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Amag: Son zamanlarda yeni nesil dizileme (next generation sequencing-NGS)
bircok Kklinik laboratuvarda yaygmlasmakta ve kullammdaki bu artis
neticesinde analiz platformlarina entegre edilmek tizere bazi 6zel yazilimlar
gelistirilmektedir. Ozel yazilima sahip bu platformlar ayn1 anda tek niikleotid
varyantlar1 (single nucleotide variants-SNV) ile birlikte kopya sayisi
degisikliklerini (copy number variation-CNV) tanimlamak igin giderek daha
fazla kullanilmaktadir. Tek niikleotit polimorfizm (single nucleotide
polymorphism-SNP) genotiplemesini iceren mikrodizin tabanli teknolojiler,
CNV karakterizasyonu igin NGS’e paralel olarak kullanilmaktadir. Bu
calismada ekzom analizi yapilmis, herhangi bir varyant tespit edilememis ve
tanist konulamamis 30 hasta tekrar degerlendirmeye alinmis ve taniya olan
katkisina bakilmistir.

Gereg ve Yontem: Hastalarda NGS testi icin Sophia genetics in Clinical Exome
Solution (CES) kiti kullanild1. Illumina Next Seq 550® cihazinda ¢alisildi. CNV
olaylarmin teyidi ic¢in mikrodizin ¢alismasi olarak Illumina Infinium®
HumanCytoSNP-12 v2.1 SNP-array cipleriyle Bluefuse® multi (v4.5) analiz
programi ve Affymetrix® Cytoscan Optima cipleri ve Chromosome Analysis
Suite (ChAS) 3.1 Thermo Fisher Scientific® programlari kullanildi. Bir hastada
teyit icin multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) testi igin
SALSA MLPA probemix P089 TK2® kiti kullanildi.

Bulgular: Tekrar degerlendirilen 30 hastadan 4 vakada sirastyla RRM2B geni
delesyonu, Xq28 duplikasyonu, 22q11.21 delesyonu ve 15g21.2 delesyonu
bulunmustur.

Sonug: NGS verilerini iyi gelistirilmis yazilimlarla analiz etmenin bircok
avantaji vardir. Ozellikle bazi durumlarda hem SNV hem de CNV verilerini
birlikte degerlendirebilen yazilim, klinik vakalarin ¢6ztimiine yardimeci
olabilmektedir. Teknolojideki gelismeler daha iyi sonuglar veren yazilim
araclarmin gelistirilmesine yol agmaktadir. Bu tiir analiz yontemleri, 6zellikle
genin bir kopyas: silindiginde, diger kopya patojenik veya patojenik olabilen
varyantlar tasidiginda, resesif kosullar icin tibbi genetikteki zorlu vakalarm
¢oztimiinde zaman ve maliyet agisindan fayda saglamaktadir.
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Anahtar Sozciikler: mikrodizin, kopya sayis1 degisikligi, yeni nesil dizileme
ABSTRACT

Objective: The next-generation sequencing (NGS) method is becoming
widespread in many clinical laboratories and as a result of this increase in
usage some tools are developed to be integrated into analysis platforms.
These platforms with dedicated software are increasingly being used to
identify copy number variations (CNVs) along with single nucleotide
variants (SNVs) simultaneously. Array-based technologies including single
nucleotide polymorphism (SNP) genotyping has been be employed in
parallel to NGS for further characterization of the CNV event. In this study,
exome analysis was performed, no variant was detected and 30 patients who
could not be diagnosed were re-evaluated.

Materials and Methods: Clinical Exome Solution (CES) kit by Sophia
Genetics was used to [lluminaNextSeq550® platform. The data obtained after
sequencing was uploaded to SophiaDDM  software for analysis.
HumanCytoSNP-12v2.1BeadChip Kit at Illuminalnfinium®SNP-array
platform and Affymetrix®Cytoscan Optima chips kit was used for follow-up
confirmation of CNV events. The RRM2B gene gains and/or losses were
detected by the SALSA MLPAprobemix POSITK2®.

Results: In 4 cases out of 30 patients re-evaluation included RRM2B gene
deletion, Xq28 duplication, 22q11.21 deletion, and 15q21.2 deletion.

Conclusion: There are many advantages of analyzing NGS data with well-
developed software. Software that can evaluate SNV and CNV data together,
especially in our cases, help in solving clinical cases. In technology, the steps
will lead to the development of software tools that give better results. Such
analysis methods are of time and cost benefit in solving challenging cases in
medical genetics for recessive conditions, especially when one copy of the
gene is deleted and the other copy carries variants that may be pathogenic.

Keywords: microarray, copy number variations, next generation sequencing.

Ekzom dizileme, genomdaki protein kodlayan
bolgelerin  (20.000 gen) kitlesel paralel dizilisinin
gerceklestirildigi bir tekniktir (1). Klinik ekzom dizileme ise
su ana kadar hastaliklarla iligskilendirilmis olan ya da heniiz
herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemis ancak potansiyel
aday gen olabilecek olan genlerin (4.500 gen) dizilendigi
bir platformdur. Bu nedenle klinik ekzom dizileme rutin
tan1 kapsaminda daha ¢ok tercih edilmektedir (2). Klinik
ekzom dizilemenin farkli calismalarda ve farkli hasta
gruplarinda tani orani %20 ile %30 arasinda degiskenlik
gostermektedir (1, 3). Tan1 oraninin %30 civarinda olmasi
nadir hastaliklar icin kabul edilebilir olmakla birlikte nadir
hastaliklarin ~ yaklasik  %70'inin  genetik  etiyolojisi

gliniimiizde halen belirlenememistir (3).

Insan genomunda kopya sayisi varyasyonu(copy

number variation-CNV) biiyiik bir yer kaplamakla birlikte

tek bir genom iginde referans genoma gore %1,2'lik bir fark
olusturmaktadir (4). CNV’ler sadece normal genomik
farkliliklar disinda 6nemli hastaliklara da sebep
olabilmektedir. Ornegin zihinsel yetersizlik hastalarinin
%10-20'sinde  CNV’ler tanimlanmistir (5, 6). CNV’ler
dogrudan genleri igerebilir, ama bu her zaman gerekli
degildir ve genellikle klasik mendel kalittmina uyan
bicimde aktarilirlar. CNV’ler bir genin icinde bulunarak
veya genin bir kismini igererek hastaliklara neden
olabilecegi gibi dozaja hassas genlerin miktarlarim
degistirerek de hastaliklara neden olabilmektedir (7).
Bir¢ok iilkede norogelisimsel bozukluklar igin mikrodizin
tabanli CNV profili ilk tan1 testi olarak son 10 yilda
laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Aragtirmalar birgok
hastalik i¢in CNV’lerin 6nemli oldugunu tespit etmistir (8,
9).



Son zamanlarda yeni nesil dizileme (next generation

sequencing-NGS) birgok klinik laboratuvarda
yayginlasmakta ve kullanimdaki bu artis neticesinde analiz
platformlarina  entegre edilecek  bazi araglar

gelistirilmektedir. Ozel yazilima sahip bu platformlar ayn1
anda tek niikleotid varyantlar1 (single nucleotide variants -
SNV) ile birlikte CNV’leri tanimlamak igin giderek daha
fazla kullanilmaktadir. Tek niikleotit polimorfizm (single
nucleotide polymorphism-SNP) genotiplemesini igeren
array tabanli teknolojiler, CNV karakterizasyonu igin
NGS’e paralel olarak kullanilmustir (10, 11, 12). Bu tiir
yaklasimlar, 6zellikle genin bir kopyasi silindiginde, diger
kopya patojenik ya da patojenik olabilen varyantlar
tasidiginda, resesif kosullar igin tanit agisindan zorlu

vakalar1 ¢ozebilmektedir.

Kromozomal boyutta 50 bazdan daha biiyiik alani
kaplayan degisikliklere CNV adi1 verilmektedir (13). CNV
kapsaminda referans kazanim

genoma gore

(duplikasyon/insersiyon) ya da kayip (delesyon) ilgili
kromozomda olabilmektedir. 50 bazlik kiiciik bir degisimin
patojenik olabilecegi gibi saglikl1 popiilasyonda ¢ok biiyiik
CNV’ler goriilebildigi gosterilmistir (14). CNV’ler belirli
hastaliklarla
mikrodelesyon/ mikroduplikasyon gibi hastaliklarin yani
hastaliklar

olabilmektedir (8, 9, 15). Ayrica ayrn1 bolgenin delesyonu

iligkilendirilmis olup mendeliyen ve

sira  multifaktoriyel icin risk faktorii
farkly, duplikasyonu farkli bir hastalik ya da klinikle

iligkilendirilebilmektedir(15).

Genetik bozukluklar genis bir yelpazede yer alir ve
bu durum iginde CNV’lerin 6nemli bir rol oynadigt
bilinmektedir. Tek yontemli ekzom testlerine gore ekzom
bazli CNV profilleme yontemi, ek testler olmadan tespit ve

teshis artisina neden olabilmektedir(16).

Yeniden degerlendirme sirasinda hastalardaki olasi
kopya sayisi degisikliklerinin saptanmasi amaciyla
SOPHIA DDM MUSKAT® platformu kullanilmistir. Bu
yazilm 200 baz cifti c¢oziintirliiglinde kopya sayisi
degisikliklerini saptayabilmektedir.

Bu ¢alismada ekzom dizileme ile hastanin klinigi ile
iligkilendirilebilecek bir varyant bulunamamais 30 hastanin
ekzom bazli CNV profilleme ile tekrar degerlendirilip

taniya katki oranina bakilmistir.
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GEREC VE YONTEM
Ornek secimi

Etik kurul izni 22.01.2020 tarihinde 2030 karar
numarasl ile Ankara Ke¢ioren Egitim Arastirma Hastanesi,
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi.
Ekzom analizi ile tan1 konulamayan 30 hasta tekrar analiz
edilip tan1 konulan hastalara deginilmistir. Ekzom dizileme
yapilmis 30 hasta i¢in hastalarin klinik bulgularina karsilik
gelen panelde bulunan (potansiyel) patojenik kiiciik

varyantlar icin analiz edilmis ve tanu konulamamusgtir.
Ekzom dizileme

Hastalardan veya hasta velilerinden aydinlatilmis
onam alinmistir. Basglangi¢ olarak onami alinan hastanin
periferik kandan DNA eldesi QIAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen, Germany) ile QIAcube cihazi kullanilarak kit
protokoliine uygun olarak izole edilmistir. Hastalarin
baslangicta DNA konsantrasyonu 40-70 ng/ pL araliginda
ol¢lilmiistiir. Hastalarda NGS testi i¢in sophia genetics,
Clinical Exome Solution (CES) kiti kullanilmigtir. Yaklagik
4490 gen iceren bu kit Next Seq 550®(Illumina, USA)
cihazinda calisilmistir. Sekanslamadan sonra elde edilen
veriler analiz icin Sophia DDM yazilimi (Sophia Genetics
SA, Switzerland) kullanilmigtir. Bu yazilim ham verilerin
analizinin yaninda hem CNV hem de SNV analizi saglayan
bir ara yiizdiir. CNV analizinde kullamilan MUSKAT
platformu 200 bp c¢oziiniirliige kadar olan degisimlerin
CNV analizi hedef bolgelerin

ayni

saptanmasm1 saglar.

kapsama seviyeleri calisma iginde numuneler
arasinda analiz edilerek gerceklestirilir. Her numune igin
algoritma kapsama modellerinin benzerligine bagl: olarak
ayni1 c¢alismadan bir dizi referans numunesini otomatik
olarak seger. Ayrica referans numuneler kullanilarak
hedef  bolge
Hidden-Markov-model

kullanarak CNV analizini gerceklestirilir. Analiz sirasinda
SNV listesi ve CNV’de tespit edilen genleri, diisiik alel
frekansli varyantlar siliko araglarda patojenik skorlara
sekilde

filtrelenmistir. Ekzom testleri hedef bélgede %90 prob

kapsama numune ve tarafindan

normallestirilir, algoritmast

sahip  varyantlar1 igerecek o0zel olarak

sekansina ve 20X kapsam1 %97’sine sahiptir.
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Mikrodizin
CNV bulunan hastalar takip ve teyidi igin
mikrodizin caligmalari, Ilumina Infinium®

HumanCytoSNP-12 v2.1 SNP-array ¢ipleriyle Bluefuse®
multi (v4.5) analiz programi ve Affymetrix® Cytoscan
Optima ¢ipleri Chromosome Analysis Suite (ChAS) 3.1
Thermo Fisher Scientific® programi yardimiyla analiz

edilip, elde edilen veriler giincel veritabanlar1 (Pubmed,

OMIM, DGV, Clinvar, DECIPHER) kullanilarak
degerlendirilmistir.
MLPA

Teyit igin multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) testi i¢in Applied Biosystems® 3130
Genetic Analyzer cihazinda SALSA MLPA probemix P089
TK2 kiti kullanilmistir ve Coffalyser. NET (MRC-Holland,
Amsterdam, Netherlands) analiz programi kullanilarak
MLPA  yontemi
normalizasyonunda kontrol DNA &rnegi kullanilmistir.
MLPA

tanimlanmasi i¢in kullanilan esik degerleri Tablo 1'de

raporlanmistir.  Ayrica icin  veri

yonteminde kopya sayist  degisimlerinin

gosterilmistir.

Tablo 1. RRM2B geni kopya sayisi degisimlerinde

kullarnilan esik degerler.(SALSA® MLPA® Probemix P089-
B2 TK2 kiti iirtin bilgisi)

Dozaj Boliimii
Kopya sayis1 durumu

(Dosage quotient)
Normal 0.80<DQ<1.20
Homozigot delesyon DQ=0
Heterozigot delesyon 0.40<DQ<0.65

Heterozigot duplikasyon 1.30<DQ<1.65

Heterozigot triplikasyon /
1.75<DQ<2.15
homozigot duplikasyon

Belirsiz kopya sayis1 Diger tiim degerler

BULGULAR

Bolimiimiizde ekzom dizileme ¢alisilmis 30
hastanin verileri daha 6nceden degisikliklerin toplumda
goriilme sikligima, aminoasit ve protein diizeyindeki
etkisine, fonksiyonel etkilerine, evrimsel korunmusluguna,
inhouse ve web tabanli veri tabanlarinda ( Pubmed,
Clinvar, HGMD, OMIM, EXAC, GnomAD, Varsome)
bulunup bulunmamasina gore degerlendirilmistir ve
hastalarin klinik bulgularina karsilik gelen panelde
bulunan (potansiyel) patojenik kiigiik varyantlar i¢in analiz
edilmistir. Tanist konulamamig bu hastalarin ekzom tabanl
CNV calismas: tekrar degerlendirilmeye alinmis ve bu
hastalardan 4 vaka da tan1 agisindan yol gosterici sonuglar
bulunmustur. Bulunan degisimler ikinci bir yontem ile
tanilarma  katkida

dogrulanmistir ~ ve  hastalarin

bulunmustur.
Vaka1l

1 yasinda kiz hasta, 22 yasinda annenin ilk ve tek
¢ocugu, anne ile baba arasinda 3. derece akrabalik
mevcuttu. Sezaryen ile 37 haftalik 3000 gr olarak dogum ve
ailede bilinen bir hastalik Oykiisii bulunmamaktaydi.
Muayenede aksiyel hipotonisite, bas traksiyonda iken
geride kaliyordu ve hastada dilde fasikiilasyon yoktu.
Ekokardiyografide patent foramen ovale tespit edildi,
abdominal ultrasonografi normal, kranial mr normal
olarak sonuglandi. Hipotonisite nedeni arastirilirken laktat
yliksekligi saptandi. Goz muayenesi bilateral nonspesifik
hipopigmente fundus olarak degerlendirildi. Idrar organik
asit sonucu mitokondriyal hastalik lehine sonuglandi.
Hastanin kas biyopsi sonucu mitokondriyal hastalik ile
uyumlu olarak raporlandi. Dig merkezde mitokondriyal
hastalik paneli ¢alisilmis ve normal olarak sonuglanmisti.
Hasta niikleer genom kaynakli mitokondriyal hastalik icin
NGS calismasmna alindi. Hastanin klinigini agiklayacak
herhangi bir varyant bulunamadi. Sonraki
degerlendirmede hastanin ekzom tabanli CNV analizinde
RRM2B genininin ekzon 3-5 boliimiiniin homozigot olarak
okunamadig goriildii (Sekil 1) ve teyit etmek i¢in MLPA
calisildi. Hastada MLPA sonucu RRM2B geni ekzon 3-5
homozigot delesyon olarak teyit edildi (Sekil 2). Hastamiz
18 aylikken ex oldu. Aile taramasinda anne ve baba

heterozigot tasiyici olarak saptandi (Sekil 2).
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Sekil 1: Vaka 1 CNV analizi Sophia DDM. RRM2B geni ekzon 3-5 okunmamus olarak goriilmektedir.
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Sekil 2: A Hastanin annesinin RRM2B geni ekzon 3-5 heterozigot delesyon MLPA sonucu. B Hastanin babasinin RRM2B

geni ekzon 3-5 heterozigot delesyon MLPA sonucu. C Hastanin RRM2B geni ekzon 3-5 homozigot delesyonu
goriilmektedir.
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Vaka 2

18 aylik kiz hasta, 21 yasindaki anneden ilk ve tek
¢ocuk olarak normal vajinal yol ile 2475 gr olarak miadinda
baba akrabalik
bulunmamaktaydi. Fizik muayenede retrognati, yuvarlak

dogum, anne ile arasinda
yliz yapisi, periorbital dolgunluk, ince ve kiiciik ag1z yapist
mevcut olup ekokardiyografide sekundum ASD tespit
edildi. Karyotip analizi 46,XX olarak gelen hastadan
muayene bulgular esliginde Pierre Robin sendromu &n
distiniilerek  NGS

incelenmesinde klinikle iligkilendirilebilecek herhangi bir

tanisi caligildt  ve  verilerinin
varyanta rastlanmadi. Daha sonraki ekzom tabanli CNV
analizinde 22q11.21 kromozomunda art arda gelen
genlerde bir kopya kayb: tespit edildi(sekil 3). Teyit icin
mikrodizin analizi yapildi arr[GRCh37]22q11.21(19016663-
21445064)x1 delesyon saptandi ve delesyonun 2428 kb
biiyiikligiinde oldugu bulundu(sekil 4). Mevcut sonug ile

hasta Di George sendromu (DGS) tanist konuldu.
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Sekil 3: Vaka 2 CNV analizi Sophia DDM. Hastada 22.
kromozom iizerinde ard arda gelen genlerde tek kopya
okuma goriilmektedir.
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Sekil 4: Vaka 2 Illumina mikrodizin analizi arrfGRCh37]22q11.21(19016663-21445064)x1 bolgesinde 2428 kb delesyon



Vaka 3

5 yasinda erkek hasta hipotoni, mental retardasyon,
febril konviilziyon nedeniyle degerlendirmeye alindi. 23
yasinda anneden ilk ve tek ¢ocuk olarak ve normal vajinal
hastanede 2960 gr

dogdugunda aglama olmamis solunum sikintist nedeniyle

yol ile olarak dogum olmus,
9 giin kiivezde kalmisti. Anne ile baba arasinda akrabalik
yoktu. Muayenede hipotelorizm, gozler derin yerlesimli,
kaslar ortada seyrek, columella diisiik, gaga burun yapisi,
ticgen agiz, yiiksek damak, kulaklar belirgin olarak
bulundu. Hastadan kromozom analizi calisildi 46,XY
olarak raporlandi. Frajil X igin CGG tekrar sayis1 bakild1 ve
normal sayida ¢ikti. Hastanin dig merkezde yapilmis array
sonug raporu normal oldugu i¢in NGS ¢alismasina alindi.
NGS calismasimin analizinde klinigi agiklayacak herhangi
bir varyant bulunamadi. Sonraki degerlendirmede ekzom
tabanlt CNV analizinde Xq28 bolgesindeki art arda gelen
genlerin duplike oldugu goriildii ve mikrodizin ¢alisild1
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duplikasyon saptandi (Sekil 6). Hastaya Xq28 duplikasyon

sendromu tanisi konuldu.
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Sekil 6: Vaka 3 Illumina mikrodizin analizi arr[GRCh37] Xq28(153162037-154649082)x2 ve 1487 kb biiyiikliigiinde
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Vaka 4

Epilepsi tanisi nedeniyle degerlendirilen 33 aylik
erkek hasta, 20 yasinda 3 ¢ocugu olan anneden 2. dogan
olarak normal vajinal yol ile zamaninda, 3560 gr olarak
dogum olmus ve 1 yasinda baglayan febril konviilziyon
Oykiisii mevcuttu. Anne ile baba arasinda akrabalik yoktu.
Ailede amcada, babaannede febril konviilziyon Oykiisii
vardi. Abdominal ultrasonda sol bobrek toplayici sistemde
grade 1 hidronefroz, beyin mr normal, EEG normal olarak
bulundu. Hasta CES ¢alismasma alindi ve epilepsi gen
panelinde anlamli bir varyant bulunamadi ancak sonraki
ekzom tabanli CNV analizinde 15. Kromozomda bazi
genlerde 1 kopya okuma oldugu goriildii ve array galisildi
(Sekil 7). Mikrodizin sonucunda arr[GRCh37] 15q21.2
(50938977-51815643)x1 bolgesinde 877 kb'lik delesyon
saptand1 (Sekil 8). Ancak az sayida hastada saptanmis

olmasindan ve bulunan varyant icin yeterli sayida saglikli

hasta verisi olmadigindan klinik &nemi bilinmeyen

degisiklik olarak degerlendirildi.

CES_vavi

4 A Paient's Disease 0

Low (o

A

QVERVIEW ¢

GO SNKNORs | O 10 WANIGS

Bl roemal B nsertion I ceeton M feled 3]2]] mediumconfidece ] ambipouscopy namber

& Detected | Undetermined ) Undetected | Ml

Gene  Chomosome ke oo
¢ O0ODREDADNOnanoanaann

Heplicons (Copy umby
23] 1 open

w5 » § DEBREAEEDEROREROERERERERARERAROREREARND
oo w0  § OOO0ODDAD
w0 o @ ODOODEARANERCECEE0R0EEAEA0EERE ] AERERRA

LA wo @ OB

Sekil 7: Vaka 4 CNV analizi Sophia DDM.15. kromozom

tizerinde bazi genlerin tek kopya okundugu goriilmektedir

PE®a I [@I¢ @0 =) 1 2
minEpot  [File CNSwls  Typa  |AChom [+Cyisband St |CyiobandEnd  |Szeikop)  |MarkerCounl & Gena Coun| i
Vi L-J'U'_W'ﬁ 10¥loss | 15jq212 o212 _ 877 52 4
[ o — s 200aGan | Xlq28 |q28 0.001| 1 5
-1
T
8
9
)
v sunse = - 10
§ |£ Y& @ 1
Y 11537\ Ofirria_Airiy).cyopl cychp: Copy Nurmer State (segments) o TR 12
A, ;10 anOptima_A ray). cyopt cychp: Masale Copy Number State (sepments) 1
' 14
Wﬁjhﬂﬁcanﬁphma_ﬁ.rrm cyoptcychp: Weightad Log2 Ratia b (WAL
E 16
_.._.a.-.v-_.------.p--..——- — ekt ™~ 17
12
18
20
21
-h":.--u *..4:“. - .-"-'-::-' i 2ol i VL TR B '_..'..-....’ «I-' ‘u ‘.-\ u- ‘—u-h-‘ --v-.\h—ﬂ e -—J- n
R ol S e Aher Wy T Sy e e g | %
|m{cms:anomuma LA cyoptoychp: BAF
; ; A TR R R MR R s ¥
."."-Oiﬂ-lﬂ'-"... LT R --..‘.."'-4- w wps B Foafedmay o N s, s & e P B e iy
1'-0_ .
. e o Thmemw s W T saes —y s - R T TR =t m fars e b S Sama et » e |
| Enzembl Genes
i o

Sekil 8: Vaka 4 Affymetrix mikrodizin analizi arr[GRCh37] 15q21.2 (50938977-51815643)x1 bolgesinde 877 kb'lik

delesyon



TARTISMA

Diinya’da nadir hastaliklarin tanist ve tan1 koyma

siiresinin  uzamas: hastalarin  degerlendirilmesinde
profesyonel yaklasimin énemini vurgulamaktadir. Nadir
hastaliklarin %80’ini genetik hastaliklar olusturmaktadir.
%50’sine

konabilmektedir (17). Bu durumu genetikte giincel test ve

Hastalarin ~ yaklasik olarak sadece tani
analiz programlarmin teknolojik olarak hizla ilerlemesi

arttirmaktadair.

Yapilan ¢aligmalarda verilerin yeniden
degerlendirilmesi sirasinda ilk analiz sirasindaki varyant
siniflamalarinin degistigi, bilinen hastaliklarla iligkili yeni
varyantlarin tanimlandig ve heniiz herhangi bir hastalikla
iligkilendirilmemis genlerin zamanla yeni hastaliklara yol
act1g1 gosterilmistir (18). Bu ¢alismalar sonucunda dizileme
verilerinin sistematik retrospektif analizin tani oranlarini
arttiracagl ortaya konulmustur. Bu nedenle giiniimiizde
hastalardan elde edilen yiiksek genom o&lgekli genetik
verilerinin belirli araliklar yeniden degerlendirilmesi

onerilmektedir (3).

NGS

sonrasinda

CNV

sonuglarin

Bu calismada analizinde

degerlendirmesi ve bulunan
mikrodizin ya da MLPA yontemi ile teyidi yapildi. Amag,
CNV

analizininde kullanulabilecegini gostermektir. Bazi yayinlar

teshis veriminin artmasi i¢in ekzom tabanlh
onceden tahmin edilen ekzom tabanli CNV analizinin
yanlis negatif veya yanlis pozitif oranlarmun farkl

oldugunu gostermektedir (19).

NGS verilerini iyi gelistirilmis yazilimlarla analiz
etmenin bircok avantaji vardir. Ozellikle bazi durumlarda
hem SNV hem de CNV verilerini birlikte degerlendirebilen
yazilim, klinik vakalarin ¢o6ziimiine yardimcr olur.
Teknolojideki gelismeler daha iyi sonuglar veren yazilim
araclarinin gelistirilmesine yol agmaktadir. Her gecen giin
yeni programlar yeni yazilimlar bu konuda oniimiizii
a¢gmaktadir. Bulunan bir resesif kalitim gosteren bir
varyant igin genin diger allelinde delesyon ya da
duplikasyon olmas1 hastaligin tanisini kolaylastirmaktadir
ve analiz sirasinda siire ve zaman acisindan fayda

saglamaktadir.

Vaka 1'de RRM2B geninde ekzom CNV

degerlendirmesinde ekzon 3-5 homozigot delesyon

Ekzom sekans CNV analiz 9

saptanmis ve MLPA ile teyit edilmistir. RRM2B geni 8q22.3
bolgesinde bulunur. Otozomal resesif (OR) veya otozomal
dominant (OD) gegis gosteren mitokondriyal hastaliga
sebep olmaktadir. OR gegisli olan formda ebeveynler
heterozigot ve asemptomatik tasiyicidir. Etkilenen bir
%50

asemptomatik tasiyici olma ve %25 etkilenmeme sansi

bireyin her kardesinin %25 etkilenme sansi,
vardir. OD kalitim gosteren formunda ise genelde
etkilenmis bir ebeveyn bulunmaktadir. Denovo gegis tam
olarak bilinmemektedir. RRM2B iligkili mitokondriyal
hastalik %95

konulmaktadir.  Delesyon

tanisinda sekans analizi ile tam

duplikasyon orani tam
bilinmemektedir (20, 21). Hastamizin anne ve babasi
saglikli olup heterozigot tasiyici olarak bulundugu ve
hastada homozigot formda oldugu igin OR gecisli olarak

kabul edilmistir.

Vaka 2 de saptanan 22qlldelesyonu Di George
sendromu (DGS) bolgesidir. DGS, paratiroit bezi ve
timiisiin konjenital yoklugu, tekrarlayan enfeksiyon ile
giden bir sendromdur. 22. kromozomun delesyonu siklig1
4000 canli dogumda birdir. Kraniyofasiyal ve gelisimsel
anomaliler ile birlikte kardiyak anomalilerin énemli bir
sebebidir (22). Tami alan hastalarin hayatlarinin farkl
evrelerinde degisik

problemlerle karsilasacagi

bilindiginden, hasta ve ailesine genetik bilgi verilmistir.

Bu makalede gecen hastalardan vaka 3 icin dis
merkez mikrodizin normal raporunun olmasi hastay1 NGS
yontemleri ile incelememiz gerektigi yoniinde bir karar
aldirtti. Mikrodizin yonteminde bu tiir tan1 atlamalarina
prob yerlesim siklig1, prob sikliginin azaldigr bolgelerde
CNV’ler hakkinda bilgi alamama, Ozellikle bakilmak
istenen bolgede prob olup olmadig1 ve analiz yapan
uzmanin tecriibesi gibi durumlar sonucun ¢tkmamasina ya
da gozden kagmasma neden olabilmektedir. Ayrica
mikrodizin yonteminde dengeli translokasyonlar, halkasal
kromozomlar, inversiyonlar tespit edilememektedir.
Hastanin NGS CNV analizi sonrasinda goriilen Xq28
duplikasyonu mikrodizin analizi sonucunda teyit edildi.
Xq28 duplikasyonunda davranigsal ve psikiyatrik sorunlar,
dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu, o6grenme
glicliigii, otizm spektrum bozuklugu, kognitif bozukluk
goriilebilmektedir. Hastalarda belirgin yiiz bulgulan

olmaktadir bunlar genis alin yapisi, genis burun kopriisi,
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kalin alt dudak yapisidir(23). Hastamiz dismorfik bulgular
ile birlikte degerlendirildiginde tanist Xq28 duplikasyon

sendromu tanisini almigtr.

Vaka 4 de saptanan delesyon az sayida hastada
saptanmis olmasi ve bulunan varyant icin yeterli sayida
saglikli hasta verisi olmadigindan klinik 6nemi bilinmeyen
degisiklik olarak degerlendirilmistir. Ancak ilerleyen
zamanlarda bulunan delesyonun benzer klinikte olan
hastalarda saptanmasi bulunan varyantin hastalik yapici

bir degisim oldugunu gosterebilir.

Farkli merkezlerde metabolik ve norogelisimsel
hastalik, iskelet displazisi ve goz hastaliklar1 grubunda yer
alan hastalarin hali hazirda dizilenmis olan verileri
kullanilarak tekrar degerlendirme yapildiginda tani koyma
oranlarinin  yaklastk %10 - %15 oraninda arttig:
goriilmiistiir (1, 2, 3). Bu calismada 30 hasta tekrar
degerlendirilmis ve 3 hastada klinigi aciklayan degisiklik
bulunmus ve literatiire uygun olarak %10 tan1 koyma

oranini arttirdigl gortlmiistiir.

Bununla birlikte, genetik bozukluklarin ¢ogu icin
ekzom dizilemenin SNV ve CNV tespitini bir arada
yapabilmesi tan1 oranimi arttirmaktadir. Bir ¢alisma ile
klinik ekzom tabanli CNV taramasinin genetik testte
uygulanabilirligi ile CNV analizinin, simdiye kadar genel
olarak SNV'ye odaklanmis olan ekzom dizilemenin tanisal
verimini % 6'ya kadar (ortalama% 2) artirir. Bu artis
dogrudan herhangi bir laboratuvar maliyeti olmadan elde
edilir (16). Bulgularimizin gelecekteki arastirmalarda klinik
olarak benzer baska hastalar iginde degerlendirilmesi

amaclanmaktadir.
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