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Tip Fakiiltesi Dénem 1 6grencisi iken, gelecekte onemli bir uzmanlik alan olacagini diisiindii-
gtim ve bu alandaki arastirmalarda ve kesiflerde yer alma istegimden dolay1 Tibbi Genetik uzma-
n1 olmaya karar verdim. O giinden bugiine kadar ki stiregte 6grenme istegimin hep artarak
devam etmesi, isimi en iyi gekilde yapma motivasyonum oldu.

Egitim hayatim boyunca, tizerimde emegi olan tiim 6gretmenlerimi sevgi, saygi, siikran ve
minnetle antyorum. Ayrica bilim insani olma yolumda, meslegimin degerini ve 6zellikle de iilke-
mizdeki 6nem ve ihtiyacini anlamamda, ilham ve egitim aldigim degerli tiniversite hocalarima,
bilimsel katkilarindan, kiymetli yasam deneyim ve bilgilerini ¢émertce paylasimlarindan dolay:
tesekkiirti bir borg bilirim.

Bilime ve bilim insanina verdigi deger ile yolumuzu aydinlatarak, bugiinlere gelmemizi sag-
layan Mustafa Kemal Atatiirk’iin Samsun Istiklal Ticaret Okulu'nda 6gretmenlerle yaptigi konus-
masindan en iyi bilinen sézlerinden birini hatirlatmak isterim. “Diinyada her sey i¢in, medeniyet
i¢in, hayat i¢in, muvaffakiyet icin en hakiki mirsit ilimdir, fendir” Bu farkindalikla,
Cumhuriyetimizin 100. Yilinda bu eseri ortaya ¢ikartmak en biiyiik gururumdur.

Bu eser vesilesi ile, olmazsa olmaz kiymetli destekleri ve 6zverileri i¢in hayati paylagtigim,
sevgili esim Leyla, kizim Lara Bilgen ve oglum Erkehana tesekkiir ederim. Sonsuz destekleri ve
sevgileri ile her zaman yanimda olan, benim i¢in yaptiklar1 her sey icin bu eseri ithaf ederek
minnetimi ifade etmek istedigim sevgili anne ve babama, her konuda fikrini almaktan memnu-
niyet duydugum sevgili kardesim Berna’ya ve destegi ile yanimda olan kardesim Tolgaya, ve
ikinci ailem olan esimin anne ve merhum babasina tesekkiir ederim.

Bu eserin ortaya konmasinda, oncelikle yardimei editor arkadasim Dr. Zafer Yiiksel olmak
tizere emegi gecen tiim saygideger bilim insanlarimiza, yayimlanmast i¢in desteklerini esirgeme-
yen sayin Prof. Dr. Dilek Akdaga ve Giines Tip Kitabevlerinin kiymetli ¢aliganlarina gitkranlari-
mi sunarim.

Bu eserin, igerigindeki bilgilerden faydalanmak isteyen herkese sifa ve ilham olmas: dilegi
ile...

Cumhuriyetimizin nice yiizyillarina.
Sevgi ve saygilarimla,

Prof. Dr. Ahmet Okay Caglayan
[zmir



Degerli okuyucular,

Asagida okuyacaginiz 6nsoziin yapay zeka araciligi ile hazirlandigin size séyleseydik, bize inanir
miydiniz? Biraz duraksasaniz da ¢ogunuzun evet dedigini duyar gibiyiz. Iste tam da bdyle bas
dondiiriicii gelismelerin yasandig1 ve yasanmaya devam ettigi bir doneme taniklik ediyoruz.
Bizler de bu dénemin kiigiik bir kesitini miimkiin oldugunca basit bir sekilde sunmak ve yeni
nesil dizileme teknolojilerinin temelini, giinliik hasta yonetimindeki giincel uygulamalarini bu
kitapta bir biitiin halinde aktarmak istedik.

Yeni Nesil Dizileme (YND) teknolojileri, son yillarda hizla gelisen ve genis kullanim alanlar1
bulunan oldukga popiiler yontemlerdir. YND teknolojilerinin, bu teknolojiye paralel olarak geli-
sen Ozellikle bilgi islem teknolojileri gibi diger arag ve yontemler ile de entegre edilmesi ile top-
lumlarin biitiiniinii dahil edebilecek kadar ¢ok biiyiik 6l¢ekli uygulamalarin 6niinii agmuistir.
Boylelikle DNA dizilimi basta olmak iizere bir¢ok biyolojik bilgiyi elde etmemizi saglamis, hiic-
resel yapi taglar1 ve metabolizmanin ve dolayist ile de insan organizmasinin dinamik bir sekilde
nasil ¢alistigini daha iyi anlamamiza biiyiik katkilar vermistir. Bu bilgiler ile saglik ve iyilik hali-
nin gelistirilmesine yonelik tani, tedavi, izlem, bakim ve risk belirleme gibi YND’nin klinikteki
uygulamalari ortaya ¢ikmustir.

“Yeni Nesil Dizileme ve Klinikteki Uygulamalar1” kitaby, tibbi genetik bilim alani, molekiiler
ve hiicre biyolojisi ve biyoinformatik yontemleri temel almak tizere bir¢ok agidan yeni nesil dizi-
leme teknolojilerinin uygulamalarini olabildigince kisa ama bir o kadar da detayli bir sekilde ele
almistir. Her boliim, YND uygulamalarinin farkli yonlerini ele almis ve okuyucularimiza kolay,
anlagilir bir dil kullanarak faydali ve pratik bilgiler sunmay1 amaclamistir. Hedeflerimiz, ¢esitli
YND uygulamalarinin farkl disiplinler tarafindan daha kolay anlasilmasi, kullanim alanlarmin
bir biitiinsellik ve baglantisallik icerisinde ele alinarak, bu uygulamalarin en dogru sekilde kulla-
nilmasina bir nebze de olsa katki saglamaktir.

Umariz insan saglig1 alaninda galisan ve farklr disiplinlerden bir araya gelen profesyoneller
i¢in YND ve uygulamalari igin giincel, derli ve toplu bir Tiirkge kaynag: literatiire katma hayali-
mizi gerceklestirebilmisizdir.

Iyi okumalar dileriz,

Prof. Dr. Ahmet Okay Caglayan
Dr. Zafer Yiiksel
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Farmakogenetik ve Farmakogenomik Uygulamalarda

Yeni Nesil Dizileme Yoéntemlerinin Kullanimlari Bolum 3

Tablo 2. PGx icin Kullanilan Mevcut Genotipleme Yontemlerinin Performans ve Uygulanabilirlikleri

Uzun Okuma

TNV Paneli Kisa Okuma dizileme ..
dizileme
Tiim
PGX ' Genom %X TeD TeD _FX  TGD
Paneli . Paneli Paneli
Paneli
Geri Donus
Siresi (Islak ++ + + + +/- - -
tezgah¥*)
Haplotip Hesaplama - +/- + +/- + ++ ++
Fazlama Dogrudan - - - - - ++ ++
impiitasyon - +/- +/- +/- MD MD MD
PGx
varyasyonunun + +/ ++ +/ ++ ++ ++
kapsami
Nadir
varyantlarin + + ++ +/ ++ ++ ++
tespiti **
Onceden
tanimlanmis
gen/varyant
panelinin -- -- -/+ -/+ ++ ++ ++
disindaki
varyantlarin
tespiti
Yapisal ve
karmasik
-- -- + +/- + ++ ++
varyantlarin
tespiti
Geri donls
siiresi verisinin ++ ++ + + +/- - -
islenmesi*
Yatirim ++ + - - - - -
Maliyet*** Ornek
g pa§|na +/- ++ +/- +/- - +/- -
isletme
maliyeti

PGx: farmakogenomik, TED: tam ekzom dizileme, TGD: tiim genom dizileme, TNV: tek niikleotid varyas-
yonu. MD: Mevcut degil (Tam gen/genom kapsami nedeniyle gegerli olmadigindan bu bélgede imputasyo-
na gerek yoktur). Bu tablo mevcut sorun iin en iyi teknolojiyi segmeye yardimei olacak bir kilavuz niteli-
gindedir (Lee ve ark, 2020).

++ en iyi, + iyi, - kot - - en kotii skorlamay: ifade etmektedir. * Kisa bir geri doniis stiresi + ile gosteril-
mistir. ** TNV panelleri i¢in, varyantlarmn panelde mevcut olduklar1 varsayilmistir. *** Daha disiik mali-
yetler + ile belirtilmistir.
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YND’NiN TEMEL BiLIMLERDE VE KLiNiK UYGULAMALARDA KULLANIMI

Tiim genom ve tiim ekzom dizileme teknikleriyle DNAda meydana gelen varyasyonlarin bulun-
masini saglayan yeni nesil dizilime teknikleri, bir¢ok farkli hastaligin mekanizmasinin daha iyi
anlagilmasinda, teshis ve tedavi yontemlerinin belirlenebilmesi i¢in yapisal varyasyonlarin (Al-
kan 2011), epigenetik degisikliklerin (Meaburn 2012), hedef bolge dizilerinin, tek hiicre seviye-
sinde meydana gelen DNA dizisindeki degisikliklerin, mRNA ve diger RNA ¢esitlerinin dizi-
lerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmistir (Zhao 2015). Bu sayede, hastalik mekanizmalarin
¢ok daha derinlemesine anlasilmas: saglanmakta ve daha dogru teshis ve tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinin de 6nii agilmaktadir. Bu gelismeler 1s181nda, 6zellikle kanser basta olmak tizere
(Kosvyra 2019), norodejeneratif hastaliklar (Shademan 2021) ve gesitli patojenlerin tanimlanma-
sinda (Deneke 2017) da YND’nin kullanimi giin gectik¢e artmakta ve yayginlasmaktadir.

YND’nin Kanserde Kullanimi

DNA dizisinde meydana gelen varyasyonlar, kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
degisimler DNAnin tek bir noktasinda meydana gelebilecegi gibi, birkag niikleotidin degisime
ugramast veya daha biiyiik yapisal degisiklerin olusmasiyla insersiyon, delesyon ve fiizyonlarin
meydana gelmesi sonucunda da ortaya ¢ikabilir (Loeb 2003). Bu bulgulara takiben yapilacak olan
aragtirmalar ise farkli varyantlara sahip kanser hastalarinin hangi tedavi yontemine en iyi cevabi
verdiginin anlagilmasini saglayarak, hastanin en dogru tedaviyi almas icin gerekli olan bilginin
tiretilmesini saglar (Tablo 1). Bu iki adimli siire¢ sonucunda elde edilen bilgiler YND tabanli gen
panelleri araciligiyla (Tablo 2) 16semi, prostat (Beltran 2013), mesane (Wang 2020), akciger (Pa-
padimitrakopoulou 2020) ve yumurtalik (Zelli 2020) kanseri gibi farkl: kanser tiirlerinin teshis
ve tedavi siirecinde kullanilir ve hastanin iyilesmesini saglayacak olan yol haritasinin belirlenme-
sinde 6nemli bir katkida bulunur.

Tablo 1. Genomik Degisimler Temel Alinarak FDA Tarafindan Kanser Tedavisinde Kullanimi
Onaylanan Terapi Ornekleri
o Hedef Gen/ i e FDA Tarafindan Onaylanan
Kanser Tiirii N Genomik Degisim Tiirii X
Ozellik Terapi
Kiictik hiicreli olmayan EGFR Ekzon 19 delesyonu Osimertinib
Akciger kanseri veya L858R varyanti
Kiictik hiicreli Akciger TMB varyantlar Pembrolizumab
kanseri
Metastatik Kolorektal BRAF V600E varyanti Encorafenib, Cetuksimab
Kanser
Metastatik Kastrasyona HRR Delesyon ve varyantlar Olaparib
Direncli Prostat Kanseri
Metastatik Kastrasyona BRCA2, BRCA1 varyantlar Rucaparib
Direncgli Prostat Kanseri
Kuiclik Hiicreli Olmayan MET exon 14 varyantlar Kapmatinib
Akciger Kanseri
Meme Kanseri HER2 varyantlar Neratinib, Tukatinib
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Klinik Fenotipleme Bolim 5
Genetik Test Se¢cim Algoritmasi

Klinik bulgular molekiiler testi planlamada 6énemli ipuglar1 saglar. Genetik hastaliklarin bir kis-
minda tipik yiiz gériiniimii ve hastalig1 diisiindiirecek ayirt edici bulgular vardir. Ornegin agir
boy kisalig1 olan bir olguda intrauterin baslangicli boy kisaligi, ii¢gen yiiz goriiniimii, goreceli
makrosefali varlig1 Silver-Russel sendromunu distindiiriirken; yiizde giineste artan eritemat6z
dokintii, sik enfeksiyon varligi Bloom sendromunu diisiindiirmektedir. Noonan sendromu ise
boy kisaligina yiiz bulgular: (yele boyun, asag1 egimli palpebral fissur, epikantus, hipertelorizm,
diisiik kulak), kalp anomalisi ve cilt bulgularinin eslik etmesi ile ayirt edilmektedir. Diigiiniilen
on taniya gore yapilacak testler de cesitlilik gostermektedir. Silver-Russel sendromu diigiiniilen
hastada metilasyon analizleri segilecek test iken, Bloom sendromunda hastaliga neden olan BLM
genine yonelik tek gen analizi planlanmasi dogru olacaktir. Noonan sendromunda ise genetik
heterojenite nedeni ile molekiiler tan: i¢in hastaliga yol acan en sik genden baslayarak iliskili
genler tek tek analiz edilebilecegi gibi, hepsine bir arada tek seferde bakabilen gen panel analizi de
planlanabilir. Muayene bulgularimin yani sira ek laboratuvar tetkikleri de klinik tan1 konulmasin-
da 6nemli rol oynar. Ornegin hipotoni ile bagvuran bir bebekte artmis gok uzun zincirli yag asiti
diizeyi peroksizomal hastalik diistindiiriirken, katarakt ve proteiniiri saptanmasi Lowe sendromu
acisindan yonlendirici olur.

Genetik hastalik diistilen olgularda test algoritmasi Sekil 1'de gosterilmistir.

Ayrintih hikaye, aile agacy, fizik muayene,
metabolik, bivokimyasal ve giriintileme testleri,

/ konsiiltasyonlar, konvansiyonel genetik testler \

Bilinen klinik tablo Klinik tam var
Sorumlu ¢ok sayida gen Mendelyen kaliim l
| / N izole zihinsel gerilik, otizm,

- Geni bilinmiyor, ailde 1'den Geni biliniyor Kklu d sal anomali
| Panel gen testi | ‘ fazla olgu veya benzer aileler ise test ile ¢oklu dogum:

7N
/T N\

-‘-h""|'l‘anl-| |Tn|u+|

Aday gen belirlenmesi,
fonksiyonel ¢caliymalar

Genetik damsma

Sekil 1. Yeni nesil dizileme test algoritmasi

Mikroarray Analizleri

Gelisim geriligi/zihinsel yetersizlik genetik olarak oldukga heterojen bir hastalik grubudur. Ge-
lisim geriligi/zihinsel yetersizlige neden olan 700den fazla gen bildirilmistir (Stojanovic ve ark,
2020). Altta yatan neden tek gen varyantlari, niikleotid tekrar sayis: degisimleri, yapisal varyas-
yonlar veya kopya sayisi degisiklikleri olabilir. Bu olgularda klinik yénlendirme bilinen bir hasta-
lik ditgtindiirmiiyorsa ilk yapilacak test konvansiyonel sitogenetik analizlerden sonra mikroarray
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Niikleik Asit Ekstraksiyonunda Kullanilacak Doku Orneklerinin
Saklanmasi

-80°Cda 12 ay boyunca dondurulmus insan dokularindan (gogis, kolon, karaciger, akciger,
yumurtalik, endometriyum ve serviks) izole edilen DNA ve RNAnin stabilitesini elektroforez,
ters-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ve Northern blot dahil olmak tizere ¢esitli yontem-
ler ile analiz edilerek, dokularin %80’inde DNAnin iyi kalitede oldugu buna karsin RNAnin bu
dokularin sadece %60’1nda iyi kalitede oldugu bulunmustur. Bu saklama kosullarinda dokudaki
DNAnNin, RNAdan daha kararli oldugu gosterilmistir (Jewell ve ark., 2002).

Biyolojik Ornekleri Boliimlere Ayirma ve Saklama

Ornekleri daha kiigiik temsili miktarlara (alikotlara) bélmek, onlari rutin analizler igin yararli
hacimlerde korumak igin gereklidir. Alikotlama protokolii, amagclanan analizler icin gerekli 6r-
nek miktar1 ve ayrica dngoriilemeyen ilerideki kullanimlar igin uygun sekilde planlanmalidir.
Steroid hormonlar gibi bir¢ok analit stabil olmasina ragmen, diger farkli analizler biyolojik 6rne-
¢in bir veya daha fazla ¢6ziilme-dondurma dongiisiinden etkilenebilir.

Istenilen laboratuvar analizlerine bagh olarak, biyolojik érnekler ve bunlarin alikotlar ge-
sitli kosullar altinda saklanabilir. DNA, RNA, plazma, serum gibi en yaygin biyolojik 6rnekler,
mekanik dondurucularda, —80°C'da, giivenli bir sekilde saklanabilir. Lenfosit veya diger hiicre
orneklerinin saklanmasinda, uzun siireli hiicresel canlilik gerekli oldugundan, —150°C veya daha
diisiik sicakliktaki sivi nitrojenin buhar fazinda saklanmalidir. Biyolojik 6rnek ve analit stabilitesi
agisindan genellikle gerekli olmasa da, siv1 nitrojen tankinin sivi fazinda -196°Cda depolama en
uygun seceneklerdendir.

Dondurucu sistemlerin bulunmayabilecegi durumlarda, daha diisiik maliyetli bir secenek,
filtre kartlarindan tiikiiriik veya kan lekelerinin toplanmasi ve oda sicakliginda saklanmasidir.
Asagida bazi genel depolama kosullar1 verilmistir (Tablo 2) (Campbell ve ark., 2008; Vaught ve
Henderson, 2011).

Tablo 2. Biyolojik 6rnek saklama kosullari

Sicaklik (°C) Koruma yontemi Tavsiye edilen

+18ila +20 Oda sicakligi Slaytlar, doku bloklar

Oila+4 Buzdolabi Taze biyolojik 6rneklerin islenmesi

—-0,5ila —27 Derin Dondurucu Kisa stireli DNA stabilitesi

—-27 ila —40 Derin Dondurucu DNA stabilitesi

—40 ila —80 Derin Dondurucu DNA / RNA stabilitesi

—80ila—130 Derin Dondurucu idrar, kan ve kan fraksiyonlari (plazma, serum vb.) icin
onerilir.

—130ila —-150 Sivi nitrojen buhari Hucresel canliligin korunmasi ve dokularin
saklanmast icin onerilir.

-196 Sivi nitrojen sivi fazi Canli hiicrelerin saklanmasi
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Sager Dizileme

Otomatik dizileme yontemi

Sablon DNA-PCR Griini

L I I A A B A I A A A A A N A I S 3‘
DTAT)}GACCCGATAAGCCCGCA
NA polimeraz GCGT
+dNTP'ler -*—'-j—l- 5
+igaretli dANTPler L
§:: E §-3J3'
Taceaac 3
P
Dizi PCR'Inda g G%ggj& _crz‘
uzama ve 5 TGCGEGCTTATCG-3
zincir & TGCGGGCTTATCGE-3'
lanma ile g‘- GE%EE RE%G'B
soni - -
L A i
Blusan é G%GCT&TC%%&?FZ‘
fragmanlar - T ACTA-¥
S AREREREATCERR Ay
elektroforez
—
Kapiller jel =

:ﬂ.gaj'eﬁar-: Floresan boyall fragmanlann tespiti

Mﬂﬂ Kromatogram

GGCT

TATCGGGTACTAA |Okuma dizisi

—A

Sekil 3. Otomatik boya-sonlandirici (dye-terminator) dizileme yontemi sematik olarak gosterilmektedir

Yaklasik 250
niikleotidlik DNA
fragmanin ham
verisi ('raw data’)

123

Sekil 4. Otomatik dizileyicide floresan boyalarla isaretlenen fragmanlarin kapiller elektroforezinden elde
edilen kromatografik verilerin elektroferogram gorinttist ve ham verileri. A. Yaklasik 250 niikleotidlik
DNA fragmaninin dizileme sonucu elde edilen ham verisi ve okuma boyunca elde edilen floresan yo-
gunluklan gosterilmektedir. B. A'daki dizi okumasinin ilk 60 niikleotidlik elektroferograminda dért rengin
her biri farkli bir bazi temsil etmektedir. Yaklasik 20 niikleotidden sonra tepe (pik) noktalari artarak baz
atamasi yapilmis ve her bazicin kalite skoru >40 olarak dizilenmistir. C. Daha uzun DNA fragmanin okuma
esnasindaki floresan yogunluk durumunu belirten ham veri gosterilmektedir.
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Sanger dizi analizi MLPA testinin analiz ¢iktisi

C>G

Baba

Anne

indeks l

Sekil 7. Sanger dizi analizinde elde edilen elektroferogramlarda gosterilen tek niikleotid varyantinin
(mavi ok) annede ve babada incelenmesi bu varyantin bulundugu bélgeyi de icine alan sekiz ekzonu
(ekzon 1-8) kapsayan bir delesyonun (kirmizi ok) MLPA testi ile gosterilmesi. Otozomal resesif kalitiimli
bu hastalikta her iki test birlikte degerlendirildiginde, baba SNV tasiyicisi, anne delesyon tasiyicisi, in-
deks ise bilesik heterozigottur.

Ornek 3. Sanger dizileme analizinde yanlis negatif sonug alma riski olusturan bir baska durum,
doku mozaikligidir. Bununla ilgili bir 6rnek olarak, YND gen-paneli yaklagimi ile Fankoni ane-
misi i¢in yapilan bir incelemede indekste, FANCA(NM_000135.4):c.3754G>T p.(Glu1252*) var-
yanti (Sanger teyidi yapilmis ve indeksin bu alleli babasindan aldig1 gosterilmistir) ile bilesik
heterozigotluk olusturabilecek ikinci bir varyant olarak da FANCA(NM_000135.4):c.2557C>T
p-(Arg853*) degisimi, yiiksek okuma derinligi ve ¢ift yonlii okumalarda ancak %10’luk T-allel
frekansi ile saptanmustir. Bu varyant i¢in Sanger dizileme ile anne, baba ve indeks periferik beyaz
kan hiicrelerinin genomik DNA 6rneklerinde dogrulama ¢aligmasi yapilmustir. Bu varyant i¢in
Sanger dizi analizinde annede heterozigot olarak gosterilen C>T degisimi (Sekil 8, kirmizi ok),
indeksin beyaz kan hiicrelerinde (*) net olarak gosterilememis, ancak deri biyopsisi materyalinin
dizi analizinde, heterozigot olarak gosterilmistir. Bu 6rnekte verilen varyantin detayl: degerlen-
dirmesi ve klinik 6nemi ilgili yayinda anlatilmistir (Toksoy ve ark., 2020). Teknik olarak Sanger
dizileme analizlerinde, doku mozaikligi riski bulundugunda farkli doku kaynaklarinin ¢alisil-
mas1 onem tasir, aksi takdirde burada verilen drnekte sadece indeksin kan 6rnegindeki sonug
dikkate alinsaydi, bu varyanti tasgimadigina dair bir raporlama riski vardi. Diger yandan, YND ile
diistik allel frekansi okumasi ile tespit edilen varyantlarin hastalik endikasyonu, kalitim paterni
ve mozaiklik ihtimali g6z 6niinde bulundurularak, aile segregasyonu ile Sanger dizi ile dogrula-
masinin yapilmasi tavsiye edilmektedir.
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torlerin, uygulanan dizileme platformuyla uyumlu olmasi ve multipleks dizilemenin gerceklesti-
rildigi yerde tanimlanabilmesi i¢in bilinen oligomer dizilerine sahip uzunluklar: tanimlamaistir.
Ornek basina ayr1 adaptér dizileri kullanan multiplex dizilimi, cok sayida kiitiiphanenin tek bir
caligmada e zamanli olarak havuza alinmasini ve dizilenmesini saglar. Adaptorlerin bagh oldugu
bu DNA par¢alari havuzu, bir dizileme kiitiiphanesi olarak bilinir.

Uzunluk se¢imi daha sonra, dizileme platformunda ve segilen protokolde optimum perfor-
mans i¢in ¢ok kisa veya ¢ok uzun olan pargalar: ¢ikarmak icin jel elektroforezi veya manyetik
boncuklar kullanilarak gerceklestirilebilir. Kiitiiphane zenginlestirme/amplifikasyon daha sonra
PCR kullanilarak ger¢eklestirilir. Emiilsiyon PCRsini igeren tekniklerde, her bir par¢a, dizileme
kiimelerinin temelini olugturmaya devam edecek olan tek bir emiilsiyon boncuguna baglanr.
Amplifikasyonu genellikle istenmeyen pargalar: ¢ikarmak ve siralama verimliligini artirmak igin
bir “temizleme” adimi (6rnegin manyetik boncuklar kullanarak) takip eder.

Son kiitiiphaneler, DNA kalitesini ve miktarini dogrulamak i¢in gPCR kullanarak QC kont-
rollerinden gegebilir. Bu ayn1 zamanda dizileme i¢in dogru numune konsantrasyonunun hazir-
lanmasina da izin verecektir.

3. Dizileme

Secilen platforma ve kimyaya bagli olarak, kitiiphane fragmanlarinin klonal amplifikasyonu,
dizileme yiiklemesinden (emiilsiyon PCR) 6nce veya dizileyicinin kendisinde (képrii PCR) ger-
ceklesebilir. Ardindan diziler algilanir ve secilen platforma gore raporlanir.

4. Data Analizi

Olusturulan veri dosyalari, kullanilan is akisina bagh olarak analiz edilir. Analiz yontemleri
biiytik 6lgiide ¢aligmanin amacina baghdir.

Yeni nesil dizileme metotlarinin biyokimyasal temelleri ve kullanildiklar: platformlar detayl
olarak Sekil 1 de verilmistir.

UZUN KisA

OKUMA OKUMA
| PCR ‘ PCR YOK Emiilsyon PCR Koprii PCR Nanoball PCR PCR YOK
'3 A
Sentez Ligasyon Sentez Ligasyon
Yoluyla Yoluyla Yoluyla Yoluyla

v L v v L L v

Sekil 1. Farkli platform ve ilkelere sahip cesitli NGS teknolojilerine genel bakis (Satam ve ark 2022)
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Sekil 7. Kisa Okuma ve Uzun Okumanin Sembolik Karsilastirmasi. (https://nanoporetech.com/)

de novo birlestirme, referans genomun kullanilmadifi, yalnizca dizilenmis okumanin
kullanildigi, genomu sifirdan birlestirme islemidir. Mikroorganizmalarda yaygin olarak
kullanilan bu yaklagim, son zamanlarda Okaryotik genom iizerine yapilan analizlerde de
yayginlasmustir. Bu tiir bir birlestirmede tek bagina kisa okuma verilerinin kullanilmasi tam bir
genomu {iretebilir ancak bu genom parcalar halindedir ve taslak genom olarak adlandirilir.
Ancak bazen yiiksek kaliteli, bitmis bir genoma ihtiya¢ olabilir. Bu durumda yiiksek kaliteli bir
birlestirme elde etmek i¢in uzun okumalar ve kisa okumalar birlikte kullanilabilir.

Uzun okuma ve kisa okuma teknolojilerinin bir araya gelmesiyle ‘hibrit analiz’ secenegi
karsimiza ¢ikar. Nanopore uzun okumalar: 40.000 baz iftini kapsayabilir ve pargalarin nasil
diizenlenmesi gerektigini ortaya koyabilir. Uzun okumalarin genom yapisi hakkinda sagladigi
bilgi ve kisa okumalarin baz diizeyinde sagladig: yiiksek dogruluk bir arada kullanilarak veriler
birlestirilir. Unicycler gibi hibrit de novo birlestirme i¢in amaca yonelik yeni araglarin
gelistirilmesi, tiretilebilecek sonuglarin kalitesini iyilestirir. Bu araglar bityitk 6nem tagimakta ve
zamanla gelismeye devam etmektedir. (Hybrid Genome Assembly - Nanopore and Illumina -
Bioinformatics Documentation, n.d.)

Bazi caligmalarda uzun okuma ve kisa okuma metodolojileri birbiriyle ve hibrit analizle
kargilagtirmigtir. Uzun okuma yapan metodolojilerin genellikle daha eksiksiz diziler ve daha
uzun Ortiisen DNA segmentleri sagladigy, kisa okuma yapan metodolojilerin daha hassas sonug
verdigi, hibrit analizlerin ise tiim yontemler arasinda en eksiksiz ve dogru sonucu verdigi ortaya
¢ikmustir (Chen ve ark., 2020).

Kisaca yeni nesil dizileme ve {iglincii nesil dizilemenin birlikte kullanimyi, yani hibrit dizileme,
kisa okumanin bosluklar birakarak okumasi ve uzun okumanin nispeten ytiksek hata oranlarina
sahip olmasi gibi eksikliklerini gidererek, ozellikle de novo genom birlestirmede olduk¢a
kullanigh hale gelmektedir.




Yeni Nesil Dizilemede Primer Analiz

Illumina son PacBio Cxford
Torrent { Nanopore
: Isima
i _Is'E"a. ] Eo!ta_] : gbrintilerinin IY?F _ak_m_h
gariantilerinin degisiminin {"movie"lerin) dedisiminin
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dosyasi dosyasi dosyasi dosyasi

Sekil 2. lllumina®, lon Torrent™, PacBio® ve Oxford Nanopore® Platformlarinda Kullanilan Primer Analiz
is Akisi Basamaklari.

Sinyal isleme

Primer analizde ilk adim, sinyal islemedir. Burada, bir dizileme platformundan digerine “okuma”
teknolojisi degiseceginden, islenecek sinyalin dogasi (resimden renk, elektrotlardan pH vb.)
degisecektir.

Popiiler dizileme platformlarindan biri olan Illumina’, sentez yoluyla dizileme konseptini
floresan etiketli tersinir sonlandirici teknolojisi ile kullanir. Dizileme, bir DNA polimeraz tara-
findan polimerizasyon reaksiyonunu duraklatmak icin tersinir bir sonlandiriciya baglanmis ve
floresanla isaretlenmis niikleotitlerin (3"-0-azidometild NTP’lerin) optik okumasina dayanir. Bu
okuma, floresan niikleotitlerin her dizileme dongiisii sirasinda niikleik asit zincirine dahil edil-
diginde elde edilen floresan sinyalinin sarj-kuplajli cihaz (CCD) kamerasi ile taranarak goriintii-
lenmesi ile gerceklesir. Florasan isaretli sonlandiricinin tersinir olmasi 6zelligi ile, bir sonraki
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Yeni Nesil Dizileme ve Klinikteki Uygulamalari

Hizalama asamasinin sonunda referans genoma haritalanmis diziler dizi hizalama haritas:
(Sequence Alignment Map, SAM) uzantili, metin tabanli bir dosyada depolanmaktadir. SAM
formatindaki dosya, dosya icerigi ile ilgili genel bilgileri igeren baglik kismi1 ve her bir dizinin
referans genom ile nasil hizalandigina iligkin bilgileri iceren hizalama kismindan olusmaktadir.
Bagliklar, SAM dosyasi i¢inde “@” ile baglamaktadir. Bu basliklar, HD, SQ, PG ve RG seklinde alt
basliklara ayrilmistir. Burada, HD - hizalamanin sira diizenini, SQ - referans dizinin ismi ve
uzunlugu bilgisini, PG - hizalama i¢in kullanilmis arag ve versiyon bilgisini ve RG - okuma grubu
bilgisini iceren bagliklardir. Okuma grubu (RG) alt bashigi, okuma numarasi (read ID), 6rnek
ismi, kiitiiphane bilgisi, kullanilan platform birimi (Illumina’ vd.), okuma iiretilirken hangi tek-
nolojinin kullanildig: gibi bilgilerin yer aldig1 uzun bir alt bagliktir. SAM dosyasinda yer alan
okuma grubu bilgisi, genotip tespitinde kullanilmaktadir. Ayrica hizalama kalitesini arttirmak
amaciyla hizalama isleminden sonra uygulanan baz kalite skoru yeniden kalibrasyonu agamasin-
da da okuma grubu bilgisinden faydalanilmaktadir (Detayl bilgi i¢in “Baz Kalite Skoru Yeniden
Kalibrasyonu” isimli boliime bakiniz). Bu nedenle hizalama asamasinda okuma grubu bilgisinin
girilmesi gereklidir.

SAM dosyasinin hizalama kismindaki her bir satir ise hizalanan okumayi temsil etmektedir
ve on bir zorunlu alan bilgisini igermelidir.

Tablo 1. SAM dosyasinin hizalama kismindaki zorunlu 11 alan

Alan ismi | Tanim
QNAME Okuma sorgu ismi (read ID).

FLAG Referans diziye hizalamanin nasil gerceklestiginin sayisal ifadesidir (bitwise).

RNAME Referans dizi ismi. Genel olarak kromozom ismi ile ifade edilir.

POS Referans dizi tizerinde okumanin hizalandigi ilk bazin pozisyonu.

MAPQ Hizalama kalitesi. Genomda bir hizalamanin ne kadar benzersiz oldugunu géstermek
icin kullaniimaktadir.

CIGAR CIGAR (Compact Idiosyncratic Gapped Alignment Report) bolgesindeki M: eslesmeyen
bazi (mismatch), I: Birkac bazin eklenmesi (insertion), D: Birkag bazin silinmesi (deletion).

RNEXT/ Cift/esli ug (paired end) dizilemeler icin sonraki okumanin hizalandigi referans dizi ismi.

MRNM RNAME'in sonraki dizi icin karsihgi olarak diistintlebilir. SAM dosyasindaki “=" RNAME
ile ayni isimde oldugu anlamina gelmektedir.

PNEXT/ Sonraki okumanin referans dizi tizerinde hizalandigi pozisyon. POS'un ikinci okuma

MPOS icin karsihgr olarak dustintlebilir. “0” pozisyon ile ilgili bilginin olmadigi anlamina
gelmektedir.

TLEN Template Length — Olciilen DNA fragmaninin (template) uzunlugu.

SEQ Okuma dizisi.

QUAL ASCII Phred 6lcekli kalite skoru.

Analizdeki performans: artirmak ve bellek kullanimini diisiirmek amaciyla SAM dosyasi
oncelikle sikistirilmis ikili gosterim (binary) formatina cevrilir. Bu format BAM (Binary
Alignment Map) uzantili bir dosya seklinde kaydedilir. Sonraki analizler de SAM dosyasi lizerin-
den degil, BAM dosyasi tizerinden gergeklestirilir.
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Tersiyer Analiz Bélim 13

gozden gecirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Dipnotlandirma amaci ile kullanilan kay-
naklarin diizenli olarak takip edilip giincellenmesi, eger bir giincelleme varsa miimkiin olan en
kisa siirede degisikliklerin uygulanmasina da azami 6lgiide 6zen gosterilmesi gerekmektedir.

Kullanicilarin tersiyer analiz noktasinda tercihlerini belirlerken dikkat etmeleri gereken bir
basgka nokta da kisisel ve kurumsal kullanim amaglar1 ve politikalar1 dogrultusunda mutlaka
iretilen biiyiik 6lgekli verinin uzun donem kullanimi, saklanmasi ve paylasiimasi gibi konular
hakkinda bir yol haritasina sahip olmalaridir. Béylelikle dipnotlandirmalarda kullanilan bilgiler
birikerek kurum i¢i, ulusal ve uluslararasi belli bir bilgi birikimi yaratacak ve bu bilgi birikimini
tekrardan dipnotlandirma dongiisiine kolaylikla kazandirmak miimkiin olabilecektir.

2025 yili itibariyle diinya genelinde 2 milyara yakin insanin genomunun dizilenmesi beklen-
mektedir (Stephens ve ark., 2015). Ge¢miste {iretilen verinin gelecekte iiretilen veri ile bir koprii
kurabilmesi, gecisken olarak kullanilabilmesi ve kiimelesen genomik verinin biyolojimizi daha
net anlamamiza yardimci olmasina olanak tanryici bilgi islem alt yapilar: kurmak gerekmektedir.
Ayrica ardigik islemler dizisi siirekli testlere tabi tutularak standardin ve optimizasyonun yaka-
lanmasima yonelik karsilastirma ¢alismalar1 ve buna gore dipnotlandirmalar arasinda 6nem
sirasinin ¢ikarilmasi uygun olacaktir (Wang ve ark., 2020).

Son olarak tersiyer analiz 6zelinde klinik biyoinformatik alaninda bizleri bekleyen zorluklar1
ve firsatlar1 Tablo 2de 6zetleyerek, bas dondiiriicii bir hizla devam eden hassas tip alanindaki
gelismelerin bizleri nereye gotiirecegini heyecan ile bekliyor olacagiz.

Tablo 2. Klinik biyoinformatikte bizleri bekleyen zorluklar ve firsatlar

Zorluklar Firsatlar

Kanitlarin takip edilememesi

Veri tabanlarindaki kanit zinciri sunumunun iyilestirilmesi

Data standardi ve uyumu

Standart belirleyici organizasyonlarin [Global Alliance for Genomics
and Health (GA4GH) gibi] rehberlerini takip etmek ve uygulamak

Kotu tanimlanmis veri
girdileri

Fenotipik datanin takibi ve giincellenmesi

Veri buyiklugu

Uzun dénem sirdurulebilir veri merkezleri olusturmak

Artan veri cesitliligi

Omik veri entegrasyonu ve biyobankalama 6n hazirliklari

Veri glvenligi ve veri
paylagimi

Paylasima imkan taniyan ancak gizlilik ilkelerini asla elden
birakmayan teknolojik ve politik diizenlemeler

Verinin dagitilma maliyeti ve
etkinligi

Genotip ve fenotip verisine ulagim icin ortak kabul géren veri ve etik
uygulamalarin evrimlesmesi (API, REST arayiizleri)

Ver islemenin hesaplamasal
maliyeti

Donanim gelistirilmesi ve daha etkin kullanim bigimleri
(optimizasyon, paralelleme vb)

Standart ontolojik s6z
dagarcigi kullanimi

Kullanim tesviki, ontolojilerin gelistirilmesi ve iyilestirilmesi
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Yeni Nesil Dizileme ve Klinikteki Uygulamalari

Ornek Uygulama

Bu boliimde YND verisi {izerinde yapay zek yontemlerinin uygulamasina dair bir uygulamadan
detayl1 olarak bahsedilecektir. Tersiyer analiz kisminda da bahsedilen varyant iyilestirme konusu
tizerine derin 6grenme modeli gelistirilen uygulama 2019 yilinda lisansiistii tez ¢alismasi olarak
basimistir (Timugin, 2020).

Bir hastanin normal 6rneginde bulunmayan ancak tiimor 6rneginde bulunan varyantlara so-
matik varyantlar denmektedir. Somatik varyantlarin dogru tespiti kanser teshisinde ve dogru te-
davi imkanlarinin gelistirilmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Dizileme hatalari, hizalama
hatalari, timor-normal kontaminasyonu ve tiimor heterojenligi somatik varyant bulmay zorlas-
tiran faktorler arasindadir. Somatik varyantlarin tespiti igin literatiirde gelistirilmis ¢ok sayida
ara¢ bulunmaktadir, bunlar arasinda en yaygin kullanilanlar Mutect2 (Benjamin ve ark, 2019)
ve VarScan (Koboldt ve ark, 2012) araglaridir. Bu araglarin sonug olarak verdigi varyant listele-
ri karsilastirildiginda elde edilen varyantlar arasindaki uyumun distik oldugu gozlemlenmistir
(Kreigard, Thomassen, Leenkholm, Kruse ve Larsen, 2016). Farkli araglardan elde edilen sonuglar
arasindaki uyumsuzluk araglarin arka planda uyguladig: farkli algoritmalardan kaynaklandig:
gibi somatik varyantlarin tespitinin zorlugunun etkisiyle ¢ok sayida yanlis pozitif varyant tespit
edilmesinden kaynaklanmaktadir.

Araglar tarafindan tespit edilen yanlis pozitif varyantlar: ortadan kaldirmak ve dogru tanida
bulunmak amaciyla, IGV (Integrative Genomics Viewer) (Thorvaldsdéttir, Robinson ve Mesirov,
2013) gibi genom gorsellestirme araglart kullanarak her bir varyantin klinisyenler tarafindan
gorsel olarak incelenmesi gerekebilmektedir. 2018 yilinda yapilan bir ¢alisma (Barnell ve ark,
2019) somatik varyantlar incelenirken dikkate alinmasi gereken kurallar listelenmistir. Sekil 7de
literatiir caligmasi goz 6niine alinarak dogru ve giivenilirligi azalmis olarak etiketlenen gorseller
bulunmaktadir. Soldaki 6rnekte dogru bir somatik varyant 6rneginden beklendigi tizere varyant
normal Ornekte gozlenmemekte ancak kanser drneginde gozlenmektedir, sagdaki 6rnekte ise
varyantin bulundugu biitlin okumalarin sadece kirmizi yani tek yonlii okumalardan gelmesi ve
okuma sonunda yer almas: varyantin giivenilirligini azaltmaktadir.

o ———

e
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-

Sekil 7. Ustte normal altta tiimér dokularina ait hizalamalarin IGV gérselleri
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Yeni Nesil Dizileme Verilerinin Yorumlanmasi B('jliJm 1 7

Tablo 1. Kriterlerin kombinasyonu yoluyla varyant siniflandiriimasi

Patojenik 1. Bir adet cok gliclu kriter ile,
a. =1 guclu kriter veya
b. >2 orta glclu kriter veya
c.>1 orta ve =1 destekleyici kriter veya
d. >2 destekleyici kriter varhg
2.>2 guglu kriter varligi
3. Bir guiglu kriter ile,
a. =3 orta gui¢lu kriter veya
b. iki orta giiclii ve >2 destekleyici kriter veya
c. Bir orta gliclii ve >4 destekleyici kriter varlig

Muhtemel Patojenik . Bir adet cok gticli kriter ve 1 orta guiclii kriter varligi
. Bir gliclU kriter ve 1-2 orta gii¢lu kriter varligi

. Bir gliclU kriter ve >2 destekleyici kriter varhg

. >3 orta glicli kriter varhg

.2 orta guclU ve 2 destekleyici kriter varligi

. 1 orta glcll ve 4 destekleyici kriter varligi

O WN =

Klinik Onemi Belirsiz .Varyantin diger siniflara sokulamamasi

. Birbirine zit bilgi veren benign ve patojenik kriter varligi

N —

Muhtemel Benign . Bir adet gu¢li benign kriter ve 1 destekleyici benign kriter varligi

. 22 destekleyici benign kriter varhgi

Benign . Populasyon allel frekansi %5 tzerindeki varyantlar (BA1)

. =2 glicli benign kriter varligi

N =[N =

Buradaki skorlama sistemi mutlak bir aritmetik kanita dayanmamaktadir. Tavtigian ve ark.
(2018) ACMG kriterleri izerinde Bayes matematiksel modellemesi yaparak her kriter i¢in kan-
titatif bir agirlik puani ortaya koymay1 hedeflemislerdir. ACMG kriterleri belirlerken kalitatif bir
yaklagim planlamis olsa da bu siniflandirmanin tutarh bir Bayes modellemesine bazi eksiklikler
disinda uyabilecegi gosterilmistir. Her kriterin bagimsiz olarak uygulanabilmesi, her biri i¢in tek
tek patojenisite oran1 hesaplanabilmesini (odds of pathogenicity>1 ise patojenik, <1 ise benign)
saglamaktadir. Bu ¢alismaya gore patojenik yoniindeki ¢ok giiglii kriterler igin patojenisite ora-
n1 350, giiglii kriterler i¢in 18.7, orta giiclii kriterler icin 4.3, destekleyici kriterler igin ise 2.08
olarak hesaplanmistir. Benign yoniindeki giiclii kriterlerde oran 0.053, destekleyici kriterler i¢in
0.48 olarak hesaplanmistir. Sadece BA1 kriteri mutlak benign sonug verdigi i¢in skoru bulunma-
maktadir. Matematiksel modellemede 0.1 6n risk (prior probability) varsayiminda tiim patoje-
nisite oranlarmin ¢arpimi ile kombine skor hesaplanmasi ve besli siniflandirma hedeflenmistir
[Son risk (posterior probability): P>0.99, LP>0.90, VUS>0.10, LB>0.001, B<0.001]. Fakat &zel-
likle VUS siniflandirma kombinasyonundaki “birbirine zit kriter varliginin” ne sekilde olacag:
ayrintili anlatilmadi1 i¢in zorluklar ortaya ¢ikmistir. Ornegin iki giiclii patojenik kriter ve bir
destekleyici benign kriter alan varyant nasil yorumlanmalidir? Bu noktada ACMG, tibbi genetik
profesyonellerinin veriyi tiimiiyle yorumlamasi gerektigini belirtmekte ve uzman gériisiine saygi
duymaktadir. Matematiksel modellemede ise bazi kombinasyonlar P/LP bazilar1 VUS siniflan-
dirmasi almustir ki gercek diinyada da varyantlarin bu sekilde yorumlanacag: tahmin edilmistir.
ACMG varyant siniflandirmasinin gelecekte tiimiiyle kantitatif bir temel {izerinde yeniden di-
zayn edilmesinin rasyonel oldugu diisiiniilmektedir.
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Yeni Nesil Dizileme ve Klinikteki Uygulamalari

Tablo 1. Somatik Varyant Tespitinde Siklikla Kullanilan Araglar

Varyant cagirici

Kullanim Alani

Web Adresi

MuTect2! SNV, indel gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/
articles/5358911630107-Mutect2

SAMtools? SNV, indel htslib.org
FreeBayes® SNV, indel, MNV ve bilesik insersiyon ve github.com/ekg/freebayes

substitlisyon olaylari

Strelka2* SNV, indel github.com/Illumina/strelka
VarScan2® SNV, indel dkoboldt.github.io/varscan/somatic-
calling.html

VarDict® SNV, indel github.com/AstraZeneca-NGS/VarDict
Scalpel” Indel scalpel.sourceforge.net
Pindel® Biiyiik delesyonlar, orta boyut gmt.genome.wustl.edu/packages/pin-

insersiyonlar, inversiyonlar, tandem
duplikasyonlar ve diger SV

del

SomaticSniper®

Tumor ve normal arasinda farkli tek
nikleotid pozisyonlar

gmt.genome.wustl.edu/packages/
somatic-sniper

Lancet'® SNV, indel github.com/nygenome/lancet
SvABA! Indel (1-50 bg), orta boyut SV (50-300 bg), github.com/walaj/svaba
biyiik SV (>300 bg)

Manta'? SV github.com/Illumina/manta
Lumpy'® SV github.com/arg5x/lumpy-sv
BIC-Seq2™ CNV compbio.med.harvard.edu/BIC-seq
FACETS'" CNV sites.google.com/site/mskfacets
EXCAVATOR2'® CNV sourceforge.net/projects/excavator-

2tool
MuSE'” SNV, indel github.com/wwylab/MuSE

FusionCatcher'®

Flzyon genleri, translokasyonlar ve
kimeralar (RNA-seq)

github.com/ndaniel/fusioncatcher

STAR-Fusion'®

Fiizyon genleri

github.com/STAR-Fusion/STAR-Fusion/
wiki

TopHat-Fusion?

Fuzyon genleri

ccb.jhu.edu/software/tophat/fusion_
index.shtml

ShatterSeek?'

Kromotripsis

github.com/parklab/ShatterSeek

SNV: Tek niikleotid degisiklikleri, indel: insersiyonlar ve delesyonlar, MNV: mononiikleik varyasyonlar,

SV: yapisal varyantlar.

!(Cibulskis ve ark., 2013), >(H. Li ve ark., 2009), 3(Garrison & Marth, 2012), *(Saunders ve ark., 2012), °(Koboldt ve ark.,
2013), *(Laive ark., 2015),” (Fang ve ark., 2016), (Ye ve ark., 2009), °(Larson ve ark., 2012), "*(Narzisi ve ark., 2018), " (Wala
ve ark., 2018), '(Chen ve ark., 2016), "*(Layer ve ark., 2014), "(Xi ve ark., 2016),"*(Shen & Seshan, 2016),"(D’Aurizio ve
ark., 2016),”(Y. Fan ve ark., 2016),'8(Nicorici ve ark., 2014),"’(Haas ve ark., 2017),*°(Kim & Salzberg, 2011),%!(Cortés-

Ciriano ve ark., 2020) (Web adreslerine son erisim tarihi: 21.05.2022).
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Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezinin Ad), tel ve iletigim bilgileri, e posta adresi, web adresi

Protokol No.: Materyal gelis tarihi:

Adh Soyad / Dogum Tarihi /ONA No

Indeks: Rapor Tarihiz

Anne:

Baba:

Endikasyon: Fanconi anemisi

incelenen Materyal: DNA (periferik kan)

inceleme Yéntemi : lon Torrent PGM'de, Radyal Isin Defektlerl (RID) ile iliskili 43 genin kodl, ekzon bolgeleri ile 10 bg intron siir

bélgelerini igeren 210,91 kb'lik alanda toplam 785 amplikon ile % 99,43 kapsamda dizilendi. BRCAZ (FANCDI, 13q12.3, NM_00D0059.3}; BRIP1 (FANC, 17q22-
424, NM_032043.3); EFTUD2 {17q21.31, NM_004247.3); ERCCA (FANCQ, 16p13.3-p13.11, NM_005236.2); ESCO2 (8p21.1, NM_001017420.2); FANCA
(16424.3, NM_000135.2); FANCB (Xp22.2, NM_D01018113.1); FANCC ({322.3, NM_DOC136.2); FANCDZ (3p26, NM_D33084.3); FANCE (6p22-p2l,
NM_021922.2); FANCF (11p15, NM_0227253); FANCG (XRCCS, 9p13, NM_004529.1); FANCI (15026.1, NM_001113378.1); FANCL (PHFI, 2pl6.1,
NM_018062.3); FANCM (14921.3, NM_020937.2); GATAT (Xp11.23, NM_0D02049.3); HDACS (Xq13, NM_D18486.2); NIPBL (5p13.2, NM_133433.3); PALB2
[FANCN, 16p12.2, NM_024675.3); PLZF (ZBTE16, 11q23.1, NM_006006.4); RAD21 (8q24, NM_DO6265.2); RADSIC (FANCO, 17q22-q23, NM_058216.2);
RECQLA (8924.3, NM_004260.3); RBMBA [121.1, NM_D05105.4); RPL1S (3p24.2, NM_D02948.3); RPL35A (3q29-gter, NM_000996.2); RPL11 (1p36.1-p35,
NM_000975.3); RPLIS (3p24.2, NM_002948.3); RPS7 (2p25, NM_001011.3); RPS10 (p21.31, NM_001014.4); RPS17 (15, NM_001021.4); RPS19 (1913.2,
NM_001022.3); RPS24 (10022-23, NM_033022.3); RPL26 (17p13, NM_000987.3); RPS29 [14q, NM_001032.4); SALL {16q12.1, NM_002968.2); SALLY
(20013.13-913.2, NM_020436.3); SF3B4 (1q21.2, NM_005850.4); SLX4 (FANCP, 16p13.3, NM_032444.2); SMC1A (Xp11.22-p11.21, NM_006306.3); SMC3
(10525, NM_005445.3); TBXS [12g24.1, NM_000152.3); XRCC2 (FANCU, 7q36.1, NM_005431,1),

indeks ..........."de gen panel testi, anne .... Hanim ve baba ........."Bey'de hedef bélgerde Sanger dizi analizi

Fanconi anemisi ile iligkili iklerin analizinde, gen panelinde iligkili varyant yada i gen bolgeleri
[FANCA-exon 1 ve 39, FANCDI (BRCA2)-exon 15, FANCD2-exon 20, FANCE-excn 1, FANCP-exon 12, an:l (BRIP1)-exon 13] Sanger dizi yontemi ile incelendi.
MLPA testi: FANCA (P0O31-B2 lot B2-0116 /PO32-BZ lot B2-0116) ile FANCA ekzon 1-43 (NM_000135.2) ve FANCA ekzon 1-44 (NM_000135.2); FANCDZ - PALB2
(FANCN) (PO57-B2 lot B1-0211) bolgelerinde delesyon/duplikasyon analizi

Gonderen Doktor:

Sonuglar:

Indeks'de yapilan gen panelinde BRCA2 (FANCD1) geninde ekzon 27'de heterozigot €.9739C>T (p.GIn3247Ter, p.Q3247*, rsBE6040849) saptand),
Indeks'de BRCAZ icin yapilan MLPA analizde biyik delesyon/duplikasyon saptanmad) (Dis Merkez Raporu; Adi ve Tarihi)i

Bu testte uygulanan MLPA analizinde PALB2 (FANCN) geninde ekzon 5-6'da heterozigot delesyon saptandi.

Anne: BRCAZ [FANCD) geninde ¢.9739C>T degisimini tasimadidi belirlendi. MLPA analizinde PALB2 (FANCN) geninde ekzon5-6'da delesyon saptanmadi.

Baba: BRCAZ2 [FANCD1) geninde c.9739C>T degigimini tasimadif beliflendi. MLPA analizinde PALB2 (FANCN) geninde ekzon 5-6'da heterozigot delesyon
saptand!,

Yorum:
Bu testin sonuglar, indeks'de BRCAZ IFANCDIJ genlm:le gusner Eigimin gonadal isi; birlikte de novo olustugunu ve PALB2
[FANCN) genindeki biyiik delesy e k [ ktedir, Fanconi isinde digenik kalitimla iligkili genotipler litertiirde daha énce

gosterilmemigtir.

Fanconi anemisi ile iliskili genler, klasik bilinen g DNA tamir i imi Bu h Il N
niklectid eksizyon onarimi ve mutajenik transle:yon sentezidir, BRCAZ ve PALB2 p inleri h log rekombi da ghrevlidir. PALB2 prateininin WD40
domaini BRCAZ ile bagl k iglev gi k . PALB2 genindeki d bu o in kaybina neden olmaktadirl >3,

Bu bilgiler BRCAZ ve PALE2 genindeki mutasyonlanin digenik kaliimla ||I5Iclsln| klese de fonksiyon analizleri Imadan kesin sonuca

‘Genetik damzma dnerilir.

Saygilanmizla,

Molekiiler Test Sorumlusu Klinik Genetik Sorumlusu
1George-Lucian Moldovan-200% How the Fanconi Anemia Pathway Guards the Genome,

*Rohit Prakash-2015. Homologous Recombination and Human Health: The Roles of BRCA1L, BRCAZ2, and Associated Proteins.
*Ronald S. Cheung-2017. Recent insights into the molecular basis of Fanconi anemia: genes, modifiers, and drivers

NM DNA andl: rapodm dejierlendirilirken, polimorfizm, nadir genetik ¥ A ve yon gibl DNA yapisina Gzglin
larin ve & yen teknik | yanly pozitiflife/yanls negatiflife, yanh;, \murm ve dogru olmayan y ; mden labilecegi ya da ban
snnu; yecegi gz dniinde tutulmahdir. Sanger DNA dizi analizi, gende ¥ B | pt, derin

intronik gibi) patojenik dizi degisimlerini ya da biyiik gen delesyon/duplik ve i iyonlan g PZR + RE i, fragman anall::, MLPA, gercek
zamanh PZR testleri hedefe yonelik analizler olup hedef disinda olan baska vary. i Yeni Nesil Dizil (¥YND) temelli tiim testlerin (gen paneli,
tism ekzom gibl) kapsam ve derinlik limitleri vardir ve ilgili genin baz ya da | olasiliff YND verilerinin
Illynlrvlnrmaut analizi, sadece tibbi dykii, klinik ve laboratuvar hulgulan ile iligkisi bilinen genler ve varyantlan igin yapilir. YND testi tekrar dizi balgelerini, bu

artiy ve dinamik ¥ ve dofiru saptay Baz dzgln biyoinformatik analizlerde kopya sayr
ﬂeﬂl;imlerl igin ek analizler yapilabilir.

Adres: E-Posta adresi:
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gerceklesememesine neden olmaktadir. RNA-Seq (mRNA) verisi kullanilarak bu bolgelerdeki var-
yantlar tespit edilebilmektedir. Literatiire gore ise hastaliga neden olan tiim tek niikleotit varyantla-
rinin %62’sinin kirpilmayt etkiledigi tahmin edilmektedir. (Marco-Puche ve ark., 2019).

RNA’da Ugbirlestirme
ekson intron
DNA =~ | HEN I A . ..
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b ‘. ~ 3 : ' ’ L .
- i ~ » i
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Sekil 2. RNA verisinin ugbirlestirme 6zelligi

Fiizyon Genlerinin Tespiti

Fiizyon transkriptleri, delesyon, duplikasyon, inversiyon gibi kromozomal yeniden diizenleme-
ler nedeniyle olugsmaktadir. Transkriptom dizilemesi ile bu transkriptlerin yakalanmast iki farkls
sekilde gerceklesmektedir. Ilk yontemde, kisa okumalar genoma hizalanarak uyumsuz hizala-
nan okumalar tespit edilir. Diger yontemde ise 6ncelikle kisa okumalar birlestirilerek daha uzun
bir transkript haline getirilir daha sonra genoma hizalanarak fiizyon tespiti saglanir. Onkojenik
gen flizyonlari, kanserde sik karsilagilan bir faktordiir ve patojenik olarak taninmaktadirlar. Bazi
durumlarda, tekrarlayan gen fiizyonlari, spesifik timor alt tipleri ile iligkilidir ve teshis amaciy-
la kullanilabilmektedir. Ornegin kronik miyeloid 16semi hastalarinin yaklagtk %95'inde BCR~
ABLI, prostat kanserlerinin yaklasik %50’sinde TMPRSS2-ERG fiizyon genleri tespit edilmistir
(Haas ve ark., 2019).

Allele 0zg£in Ekspresyon (allel-specific expression; ASE)

Allele 6zgiin ekspresyon, alellerden birinin digerine gore daha az eksprese oldugu ya da hig eks-
prese olmadig1 durumu ifade etmektedir (Kukurba ve ark., 2014). Ebeveynlerden aktarilan gen-
lerden birinin ifade bulmadig: digerinin ise aktif olmasi durumu olarak tanimlanan genomik
damgalama (imprinting), X kromozomu inaktivasyonu gibi epigenetik mekanizmalar ya da dii-
zenleyici dizilerdeki cis etkili varyantlar sonucunda allele 6zgli ekspresyon gériilmektedir. Allele
6zgi ekspresyon analizi ise allelik ekspresyonlar arasindaki dengesizligin tespit edildigi islemdir.
Analiz temizlenmis okumalarin referans genoma ya da referans transkripte hizalanmasindan
sonra sayim islemi ile devam etmektedir. Alleller arasindaki ekspresyon dengesizligi, bireyler ara-
sinda fenotipik cesitlilige ve hastalik patofizyolojisine katkida bulunmaktadir (Fan ve ark., 2020).
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Proteomiks alaninda dogruluk, hassasiyet ve ¢ozlintirlik agisindan her biri kendine 6zgii
glicli ve zayif yonler iceren dort temel kiitle analizorii mevcuttur. Bunlar t¢lit quadupol (triple
quadupole-TQ), ugus siiresi (time of flight-TOF), iyon tuzag: (ion trap) ve fourier dontistimlii
iyon siklotron rezonans (FT-ICR) analizdrleridir. Hem tek basina hem de farkl: veri tiirleri olus-
turmak i¢in kombinasyon halinde kullanilabilmektedirler. Uglii quadrupol sistemi kullanilarak
gerceklestirilen sirali kiitle spektrometresi (MS/MS) ¢alismalarinda, ilk quadrupol spesifik kiilte/
yiik (m/z) degerlerine sahip prekiirsor iyonlarin (ana iyonlar) filtrelenmesi igin, ikinci quadrupol
bir ¢arpigma hiicresi (collision cell) olarak ve ti¢linciisii ise {irtin iyonlarinin analizlerini yapmak
i¢in kullanilir. Elektrosprey iyonizasyon kaynaklar: ile birlestirilmis quadrupol iyon tuzaklari
(iyon trap) ve dogrusal iyon tuzaklari, peptit ve protein analizi i¢in genis kullanimda olan baska
bir kiitle spektrometre tiraidir. Kiitle ¢oziiniirlikleri ve dogruluklar: nispeten diisiiktiir, ancak
ozellikle hizli ve son derece hassas fragman iyon taramasi saglarlar. TOF analizérleri cogunlukla
intakt peptit iyonlarinin analizi i¢cin MALDI iyonizasyon teknigi ile birlikte kullanilir (MALDI-
TOEF-MS). Ayrica quadrupol-TOF (Q-TOF), quadrupol-Orbitrap MS ve quadrupol-dogrusal
iyon tuzag1-Orbitrap tribrid MS cihazlari ile yiiksek ¢oziintirliiklii ve yitksek kiitle dogrulugu ile
ol¢timler gerceklestirilebilmektedir. FT-ICR ise olduk¢a kompleks bir analizér olup rezoliisyon,
kiitle dogrulugu ve duyarlilik agisindan hassastir. Ancak oldukea pahali ve teknik agidan kullani-
mi1 nispeten zor olmasi nedeniyle diger enstriimanlara kiyasla kullanimi sinirhidir.

Molekiillere spesifik {iriin iyonlarinin elde edilmesi amaciyla gelistirilen fragmantasyon tek-
nikleri arasinda en ¢ok kullanilani ¢arpisma kaynakli ayrisma (Collision-induced dissociation-
CID) teknigidir. Bunun haricinde elektron transferi ayrismasi (Electron transfer dissociation-
ETD), yiiksek enerjili ¢arpisma ayrismasi (high-energy collisional dissociation-HCD) teknikleri
ve bu tekniklerin birlikte kullanildi1 platformlar mevcuttur (Al-Amrani ve ark., 2021; Paolo ve
ark., 2022).

TOF, Orbitrap,
FT-ICR vb.

1 TQ, QTRAP, LIT,

lyon Kitle 5
— — Detektor

. r— Gaz fazindaki ;

Molekilin iyonlanin miz'e &?nmllanan

gaz fazina gbre ayrimlanmasi iyonlann

gegirilmesi ve tespiti
iyonizasyonu
(ESI, MALDI) | — Veri Analizi
5 |

Kiitle Spektrumu

Sekil 2. Kutle spektrometre ana bilesenleri
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gibi istatistiksel testler uygulanarak iki farkli kosul arasindaki protein miktar degisiklikleri tespit
edilir (Paolo ve ark., 2022).

PROTEOMIKSIN TIPTA KULLANIM ALANLARI

Genom nispeten statik iken, proteom son derece dinamiktir. Bunun nedeni, ekleme varyant-
lar1, glikozilasyon, fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon, ubikitinasyon gibi translasyon sonra-
s1 degisiklikler ve bazi proteinler i¢in fonksiyonlarini veya aktivitelerini degistiren somatik re-
kombinasyon gibi modifikasyonlardir. Transkripsiyonel ve translasyonel kontrol nedeniyle her
gen kopyalanmaz ve her RNA protein diizeyine aktarilamaz. Ayrica, kararli proteinler genellik-
le tiiretildikleri transkriptlerden daha uzun 6mirlidir. Bu nedenle proteom 100.000 den fazla
transkript ve potansiyel olarak milyonlarca protein varyanti (proteoform), alternatif kirpilma
(alternative splicing), tek amino asit polimorfizmleri (SAP’ler) ve kapsaml posttranslasyonel mo-
difikasyonlar (PTMler) ile genomdan bin kat daha fazla hiicresel bilgi icerdiginden, hiicre, doku
veya organizma diizeyindeki degisikliklerin ortaya konmasi, dolayisiyla da saglik ve hastalik ilis-
kili potansiyel biyobelirte¢lerin ve tedavi hedeflerinin belirlenmesi agisindan zengin bir kaynak
olusturmaktadir (Al-Amrani ve ark., 2021).

Genler ve hastaliklar arasi iliskilerde kritik bir role sahip olan proteinlerin biiyiik 6l¢ekli ana-
lizlerini kapsayan proteomiks, tipta baslica biyobelirte¢ ve ilag kesfi ile ilgili arastirma ve uygu-
lamalarda kullanilmaktadir. Bu teknik ile serum, idrar, gaita, beyin omurilik sivis1 gibi biyolojik
swilarda proteinlerin ¢oklu analizleri ile biyobelirtecler tanimlanabilir ve izlenebilir. Diger yan-
dan, proteomiksin biyomedikal alandaki uygulamalar1 sadece biyobelirteg ve ilag kesfi ile sinir-
11 kalmayip, ozellikle etkilesim proteomiksi ve fosfoproteomik yaklasimlar hastalik yolaklar ile
iligkili protein etkilesimlerinin kapsamli haritalarini, protein sinyal yolaklarini, bu yolaklardaki
protein fonksiyonlarini ortaya ¢ikartarak ilag ve antijen gelistirme konusunda etkin yontemlerdir
(Al-Amrani ve ark., 2021, Doll ve ark., 2019) (Sekil 4).

2. Protein sinyalizasyonu \r
Fosfoproteomik ile
Sinyal iletimi
1. Biyobelirtec kesfi .
3. 2. Protein

eksp}resyon proteomigi ile Etkilesim proteomigi ile

\ /& 1 ‘ o

—_——

biyobanka 6rnegi
antijen —

zenginlestirme HLA-1 reseptorleri
\\.,?;i S d," x

| ]
&3 \ HLA-1 peptitleri
:’ 4. Antijen kesfi
,I, immiinopeptitomik ile

Sekil 4. Klinik alanlarda proteomiks uygulamalari (Doll ve ark., 2019), (BioRender.com uygulamasi ile
olusturulmustur).
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WB, IHC

Mide Kanseri 2DE-MS, WB CFl prekdrsor Liu ve ark., 2007
idrar
ADPKD CE-MS PKD1, PKD2 Kistler ve ark.,2009,2013
Mesane Kanseri Shot gun Proteomik, Midkin, HA-1
ELISA
FSGS nLC-MS/MS 77 varsayilan Shimwell ve ark., 2014
biyobelirteg, (CD59,
CD44, I1BP7, Robo4,
DPEP1)
Tiikurik
Tip 2 Diyabet 2D-LC-MS/MS, WB G3P, SAA, PLUNC, Border ve ark., 2012
TREE
0scc SDS-PAGE, LC-MS/MS Resistin (RETN) Wu ve ark., 2015
Mide Kanseri Tandem kutle etiketi CSTB, TPI1, DMBT1 Xiao ve ark., 2016
(TMT)
Agiz Kanseri Av Tufegi Proteomik M2BP, MRP14, CD59, Hu ve ark., 2008
Profilin, Katalaz
GCF
Dis Eti Hastaliklar LC-MS/MS Moesin Tsuchida ve ark., 2014
CFS
AD Nano-LC-MRM/MS, 24 peptit Choi ve ark., 2013
ELISA
Multipl Skleroz 2DE-MS CRTAC1B, tetranektin Hammack ve ark., 2004
Doku
Meme Kanseri iTRAQ, SRM/MRM, GP2, MFAP4 Muraoka ve ark., 2012
LCMS/MS, WB, IHC
Kolon Kanseri Etiketsiz LC-MS/MS, RAI3

Zougman ve ark., 2013

BCC

2DE-MS-MALDI

C3b, aldolaz C, FGG,
Prx-cis, Protrombin,
VDAC ve LRG

Zali ve ark., 2010

Hiicre Kiilturii

REH Hiicre Hatti

2DE-MALDI-TOF/
TOFMS

VDAC1, SNX3, PFDN6

Dehghan-Nayeri ve ark.,
2016

AD (Alzheimer hastaligi), PD (parkinson hastaligi), ADPKD (otozomal dominant polikistik bobrek
hastaligi), OSCC (oral skuamoz hiicre karsinom), CSTB (sistatin B), TPI1 (triozfosfat izomeraz), DMBT1
(kotl huylu beyin timorlerinde silinir 1 protein), FSGS (Odak Segmental Glomeriiloskleroz), BCC

(Bazal Hucreli Karsinom), VDAC1 (voltaj bagimli anyon kanal 1), SNX3 (Nexin 3 siralama), PFDN6
(prefoldin alt birimi 6), GCF (Diseti Sivisi)
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Sekil 4. Metabolomik analizler icin 6ziitleme yontemleri

Metabolomik Analizlerde Kullanilan Analitik Yontemler

Daha 6nce de bahsedildigi tizere genom, transkriptom ve proteom, niikleotidlerin veya aminoa-
sitlerin u¢ uca eklenmesi ile olusur ve yapi taslar: bellidir. Dolayisiyla genom ve proteom analiz-
leri genellikle tek bir analitik platform ile gerceklestirilebilir. Ornegin genomik ve transkriptomik
analizler yeterli okuma derinligine sahip bir dizileme cihaz ile proteomik analizler yiiksek ¢o-
ziintirliikli (>50.000) bir nano-LC-MS/MS ile gergeklestirilebilir. Bununla birlikte, metabolom
gerek belli yapi taslarindan olusmadig: gerekse metabolomu olusturan molekiillerin kimyasal ya-
pist birbirinden son derece farkli oldugu i¢in 6rnegin tek bir analitik yontem veya tek bir cihazla
metabolomik analizi miimkiin degildir. Bunun yaninda metabolitlerin kismi derisimlerinde bii-
yiik farkliliklar (6 log) bulunmas: metabolit analizini hem nitel hemde nicel olarak daha karmasik
hale getirir. Metabolom analizi igin genellikle farkli analiz modlarinda ¢alistirilan birden fazla
cihaz gereklidir ve bu nedenle metabolomik analizler diger omiklere gore ¢ok daha karmagiktir.
Ayrica metabolomik analizlerin nitel ya da nicel olmasina gore kullanilan yéntem ve cihazlar
farklilik gosterir. Teorik olarak UV spektroskopisi ve Raman spektroskopisi gibi spektral analiz
yontemleri metabolit analizlerinde kullanilabilir olsa da bu yontemlerin ayiricilifi, tanimlama
giicii ve nicel 6l¢tim kapasiteleri sinirlidir. Metabolomikte giiniimiizde en yaygin olarak kullani-
lan platformlar, farkli ayirma teknikleriyle eslenik olarak kullanilan NMR spektroskopisi ve kiitle
spektrometresidir (MS). Her iki yonteminde hem avantajlar1 hem de dezavantajlar1 vardir, ancak
her ikisi de uygun sartlarda yiiksek kalite ve genis metabolom okuma derinligi saglar. Caligma il-
keleri ve tam olarak anlagilmasi i¢in gerekli fizik bilgisi oldukga ileri olmasina karsin ¢ok basit bir
sekilde anlatilacak olursa belli atom gekirdekleri kiigiik birer miknatis gibi davranma 6zelligine
sahiptir ve bu ¢ekirdekler yiiksek bir manyetik alan igerisine konuldugunda biri yukari ve digeri
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Tablo 4. Kronik Hastaliklarda Hedefsiz Metabolomik ile Kesfedilen Belirtec Adaylari

Hastalik/durum

Onerilen biyobelirtecler

Anormal savda

Glikosenodeoksikolik asit ve bilirubin

Akut koroner yetmezlik

Sitrik asit, 4-hidroksiprolin, aspartik asit, fruktoz, laktat, Ure,
glikoz ve valin

Akut bobrek hasari

Dimetilarginin, piroglutamat, lizoPC, acilkarnitin, fenilalanin,
kreatinin, homosistein, metionin, arginin, triptofan

ileri karaciger fibrozu

kolin, glikoz, glutamin, sistein, histidin, sitrat, asetoasetat

Alzheimer hastaligi

Lizofosfokolin, triptofan, fitosfingosin, dihidrosfingosin,
heksadekosfinganin

Desmosterol

Arasidonik asit, N, N-dimetilglisin, timin, glutamin, glutamik asit ve
sitidin

Alanin ve taurin

Sfinganin-1-fosfat, ornitin, fenilatik asit, inozin, 3-dehidrokarnitin,
hipoksantin

Adenozin, alanin, karnitin, format, fumarat, glikoz, histidin, taurin,

Astim treonin, stiksinat
Metiyonin, glutamin, histidin
Ateroskleroz Palmitat, stearat ve 1-monolinoleolgliserol
Metilguanidin, indoksil stilfat, glukuronik asit, desaminotirozin,
i guanidiosiksinat asit
Otizm

Dekanoilkarnitin, pregnanetriol, trik asit, 9,10 epoksioktadekanoik
asit, dokosahekzanoik asit, dokosapentanoik asit

Mesane kanseri

Suksinat, piruvat, oksoglutarat, karnitin ve acilkarnitinler,
fosfoenolpiruvat

Meme kanseri

Palmitik asit, stearik asit, linoleik asit, FFA

Kardiyovaskiiler
hastaliklar

Orta ve uzun zincirli agilkarnitinler, alanin

Kronik kalp yetmezligi

Laktat, kreatin, glikoz, glikoprotein, lipid tiirleri ve amino asitler

Kronik Hepatit B

Lizofosfatidilkolin ve glikochenodeoksikolik asit

Kronik bobrek hastaligi

idrar nétrofil jelatinaz ile iliskili lipokalin

Kronik yaygin
kas-iskelet agrisi

Epiandrosteron siilfat, dehidroizoandrosteron siilfat, androsteron
sulfat, 3-(4-hidroksifenil) asetat, nonadekanoat

Kolorektal kanser ileri
evre

Yag asitleri, organik asitler, sekerler, steroid, yag asidi esteri ve
pirimidin ndkleosit..

Kolorektal kanser

Hidroksillenmis, coklu doymamis ¢ok uzun zincirli yag asitleri
Serbest yag asitleri ve esterlesmis yag asitleri

Panel dahil: oktadekanoik asit, laktik asit, treonik asit, 3-hidroksi
butanoik asit, serin, sistein

Koroner arter hastaligi

Dikarboksilacilkarnitinler, orta zincirli acilkarnitinler, yag asitleri

Koroner arter hastaligi

Doymus yag asitleri, trans yag asidi, n3 ve n6 ¢coklu doymamis yag
asitleri

Koroner arter hastalig *

LizoPC (18:1), LizoPC (18:2), MG (18:2), SM (28:1)

Diyabet

3-indoksil slilfat, gliserofosfolipidler, serbest yag asitleri ve safra
asitleri

(devamui)
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Tablo 3. Metagenom analizlerinde kullanilan analiz ve gérsellestirme yontemleri

korelasyon bilgisi

haritasi

Metot Cikti Gorsellestirme teknigi Referans
Alfa cesitliligi Ornek ici cesitlilik Kutu grafigi, Nadirlik Edwards ve ark., 2015
egrisi, Venn diyagrami Beckers ve ark., 2017
Ren ve ark., 2019
Beta cesitliligi Ornekler arasi PCoA grafikleri, Zhang ve ark., 2018
cesitlilik Dendrogram (hiyerarsik | Chen ve ark., 2019
kiimeleme)
Taksonomik Turlerin goreceli Yigilmis cubuk grafigi, Jin ve ark., 2017
siniflandirma miktarlari akis ve Sankey Smits ve ark., 2017
diyagrami
Korelasyon analizi | Tirler ve meta veri Dagihm grafigi, Metcalf ve ark., 2016
arasindaki korelasyon matrisi, isi Zhang ve ark., 2018

Subramanian ve ark.,
2014

Ag analizleri

Turlerin
korelasyonlarinin
gozlenmesi

Renklendirilmis ag
grafikleri

Jiao ve ark., 2016
Wang ve ark., 2018

Makine 6grenmesi

Sayisal meta veri
tahmini icin
siniflandirma
gruplari veya
regresyon analizi

Isi haritas,
Bar cizelgesi

Wilck ve ark., 2017
Zhang ve ark., 2019
Subramanian ve ark.,
2014

Adac haritasi

Filogenetik agac
veya taksonomik
hiyerarsi

Filogenetik agag,
kladogram, dairesel
agac haritasi

Levy ve ark., 2018
Segata ve ark., 2011
Carrion ve ark., 2019

Farkhliklarin
karsilastiriimasi

Gruplar arasinda
istatiksel olarak
anlamli farklilik
gosteren
biyobelirtecler

Volkan grafigi,
Manhattan grafigi,
Cubuk grafigi

Shi ve ark., 2019
Zgadzaj ve ark., 2016
Parks ve ark., 2014
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Yeni Nesil Dizileme Analizi Sonrasinda Saptanan Varyantlarin
Fonksiyonel Analizinde Zebra Baligi Modellerinin Kullanimi

Tablo 2. Cas9 Ortologlari ve Varyantlari

Cas9 ortolog ve PAM dizisi Hedef Zebra baliginda Kaynakga
varyantlari uzunlugu kullanim

Streptococcus 19-20 Evet Jinek ve ark., 2012

pyogenes Cas9 NGG

(SpCas9)

SpCas9 VQR varyant NGAN, NGNG 19-20 Evet Kleinstiver ve ark.,
2015

SpCas9 EQR varyant NGAG 19-20 Evet Kleinstiver ve ark.,
2015

SpCas9 VRER varyant NGCG 20 Evet Kleinstiver ve ark.,
2015

SpCas9 D1135E varyant NAG 20 Hayir Kleinstiver ve ark.,
2015

SpCas9 QQR1 varyant NAAG 20 Hayir Anders ve ark.,
2016

SpCas9 TLIKDIV varyant | NG, NNG, CAA, 20 Hayir Hu ve ark., 2018

GAT, GAA

SpCas9 NG varyant NGA, NGT, NG 20 Hayir Nishimasu ve ark.,
2018

Staphylococcus aureus NNGRRT 20-24 Hayir Ran ve ark., 2015

Cas9 (SaCas9)

SaCas9 KKH varyant NNNRRT 21 Evet Kleinstiver ve ark.,
2015

Streptococcus ther- NNAGAAW 20 Hayir Muller ve ark., 2016

mophilus 1 Cas9 (W=A/T)

(St1Cas9)

Streptococcus ther- NGGNG 20 Hayir Glemzaite ve ark.,

mophilus 3 Cas9 2015

(St3Cas9)

Neisseria meningitidis NNNNGMTT 23-24 Hayir Hou ve ark., 2013

Cas9 (NmCas9) (M=A/C)

Francisella novicida NGG 22 Hayir Hirano ve ark., 2016

Cas9

Acidaminococcus TTTV (V=A/C) 23-24 Evet Zetsche ve ark.,

Cas12a (AsCas12a/ 2015

Cpf1)

Lachnospiraceae TTTV (V=A/C) 23-24 Evet Zetsche ve ark.,

Cas12a (Lb Cas12a/ 2015

Cpf1)

Francisella Cas12a TTN 23-24 Evet Zetsche ve ark.,

(FnCas12a/Cpf1) 2015

Moraxella Cas12a TTN 23-24 Hayir Gao ve ark,, 2017

(MbCas12a/Cpf1)
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oryantasyonunda ve sol homoloji kolu daha uzun olan asimetrik ssODN oldugu gosterilmistir
(Boel ve ark., 2018). Ancak NT oryantasyonunda ve simetrik olan ssODN de ayni ¢alismada et-
kili bulunmustur. Moreno-Mateos ve ark. (2017) ise zebra baliginda SpCas9 kullandiklar: grupta
T ya da NT oryantasyonunun knock-in etkinligini degistirmedigi ancak Cpfl kullanildiginda T
oryantasyonuna sahip ssODN ile etkinligin arttigini bildirmistir. Yani kullanilan niikleaz tipi ve
genomik lokus burada belirleyici olabilmektedir. $u ana kadar yapilan ¢aligmalarda ssODN or-
yantasyonu, uzunlugu ve 6zelligi konusunda tutarli sonuglar mevcut degildir ve kullanilan deney
sistemine gore de etkinlikler farkliliklar gostermektedir. Ancak genel egilim nokta mutasyonu
gibi kisa degisiklikler i¢in uzun olmayan ssODN kullanmak yoniindedir. Kalip DNA tasarimin-
da bir diger 6nemli nokta kalip DNA ‘da yapilacak degisikliklerdir. Bu degisiklikler hem HDR
etkinligi acisindan hem knock-in gergeklesmis embriyolarin tespiti agisindan 6nemlidir. Kalip
DNA hedef nokta mutasyonu i¢ermenin disinda sgRNAnin tamir edilmis bolgeye tekrar bag-
lanmasini engelleyecek niikleotit degisikliklerini miimkiinse PAM dizisinde ya da PAM dizisine
yakin ¢ekirdek bolgede icermelidir (Auer ve Del Bene, 2014; Armstrong ve ark., 2016). Ayrica bu
degisiklikler sessiz degisiklikler olmali ve amino asit dizisinde degisiklik yaratmamalidir. Miim-
kiinse bu degisiklikler enzim kesim bolgesi olusturmali ya da farkls tespit seceneklerine imkan
verecek sekilde olmalidir.

Cift zincir kink bolgesi

Hedef olmayan dizi (NT)
Hedef dizi (T)

Sekil 3. HDR-aracili genom diizenlemede hedef ve hedef olmayan DNA dizisi (Richardson ve ark, 2016)

Zebra baliklarinda genom diizenleme araci ve kalip DNA kullanilarak gerceklestirilen ilk kisa
insersiyon ¢aligmasinda TALEN aract esliginde 20 niikleotit sol ve 18 niikleotit sag homoloji
koluna sahip ssODN ile iki farkli lokusta insersiyonun hatasiz gergeklestigi gosterilmistir (Bedell
ve ark., 2012). Bu ¢alismada farkli homoloji kolu uzunluklar1 denenmis ve homoloji kollarinin
uzunlugunun artmasinin HDR etkinligini azalttig1 ifade edilmistir. CRISPR/Cas9 ve kalip DNA
kullanarak yapilan kisa insersiyon ¢aligmalarindan ilki ise Chang ve arkadaglar: tarafindan bildi-
rilmistir (Chang ve ark., 2013). Bedell ve ark. (2012), TALEN ile yaptig1 calismanin benzerini
CRISPR/Cas9 kullanarak gerceklestirmislerdir. Her iki ¢alismada da bildirilen olumsuzluk kisa
insersiyonun hatasiz ger¢eklesme oraninin diisitk olmasidir. Hedeflenen degisimin 3’ ve 5" ugla-
rinda beklenmedik insersiyon ve/veya delesyonlar siklikla izlenmektedir. Bu durumun kullani-
lan genom diizenleme aracindan bagimsiz olarak gerceklestigi belirtilmistir (Chang ve ark.,
2013). Sonraki bir ¢alismada HDR-aracili bu tamir mekanizmasinin hata oraninin %50’lere
ulagtigini sistematik bir sekilde ortaya konmustur (Boel ve ark., 2018). Bu hatalar arasinda indel
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Tablo 2. Sferoid ile Organoid Yapilarinin Karsilastirmasi (Gunti ve ark, 2021; Sakalem ve ark, 2021)

Ozellikler Sferoid Organoid

Hucre kaynagi Hucre hatlari, ¢coklu hiicre Embriyonik/yetiskin kok hicreler,
karnisimlari, primer hiicreler, timér | indiiklenmis pluripotent kék
doku ve huicreleri hiicreler, timor hiicreleri

Kltdr kosullar Ekstraselller matris bilesenleri ve Ekstraselller matris bilesenleri ve
blytme faktorleri yoklugunda blytime faktor gereksinimi
kiltir edilebilir
Uzun siire kiiltlr edilmeye elverisli | Uzun sire kiltir edilebilir
degil

3-boyutlu organizasyon | Hiicre-hlicre agregasyonu ile kendi | Hiicrelerin farklilagmasi ile kendi
kendine toplanma, bazi modellerde | kendine toplanma ve

kendi kendine organizasyon organizasyon
Polarite Polarite gosterebilir/gdstermeyebilir | Polarite gosterir
Organ fizyolojisi Cogdalan heterojen hiicre Organ yapisini ve islevini yansitan

katmanlari, hareketsiz ve nekrotik farkl hiicre soylari
hiicreler, gecici 3-boyutlu
organizasyon

Maliyet Daha uygun Pahali/6zellikli malzeme ihtiyaci
Genetik manipulasyon Yapilabilir Yapilabilir
Tekrarlanabilirlik Yuksek Ortalama
Biyobankalama Mevcut degil Yapilabilir

Sekil 1. Sferoid (A) ve organoid (B) yapilarinin mikroskobik gorintuleri

Organoidler, embriyonik kék hiicrelerden, iPSC ve yetiskin kok hiicrelerden kiiltiirlenebi-
lir. Bu hiicresel kaynaklardan gelen organoidler, gelisimsel siirecler yoluyla yapilar olusturur ve
bu olusum icin bir bazal lamina kaynag: olarak ekstraseliller matrise ihtiya¢ duyar. Embriyo-
nik kok hiicrelerden elde edilen organoidler 6nce ¢ogaltilir ve ardindan ¢ok basamakl: bir pro-
tokoliin izlenmesi ile farklilagtirilir ve sonunda tamamen farklilagmis hiicreleri barindiran bir
yapiya ulagir. Doku tipine bagli olarak farklilasmay1 takiben karmagik yapmin olusumu farkli
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D
| Oct4 Nanog/DAPI Tra-1-60/DAPI

sun

Sekil 2. iPKH'lerinin morfolojik ve pluripotent ézelliklerinin karakterizasyonu. A-B. Tipik iPKH kolonisi“n
ve etrafinda farklilasmamis diizensiz ve degisken gortinimli kendiliginden farklilasmis hiicreler (“f” ve
siyah ok). C. Alkalin fosfataz boyamasi yapilmis iPKH kolonisi. D. immunohistokimya boyamasi yoluyla
pluripotensi belirtecleri olan OCT4, NANOG ve TRA-1-60 iPKH'lerinin pluripotent 6zelligini onaylamistir.

Genom Diizenleme Metotlan

Genom diizenleme, bir hiicrede sekans spesifik, genomik sekans manipiilasyonlar1 yapabilmeye
denmektedir. DNAda bir modifikasyon yapabilmek i¢cin DNA’y1 keserek tek zincir ya da ¢ift zincir
kirig1 olusturulur. Yeni sekans, 6nceden dizayn edilmis bir kaliba gore kesilen DNA sekansinin
tamiri esnasinda, hiicre tarafindan eklenmektedir. Bu sekilde istenilen genlerin veya genomik
bolgelerin eklenmesi ve ¢ikarilmasit miimkiin olur. Temel olarak 4 teknik genom diizenleme i¢in
kullanilmaktadir. Bunlar, Cinko Parmak Niikleaz (Zinc Finger Nuclease; ZFN), Transkripsiyon
aktivator benzeri efektor niikleaz (Transcription Activator-Like Effector Nucleases; TALEN), Dii-
zenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri sistemi (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeat/CRISPR-Associated Nuclease-9; CRISPR/Cas9), ve Primer diizenle-
medir. Genom diizenleme metotlarinin IPKH hiicrelerinin istedigimiz hiicre tipine farklilagma
potansiyeli ile kombine edilmesi sonucu hastaliklarin genetik ve molekiiler mekanizmalarinin
anlasilmasinda ve buna bagli olarak yeni terap6tik yaklagimlarin denenmesi i¢in 6nemli bir adim
olmustur.

Giintimiizde uygulanabilirliginin kolay ve etkili olmasi nedeni ile CRISPR/Cas9 sistemi ak-
tif olarak pek ¢ok laboratuvar ve klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir. CRISPR, bakteriyofajlara
kars1 prokaryotik bir bagisiklik sistemi olup, 2 par¢adan olusmaktadir. Bunlar 6ncit RNA (Gu-
ide RNA/gRNA) ve DNA kesimini yapan Cas9 enzimidir. gRNAnin DNAda genom duzenle-
mesi yapilacak bolgeye baglanip Cas9 enziminin DNA dizisinde kesim yapmasini saglar. Cas9,
CRISPRdaki en 6nemli proteindir, bir DNA makasi gorevi yapar ve tamir mekanizmalarini aktif-
lestirir. DNA tizerinde olusturulan kirtk daha sonra homolog olmayan ug yerlestirme (NHE]) ve
homolog yonlendirme tamiri (HDR) mekanizmalari ile istenen genin susturulmasi veya istenen
mutasyonun olugturulmasini saglar. CRISPR/Cas9 sisteminin IPKH’lerde kullanilmast ile hiicre-
sel mekanizmalari, kalitimsal hastaliklarin patofizyolojisini, genetik ve molekiiler mekanizmalari
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mialar1 ve kurumlar gelecege yonelik planlamalar yapmaya basladilar ve raporlar yayimnladilar.
Bunlar arasinda ABDde The National Academies, National Research Council tarafindan hazirla-
nan “Toward Precision Medicine: Building a Knowledge Network for Biomedical Research and
New Taxonomy of Disease” 6zel bir 6nem tagimaktadir (National Research Council Committee,
2011). Bu raporda 6zetle, genom projeleri ile birlikte hayat bulan —omics (genomics, proteomics,
metabolomics gibi) teknolojilerinin insan sagligina yonlendirilmesi ve “precision medicine” ola-
rak adlandirilan yeni bir girisimin baglatilmasinin gerekgesi sunulmustur (Sekil 1).

yerh wesin “gde!"wgm Gelismi®
V-e-&-&

Klinik Tip

Iw.m

Bilgi Ag: \
Expasome (gevre) -
Semptom (hastahk bulgular)

Genom (genler ve mitasyonlar)
Eplgenom (genom Imlemesi)

ARt Bi dikal Arast
Bireyler 4 -

Sekil 1. Temel biyolojik siireglerle ilgili “bilgi aginin” gelistirilerek “bilgi ortak alanlarinin” kurulmasi ve yeni
bir hastalik siniflamasi tizerinden kesin tani, hedefe yonelik tedavi ve gelismis saglik ¢iktilarinin alinmasi
sistemi. “Toward Precision Medicine: Building a Knowledge Network for Biomedical Research and New
Taxonomy of Disease” belgesinden uyarlanmugtir.

21. ytizyilin ikinci dekatinda tiim tip alaninin molekiiler biyoloji ve genetik tabanli yeni bir
tanimlamasi, tani, 6nlem ve tedaviye yonelik yapilandirilmas: gerek¢elendirilmistir. Bu kapsam-
da 2010 yilinda Washington, Yale, Baylor ve Johns Hopkins'in bir araya gelmesi ile Amerika Bir-
lesik Devletlerinde ii¢ adet “Mendel Genom Merkezi” kurulmustur (http://www.mendelian.org/
about-mendelian-conditions). Bu merkezlerde ytriitilen genom dizilemeleri ile 2011-2014 do-
neminde yaklagik 500 adet Mendel hastaliginin genleri bulunmustur. Ayni donemde, tiim diin-
yada bulunan tek gen hastalig1 genlerinin sayisi ise yaklasik 1000 adet olarak gerceklesmistir. Es
zamanli olarak Avrupa Birliginin organizasyonu ile Ulusal ve Uluslararasi kurumlarin bir araya
geldikleri yap1 olarak IRDIRC kurulmustur. Arasgtirma destek kurumlar: dahil olmak iizere devlet
ve 0zel sektdr kuruluslar: bir araya gelerek hastalik genlerinin bulunmasini hedefleyen genom
projelerinin desteklenmesi ¢alismalarini baslatmislardir. Bu aragtirmalar kapsaminda Mendel
kalitim1 gosteren hastaliklarin genomik nedenleri konusunda ¢ok degerli bilgiler elde edilmistir.
1986 yilinda Duchenne Kas Distrofisi hastaliginin geninin bulunmasidan (Hoffman, 2020) son-
ra baglayan ve giiniimiizde belki de altin donemini yasayan genom ¢aginda geleneksel ve yeni ne-
sil dizileme ile bulunan hastaliklarla iligkili tek genlerin sayisi binler ile ifade edilmeye baglanmus-
tir. 2010 yilinda yeni nesil dizilemenin Moore yasalarinin 6ngoriisiinii agan bir hizla ucuzlamasi
ve gen aragtirmalarinda bu teknolojinin yayginlasmasi ile geleneksel yontemlerin kullanimi hizla
azalmaya baslamistir. Bu siirecte 6zetle, insan veritabanindaki Mendel kalitimina gore karakteri-
ze edilen 20.396 protein kodlayan genin %23,4’tintin mutasyonu bir fenotiple iliskilendirilmistir.
Bu genlerin %24’ (1,012 gen) birden fazla fenotipe neden olmaktadir (genetik heterojenite) ve
toplamda 6.035 fenotiple iligkilendirilmis. OMIM fenotiplerinin %35’inin molekiiler temelleri
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Pulmoner alveolar miktolitiazis 265100 SLC34A2 Corut vd., 2006
Ayrik el/ayak malformasyonu 6 225300 WNT10B Ugur ve Tolun, 2008
Oksipital kortikal gelisim bozuklugu 614115 LAMC3 Barak vd., 2011
Gecikmis uyku fazi bozuklugu 614163 CRY1 Patke vd., 2017
Dikkat daginikligi ve hiperaktivite NA CRY1 Onat vd., 2020
Parkinson hastahg 610297 HTRA2 Unal vd., 2014
Lizensefali 4 614019 NDET1 Bakircioglu vd., 2011
Lizensefali 5 615191 LAMB1 Caglayan vd., 2013
Lizensefali 6, mikrosefali ile 616212 KATNB1 Caglayan vd., 2014
Entelektuel yetersizlik, OR NA METAP1 Caglayan vd., 2021
Cohen benzeri sendrom NA BICD2 Caglayan vd., 2022

Tiirkiye Genom Projesi Yol Haritasi

Ulkemiz bir genom projesini hayata gecirirken diinyaya énderlik yapacak bir konumdadir. Bir
Akdeniz Genom Projesi kapsaminda ele alinacak yaklasimla genis bir cografyaya bilimsel 6nder-
lik yapabiliriz. Bunun igin kapsaml bir planlama hemen baslatilmalidir. Tiirkiye Genom Projesi
kohortunun olusturulmasi, ekonomik fizibilitesi yliksek dizileme kapasitesinin gelistirilmesi, kli-
nik igbirligi merkezlerinin se¢imi, Tiirkiyede genom dizileme ve analizini iceren gelecekte yapi-
labilecek projeler i¢in gerekli egitime ve tecriibeye sahip gen¢ arastirmacilarin yetistirilmesi ve
bu projeler i¢in gerekli altyapilarin saglanmasi i¢in merkezlerin kurulmas: 6ncelikli olarak ele
alinmasi gereken konulardir. Tiirkiye Genom Projesi i¢in diinyadaki 6rneklerinden yola ¢ikarak
onerdigimiz yol haritas: su sekildedir:

1. Tiirkiye Genom Projesi Devlet himayesinde olmalidir. Saglik Bakanligi TUSEB’in yiiriitiicii-
liigiinde baslatilip ilgili Universiteler ve kurumlarin katilimi saglanabilir. Ornegin, New York
Genome Center 12 kurumun isbirligi ile kurulmustur: 1. Albert Einstein College of Medicine,
2. Cold Spring Harbor Laboratory, 3. Columbia University, 4. Mount Sinai School of Medici-
ne, 5. Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, 6. New York-Presbyterian, 7. NYU School of
Medicine, 8. Stony Brook University, 9. North Shore LIJ, 10. The Jackson Laboratory, 11. The
Rockefeller University, 12. Weill Conell Medicine (http://www.nygenome.org ).

2. Tiirkiye Genom Projesi saglik alaninda gergeklesecek biiyiik gelismelerin odagini olusturacak-
tir. Yalniz saglik degil tarimdan hayvancilia, ila¢ endiistrisinden arkeolojiye uzanan genis bir
yelpazede 6nemli bir tetikleyici etkisi olmasi, bir biyoekonominin dogmasinda lokomotif rol
iistlenmesi beklenmelidir. Ancak tiim bu alanlarda en iist diizeyde basarinin gerceklesmesi i¢in
bu projenin Devletimiz diizeyindeki odak noktas: “etki degeri yiiksek temel bilimsel buluslarin
onceliklendirilmesi” olmalidir. Bilimsel buluslarin en st diizeyde gergeklestigi toplumlar ayni
zamanda kiiresel diizeyde en yiiksek rekabet giiciine ulasmakta, katma degeri ytiksek teknolo-
jik ¢iktilarla refahin ylikselmesi saglanmaktadir.

Tiirkiye Genom Projesi temel basar1 6l¢iiti bilimsel mitkemmeliyettir. Bilimsel iletisimin en
st diizeyde yer alan platformlarinda yapilacak yayinlar marifetiyle insanligin bilgi birikimine
sunulacak katkilar teknolojik uygulamalarin, yaraticilik kiltiiriiniin, triine yonelik a¢ilimlarin
rekabetci bir ortamda dogal olarak ortaya ¢ikmasinin temelinde yer almaktadr.
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e

Sekil 2. Tek Huicre Dizileme Tekniklerinin Genellestirilmis Veri Analizi Adimlar
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Sekil 3. YND genel akis 6zeti (llyas,2017)

Kiitiiphane hazirlanmasi, her platformda farklilik gosteren niikleik asit kaliplarinin/gablonla-
rinin dizileme igin hazirlanmasini ifade eder ve kisa okuma teknolojilerinde (Ikinci nesil dizilime
metotlarinda) 3 ana asamadan olusur: 1) teknoloji spesifik sablon uzunluklarinda DNA fragman-
tasyonu 2) fragmanlarin kat1 ytizeylere (mikrogipler, mikro boncuklar veya nanokuyucuk gibi)
baglanmasini kolaylastirmak i¢in adaptérlerin ligasyonu 3) dizileyicinin her bir kalibi/sablonu
saptamasi i¢in kaliplarin/sablonlarin ¢ogaltilarak yeterli kopyasinin elde edilmesi (Knierim,2011;
Kim,2011; Garcia-Garcia,2016). Adaptorler DNA fragmanlarinin yiizeye ve tanima bolgelerine
baglanip dizilemeyi baslatmasi i¢in molekiiler barkodlar: (hasta 6rneklerinden havuz yapilmasini
saglar), universal PZR primerlerini ve hibridizasyon dizilerini igerebilir.

Kalip hazirlama, bir niikleik asit kiitiiphanesini [genomik DNA (gDNA) veya cDNA] olugtur-
may1 ve ¢ogaltmayi icerir. Baglangictaki niikleik asit; genomik DNA, standart veya long-race PZR
amplikonlar1 veya cDNA olabilir (Voelkerding,2010). Dizileme kiitiiphaneleri, DNA 6rneginin ~
500 bg veya daha kiigiik parcalar halinde rastgele kesilmesi ve universal adaptor dizilerinin (bili-
nen bir dizinin sentetik oligoniikleotitleri) DNA par¢alarinin uglarina baglanmasiyla olusturulur.
Bu asamada DNA fragmanlarina uygun linker/baglayicilar ve barkodlar eklenir. Essiz niikleotid
etiketleri (6-8 nt) olan DNA barkodlari, dizileme reaksiyonu i¢in numunelerin tek bir akss hiicre-
sinde bir araya toplanmasina izin verir (Kamps,2017) . Kiitiiphane olusturulduktan sonra, dizile-
me islemine hazir olmasi igin adaptér bagli fragmanlar klonal olarak gogaltilir (Shendure,2008).
Platforma bagli olarak, amplifikasyon yontemi degisiklik gosterebilir.

Kalip hazirlama sonrasinda farkl dizileme teknoloji platformlari ile dijital olarak diziler elde
edilir. Dizileme tamamlandiktan sonra, ham dizi verileri birka¢ biyoinformatik analiz seviyesin-
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%39.4) VUS (class3) niteliginde degisim oldugu, bunlarin da yaklagik yarisinin (392 tanesi, %
45.6) rapor edilmemis VUS olduklar: gozlenmistir (Sekil 6) (Unsal,2017).

Sekil 6. 557 adet tanisi konulmamis hastaya ait WES analiz sonucunda tespit edilen varyasyonlara ait
dagilim

Ttim bu veriler goz 6niine alindiginda Tiirkiye'ye spesifik genisletilmis bir tarama paneli i¢in
standart kriterlere ilave olarak asagidaki bazi kriterler de dikkate alinmalidur:

 Tirkiye'ye spesifik hastalik ve genler dokiimante edilerek panele entegre edilmeli

* Bu genlere ait varyasyonlarin klasifikasyon ve sikliklar1 dokiimante edilmeli

* Buvaryantlar tarama kitlerine ve kullanilan analiz programlarina entegre edilmeli

e Buvaryantlarin “hedef bolge kapsamlarr” iginde yer aldiklarindan emin olunmasi gerekmek-
tedir

Tarama testlerini takiben genetik hastalik riski tagtyan ¢iftler i¢in bu riski bertaraf edebilmele-
rinin en etkin yolu: prenatal ve preimplantasyon genetik tani yapilmasidir. Ancak Class 3 nitelikte
olan varyasyonlar bakimindan gerek prenatal tani uygulamalarinda ve gerekse PGT-M uygu-
lamalarinda bazi zorluklar ve 6zellikler bulunmaktadir. Patojenik ve muhtemel patojenik olan
varyasyonlar i¢in prenatal veya preimplantasyon tani yapilmasi herhangi bir risk olusturmazken,
VUS niteliginde olan varyasyonlar igin énemli riskler s6z konusudur. Ozellikle, aile anamnezinde
anormal bebek veya fenotip 6ykisiiniin bulundugu durumlarda s6z konusu fenotipten sorumlu
olarak bir VUS tespit edilmis ise bu riskler karsimiza ¢ikar. Boyle bir durumda en 6nemli risk:
tespit edilmis olan VUS fenotipten sorumlu gercek varyasyon degilse yani halen arkada fenotipe
yol agan bilmedigimiz bir varyasyon varsa, biz yanlis varyasyon i¢in prenatal veya preimplan-
tasyon tani yapiyoruz anlamina gelir ki bu durum son derece tehlikeli sonuglar dogurabilir. Bu
durum i¢in 6nerilen sadece kuvvetli VUS veya klinikle uyumlu VUS niteligindeki varyasyonlar
i¢in prenatal tan1 veya PGT-M uygulanmasidir. VUSlarin tamamina prenatal veya PGT-M uygu-
lanmaz demek dogru bir yaklasim olmayacaktir, bunun iki 6nemli sebebi vardir;

1. Class-3 varyantlar fenotipe neden olabilir
2. Patojen (Class-1) varyasyon mevcutken bile Class-3 varyasyon fenotip iizerine etki ediyor
olabilir ve bu nedenle ihmal edilemez.
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Erken embriyonik dénemde bu kadar yiiksek oranda gosterilmis olan kromozomal moza-
iklikler tabiidir ki goz ard: edilemez ve bu nedenle yakindan monitérize edilmesi gerekir. Zira
mozaik yapida sitogenetik anormallikler klinik sonuglara yol agabilmektedir. Diger yandan mo-
saisizm maternal yas ile korelasyon géstermez, yani tiim yas grubu kadinlarin ortak problemidir.
Mozaiklikler “postzigotik” diizensizliklerdir ve mitotik boliinmenin diriintidiirler. Bu nedenle
hizli béliinen embriyolarda daha sik rastlanmaktadir, yani daha hizli ve daha kaliteli embriyo-
larda mozaiklik ihtimali yavas gelisen embriyolara gore daha yiiksek olarak gosterilmistir (Mun-
ne,2017; Munne,2020) (Sekil 10). Ayrica ¢aligmalar gostermistir ki; bazi1 mozaik embriyolarin
transfer edilmesi sonrasinda saglikli bebek dogumu gerceklesmektedir. Bu sebeple, bazi bilimsel
meslek orgiitleri bu konuda kilavuzlar yayinlayarak PGT-A, uygulamasini takiben eger hi¢ nor-
mal embriyo yoksa, risk getirmeyecek nitelikteki bazi mozaik an6ploid embriyolarin transfer i¢in
kullanilabilecegini deklare etmislerdir ve bu konuda kilavuzlar yayinlamislardir (Cram,2019).

= Mosaic
B Aneuploid
= Euploid

< 35 35-37 38-40 41-42 >42

Sekil 10. Mosaisizm maternal yas ile korelasyon gdstermez ve tim yas grubu kadinlara ait embryolarda
benzer siklik oranina sahiptir.

Bu klavuzlardan en ¢ok kabul gorenler arasinda PGDIS 2016 deklarasyonu, COGEN 2016
kilavuzu ve yine PGDIS 2019 deklarasyonu sayilabilir. Tiim bu kilavuzlar bazi minér farkliliklar
icermekle birlikte benzer kriterler yayinlamislardir. Buna goére biiyitk kromozomlara ait moza-
iklikler, kiiciik kromozomal mozaikliklerden daha az risk getirmektedir. Yine total delesyon ve
duplikasyonlar kiigiik ve segmental delesyonlara gore daha az risk tasirlar. Cinsiyet kromozom-
larina ait mozaiklikler (6zellikle mozaik Turner S) ile 21. kromozom gibi kiigiik kromozomlarin
mozaikliklerine sahip embriyolarin transfer edilmesi daha yiiksek risk tagidig: icin tercih edil-
mezler. Yine 14 ve 15. kromozomlara ait mozaiklikler uniparental dizomi ve epigenetik riskler
nedeniyle transfer edilmezler. Bu meslek kuruluslarimin kilavuzlarinin yani sira Francisca Ro-
mana tarafindan yapilmis olan kromozomlara gore mozaikligin risk skorlamasi oldukga dikkat
gekicidir (Grati,2019). Bu ¢alismada; abortus riski, viabilite potansiyeli, uniparental dizomi riski
gibi kriterler bakimindan her bir kromozom igin ayr1 ayr1 kompozit risk skoru hesaplanmistir ve
bu riskler bir tabloda bir araya getirilerek sunulmustur. Bu tablo klinik kullanimda klinisyen i¢in
oldukga pratik bir bagvuru kaynag niteligindedir (Tablo 8).
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3. ACMG nin varyant kriterlerinden bagimsiz olarak otozomal resesif ve X e bagli resesif
hastaliklar icin (sadece disi fetiisler i¢in) tastyici olmasi durumunda rapor edilmemesi dne-
rilir iken anne-babanin tagiyicilik durumlarimin bildirilmesini 6neriliyor. Tabi bu durumda
sadece patolojik (P) veya Muhtemel Patojenik (LP) varyantlarin rapor edilmesinin uygun
olacag belirtiliyor.

Tablo 1. Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Koleji'nin sans eseri bulunan varyantlar ile ilgili
raporlanmasi/dikkat edilmesi 6nerilen genler ve iliskili hastaliklar
Hastaltk Adi OMIM | GenAdi | Kaltim | Raporlanacak
Modeli
Kanser Fenotipine Neden Olan Genler
Ailesel mediiller tiroid kanseri 155240 RET® AD Tdim P ve LP
Ailesel adondmatdz polipozis 175100 APC AD Tim P ve LP
604370 BRCAT Tdm P ve LP
Ailesel Meme/over kanseri 612555 BRCA2 AD
114480 PALB2
168000 SDHD Tdm P ve LP
601650 SDHAF2
Ailesel paraganlioma- 605373 SDHC AD
feokromasitoma sendromu 115310 SDHB
171300 MAX
171300 TMEM127
Juvenile polypozis sendromu 174900 BMPRIA AD TumPvelLP
polyp 175050 | SMAD4
Li-Fraumeni sendromu 151623 TP53 AD Tdm P ve LP
609310 MLH1 Tum P ve LP
120435 MSH2
Lynch sendromu 614350 MSH6 AD
614337 PMS2
Multiple endokrin neoplasia tip 1 131100 MENT AD Tdm P ve LP
e P ve LP
MUTYH-iliskili polipozis 608456 MUTYH AR (2 varyant)
Neurofibromatozis tip 2 101000 NF2 AD Tdm P ve LP
Peutz-Jeghers sendromu 175200 STK11 AD Tim P ve LP
PTEN hamartoma tumor syndrome | 158350 PTEN AD Tim P ve LP
Retinoblastom 180200 RB1 AD Tim P ve LP
. 191100 TSC1 Tim P ve LP
Tuberosklerozis kompleks 613254 TSC2 AD
von Hippel-Lindau sendromu 193300 VHL AD Tdm P ve LP
WTTI-iligkili Wilms timori 194070 WT1 AD Tdm P ve LP

(devami)
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