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Sayın Editör, 

Tüm ekzom dizileme analizi (Whole-exome-
sequencing-WES) genetik etiyolojisinde heterojenite 
gösteren hastalıkların tanısında etkili bir yöntemdir1. 
Ancak, çok sık görülen ve klinik etkisi bilinmeyen 
varyantların analizi veya genotip–fenotip 
korelasyonunun kısıtlı olduğu olgularda ileri düzeyde 
klinik yorumlama gerektirmektedir. Ekzom 
sekanslamanın uygulanmaya ve varyant analizinin 
etkin yapılmaya başlanmasından sonra daha önceden 
moleküler tanı konamamış veya klinik tanı sonrasında 
yapılan hedef moleküler test sonuçları normal 
bulunmuş birçok hastaya tanı konabilmiştir2. Bu 
yazıda, genotipleme ve fenotiplemenin önemini 
vurgulamak amacıyla 3 olgu sunulmaktadır.   

Hipotoni, gelişim geriliği ve ataksi nedeniyle başvuran 
3 hastaya ilk planda yapılan genetik testler ile 
mutasyon saptanmaması sebebi ile WES çalışması 
planlanmıştır. Olgulardan alınan periferik kan 
örneklerinden DNA izolasyonu otomatize sistem 
(QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiaqen, Almanya) 
ile üretici firmanın önerdiği şekilde gerçekleştirildi. 
İzole edilen DNA örneklerinin kalite ve miktar 
ölçümleri QubitTM Fluorometric Quantitation 
system (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanılarak 
gerçekleştirildi. 

Tüm ekzom dizileme için iş akışında üretici firmanın 
belirttiği gibi fragmantasyon, ligasyon, 
zenginleştirme, hibridizasyon ve sekanslama 

aşamaları uygulandı. Sekanslama işlemi Illumina 
Next-Seq (Illumina, California, ABD) yeni nesil 
dizileme sistemi ile gerçekleştirildi. 

Sekans sonuçları kalite kontrol aşamalarından sonra 
CLC Genomic Workbench (Qiagen, Hildenberg, 
Almanya) biyoinformatik analiz aracı kullanılarak 
varyantlar analiz edildi. Elde edilen varyantların klinik 
değerlendirmeleri ve biyoinformatik analizler QCI-I 
(Qiagen, Hildenberg, Almanya) analiz aracı 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 birçok veri tabanı 
karşılaştırılarak gerçekleştirildi. Ayrıca in-siliko 
analizler CADD, MutationTaster, PolyPhen and 
DANN gibi birçok in-siliko analiz aracı kullanılarak 
yapılmıştır. 

İlk olgumuz, 2 yaşında hipotonik infant olarak takip 
edilmekte olan kız hastaydı. Ailede öyküsünde anne 
ile babası arasında akrabalık vardı ve ailede indeks 
olgu dışında hasta yoktu.  Çekik gözler, bülböz burun, 
glabellada hemanjiyom ve kalın dudaklar gibi minör 
dismorfik bulgular ile beraber motor gelişimde geriliği 
vardı. Hastanın bronkoskopisinde bronşlarda 
hipoplazi, batın ultrasonografisinde hafif pelvik 
kaliektazi ve beyin MR görüntülemelerinde serebellar 
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atrofisi olduğu belirlenmişti. EMG sonucu konjenital 
müsküler distrofi ile uyumlu olan hastanın 1,5 
yaşından sonar trakeostomisi açılmıştı ve ayrıca 
gastrostomi ile besleniyordu.  

Normal olarak sonuçlanan bazı moleküler 
analizlerden sonra yapılan WES analizi ile ACTA1 
geninde çerçeve kaymasına neden olan bir mutasyon 
saptandı (ACTA1: p. (Leu112Profs*16) homozigot). 
Bu genin mutasyonları; skapulohumeroperoneal 
miyopati, nemaline miyopati tip-3 veya konjenital kas 
lifi orantısızlığı ile giden miyopatiye neden olmaktaydı 
(https://omim.org/entry/102610). 
Skapulohumeroperoneal miyopati otozomal 
dominant kalıtılan ve nispeten daha hafif seyir 
gösteren bir myopati idi. Bu nedenle hastanın 
mutasyonu homozigot olarak taşıması nedeniyle 
otozomal resesif olarak da kalıtılan ve daha ağır klinik 
ile giden nemalin miyopati tip-3 veya konjenital kas 
lifi orantısızlığı ile giden miyopati açısından klinik 
takibe alındı. 

İkinci olgumuz ise progresif ataksisi olan 16 yaşında 
kız hastaydı.  Anne – babasının arasında akrabalık 
vardı ve ailede başka hasta birey yoktu. Bir yaşına 
kadarki döneminde öyküsünde özellik olmayan 
hastanın çocukluk çağında başlayan progresif ataksisi. 
Son 2-3 yıldır dizartrik konuşmaya başlayan hastanın 
mental durumu da gerilemeye başlamıştı. Yapılan 
analizler sonucunda PLA2G6 geninde yanlış anlamlı 
değişime neden olan homozigot mutasyon (p. 
Asn214Ser) saptandı. Söz konusu bu genin 
mutasyonu, infantil nöroaksonal distrofi-1 veya 
beyinde demir birikimi ile seyreden nörodejenerasyon 
tip 2B ile ilişkilendirilmişti 
(https://omim.org/entry/603604). Hastada her iki 
kliniğe de uyan bulgular olması ve ayırıcı tanının tam 
olarak yapılamaması nedeniyle hasta izleme alındı.  

Üçüncü olgumuz, 3 yaşında hipotoni ve gelişme 
geriliği olan erkek hastaydı.  Anne-baba arasında 
akrabalık vardı ve ailenin 3 çocuğundan tek hasta olan 
çocuğu idi. Başvuru sırasında yürüme ve konuşması 
yoktu, ayakta duramıyordu ancak emekleyebiliyordu. 
Yapılan muayenesinde motor gelişim geriliği, 
entellektüel yetersizlik ile makrosefalisi vardı.  Ekzom 
analizi sonucunda PIEZO2 geninde erken dur 
kodonuna yol açan homozigot bir mutasyon saptandı 
(p. Arg1611*). Bu mutasyon, propriosepsiyon 
bozukluğu, distal artrogripoz tip-3 ve 5 veya Marden-
Walker etyolojisinde yer almaktaydı 
(https://omim.org/entry/613629). Hastada eklem 
kontraktürleri olmaması ve klinik bulguların tam 

olarak uymaması nedeniyle ayırıcı tanının 
yapılabilmesi amacı ile takibe alındı.  

Son yıllarda aynı anda çok sayıda gen çalışmasının 
yapılmasına olanak sağlayan yeni nesil dizileme 
yöntemlerinin gelişmesi ile tüm ekzom dizileme 
yöntemlerine ulaşma olasılığı da artmış ve genetik 
heterojenite gösteren veya klinik olarak örtüşen farklı 
hastalıkların tanısını koymak mümkün hale gelmiştir. 
Tüm ekzom analizi ile bireyin protein kodlayan 
DNA'sının %90'dan fazlası taranmakta ve ekzom 
başına düşen maliyet giderek azalmaktadır2,3. 
Hastalığa neden olan varyantların %80’den fazlası 
ekzonlarda veya ekzon-intron bağlantı bölgelerinde 
yer almaktadır4,5. Son yıllarda yapılan araştırmalara 
göre tüm ekzom dizilemenin tanı oranı %16-68 
arasında değişmektedir6,7. Nadir hastalıkların 
temelinde yatan genetik etyolojiyi belirlemek, 
koruyucu hekimlik açısından çok önemli olduğu gibi 
hastalığa özgü tedavilerin geliştirilmesi için de zemin 
hazırlayacaktır.  

Ancak tanıda sağladığı tüm yararlara rağmen ekzom 
analizinde de sık karşılaşılan zorluklar bulunmaktadır. 
OMIM istatistik verilerine göre günümüzde 6414 
fenotipin moleküler temeli aydınlatılmış olmakla 
beraber ancak 4083 genin hastalığa veya kliniğe neden 
olduğu belirlenmiştir. Klinik fenotipe yol açan bu 
genlerin 1272 tanesi 2 ve daha fazla kliniğe yol 
açmaktadır 
(https://www.omim.org/statistics/geneMap, 
updated May 3rd, 2019). Aynı genin birden fazla 
fenotipe yol açtığı göz önünde bulundurulduğunda 
genotip-fenotip korelasyonunun önemi 
görünmektedir.  

Ekzom analizi ile her bireyde çok sayıda varyant 
bulunmaktadır. Bu varyantların hangisinin gerçek 
varyant olduğunu belirlemeye yönelik algoritmalar ve 
yazılımlar geliştirilmiş ve bu sayede yanlış mutasyonu 
arama oranı (mutasyonu yanlış arama hızı / false 
calling rate) oldukça düşürülmüştür. Ancak yine de bu 
konuda hala gelişmelere ihtiyaç vardır. Yine saptanan 
varyantların hangisinin bir kliniğe yol açacağı ya da 
yatkınlık oluşturacağı çeşitli in-siliko analizler aracılığı 
ile öngörülmeye çalışılmaktadır. İn-siliko analiz 
araçları ile patojen olacağı öngörülen mutasyonun 
oluşturacağı klinik ile hastada saptanan klinik bulgular 
karşılaştırılmalı ve hastada bulunan bulguları 
açıklayacak mümkünse tek bir varyant belirlenmelidir. 
Bu varyantların belirlenmesinde klinik belirtinin yanı 
sıra kalıtım kalıbından da yarar elde edilebilir.  
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WES analizi için yüksek kaliteli DNA elde edilmesi, 
hedef bölgelerin verimli bir şekilde zenginleştirilmesi 
ve biyoinformatik analiz araçlarının kullanılması başta 
olmak üzere bütün çalışma basamaklarının belli bir 
kalitede ve standartta olması, sonuç elde edilmesi için 
mutlaka gereklidir. Ayrıca tüm ekzoma ait varyantlar 
elde edildikten sonra; ayrıntılı klinik fenotiplemenin 
elde edilen veriler ile birlikte değerlendirilmesi, 
genomik verinin in-silika modelleri veya hesaplama 
analizi ile öngörüldüğünden çok daha karmaşık 
olması nedeniyle, doğru sonuca ulaşmak için olmazsa 
olmaz zorunlu bir basamaktır. 
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