0
E-41 ENST00000450313.1:¢.884C>T HOMO. 37 Adenokanser Rektosigmoid Yok T2NO 0
E-49 ENST00000450313.1:¢.884C>T HOMO. 32 Adenokanser Sigmoid Hafif-orta T4bNO 0
E-41 ENST00000450313.1:¢.884C>T HOMO. 35 Miisinéz adenokanser Rektosigmoid Hafif-orta T3NO 0
ENST00000450313.1:¢.884C>T
tl EEX Bil. Het. 52 Misinozadenokanser S on TANES  pagions  TINIBMO 0
ENST00000450313.1:¢.734G>A ve sigmoi
Hafif-orta
K39 ENST00000450313.1:¢.734G>A HOMO. 30 Metasenkron Metasenkron gekum T3NO 1
adenokanser ve sigmoid Yok
Het. Inen kolon
17 E-68 ENST00000450313.1:c.1437 1439del 63 Adenokanser Ksimali Yok T3N1aMO0 1
(MLPA: Normal) DICKSINAY
Het.
19 E-EX ENST00000450313.1:c.1437_1439del 59 Miisindz adenokanser Cikan kolon Hafif-orta T4aN2aM1 0

(MLPA: Normal)
ON: Olgu Numarasi, HGVSc: ‘Human Genome Variantion Society coding DNA’, HOMO: Homozigot, Het: Heterozigot, Bil. Het.: Bilesik Heterozigot, HP Dx: Histopatolojik Tani, NA: ‘Non-Available’, TiL:

Tiimor infiltratif lenfosit (40x’de 0-2 lenfosit: Hafif-orta, 3 veya fazla lenfosit: Belirgin, lenfosit saptanmamast: Yok), ECOG: ‘Eastern Cooperative Oncology Group’ performans skoru
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2) Meme kanseri tanih olgular

o
i -
B -

ON: Olgu Numarasi, HGVSc: ‘Human Genome Variantion Society coding DNA’, Het: Heterozigot, HP Dx: Histopatolojik Tani, NA: ‘Non-Available’

kanser (‘cancer’), THK: Immunohistokimyasal boyama, ER: Ostrojen reseptérii, PR: Progesteron reseptérii

ENST00000450313.1:¢.884C>T

ENST00000450313.1:¢.884C>T
ENST00000450313.1:¢.884C>T

ENST00000450313.1:¢.884C>T
ENST00000450313.1:¢.1437_1439del
ENST00000450313.1:¢.1437_1439del

ENST00000450313.1:c.1187G>A

ENST00000450313.1:c.1187G>A

ENST00000450313.1:¢c.1187G>A

ENST00000450313.1:c.1187G>A
ENST00000450313.1:¢.1358_1359del

ENST00000450313.1:c.859del

(MLPA Normal)

Het.
Het.

Het.

Het.
(MLPA: Normal)

Het.

Het.
(MLPA: Normal)

Het.
(MLPA: Normal)

Het.
(MLPA: Normal)

Het.
Het.

Het.

42

44

50

49

72

40

34

33

50

47

51

Multifokal Inv. Lobiiler ca Sag meme
inv. Duktal ca Sol meme
Multifokal Inv. Lobiiler ca Sol meme
Miisin6z ca Sag meme
Inv. Duktal ca Sag meme
inv. Lobiiler ca Sag meme
Inv. Duktal ca Sol meme
Tasl yiiziik hiicreli <
inv. Lobiiler ca Sag meme
HP Dx: NA
Bilateral
(Once sag meme, 10y sonra sol meme)
DCIS, atipik hiperplazi Sag meme
Inv. Duktal ca Sol meme
Multifokal Inv. Lobiiler ca Sag meme

ER + PR +
CerbB2 -

ER + PR +
CerbB2 -

ER + PR +
CerbB2 -

ER + PR +
CerbB2 -

ER + PR +
CerbB2 +

ER + PR +
CerbB2 -

ER - PR -
CerbB2 +

ER + PR +
CerbB2 -

ER + PR +
CerbB2 +
ER + PR +
CerbB2 -
ER - PR -
CerbB2 +

ER + PR +
CerbB2 -

, DCIS: Duktal Karsinoma insitu, inv: invaziv, ca:
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3) Over veya endometrium kanseri tanih olgular

ENST00000450313.1:¢.884C>T Yiiksek dereceli over seréz ca
K-49 ENST00000450313.1:¢.1437 _1439del Het. 43 Over ser6z ca
K-53 ENST00000450313.1:¢.1437_1439del Het. 45 Diisiik dereceli over serdz ca
K-46 ENST00000450313.1:c.453_458dup Het. 39 Senkron endometrium ve over endometrioid adenoca
K-EX ENST00000450313.1:¢.933+3A>C Het. 65 Over ser6z ca

4) Smiflandirilmayan diger kanser tanili olgular

E-3 ENST00000450313.1:¢.884C>T t. Parosteal osteosarkom

N ek ek

ON: Olgu Numarasi, HGVSc: ‘Human Genome Variantion Society coding DNA’, Het: Heterozigot, HP Dx: Histopatolojik Tani, ca: kanser (‘cancer’)
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Klinik 6nemi bilinmeyen MUTYH gen varyanti tagiyan malignite tanili
olgularin (n=22) mevcut yas ortalamasi 57,04 (31-82 araliginda)’tiir. Bu olgu
grubunda kanser tan1 yas1 ortalamasi ise 49,72+13,75 (medyan 47,5; en kii¢iik 27, en
biiylik 69)’dur. Cinsiyet dagilimina bakildiginda %72,73 kadin (n=16) ve %27,27
erkek (n=6) seklinde, kadin cinsiyetinin klinik 6nemi bilinmeyen varyantlarin
saptandig1 malignite tanili grupta 2,67 kat fazla temsil edildigi gozlenmektedir. Bu
grup malignite tanilart agisindan siniflandirildiginda %54,54 meme kanseri (n=12),
%18,18 KRK (n=4), %4,54 endometrium veya over kanseri (n=1) ve bir hastada
multiple kanser Oykiisii seklindedir. Kalan 4 hasta diger siniflandirmasi igerisinde

degerlendirilmistir. Multiple kanser Oykiisii olan olgu agagida belirtilmistir:

e Olgu4l: 78 yasinda erkek hasta. 66 yasinda alt dudakta skuamdz hiicreli
kanser ile ayn1 yil primer veya metastatik oldugu ayirt edilemeyen
akciger sol alt lobda skuamdz hiicreli kanser tanist mevcut. Ardindan 68
yasinda temporal bolgede bazal hiicreli karsinom ve trikoepitelyoma
gelismesi lizerine tetkik edilerek heterozigot

ENST00000450313.1:¢.925C>T degisimi saptandi.

Ayrica olgu 34’te primer kanseri olan KRK tanisina eslik eden tiroid papiller
karsinom tanis1 da mevcuttur. Bu grupta yer alan olgularin klinik tanilarinin dagilim

grafigi Sekil 12°de gosterilmistir.

‘ = Meme ca (n=12)
KRK (n=4)
Sekil 12. VUS
Saptanan Olgularin Over veya
o endometrium ca
Klinik Tanilarinin (n=1)
Daglllml 18% Coklu malignite
(n=1)
Diger (n=4)

Siniflandirilmayan diger kanser tipleri ve klinik alt gruplarin detayli 6zellikleri
Tablo 13’te verilmistir. Coklu kanser tanisi olan olgu 41 bu tablolardaki izole

malignite kliniklerine dahil edilmemistir.
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Tablo 13. VUS Saptanan Malignite Tanil1 Olgularin Klinik Ozellikleri

1) KRK tamh olgular

K-53 ENST00000450313.1:¢.1258C>A Het Adenokanser

ENST00000450313.1:¢.56G>A Het. 28 Adenokanser Periampuller bolge Belirgin T3N1 0
42 E-68 ENST00000450313.1:¢.925C>T Het. 66 Miisindz adenokanser NA Hafif-orta T3NO 1
46 E-38 ENST00000450313.1:¢.1276C>T Het. 35 Adenokanser Orta-alt rektum Yok T2NO 1

A
N
[«

2) Meme kanseri tanili olgular

ER + PR +

K-76 ENST00000450313.1:¢.880C>T t. Inv. Lobiiler ca Sag meme CerbB2 +
. ER+PR +

K-55 ENST00000450313.1:¢.1258C>A Het. 54 Inv. Duktal ca Sag meme CerbB2 +
. . ER + PR +

36 K-66 ENST00000450313.1:¢.1258C>A Het. 64 Inv. Meme karsinomu-NOS Sag meme CerbB2 +
ER+PR +

37 E-74 ENST00000450313.1:¢.56G>A Het. 63 DCIS Sol meme CerbB2 -
, ER + PR +

K-70 ENST00000450313.1:¢.925C>T Het. 64 Inv. Duktal ca Sag meme CerbB2 -
; .. - ER+PR +

43 K-55 ENST00000450313.1:¢.31C>G Het. 46 Inv. Lobiiler ca Sag meme CerbB2 -
) . Bilateral ER + PR +

K-55 ENST00000450313.1:¢.1276C>T Het. 48 Inv. Duktal ca (Once sag meme, 3y sonra CerbB2 +

sol meme)
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ER+PR+

K-43 ENST00000450313.1:¢.1276C>T Het. 40 inv. Duktal ca Sol meme CerbB2 +
, ER - PR -

K-78 ENST00000450313.1:¢.985G>A Het. 69 Inv. Duktal ca Sag meme CerbB2 +
L ER +PR -

K-52 ENST00000450313.1:¢.1421G>A Het. 44 Miisinoz ca Sag meme CerbB2 zayif +

, . ER +PR +

K-59 ENST00000450313.1:¢.593G>A Het. 54 Inv. Duktal ca Bilateral CerbB2 -
. o ER +PR -

K-56 ENST00000450313.1:¢.797C>G Het. 47 Inv. Duktal + Miisindz ca Sag meme CerbB2 -

3) Over veya endometrium kanseri tanili olgu

ENST00000450313.1:¢.715G>A t. Yiiksek dereceli over serdz ca

4) Smiflandirilmayan diger kanser tanili olgular

E-66 ENST00000450313.1:¢.880C>T Sol tonsil yerlesimli SCC

K-31 ENST00000450313.1:¢.1258C>A Het. 27 Tash yiiziik hiicreli gastrik adenokanser
K-52 ENST00000450313.1:¢.925C>T Het. 33 Mide antrum yerlesimli ndroendokrin timor
E-41 ENST00000450313.1:¢.1421G>A Het. 39 Sol adrenal bezde adrenokortikal karsinom

ON: Olgu Numarasi, HGVSc: ‘Human Genome Variantion Society coding DNA’, Het: Heterozigot, HP Dx: Histopatolojik Tan1, NA: ‘Non-Available’, TIL: Tiimor infiltratif lenfosit (40x’de 0-2 lenfosit: Hafif-
orta, 3 veya fazla lenfosit: Belirgin, lenfosit saptanmamasi: Yok), ECOG: ‘Eastern Cooperative Oncology Group’ performans skoru, DCIS: Duktal Karsinoma insitu, inv: invaziv, ca: kanser (‘cancer’), IHK:
Immunohistokimyasal boyama, ER: Ostrojen reseptorii, PR: Progesteron reseptorii, SCC: Squamoz hiicreli karsinom
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MUTYH geninde saptanan varyantlarin patojenite siniflamasi yapilirken
ACMG 2015 kanit kriterleri ClinGen sekans varyant yorumu ¢aligma grubunun giincel
degerlendirme oOnerileri dikkate alinarak kullanilmigtir.*>176¢-20¢ By yorumlamaya gore
7 varyant patojenik ve 3 varyant muhtemel patojenik vasiftadir. Raporlandigi donemde
klinik 6nemi bilinmeyen degisim olarak yorumlanan 23 farkli varyant yeniden analiz
edildiginde 6 varyant muhtemel benign ya da benign seklinde yorumlanmistir ve bu
olgular klinik degerlendirmeye dahil edilmemislerdir. Yeniden analiz ve giincel
yorumlama ile allel havuzundaki varyantlarin patojenite dagilimi Sekil 13’te

gosterilmistir.

Sekil 13. Varyantlarin Giincel Yorumlama Sonrast Patojenite Dagilim Oranlar

B P/LP (n=10)
VUS (n=17)
LB/B (n=6)

4.2. Varyant Temelli Bulgular

Herediter kanser sendromlarina yonelik kalitsal kanser risk paneli ile YND
yapilan toplam (n=1494) analiz icerisinde MUTYH geninde patojenik veya muhtemel
patojenik varyant tespit etme orani %2,88 (n=43)’dir. Sekiz hastada beraberinde
yiiksek penetranslt bir bagka kanser yatkinlik geninde patojenik varyant bulundugu
icin bu hastalar MUTYH genine dair klinik temelli bulgularin degerlendirildigi boliime
dahil edilmemiglerdir; ancak genin frekans bilgisinin toplanmasi amaciyla allel

havuzundaki sayima dahil edilmislerdir.

Patojenik veya muhtemel patojenik degisim tasiyan toplam 43 bireyin
bulundugu grupta homozigot (n=8) ve bilesik heterozigot (n=2) varyant saptama orani
strastyla %18,60 ve %4,65’tir. Heterozigot patojenik veya muhtemel patojenik varyant
tastyan 33 hasta ise bu grubun %76,74’linli olusturarak ¢ogunlugu temsil

etmektedirler. Ayrica heterozigot olgularin ileri incelemesi i¢in 15 olguya kars1 allelin
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degerlendirilmesi amaciyla delesyon duplikasyon analizi yapilmistir. Hicbir olguda
delesyon/duplikasyon saptanmamistir. Mutasyon spesifik prob ile 3 hastada YND ile
saptanan ENSTO00000450313.1:c.1187G>A degisimi MLPA yontemi ile de
gosterilmigstir. Ancak kit ile saptanabilen spesifik mutasyona sahip diger 2 olgunun;
ENST00000450313.1:¢.1187G>A degisimini tagtyan olgu 25 ve
ENST00000450313.1:¢.536A>G degisimini tasiyan olgu 21, MLPA analizi
yapilmamigtir. Olgu 21 beraberinde bir baska yliksek penetranshi kanser yatkinlik
geninde de degisim barindirdigi i¢in bu tez ¢alismasinda klinik degerlendirme kapsami

disindadir.

Toplam 43 olguda saptanan patojenik ve muhtemel patojenik 10 farkl

varyantin zigositesi ve varyant bazli dagilimlart Sekil 14‘te gosterilmistir.

Sekil 14. P/LP Varyantlarin Zigositesi

11 5 9 4 1111
HET %76,74 (N=33)

BiL. HET %4,65 (N=2)*

HOMO %18,6 (N=8)

W c.884C>T Hc.734G>A m c.536A>G ¢.1041_1042del W c.1437_143!
mc.1187G>A m c.1358_1359del m c.453_458dup W c.93343A>C m c.859del

*Bilesik heterozigot olgulardaki her iki alternatif allel de temsil edilmistir. Toplamda kirk ii¢ olgu ve aile bireyinden olusan 45
allelin olusturdugu total allel havuzundaki P/LP varyantlar belirtilen renklerle gosterilmektedir. N: Kisi say1s1, Het: Heterozigot,
Bil. Het: Bilesik heterozigot, Homo: Homozigot

Bilesik heterozigot vakalardaki 2 farkli allelin de dahil edilmesiyle toplam 45
farkli patojenik veya muhtemel patojenik varyantin bulundugu allel havuzu i¢inde,
varyantlarin %68,89°u yanlis anlamli (n=31), %22,22’si ¢erceve i¢i insersiyon veya
delesyon (n=10), %6,67’si ¢erceve kaymast olusturan (n=3) ve %2,22’si de kirpilma
bolgesi degisimi (n=1) tipindedir.
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Sekil 15. P/LP Varyant Tipi Dagilim Grafigi

Kirpilma bolgesi

Cergeve kaydiran e .
(n=3) 7% degisimi (n=1)
. 2%

Varyantlarin gen i¢indeki dagilimi incelendiginde; %40’min ekzon 10’da
(n=18), %22,22’sinin ekzon 14’te (n=10), %20’sinin ekzon 9’da (n=9), %8,89 unun
ekzon 13’°te (n=4) ve birer adet ekzon 12, ekzon 7 ve ekzon 5 ile intron 10’da yerlesim
gosterdigi goriilmektedir. Sekil 16°da saptanan patojenik veya muhtemel patojenik
degisimlerin varyant tipine gore gen icindeki yerlesimleri ve genin fonksiyonel

domainleri gosterilmistir.
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Tablo 14. Saptanan P/LP Varyantlarin Ozellikleri

Allel
sayisi

17

HGVSc

c.884C>T

¢.734G>A

c.1437_1439del

c.1187G>A

¢.1358_1359del

c.1041_1042del

¢.933+3A>C

¢.536A>G

c.453_458dup

¢.859del

Genomik
Pozisyon

chr1:45797887

chr1:45798117

chr1:45796890

chr1:45797228

chr1:45796970

chr1:45797476

chr1:45797835

chr1:45798475

chr1:45798772

chr1:45797912

Lokasyon

(Exon 10)

(Exon 9)

(Exon 14)

(Exon 13)

(Exon 14)

(Exon 12)

(Intron 10)

(Exon 7)

(Exon 5)

(Exon 10)

SNP_ID

1s374950566

rs140342925

rs587778541

rs36053993

Novel

rs587780751

1s34612342

1876660190

15761468459

Mut. Tipi

Yanlis
anlaml

Yanlis
anlaml

Cerceve ici
indel

Yanlis
anlaml

Cergeve
kaydiran

Cergeve
kaydiran
Kirpilma
bolgesi
degisimi
Yanlis
anlaml

Cergeve igi
indel

Cergeve
kaydiran

HGVSp

p.Pro295Leu

p-Arg245His

p-Glu480del

p-Gly396Asp

p.Tyr453fs

p-Glu347fs

p-Tyr179Cys

p.-Trp152 Met
153inslleTrp

p-Ala287fs

Tahmin
skorlart
0.95
0.98
0.9842
0.93
0.94
0.8891

NA

0.95
0.54
0.04205

NA

NA

1
0.87
10.82

0.96
0.88
0.5354

NA

NA

MAF

0.0026%
0.1007%
0.3549%

0.0252%
NA
0.0626%
0.0326%
0.1007%
0.1339%
0.4894%
0.2518%
0.128%

NA

NA

0.0139%
NA

0.2501%
NA
0.0885%

0.0009%
NA

0.0033%
NA

Kullanilan
kanit kodu

PM2, PP3_S,PP5 VS

PMI, PM2, PM5,
PP3, PP5 VS

PM2, PM4, PP5 VS

PM2, PMS5, PP3 S,
PP5 VS

PVSI, PM2

PVS1, PM2, PP5

PM2, PP3 M, PP5 S

PM1, PM2, PP3 M,
PP5 VS

PM2, PM4, PP5 S

PVS1, PM2, PP5

Patojenite
Yorumu

Patojenik

Patojenik

Patojenik

Patojenik

Muhtemel
patojenik

Patojenik

Muhtemel
patojenik

Patojenik

Muhtemel
patojenik

Patojenik

HGVSc ve HGVSp adlandirmalar sirasiyla “ENST00000450313.1” ve “ENSP00000408176.1” baz alinarak yapilmistir. Pozisyon bilgisi “GRCh37.p13” referans genomu kullanilarak verilmistir. Tahmin
skorlar1 yanlis anlamli degisimler i¢in sirasiyla REVEL, MetaLR ve MetaRNN hesaplamalarindan; kirpilma bolgesi degisimi i¢in sirasiyla ADA, RF ve MaxEntScan hesaplamalarindan faydalanilmistir. MAF
verisi maksimum tastyici siklig1 belirlenecek sekilde GnomAD, ExAC ve 1000Genomes veri tabanlarindan ve sayet mevcutsa etnisite ve popiilasyon a¢isindan GME Variome (‘Greater Middle East’) ve TV
(‘Turkish Variome”) veri tabanlarindan almmistir. Kanit kodlar1 kullanilirken ClinGen 6nerileri dikkate alinmis olup farkli kanit diizeyini ifade etmek igin alt ¢izgi kullanilmstir.

HGVS: ‘Human Genome Variation Society’ tarafindan belirlenen coding DNA ve protein karsiligi, MAF: Mindr allel frekansi, NA: ‘Non-Available’

60



Sekil 16. P/LP Varyantlarin Gen Uzerindeki Yerlesimleri

—e—Yanlis anlamli (n=31) —=—Cergeve kaydiran (n=3) Cerceve ici indel (n=10) x Kirpilma bolgesi degisimi (n=1)

8

6

4 \0

’ 4 e . u
0 . . .

0 50 100 150 200 250 i 300 350 400 asd 500
A) I I e | : [ : | ' ||

Grafikte X ekseni ile temsil edilen allel sayisi; Y ekseni ile varyantlarin 549 aminoasit uzunlugundaki izoform 5 (MutYa5) {izerindeki pozisyonlari

belirtilmistir. Ayrica A sekliden sirasiyla 16 ekzonunun dizilimi ve varyantlarin ekzon yerlesimi gosterilmistir.

Sekil 17. Genin Fonksiyonel Domainleri

__Interdomain connector

C-terminal domain (OG recognition) @

LM W — L L L
LA Y TNV T ey A A A A A MM A

Genin fonksiyonel domainleri ve buna karsilik gelen ClinVar veritabaninda yer alan patojenik ya da muhtemel patojenik yanlis anlamli (siyah) ve

cergeve kaymasina neden olan (kirmizi) degisimler gosterilmistir. Bu gorsel Raetz ve ark.’dan alinmustir.”
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Allel
sayisi

7

Tablo 15. Klinik Onemi Bilinmeyen Varyantlarm Ozellikleri

HGVSc

c.1258C>A

¢.925C>T

¢.1276C>T

¢.880C>T

c.690+21C>A

c.56G>A

c.1421G>A

c.797C>G

c.1414G>C

c.1004A>G

c.31C>G

Genomik
Pozisyon

chr1:45797157

chr1:45797846

chr1:45797139

chr1:45797891

chr1:45798225

chr1:45800164

chr1:45796909

chr1:45797974

chr1:45796916

chr1:45797515

chr1:45805896

Lokasyon

(Exon 13)

(Exon 10)

(Exon 13)

(Exon 10)

(Intron 8)

(Exon 2)

(Exon 14)

(Exon 10)

(Exon 14)

(Exon 12)

(Exon 1)

SNP_ID

rs144079536

rs138089183

15150792276

rs199840380

rs148552450

rs587780081

rs764276907

15750344996

15758262369

rs765808018

rs878854188

Mut. Tipi

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Kirpilma

bolgesi degisimi

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

HGVSp

p-Leud20Met

p-Arg309Cys

p.-Arg426Cys

p-Arg294Cys

p-Argl19GIn

p.Arg474His

p.Ala266Gly

p.Gly472Arg

p-Asn335Ser

p-LeullVal

Tahmin
skorlart

0.45

0.8
0.03738
0.59
0.81
0.05993
0.62
0.68
0.05789
0.55

0.8
0.4036
NA

0.03
0.55
0.1132
0.44
0.53
0.9096
0.81
0.89
0.8302
0.57
0.14
0.2537
0.02
0.02
0.04779
0.11
0.05
0.09791

MAF

0.2219%
0.5035%
0.1802%
0.0906%
NA

0.0359%
0.1457%
NA

0.1071%
0.0163%
NA

2.8964%
NA
0.0747%
0.0053%
NA
0.0177%
0.0009%
NA

0.0018%
NA

0.0033%
NA
0.0531%
0.0011%
NA
0.0366%
NA

Kullanilan
kanit kodu

PM2, BP6

PM2

PM2

PM2

BAl, BSI,
BS2, BP4,
BP6 S
PM2, BP4

PM2

PM2, PP3 M

PM2

PM2, BP4

PM2, BP4

Patojenite
Yorumu

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Benign
Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen
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Klinik Onemi Bilinmeyen Varyantlarin Ozellikleri (devamu)

¢c.985G>A

c.593G>A

¢.88G>T

c.715G>A

c.1476+10T>A

c.667A>G

c.157+13G>A

c.934-9G>A

c.558G>A

c.36+11C>T

¢.1323+6T>C

c.1601G>A

chr1:45797707

chr1:45798343

chr1:45800132

chr1:45798136

chr1:45796844

chr1:45798269

chr1:45800050

chr1:45797767

chr1:45798453

chr1:45805880

chr1:45797086

chr1:45795027

(Exon 11)

(Exon 8)

(Exon 2)

(Exon 9)

(Intron 14)

(Exon 8)

(Intron 2)

(Intron 10)

(Exon 7)

(Intron 1)

(Intron 13)

(Exon 16)

rs147718169

rs1645156886

rs1557492581

1s759295912

rs200872702

rs755715694

rs1448426714

rs2275602

rs1060501341

rs3219497

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Yanlis anlaml

Kirpilma
bolgesi degisimi
Yanlis anlaml

Kirpilma
bolgesi degisimi

Kirpilma
bolgesi degisimi

Sinonim
Kirpilma
bolgesi degisimi

Kirpilma
bolgesi degisimi

Yanlis anlaml

p-Val329Met

p.Gly198Glu

p-Ala30Ser

p-Val2391le

p.Ile223Val

p-Leul86=

p-Arg534Gln

0.06
0.05
0.02465
0.38
0.74
0.2919
0.05
0.58
0.06287
0.48
0.76
0.7695
NA

0.61
0.71
0.2594
NA

0.03
0.4167
0.03
0.03
0.1457
NA

0.1

0.28
1.2328
0.11

0.03
0.002156

0.0132%
0.2014%
0.1044%
NA

NA

0.0201%
NA
0.0461%
NA

0.0554%
NA
0.0744%
0.0131%
NA
0.0177%
NA

0.0054%
NA
0.0177%
2.4801%
NA
0.7953%
NA

3.8012%
0.1007%
NA

PM2, BP4

PM2

PM2, BP4

PM1, PM2

PM2, BP6

PM2

PM2, BP6, BP7

PM2, BP4, BP6

PM2, BP6, BP7

BA1, BS2,

BP6_S, BP7

PM2, BP4

BAIL, BS2,
BP4, BP6_S

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Klinik 6nemi
bilinmeyen

Muhtemel
benign

Muhtemel
benign

Muhtemel
benign

Benign
Klinik 6nemi
bilinmeyen

Benign

Tablo 14’te yapilan agiklamalar ve kullanilan veri tabanlar1 gegerlidir.
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4.3. Modelleme Sonuclar:

Tez calismasina dahil edilen allel havuzundan yanlis anlamli patojenik ve
muhtemel patojenik MUTYH varyantlarla (n=4) literatiirden dahil edilen patojenik
(n=12) ve benign (n=3) yanlis anlaml1 varyantlarin in silico yapisal biyoloji araglarinin
yardimiyla hesaplanan AAG degerleri ve protein yapisindaki termodinamik denge

iizerinde tahmini sonuglar1 Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16. Patojenitesi Bilinen Varyantlarin Protein Modelindeki Sonuglari

HGVSc HGVSp PremPS mCSM DynaMut  Sonug Lokasyon
c.325C>T  p.Argl09Trp 0,71 0,198 0,28 1/3 Sur
c.391T>A  p.Trpl31Arg 2,28 1,886 -3,55 2/3 Cor
c.470C>T p-Prol57Leu 0,96 0,015 -0,61 2/3 Sur
c.536A>G  p.Tyr179Cys 1,39 1,034 0,79 1/3 Sur

c.601A>G* p.Met201Val 1,14 -0,98 -0,52 3/3* Cor
c.713A>G  p.Asn238Ser 1,13 -0,662 0,35 2/3 Sur
c.721C>T  p.Arg241Trp 0,86 -4,533 -1.12 3/3 Cor
c.733C>T  p.Arg245Cys 0,88 -3,277 -0,71 3/3 Cor
c.734G>A  p.Arg242His 1,98 -3,705 -1,35 3/3 Cor
c.820C>T  p.Arg274Trp 0,66 -0,756 -0,42 3/3 Sur
c.847A>G  p.Met283Val 1,9 -0,556 -0,85 3/3 Cor
c.857G>A  p.Gly286Glu 1,04 -1,468 -0,96 3/3 Cor
c.884C>T p-Pro295Leu 0,94 -2,475 -1,67 3/3 Cor
c.1014G>C* p.GIn338Arg  -0,09 -0,982 0,38 1/3* Sur
c.1013A>G* p.GIn338His -0,05 -0,122 0,21 1/3* Sur
c.1163T>C  p.Leu388Pro 2,8 0,102 -1,58 2/3 Cor
c.1187G>A  p.Gly396Asp 0,86 -3,141 0,92 2/3 Sur
c.1214C>T  p.Pro405Leu 0,98 -0,079 -0,59 3/3 Cor
c.1477G>T  p.Val493Phe 1,21 -0,303 -1,1 3/3 Cor

Kullanilan in silico araca gore degisimin neden oldugu tahmini AAG degerleri tabloda belirtilmistir. Termodinamik agidan etkisine gore
dengesiz etkili degerler kirmizi, dengeli etkili degerler mavi ile gosterilmistir.

*Dahil edilen benign varyantlar. Alt1 ¢izili varyantlar olgu grubundaki patojenik veya muhtemel patojenik varyantlari gostermektedir.
Diger varyantlar literatiirden dahil edilen patojenik varyantlardir.

‘Sur’: Yiizeyde yer alan degisim (‘surface’), ‘Cor’: Proteinin katlanmasi sonucu igeride yer alan degigim (‘core”)

Hesaplamalar sonucunda en az 2 programdan gelen termodinamik agidan
dengesiz ¢iktisi olan varyantlar dikkate alindi. Buna gore 16 adet patojenik varyantin
10 tanesinde 3/3 ve 4 tanesinde ise 2/3 programin fikir birligi ile termodinamik agidan
dengesiz etkisinin oldugu gozlendi. Patojenik varyantlardan iki tanesi (Y179C ve

R109W) yalnica 1/3 fikir birligi ile dengesiz etkili ¢ikt1 verdi.
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Makine 6grenimi tabanli yontemler, egitim amaciyla kullanilan veri setleri
cogunluk dengesiz etkili mutasyonlardan olustugu i¢in dengeleyici mutasyonlari

207.208 By nedenle benign oldugu

tanimlamada daha az dogrulukta olabilmektedir.
bilinen 3 varyant icin mCSM degerleri hesaplamaya dahil edilmedi. Ayrica anti-
simetrik Ozelliklerin dahil edilerek ‘forward’ ve ‘reverse’ yonelimli AAG
hesaplamalarindaki sonuglara gére PremPS’nin dengeleyici mutasyonlarda daha
glivenilir oldugu ifade edilmektedir.?> Dolayisiyla bu aragtan gelen degerler benign
simiflandirmada oncelikli tutuldu; ancak hem PremPS hem DynaMut2 hesaplamalari
g6z onilinde bulunduruldu. Bu iki aragtan gelen sonuglar ile protein modeli iizerinde
literatiirden dahil edilen 3 benign varyantin %66,7’sinin (n=2) termodinamik agidan
dengeli oldugu goriilmektedir. Termodinamik agidan 3/3 dengesiz etkili olarak
siniflandirilan benign varyantin (M201V) ise ClinVar’da yalnizca bir adet muhtemel
benign bildirimi bulundugu goriilmektedir. Ancak bu tez caligmasinda yapisal

biyolojik araclara dayanarak klinik 6nemi bilinmeyen yanlis anlamli varyantlar i¢in

herhangi bir sekilde “benign” siniflandirmasi yapilmadi.

Tablo 17. Klinik Onemi Bilinmeyen Varyantlarin Protein Modelindeki Sonuglari

HGVSc HGVSp PremPS mCSM DynaMut  Sonug Lok.
4 c31C>G p-LeullVal - - - - -
5 ¢.56G>A p-Argl9GIn - - - - -
3 ¢c.88G>T p-Ala30Ser - - - - -
4 ¢593G>A p.Glyl98Glu 0,76 -1,459 -0,3 3/3 Sur
7 ¢c.667A>G  p.dle223Val 1,03 1,048 -1,1 2/3 Cor
9 c¢715G>A  p.Val239lIle 0,72 0,923 -0,51 2/3 Cor
9 ¢c.797C>G  p.Ala266Gly 1,13 1,51 -1,43 2/3 Cor
5 ¢.880C>T p.Arg294Cys 0,4 0,269 0,41 1/3 Sur
3 ¢925C>T p.Arg309Cys 0,5 0,924 0,49 1/3 Sur
8 ¢985G>A p.Val329Met 0,23 -0,754 -0,47 3/3 Sur
2 ¢.1004A>G p.Asn335Ser -0,14 -1,067 0,38 1/3 Sur
5 ¢.1258C>A p.Leu420Met 1,09 -0,173 -0,95 3/3 Cor
3 ¢c.1276C>T p.Arg426Cys 0,27 -0,615 0,09 2/3 Sur
5 ¢.1414G>C p.Gly4d72Arg 0,47 0,394 -0,7 2/3 Sur
7 ¢.1421G>A  p.Argd74His 1,86 -0,146 -0,82 3/3 Sur
5 c.1601G>A p.Arg534GIln - - - - -

Kullanilan in silico araca gére degisimin neden oldugu tahmini AAG degerleri tabloda belirtilmistir. Termodinamik agidan etkisine
gore dengesiz etkili degerler kirmizi, dengeli etkili degerler mavi ile gosterilmistir.

Soldan ilk siitundaki derecelendirme i¢in sayilar; 1’den 9’a dogru en degisken bolgeden en korunmus bolgeye dogru evrimsel
korunmuslugu belirtmektedir. Bu degerler ConSurf veri tabanindan almmaistir.

‘Sur’: Yiizeyde yer alan degisim (‘surface’), ‘Cor’: Proteinin katlanmasi sonucu igeride yer alan degigim (‘core”)
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Malignite tanili olgularda saptanan klinik O6nemi bilinmeyen MUTYH
varyantlari i¢in hesaplanan AAG degerleri ve termodinamik denge tizerindeki tahmini
sonuglar1 Tablo 17°de verilmistir. Ek olarak, klinik 6énemi bilinmeyen varyantlarin
evrimsel korunmusluk skorlart (EKS) ConSurf veri tabanindan alinarak tabloya
islenmistir.?®® Korunmus bir bdlgede meydana gelen mutasyonlarin, dogru protein
katlanmasi lizerinde daha biiyiik bir etkiye sahip oldugu ve sonug olarak islevselligi
daha fazla degistirdigi varsayilmaktadir.?! Bu baglam goz oniinde bulundurularak

sonuclar incelenmistir.

Modelleme sonuglarina gore; 16 adet klinik 6nemi bilinmeyen varyantin 4
tanesi olusturulan modelde temsil edilmedigi i¢in degerlendirilemedi. Dort adet klinik
onemi bilinmeyen varyantin programlarin hepsinde termodinamik agidan dengesiz
olduklar1 gozlendi. Bes varyant ise programlarin ikisinde dengesiz etkili olarak
degerlendirilirken, diger program sonucuna gore termodinamik agidan dengeli olarak

hesaplandi.

Yapisal termodinamik etki sonucuna gore yorumda bulunmadan 6nce bu
varyantlarin glincel ClinVar bildirimleri, sekans bilgisine gére hesaplama yapan diger
in silico araglardan gelen tahmin skorlar1 ve ConSurf veri tabanindan elde edilen
evrimsel korunmusluk skorlar1 géz oniinde bulunduruldu. ACMG tani kriterlerini
kullanirken 6zellikle dikkat edilmesi gereken bir husus, siniflandirmada kullanilan bir
kriterin birden fazla kanit kodu ile fazladan temsil edilerek varyanta gereksiz yere
atanan benign ya da patojen vasifta yorumlandirmalardir. Bu anlamda hali hazirda
sekans ya da yapr tabanli bir in silico ara¢ kullanilirken etki giiclinii tek tek
degerlendirmek yerine biitiinciil bir bakisla hesaba katmak dnemlidir. Bu ¢aligmada da
yanlis anlamli varyantlar, rutin molekiiler analizlerde kullanilan parametreler
esliginde, yapisal modellemeden elde edilen tahmin sonuglari entegre edilerek

degerlendirildi.

4.4. Olgu Ornekleri
Klinik olarak degerlendirilen hastalarin i¢inden en az 3 kusak aile dykiisiinde
herhangi bir malignite tanis1 ya da kolonda polip dykiisii bulunan olgular se¢ilerek aile

agagclari cizilmistir.
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Sekil 18: Aile Ornekleri
Olgu 2:

S v,

5T

Sy ex, MI

Gastri; adenokanser

74y tani
75y ex

E Kolonda polip oykusu l] Gastrik adenokanser

=2

C

® [

1O Y Y

KRK
80y tam
84y ex

igu 2 Kolonoskopi: Normal  Kolonda polip oykusu  Kolonda polip oykusu
KRK 50y 50y tam 40y tani
37y tan 57y 44y
44y
V.
Olgu 5:

]
N )]

v ® [ [F

Olgu 5-2
68y

Vi )

5

Olgu 5-1
Kolonoskopi: Normal
67y

o

0 O O

Iigu 5
KRK
35y tani
41y
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Olgu 9 ve Olgu 30:

E Over karsinomu B Prostat kanseri
) JZF %]

D Beyin tumard (alt tip bilinmiyor) E Meme kanseri

D Endometrium kanseri

O 8 & I

Over karsinomu
60y tani ve ex

Beyin timoru
55y tani ve ex

Over karsinomu

f MO U

Prostat kanseri Meme kanseri Olgu 9
74y tami 40y tani 73y tan meme kanseri
80y 70y ex 81y tani endometrium kanseri

| 84y
g mE e o

57y tami
60y

&

54y tani
58y ex

Olgu 12:

JE

Il 3
80y ex By ex. MI
] O ®
Igu 12 KRK
KRK 52y tani
52y tani 56y
54y ex
V.
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Olgu 13:

JE

E Kolonda polip oykusu

-

-0 B [Fr

Olgu 13-2

65y

-

Olgu 13-1

Wﬁzéb

. &

Olgu 13-3

‘)lgu 13
KRK

30y tami
3%

Kolonda polip oykusu
46y

] M O o ®

Olgu 13-5
Kolonoskopi: Normal

33y

Olgu 13-6
Kolonda polip oykusu
30y

Genetik analiz: Normal Olgu 13-4
Kolonoskopi: Normal

Kolonda polip oykusu
37y 42y

Olgu 15:

E Over karsinomu

B Gastrik adenokanser D Akciger kanseri

—

o O

Akciger kanseri

75y tami
80y ex

1 O

Gastrik adenokanser

44y tam
50y

Gastrik adenokanser
66y tani

67y

0 ®

®igu 15
Over karsinomu
43y tani
4%y

f©
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Olgu 17:

e

L JZH__@

|] Gastrik adenokanser

. M S S A O
Gastrik adenokanser Gastrik adenokanser
50y tani ve ex 75y tani ve ex
EJ% B H @ O [EJ?B
Igu 17 Gastrik adenokanser
KRK 62y tani
63y tani 63y ex
68y
Olgu 25:

E Duktal karsinoma in situ |] Meme kanseri

G Akciger kanseri

. /?’

Il
1.
®igu 25
DCIS
50y tam
56y
V.

O O

Meme kanseri Akciger kanseri
64y tanm 65y tani ve ex
69y ex
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Olgu 26:

E Meme kansen Il KRK

J

80y ex 75y ex, KAH
- 6 ™ O O
®igu 26 KRK
Meme kanseri 45y tani
47y tani 54y
53y

Olgu 29:

E Meme kanseri B KRK
-- %)

N

& 1)

50y ex, trafik kazasi KRK KRK
65y tami 50y tam
69y ex 80y ex

%Igu 29
Meme kanseri
51y tam
53y

I ¢
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Olgu 51:

[I Meme kanseri E Prostat kanseri I] Kemik timoru (alt tipi bilinmiyor) B Akciger kanseri

- I Bg
A0 ME I B P

Kemik tumora  Akciger kanseri
75y tani ve ex 80y tani ve ex 67y tani 75y tanive ex
68y ex
O [ 1 O
1>Igu 51
Meme kanseri
42y tani
4|9y
-~ O 0O O

Olgu 52:

E Over karsinomu B Meme kanseri

Meme kanseri
75y tami
77y ex
[
1>Igu 52 Meme kanseri Meme kanseri
Over karsinomu 50y tani 45y tani ve ex
42y tani 53y ex
49y
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5. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasinda herediter kanser 6n tanisiyla klinigimize yonlendirilerek
molekiiler genetik tetkikleri tamamlanmis hastalarin (n=1494) i¢inden patojenik ve
muhtemel patojenik MUTYH varyanti tagtyan olgular ve aile yakinlar1 (n=43) ile klinik
onemi bilinmeyen MUTYH varyant1 tagiyan malignite tanili olgular (n=43) genotip ve
fenotip ekseninde degerlendirilmistir. Ayrica literatlirden patojenik ve benign yanlig
anlamli varyantlarin dahil edilmesiyle elde edilen allel havuzunda yapisal biyoloji
araglarmin yardimiyla termodinamik denge degisimleri hesaplanmistir. Olgiimler
neticesinde yapisal modelde termodinamik agidan dengesiz etkisi gozlenen klinik

onemi bilinmeyen varyantlarin yeniden yorumu yapilmustir.

Klinik 6nemi bilinmeyen ENST00000450313.1:¢.797C>G varyantinin
patojenitesinin yeniden yorumunda ACMG’nin “PP3” kanit kodu destekleyici
(‘supporting’) yerine giiclii (‘strong’) diizeyinde belirlenmis ve yapisal modeldeki in
silico degerlendirme sonucuna dayanarak bu varyantin muhtemel patojenik olarak
yorumlanabilecegi oOne siiriilmiigtiir. Ayrica ENST00000450313.1:¢c.715G>A,
ENST00000450313.1:c.985G>A ve ENST00000450313.1:c.1421G>A varyantlar
modeldeki termodinamik etkilenim sonucuyla birlikte giincel bilgiler 151831nda
tartisilmistir. Elbette protein yapisinda termodinamik agidan dengesiz oldugu tahmin
edilen bir varyantin islevsel baglamda da yikic etkisinin gozlenmesi gereklidir. Bu tez
caligmas1 sayesinde yapilacak olan fonksiyonel c¢aligmalara aday varyantlar
belirlenmistir. Ancak bilinmektedir ki fonksiyonel ¢calismalarda dahi, bir molekiile ait
AAG degerinin hesaplanmasinda bizzat deneyin tasarimima 0zgiin kisithliklar
olugsmaktadir.?!! Biyolojik bir sistem igerisinde molekiiler makinelere ve nasil
calistiklarina dair deneysel ya da in silico yaklasimlarla bilgilendirici ipuglart elde
etsek de yagsamsal siirecin es zamanli olarak adim adim tam resmini olusturmak kolay
degildir. Nitekim bir proteinin yapist ile islevinin tam Ortiismemesinin arkasindaki
eksik unsurun molekiiler dinamizmin net degerlendirilememesinden kaynaklandig:

212

diistiniilmektedir.~'* Atomik Olgekte bir proteinin diger proteinlerle etkilesim

kararliligr ve ozgiilliigli statik bir yapidan ziyade yapisal dinamizmin sagladigi

213

konformasyonel esneklik ile belirlenmektedir.’> Bu baglamda degerlendirildiginde

giderek artan sayida farkli partnerleri tanimlanan MUTYH proteininin yapisal
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degisimlerinde, etkilesim profilini belirlemek acisindan ilerleyen ddnemlerde

molekiiler dinamik simiilasyonlarinin yapilmasi uygun olacaktir.

Kanitin bir parcast kabul edilen in silico araglarin sonuglart mutlak klinik
korelasyon gerektirmektedir.?'* Ancak klinik anlamda etkisi gozlenen yapisal
degisime ugramis bir proteinin islevi, biyolojik yapiya oldukca benzer sekilde
modellenmis bir sistemde ¢alisilsa dahi daima yapi tabanli degildir.?!> Yapisal olarak
stabiliteyi bozan ancak proteinin yeterli fonksiyon gostermesiyle sonuglanan
degisimler olabilecegi gibi; yapisal olarak dengeli ancak fonksiyonel agidan hasar
yapict degisimlerin de olabilecegi ya da hasar yapict bir etki varliginda dahi

‘downstream’ yolakta bunun telafisinin gerceklesebilecegi de unutulmamalidir.

Bu tez calismasinda retrospektif olarak secilmis kohortun yalnizca herediter
kanser On tanisiyla klinigimizde degerlendirilen olgulardan olugsmasi en Onemli
kisitliliklarindan biridir. Her ne kadar modelleme esnasinda literatiirden benign
varyantlar dahil edilmis olsa da gecerli sonuclar i¢in saglikli bireylerden tespit edilen
MUTYH varyantlarinin dahil edilmesiyle belirlenecek esik degerlere gore patojenite
yorumlamalarinin yapilmast daha uygun goriilmektedir. Yine de translasyonel
aragtirmalarda bir dayanak noktasi olusturmasinin yani sira, bu tarz analizlerden elde
edilen sonuglarin degisen protein yapisindaki mekanik anlayisa dair bir kavrayis

olusturmasi agisindan kaniksanamaz énemleri mevcuttur.?!#

Hasar yapict MUTYH gen varyantlarinin cesitli kanser tiplerine farkl
derecelerde yatkinlik olugturdugu bilinmektedir.!®23-3233.7 MutY proteini igin yanlig
anlamli  degisimlerin  yapisal etkilerine iliskin = fonksiyonel c¢aligmalar
yapilmistir. 38132133 Ancak yapisal modelleme ile bilgisayar temelli bir yaklagim
uygulanarak in silico analiz bugiine dek yapilmamistir. Bu anlamda g¢alismamiz
olusturulmus protein modeli iizerinde benign, patojenik, muhtemel patojenik ve klinik
onemi bilinmeyen yanlis anlamli MUTYH gen varyantlarin1 termodinamik ac¢idan
degerlendiren ilk ve tek c¢aligmadir. Deneysel olarak insan MutY yapist heniiz
tamamen aydinlatilmadig1 i¢in kullanmay1 tercih ettigimiz yapi, protein yapilarinin
tahmininde olduk¢a basarili oldugu gozlenen yapay zeka tabanli AlphaFold
uygulamasindan elde edilmistir. Burada gozetilen husus yapisal in silico araglara

modeli yiiklemeden 6nce her bir aminoasit i¢in yapidaki giivenilirlik skorlarinin tek
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tek incelenmesidir. Nihayetinde bir dayanak noktas1 olarak olusturulan modelin yeterli

kalitede olmas1 hedeflenmistir.

Tahmin programlarindan elde edilen sonuglar yorumlanirken iistii kapali bir
varsayim, arastirilan mutasyonun tek basina meydana geldigi ve diger faktorlerin
normal kaldigi seklindedir. Ancak realitede bu boyle degildir ve vaka bazinda
gozlenen ¢oklu mutasyonlar1 biitiinciil etkileri ile degerlendirmek meydan okuyucu
olabilmektedir.'®} Bu galismadaki klinik degerlendirmeler yalnizca MUTYH geni baz
alinarak yapilmistir. Bir bagka yiiksek penetransli gende patojenik ya da muhtemel
patojenik degisim tasiyan hastalar fenotipik degerlendirmeler agamasinda taraflilik
olusturmamasi adma diglanmistir. Ayrica hatirlanmasi gereken bir diger nokta
molekiiler tetkik bolgesinin disinda kaldigi i¢in degerlendirilemeyen mutasyonlar ile
yontemin saptayamadigi degisimler hakkinda fikir sahibi olunmadigidir. Bu da
genlerin birbirleriyle epistasis halinde calistigi ger¢egini gézden kagirmaya sebep
olabilir. Ozellikle kanser gibi multifaktoriyel kalitimli bir klinigi degerlendirirken
kiimiilatif etkilesimlerin hesaba katilmasmnin gerekli oldugu g6z Oniinde
bulundurulursa, bu nokta ayrica 6nem arz etmektedir. Kisi bazinda hassas bir sekilde
cevresel, epigenetik ve intergenik biitiin degiskenlerin hesaplanmasi kolay
goriinmemektedir ve daha sade yaklasimlarla istatistiki anlamlilik ¢ergevesinde yol
almak bilimsel ilerlemelerin 6niinii agmaktadir. Bu anlamda varyant bazli in silico
hesaplamalar yapilmasi ile klinik korelasyon caligmalarina katki saglanacagi umut

edilmektedir.

Bir varyantin islevsel etkisinin degerlendirilmesinde aragtirilan aminoasitin
yapidaki pozisyonu olduk¢a onemlidir. Ornegin; protein etkilesim ara yiiziinde
bulunan yanlis anlamli varyantlar1 yorumlamak bu bolgelerin dinamik mimarisi ve

benzersiz bag tercihleri nedeniyle oldukga zahmetlidir,!5!!88

Olusturdugumuz
modelde giivenilirlik skoru diisiik olan bolgelerin yapidan ¢ikarilmasiyla ekzon 1, 2 ve
16 lizerinde yer alan varyantlarin termodinamik 6l¢iimleri yapilamadi. Dogas1 geregi
esnek (‘flexible’) bir mimari yapr sergiledigi i¢in deneysel ya da hesaplamali
yontemlerce modellenmesi kolay olmayan N-terminal ve C-terminal uclarda yer alan

bu bolgelerin fonksiyonel etkileri ancak hipotetik baglamda degerlendirilebilmektedir.

Protein yapisindaki ‘loop’ bolgeler, genellikle esnek kisimlara aittir ve yapida
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dalgalanmalar (‘fluctation’) yaratarak protein katlanmasinda (‘folding’) etkili
olabilecekleri diistiniilmektedir.!¢ Alfa-heliks ve beta-tabakalarin aksine ‘loop’
bolgeleri daha biiylik genlikte bir dinamizm sergilemektedirler. Nitekim ‘loop’
bolgelerinin sahip olduklari bu dinamizm ile allosterik regiilasyona, molekiiler tanima
ve sinyal siireclerine dahil olusu, bu bolgelerin molekiiliin isleviyle iliskili etkilerinin

217

olabilecegini diigsiindlirmektedir.'’ Burada yerlesen spesifik aminoasit rezidiilerinin

de biyolojik fonksiyonla iligkili olabilecek farkli egilimlerde bir dinamik seyir

sergiledigi gbzlenmistir.?!®

Bu tez ¢alismasinda ‘loop’ bolgelerinde yerlestigi igin
olusturulan modelde temsil edilmeyen ve termodinamik etkisi belirlenemeyen
varyantlarin yorumlamasi gergeklestirilemedi ve daha sonraki ¢alismalara birakildi.
Ancak unutulmamalidir ki post-translasyonel modifikasyonda, protein-DNA
baglanmasinda veya protein-protein etkilesimlerinde bircok farkli rolii olabilecegi
heniiz kaniksanamaz durumda olan bu ‘loop’ bolgelerindeki aminoasit dizisinin igerigi

onemlidir ve Ozellikle yanlis anlamli varyantlar i¢in ilerleyen donemlerde yeniden

degerlendirmeye alinmasi elzemdir.

Yapisal in silico araglarin dengesiz etki tahmini {izerine bir taraflilik sergiledigi
cesitli  yaymlarda ifade edilmektedir.!®>205219220 By  yiizden  sonuglar
degerlendirilirken zemininde farkli parametreleri isleterek ¢ikti veren bu araglarin 3/3
ya da 2/3 fikir birligi olmasina dikkat edildi. Ayrica hasar yapici etkinin tahmininde
cogunlukla protein stabilitesini azaltan degisimler goz Oniinde bulundurulsa da
stabilite artis1 ile proteinin yapisal olarak konformasyonel esnekligini kaybedisi de esit
derecede hasar yapici olabilmektedir.??! Yapidaki termodinamik etkisi dengeleyici
yonde olan degisimlerin patojenite yorumlamasi bu tez ¢alismasinin kapsami disinda

birakildi.

Calismamizda herediter kanser On tanistyla molekiiler genetik incelemesi
yapilan hastalarda (n=1494) MUTYH geninde patojenik ya da muhtemel patojenik
varyant tasima oran1 %2,88 olarak hesaplanmistir. Tiirkiye’den yayimnlanan ve toplam
1254 hastanin kalitsal kanser acisindan degerlendirildigi bir ¢alismada bu oran %2,1
olarak saptanmistir.??? Yine Tiirkiye’den toplam 214 hastanin degerlendirildigi bir
baska c¢alismada ise bu oran %3,2°dir.?>* Toplam 1197 olgunun degerlendirildigi ve

Yunanistan, Romanya ile Tiirkiye’yi kapsayan daha genis bir cografyanin
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degerlendirildigi bir baska ¢alismada ise herediter kanser tanili olgularda MUTYH
geninde patojenik ya da muhtemel patojenik varyant tasima orani1 %2,1°dir.??* Toplam
1682 olgunun degerlendirildigi Brezilya’dan bir ¢alismada ise monoallelik formda
MUTYH tasima oranmi %2,5’tir.??° Bu veriler ¢alismamizin sonuglariyla uyumlu bir
egilim sergilemektedir. Ancak dahil edilen olgu grubunun klinik tanisi spesifiye
edildikce MUTYH geninde varyant saptama olasiligi artmakta ve tasiyicilik
yiikselmektedir. Ornegin; yalnizca KRK tanisi ile degerlendirilen toplam 136 ve 137
hastadan olusan farkli olgu gruplarinda bu oranin sirasiyla %3,68’e ve %4.4’e ¢iktig1
gozlenmektedir.?%-22” Hatta yalnizca polipozis koli olarak klinik tablo daraltildiginda
27 bireyden olusan bir olgu grubunda 6 vakanin biallelik formda patojenik MUTYH
degisimi  tasidig1 saptanmis ve tastyicilik  oranin %22,3’e  yiikseldigi
gozlenmektedir.??® Dolayisiyla genetik analiz siirecinde varyantlarin yorumlanmasi ve
onceliklendirmesi i¢in olgunun klinik tanisina yonelik uygun fenotiplendirme ile yol
almanin ehemmiyetinin bir kez daha altin1 ¢izmek faydali olacaktir. Ancak molekiiler
analiz daha 6nceden bilinmeyen iliskilerin agiga ¢ikarilmasi adina gerceklestiriliyorsa,

bu durumda klinik filtre genis tutularak kapsamli bir bakis agisiyla yaklagilmalidir.

Bu tez ¢aligmasinda MUTYH geninde saptanan varyantlarin gesitliliginden
anlagilacag1 iizere (Sekil 14) gendeki degisimlerin dagilimi genis bir yelpazede
yayilim gostermektedir. Her ne kadar en yaygmn gdzlenen 4 varyant (sirasiyla
c.884C>T, c.1437 1439del, ¢.734G>A ve c.1187G>A) patojenik ve muhtemel
patojenik degisimleri i¢eren allel havuzunda %86,67’lik bir oranla ¢ogunlugu temsil
etse de neredeyse her bir mutasyon tipinde degisim saptanmistir. Ancak kopya sayisi
degisimine yonelik yapilan MLPA analizi yapilan hastalarin (n=15) hicbirinde
delesyon/duplikasyon tespit edilmemistir. Bu durum c¢alismanin Orneklem
kiigtikliiglinden ya da yalnizca belirli sayida hastaya ek olarak MLPA analizinin

yapilmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Bu tez calismasinda olusturulan allel havuzundaki varyantlarin ¢ogunlugunu
(n=31, %68,89) yanlis anlamli varyantlar temsil etmektedir. Bu oran literatiirdeki
bilgilerle uyumluluk gostermektedir. Ek olarak Tiirkiye’den yapilan diger yayimlardaki
MUTYH gen varyantlarina bakildiginda, yine bu g¢alismanin sonucglarina benzer

seyirde bir dagilimin oldugu ve en sik ¢.884C>T degisimi ile bunu takip eden
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c.1437 1439del  degisiminin  popiilasyonda  yaygin  olarak  saptandig
gdzlenmektedir.?22223-226:228 Ayry ayr1 merkezlerden (Ankara, Istanbul ve Izmir) elde
edilen bu sonuglar elbette frekansa iliskin bir ¢ikarimda bulunmamiza olanak
saglamaktadir. Ancak varyant spektrumuna dair popiilasyon verisi i¢in ¢ok merkezli
ve genis ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica bazi varyantlarin bu ¢aligmada yiiksek
oranda temsil edilmesinin altinda farkli sebepler yatiyor olabilir. Ornegin; KRK tanili
olgu 13’te homozigot ¢.734G>A varyant1 saptanmasi tizerine ailedeki diger bireylerin
taramas1 gercgeklestirilmistir. Bu varyant gercekten de popiilasyonda gorece yiiksek
siklikta tasinryor olabilir. Ancak ailenin izmir’de yastyor olmasi ve molekiiler analiz
icin poliklinige bagvurma olanagina sahip olmasi ileri genetik incelemeyi miimkiin
kilmigtir. Yani varyantin allel havuzundaki gorece yiiksek temsilinin sebebi,
degerlendirilen olgu grubu igerisinde seg¢ili aile olarak yiiksek oranda temsil edilmis

olmasi1 da olabilir.

MUTYH geninde daha Once tanimlanmis bir ‘hotspot’ olmamakla birlikte
cesitli etnik kokene sahip popiilasyonlar arasinda yaygin gozlenen mutasyonlar
tanimlanmustir. >+ Bu ¢alismada saptanan varyantlarin ¢ogunlugunun (%82,22)
sirastyla 10, 14 ve 9. ekzonlarda yerlesmekte oldugu gozlenmistir. InterPro veri
tabanindan kontrol edildiginde; ekzon 9’un tamami ve ekzon 10’un bir kismi1 HhH
motifi ve endoniikleaz domainlerine karsilik gelmekle birlikte, 10. ekzonda kodlanan
295 ve 287. aminoasit pozisyonlarindaki degisimler i¢in tanimlanmig bir domain
bulunmamaktadir.??® Ekzon 14 ise nudix hidrolaz domaini igerisinde yerlesmektedir.
Bu tez caligmasindaki malignite tanili hastalarda yaygin gdzlenen degisimlerin,
proteinin katalitik tinitesinde bulunan HhH motifinde ve OG taninmasinda rol oynayan
nudix tipi domaininde yer aliyor olmasi; MutY proteininin yeterli islev géstermesi igin
enzimin hem hasarl1 bolgeyi tanima fonksiyonunu tam olarak gergeklestirmesine hem
de glikozidik bagin hidrolizi igin aktif bdlgenin yapisal biitiinliige sahip olmasi

gerekliligine baglanmistir.

Varyant tipi ile klinik iliskilendirme i¢in; ayn1 varyanta sahip ve aralarinda kan
bagt bulunmayan ailelerdeki benzer malignite Oykiisii olan olgularm uyumu
incelenmektedir. Yapilan karsilastirmalardan dogru sonuclar elde edebilmek igin

orneklem grubunun total sayisi Onemlidir. Bu tez c¢alismasinda klinik anlamda
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degerlendirilen patojenik ya da muhtemel patojenik MUTYH varyanti tasiyan
malignite tanili olgu sayis1 (n=29) evreni temsil etmeyeceginden, varyanta 6zgii alt
grup analizleri yapilmadi ve klinik alt gruplardaki varyant dagilim agirhig
belirlenmedi. Karsilagtirmalar tim olgu grubu igerisinde klinik alt gruplarin oransal
dagilimlari kullanilarak yapildi. Buna gore; homozigot ve bilesik heterozigot patojenik
ya da muhtemel patojenik MUTYH gen varyanti saptanan olgularin hepsinde KRK
klinigi ya da polipozis tablosu mevcuttur. Bu sonu¢ otozomal resesif formda tarif
edilen yliksek penetransli MAP antitesi ile uyumludur.'®2° Heterozigot olgularin da
dahil edilmesiyle genotip ekseninde yapilan klinik degerlendirmede; %41 ile meme
kanseri ilk sirada, ardindan %28 ile KRK ve %17 ile over veya endometrium kanserleri
sirastyla yer alarak bu olgulardaki malignite tanilarini olusturmaktadir (Sekil 11).
Daha onceki ¢alismalarda MUTYH geni ile iliskisi tariflenen mesane tiimorii, bu
caligmadaki secili kohortta hicbir hastada temsil edilmemektedir. Bunun sebebi
ozellikle kolon, meme, endometrium ve over kanserleri icin herediter arastirmaya
yonelik genetik molekiiler incelemelere yonlendirme agisindan artmis farkindalik
olabilir. Mesane tiimoérleri i¢in heniiz bu farkindaligin olmamasi nedeniyle bizim
caligmamizda bu hastalar temsil edilmemis olabilir. Heterozigot olgularimiz arasinda
meme, over ve endometrium kanseri tan1 oraninin bu kadar yiiksek saptanmasinin olas1
nedenleri ise; Orneklem grubumuzun ailesel veya herediter oldugu diisiiniilen

hastalardan olusuyor olmasi ve dérneklem boyutumuzun kii¢iikliigii olabilir.

Ek olarak, multiple malignite tanili olgu 1°’de mide kanseri ile KRK birlikteligi
ve olgu 9, 14 ve 24’te primer malignite tanilarina eslik eden tiroid papiller karsinom

tanilari literatiirle uyumlu bir sekilde se¢ilmis kohortumuzda mevcuttur,?3-3%113

Patojenik ya da muhtemel patojenik MUTYH varyant1 ile malignite klinikleri
degerlendirildiginde; 2019°da yapilan bir calismada vakalarin %60,2’sinde KRK tanis1
mevcut olup bunu sirastyla meme kanseri, non-melanom cilt tiimorleri ve endometrial
kanser tanilari izlemektedir.!3! Amerika popiilasyonundaki malignite insidansina
dayanarak kiimiilatif riskin hesaplandigi bir calismada ise biallelik tasiyicilarda
erkeklerde mesane tlimorleri riski, kadinlarda ise over kanseri riski yliksek
saptanmistir. Monoallelik tasiyicilar icinse mide kanseri, hepatobiliyer sistem

tiimorleri, endometriyum kanseri ve meme kanseri orta riskte hesaplanmustir.>3 Benzer
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sekilde patojenik MUTYH varyant1 tastyan bireylerle bir¢ok farkli calismada mesane
tlimorleri, meme kanseri, cilt timorleri, endometriyum veya over kanseri ile degisken
derecelerde iliski gdzlenmistir.**>4* Ancak 2022 yilinda yapilan bir ¢aligmada
monoallelik tagiyicilarin KRK, meme kanseri ve endometrial kanser agisindan iligkili
olmadigimi saptanmigtir.!'* Tiirkiye’den yapilan bir yayinda ise monoallelik MUTYH
varyant frekansinin KRK tanili hasta (%2.1) ve kontrol grubunda (%1.8) benzer
oldugu gozlenmistir.?*® Bu anlamda heterozigot kalitimin klinik anlamlilik agisindan

belirsizligini korumakta oldugu goriilmektedir.

Olgu grubundaki hasta dosyalarmin hicbirinde benign ya da malign cilt
bulgusuna rastlanmadi. Caligma retrospektif seyirde arsiv taramasi tiiriinde planlandigi
icin ¢ok sayida farkli yayinda ifade edilen MUTYH ile iliskili cilt bulgularinin
hastalarda mevcut olabilecegi gergegi gbz oniinde bulundurulmalidir,?3-32104106 By
caligmada hasta dosyalarindaki mevcut bilgilerin en verimli kullanim1 hedeflenmistir.

Ancak bilinmektedir ki retrospektif arastirmalar bunun gibi ¢esitli yanliliklar

gostermeye egilimlidir.

Son olarak; bilginin 151k hizinda c¢ogaldigi bir ¢agda unutulmamalidir ki
varyantlarin patojenite yorumlar1 zaman igerisinde degisebilmektedir.?3!*32 Bu
minvalde rehberler yorumu degisen varyata dair hastay1 bilgilendirme agisindan etik
tartismalar neticesinde ¢esitli 6nerilerle giincellenmektedir.?3!-233-234 2023 yilindaki bir
calismaya gore, herediter kanser sendromlarinda yeniden siniflandirmayla klinik
olarak anlamli bir degisim olmasi durumunda olgularin psikososyal etkilenimlerinde
farkliliklar gozlenmektedir.?*> Klinik 6nemi bilinmeyen varyantin patojenik yada
muhtemel patojenik vasifta siniflandirma yoniinde degisimi belirsizligi gidererek
aileleri rahatlatmakta ancak tersi durumda olumsuz etkilenimler goriilmektedir.?*> Bu
acidan genetik danigmanlik esnasinda varyantin yorumunun zaman igerisinde
degisebilecegi bilgisi hastalarla paylasilmalidir. Ancak bir varyantin yeniden analizine
yonelik intervaller konusunda belirsizlik halen mevcuttur. Bununla birlikte oneriler
her daim giincel olani takip etmek ve revizyondan gegmek seklindedir. Bilhassa klinik
onemi bilinmeyen degisimlerin yorumlanmasinda laboratuvarlar aras1 veri paylasimi

ve varyantin yorumlanmasinda katkili olabilecek farkli yontemlerle ek

degerlendirmelerin yapilmasi bir hayli faydali olmaktadir. Bu minvalde varyant
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yorumlanmasinda proteomik bir bakis ag¢ist sunan yapisal biyolojik araglarin
kullanommin da giin gegtikge artacagt ve klinik kullanima girecegi ifade

edilmektedir.>3¢

Saptanan patojenik veya muhtemel patojenik MUTYH varyantlar1 ve olgularin
klinik 6zellikleri asagida sirasiyla tartisilmistir. ENST00000450313.1:¢.1041_1042del
ile ENST00000450313.1:¢.536A>G degisimlerinin saptandigi olgular dahil edilme
kriterlerine (Tablo 2) uymadigt icin yanlilik olusturmamasi adina klinik
degerlendirmeye tabii tutulmamislardir ve frekans bilgisi olusturmak amaciyla

yalnizca allel havuzunda temsil edilmislerdir.

e ENST00000450313.1:c.884C>T degisimi:

Calismamizda MUTYH geninin 10. ekzonundaki ¢.884C>T degisimi 5 olguda
homozigot, 1 olguda bilesik heterozigot ve 11 olguda heterozigot formda gozlenmistir.
Bu tek niikleotid degisimi sonucu 295. pozisyondaki prolin yerine 16sin amino asiti
kodlanmaktadir. Bu bolgedeki prolin yiliksek derecede korunmustur (EKS: 9). Allel
frekans1 degerlendirildiginde global veri tabanlarinda nadir varyant olsa da (<%0.01)
‘Turkish Variome’ veri tabaninda daha sik gozlendigi (%0.35) géze carpmaktadir. Bu
varyant daha 6nce homozigot ya da bilesik heterozigot formda etkilenmis bireylerde
raporlanmustir.?3”-240 Nitekim fonksiyonel ¢alismalar neticesinde, demir-siilfiir kiime
motifinde yerlesen bu degisimin islevsel etkisi ciddi sekilde etkilenmis olarak
saptanmigtir.*®241:242 Ayrica bu varyant yiiksek tahmin skorlariyla (REVEL: 0.95,
MetaLR: 0.98) hasar yapici olarak siniflandirilmaktadir. Modelledigimiz yapida ise

termodinamik ag¢idan 3/3 dengesiz oldugu gozlenmektedir.

Olgularin klinik dagilimina bakildiginda multiple kanser tanili olgu 1 dahil
olmak iizere, homozigot formda bu varyanti tagiyan biitiin bireylerin KRK tanis1 aldig1
goriilmektedir. Ayrica bilesik heterozigot olarak bu varyanti tagiyan olgu 12°de de
KRK tanis1t mevcuttur. Literatiirdeki bu varyanta iliskin yayinlar degerlendirildiginde
etkilenmis allellerden birinin ¢.884C>T olmasi durumunda ¢oklu polip Oykiisii olan ve

KRK tamisi alan olgular bildirilmigtir,239-240.243

Bu durum bizim c¢alismamizla
uyumludur. Ayrica kolonda polipozis mevcudiyeti olan ve 1dsemi tanisi alan bilesik

heterozigot bir vaka da raporlanmustir.?*8 Tiirkiye’den raporlanan FAP olgu serilerine
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bakildiginda bu varyantin heterozigot formda bile 4. dekatta 10°dan az sayida polip
varhg ile tutulum yaptigi bir olgu raporlanmistir.??® Oysa bu ¢alismada ¢.884C>T
varyantin1 tagiyan ve kolonoskopiye yonlendirilen 6. dekattaki saglikli gruptaki
bireyde polip varligi gozlenmemistir (Olgu 5-1). Ancak her iki caligmada da
degerlendirilen olgu sayis1 ¢ok kisitli oldugu icin varyanta yonelik polipozis
gelisimine dair bir ¢ikarimda bulunmak olas1 degildir. Vogt ve ark.’nin yaymninda bu
varyanti tasiyan hastalarda kolon disinda maligniteye rastlanmamigtir.?? Bizim
calisgmamizda ise mide, meme, endometrium ve over malignitesi olan hastalarda bu
varyant saptanmugtir. Ayrica klinik tanisi parosteal osteosarkom olan olgu 7°de
saptanan bu degisim, daha O6nce MUTYH geniyle ilgili herhangi bir iliski

tanimlanmadig1 i¢in insidental bir bulgu olarak diisiiniilmiistiir.

e ENST00000450313.1:¢c.734G>A degisimi:

MUTYH geninin 9. ekzonunda yer alan bu degisim 3 olguda homozigot, 1
olguda bilesik heterozigot ve 5 olguda heterozigot formda gdézlenmistir. Bu degisim
sonucu, 245. pozisyondaki arginin yerine histidin aminoasiti kodlanmaktadir. FeS
motifinde yer alan bu aminoasit tiirler arasinda yliksek derecede korunmusluk
gostermektedir (EKS: 9). Allel frekans: degerlendirildiginde global veri tabanlarinda
nadir varyant olsa da ‘Iranome’ (%0.13) ve ‘Turkish Variome’ (%0.06) veri
tabaninlarinda gorece sik saptanmistir. Etkilenmis bireylerde bu varyantin hem
homozigot ve bilesik heterozigot hem heterozigot formda tasindigi
raporlanmigtir.?3237-24 Fonksiyonel ¢aligmalarda bu varyantin DNA’ya baglanmada ve
glikozilaz aktivitesinde azalma ile iligkili oldugu gozlenmistir.’®24+24> Tahmin
skorlarma gore (REVEL: 0.93, MetaLR: 0.94) hasar yapict olarak
smiflandirilmaktadir. Modelledigimiz yapida ise termodinamik acidan 3/3 dengesiz

oldugu gozlenmektedir.

Bu degisim yalnizca KRK tanilar1 olan; olgu 12’de bilesik heterozigot formda
ve olgu 13’te homozigot olarak saptanmistir. Her iki olguda da metasenkron ya da
senkron 6zellikli timor gdzlenmesi, bu degisimin polipozis tablosuna yol agarak farkli
zamanlarda ve bagirsagin farkli lokasyonlarinda karsinogenez siirecini baglatmasina
isaret ediyor olabilir. Nitekim aile taramasi ile biallelik tasiyicilik saptanan olgu 13-4

ve olgu 13-6 i¢in sirastyla ti¢lincii ve ikinci dekatta baslayan polipozis gelisimi, bu
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stirecin erken donemlerde bagladigini gosteriyor olabilir. Ayrica heterozigot olan olgu
13-3’te de polip varligi gozlenmesi, bu degisimin heterozigot formunda da klinik
tabloya yol agtigini belirten literatiir bilgisiyle uyumludur.?*?** Ancak bir diger tastyici
olan olgu 13-5’te kolonoskopik degerlendirmenin normal olmasi, polip gelisimi igin

tetikleyici unsurlarin varligiyla klinik tablonun agiga ¢ikmasini gosteriyor olabilir.

e ENST00000450313.1:¢c.1437 1439del degisimi:

Bu degisim ardistk 3 niikleotidin silinmesi sonucu okuma c¢ergevesini
etkilemeksizin ekzon 14’te yer alan 480. pozisyondaki glutamik asitin silinmesi ile
karakterizedir. Bu tez calismasinda allel havuzunda toplam 9 vakada ve sadece
heterozigot formda gozlenmistir; ancak 2 vakada beraberinde bir bagka yiiksek
penetranslt kanser yatkinlik geninde patojenik varyant saptandigi icin klinik
degerlendirmeye 7 hasta dahil edilmistir. Nudix hidrolaz domaininde yerlesen bu
aminoasitin korunmuslugu yiiksektir (EKS: 8). Allel frekansi degerlendirildiginde
global veri tabanlarinda nadir varyant olsa da ‘GME’ ve ‘Turkish Variome’ (%0.01)
veri tabanlarinda gorece sik saptanmistir. Yine bu varyantin Italya veya akdeniz
kokenli bir kurucu varyant olabilecegi ifade edilmektedir.® Etkilenmis bireylerde
hastalikla segrege oldugu gosterilmistir.?>43!2! Fonksiyonel ¢alismalarda bu varyantin
ciddi sekilde etkilenmis enzimatik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.8”-?** Cergeve
ici indel seklinde gozlenen bu mutasyon tipi i¢in sekans ya da yap1 tabanli herhangi

bir in silico ara¢ yardimiyla hesaplama yapilmamuistir.

Bu varyantin saptandigi olgulardan olgu 14, 16, 17, 19 ve 20°’nin MLPA analizi
sonucu herhangi bir delesyon/duplikasyon saptanmamistir. Ancak olgu 15 ve 18 igin
kars1 allelin kopya sayisina yonelik degerlendirmesi yapilamamigtir. Bu hastalarda bu
degisimin heterozigot formda maligniteye sebep oldugunun sdylenebilmesi i¢in tiimor
dokusundan diger allelin kaybina ya da somatik imza profilinin uygunluguna yonelik

ek tetkik yapilmasi uygun goriinmektedir.

e ENST00000450313.1:c.1187G>A degisimi:

Ekzon 13’te yer alan bu degisim meme kanseri tanili malignite alt grubundaki

4 hastada sadece heterozigot formda gdzlenmistir. Bu degisim yanlis anlamli bir
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mutasyon tipine yol acarak 396. pozisyondaki glisin yerine aspartik asitin
kodlanmasina neden olur. Bu amino asit rezidiisiiniin evrimsel korunmuslugu oldukca
yiiksektir (EKS: 9). Bu degisim gorece sik gozlenen nadir bir varyanttir. Kafkas
irkinda en yaygin gozlenen degisimlerden biridir ve MAP hastalarinda karsi allelde bir
diger  patojenik  varyantla  birlikte  vakalarmm = %70-90’inda  tasindig
belirtilmektedir.!*-2%33 Fonksiyonel ¢alismalarda bu varyantin azalmis glikozilaz
aktivitesi oldugu gozlenmistir.’®2*+24 Tahmin skorlarindan biri (REVEL: 0.95)
tarafindan hasar yapict olarak siniflandirilmaktadir. Modelledigimiz yapida ise

termodinamik agidan 2/3 dengesiz oldugu gozlenmektedir.

Heterozigot olarak bu degisimin saptandigi meme kanseri tanili 4 olgudan
3’lniin (olgu 22, 23 ve 24) MLPA analizinde herhangi bir delesyon/duplikasyon
gbzlenmemistir ve prob karisiminda bulunan mutasyona spesifik prob sayesinde panel
dizileme ile saptanan bu degisim MLPA yontemi ile de gosterilmistir. Ancak olgu
25’in kars1 alleline yonelik kopya sayisi analizi ger¢eklestirilmemistir. Bu degisim igin
monoallelik kalittmin KRK ve meme kanserinde roliiniin olmadigi ifade
edilmektedir.'®247 Ancak Sefarad Yahudisi kadinlarda meme kanseri i¢in bu

degisimin mevcudiyetinde 1,86 kat artmus risk hesaplanmustir.2#

Bu, bir varyanti
degerlendirirken etnik kokenin g6z Oniinde bulundurulmasinin dnemini gosteriyor

olabilir.

e ENST00000450313.1:¢c.1358 1359del degisimi:

Bu degisimin ardisik iki niikleotidin silinmesi sonucu ¢ergeve kaymasina neden
olarak ekzon 14’te 453. pozisyondaki tirozin amino asitinin serine doniigmesine ve
okuma ¢ergevesinin bozulmasiyla 78 amino asit sonra sonlanmasina neden oldugu

diistiniilmektedir.

Daha Once herhangi bir yayinda tanimlanmamis ve popiilasyon veri
tabanlarinda gzlenmemis olan bu varyant, bu tez ¢aligmasinda yalnizca meme kanseri
tanil1 olgu 26’da heterozigot formda gozlenmistir. Bu tirozin rezidiisii i¢in evrimsel
korunmusluk degisken olarak orta derecede goriilmektedir (EKS: 5). Ancak bu
degisimin nudix hidrolaz domaininde yer almasi ve izoform 1’in devamindaki 93

amino asit uzunlugundaki yapisinin degismesi sonucu OG taninmasinda gorevli bu
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bolgenin etkilenmesiyle olasi bir fonksiyonel hasar gelisebilecegi Ongoriilebilir.
Nitekim etkilenmis bir vakada bildirimi yapilmis ve prematiir sonlanma kodonuna
neden olan c.1359T>G / p.(Tyr453Ter) ile ¢cok sayida patojenik ya da muhtemel
patojenik bildirimi yapilmis ve c¢ergeve kaymasma neden olan c.1356del /
p.(Tyr453IlefsTer14) degisimlerinin bu bolgede bulundugu goriilmektedir. Benzer
mutasyon tipinde olan p.(Tyr4531lefsTer14) degisimi icin ifade edilen islev kaybi
mekanizmalari; prematiir protein trunkasyonu veya nonsense aracili yikim (NMD,

‘nonsense mediated decay’), bu varyant icin de gecerli olabilir.

Olgu 26’nin meme kanseri grubundaki hormon reseptorleri negatif iki hastadan
biri oldugu goriilmektedir. Ancak bu ‘novel’ degisime yonelik klinik anlamda bir

¢ikarimda bulunmaya dair veriler yetersizdir.

e ENST00000450313.1:c.933+3A>C degisimi:

Onuncu intronun 5’ ucundaki bu tek niikleotid degisimi, otantik kirpilma
bolgesinin kaybiyla ekzon atlamasina (‘exon skipping’) neden olmaktadir (VarSeak:
Class 5, Splice Etkili Varyant). Lenfoblastik hiicre hattinda yapilan ekspresyon
analizlerinde bu varyantin islevsel olmayan protein sentezine yol agan bir kirpilma
kusuruna neden oldugu ifade edilmektedir.?** Ayrica in silico hesaplamalara gore
(ADA: 1, RF: 0.87, MaxEntScan: 10.82) hasar yapici veya patojenik olarak
simiflandirilmaktadir. Allel frekansi degerlendirildiginde nadir bir varyant olarak
gdzlenmektedir. Ancak Kuzeydogu italya ve Almanya’da kurucu varyant olabilecegi
ifade edilmektedir.?*® Ayrica ¢ok sayida etkilenmis bireyde homozigot ya da bir bagka

patojenik varyantla birlikte saptanmigtir,23-125-249

Olgu 28’de heterozigot formda saptanan bu degisimin kars1 alleline yonelik

delesyon/duplikasyon analizi hasta exitus oldugu i¢in gerceklestirilememistir.

e ENST00000450313.1:c.453_458dup degisimi:

Bu degisim 6 niikleotidin duplikasyonuyla cergeve i¢i iki amino asitin
insersiyonuna, yani 5. ekzonda yer alan 152. pozisyondaki triptofan amino asitiyle
153. pozisyondaki metiyonin arasma izoldsin ve triptofan aminoasitlerinin

insersiyonuna neden olmaktadir. InterPro veri tabaninda bu bdlge DNA glikozilaz
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smirlart icerisinde gosterilmektedir. Allel frekansi1 degerlendirildiginde nadir bir
varyant olarak go6zlenmektedir. Fonksiyonel caligmalarda baglanma afinitesinde
azalma ve glikozilaz aktivitesinde yetersizlik gézlenmistir.*¢ Cok sayida etkilenmis

bireyde homozigot ya da bilesik heterozigot formda raporlanmugtir.?3%-25°

Senkron over ve endometrium kanseri tanilt olgu 27°de heterozigot formda
gozlenen bu degisimin karsi alleline yonelik delesyon duplikasyon analizi
yapilmamigstir. Aile dykiisiinde herhangi bir malignite tanis1 yoktur. Ancak olgu 27°nin
kendi Oykiisiinde ayn1 zamanda 38 yasindan beri diizenli kolonoskopi ile multiple
tiibliler ve villoz adenom polipektomi varligi dikkat ¢ekmektedir. Bu degisimin
etkilenmis bireylerde biallelik formda tariflenmis olmasi nedeniyle, ancak kars1 allelin

de degerlendirilmesi sonrast yorumda bulunmanin daha uygun olacagi diistiniilmiistiir.

e ENST00000450313.1:c.859del degisimi:

Tek niikleotidin silinmesiyle ¢erceve kaymasina neden olan bu degisimin
ekzon 10 flizerinde yerlesen 287. pozisyondaki alanin amino asitinin proline
doniismesine ve 32 amino asit sonra sonlanmasina neden olmaktadir. Dolayistyla bu
varyantin proteinin iretilmemesine ya da giidiik protein {iretimine yol agti1
diisiiniilmektedir. Bu pozisyondaki alanin rezidiisiiniin evrimsel korunmuslugu
oldukca ytiksektir (EKS: 9). Ayrica daha dnce bu varyant heterozigot durumda bir
olguda tanimlanmistir.>* Allel frekansi degerlendirildiginde olduk¢a nadir oldugu

gozlenmektedir.

Bu degisim meme kanseri tanili olgu 29°da heterozigot formda gdzlenmistir.
Olgu 29’un annesi ve dayisinin kolon kanseri tanisi almis olmalari, literatiirdeki bu
varyantin heterozigot tasiyiciliginda tanimlanmis olguyu akla getirmektedir. Ancak
olgu 29’un aile bireyleri hayatta olmadig1 i¢in bu yonde bir analiz ile ileri segregasyon

degerlendirmesi gergeklestirilmemistir.

Patojenik ve muhtemel patojenik varyantlara ek olarak; in silico modelleme ile
dengesiz termodinamik yap1 gosterdigi i¢in “PP3” kriterinin kanit diizeyi destekleyici
(‘supporting’) yerine giiglii (‘strong’) olarak verilerek patojenitesi degisen klinik

onemi bilinmeyen MUTYH varyant1 saptanan olgular asagida tartisilmistir. Ayrica
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patojenite yorumu degistirilmeden izlem altinda tutulmasi Onerilen klinik 6nemi
bilinmeyen MUTYH varyantlar1 saptanan olgularin klinik 6zellikleri sirasiyla

tartigilmistir.

e ENST00000450313.1:c.797C>G degisimi:

MUTYH geninin 10. ekzonunda bu degisim sonucu, 266. pozisyondaki alanin
amino asiti yerine glisin kodlanmaktadir. DNA glikozilaz domaini ve HhH motifinde
yer alan bu pozisyondaki alanin yiiksek derecede korunmusluk gostermektedir (EKS:
9). Allel frekans1 degerlendirildiginde bu varyantin olduk¢a nadir oldugu
gozlenmektedir. Bu degisim daha once bir meme kanseri olgusunda heterozigot
formda klinik onemi bilinmeyen degisim olarak raporlanmigtir.??* Bir vaka-kontrol
caligmasinda hem meme kanseri tanili grupta hem de saglikli kontrol grubunda tespit

edilmistir.>!

LOVD veri tabaninda ateniie polipozis tablosuna sahip bir hastada faz
bilgisi olmaksizin p.Glu466del ile birlikte gozlenmektedir.>> Tahmin skorlarina gore
(REVEL: 0.81, MetaLR: 0.89) hasar yapict olarak siniflandirilmaktadir.

Modelledigimiz yapida ise termodinamik agidan 2/3 dengesiz oldugu gézlenmektedir.

Bu degisim, tez ¢alismasi i¢in secilen kohortu olusturan total allel havuzunda
2 olguda saptanmakla birlikte vakalardan biri dislanmig ve yalmizeca klinik
degerlendirme icin kriterlere uyan (Tablo 2) meme kanseri tanili olgu 51 dahil
edilmistir. Literatiirde bu varyantin meme kanseri tanili olgularda bildirildigi

gozlenmektedir.?2+2!

Olgu 51’in babasinda ve amcasinda prostat kanseri tanisi
mevcuttur. Her ne kadar bu varyanta iligkin bir bildirim olmasa da MUTYH genindeki
patojenik ve muhtemel patojenik varyantlar prostat kanserli vakalarda

saptanmaktadir.?>?

Karsinogenez siireci s6z konusu oldugunda bir varyantin saglikli popiilasyonda
saptanmig olmasi, maligniteye katkisina dair ¢ikarimda bulunmamiz igin yeterli
olmamaktadir. Tasiyict birey heniiz kanseri gelistirmemis olabilecegi gibi, ¢evresel

etkiler ve yasam tarz1 koruyucu bir nitelik sergilemis olabilir.

Bu varyant icin; popiilasyonda olduk¢a nadir bulunmasi ve sekans ya da yap1
tabanli araglarda hasar yapict veya dengesiz etkisinin gozlenmesi nedeniyle bu tez
caligmas1 kapsaminda muhtemel patojenik olabilecegi yorumu yapilmistir. Yapilacak

olan fonksiyonel ¢aligmalarda bu varyant1 6nceliklendirmek onerilir.
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e ENST00000450313.1:c.715G>A degisimi:

Bu degisim ile 239. pozisyondaki valin amino asiti yerine izoldsin
kodlanmaktadir. DNA glikozilaz domaini ve HhH motifinde yer alan bu pozisyondaki
valin yiiksek derecede korunmusluk gostermektedir (EKS: 9). Allel frekansi tiim
poptilasyonlarda olduk¢a nadir olmakla birlikte ‘Turkish Variome’ veri bankasinda
gorece sik temsil edilmektedir. Meme veya prostat kanseri tanili hastalarda
raporlanmigtir.?>-2%5 Bu varyanti tahmin skorlarindan biri (MetaRNN: 0.7675) hasar
yapict olarak siniflandirilmakta, diger ikisi belirsiz sonu¢ hesaplamaktadir.

Modelledigimiz yapida ise termodinamik agidan 2/3 dengesiz oldugu gézlenmektedir.

Bu degisim 42 yasinda over serdz karsinomu tanisi alan olgu 52°de heterozigot
formda gozlenmistir. Olgunun aile dykiisiinde meme kanseri tanili ablalar1 ve annesi
olmasi nedeniyle, bu ailede oncelikli olarak 6n tanida meme-over kanseri tablolar
diistiniilmiigtiir. Bu varyant daha once over kanseri tanili herhangi bir bireyde
saptanmamistir. Tahmin skorlarindan yalniz birinin orta derecede hasar yapici sonug
verdigi gozlenmektedir. Bu nedenle bu varyanta yapi tabanli modele dayanarak
“PP3 strong” verilmedi. Ancak fonksiyonel calisma ic¢in aday varyantlardan biri

olarak sunuldu.

e ENST00000450313.1:c.985G>A degisimi:

Bu degisim sonucunda 329. pozisyondaki valin yerine metiyonin amino asiti
kodlanmaktadir. Ekzon 11 iizerindeki bu valin rezidiisiiniin evrimsel korunmuslugu
yiiksektir (EKS: 8). Popiilasyon veri bankalarinda nadir bir allel olarak gozlense de
GME ve TV verilerine gore orta dogu cografyasinda daha sik karsilagilan bir alleldir.
Bir vaka-kontrol ¢alisma sonucuna gore, toplam 60.466 meme kanseri tanili olgudan
11’inde ve toplam 53.461 saglikli kisiden 18’inde bu varyantin tasiyicilig
saptanmigtir.>! Ayrica Lynch sendromu on tanili hasta grubunda ve KRK tanili
hastalarda da saptanmustir.*>2°¢ Bu tez ¢calismasinda ise 69 yasinda meme kanseri tanisi

alan ve aile 0ykiisiinde herhangi bir 6zellik tagimayan olgu 47°de saptanmustir.

Tahmin skorlar1 bu varyant i¢in benign sonu¢ hesaplamaktadir. Ancak
modelledigimiz yapida termodinamik agidan 3/3 dengesiz oldugu gozlenmektedir.

Programlardan elde edilen AAG degerlerine bakildiginda ise (0.23, -0,754, -0,47)
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patojenik etkisi bilinen varyantlarin degerlerine goére (Tablo 16) degisimin sayisal
degeri daha minimal hesaplanmistir. Bu nedenle bu degisim klinik 6nemi bilinmeyen

vasifta birakilmigtir.

e ENST00000450313.1:c.1421G>A degisimi:

Bu degisim sonucunda 14. ekzonda yer alan 474. pozisyondaki arjinin yerine
histidin kodlanmaktadir. Nudix hidrolaz domainindeki bu rezidii igin evrimsel
korunmuslugu orta derecede yiiksektir (EKS: 7). Allel frekans1 degerlendirildiginde
bu varyantin olduk¢a nadir oldugu gézlenmektedir. Daha 6nce etkilenmis bir bireyde
saptanmamigstir. Tahmin skorlarina gore fikir birligi s6z konusu degildir (REVEL: 0.44
ile benign, MetaLR: 0.53 ile belirsiz, MetaRNN: 0.9096 ile patojenik).

Modelledigimiz yapida ise termodinamik a¢idan 3/3 dengesiz oldugu gézlenmektedir.

Bu degisim meme kanseri tanili olgu 48 ve adrenokortikal kanser tanili olgu
49°da heterozigot formda saptanmigtir. Olgu 48’in ya da olgu 49’un aile dykiilerinde
herhangi bir 6zellik yoktur. Olgu 49’un ek olarak, 38 yasindayken kolonoskopik

inceleme sonrasi 4 adet tiibiiler adenom polipektomi 0ykiisli mevcuttur.

Bu varyant i¢in yap1 tabanli tahmin sonucuna goére bir yorumda bulunulmadi
ve klinik 6nemi bilinmeyen degisim olarak birakildi. Ancak olgu 49’un adrenokortikal
kanser tanis1 ve kolonda polip gelisimi ile klinik birlikteligi bu hasta i¢in timor
dokusundan somatik mutasyon imza profilini c¢alismaya yonelik tetkik
yapilabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim adrenokortikal kanser ile germline
MUTYH varyantlarinin iligkisi bu yontemle ortaya ¢ikarilmistir.3%31:128 Sayet ilerleyen
donemde olgu 49’un tiimor dokusunda “imza 36 saptanirsa, bu ¢alismaya dayanarak
yapisal biyolojik araglarin ¢iktis1 3/3 dengesiz yonde oldugu i¢in patojeniteye dair

farkli yorumlamalar yapilabilir.

ENST00000450313.1:c.1258C>A degisimi; popiilasyon veri tabanlarinda orta
dogu cografyasinda gorece sik olmakla birlikte (GME: %0.5) nadir bir alleldir.
Yapilan fonksiyonel ¢alismada bu degisim i¢in ‘wild’ tipte proteine benzer spontan
mutasyon orani gostermekte oldugu saptanmustir.®® Tahmin skorlar1 arasinda bir
mutabakat olmasa da hasar yapici yonde bir sonu¢ bulunmamaktadir (MetaLR: 0,79
ile belirsiz, REVEL: 0.45 ile benign, MetaRNN: 0.03738 ile benign). Modelledigimiz

yapida ise 3/3 termodinamik dengesiz sonug hesaplanmistir. Ancak bu bolgedeki 16sin
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rezidiisii i¢in korunmusluk 1limli ve degisken derecededir (EKS:5). Bu bilgiler
1s181nda, yapisal modeldeki sonuca gdre patojenite yorumu agisindan bu varyant igin

bir kriter degisikligi uygulanmamustir.
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6.  SONUC VE ONERILER

1. Bu tez ¢alismasinda, herediter kanser on tanisiyla molekiiler genetik analizi
tamamlanan olgu grubu igerisinden (n=1494) MUTYH geninde patojenik ya da
muhtemel patojenik varyant tasiyan 43 olgu tespit edilmistir ve tagiyicilik orani %2.88
olarak hesaplanmistir. Bu oran literatiirdeki diger c¢alismalarla uyumluluk
gostermektedir.

2. Homozigot ya da bilesik heterozigot formda hasar yapici varyant tasiyan tiim
olgularda KRK veya kolonda degisken sayida polip gelisimi gézlenmistir. Bu durum
otozomal resesif olarak tanimlanan ytiksek penetranslt MAP fenotipi ile uyumludur.

3. Biallelik formda hasar yapict MUTYH gen varyant: tastyan bireylerde KRK
tan1 yas1 anlamli olarak diisiik (p degeri < 0.001) saptanmustir.

4. Zigosite fark etmeksizin patojenik ya da muhtemel patojenik degisim saptanan
olgu grubu malignite tanilar1 agisindan degerlendirildiginde; en sik meme kanseri,
KRK ve endometriyum kanseri ile over kanseri tanilar1 gézlenmektedir (Sekil 11). Bu
sonug, literatiirde degisken derecelerde risk artis1 ile tariflenen cesitli kanser klinikleri
ile uyumludur. Ancak 6zellikle heterozigot olgular i¢in heniiz fikir birliginin olmamasi
ve rehberlerde Onerilerin bulunmamasi nedeniyle, monoallelik degisim saptanan
olgular aile 6ykiisii zemininde vaka bazli degerlendirmek 6nerilir.

5. Kopya sayist degisimi hari¢, her bir mutasyon tipinde degisim se¢ilmis
kohortumuzdaki allel havuzunda temsil edilmektedir (Sekil 15). Literatiirle uyumlu bir
sekilde varyant cesitliliginin yiliksek oldugu ve en sik yanlis anlamli degisimlerin
saptandig1 goriilmektedir. MUTYH geninde hicbir hastada delesyon/duplikasyon
saptanmamis olmasi; orneklem kiiciikliigiinden veya yalnizca belli sayida hastaya
MLPA analizi yapilmig olmasindan kaynaklantyor olabilir.

6. Tiirk popiilasyonunu dahil eden diger c¢alismalardaki sonuglarla uyumlu bir
sekilde, en sik iki farkl tipte varyantin (c.884C>T ile c.1437 1439del) temsil edildigi
goriilmektedir (Sekil 14). Bu anlamda ¢alismamiz, Tiirkiye’deki herediter kanser 6n
tanil1 hasta grubunda saptanan MUTYH varyant frekansina dair bir kesit sunmaktadir
ve popiilasyon verisi ic¢in ileride yapilacak meta-analiz calismalarina katki
saglayacaktir.

7. Bu c¢alisma, olusturulmus MUTYH protein modeli iizerinde yanlis anlamli

varyantlarin tahmini termodinamik etki degisiminin hesaplandigi ilk ve tek ¢aligmadir.
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Ozellikle klinik 6nemi bilinmeyen yanlis anlamli degisimleri yorumlamada, ek bir
yontem olarak basvurulabilecek yapisal biyolojik araclarin kullanimina dikkat
cekilmesi planlanmuistir.

8. Bu tez caligmasi sonucuna gore; c.797C>G degisimi Oncelikli olarak ve
c.715G>A degisimi aday varyant olarak yapilmasi planlanan fonksiyonel ¢alismalara
sunulmustur. Ayrica c¢.1421G>A degisimini tasiyan adrenokortikal kanser tanilt olgu
49 i¢in somatik imza profilleme sonrasi, bu varyantin da patojenite yorumu igin
destekleyici yapisal degisim gosterilmistir.

9. Calismamizin en onemli kisithiliklarindan biri saglikli kontrol grubunun
olmamasi1 ve yalnizca herediter kanser sendromu 6n tanili olgular arasindan se¢ilmis
bir kohortun degerlendirilmesidir. Ayrica tetkik se¢imi sebebiyle epigenetik etkenler,
intronik ve gen dist DNA dizileri, genomik yapisal degisimler ve c¢evresel etkiler
aragtirtlmamistir,

10. Sonu¢ olarak; herediter kanser sendromlarimin  patofizyolojisinin
aydinlatilmasiyla bir varyanti tagiyan etkilenmis olgulara yonelik tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi ve heniiz etkilenmemis bireylerin izlem algoritmalarinin olusturulmasi
yoniinde gelisme saglanacaktir. Bu anlamda bu tez c¢alismasiyla timor gesitliligi
bakimindan genis bir dagilimda seyreden MUTYH iliskili kliniklere dikkat ¢ekilmesi
amaglanmistir. Umuyoruz ki bu calismanin sonuglar1 ile varyant ekseninde
degerlendirme ile genotip-fenotip iliskilerinin incelenmesi ve klinik 6nemi bilinmeyen
yanlis anlamli varyantlarin yapisal biyoloji araglarinin yardimiyla yorumlanmasi

yoniinde literatiire bir katki saglanacaktir.
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EK-2 Veri Kayit Formu

MUTYH Gen Varyanti Saptanan Olgular i¢in Veri Kayit Formu

Olgu No: Aile No:
Dogum Tarihi: Cinsiyet:
Tani:

Anamnez (Her primer malignite tanis1 i¢in ayr1 ayr doldurulacaktir.)

Tani1 yas1

Kanserin lokalizasyonu
Histopatolojik sonucu
Evresi ve derecesi
ECOG performans skoru
Uygulanan tedavi/ler

Kiir-Niiks-Diren¢ durumu

Fizik muayene ve dismorfik bulgular:

Ozgegmis:

e Mevcut kanser i¢in tanimlanan risk faktorleri (sigara, menars yasi, parite

durumu, OKS kullanim 6ykiisii, menopoz yasi, aspirin kullanimi, beslenme tarzi,

Ek hastalik oykiisii

Gegirilmis operasyon/travma

obezite...)

Kolonoskopi sonuglari

Soygecmis:

o (En az 3 kusak aile iiyelerinin kanser tan1 ve tani yasi, exitus nedeni ve

yasi ile degerlendirilmesini igeren aile dykdisiiniin alinmasi ve pedigri ¢izimi)

Saptanan MUTYH varyanti: (Her varyant i¢in ayr1 ayr1 doldurulacaktir.)

Referans transkript
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Kromozomal pozisyonu

Saptanan degisim (varsa SNP_ID)
Bulundugu ekzon/intron
Zigositesi

Mutasyon tipi

Proteine etkisi

ACMG siniflandirmasi ile yorumu
Biyolojik aragla degerlendirilmesi

Metrik dlgiimleri
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EK-3 Tiirler Arasi Protein Sekanslarinin Hizalanmasi

Literatiirde gegen farkli tiirlerdeki MutY aminoasit pozisyon bilgileri, Cluster Omega v.1.2.4 multiple sekans hizalama aract

MutYIP838471366IGeobacillus
Q99P21I515IMus
Q9UIF7-F1I546IHuman
MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

MutYIP838471366IGeobacillus
Q99P21I515IMus
Q9UIF7-F1I546IHuman
MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

MutYIP838471366IGeobacillus
Q99P21I515IMus
Q9UIF7-F1I546IHuman
MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

MutYIP838471366IGeobacillus
Q99P21I515IMus
Q9UIF7-F1I546IHuman
MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

MutYIP838471I366I1Geobacillus
Q99P21I515IMus
Q9UIF7-F1I546IHuman

yardimiyla insan izoformlarindaki aminoasit yerlesimleri saptanmustir.

MTPLVSRLSRLWAIMRKPRAAVGSGHRKQAASQEGRQKHAKNNSQAKPSACDGMIAECPG
MTPLVSRLSRLWAIMRKPRAAVGSGHRKQAASQEGRQKHAKNNSQAKPSACDG-——-——-—

SLDGLAKQKREELLQASVSPYHLESDVADVTAFRSNLLSWYDQEKRDLPWRNLAKEEANS
APAGLARQPEEVVLOASVSSYHLFRDVAEVTAFRGSLLSWYDQEKRDLPWRRRAEDEMDL
—-—--LARQPEEVVLQOASVSSYHLFRDVAEVTAFRGSLLSWYDQEKRDLPWRRRAEDEMDL

* . KKk K. ek e kkk Kk kK

DRDPYKVWVSEVMLOQTRVETVIPYFEQFIDRFPTLEALADADEDEVLKAWEGLGYYSRV
DRRAYAVWVSEVMLOQTQVATVIDYYTRWMOKWPKLODLASASLEEVNQLWSGLGYYSRG
DRRAYAVWVSEVMLOOQTQVATVINYYTGWMOKWPTLODLASASLEEVNQLWAGLGYYSRG
DRRAYAVWVSEVMLOQTQVATVINYYTGWMOKWPTLODLASASLEEVNQLWAGLGYYSRG

* K kX kkhkkAhkAkhkAhkAhkKhk ok AAkk ke e e e * ke kk X . KKk * kA k Kk Kk k%K

RNLHAAVKEVKTRYGGKVPDDPDEFS-RLKGVGPYTVGAVLSLAYGVPEPAVDGNVMRVL
RRLOEGARKVVEELGGHMPRTAETLQOLLPGVGRYTAGATIASTIAFDQVTGVVDGNVLRVL
RRLOEGARKVVEELGGHMPRTAETLQOLLPGVGRYTAGATIASTIAFGQATGVVDGNVARVL
RRLOEGARKVVEELGGHMPRTAETLQOLLPGVGRYTAGATIASTIAFGQATGVVDGNVARVL

* Kk . .« ok k koo ok *x kkk kk Ak Kkekoe Xk kkKk kk*Xx

SRLFLVTDDIAKPSTRKRFEQIVREIMAYENPGAFNEALIELGALVCTPRRPSCLLCPVQ
CRVRAIGADPTSTLVSHHLWNLAQOLVDPARPGDENQAAMELGATVCTPQRPLCSHCPVQ
CRVRAIGADPSSTLVSQQLWGLAQOLVDPARPGDENQAAMELGATVCTPOQRPLCSQCPVE

34
60
53

32
94
120
109

92

154
180
169

151
214
240
229

211
274
300
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MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

MutYIP838471366IGeobacillus
Q99P21I515IMus
QOUIF7-F1I546IHuman
MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

MutYIP838471366IGeobacillus
Q99P21I515IMus
QOUIF7-F1I546IHuman
MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

MutYIP838471366IGeobacillus
Q99P21I515IMus
QOUIF7-F1I546IHuman
MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

MutYIP838471366IGeobacillus
Q99P21I515IMus
QOUIF7-F1I546IHuman
MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

MutYIP838471366IGeobacillus
Q99P21I515IMus
Q9UIF7-F1I546IHuman
MUTYHIQOUIF7-3I535IHuman

CRVRAIGADPSSTLVSQQLWGLAQQLVDPARPGDFNQAAMELGATVCTPQRPLCSQCPVE

* . . * KK kk ek akkk ok kkkk.kk K * kK .

AYCQAFAEGVAEELPVKMKKT ————————————————— - — o AV
SLCRAYQRVQRGQLS---ALPGRPDIEECALNTRQCQLCLTSSSPWDPSMGVANFPRKAS
SLCRARQRVEQEQLLASGSLSGSPDVEECAPNTGQCHLCLPPSEPWDQTLGVVNFPRKAS
SLCRARQRVEQEQLLASGSLSGSPDVEECAPNTGQCHLCLPPSEPWDQTLGVVNFPRKAS

* ok . K *

KQVP----LAVAVL----ADDEGRVLIRKRDSTGLLANLWEFPSCETDGADGKEKLEQM-
RRPPREEYSATCVVEQPGAIGGPLVLLVOQRPDSGLLAGLWEFPSVTLEPSEQHQHKALLQ
RKPPREESSATCVLEQPGALGAQ-ILLVORPNSGLLAGLWEFPSVIWEPSEQLORKALLQ
RKPPREESSATCVLEQPGALGAQ- ILLVQRPNSGLLAGLWEFPSVTWEPSEQLQRKALLQ

* * * . * ok . . K e kkkkokk ok ok ok ok

-VGEQYG-LOQVELTEPIVSFEHAFSHLVWQLTVEFPGRLVHGGPVEE---PYRLAPEDELK
ELORWCGPLPAIRLOHLGEVIHIFSHIKLTYQVYSLALD-QAPASTAPPGARWLTWEEEC
ELORWAGPLPATHLRHLGEVVHTEFSHIKLTYQVYGLALEGQTPVTTVPPGARWLTQEEFH
ELORWAGPLPATHLRHLGEVVHTEFSHIKLTYQVYGLALEGQTPVTTVPPGARWLTQEEFH

* % . ) kKK . * . * * * o k.

AYAFPVSHQRVWREYKEWASGVRRPD—————————————————— o
NAAVSTAMKKVFRMYEDHRQGTRKGSKRSQVCPPSSRKKPSLGQQVLDTFFQRHI PTDKP
TAAVSTAMKKVFRVYQGQQOPGTCMGSKRSQVSSPCSRKKPRMGOQVLDNFFRSHI STDAH
TAAVSTAMKKVFRVYQGQQOPGTCMGSKRSQVSSPCSRKKPRMGOQVLDNFFRSHI STDAH

* . e ok ek ke *

NSTTQ--515
SLNSAAQ 546
SLNSAAQ 535

289

234
331
360
349

285
391
419
408

340
450
479
468

366
510
539
528
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EK-4 Filogenetik Korunmus Bolgelerin Gorsellenmesi

Bu amagla 546 aminoasit uzunlugundaki (UniProt ID: QOUIF7) insan MUTYH

proteini ConSurf sunucusu kullanilarak gorsellendi.

1 11 21 31 41
MTPLVSRLSR LWAIMRKPRA AVGSGHRKQA ASQEGREK[IA INNSQAKPSA
1 81

51 61 7
CDGMIAECPG APAGLAJQIZE [W4POASVSS YILERDVAEV TAFRGSIHIS[

101 111 121 131 141
HPGEKIDET] CRRAEDEYD DREAVATNZE CVIETPHOWA MUENGYECH
151 161 171 181 191
QKIEFEQoIA STsLBEor: IAGRETFERE REHOBEIRG) VEELERER
201 211 231 241
rherR0U ] EIERTRCNT ASHARGONIS VIZEWATIE CIVEAREIDe
251 261 271 281 291
SSTL¥SQOL] GLIOQLTBPA SIRVETES RELESQREVE
301 311 321 331 341
SLERRORVE [SEQLIIAS[ESL SGSPEVIDECA PNTGQEHLEL PPSEPWDQTL
351 361 371 381 391
GUVIFERIAS FKPPIEESSA TCVLEQPGA? GAQILLVQLY; NSERFGLY
401 411 421 431 441
[JISVTWEPSE QLORFALLQE LORWAGPLPA [ILRHLGE[V [T HKLT
451 461 471 481 491
QVYGLALEGQ [{PVETVPPGA RJLTQEEFHT ALWEIIMKIV FRVYQGQOPG
501 511 521 531 541

TEMGSKRSQV SS[ZCSIKKPR YGQOVLDNE{j RSHISTDAHS LNSAAQ

3 4 5 6 7 8
Variable Average Conserved

Insufficient Data

, VBN %)
"'»'\},v.( @ﬁ 1)
<G N
it SCNAAT A / %},
P COJ f P
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EK-5 Modellenen Yapimin Ramachandran Analizi

MolProbity Ramachandran analysis

AF2-Mutyh_Human-DNAFH.pdb, model 1

General case Isoleucine and valine

180 —— . \) \ 180
g > — (
Psi ’ u{ 0329 Cys ﬂ Psi ]
)/ pesi k\
0 }\ \\23\ 0832 Asn 01
&) |
~
—J J /
)\
] Y \ 1
0N / 0] —
-180 0 Phi 180 0 Phi 180

Glycine

180

o o @ //—\
7T ") -
- S N A
/ ~ N\ e\
0 0 o :o )
LD ANNE N R
= ’/ =/ \V (
— N ( AN
-180:“””““ i T -1807 ‘\Ho‘o‘
-180 0 Phi 180 -180 0 Phi 180
Trans proline Cis proline
180 K/> 180 &
Psi 7 \ Psi |
] / O © 331 Pro }
i Q}\ : QJ
-180:“”“/_\‘ n T -1807 ‘/‘-\‘ R
-180 0 Phi 180 -180 0 Phi 180
96.9% (408/421) of all residues were in favored (98%) regions.
98.8% (416/421) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.
There were 5 outliers (phi, psi):
323 Ser (-5.6,127.7)
329 Cys (-41.4,83.9)
330 Ala (-13.6, 104.1)
331 Pro (-49.5,55.3)
332 Asn (171.7,74)
http://kinemage.biochem.duke.edu Lovell, Davis, et al. Proteins 50:437 (2003)
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EK-6 Modelde Bolgesel Kalite Degerlendirmesi

AlphaFold’dan elde edilen AF-Q9UIF7-F1-v4 (2022-06-01) modeli i¢in ortalama giivenirlik degeri 78.90 olup rezidii yerlesimine gore

degerlendirme asagida verilmistir.

Local Quality Estimate - Chain A

100

8 8

-~
o

3

Predicted Local Similarity to Target
s 3

w
o

60 120 180 240 300 360 420 480 54(
Residue Number
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EK-7 Modelin Enerjetik Olarak Rafine Edilmesi

Olusturulan model enerjetik olarak HADDOCK ta rafine edilerek en iyi skorlara

sahip ‘cluster’ yapisi (‘cluster 6”) secildi. Asagida HADDOCK v2.4 sonuglar1 verilmistir.

Cluster 6: o
HADDOCK score: -122.1 +/- 8.3 3
Cluster size: 5 _m?
RMSD from the overall lowest-energy structure: 1.2 - ‘2°§
#-08 -
Van der Waals energy: -56.8 +/- 6.4 % 3
Electrostatic energy: -498.1 +/- 36.2 '3: - _
. . 3 50 ]
Desolvation energy: 27.6 +/- 3.3 § %0 3 =
Restraints violation energy: 67.4 +/- 29.8 60 3
Buried Surface Area: 2072.9 +/- 156.3 o]
Z-Score: -1.7 ] .
; 2 Ol;|er
+ 20 R
0 200 4
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4 150
8 ] )
5 0] é H
o 1 <
8 ] '-é’ 100 4
: ] ¢
@ ] B 50
-400
_50()«: 04
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