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Tibbi genetik uygulamalarinda altin standart fenomiks: tiim ekzom
analizi yapilan 3 nérogenetik hasta 6rnegi
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Sayin Editor,

Tim ckzom dizileme analizi (Whole-exome-
sequencing-WES) genetik etiyolojisinde heterojenite
gosteren hastaliklarin tanisinda etkili bir yontemdirl.
Ancak, c¢ok sik gortlen ve klinik etkisi bilinmeyen
varyantlarin analizi veya genotip—fenotip
korelasyonunun kisitli oldugu olgularda ileri diizeyde
klinik  yorumlama  gerektirmektedir. ~ Ekzom
sekanslamanin uygulanmaya ve varyant analizinin
etkin yapilmaya baslanmasindan sonra daha 6nceden
molekiler tant konamamig veya klinik tani sonrasinda
yapilan hedef molekiler test sonuclart normal
bulunmus bir¢ok hastaya tant konabilmistir2. Bu
yazida, genotipleme ve fenotiplemenin 6nemini
vurgulamak amactyla 3 olgu sunulmaktadir.

Hipotoni, gelisim geriligi ve ataksi nedeniyle basvuran
3 hastaya ilk planda yapilan genetik testler ile
mutasyon saptanmamasi sebebi ile WES ¢aligmasi
planlanmistir.  Olgulardan alinan  periferik  kan
orneklerinden DNA izolasyonu otomatize sistem
(QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiaqen, Almanya)
ile Gretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi.
Izole edilen DNA 6rneklerinin kalite ve miktar
Olcimleri QubitTM  Fluorometric Quantitation
system (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
gerceklestirildi.

Tium ekzom dizileme i¢in is akisinda tretici firmanin
belirttigi gibi fragmantasyon, ligasyon,
zenginlestirme,  hibridizasyon ~ ve  sekanslama

asamalart uygulandi. Sekanslama islemi Illumina
Next-Seq (Illumina, California, ABD) yeni nesil
dizileme sistemi ile gerceklestirildi.

Sekans sonuglart kalite kontrol asamalarindan sonra
CLC Genomic Workbench (Qiagen, Hildenberg,
Almanya) biyoinformatik analiz aract kullanidarak
varyantlar analiz edildi. Elde edilen varyantlarin klinik
degerlendirmeleri ve biyoinformatik analizler QCI-I
(Qiagen, Hildenberg, Almanya) analiz aract ile
HGMD (Human Gene Mutation Database), ClinVar,
NCBI  (National Center for Biotechnology
Information), VarSome (The Human Genomic
Variant Search Engine), ExAC (The Exome
Aggregation Consortium), 1000 Genome Frequency,
ESP (Exome Sequencing Project), Ancestry,
Ingenuity Knowledge Base, OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man) gibi bir¢ok veri tabani
karsilagtirilarak  gerceklestirildi.  Ayrica  in-siliko
analizler CADD, MutationTaster, PolyPhen and
DANN gibi bir¢ok in-siliko analiz aract kullanilarak
yapilmustir.

1l olgumuz, 2 yasinda hipotonik infant olarak takip
edilmekte olan kiz hastaydi. Ailede 6ykiisinde anne
ile babast arasinda akrabalik vard: ve ailede indeks
olgu disinda hasta yoktu. Cekik gozler, biillb6z burun,
glabellada hemanjiyom ve kalin dudaklar gibi min6r
dismorfik bulgular ile beraber motor gelisimde geriligi
vardi. Hastanin  bronkoskopisinde — bronslarda
hipoplazi, batin ultrasonografisinde hafif pelvik
kaliektazi ve beyin MR gorintilemelerinde serebellar
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atrofisi oldugu belitlenmisti. EMG sonucu konjenital
muskiler distrofi ile uyumlu olan hastanin 1,5
yasindan sonar trakeostomisi acilmistt ve ayrica
gastrostomi ile besleniyordu.

Normal olarak  sonuglanan  bazt  molekiler
analizlerden sonra yapilan WES analizi ile ACTA7
geninde ¢er¢eve kaymasina neden olan bir mutasyon
saptandt (ACTAT: p. (Leul12Profs*16) homozigot).
Bu genin mutasyonlar; skapulohumeroperoneal
miyopati, nemaline miyopati tip-3 veya konjenital kas
lifi orantistzligt ile giden miyopatiye neden olmaktayd:
(https://omim.org/entry/102610).
Skapulohumeroperoneal miyopati otozomal
dominant kalitilan ve nispeten daha hafif seyir
gOsteren bir myopati idi. Bu nedenle hastanin
mutasyonu homozigot olarak tagimast nedeniyle
otozomal resesif olarak da kalitilan ve daha agir klinik
ile giden nemalin miyopati tip-3 veya konjenital kas
lifi orantisizhigr ile giden miyopati acisindan klinik
takibe alindu.

Tkinci olgumuz ise progresif ataksisi olan 16 yasinda
kiz hastaydi. Anne — babasinin arasinda akrabalik
vard: ve ailede bagka hasta birey yoktu. Bir yasina
kadarki doneminde oykiisinde Ozellik olmayan
hastanin cocukluk ¢aginda baslayan progresif ataksisi.
Son 2-3 yildir dizartrik konusmaya baslayan hastanin
mental durumu da gerilemeye baslamisti. Yapilan
analizler sonucunda PI.42G6 geninde yanlis anlamlt
degisime neden olan homozigot mutasyon (p.
Asn214Ser) saptandi. S6z konusu bu genin
mutasyonu, infantil néroaksonal distrofi-1 veya
beyinde demir birikimi ile seyreden nérodejenerasyon
tip 2B ile iliskilendirilmisti
(https://omim.org/entry/603604). Hastada her iki
klinige de uyan bulgular olmast ve ayirict taninin tam
olarak yapilamamasi nedeniyle hasta izleme alindi.

Ucgiincli olgumuz, 3 yasinda hipotoni ve gelisme
geriligi olan erkek hastaydi. Anne-baba arasinda
akrabalik vardi ve ailenin 3 ¢ocugundan tek hasta olan
cocugu idi. Bagvuru sirasinda yiiriime ve konusmast
yoktu, ayakta duramiyordu ancak emekleyebiliyordu.
Yapilan muayenesinde motor gelisim  geriligi,
entellektiel yetersizlik ile makrosefalisi vardi. Ekzom
analizi sonucunda PIEZOZ2 geninde erken dur
kodonuna yol acan homozigot bir mutasyon saptandi
(p- Argl6l11%). Bu mutasyon, propriosepsiyon
bozuklugu, distal artrogripoz tip-3 ve 5 veya Marden-
Walker etyolojisinde yer almaktayd1
(https://omim.org/entry/613629). Hastada eklem
kontraktirleri olmamasi ve klinik bulgularin tam
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olarak  uymamast  nedeniyle
yapilabilmesi amaci ile takibe alindu.

ayirict  taninin

Son yillarda aynt anda cok sayida gen calismasinin
yapilmasina olanak saglayan yeni nesil dizileme
yontemlerinin gelismesi ile tim ekzom dizileme
yontemlerine ulagsma olasihgt da artmus ve genetik
heterojenite gésteren veya klinik olarak ortiisen farkli
hastaliklarin tanisint koymak miimkin hale gelmistir.
Tum ckzom analizi ile bireyin protein kodlayan
DNA'sinmn %90'dan fazlast taranmakta ve ekzom
basina dusen maliyet giderek azalmaktadir®3.
Hastaliga neden olan varyantlarin %80’den fazlas
ekzonlarda veya ekzon-intron baglantt bélgelerinde
yer almaktadir*>. Son yillarda yapilan arastirmalara
gore tim ekzom dizilemenin tami orami %16-68

arasinda  degismektedit®’.  Nadir  hastaliklarin
temelinde yatan genetik etyolojiyi  belitlemek,

koruyucu hekimlik agisindan ¢ok énemli oldugu gibi
hastaliga 6zgii tedavilerin gelistirilmesi icin de zemin
hazirlayacaktir.

Ancak tanida sagladigt tim yararlara ragmen ekzom
analizinde de stk karsilasilan zotluklar bulunmaktadir.
OMIM istatistik verilerine gore ginimiizde 6414
fenotipin molekiler temeli aydmnlatidmis olmakla
beraber ancak 4083 genin hastaliga veya klinige neden
oldugu belirlenmigtir. Klinik fenotipe yol agan bu
genlerin 1272 tanesi 2 ve daha fazla klinige yol
acmaktadir

(https:/ /www.omim.org/statistics/geneMap,
updated May 3rd, 2019). Ayni genin birden fazla
fenotipe yol actigi g6z 6niinde bulunduruldugunda
genotip-fenotip korelasyonunun onemi
gortinmektedir.

Ekzom analizi ile her bireyde ¢ok sayida varyant
bulunmaktadir. Bu varyantlarin hangisinin gercek
varyant oldugunu belirlemeye yonelik algoritmalar ve
yazilimlar gelistirilmis ve bu sayede yanlis mutasyonu
arama orani (mutasyonu yanlis arama hizi / false
calling rate) olduke¢a distrilmustir. Ancak yine de bu
konuda hala gelismelere ihtiya¢ vardir. Yine saptanan
varyantlarin hangisinin bir klinige yol agacagt ya da
yatkinlik olugturacagi cesitli in-siliko analizler aracilig:
ile o6ngérilmeye  calisimaktadir. In-siliko analiz
araglari ile patojen olacagi 6ngoérilen mutasyonun
olusturacagi klinik ile hastada saptanan klinik bulgular
karsilastirlmali  ve hastada bulunan  bulgular
aciklayacak mimkuanse tek bir varyant belitlenmelidir.
Bu varyantlarin belirlenmesinde klinik belirtinin yani
sira kalitim kalibindan da yarar elde edilebilir.
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WES analizi i¢in yiiksek kaliteli DNA elde edilmesi,
hedef bélgelerin verimli bir sekilde zenginlestirilmesi
ve biyoinformatik analiz araclarinin kullanilmast basta
olmak Uzere butin c¢alisma basamaklarinin belli bir
kalitede ve standartta olmast, sonug elde edilmesi i¢in
mutlaka gereklidir. Ayrica tim ekzoma ait varyantlar
elde edildikten sonra; ayrintili klinik fenotiplemenin
elde edilen veriler ile birlikte degerlendirilmesi,
genomik verinin in-silika modelleri veya hesaplama
analizi ile Ongéruldiginden ¢ok daha karmagik
olmasi nedeniyle, dogru sonuca ulasmak icin olmazsa
olmaz zorunlu bir basamaktir.
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