VL Uy,

> < H P . . - ope . LRI T - ope . H . o e s,

,',_7" «@ Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi 3|

N \ef" Istanbul University Institute of Health Sciences Journal of Advanced Research in Health Sciences %,3‘ &
¥ 1453% ! o &

Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi 2020, Cilt 3, Sayi 3

DOI: 10.26650/JARHS2020-790469

Arastirma Makalesi / Research Article

Tanis1 Zor Tek Gen Hastaliklarinda Hedefe Yonelik Yeni Nesil Dizileme Panel Tasarimi:
Primer Immiin Yetersizlik Ornegi

Targeted Next Generation Sequencing Panel Design in Complex Monogenic Diseases:
The Example of Primary Immunodeficiency

Sinem Firtina? ®, Ozden Hatirnaz Ng* ©, Miige Sayitoglu> ©, Yuk Yin Ng*

istinye Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii,
istanbul, Tiirkiye

Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip
Aragtirma Enstitiisti, Genetik Anabilim Dali,
istanbul, Tiirkiye

Acibadem Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Béliimil, Istanbul, Tiirkiye

IS

Istanbul Bilgi Universitesi, Mithendislik ve Doga
Bilimleri Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiithendislik
Béliimii, Istanbul, Tiirkiye

ORCID: S.E. 0000-0002-3370-8545;
O.H.N. 0000-0001-7728-6527;
M.S. 0000-0002-8648-213X;

Y.Y.N. 0000-0001-9755-6045

Corresponding author/Sorumlu yazar:

Yuk Yin Ng,

Istanbul Bilgi Universitesi, Mithendislik ve Doga
Bilimleri Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiithendislik
Bolimi, Istanbul, Tiirkiye

E-mail: yuk.ng@bilgi.edu.tr

Submitted/Bagvuru: 07.09.2020
Accepted/Kabul: 25.09.2020

Citation/Atif: Firtina S, Hatirnaz NG O, Sayitoglu
M, Ng YY. Targeted Next Generation Sequencing
Panel Design in Complex Monogenic Diseases:
The Example of Primary Immunodeficiency. Saglik
Bilimlerinde Tleri Arastirmalar Dergisi 20205 3(3):
93-101.
https://doi.org/10.26650/JARHS2020-790469

oz

Amag: Yeni nesil dizileme teknolojileri bugiin ¢ok sayida aday genin, genomun tim
kodlayan bélgelerinin hatta tiim genomun analizini tek seferde ve kisa siire igerisinde diigiik
maliyet ve yiiksek hassasiyette, giivenilir bir sekilde miimkiin kilmaktadir. Hedefe yonelik
yeni nesil dizileme sistemleri genomda sadece belirli bolgenin dizilenmesine imkan veren,
tiim genom dizilemelere gore uygulamasi ve analizi daha kolay, hizli ve yiiksek giivenirlilikte
bir yontem olarak pek ¢ok rutin genetik tan1 uygulamalarinda yerini bulmustur.

Gereg ve Yontem: Calismamizda primer immiin yetersizliklerin en yaygin grubu olan primer
antikor yetersizlikleri (PAY) ve en agir seyirli grubu agir kombine immiin yetersizlikler
(AKIY) igin hastalik ile iligkili oldugu bilinen genleri kapsayan PZR temelli genetik tani
panelleri gelistirilmis ve ortaya gikan yiiksek verinin yorumlanmasi igin bir analiz akist
olusturulmugtur.

Bulgular: Tasarlanan paneller ile toplam 112 hasta (PAY:64, AKIY:48) dizilenmis ve AKIY
hastalarinin %58’i ve PAY hastalarinin %14,2’sinde hastalik ile iliskili varyantlar tespit
edilmigtir. Tiim varyantlar Sanger dizileme ile dogrulanarak olusturulan molekiiler tan
panellerinin ve analiz algoritmasinin dogrulugu kontrol edilmistir.

Sonug: Hedefe yonelik yeni nesil dizileme panellerinin hedeflenen bolgeye uygun olarak
dogru yontemle tasarlanmasi ve gikan ham datanin dogru is akisi ile analiz edilmesi panelin
bagarisini arttirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Yeni nesil dizileme, varyant yorumlama, hedefe yonelik panel tasarimi

ABSTRACT

Objective: Next-generation sequencing technologies can generate an analysis of a large
number of candidate genes, all the coding regions of a genome, or whole genomes with
a high degree of accuracy and within a short amount of time. Targeted next generation
sequencing systems have been found in many routine genetic diagnosis applications that
allow the sequencing of only the candidate regions of the genome.

Materials and Methods: In this study, we designed PCR-based targeted next generation
sequencing (NGS) panels for severe combined immunodeficiency (SCID) and primary
antibody deficiency (PAD) and created an algorithm for analysing high-throughput data.
Results: We screened 112 patients (48 SCID and 64 PAD) and we detected genetic variations
in 58% of the SCID and in 14.2% of the PAD patients. All variants were validated by Sanger
sequencing to validate the accuracy of the NGS panel and analysis algorithm.

Conclusion: Designing targeted next generation sequencing panels with an appropriate
method, in accordance with the targeted region, and analysing the raw data with a suitable
workflow, increases the success of the panel.

Keywords: Next generation sequencing, variant annotation, targeted-ngs panel design
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Hedefe Yonelik Yeni Nesil Dizileme Panel Tasarimi

GIRIS

Insan genom projesinin tamamlanmasindan bu
yana, genom dizileme teknolojileri hizla gelismis,
maliyet azalmis ve daha uzun genomik bélgelerin
dizilenmesini saglayan yeni nesil dizileme (YND)
teknolojileri ile olaganiistii ilerlemeler kaydedilmis-
tir (1,2). Yeni nesil dizileme teknolojileri sayesinde
tiim genom, ekzom ve hedefe yonelik dizileme, epi-
genomik, RNA dizileme hatta tek hiicre dizileme gibi
bir¢ok farkli alanda uygulama yapilabilmektedir (3).
Son yillarda yapilan yeni genom kesfi (de novo ge-
nome assembly), prenatal tani, kanser ve viriis calis-
malarinda, tek bir hiicrenin genomunu amplifikasyon
basamagi olmadan uzun okumalar yaparak dizileye-
bilen Tek Hiicre Dizileme ya da diger adiyla 3. Nesil
Dizileme sistemleri (Pacbio ve Oxford Nanopore)
oldukga sik kullanilmaktadir (4).

Yeni nesil dizileme sistemleri yontemsel degisik-
likler gosterse de temel olarak kiitiiphane hazirlan-
masy, kiitliphanenin isaretlenmesi ve tekrar cogaltil-
mas1 (“enrichment”), tiim kiitiiphanenin ayni anda
dizilenmesi ve biyoinformatik araglar ile bir referan-
sa gore veya de novo olarak dizilenen pargalarin tek-
rar birlestirilmesi basamaklarini takip eder (5). Yeni
nesil dizileme yontemleri sayesinde temel arastirma
amagh oldukga biiyiik ve hizli genomik bilgi elde
edilmekle beraber, giiniimiizde bu sistemlerin klinik
tanida kullanimi da yayginlasmistir. Bugiin molekii-
ler genetik uzmanlarinin yani sira mikrobiyoloji,
onkoloji, embriyoloji gibi bir¢cok tip dalinda YND’nin
farkl yaklagimlar: kullanilmaktadir.

Hedefe yonelik yeni nesil dizileme ya da diger bir
adiyla amplikon dizileme (AD) genomda farkli lokus-
lardaki genlerin veya ¢ok uzun bir genomik lokusa
yayilmis bir genin, prob ya da primerler ile genomdan
ayrilarak, sadece belirlenen hedef bélgenin birden
fazla 6rnekte ayni anda dizilenmesi esasina dayanur.
AD sayesinde ayni1 anda gok sayida hasta 6rnegi, ytik-
sek hassasiyette ve tek seferde dizilenebilmektedir.
Konvansiyonel Sanger dizilemenin aksine AD dizileme
yonteminde her bir 6rnegin birden fazla kez dizilen-
mesi (“deep’=okuma derinligi) %1'den daha nadir
gozlenen bir genetik degisimi bile yakalayabilmesine
olanak sagladigindan, bu yontem tiimér dokusu gibi

heterojen yapiya sahip dokulardaki farkli hiicre klon-
larinin tespiti, hastalikla iliskili nadir alel bulma, HIV
gibi viriislerin nadir varyantlarinin tespiti veya evrim
biyolojisi ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (6).

Genetik ve klinik heterojenitenin ¢ok oldugu tek
genli kalitim gosteren hastaliklarda, hizli genetik tan
i¢in hedefe yonelik YND paneller oldukg¢a sik kulla-
nilmaktadir. Paneller hastaligin dogasina gore tek gen,
birka¢ gen, onlarca ya da yiizlerce genden olusabil-
mektedir. Panel tasarimlari panellerde taranan hasta-
larin tan: basarisini dogrudan etkilemektedir. Rutin
kullanima uygun, maliyeti diisiik ve analizi daha kolay
panel tasarimlari ticari olarak bir yaris haline gelmek-
tedir. Panel tasarimlarinda hastalik spesifik yaklagim-
larin kullanilmasi panel basarilarini artirmakta ve
ozellikle nadir ¢ocukluk ¢ag1 hastalarinin hizh tani
alabilmesine ve tedavilerinin (kemik iligi nakli, rep-
lasman vb.) hizla planlanmasina yol agmaktadir (7).

Primer Immiin Yetersizlikler (PIY), immiin sis-
temin gelisim ve fonksiyonel bozukluklar: ile karak-
terize, gogunlukla tek genli kalitim gosteren fakat
sorumlu 400den fazla gen tanimlanmig hastaliklar
grubudur (8). Primer immiin yetersizlikler genetik
ve klinik heterojenite gosteren bir hastalik grubu
oldugu i¢in hastalarin ¢ogu erken dénemde teshis
edilememektedir. Molekiiler tani, hastaligin kesin
tanist ve tedavi seceneklerinin belirlenmesi i¢in ge-
rekli en 6nemli faktorlerden biri olsa da hastalikla
iligkili ylizlerce genin bildirilmis olmas1 bu stireci
zorlastirmaktadir. Genetik tani ayrica genetik danig-
ma, prenatal tani ve hastaliin ne kadar agresif sey-
redeceginin 6nceden bilinmesine olanak verdiginden
bityitk 6nem tasimaktadir (9,10).

Bu calismada primer immiin yetersizlik hastalik
modeli 6rnegi ile karmasik tek gen hastaliklarinda
hedefe yonelik yeni nesil dizileme yontemi kullani-
larak olusturulan panel tasarimi, dikkat edilmesi
gereken konular, analiz yaklagimlari ve tani bagari-
lar1 bildirilmektedir.

GEREC VE YONTEM

Panel Genlerinin Se¢imi

PIY’lerin iki 6nemli alt grubu olan agir kombine
immiin yetmezlik (AKIY) ve primer antikor yet-
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mezligi (PAY) i¢in hastaliga 6zgii genetik tani pa-
neli tasarlanmistir. Calismada genis bir literatiir ve
veri tabani taramasi sonucu siklikla mutasyona
ugrayan ve klinik iligkileri kanitlanmis genler {ize-
rine yogunlasilmigtir. Paneller i¢in Avrupa Klinik
Immiinoloji Derneginin PiYlerin genetik altyapi-
sinda tanimladig1 genler arasindan AKIY hastala-
rina 0zgii hastalikta en sik goriilen 18 gen, PAY
hastalarina 6zgii hastalarda en sik tanimlanan 22
adet gen secilmistir (11). Hedef genlerin tiim ek-
zonlar1, 5’UTR (UnTranslated Region- kodlamayan
bolgeler), 3’UTR ve promotdr bolgelerini kapsaya-
cak sekilde primerler tasarlanmistir. Primer dizay-
n1 i¢in hg38/GRCh38 referans genom dizisi kulla-
nilarak firma tarafindan ¢ip tasarimina uygun
olarak dizayn edilmistir. Primer dizileri genomdaki
lokasyonu ve 6zgtinliigii, CLC Genomics (CLC Ge-
nomics Workbench, QIAGEN) ve ¢evrimigi bir
program olan BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) ile kontrol edilmistir.

Hedef bolgelerin baz uzunlugu AKIY paneli igin
167.092 baz cifti (bg), PAY paneli i¢in ise 234.975 baz
Gifti olmustur. AKIY paneli igin belirlenen 18 aday
gen, ortalama 386 baz cifti (en disiik 250 en yitksek
450 baz cifti) uzunlugundaki toplam 432 PZR ile PAY
paneli i¢in belirlenen 22 aday gen ise ortalama 423
baz cifti (en diisiik 253 en yiiksek 646 baz cifti) olmak

tizere toplam 555 PZR ile ¢ogaltilmistir. Buna gore
tasarlanan bir AKIY ¢ipi ile ayn1 anda on iki, bir PAY
cipi ile de sekiz hasta dizilenebilmistir.

Amplikon Dizileme Yaklasiminin Se¢ilmesi

Tekrar eden genomik bolgeler (dizilemede bityiik
sorun yaratmaktadir) ve psodogen sorunlarini ber-
taraf etmek amaci ile PZR (polimeraz zincir reak-
siyonu) temelli amplikon dizileme metodu tercih
edilmistir. Amplikon dizileme metodu i¢in hedef
genleri yaklagik 250-600 baz uzunlugunda tek tek
PZR'ler ile (“singleplex”) ¢ogaltan Seq-Ready
(Seq-Ready™ TE MultiSample Custom DNA Panels,
Wafergen, CA, ABD) cipleri kullanilmistir. SeqRe-
ady ¢iplerinin ¢aligma prensibi hedef bolgeleri her
bir kuyu icerisinde sekans primerleri ve hastaya 6zgii
atanmis barkodlar ile birlestirilmis primerler ile
¢ogaltarak amplikon kiitiiphaneleri olusturmaktir
(Sekil 1). Kullandigimiz giplerin 5184 ayr1 nano
kuyudan olugmasi ayni anda 5184 farkli PZR'nin
yapilmasina imkan vermekte ve bu da birden fazla
ornege birden fazla PZR'nin yapilmasini saglayan
esnek bir tasarim olusturmaktadir.

Yeni Nesil Amplikon Dizileme Is Akist
Tasarlanan panellerinin bagarilarini belirlemek
icin AKIY ve PAY siiphesi olan hastalarda YND

Genomik DNA

Hedef bélgeye 6zgii primerler (Seq-Ready sekans primerlerini taniyan universal primerler ile)
Sekans primerleri — universal primerler ile

Sekans primerleri = barkod ve universal primerler ile

primer i

Sekil 1. PZR temelli (amplikon) hedefe yonelik yeni nesil dizileme yontemi igin primer tasarlama ve ¢alisma prensibi
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gerceklestirilmigtir. Yeni nesil dizilemede kullanil-
mak tizere amplikon kiitiiphanelerinin olusturul-
mast i¢in 6ncelikle robotik sistemde ¢ipteki her bir
kuyuya DNA 6rnegi ve barkodlu primer ciftleri
eklenmis ve bir kuyuda ayr1 olarak PZR amplifikas-
yonu gerceklestirilmistir. Her bir primer cifti bir
barkod tasidigindan amplifikasyon sonrasi her has-
ta kendine ait bir barkod ile isaretli hale gelmektedir.
Bu asamadan sonra tiim amplikonlar tek bir tiipte
toplanmis ve manyetik boncuklar kullanilarak kul-
lanilmayan primerler ve PZR artiklarindan temiz-
lenmigtir. Manyetik boncuklar ile temizlenen amp-
likon kitiiphanesinin Qubit florometre cihazi ile
miktar tayini yapilmistir (Qubit dsDNA HS Assay
Kit, Thermo Fisher Scientific). Amplikon kiitiipha-
neleri dizilemeye uygun hale getirildikten sonra
illumina Miseq (Illumina, Kaliforniya, ABD) ciha-
zinda uygun dizileme protokolii kullanilarak dizi-
lenmigtir. Caligmamizda amplikonlarin uzunlugu
450-500 bg civarina kadar ¢ikabildigi i¢in 500 don-
gli yapabilen V2 kitleri kullanilmistir. Dizileme so-
nunda 7.5-8.5 GB data elde edilmis ve dizileme
yaklagik 40 saat stirmustiir.

Kalite/Kontrol Degerlendirilmesi

Ham datanin kalitesi ve dizileme metriklerini
incelemek amaci ile Illuminanin gelistirdigi “Sequ-
ence Analysis Viewer”-SAV programi kullanilmistir.
Cip tizerindeki amplikon yogunlugunu ortalama 900-
1300 K/mm?araliginda olan, ¢ipteki okumalarin en
az %80’inde Q30 deger skoru ile dizilenmis olmasi
ve ¢ip tizerinde filtreyi gecen kiimelerin (cluster pas-
sing filter) ylizdesinin %80 ve iizeri olan dizilemeler
caligmaya dahil edilmistir.

Analiz Is Akis1 ve Varyant Yorumlama

Miseq cihazindan FASTQ formatinda ¢ikan ham
datanin kalite kontrolii yapildiktan sonra Seq analiz
programi1 (Genomize, [stanbul, Tiirkiye) ile ileri ana-
lizler yapilmugtir. Oncelikle Burrows-Wheeler Alig-
nment (BWA) araci ile ham datanin genoma hiza-
lanmasi yapilmistir (12). Panelin tiim tasarimlari
hg38%e gore yapilmis oldugundan genoma hizalama
analizleri i¢in hg38 genom versiyonu kullanilmigtir.

Genoma hizalama isleminden sonra Freebayes ile
varyantlar belirlenmis, Trimmomatic ile adapt6r pri-
merlerin amplikon dizilerinden temizlenmesi islemi
yapilmustir (13). Cogaltilan bolgeler ve varyantlar:
gorsel olarak analiz etmek i¢in IGV programi kulla-
nilmistir (14). Miseq cihazindan alinan ham datadan
varyantlar1 belirlemeye kadar gecen tiim agamalar
Ozet olarak belirtilmistir (Sekil 2).

SAV Genomize GV
= Cipin kalite = Genoma = Tiim hedef
kontrold Hizalama balgelerin
= Filtreyi gecen (BWA) dizilenme
kiimelerin  Tekrar ve Indel oranini gorsel
yogunlugu ve bélgelerini olarak
yiizdesi yeniden Belirleme
= Okumnalann hizalama * Aday
Q30 degerleri [Freebayes) varyantlan
« Adaptér gorsel olarak
primer degerdendinme
dizilerini
temizleme
(Trimmomatic)
= Varyant

yorumlama
(Ensembl)

Sekil 2. Amplikon dizileme analizinde kullanilan
programlar ve takip edilen is akis

Yeni nesil dizileme ile tespit edilen varyantlarin
yorumlanmasi i¢in SIFT (15), Polyphen (16), Variant
effect predictor (VEP) (17), Mutation Taster (18),
SNPeff (19), Gene splicer (20) ve CADD (Combined
Annotation Dependent Depletion) (21) programlari
kullanilmigtir. dbSNP veritabani (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/SNP/), 1000 Genom projesi 6rnekleri
(http://www.1000genomes.org/), the Exome Variant
Server (ESP) veritabani (http://evs.gs. washington.
edu/EVS/), The Human Gene Mutation Database
(HGMD) veritabani (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/
index.php) ve the Exome Aggregation Consortium
(ExAC) (http://exac.broadinstitute.org/) veritabani
varyantlarin frekans verisinin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaistur.

BULGULAR

Tasarlanan paneller ile 48 AKIY ve 64 PAY siip-
hesi olan hastalar dizilenmistir. AKIY ve PAY pane-
li ¢iplerinin kiimelenme yogunlugu ortalama 800-
1200K/mm?2, filtreyi gecen kiime yogunlugu
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ortalama %95 ve Q30 degerleri %80-90 araliginda
goriilmistiir. Tasarlanan YND panellerinde hedef
genlerin tiim ekzonlari, 5’UTR, 3'UTR bolgeleri ve
ekzon-intron baglantilar1 calismaya dahil edilmigtir.

AKIY panelinde tiim bolgelere primeri kapsayan
primerler tasarlanmasina ragmen dizileme basarisy;
hedef bolgelerde ortalama okuma kapsami (coverage)
%96,35, genlerin kodlayan bélgelerinin okuma kap-
sami ise ortalama %97,89 olarak goriilmiistir. Calis-
maya dahil edilen 18 aday genin 11’i yiiksek kalitede
dizilenirken COROIA (ekzon 1, 2, 11), ADA (ekzon
1), JAK3 (ekzon 1,13) ve IL7R (ekzon 7) bolgeleri
hastalarda ¢ogaltilamamis ya da diisiik giivenirlilik-
te tespit edilmistir. PRKDC, LIG4 ve ZBTB24 genle-
rinin tiim kodlayan boélgeleri dizilenirken kodlama-
yan bolgelerinde kagirilan kisimlar olmustur.

PAY panelinde ise tiim hedef bolgelerin ortalama
okuma kapsami %92,04 olarak goriilmiisken, bu oran

kodlayan bolgelerde %92,96 olarak tespit edilmistir.
TNFRSF12, CD19 ve BTK genlerindeki hedef bolge-
lerin tamamu dizilenmis, TNFRSF13C, CD40, AICDA,
TCF3, TRNTI ve CD40L genlerinin kodlamayan
bolgelerinde dizilenmeyen bolgeler olsa da tiim kod-
layan bolgeleri dizilenmigtir. Ayrica CR2 (ekzon 8,10
ve 11’in bir kismi), MS4A 1 (ekzon 6), PIK3R1 (ekzon
6,7), TTC37 ( ekzon 7,12), CD79A (ekzon 4), BLNK
(ekzon 8,11), NFKB2 (ekzon15 ve 18’in bir kismi),
ICOS (ekzon 2), CD81 (ekzon 1,7), UNG (ekzon 7’nin
bir kismi1), IGLLI (ekzon 2), TNFRSF13B (ekzon 4),
LRBA (ekzon 10,17,31,33,48 ve 57) ve CD79B (ekzon
2) bolgeleri hastalarda dizilenememis ya da diisiik
giivenirlikli kalitede dizilenebilmistir (Tablo 1).

Aday Varyantlarin Belirlenmesi
Varyantlar 6ncelikle giivenirliliklerine gore filtre-
lenmis ve en az 20 okuma derinligi olan (20X), hete-

Tablo 1. Tasarlanan AKIY ve PAY panellerinin okuma derinligi analizleri

g Gen Transkript Cov (%) cg/a?‘;o.) § Gen Transkript Cov (%) c](;ira?‘;;)
-V
TNESF12 NM_003809 100 100 CD3E NM_000733 100 100
CD19 NM_001178098 100 100 NHE]J1 NM_024782 100 100
BTK NM_001287344 100 100 RAG2 NM_000536 100 100
IGHM 100 100 CD3D NM_000732 100 100
TNFRSF13C NM_052945 99,89 100 RAGI1 NM_000448 100 100
CD40 NM_001250 98,27 100 DCL- NM_001033855 100 100
RE1C
AICDA NM_020661 94,98 100 PNP NM_000270 100 100
TCF3 NM_003200 93,89 100 CD247 NM_198053 100 100
TRNT1 NM_182916 88,57 100 PTPRC NM_002838 100 100
CD40LG NM_000074 82,99 100 — AK2 NM_001625 100 100
E CR2 NM_001006658 97,08 96,29 g IL2RG NM_000206 100 100
53 MS4A1 NM_021950 96,84 96,18 i PRKCD NM_006254 87,64 100
E PIK3R1 NM_181523 92,83 95,79 % 7ZBTB24 NM_014797 97,51 100
TTC37 NM_014639 89,61 92,63 LIG4 NM_206937 98,74 100
CD79A NM_001783 95,53 91,73 CORO1A | NM_001193333 73,24 85,55
BLNK NM_013314 93,63 91,51 JAK3 NM_000215 90,87 89,5
NFKB2 NM_001077494 91,2 90,83 IL7R NM_002185 96,99 89,95
CD81 NM_004356 79,25 90,48 ADA NM_000022 89,47 97,04
ICOS NM_012092 91,55 89,43
UNG NM_080911 88,31 86,97
IGLL1 NM_020070 87,18 82,03
TNFRSF13B NM_012452 87,95 81,43
LRBA NM_006726 83,07 80,54
CD79B NM_001039933 84,5 72,38

Kap: Kapsam, Trans Kap: Transkript Kapsami
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rozigot varyantlar i¢in en az %20, homozigot varyant-
lar igin ise en az %95 kapsamda goriilen varyantlar
yiiksek giivenirlikli varyantlar, bunun disinda kalan
varyantlar ise diistik giivenirlikli varyantlar olarak
degerlendirilmistir. {lk asamada yiiksek giivenirlikli
varyantlar analize dahil edilmis fakat aday varyant
bulunamayan hastalarda diisiik giivenirlikli varyant-
lar da Q30 skorlarina bakilarak analize dahil edilmis-
tir. [kinci asama olarak, varyantlar éncelikle literatiir-
deki ve ayni dizileme panelinde dizilenen hastalar
arasindaki alel frekanslarina gére degerlendirilmis ve
mindr alel frekansi 0.05’in altindaki varyantlar ile
analize devam edilmistir. Ikinci filtreleme isleminden
sonra kalan varyantlar proteine etkisine gore tekrar
degerlendirilmis ve patojenik oldugu diistiniilen var-
yantlarin hastanin klinigi ile uyumu arastirilmis ve
genotip-fenotip iliskisi uygun varyantlar aday varyant
olarak degerlendirilmistir. Caliymada takip edilen is
akisinin Ozeti asagidaki sekildeki gibidir (Sekil 3).
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Sekil 3. Hastaliga sebep olan aday varyantlar: belirlemede
kullanilan analiz is akis1 ve ¢evrimi¢i programlar

Analizler sonucunda, AKIY paneli ile hastalarin
%58’inde, PAY paneli ile de hastalarin %14,2’sinde
hastaliga sebep olan varyantlar tespit edilmis, Sanger
dizileme ile varyantlarin dogrulugu gosterilmistir.
Panel ile bulunan varyantlarin 11 tanesi ilk defa bu
caligma ile gosterilmistir.

TARTISMA

Yeni nesil dizileme teknolojileri ayn1 anda birgok
genin incelenmesine imkan verdiginden PIY gibi
yiiksek genetik heterojenite gosteren hastalik grup-
larinin kesin molekiiler tanist i¢in siklikla tercih edi-
len giincel bir yaklasimdir (7). Hedefe yonelik yeni
nesil dizileme yontemleri aday genlerin ayni anda

incelenmesine olanak veren, hizl, analizi tiim genom
yaklasimlarina gore daha basit, maliyeti diigiik ve
giivenilir bir yontemdir. PIY’lerde hedefe yonelik yeni
nesil dizileme ile hastalarda kesin genetik taniy1 be-
lirleme orani hastalik spesifik panellerde %25-40
civarindadir (10, 22-26). Bu farklilik hastaligin eti-
yolojisinde var olan heterojenite ile orantili goziik-
mektedir. Bu ¢alismada, aday genlere 6zgii primerler
tasarlanarak, AKIY ve PAY 6zgii iki ana amplikon
dizileme paneli gelistirilmis ve tasarlanan paneller
PIY siiphesi olan hastalarda valide edilmistir.

AKIY paneli ile hastalarin %58’inde hastaliga se-
bep olan varyantlar tespit edilmistir. Panel ile bulunan
varyantlarin sekiz tanesi ile defa bu ¢aligma ile gos-
terilmistir (27-29). AKIYlerin monogenik arka plani
diger immiin yetersizliklere oranla daha iyi karakte-
rize edilmis ve sorumlu genleri bityiik 6l¢iide tanim-
lanmus bir hastalik grubudur. Bu nedenle tasarlanan
panelin tan1 basarist %60 civarindadir. Literatiirde
AKIY hastalarinda yapilan panel ya da ekzom dizi-
leme caligmalarinda basar1 oranlar1 %90 hatta
%100’lere kadar ¢ikabilmektedir. AKIY, diger P1Y
gruplarina gore genetik altyapisi bilinen, genetik ve
klinik acidan taninabilen bir gruptur, bizim panel
basarimizin daha diisitk olmasinin sebebi kisitli gen
sayisina baglidir. Ayrica, AKIY hastalari igin, panel
sonrasi yapilan tiim ekzom dizileme analizlerinde
hastalarin bir kisminda primer immiin yetersizlige
yol acan genetik sendromlarin (Ataksi telenjiektazi
ve FOXNT1 ekskligi gibi) oldugu goriilmesi tasarlanan
genetik tani panellerinin daha kapsamli olmasi ge-
rektigi savini dogrulamaktadir.

Primer antikor yetersizlikleri (PAY) paneli ile 64
yeni tanili hasta dizilenmis, hastalarin %14,2’inde
hastalik ile iliskili varyantlar tespit edilmistir. Litera-
tiirde PAY hastalarindaki genetik tani basarisinin
%2-10 seviyesinde oldugu distiniliirse, tasarladigimiz
genetik tan1 paneli bu hastalar i¢in uygun basari ora-
nini yakalamigtir. Fakat bu bagar1 oranlar1 PAY i¢in
tasarlanan genetik tani panellerinin hastaligin tani-
sinda kullanilabilmesi i¢in yeterli bir seviyede degil-
dir. Her gecen giin sayilar1 artan hastalikla iligkilen-
dirilmis gen/varyasyon bulunmaktadir. Ancak hala
cok sayida genetik sebebi agiklanamamig PAY feno-
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tipleri bulunmaktadir. Genetik etiyolojinin tam ¢6-
ziimlenememis olmasi panel basarilarini dogrudan
etkilemektedir. Ilave olarak Tablo 1de yer aldig1 gibi
her iki panelde de tiim genleri %100 kapsamayan
dizileme sonuglar1 bu bélgelerde var olan varyasyon-
larin tanimlanamamasina ve diisiik panel bagarisina
sebebiyet vermektedir.

Amplikon dizileme yonteminde dogru kiitiiphane
hazirlama yéntemini belirlemek, ¢alismanin kalitesi
ve dogrulugunu da belirlemektedir. Prob tabanl sis-
temlerde, kullanicilar tek tek prob tasarlamak gii¢
oldugu i¢in problar genellikle ¢cevrimigi programlar
ile otomatik olarak tasarlanmakta ve caligma basladik-
tan sonra amplifiye olmayan bolgelere tekrar prob
tasarlamak miimkiin olamamaktadir. Ayrica problu
sistemlerde genomik tekrarlar belirlenememekte ve
hedef bolgenin genomda psddogeni varsa problar pso-
dogen bolgelerinden kacamamaktadir. PZR tabanl
metotlarda ise tasarlanan primer ciftlerini yenileyerek
¢ok kolay optimizasyon yapilabilmekte ve hedef dizi-
leme kalitesini arttirabilmek mimkiindir. Bunun
yaninda kopya sayist degisiklikleri analizleri her zaman
yapilamamaktadir. Ayrica hedef bolgeler cogaldik¢a
primer maliyeti ve optimizasyon giigliigii yasanabile-
ceginden, genis panellerde (200-300 gen) prob taban-
I, ufak panellerde ise PZR tabanli yaklagimlar tercih
edilmektedir (30). Hedef bolgelerin tekrar bolgeleri
veya psodogenler ile ortak dizileri oldugu takdirde
PZR ve prob kombinasyonu ile hazirlanan kiitiipha-
neler de tercih edilmektedir (10).

Bu ¢alismada PZR temelli bir YND panelinin ter-
cih edilmesi tekrar bolgeler ve psédogenler agisindan
zengin olan immiin sistem genlerinin dogru olarak
dizilenebilmesi i¢indir. Hedef bolgelerin psédogenler
ile ortak dizileri sadece kodlayan gen bélgesine 6zgiin
tasarlanan primer ile diglanabilmistir. Ornek vermek
gerekirse AKIY panelinde bulunan DCLREIC geni-
nin molekiiler analizleri psédogeni ile yiiksek ben-
zerlik gostermesi sebebiyle olduke¢a zordur (31).
Calismamizda tespit edilen p.L187* varyant: genin
psodogeni ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi
ekzon 8 bolgesinde yer almaktadir. Panel olusturma-
da tercih ettigimiz amplikon dizileme metodu ile
psodogen dizilerini hedeflemeyen primerler tasar-

lanmuis ve kodlayan bolgedeki varyantlart dogru tes-
pit edebilmemiz miimkiin olmustur.

Bu galisma ile ikinci olarak PIY’lerin genetik tani-
sinda kullanilabilecek bir analiz algoritmas: olusturul-
mustur. Belirlenen is akis1 tiim tek gen hastaliklarinin
molekiiler tan1 sonucu ortaya ¢ikan varyantlarinin
yorumlanmasinda kullanilabilecek bir akistir. YNDnin
trettigi ham verinin yaklagik %1,3’iin{in yalanci ne-
gatiflikler oldugu bilinmektedir (32). Yalanci pozitiflik/
negatifliklerin 6niine gegilmesi i¢in dncelikle aday
varyantin ‘yliksek giivenirlilikte’ dizilenmis oldugu
kontrol edilmelidir. Yeni nesil datasi ile ortaya ¢ikan
varyantlarin analizinde 6ncelikle aday varyantin kali-
te/kontrol parametrelerine gore en az 20 kere (20X)
ve %99,9 (Q30) giivenirlilikle dizilenmis olmasi gok
biiyiik oranda yalanci negatiflik veya pozitiflik orani-
ni1 diisiirmek i¢in bakilmasi gereken ilk parametreler-
dendir.Bizim galiygmamizda aday tiim varyantlar San-
ger dizileme ile tekrar dogrulanmigtir. Varyant
yorumlamada ikinci agama olarak mindr alel frekansi
(MAF) <0.01 olan varyantlar ile devam edilmistir.
Bugiin patojenik varyantlarin frekanslarinin %0,1'den
kiigiik oldugu bilinmektedir (33). Varyantlarin fre-
kanslart literatiirde diistik olsa da aday varyantin ¢a-
lismada ayni teknik ile dizilenen tiim hastalarda da
frekansinin diisiik olmasi gerekmektedir. Zira olasi
PZR ve dizileme hatalari yalanci pozitiflige sebep ola-
bilmektedir. Son olarak aday varyantin proteine etki-
si aragtirilmali ve varyantin hastalik ile genotip-feno-
tip iligkisini acikliyor olmasi gereklidir.

SONUC

Sonug olarak, zaman ve maliyet agisindan en dog-
ru yaklasim oncelikle sik goriildag bildirilen genler
acisindan hastay: taramak ve sonrasinda daha ileri tim
genom yaklagimlarina gegmektir. Hedefe yonelik yeni
nesil dizileme sistemleri bu amacla etkin olarak kul-
lanilabilecek bir yaklasimdir ve pek ¢ok rutin genetik
tan1 uygulamalarinda yerini bulmustur. Cok sayida
aday genin tek seferde ve kisa siire icerisinde analizini
uygun fiyatla, yiliksek hassasiyette ve giivenilir bir ge-
kilde miimkiin kilmaktadir. Fakat yYND ile ortaya
¢ikan verinin yorumlanmasi olduk¢a zordur. Bunun
i¢in hastanin 6ykiisti ve aile agaci ayrintili alinarak
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hastaligin kalitim modeli dogru belirlenmeli, hastali-
ga uygun analiz is akisi belirlendikten sonra molekii-
ler tan1 mutlaka ayrintili muayene, immiinfenotipleme

ve basit fonksiyonel testler ile desteklenmelidir.
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