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OZET

NOROGELISIMSEL BOZUKLUKLAR VE/VEYA KONJENITAL
ANOMALILERI OLAN OLGULARIN MOLEKULER KARYOTIPLEME VE
YENI NESIiL DiZILEME VERILERININ KARSILASTIRMALI
DEGERLENDIRILMESI

Calismamizda; Molekiiler karyotipleme- mikrodizin tabanl karsilagtirmali genomik
hibridizasyon (aCGH) ve Yeni Nesil Dizileme (NGS) testlerinin karsilastirmali

degerlendirilmes1 yapilmastir.

Calismamiza, 01.09.2020-29.09.2023 tarihleri arasinda hastanemizde takip edilen,
global gelisim geriligi (GGG), mental retardasyon, otizm spektrum bozukluklar1 (OSB),
dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu, 6grenme giicliigii sikayetleri olan nérogelisimsel
bozukluklari (NGB) ve konjenital anomalileri olan 0-25 yas aras1 150 hasta dahil edildi.

(Calismaya dahil edilen hastalarin molekiiler ve klinik verilerine retrospektif olarak
ulasilarak verileri kaydedildi ve sonuglar degerlendirildi. Hastalara dncelikle kromozom
analizi ve mikroarray testleri calisilmistir. Karyotip analizinde 1 hastada Smb {izeri
delesyon tespit edilirken daha sonra microarray ile de konfirme edildi. Sebebi
aciklanamayan mental retardasyonu ve OSB olan 20 erkek hastaya Frajil X testi ¢aligilarak
normal sonuglanmigtir. Mikroarray testi sonucunda %6 (n=9) hasta tanmi1 alirken %27.3
hastada VUS varyantlar saptandi. Kalan 141 hastaya yeni nesil dizileme yontemleri-klinik
ekzom dizileme ve tiim ekzom dizileme- ile devam edildi. %19.1 (n=27) hasta tan1 alirken

%39 hastada fenotiple iliskili VUS varyantlar saptandi.

Tani alan hastalar incelendiginde, molekiiler karyotipleme yontemi ile en yiiksek
teshis verimi %17.6 ile sendromik global gelisim geriligi altgrubu olurken konjenital
anomaliler grubunda patojenik/muhtemel patojenik varyant saptanmadi. Yeni nesil

dizileme yonteminde epilepsi eslik eden OSB ve izole diger NGB altgruplar1 %50 hastada
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basarili olurken epilepsi eslik eden GGG altgrubunda %13.3 ile en diisiik tan1 yilizdesi

goriildii.

Calismamizin  birincil ve ikincil amacit basar1 ile tamamlanmigtir. Bunun
sonucunda; yeni nesil dizileme yOntemlerinin molekiiler karyotiplemeye nazaran daha
yiiksek tani yiizdesine sahip oldugu kanitlanmistir. Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda
yeni nesil dizilemenin molekiiler karyotipleme ile birlikte birinci basamak test olarak

calisilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: molekiiler karyotipleme, yeni nesil dizileme, nérogelisimsel
bozukluklar, otizm spektrum bozukluklari, konjenital anomaliler, kopya sayisi

degisiklikleri.
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ABSTRACT

COMPARATIVE EVALUATION OF MOLECULAR KARYOTYPING AND NEXT
GENERATION SEQUENCING DATA IN CASES WITH
NEURODEVELOPMENTAL DISORDERS AND/OR CONGENITAL ANOMALIES

In our study, a comparative evaluation was conducted on molecular karyotyping- array-
based comparative genomic hybridization (aCGH) and Next Generation Sequencing (NGS)

tests.

Between 01.09.2020-29.09.2023 a total of 150 patients aged 0-25 with diagnoses of global
developmental delay (GDD), mental retardation, autism spectrum disorders (ASD),
attention deficit hyperactivity disorder (ADHD), learning difficulties, and congenital

anomalies, who were followed up at our hospital, were included in our study.

Retrospectively, molecular and clinical data of the included patients were accessed,
recorded, and evaluated. Initially, chromosome analysis and microarray tests were
performed on the patients. In the karyotype analysis, a deletion of over 5 Mb was detected
in one patient, which was later confirmed by microarray. The Fragile X test was conducted
on 20 male patients with unexplained mental retardation and ASD, yielding normal results.
While 6% (n=9) of the patients received a diagnosis based on the microarray test, VUS
variants were detected in 27.3% of the patients. The remaining 141 patients underwent
further testing using next-generation sequencing methods - clinical exome sequencing and
whole exome sequencing. Among them, 19.1% (n=27) received a diagnosis, and

phenotypically associated VUS variants were found in 39% of the patients.

Upon examination of diagnosed patients, the molecular karyotyping method showed the
highest diagnostic yield of 17.6% in the syndromic GDD subgroup, while no
pathogenic/likely pathogenic variants were detected in the congenital anomalies group. In
the NGS method, epilepsy accompanying ASD and isolated other NGB subgroups were

XV



successful in 50% of cases, whereas the epilepsy accompanying GDD subgroup had the

lowest diagnostic percentage at 13.3%.

The primary and secondary objectives of our study have been successfully accomplished.
Consequently, it has been demonstrated that next-generation sequencing methods have a
higher diagnostic yield compared to molecular karyotyping. Based on our findings, next-
generation sequencing should be considered as a first-line test alongside molecular
karyotyping.

Key Words: molecular karyotyping, next generation sequencing, neurodevelopmental

disorders, autism spectrum disorders, congenital anomalies, copy number variations.
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1. GIRIS VE AMAC

Norogelisimsel bozukluklar terimi (NGB) beyin gelisimi ve norogelisimsel
bozulmalar dahil, klinik ve etiyolojik olarak farkli olan bir sira norolojik ve psikiyatrik
sorunlar1 igeren genis bir alani kapsamaktadir (1). Bilissel, dil, davranis ve/veya motor
becerilerde gelisimsel eksikliklere sahip olan ve kisisel, sosyal, akademik ve/veya mesleki

islevselligin bozulmasina neden olan durumlari ifade eder (2,3).

“The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders” (DSM-5), son
versiyonunda, Norogelisimsel Bozukluklari (Neurodevelopmental Disorders- NDD) bu

sekilde siniflandirilmistir:

® Global Gelisim Geriligi/ Entelektiiel Yetersizlik (Global Developmental Delay-GDD/
Intellectual Disability-ID);

Otizm Spektrum Bozukluklar: (Autism Spectrum Disorders - ASD);

Dikkat Eksikligi Hiperaktivite bozuklugu (Attention Deficit Hyperactivity Disorder -
ADHD);

fletisim bozukluklarr;
Ozgiin 6grenme bozukluklar;

® Motor fonksiyonda bozukluklar (2,4).

NGB’ler monogenik ve multifaktoryel kalitilarak hem klinik, hem de genetik
acidan heterojen hastaliklardir, bu da genetik teshisi zorlagtirmaktadir (1,5,6). Bugiine
kadar 2000°den fazla iliskili gen tanimlanmistir (Deciphering Developmental Disorders,
www.ddduk.org). Kalittmin kompleks ve karmasik olmasi birden fazla genetik test
yapilmasini gerektirmekte ve buna ragmen uzun ve maliyetli slirecten sonra hastalarin %50
den fazlas1 tanisiz kalabilmektedir (6,7). Teshisin kesin olarak ve zamaninda konulabilmesi

hem hasta, hem de ailelerin yonetimi agisindan 6nemlidir (3,8).



Klinik olarak, GGG/EY, bilissel ve adaptif fonksiyonlarda belirgin bir bozulma ile
karakterizedir ve 18 yasindan Once ortaya ¢ikar (5-7) . EY, bebeklik veya erken ¢cocukluk
doneminde gelisimsel gecikme olarak kendini gosterebilir, ancak en iyi sekilde okul

yillarinda teshis edilir (4).

Standart bireysel olarak uygulanan testlerden biri veya daha fazlasi ile yapilan
degerlendirme sonucunda elde edilen zeka katsayisi (Intelligence Quotient-IQ) tarafindan,

EY (ID) bes dereceye ayrilir:

e Sinirda ID (IQ diizeyi 70-85);

o Hafif ID (IQ diizeyi 50-55 ila yaklagik 70);

e Orta diizeyde ID (IQ diizeyi 35-40 ila 50-55);
e Siddetli ID (IQ diizeyi 20-25 ila 35-40) ve

e Derin ID (IQ diizeyi 20-25'n altinda).

Genellikle bagvuru belirtileri, adaptif fonksiyonlarda bozulmalardir (8).

OSB'ler, Otizm, Asperger sendromu, baska tiirlii belirtilmemis yaygin gelisimsel
bozukluklar (PDD-NOS) ve ¢ocukluk disintegre bozuklugu gibi klinik olarak heterojen bir
grup bozuklugu igerir (3). Bunlar, sosyal etkilesimde belirgin olarak anormal veya
bozulmus gelisme, iletisimde ve faaliyetlerde sinirli bir repertuar ile karakterizedir ve EY
ile birlikte goriilebilir. EY/OSB'ler, halk saglig1 ve toplum igin biiyiik endise kaynagidir ve
etkilenen bireyi giinlik yasamimin tiim alanlarinda kisitlamakla kalmaz, ayni zamanda

aileler igin de bir kisitlama olusturur (9) .

Kromozomal andploidiler (fazla veya eksik kromozomlar) ve yapisal degisiklikler
(delesyonlar, duplikasyonlar, translokasyonlar, inversiyonlar ve marker kromozomlar),
dogustan gelen anomaliler, dismorfizm, global gelisimsel gecikme, otizm, distikler ve

birgok genetik sendromun altinda yatan nedenlerdir (10).

Bugiine kadar, yalnizca GGG/EY ve OSB igin genetik test 6nerileri bulunmaktadir.
Giincel kilavuzlar 2010 tarihine dayanmakta olup molekiiler karyotipleme ve Frajil X
testlerinin sebebi agiklanamayan GGG/EY velveya OSB’lerde ilk basamak olarak
calisilmasini 6nermektedir (11-13). Molekiiler karyotiplemenin bildirilen teshis verimi,
GGG/EY, OSB ve/veya konjenital anomalilere sahip bireyler i¢in incelenen serilere bagl
olarak %10 ila %20 arasinda degismektedir (13-15). Calismalarin sagladigi fenotipik

ayrint1 diizeyinde ¢esitlilik olmasina ragmen, ndrogelisimsel bozukluga sahip hastalarda



aCGH (karsilastirmali genomik hibridizasyon mikrodizini) ve ES (ekzon dizileme) lizerine
rapor veren birka¢ yazar, belirli dzelliklerin ve ek tanilarin artan tani verimlilikleri ile

iliskilendirildigini 6ne stirmektedir (16-24).

Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing- NGS), hedefli panel testleri,
ekzom dizileme ve tim genom dizileme gibi teknikleri igerir ve nadir monogenik
sendromlara sahip hastalarin, 6zellikle durum genetik olarak heterojen oldugunda, %25-
30'unun teshis seriivenini sonlandirir (25). Ozellikle CNV analizinin NGS verilerinden
mimkiin oldugu ve yontemlerin giderek optimize edildigi giiniimiizde, yeni nesil
dizilemenin NDD'lerin ve konjenital anomalilerin genetik teshisinde birinci basamak test
olarak kullanisli olabilecegini 6nermektedir. NGS, ¢oziilemeyen durumlarda veya NGS ile
belirlenen biiyiik bir CNV'nin genomik bdlgesinin dogru bir sekilde sinirlanmasi gereken
durumlarda aCGH ile takip edilebilir ve yalnizca yiiksek siipheli durumlarda Frajil X testi
yapilabilir (4).



2. GENEL BILGILER

2.1. MOLEKULER KARYOTiPLEME- aCGH

Array Karsilastirmali Genom Hibridizasyon (aCGH), molekiiler karyotipleme veya
microarray olarak da adlandirilan, segmental genom kopya sayist varyasyonlarinin yiiksek
¢Oztinirlikli, tim genom kapsaminda taranmasini saglayan bir tekniktir (26,27). Bu, DNA
kopya sayist kazanclar1 ve kayiplari i¢in yiizlerce belirli genomik lokusun kapsamli bir
sekilde taranmasina olanak tanir. aCGH'min ge¢mis birkag yilda gelistirilmesi ve klinik
uygulamalari, hastalarin tani siirecini devrim niteliginde degistirdi ve bir¢cok genetik
hastaligin molekiiler temelinin belirlenmesine biiyiik 6lgiide yardimei oldu. flk olarak
kanser hastalarinda genomdaki dengesizliklerini aragtirmak icin gelistirildikten sonra,
aCGH, temel ve rutin bir tan1 araci haline gelmis ve genetik laboratuvarlarda sitogenetik

yontemleri giderek daha fazla yerine gegmektedir (24,28,29).
CNV Tanimi

Genomun belirli dizileri tekrarlanir ve tekrar sayilar1 ayni tiiriin bireyleri arasinda
degiskendir. Genom kopya sayist degisikligi (Copy Number Variation- CNV), bu
degisimleri tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir. Olusan kopya sayisi
varyantlarinin (CNV'ler) biyolojik rolleri, yaygin fizyolojik 6zelliklerin ortak degiskenligi
tizerinde goriiniiste higbir etkiden (30), morfolojik varyasyon (31,32), degismis metabolik
durumlara (33), bulasic1 hastaliklara karsi duyarlilik (34,35) ve ev sahibi-mikrobiyom
etkilesimleri (36—38) arasinda degisir, nadir genetik bozukluklara/sendromlara sebebiyet
verebilir (39) .

CNV'nin bir fenotiple iliskilendirilmesine dair ilk raporlanan durum, Bar geninin
duplikasyonuna bagli olarak bar goz fenotipine sahip azalmis goéz sayist olan mutant
Drosophila melanogaster &rnegiydi (40). Insan kromozomlarmim "genel" karyotipi
belirlendikten sonra, 1960'larin baslarinda insan genomundaki mikroskopik olarak
goriilebilen kromozomal anomalilerin raporlar1 ortaya ¢ikti. Sitogenetikgiler 5.
kromozomun kisa kolunun parsiyel silinmesi ile iligkili Cri du Chat sendromu dahil bir cok

hastaligin genetik sebebini ortaya ¢ikardilar (41).
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Uzun seneler, mikroskop tabanli sitogenetik yontemlerin smirli ¢oziintrligi
nedeniyle, raporlar genellikle birkag¢ geni i¢eren biiylik patojenik anormalliklerle sinirliyd:
ve fizyolojik siirecler lizerinde belirgin olumsuz etkilere sahipti. Ancak biiyiik yapisal
degisiklikler, duplikasyon ve delesyonlar, taninan ilk genetik anormallikler arasinda yer
alsa da, CNV'in bugiinkii algimizi olusturan kavrami, yaklagik 20 yil Oncesine
dayanmaktadir. Bu dénemde, dnce nadir mutasyonlar olarak kabul edilen, normal bireyler
arasinda yaygin olan farkliliklarin, tiir i¢i fizyolojik degiskenligimizin 6nemli bir

boliimiini olusturdugu gosterildi (42,43).

CNV'lerin genomun yaklasik %4.8-9.5'ini olusturdugu tahmin edilmektedir (44),
bu, tek niikleotid varyantlarindan (single nucleotid variants- SNV) (45) daha biiyiik bir
fraksiyondur.

CNV'lerin genel olarak yapisal genom varyantlarinin bir alt tipi oldugu kabul edilse
de, tanimlar1 hala biraz belirsizdir. Tekrarlanma dogasi ve bireyler arasindaki sayisal
degiskenlik temel kriterlere ek olarak, genellikle bir "6nemli" uzunluk da gereklidir. Daha
onceki caligmalar, bir CNV'yi 1000 bp'den biiylik bir DNA segmenti olarak tanimlamistir
(46), ardindan ~100 bp (30), ancak su anda CNV'lerin boyutu 50 bp'den (47) birkag Mb'ye
kadar (48) tanimlanmaktadir.

CNV’lerin Siniflandiriimasi

CNV'ler, 50 bp'den biiyiik olan DNA dizilerinin kayiplar1 veya kazanglar ile
karakterize edilir (44,47,48). Biiyiik sayida genom segmentinin bireyler arasindaki dozaj
farkliligina sahip olmasi nedeniyle 6nemli bir varyant simifidir ve bu da biiyiik bir kisiden
kisiye cesitlilik saglar (42). Bu tiir varyantlar, hastalik fenotipleri ile agikga iliskili olmayan
saglikli bireylerde de bulunur ve benign CNV'ler olarak kabul (42,43,45). Ayrica, ¢ok
sayida insan hastaliginin etiyolojisinden sorumlu olan CNV'ler de vardir; bunlar arasinda
dogumsal anomalilere bagli olan ¢oklu sendromlar, karmasik nérodejeneratif ve
noropsikiyatrik bozukluklar, bilissel bozukluklar, kanser ve immunolojik hastaliklar
bulunur (49,50). Bunlarin fenotip iizerindeki etkisinin taninmasi, ancak kolay bir gorev
degildir. Bazi CNV haritalar1 ve veritabanlar1 saglikli bireyler (6rnegin DGV- http:
//dgv.tcag.ca/dgv/app/home) ve etkilenen hastalar (6rnegin DECIPHER- https:
/ldecipher.sanger.ac.uk/) igin olusturulmus olsa da, CNV'lerin klinik etkisinin
degerlendirilmesi hala biiylik bir zorluktur (51,52,53). Amerikan Tibbi Genetik ve

Genomik Kurulu (ACMG), CNV'lerin yorumlanmasi i¢in rehberler sunmus ve "patojenik",



"muhtemel patojenik", "anlami belirsiz ", "muhtemel benign™ ve "benign™” olmakla belirli

standart terimlerin kullanimini 6nermistir (54).
2.1.1. aCGH Metodolojisi

aCGH'de, bir hasta ve bir referans 6rneginden gelen esit miktarda etiketli genomik
DNA'lar, DNA hedeflerini igeren bir diziye ortak hibridize edilir. Baz1 laboratuvarlar,
kontroller olarak havuzlanmis erkek ve disi DNAs1 kullanirken, bazilar1 bireysel erkek ve
disi kontroller kullanir. Ayrica, ayni cinsiyet veya zit cinsiyet kontrolleri farkli
laboratuvarlarda kullanilmaktadir. Hasta ve kontroliin genomik DNA'lar1, Cyanine 3 (Cy3)
ve Cyanine 5 (Cy5) ile farkli sekilde etiketlenir (Sekil 2.1a). Tekrarlayan dizilerin
hibridizasyonu, Cot-1 DNA ecklenerek engellenebilir. Slaytlar, bir mikroarray tarayici
kullanilarak goriintii dosyalarina taranir (Sekil 2.1b). Spotlarin yogunluklart 6lgiiliir (Sekil
2.1c) ve goriintii dosyalar1 6zellik ¢ikarma yazilimi kullanilarak nicel olarak degerlendirilir
ve nicel analizlerden elde edilen metin dosyalari, kopya sayist analizi i¢in yazilim
programlarina aktarilir (Sekil 2.1d) (28,55). Elde edilen floresans yogunluk orani, hasta ve
referans genomlarindaki DNA dizilerinin kopya sayilarinin oranina orantilidir. Eger
floresan boyalarinin yogunluklari bir probda esitse, hastanin genomunun bu bolgesi, hasta
ve referans Orneklerde esit miktarda DNA igeriyor olarak yorumlanir; eger degismis bir
Cy3: Cy5 orani varsa, bu belirli genomik bolgede hastanin DNA'sinda bir kayip veya
kazan¢ oldugunu gosterir. Bu genomik dengesizlikler, diger sitogenetik ve molekiiler
yontemlerle dogrulanir; bunlar arasinda metafaz veya interfaz FISH analizleri, uzun
menzilli (long range) ve nicel (quantitative) PCR yontemleri, 6zel multiplex ligation
dependent probe amplification (MLPA) testleri ve daha yiiksek ¢oziiniirliiklii diger aCGH
platformlari bulunur (51).
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Sekil 2.1. aCGH teknolojisinin prensipleri (10).

Sorgulama problari (hedefler), bakteriyel yapay kromozomlar (Bacterial Artificial
Chromosomes-BAC'ler) veya P1 (PAC) klonlar1 seklindeki insan genomik DNA pargalari
(75-200 kb boyutunda), daha kiigiik insert klonlar1 olan kozmidler (30-40 kb boyutunda) ve
fosmidler (40-50 kb boyutunda) veya oligoniikleotidler (25-85 mer) olarak bulunur. Farkli
aCGH platformlarmin genomik ¢oziiniirliigli, DNA problarinin aralifi ve uzunlugu
tarafindan belirlenir. Klinik olarak kullanilabilir cogu aCGH platformu, andploidileri, iy1
karakterize edilmis mikrodelesyon veya mikroduplikasyon sendromlarini ve subtelomerik
veya diger dengesiz kromozomal yeniden diizenlemeleri tespit etmek ilizere tasarlanmis
hedefli microarray'lerdir. Ayrica, hedeflerin megabaz basina bir klon ile 100kb basina bir
klonu kapsayacak sekilde esit araliklarla yerlestirildigi tim genom aCGH platformlar1 da
vardir (56). Su anda ticari olarak bulunan, tiim genom oligoniikleotid array'lerin kapsami,
bir probun 6 kb ila 70 kb'ye kadar degismektedir. Farkli ticari olarak bulunan
oligoniikleotid aCGH platformlarinin ayrintili bir incelemesi ve karsilastirilmas: mevcuttur
(57). Baz1 klinik olarak kullanilabilir aCGH'lar, BAC'yi taklit etmek veya rastgele genomik
dizilimlere hedeflenmek tiizere tasarlanan oligoniikleotidleri igerir (58). Odaklanmis veya
tim genom oligontikleotid array’ler kullanmanin avantajlari, ortalama BAC boyutundan
kiiciik degisiklikleri daha yiiksek ¢oziinlirlik ve gelistirilmis dinamik araliginda (sinyal
giiriiltii orani) inceleyebilmeyi igeriyor (57-59).



2.1.1.1. Teshis ama¢h aCGH’nin avantajlari ve sinirlamalari

Yiiksek c¢oziinlrlik ve yiiksek islem kapasitesi ile otomasyon olasiliklari,
saglamlik, basitlik, yiiksek tekrarlanabilirlik ve sapmalarin kesin haritalanmasi, aCGH'nin
diger sitogenetik yoOntemlere gore en Onemli avantajlaridir. Ayrica, hiicre kiiltiiri
yapilmasina gerek olmadig: i¢in sonug verme siiresi, sitogenetik yontemlere kiyasla daha
kisadir. Cogu klinik aCGH platformu sadece birka¢ mikrogram genomik DNA gerektirir
ve tiim genom amplifikasyon prosediirleri, analiz i¢in gerekli miktar1 daha da azaltmaya
olanak tanir. Bazi durumlarda, aCGH, ek ve klinik olarak siiphelenilmeyen genomik
dengesizlikleri ortaya c¢ikarir, bu da odaklanmis lokus-spesifik yontemlere kiyasla tiim
genom yaklagiminin avantajin1 vurgular; ¢iinkii bunlar sadece sorgulanan lokuslar
hakkinda bilgi saglayabilir. Ayrica, aCGH, metafaz veya hatta interfaz FISH analizleri ile
belirlenemeyen genomik duplikasyonlar1 tespit eder. EK olarak, aCGH'nin sitogenetik
analiz tarafindan kagirilacak kromozomal mozaikligi tespit ettigi kanitlanmistir (60, 61).
Yakin zamanda, ii¢ tanesinde ilk yapilmis kromozom analizi normal olan trizomi 14
mozaizmi olan bes hasta bildirilmistir (62). Diger klinik teshis yontemleri gibi, aCGH
teknolojisinde de sinirlamalar vardir. aCGH, translokasyonlar ve inversiyonlar gibi dengeli
diizenlemeleri tespit edemez. Bu teknoloji, sadece ayn1 drnekteki diger DNA bolgelerine
gore kopya sayist dengesizliklerini tespit edebilir ve bu nedenle aCGH, poliploidiyi tespit
edemez. Ayrica, ¢ok yiiksek ¢oOziiniirliikte tiim genomunu kapsayan platformlar daha
pahalidir ve anlam1 belirsiz genomik dengesizlikleri tespit etme olasilif1 daha yiiksektir

(10).
2.2. YENI NESIL DIZILEME

DNA'mm yapis1 kesfedildikten neredeyse 25 yil sonra, DNA'™mn dizilimini
belirleme yontemi yayinlanmistir (63,64). Bu yontem, dizilimi sorgulanan sablon zincire
tamamlayan bir DNA zincirinin dizilimini gergeklestirmek igin zincir-sonlandirict ve
radyoaktif olarak etiketlenmis (6nceki yaklasim) veya floresan olarak etiketlenmis (sonraki
yaklagim) didoksintikleotidlerin eklenmesini icermistir. Ardindan, fragmentler boyutlarina
gore ayrilarak ve jel elektroforezi ile analiz edilerek dizilim belirlenmistir. Sanger dizilimi
olarak bilinen bu yontem, kapiller elektroforezin tanitilmasi ile gelismeye devam etmis ve
bakteri ve faj genomlarindan insanlara kadar kii¢iik ve biiyiik genomlari dizilemek igin bir
"birinci nesil dizileme" yontemi olarak genis kabul gdérmdstiir. Yalnizca bir dizilim
reaksiyonunun ayni1 anda analiz edilebilecegi bir durumda, yontem sinirli bir kapasiteye

sahipti. Diploid DNA'nin dizilimi ayrica bir¢ok tanisal ve arastirma amacgh kritik olan
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haploid dizilerin ayirt edilmesini karmasik hale getirdi ve dizilimden Once bireysel alt
klonlarin altklonlamasini, tabaklamasin1 ve DNA hazirligimi gerektirdi. Bu isgiici yogun
stirecler, 3 milyar dolarlik bir maliyetle on yil siiren ilk insan genom projesine katkida
bulundu (65). Ek insan genom dizilemelerine olanak taniyan ek gelismelerin olmasina
ragmen, teknoloji zaman ve maliyet agisindan sinirlarina ulasmisti (66). Dizileme

kapasitesini genisletmek i¢in yeni teknolojilerin gelistirilmesi gerekiyordu (67).

2004 ile 2006 yillar1 arasinda "yeni nesil dizileme-next generation sequencing
(NGS)" teknolojileri tanitildi ve biyomedikal arastirmalara yeni yon verdi, bu da dizileme
veri raporlarinda dramatik bir artisa neden oldu (68). Verilerdeki 6nemli artig, tek DNA
molekiillerinin ¢oklu paralel dizilenmesine olanak taniyan nanoteknoloji prensipleri ve
yeniliklerinden kaynaklanmaktadir. Yiiksek verimlilik ve tek-molekiil DNA dizileme
ozellikleri, dizileme platformundan bagimsiz olarak NGS'in imzasidir. Teknolojinin
evrimlesen prosediirleri, veri toplama ve analizle daha iyi birlestirilmis, toplulugu daha
isgiicli yogun ve diisiik verimli tarihsel Sanger dizileme yaklagimlarindan kurtarmig ve veri
ciktisinda olaganiistii bir artisa olanak tanimistir. Illumina veya Ion Torrent platformlar:
gibi ikinci nesil yaklasimlar genellikle DNA fragmentasyonu, DNA u¢ onarimi, adaptor
ligasyonu, yiizeye baglanma ve in situ amplifikasyon ile baslar. Bu "kisa okuma" dizileme
teknolojileri, milyonlarca bireysel dizileme reaksiyonunun paralel olarak gerceklestigi
coklu paralel dizilemeyi icerir. Bununla birlikte, kisa okuma teknolojileri olmalarinin
dogasindan dolayi, DNA'nin uzun kesimleri lizerindeki dizileme verileri yeniden monte
edilmelidir ve bu da yapisal varyasyonlar veya diisiilk komplekslikli bolgelerin

okunmasiyla ilgili zorluklar ortaya ¢ikarabilir (67).

Ugiincii nesil dizileme, Pacific Biosciences veya Oxford Nanopore teknoloji
platformlar1 gibi, Sanger veya kisa okuma dizileme teknolojilerinin ¢ok 6tesinde 10 kb'min
tizerinde okuma uzunluklarina ulasabilir. Bu "uzun okuma" teknolojileri, genom genelinde
tekrarlar ve yapisal varyant tespiti gibi kisa okumalarla karsilagilan sorunlar1 asabilir.
Ikinci nesil yontemlere kiyasla, islem degisiklikleri minimal kiitiiphane hazirlik adimlarini
icerir ve gercek zamanli olarak fragmente edilmemis DNA molekiillerine dogrudan
hedefleme igerir, burada siirlayici faktor bu amaglar i¢in yiiksek molekiiler agirliga sahip
DNA fiiretimidir. Bu {igilincii nesil teknolojilerin ikinci nesil yontemlere kiyasla erken bir
sinirlamas1 da, okumalarin dogruluguydu ve zaman iginde Ozellikle yazilim analizi

gelistikce iyilesmeye devam etmektedir.



Su anda mevcut teknolojiler ve iligkili avantajlar veya dezavantajlar géz Oniine
alindiginda, kisa okuma veya uzun okuma dizilemenin kullanimi arastirma veya klinik
uygulamaya baglidir. Simdiye kadar, aragtirma ve klinik ihtiyaclar, teknolojinin daha da
gelismesine neden olmustur. Ancak bu teknolojilerin sinirlamalari, ek bilimsel kesifleri
veya klinik uygulamalar1 engellemistir. Bu teknolojilerin gelecegi, siirlayici faktorlerden
potansiyel faktorlere dogru bir evrimdir, yeni arastirma ve klinik uygulamalara yol

acmaktadir (67).
2.2.1. Kisa Okuma Dizileme

Kisa okuma NGS veya ikinci nesil dizileme, geleneksel birinci nesil Sanger
dizilemesinden sonraki dizileme teknolojilerinin bir sonraki asamasidir. Kisa okuma
teknolojilerinin ortak 6zelligi, paralel olarak dizilenen kisa (250-800 bp) ve klonal olarak
amplifiye edilmis DNA molekiillerinin ¢oklu sekilde dizilenmesidir (69) . NGS is akisi,

kiitiiphane hazirhigi, dizileme ve veri analizi igerir (70).
2.2.1.1. Kiitiiphane hazirhg

NGS igin iyi kalitede bir kiitiiphane gereklidir. Kiitiiphane hazirligi, oncelikle
dizilenecek molekiillere karsilik gelen sablonlar1 elde etmeyi ve ardindan bu fragmentleri
kullanilan dizileme platformuyla uyumlu hale getirmeyi icerir (71). NGS, genel olarak
DNA dizileme (DNA-Seq) ve RNA dizileme (RNA-Seq) olarak ayrilabilir (72,73).

DNA-seq Kiitiiphane Hazirlign

Dizileme sablonuna bagli olarak, DNA-Seq, Tiim Genom Dizileme (WGS), Tiim
Ekzom Dizileme (WES), Epigenom Dizileme veya Hedefli Dizileme (Targeted
Sequencing-TS) igerebilir (72,74). Sablon hazirhgi igin iki yaklasim bulunmaktadir:
polimeraz zincir reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction-PCR) ve hibridizasyon yakalama
tabanli yontemler. PCR tabanli yaklagimlar, TS i¢in sablon hazirlamak i¢in yaygin olarak
kullanilir (71,75). Erken asamada amplikon dizileme smirli sayida gen veya ekzon
dizilemeye odaklanmisti (kisa menzilli PCR). Baslangigta HLA genotiplemesi igin
kullaniliyordu; burada, antijen-tanima boélgesini (antigen recognition site- ARS) kodlayan
ekzonlarin amplifikasyonu yapiliyordu, ancak bu yaklagim, Sanger tabanli dizilemede

goriilen ayni sorunlari igeriyordu (76).

Uzun menzilli PCR'nin (Long Range-PCR) ortaya ¢ikisi, shotgun dizilemenin

(rastgele kirilmis, amplikondan daha kisa fragmentlerin dizilenmesi) ana yaklasim olarak
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kullanilmasina yol agt1 ve biitiin genler, intronik, untranslated, upstream ve downstream
bolgeler dahil, dizilenebildi.

Bu nedenle, LR-PCR, kisa amplicon dizilemesiyle goriilen belirsizlik sorunlarini
ortadan kaldird1 (77,78). Ancak, LR-PCR tabanli yaklasimin, 6zellikle HLA genotipleme

i¢in, zaman zaman alel diismeleri ile karakterize edildigini belirtmek gerekir.

Sablon hazirligr i¢in hibridizasyon yakalama tabanli yaklagim, WES ve TS i¢in
kullanilmaktadir ~ (79,80). Bu yaklasimda, dizilenecek bolgeler komplementer
biyotinilestirilmis problar, biotin ile kapli streptavidin manyetik boncuklar kullanilarak
izole edilir. PCR tabanli yaklagimlarla karsilastirildiginda, bu hedef zenginlestirme
yaklasimi, daha biliyliik genomik boélgelerin ve azalan alel diisme durumlari ile daha fazla
genin TS i¢in cost efektif bir yontemdir. Ancak, bu iki yontem birbirini diglamayan
yontemlerdir. Kombine bir yaklasim olan Bolgesel Ozel Ekstraksiyon (Regional Spesific
Extraction- RSE), biiyiik bir genomik bolge olan ana histokompatibilite kompleksi (MHC)
(81) ve diger genomik bolgeleri yakalamak igin kullanilmaktadir (82,83). RSE
metodolojisi, belirli bir diziye hibride edilmis biyotinilestirilmemis bir oligoniikleotidin
enzimatik genislemesidir ve genisledik¢e biyotinilestirilmis niikleotidleri igerir.
Genisletilmis DNA daha sonra streptavidin ile kapli manyetik boncuklarla yakalanir, tiim

genom amplifikasyon teknikleri ile zenginlestirilir ve dizileme i¢in hazirlanir.

Epigenetik modifikasyonlarin ve bunlarin gen diizenlemesi lizerindeki etkilerinin
incelenmesi igin tiim genom bisiilfitle dizileme (Whole Genome Bisulfite Sequencing-
WGBS) ve kromatin immiinopresSipitasyonu, ardindan NGS, en yaygin kullanilan
tekniklerdir (ChIP-Seq) (71,84,85). WGBS, DNA metilasyonunu (5mC) baz ¢ift
¢Oziinlirliiglinde genom genelinde analiz etmeyi saglar. WGBS i¢in genomik 6rneklerin
hazirlanmasi genellikle DNA'nin post-bisiilfit islenmesi ve NGS dizileme i¢in indeks
adaptor ligasyonu oncesinde etiketin kaldirilmasiyla gergeklestirilir (71). ChIP-Seq, DNA
baglayict proteinlerin ve histon modifikasyonlarinin baz ¢ift ¢oziiniirliigiinde genom
genelinde haritalanmasina olanak tanir. ChIP-Seq i¢in 6rneklerin hazirlanmasi, formaldehit
ile sabitlenmis veya dogal kromatinin mikrokokkal niikleaz (MNase) veya sonikasyon ile
parcalanmasiyla gerceklestirilir, ardindan manyetik boncuklara konjiige olan hedefe 6zgii
antikor ile immiinopreSipitasyon yapilir. Coktiiriilen protein-DNA komplekslerinden izole
edilen DNA kiitiiphaneler olusturulur (71).

DNA-Seq kiitiiphane olusturmasi, fragmantasyon, ug¢ tamiri, adaptor ligasyonu ve
boyut se¢imi gibi temel adimlar igerir (86). Fragmantasyon, DNA'y1 platforma 6zgii boyut
11



araligina getirmek i¢in kullanilir. Fragmantasyon i¢in {i¢ yaklasim arasinda fiziksel
(6rnegin, akustik parcalanma veya sonikasyon), enzimatik (O0rnegin, fragmentaz veya
transpozaz tagmentasyon) veya kimyasal (1s1 ile divalent metal kationu) yontemler
bulunmaktadir (71). Fragmantasyonun, WGBS ve ChlP-Seq i¢in sablon hazirligina entegre
edilmesi, ek adimlar1 ortadan kaldirmisti. Hem kiigiik, hem biiyilk parcalarin temsil
edilmesine izin veren fragmantasyon, kisa okumali dizileyici olan Illumina MiSeq
cihazinda yapilan HLA genotiplemesi agisindan onemlidir. Daha kiigiik fragmentler
yiiksek kaliteli dizileme verilerine katkida bulunurken, daha uzun fragmentlar distal faz
bilgisi saglar (87). Daha sonra ug¢ tamiri, DNA fragment uglarinin adaptor ligasyonu igin
uygun olmasini saglayarak, 5’ fosfat ve 3’ hidroksil grup icermeyen asimetrik uglardan
arindirma iglemini igerir. Bu, Illumina i¢in blunt ending (kor uglama) ve dA kuyrugu
ekleme (kor uglara komplementer dT-uglarina sahip adaptorlere ligasyon igin uglara non-
sablon deoksiadenozin 5'-monofosfat eklenmesi) veya Ion Torrent i¢in sadece blunt ending

gercgeklestirilebilir.

Adaptorler, DNA fragmentinin Illumina platformlarinin akig hiicrelerine
baglanmasini saglamak i¢in dizileme cihazi tarafindan taninan platforma 6zgi dizileri
icerir. Adaptorler, ayn1 zamanda her bir 6rnegi tanimlamak i¢in kullanilan kisa, benzersiz
bir dizi olan barkod veya indeksi igermeye baglamistir. Bu, biiyiikk sayida Ornegin
havuzlanip ayn1 anda tek bir calismada dizilenmesine izin veren (c¢oklu dizileme) bir
yontemdir. Bu barkodlar, veri analizi sirasinda okumalar1 bireysel orneklerle eslestirmek
ve atamak ic¢in tanimlanabilir ve kullanilabilir. HLA genotipleme baglaminda, tek bir
ornekteki birden fazla HLA lokusu, tek bir barkod ile birlikte hazirlanir ve analiz sirasinda

ayni anda dizilenip farklilagtirilmasina izin verir (87).

Adaptor ligasyonundan sonra, boyut se¢imi, belirlenen bir boyut aralii igindeki
DNA fragmentlerini zenginlestirir ve dizileme verimliligini artirmak i¢in kontaminantlar
uzaklastirir. Boyut se¢imi, boncuk tabanli (Beckman Coulter'in SPRI select ve Agencourt
AMPure XP boncuklar1) veya elektroforetik tabanli (Sage Sciences' Pippin Prep)
yaklasimlar kullanilarak gerceklestirilebilir. Boncuk tabanli yontemler, havuzlari ayn1 anda
yogunlagtirma avantajina sahiptir, elektroforetik tabanli yontemler ise hassasiyeti artirir.
Dogru boyut se¢imi, dizileme calismasini optimize eder, dizilenen 6rnek sayisini artirir,
daha ytiksek kaliteli veri saglar ve ozellikle HLA tiplemesi i¢in énemli olan asamalari
maksimuma ¢ikarir (87). Secilen boyutlu kiitiiphane dogrudan dizilebilir veya dizilemeden
once PCR ile c¢ogaltilabilir. Illuminamin Nextera teknolojisi, DNA fragmentlerini

hazirlamak igin alternatif bir yontem sunar ve bu, DNA normallestirme, fragmantasyon ve
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boyut se¢imi adimlarin1 entegre eden bir bead iizerinde tagmentasyon kiitiiphane hazirlig
kullanir. Tagmentasyonun ardindan, dizileme icin adaptorleri ve drnegin dizinlenmesi igin
barkodlar1 entegre etmek i¢in siirli bir PCR gergeklestirilir. Bu is akis1 hizli ve basittir,
dizilemeye hazir kiitiiphanelerin 90 dakikadan daha kisa siirede ve 15 dakikadan kisa

uygulama siiresi ile olusturulmasini saglar (67).
RNA-seq Kiitiiphane Hazirligi

RNA-Seq, diferansiyel gen ekspresyonu, alternatif birlestirme ve varyant kesfi gibi
fonksiyonel genomik ¢alismalar igin faydalidir (71,88-90). RNA-Seq, Tiim Transkriptom
Dizileme (Whole Transcriptome Sequencing -WTS), mRNA Dizileme (MRNA-
Sequencing) ve small RNA Dizileme (smRNA-Sequencing) olarak iige ayrilabilir. Ornek
hazirlig1 genellikle ti¢ adimi igerir: total RNA izolasyonu, hedef RNA zenginlestirmesi ve
RNA'nin komplementer DNA (cDNA)'ya reverse transkripsiyonu. Memeli hiicrelerinden
veya dokularindan izole edilen toplam RNA'nin en az %90'm1 rRNA olusturdugu goz
ontine alindiginda, WTS i¢in 6rnek hazirhigina rRNA ¢ikartilmalidir (71). WTS igin
kiitiiphaneleri hazirlamak i¢in popiiler bir kit olan Illumina Stranded Total RNA Prep with
Ribo-Zero, total RNA'dan rRNA'nin izole edilmesini, kalan RNA'nin kimyasal olarak
parcalanmasini ve ters transkripsiyon igin rastgele priming yapmayi igerir (91). Sonraki ug
tamiri, adaptor ligasyonu ve nihai PCR amplifikasyonu bir cDNA kiitiiphanesi olusturur.
MRNA-Seq o6rnek hazirligi i¢in, mRNA, oligo-dT manyetik boncuklar: ile yakalanir ve
toplam RNA'dan ayrilir. mRNA icin kiitliphane hazirligi, WTS'nin kiitiiphane hazirligina
benzer sekilde, [llumina TruSeq Stranded mRNA kit kullanilarak yapilir (92).

Kiiciik RNA'lar, 200 niikleotitten daha kisa olan bir tiir non-coding RNA'dir. En
yaygin ve 1yi ¢alisilmis tiirlerden biri mikroRNA'lar (miRNA) olup, gen regiilasyonunda
kritik roller oynarlar. SMRNA-Seq'in kiitiphane hazirligi, miRNA'nin dogal halinde
bulunan 5° fosfat nedeniyle basittir (71). Kiitiiphane hazirligi, iki adimli bir ligasyonla
baslar. Ilk olarak, T4 RNA ligaz 2 kullanilarak 3’ u¢ adenile DNA adaptérii, ardindan da
ikinci bir 5> RNA adaptorii, RNA ligaz 1 ile RNA'lara baglanir. Ligasyondan sonra,
ligasyon yapilmis miRNA'lar1 cDNAlara doniistiirmek i¢in ters transkripsiyon-PCR
gerceklestirilir ve amplifikasyon iirlinii, jel boyutu se¢imi takip eden dizileme islemi i¢in
islenir. Kisa okuma iglemleri, klonal amplifikasyon ve dizilemeden olusur (68), (93), (94),
(95). Klonal amplifikasyon, DNA fragmentlerinin giiglii, algilanabilir sinyaller {iretecek
sekilde solid fazda amplifikasyonunu igerir. Tek DNA fragmentlerinin baglandig: solid faz,

boncuklar (Thermo Fisher’m Ion Torrent’i) veya akis hiicresi yiizeyleri (Illumina) olabilir.
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Dizileme platformuna bagli olarak, emiilsiyon PCR (Ion Torrent) veya ‘‘bridging” PCR
(Illumina), ankrajlanmis DNA fragmentlerini milyonlarca ayrilmis sablon fragmentine
amplifiye etmek icin kullanilir. Illumina ve Ton Torrent platformlar: i¢in dizileme prensibi,
genislemis DNA zincirindeki DNA polimeraz bagimli niikleotidleri igeren ‘‘sentezle
dizileme (Sequencing by Synthesis-SBS)” yaklagimina dayanir (95). Her iki platform da

asagida gozden gecirilmistir.
2.2.2. lon Torrent

Ion Torrent platformundaki klonal amplifikasyon, emiilsiyon PCR ile mikro
kuyucuk i¢indeki Ion Sphere partikiillerine dayanan boncuk tabanli bir yontemle elde
edilir. Bu siiregte, adaptor dizileri DNA fragmentlerine baglanir ve daha sonra bir suda yag
(water-in-oil) emiilsiyon damlasinda (micelle) yakalanirlar; ayrica, komplementer
adaptorler ile kaplanmis boncuk, deoksiniikleotidler (dNTP'ler), primerler ve DNA
polimeraz igerir. Her micelle, birbirinden bagimsiz PCR amplifikasyonuna izin veren bir
mikro-PCR reaktorii olarak islev goriir. lon Torrent yari iletken ¢ipi, bir akis odasi ve bir
komplementer metal-oksit yar1 iletken (Complementary metal oxide semiconductors-
CMOS) pH sensorti igerir. Miceller, mikrokuyucuklu bir yar1 iletken ¢ipe yiiklenir ve ¢ip,
dizileme sirasinda sirasiyla modifiye edilmemis A, T, G veya C niikleotitleri ile yikanir.
Bir niikleotidin dahil edilmesi, CMOS pH sensorii tarafindan tespit edilen bir hidrojen
iyonunun salinmasina neden olur. Ion Torrent, optik algilama olmadan yar iletken
dizileme gerceklestiren ilk platformdur (94,95). Bu teknoloji, hizli dizileme ¢alisma
stireleri (2.5 ile 4 saat arasinda) ve 200 ile 600 b¢ arasinda okumalari sunar (96). lon
Torrent’in zayif noktasi, homopolimer bdlgeleri boyunca dizilenmenin zor olmasidir.
Birden fazla benzer bazin kurulumu ile voltaj darbe biiyiikliiklerinin Slgimleri yanlis
olabilir bu da tek bir okumada insersiyon/delesyon hatalar1 olarak goriilebilir. Ote yandan,
teknolojinin diisiik bir degistirme hata oran1 vardir (baz basina <0.1% oraninda) (97). lon
Torrent platformlar1 arasinda Ion PGM Dx, Ion GeneStudio S5 ve Genexus cihazlari

bulunmaktadir (98).
2.2.3. Hlumina

[Mumina'min NGS teknolojisi, floresan isaretli tersine donebilen sonlandirict
(terminatdr) teknolojisi ile SBS'e dayanmaktadir (68,95). Dizilemeye baslamadan once,
DNA kiitiiphanelerinin klonal amplifikasyonu ("koprii amplifikasyonu" PCR yoluyla)
dizileme akis hiicresinde gerceklesir ve dizileme enstriimani tarafindan kontrol edilir.
Dizileme, DNA polimeraz ile reversible sonlandiriciya baglanmis bilesik fliioresan
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niikleotidlerin optik okunmasina dayanir. Her dizileme dongiisiinde, tek bir floresanla
isaretli reverse sonlandiriciya bagli dNTP, niikleik asit zincirine birlestirilir ve olusan
floresan sinyali goriintiilenir. Terminator ve floresan boya, birlesmis ANTP'den ¢ikarilarak
bir sonraki isaretlenmis dNTP'nin eklenmesine izin verilir (99). Ayrica, Illumina NGS
platformlari, bir DNA fragmentinin her iki ucundan da gergeklesen, derin ve yiiksek
okuma ile kaliteli dizi verileri tireten ¢ift uclu dizilemeye olanak tanir. Cift uglu dizileme,
distal polimorfik bolgeler boyunca dizilemeye izin vermesi ile, HLA tiplendirmesi igin
kullanighdir. Klinik HLA tiplendirmesi i¢in yaygin olarak kullanilan Illumina MiSeq, 350-
500 baz uzunlugundaki fragmentleri tercih etse de, 600-900 baz veya daha uzun olan
fragmentler distal polimorfizm dizilemesi i¢in uygundur, ki bu da ¢ift uglu dizileme ile
miimkiin olabilmektedir (87,100).

[Mlumina'nin tersine donebilen terminatdr teknolojisi ve ¢ift uglu dizileme, onu,
pazardaki en dogru baz-baz dizileme teknolojisi haline getirmistir, %0.1 hata oranina
sahiptir (esas olarak degistirme hatalari, ¢ok nadiren insersiyonlar/delesyonlar).
Illumina'nin masaiistii dizileme cihazlar1 farkli dizileme c¢ikislarina ve calisma basina
toplam okuma sayisina sahiptir (iSeq, MiniSeq, MiSeq, NextSeq 550, NextSeq 1000 ve
NextSeq 2000) (101) ve iki in-vitro tani1 cihazi (MiSeqDx ve NextSeq 550Dx) (102)
bulunmaktadir. Illumina platformlarmin zayif tarafi, MiSeq'in 2x300 bp okuma
uzunluguyla 3. siiriim reaktif kiti kullanarak toplam dizileme siiresinin 56 saate kadar uzun
olmasidir. MiniSeq, NextSeq 550 ve NovaSeq 6000 gibi daha yeni modeller, iki kanalli
SBS teknolojisini kullanarak her dort baz cagrisinm1 yapmak icin her dongiide iki goriintii
kullanir, bu da dizileme siiresini ve veri isleme siiresini azaltirken yliksek kalite ve

dogrulugu korur (103).
2.2.4. Avantajlar ve Sinirlamalar

NGS'in belirgin 6zellikleri yiiksek verimli, ¢oklu ve klonal dizilemeyi igerir (69).
NGS, geleneksel Sanger dizilemesine goére bircok avantaja sahiptir (104). Coklu gen ve
ornek kullanimi, maliyeti dramatik bir sekilde azaltir. Ayrica, NGS, haploid fragmentlerin
klonal dizilemesi nedeniyle Sanger dizilemesinde karsilagilan ¢ogu asama sorununu
cozebilir. Kisa dizileme, mevcut dizileme pazarimi domine etmektedir. NGS
teknolojilerinin ilerlemesi ile tgilincii nesil dizileme platformlari, daha uzun okuma
uzunluklar1 ve gercek zamanl tek molekiil dizileme nedeniyle daha fazla ilgi gormiistiir
(105). Uzun dizileme ile karsilagtirildiginda, kisa dizileme sinirlamalar1 arasinda daha uzun

caligma siireleri ve de novo montaj, haplotip asamalari, transkript izoformlar1 ve yapisal
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varyantlarin tanimlanmasi gibi zorluklar bulunmaktadir. Kisa dizilemenin bir avantaji,
bircok hesaplama aracinin kisa dizileme veri madenciligi i¢in tasarlanmis ve ayrilmis
olmasidir. Yakin zamana kadar, kisa dizileme, uzun dizilemeden daha dogru olma

avantajina sahipti (67) .
2.2.5. Uzun Okuma Dizileme

Kisa dizileme teknolojilerine kiyasla, uzun dizileme teknolojileri, ayn1 zamanda
ticiincii nesil dizileme teknolojileri olarak adlandirilanlar, dogrudan dogal DNA'dan > 10
kb uzunlugunda diziler iiretebilir. Bu teknolojilerin erken siiriimleri dogruluk sorunlariyla
ugrasirken, daha sonraki modifikasyonlar ve iyilestirmeler ¢ok daha yiiksek dogruluk
oranlar1 saglamis ve genetik hastaliklarin teshisi gibi biiyilk DNA molekiillerini dizileme
konusunda heyecan verici olanaklar sunmustur (106). Uzun dizileme, 6zellikle HLA
genotiplendirme i¢in arzu edilendir ¢linkii bu, alellerin tam fazlanmasina izin verir ve
tiplendirmedeki belirsizlik sorunlarini aradan ¢ikarir. Farkli prensiplerle ¢alisan iki temel
uzun dizileme teknolojisi, Pacific Biosciences (PacBio) ve Oxford Nanopore Technology
(ONT), incelenmistir (67). Insan genomunun ilk tam dizilimiyle birlikte, dizilim
teknolojisi, biiyiik veri ¢ikist ve verimlilikteki gelismeleri miimkiin kilan teknolojik
degisikliklerle bir paradigma degisimi gecirdi. Siiregelen teknolojik ilerlemenin nihai
amaci, arastirma ve klinik uygulamalara daha iyi hizmet etmektir. Bir dizilim
teknolojisinin klinik bir ortamda kullanilabilmesi icin, teknolojinin belirli bir zaman
cergevesinde duyarli, 6zgiil ve tekrarlanabilir sonuglar saglamas1 ve makul bir maliyetle bu
sonuglart sunmas1 gerekir. Uretilen biiyilk miktardaki verilerin giivenilir bir sekilde
Ozliimsenmesi ve uygun bir sekilde bi¢cimlendirilmesi, klinik a¢idan anlamli ve
uygulanabilir sonuglar saglamak i¢in gereklidir. Bu faktorleri karsilayabilme yetenegi, kisa
dizilim okumalarinin arastirmadan klinik ortama kolayca gegmesini saglamistir, bunlar
arasinda kalitsal bozukluklarda nadir varyantlarin tespiti (107), solid timoérler veya
hematolojik maligniteleri olan hastalarin teshis ve yonetimi (108,109) ve nakil,
farmakogenomik ve hastalik iligkileri i¢in HLA tiplendirmesi (77,100,110-112)
bulunmaktadir. Ama PCR amplifikasyonu ve kisa okuma uzunluklari nedeniyle
stmirlamalar1 bulunmaktadir. Ugiincii nesil teknolojiler, dogal DNA'dan ¢ok daha uzun
okuma uzunluklar1 saglayarak, dizinin daha diizenli ve dogrudan degerlendirilmesine
olanak tanir ve kisa okuma teknolojilerinin sinirlamalarini ortadan kaldirir. Bu {igiincii
nesil teknolojilerin ana sinirlayici faktorii, onlart klinik olarak uygunsuz hale getiren

yilksek hata oraniydi. Bu {igiincii nesil teknolojilerin ve bioinformatik araglarinin
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dogrulugu artirmak icin siirekli olarak iyilestirilmesi, onemli etkiye sahip bir sonraki

ilerleme dalgasi i¢in umut vaat ediyor (67).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA TASARIMI

Calismada; hasta verilerine retrospektif ulasilarak 01.09.2020-29.09.2023 tarihleri
arasinda molekiiler karyotipleme ve yeni nesil dizileme testleri ¢alisilan hastalarin verileri

karsilastirmali olarak degerlendirildi.

Hastalar Global Gelisim Geriligi (70 hasta), Otizm Spektrum Bozuklukluklar1 (31
hasta), Diger Norogelisimsel Bozuklukar (17 hasta) ve Konjenital Anomaliler (32 hasta)
olarak 4 ana grupta incelendi.

GGG grubuna global gelisim geriligi (6 yas>) ve entellektiiel yetersizlik (6 yas<),
OSB grubuna otizm ve atipik otizm, diger NGB grubuna DEHAB, iletisim bozukluklari,

ogrenme giicliigli 6ntanilar ile klinigimize bagvuran hastalar boliindii.

GGG, OSB ve diger NGB’ler izole, epilepsi eslik eden ve sendromik olarak
altgruplara ayrildi. izole altgrubunda baska sistemlerin etkilenmedigi hastalar; Epilepsi
eslik eden altgrupta nobetleri olan veya EEG’de epileptiform aktivite ile takip edilen
hastalar; Sendromik altgrubunda dismorfik bulgulart olan veya iskelet, kardiyak,

tirogenital, gérme, isitme anomalileri eslik eden hastalar incelendi.

Konjenital anomaliler grubunda iskelet displazileri, konjenital kalp hastaligi, beyin
anomalileri, gastrointestinal ve genitoiiriner sistem anomalileri, tiroid agenezisi ve yarik

damak olan hastalar varda.

Oncelikle, konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler karyotipleme ¢alisilmis 0-25 yas
aras1 150 hasta incelendi. Sebebi a¢iklanamayan MR ve OSB olan 20 erkek hastaya frajil X
testi galisildi. Frajil X testi sonuglari normal olarak raporlandi. Karyotip analizinde 1
hastada Smb iizeri delesyon tespit edilirken daha sonra microarray ile de konfirme edildi.
Patojenik /muhtemel patojenik CNV saptanarak tani alan 9 hasta secilerek degerlendirildi.

VUS olarak tanimlanan ve herhangi CNV saptanmayan 141 hastanin Yeni Nesil Dizileme
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yontemi ile ¢alisilan sonuglari incelendi. 82 hasta Klinik Ekzom Dizileme (CES), 59 hasta

Tiim Ekzom Dizileme (WES) panelleri kapsaminda degerlendirildi.

Tani alan toplam 36 olgu, 1-9 mikroarray caligmasi, 10-36 yeni nesil dizileme

panelleri olarak numaralandirildi.

Calisma i¢in T.C. Saglik Bakanlig1 Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Prof.
Dr. Siilleyman Yal¢in Sehir Hastanesi Klinik Arastirmalart Etik Kurulundan etik kurul
onay1 alindi (Tarih: 19.10.2022, Karar No: 2022/0604).

3.2. HASTALARININ CALISMAYA DAHIL EDILMESi VE
HASTA VERILERININ KAYDEDILMESI

Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

1. Norogelisimsel bozukluk ve konjenital anomali ontanisi ile poliklinigimize
refere edilmis hastalar;

2. Hastalarin 0-25 yas grubu araliginda olmalart;

3. Daha onceden molekiiler karyotipleme ve yeni nesil dizileme yontemi ile analiz
edilmemis hastalar;

4. Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin Sehir

Hastanesi Tibbi Genetik kliniginde onam formunun imzalanmis olmasi.
Calismadan Diglanma Kriterleri

1. Dahil olma olgiitlerinden en az birini saglamamak olarak belirlenmistir.
3.3. YONTEM

Hastalarin periferik vendz kan 6rneklerinden (5 ml) elde edilen DNA ile molekiiler

karyotipleme ve yeni nesil dizileme analizleri yapilmistir.
3.3.1. DNA izolasyonu
Kullanim amact

DNA izolasyonu c¢alismaya katilan biitiin hastalarimizda, Lab-Aid 824s Kan DNA
Ekstraksiyon Kiti kullanilarak Xiamen ZEESAN Biotech Co., Ltd cihazinda otomatik
olarak yapilmistir. Bu sistem tiim kan 6rneginden genomik DNA'nin otomatik olarak izole

edilmesi ve saflastirilmasi i¢in manyetik partikiil teknolojisini kullanir. Kit, amplifikasyon
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veya diger enzimatik reaksiyonlar gibi dogrudan downstream uygulamalar i¢in uygun
yiiksek kaliteli DNA saglar. Lab-Aid 824s izolasyon sistemi, tek bir ¢caligmada 24 6rnege

kadar numune hazirlama islemi adimlarin1 gergeklestirir.
Prosediir ilkeleri
Saflastirma prosediirii dort adimdan olusur: lizis, baglanma, yikama ve eliisyon.

Lizis: Ornekler, niikleik asitlerin serbest birakilmasini saglayan lizis tamponunun

varliginda once lizis edilir.

Baglanma: Lizis edilmis orneklerde baglanma tamponu eklenir ve baglanma
kosullar1 ayarlanir. Niikleik asitlerin silika yiizeyine optimal bir sekilde adsorbe edilmesine
izin vermek i¢in lizatlar manyetik parcaciklarla iyice karistirilir. Tuz ve pH kosullari, PCR
ve diger akiskan alti enzimatik reaksiyonlar1 engelleyebilen protein ve diger kirleticilerin

manyetik parcaciklara baglanmadigindan emin olunur.

Yikama: Niikleik asitler manyetik parcaciklara bagl kaldig: siirece, kirleticiler W1
yikama tamponu, ardindan W2 yikama tamponu kullanilarak bir dizi yikama adimi

sirasinda etkili bir sekilde uzaklastirilir.

Eliisyon: Yiiksek saflikta DNA, eliisyon tamponunda eliite edilir. Saflagtiriimig
niikleik asitler, akigkan alt1 uygulamalarda hemen kullanilabilir veya gelecekteki kullanim

i¢in saklanabilir.
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Sekil 2.2. Lab-Aid 824s Kan DNA Ekstraksiyon Semasi

Reaktifler ve malzemeler

Lab-Aid 824s Blood DNA Extraction Kiti (48)
Katalog no. 606101
Preparat sayisi 48
Bilesenler Miktar Aciklama
Reaktif kartus 48 Bir reaktif kartus, tiiriine bagli olarak bir

ornegin fil seviyelerini icerir. Her kuyruk, lizis
tamponu, manyetik boncuklar ve eliisyon
tamponu gibi gereken miktarda yalnizca
reaktifi icerir.

12-Rod Cover (Cubuk 2x3 Cubuk kapagi, kisa sekmesinin i¢e, uzun
kapag) sekmesinin disa dogru bakacak sekilde, dogru
konuma yerlestirilmelidir ve cubuk kapagi
yuvasina yerlestirilmelidir.

Buffer EL 5mix1 Buffer EL, DNA konsantrasyonunu 6l¢mek
icin bir kalibrasyon ¢ozeltisi olarak
kullanilabilir veya DNA seyreltme amacli
kullanilabilir.

0.459DTT 1 tiip /

*[¢erisinde guanidin tuzu bulunduran bir iiriindiir. Agartic1 igeren dezenfektanlar ile uyumsuzdur.
o Pipetler ve steril, RNase-free pipet uglar
e Vortex mixer (karistirict)

e Thermomixer Comfort

21




e 12,000 xrpm dongii kapasiteli mikrosentrifuyj
e Kimyasal maddelerle c¢alisirken, her zaman uygun bir laboratuvar onliigi, tek

kullanimlik eldivenler ve koruyucu gozliikler giyin.
Lab-Aid 824s kullanicilari icin
e Lab-Aid 824s cihazi
Depolama Kosullart ve Raf Omrii

e Reaktif kartuslar, 2-30 °C'de saklanabilirler. Reaktif kartuslar dondurulmamalidirlar.
Presipitat (siyah manyetik boncuklu kuyucuga en yakin olan en biiyiik kuyucuk) 0
°Cnin altinda depolama sirasinda reaktif kartusun 1. kuyucugunda ¢okebilir ve
kullanimdan 6nce 30-40 °C'de inkiibe edilerek ¢oziilmelidir.

e Buffer EL, 2-30 °C'de 18 ay boyunca depolanabilir ve diisiik sicaklikta tasinmalidir.

e 0459 DTT 18 ay boyunca 2-8°C'de saklanabilir ve diisiik sicaklikta taginmalidir.
Cozindiikten sonra, DTT c¢ozeltisi 2-8 °C'de 2 hafta veya -18 °C'nin altinda
(dondurulma-goziilme dongiileri 5 kereden fazla olmamak kosuluyla) 12 ay boyunca

depolanabilir.
Reaktif hazirlig

1 mol/L DTT'nin hazirlanmasi: 0.45 g DTT tiiptine 3000 uL aritilmis su ekleyin ve
tamamen c¢oziinene kadar vortexlenir. DTT ¢ozeltisi su anki kullanim igin Onerilir,
kullanilmadiginda 2-8 °C’de iki haftaya kadar saklanabilir veya tiiketilmediginde 1-8
°C’nin altinda (dondurulma-¢6ziilme dongiisii en fazla 5 kez olacak sekilde) 12 ay boyunca

saklanabilir.
Ornek gereksinimi

EDTA, ACD* ile islenmis tam kan Ornekleri kullanilabilir. Dondurulmus 6rnekler,
isleme baslamadan Once hafif ¢alkalama ile 15~30 °C'de c¢oziilmelidir. Saflastirilmis
DNA'nin verimi ve kalitesi, kanin depolama kosullarina baglidir. Daha taze kan 6rnekleri
daha iyi sonuglar verebilir. Toplanan ornekler, 2-8 °C'de 10 giin boyunca saklanabilir.
Ancak, Southern blotting gibi maksimum fragman boyutu gerektiren uygulamalar igin,
diisiik seviyelerde DNA bozulmasi meydana gelebileceginden, onerilen kullanim siiresi 3

giin i¢inde tiiketilmelidir. Uzun siireli depolama (10 giinden fazla), kanin -20°C'nin altinda
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saklanmas1 gerekmektedir, ayrica, yiiksek molekiiler agirlikta DNA gerekiyorsa EDTA

oOnerilir. Pihtilagma belirtileri gosteren kan1 kullanmamak gerekir.

Izolasyon islemi

Orneklerin ¢alismaya baslamadan &nce 15-30 °C'ye homojenlestirilmesi ve

asagidaki adimlarin 15~30 °C'de gergeklestirilmesi gerekmektedir.

1
2
3.
4

10.

11.

12.

Lab-Aid 824s gii¢ anahtarindan agilir.

Reaktif kartuslari tepsinin kartus rafina yiiklenir.

10-Tiiplii Reaktif Kartusun yiizeyindeki sizdirmazlik membrani ¢ikarlir.

Not: Reaktif kartusundaki lizis buffer depolama sirasinda presipitat
olusturabilir. Gerektiginde presipitat 30-40 °C'de inkiibe edilerek ¢ozdiiriiliir ve
sonra oda sicakligina yerlesdirilir.

200 pL-500 pL kan Ornegi (tavsiye olunan miktar 500 pL) ve 60 uL
DTT(1mol/L) reaktif kartusun ilk kuyucuguna aktarilir.

Tepsi Lab-Aid 824s cihazina yerlestirilir.

12-cubuk kapagi yuvasina yerlestirilir ve kisa sekmenin ige doniik oldugundan
emin olunur, yani kapak sonuna dogru itilmelidir. Her zaman bir Reaktif
Kartusun siitunu iizerinde 12-¢ubuk kapagi bulunmalidir, 24 6rnegin dolu bir
tepst i¢in iki cubuk kapag gereklidir.

Lab-Aid 824s'in 6n kapisini kapatilir.

Ekran mesajimi takip edin ve Lab-Aid 824s c¢aligma istasyonunda "NA-DNA"
protokoliinii secilir. Daha sonra protokol ¢aligmasini baslatmak i¢in "START"
diigmesine basilir.

Calisma sona erdiginde, ekran kalan zamam "00: 00" olarak gosterir. Tepsi
disartya kaydirilir. Her Reaktif Kartusun 10. kuyucugundan izole edilmis DNA
diger tiiplere aktarilir ve daha fazla kullanim veya uzun siireli depolama i¢in
saklanir.

Not:  Eluatlarda manyetik boncuk tasinmasi, DNA  depolamasini
etkilemeyecektir. Manyetik boncuk tasinmasi riskinin en aza indirilmesi
gerekiyorsa, eluat igeren tiipleri manyetik ayristiriciya aktararak manyetik
boncuklar1 yakalamak icin kullanilir, bdylece DNA c¢ozeltisi temiz tiiplere
aktarilabilir.

Rod cover ve reaktif kartus ¢ikarilir ve giivenlik kurallarina uyarak ihya edilir.
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3.3.2. Microarray Calismasi

Izole edilen DNA 6rnekleri Illumina Infinium Global Screening Array-24 v1.0
(GSA-Cyto) mikroarray ¢ipi ile galisilmis ve Illumina iScan platformunda taramasi
yapilmistir. Bu yontem ile 6rnegin tim genomu ~700,000 probe ile taranmaktadir, yaklagik
4485 gen hedeflenmektedir. Illumina mikroarray ¢ip problarinin medyan araligi
~3.9kb/2.3kb’dir. Ortalama ¢oziiniirligi ~10kb / ~25kb’dir. Gergeklestirilen ¢alismada,
DNA o6rneginin analizi sonrasinda hesaplanan genotipleme orani (Call Rate)>0.99 oldugu
tespit edilmistir. Bu deger SNP belirteglerinin ¢ok yiiksek dogruluk orani le
genotiplendirildigini gostermektedir. CNV (Copy Number Variation) analizi, tiim genom
SNP verisinden BAF ve LRR degerleri dikkate alinarak hesaplanmistir. Kopya sayisi
varyasyonlar1 Biodiscovery tarafindan gelistirilen NxClinical (v.6.0) analiz programlari
araciligiyla tespit edilmekte ve gorsellestirilmektedir. Ilgili pozisyonlar Human Genome

Build 37 (GRCh37/hg19) referans alinarak raporlanmustir.

BAF (B Allel Frekansi): ilgili SNP igin B alleli sinyalinin toplam sinyal miktarina
oranini gosterir. 0 ve 1degerleri homozigotlugu, 0.5 degeri heterozigotlugu gosterir. Kopya

sayist degisimlerinde veya mozaizim durumlarinda ara degerler (6rn: 0.25 / 0.75) alabilir.

LRR (Log R Ratio): Belirtilen SNP igin ortalama toplam sinyal miktarinin
logaritmik ifadesidir. Kopyasayis1 hakkinda bilgi verir. 0 degeri 2 kopya sayisini, pozitif
degerler artmis, negatif degerlerise azalmis kopya sayisini isaret eder. Tespiti yapilan
varyantlar, ISCN 2020 nomenklatiiriine gore adlandirilmistir. Bu yontem ile yapilan
caligmalar sonucunda nokta mutasyonlari, kromozomlarin sentromerik, subtelomerik ve
heterokromatin bolgelerindeki bulgular, ¢ok kiiciik delesyonlar (<100 Kb) ya da
duplikasyonlar, segmental duplikasyonlar gibi dizi tekrarlari, diisiik oranli mozaisizm
(<%20), resiprokal ve robertsonian translokasyonlar gibi dengeli kromozomal degisiklikler

kapsam disinda birakilmstir.
Calisma basamaklart

1. Giin (Denatiirasyon, Notralizasyon, Amplifikasyon)

Reaktifler 1x Ornek icin
MA1 Soliisyonu 20 pl

NaOH (0,1 N) 4 ul

MAZ2 Soliisyonu 34 ul

MSM Soliisyonu 38 ul
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1. -20 °C’de duran MA1, MA2 ve MSM soliisyonlar1 oda 1sisinda bekletilerek
erimesi saglanir ve hibridizasyon firim1 amplifikasyonun gerceklesecegi
37°C’ye ayarlanir.

2. Eriyen soliisyonlar 10 kez alt-iist edilerek karistirilir ve 280g de pulse spin
yapilir.

3. Midiplate’in ilgili kuyusuna 20 pl MA1 soliisyonu koyulur iizerine 4 ul, 50
ng/ul konsantrasyonda 6rnek eklenir.

4, 1 N NaOH taze olarak 0,1 N’e diliie edilir ve bu diliie edilen 0,1 N’lik
NaOH’tan ilgili kuyuya 4 ul eklenir ve Midiplate Capmat ile kapatilir.

5. Midiplate, karistiriciya koyularak 1 dk boyunca 1600 rpm de ornek ile
reaktiflerin karismasi saglanir.

6. Ardindan Midiplate 280g de 1 dk santrifiij yapilarak 10 dk oda 1sinda bekletilir.

7. Siire bitiminde Capmat agilir, ilgili kuyuya 34 pl MA2 ve 38 ul MSM
soliisyonlar1 eklenir, ayn1 Capmat ile Midiplate kapatilir ve 1 dk boyunca 1600
rpm de Ornek ile reaktiflerin karismasi saglanir.

8. Ardindan Midiplate 280g de 1 dk santrifiij yapilir ve 20-24 sa. 37 °C’de
amplifikasyon i¢in inkiibe edilir.

2. Giin (Fragmantasyon, Presipitasyon, DNA resuspansiyonu, Hibridizasyon)

Reaktifler 1x Ornek icin
FMS 25 ul

PM1 50 pl
2-Propanol 155 pul

RAL 3l

1. -20 °C’de duran RA1 ve FMS soliisyonlar1 oda isisinda bekletilerek erimesi
saglanir ve 1s1 blogu

2. fragmantasyonun gerceklesecegi 37 °C’ye ayarlanir.

3. Eriyen FMS soliisyonu 10 kez alt-iist edilerek karistirilir ve 280g de pulse spin
yapilir.

4. FMS soliisyonunun eridikten sonra Midiplate firindan ¢ikartilir ve 280g de 1
dk santrifiij yapilir.

5. Capmat acilarak ilgili kuyuya 25 pl FMS soliisyonu eklenir ve capmat geri
kapatildiktan sonra midiplate karistiriciya koyularak 1 dk boyunca 1600 rpm de
ornek ile reaktiflerin karigmasi saglanir.

6. Ardindan Midiplate 280g de 1 dk santrifiij yapilir ve 1 sa. 37 °C’de 1s1
blogunda fragmantasyonun ger¢eklesmesi icin inkiibe edilir.
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7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

4 °C’de duran PM1 soliisyonu oda 1sisinda bekletilir ve kullanilmak iizere
%100 liik 2-propanol taze olarak bench iizerinde hazirlanir.

Oda 1s1s1na gelen PM1 soliisyonu 10 kez alt-iist edilerek karistirilir ve 280g de
pulse spin yapilir.

1 saatlik siirenin bitiminde Midiplate 1s1 blogundan alinarak capmat ¢ikarilir ve
ilgili kuyuya 50 ul PM1 soliisyonu eklenir.

Capmat geri kapatildiktan sonra midiplate karistirictya koyularak 1 dk boyunca
1600 rpm de 6rnek ile reaktiflerin karigmasi saglanir.

Midiplate, 5 dk 37 °C’de 1s1 blogunda inkiibe edilir.

Siire bitiminde Capmat agilarak ilgili kuyuya 155 ul 2-Propanol eklenir ve
Midiplate yeni bir Capmat ile kapatilarak 10-15 kez ters-yiiz edilerek
soliisyonlar karistirilir.

30 dk 4 °C’de bekletilir.

Bu sirada santrifiij sogumasi igin 4 °C’de 3000 rpm’de 20 dk’ya ayarlanir.

Siire bitiminde Midiplate 4 °C’den alinir ve 20 dk bir onceki basamakta
belirtilen sekilde santrifiij edilir.

Santrifiij islemi tamamlanan orneklerin tizerindeki sivi fazin uzaklastirilmasi
icin, capmat acilir ve Midiplate ters ¢evrilerek sivi faz lavaboya dokiiliir.
Ardindan Midiplate dibinde kalan mavi pelletlere zarar vermeden Midiplate 1
dk boyunca filtre kagitlarinin {izerine vurulur ve kalan sivilardan uzaklasma
saglanir.

Midiplate ters sekilde tutularak bir rack tizerinde kurumasi i¢in 1 sa. Bekletilir.
Hibridizasyon firin1 48 °C’ye ayarlanir.

Siire bitimine 10 dk kala thermo sealer acilir (180 °C’de 5 sn.’ye ayarlanmis
olacak)

Siire tamamlaninca presipitasyon islemi tamamlanmis 6rnegin bulundugu ilgili
kuyuya 23 ul RATsoliisyonu koyulur ve iizeri 1s1 ile yapisan seal ile kapatilarak
thermo sealer’da kapatilir.

1 sa. boyunca resuspansiyon i¢in 48 °C’deki firinda inkiibe edilir

Is1 blogu 95°C’ye ayarlanir.

Stire sonunda Midiplate firindan ¢ikarilir ve karistirictya koyularak 1 dk
boyunca 1800 rpm de 6rnek ile RA1’in homojenize olmasi saglanir.

Ardindan Midiplate 280g de 1 dk santrifiij yapilir ve 20 dk 95 °C’de 1s1
blogunda inkiibe edilir.

4 °C’deki Chip ve PB2 soliisyonu oda 1s1sina ¢ikartilir.
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

Stire bitiminde Midiplate 1s1 blogundan alinarak 30 dk oda 1sisinda bekletilir.
Siire dolmasina 10 dk kala hibridisazyon haznesi hazirlanir. Turuncu conta,
hazne icine yerlestirilir ve ylikleme yapilacak chip sayisina gore (maksimum 4
chip) hibridisazyon haznesinde bulunan kuyulara 400’er ul PB2 soliisyonu
eklenir(1 chip i¢in 2 adet kuyucuk mevcut). Ve haznenin kapagi kapatilarak
hazir sekilde bekletilir.

Hibridizasyon firin1 48 °C’de tutularak sallanma 6zelligi agilir (hiz1 5’e ayarli
olacak).

Oda 1s1s1na gelen Midiplate 280g de 1 dk santrifiij yapilir.

Yiikleme yapilacak chip, hibridisayon hazne aparatina yerlestirilir.

Seal acilarak ilgili 6rnek daha onceden belirlenmis chip pozisyonuna 15 pl
yiiklenir.

Yiiklemesi tamamlanan chip, aparat i¢inde hibridizasyon haznesine yerlestirilir
ve kapak kapatilarak hibridizasyonun gergceklesmesi icin 16-24  sa.
hibridizasyon firininda inkiibasyona birakilir.

Oda 1sisindaki XC4 soliisyonu %100 EtoH ile 350 ml’ye tamamlanir 15 sn
calkalanarak ertesi giin kulanilmak {izere 1 gece boyunca bekletilir.

Kullanilan RAT1 soliisyonu ertesi giin kullanilmak {izere 4°C’de muhafaza

edilir.

3. Giin (Yikama, Tek baz uzamasi, Boyama, Tarama)

RAT soliisyonu 4 °C’den, Formamid, XC1, XC2, TEM, STM ve ATM
soliisyonlar1 -20 °C’den ¢ikartilarak oda 1sisina gelmeleri saglanir.

Eriyen XC1, XC2, TEM, STM ve ATM soliisyonlar1 10 defa alt {ist edilip
karigtirilir ve 3000 g’de 3 dk santrifiij yapilir.

Su sirkiilasyonu ile 1s1 saglayan TECAN rack haznesi 44 °C’ye ayarlanir.
Hibridizasyon haznesi firindan ¢ikartilir ve 25 dk oda 1sisinda sogumasi
saglanir.

Bu siirede yikama ve boyama hazirliginin yapilabilmesi i¢in PB1 ve XC4
soliisyonlart ilgili kaplara koyulur.

Stire bitiminde chip, hibridizasyon haznesinden ¢ikartilir ve {izerindeki film tek
seferde nazik ancak ¢ok yavas olmayacak sekilde ¢ikartilir.

Chip yikama rack’ina yerlestirilir ve icinde 200 ml PB1 olan yikama kabinda 1
dk boyunca yukar1 agag1 hareket ettirerek yikamasi yapilir.
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Daha sonra chip yikama rack’1 ile beraber icinde 200 ml PB1 olan 2. Yikama
kabinda 1 dk boyunca yukari agag: hareket ettirerek yikamasi tamamlanir.

Chip yikama rack’indan alinir ve i¢inde 150 ml PB1 bulunan Hizalama
fikstiiriine, siyah c¢erceve i¢inde barkod kismi asagi bakacak sekilde
yerlestirilir.

Yerlestirilen chip tizerine seffaf spacer koyularak hizalama ¢ubugu ile hizalama
fikstiiriinde sabitlenir.

Chip iizerine Cam arka plaka rezervuar kismi asagi ve ige bakacak sekilde
yerlestirilir ve cam plaka hizalama ¢ubuguna dogru hafifce ittirilerek metal
klipsler ile tiim sistem birbirine sabitlenir.

Hizalamas: yapilan chip, fikstiirden ¢ikarilarak spacer’in disarida kalan
kisimlar1 makas ile kesilir.

Formamid c¢oziinlince 95% formamide/1 mM EDTA soliisyonu boyamasi
yapilan chip sayisina gore hazirlanir.

Boyamanin bitmesinin ardindan chip TECAN’dan ¢ikarilir.

Chip tizerindeki klipsler spatiil ile cikartilir ve cam plaka chip iizerinden
kaldirilir.

Spacerlar chip ylizeyine degmeden cimbiz yardimi ile chip lizerinden alinir ve
chip, boyama rack’ina barkod kism1 yukar1 bakacak sekilde yerlestirilir.
Boyama rackindeki chip once iginde 310 ml PB1 bulunan kap i¢ine alinarak 10
kez yukari-agsagi hareket ettirilir ve 5 dk kap icinde bekletilir.

Ardindan chip rack ile beraber icinde 310 ml XC4 bulunan kap i¢ine alinarak
10 kez yukari-asag1 hareket ettirilir ve 5 dk kap i¢inde bekletilir.

XC4 ile kaplanan chip, boyama rack’i ile beraber kap i¢inden ¢ikartilarak rack
tizerine barkod kismi yukari bakacak sekilde yatay bi¢imde yerlestirilir.
Chip’in altindaki fazla sivi kim-wipe mendil ile silinerek vakum desikator
igerisindeki rack lizerine barkod kismi yukar1 bakacak sekilde yerlestirilir.

508 mm Hg (0.68 bar)’de 50-55 dk kurutmaya birakilir.

Kuruyan chip, tarama isleminin tamamlanmasi ig¢in iScan’e yerlestirilir ve

tarama islemi gerceklestirilir.

3.3.4. Klinik Ekzom Dizileme Calismasi

Laboratuvar siireci kisaca, hastalik ile iliskilendirilmis gen bolgesinin/bdlgelerinin

zincirleme polimeraz reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmasin1 ve bu bdlgenin yeni nesil

dizileme teknolojisi kullanilarak dizilenmesini icermektedir. Bu amagla Clinical Exome
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Solution by Sophia Genetics kiti kullanilmaktadir. CES v3 v2 paneli kapsaminda 5500 gen
sekanslanmaktadir. Dizileme reaksiyonu ise Illumina NextSeq® sistemi ve uyumlu reaktif

kitleri kullanilarak gerceklestirilmektedir.

Hem klinik ekzom dizileme, hem de tim ekzom dizileme calismalarinda ham
veri Sophia DDM® veri analizi platformu araciligi ile analiz edilmistir. Hizalama ve
varyant bulma islemleri Sophia Genetics'in tescilli bir temel algoritmasi olan Pepper®

tarafindan hg19 insan genom referansina gore gergeklestirilmistir.

Varyant anotasyonu Sophia Genetics'in MOKA® yazilimi ile gerceklestirilmis ve
her bir varyant i¢in varyantin protein dizilimi tizerindeki etkisi (missense,stop gain vs),
cesitli populasyonlardaki (1000G, ESP, ExAC,gnomAD) goriilme sikligi, tahminleme
algoritmalari (SIFT,PolyPhen) ile varyantin yikicilik etkisi gibi bilgiler eklenmistir. CNV
bulunmas1 Sophia Genetics' in MUSKAT® yazilimi ile gerceklestirilmistir.
Varyant smiflandirilmasi i¢in, Clinvar veri tabaninin uzman ¢alisma gruplar1 ve Maxwell
ve ark. tarafindan olusturulan veri bankalar1 referans alinmistir. Veri bankalarinda
bulunmayan diger varyantlar icin Maxwell ve ark. tarafindan olusturulan kriterler dikkate
alimmistir. Bu kriterler American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)

dizileme /sekans varyantlar1 siniflandirma yonetmeligi temel alinarak belirlenmistir (113).
SOPHIA GENETICS PANELLERI ILE KUTUPHANE HAZIRLIGIT

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi:

Ornek Sayis1 (n) = Standart Sayis1 (2) + Hasta Sayis1 (x)

Calisma Soliisyonu =n x 1 pL Florescent Dye + n x 199 pL Qubit Buffer

DNA (ul) Calisma Soliisyonu (ul)
Standart (A ve B) 10 190
Ornek (Yiiksek Kaliteli 2 198

DNA)

DNA’nmin Kkalitesinin belirlenmesi icin A260/280 ve A260/230 oranlar1 da

ol¢iilmelidir.

Reaksiyona girecek DNA’larin tiimiiniin ayn1 standartta olmalar1 i¢cin DNA’lar

konsantrasyonlarina gore final iirtin 15 pl olacak sekilde IDTE ile sulandirilirlar.
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gDNA Diliisyonu:

gDNA 120 ng
IDTE 15 pl’ye tamamlanir 5-6 kez pipetleyerek nazikge karistirilir, kisa spin
yapilir.

Giivenli saklama noktasi (1 gece 4°C)

DNA’lar aynm1 konsantrasyona getirildikten sonra buz blogu iizerine alinirlar ve Fx

Reaction Pre-Mix hazirlanir.

Pre-Mix’lerin Hazirlanmasi:

FX REACTION 12 16
PRE-MIX Ornek Ornek
(4X4) (8X4)
FX Buffer 10x 37.5 ul 50 pl 10 kez nazikge pipetle, kisa
FX Enzyme Mix 75 ul 100 pl spin yap, buzda beklet

Enzimatik Fragmentasyon, Uc¢ tamiri ve A-tailing:

¢ Buz blogu tizerindeki 6rneklerin her birine 2,5 pl Fx Enhancer eklenir ve yaklasik 10
kez nazikge pipetaj yapildiktan sonra kisa bir spin yapilir.

¢ Sonrasinda drneklere 7,5 ul Fx Reaction Pre-Mix eklenir ve yaklagik 10 kez nazikge
pipetaj yapildiktan sonra kisa bir spin yapilir.

e FXFrag PCR programinda ilk basamak olan 4°C’ye gelinceye kadar drnekler buz
blogu tlizerinde bekletilirler ve derece 4°C’ye geldiginde PCR cihazina konulurlar.

Adaptor Ligasyonu:

PCR programi devam ederken Ligation Pre-Mix ve PCR Pre-Mix hazirlanir ve buz

bloguna kaldirilirlar.

e FXFrag programi bittiginde Ornekler fazla bekletmeden buz bloguna almirlar ve
tizerlerine 2,5l spin yapilmis index adapterler eklenir, yaklasik 10 kez nazikge pipetaj
yapilir.

e Daha sonra 22,5l Ligation Pre-Mix eklenir ve yaklasik 10 kez nazikce pipetaj yapilir.
Daha sonra kisa bir spin yapilir ve 20°C’de 15 dakika inkiibe edilir.

30



Ligasyon Sonrasi Temizleme:

e Inkiibasyon sonrasi toplam 50 pl olan iiriin iizerine 40 ul AMPure XP Beads eklenir
ve yaklagik 10 kez pipetaj yapilir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilir.

e Sonrasinda manyetik stand’e alinir ve 3 dakika beklenir. 3 dakikanin sonunda
stipernatant uzaklastirlir.

¢ Ardindan 200ul %80 EtOH eklenir, 30 saniye bekletilir ve slipernatant uzaklastirlir.

o Alkol ile yitkama basamag bir kez daha tekrarlanir.

e Daha sonra manyetik stand iizerinde 5 dakika oda sicakliginda bekletilir ve kalan
alkoliin uzaklagmas1 saglanir.

¢ Beklenen siirenin sonunda pellet 52,5 pl su ile ¢oziiliir ve 5 dakika bekletilir.

e Daha sonra manyetik stand’e alinir ve 3 dakika bekletilir.

e Sonrasinda 50 pl siipernatantlar yeni bir tiipe alinurlar.

Cift Boyut Secim (Dual Size-Selection):

e 50 pl tiriin tizerine 30pul AMPure XP Beads eklenir ve yaklasik 10 kez pipetaj yapilir.
Oda sicakliginda 5 dakika bekletilir.

e Sonrasinda manyetik stand’e almir ve 3 dakika beklenir. 3 dakikanin sonunda 70 pl
slipernatant yeni bir tiipe alinur.

e 70 pl {iriin tizerine 10 ul AMPure XP Beads eklenir ve yaklasik 10 kez pipetaj yapilir.
Oda sicakliginda 5 dakika bekletilir.

e Sonrasinda manyetik stand’e almnir ve 3 dakika beklenir. 3 dakikanmin sonunda 75 pl
stipernatant uzaklagtirilir.

e Ardindan 200 pl %80 EtOH eklenir, 30 saniye bekletilir ve siipernatant uzaklastirlir.

o Alkol ile yitkama basamag bir kez daha tekrarlanir.

e Daha sonra manyetik stand iizerinde 5 dakika oda sicakliginda bekletilir ve kalan
alkoliin uzaklagmasi saglanur.

e Beklenen siirenin sonunda pellet 10 pl IDTE ile ¢oziiliir ve iizerinde daha once
hazirlanmis olan 15 pl PCR Pre-Mix eklenir. Yaklasik 10 kez pipetaj yapilir ve spin
yapilarak LibAmp programina konulur.
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Giivenli saklama noktasi (1 gece 4°C)

Amplifikasyon Sonras1 Temizleme:

¢ Kiitliphanenin amplifikasyonu sonrasi toplam 25 pl olan iiriin {izerine 25 ul AMPure
XP Beads eklenir ve yaklagik 10 kez pipetaj yapilir. Oda sicakliginda 5 dakika
bekletilir.

e Sonrasinda manyetik stand’e alinir ve 3 dakika beklenir. 3 dakikanin sonunda
stipernatant uzaklagtirilir.

¢ Ardindan 200 pl %80 EtOH eklenir, 30 saniye bekletilir ve siipernatant uzaklastirilir.

e Alkol ile yikama basamagi bir kez daha tekrarlanir.

e Daha sonra manyetik stand ilizerinde 5 dakika oda sicakliginda bekletilir ve kalan
alkoliin uzaklagmasi saglanur.

e Beklenen siirenin sonunda pellet 14 pl su ile ¢oziiliir ve 5 dakika bekletilir.

e Daha sonra manyetik stand’e alinir ve 3 dakika bekletilir.

e Sonrasinda 13 pl siipernatantlar yeni bir tiipe almurlar.
Giivenli saklama noktasi (1 gece 4°C veya daha uzun -20°C)

Bireysel Kiitiiphanelerin Kalite Kontrolii:

PCR sonrast liriinlerin Qubit dl¢timleri yapildiktan sonra;

Kiitiiphane Havuzunun Olusturulmasi- Library Pooling:

Uriinler DNA-LoBind tiipiinde birlestirilir. Olusturulan pool igine 2 ul Blocking
oligos xGen Universal Blockers - TS Mix ve 5 ul Human Cot DNA eklenir. Pipetaj yapilir
ve pool vakum altinda 45-50°C’de liyofilize edilir.

Giivenli saklama noktasi (-20°C)

Hibridizasvon (Hedef Bolgelerin ‘Capture-Prob’larca Yakalanmasi):

e Yanyana duran PCR cihazlarindan bir tanesi kapak sicakligi 99°C olacak sekilde
95°C inkiibasyona, digeri ise kapak sicaklign 75°C olacak sekilde 65°C inkiibasyona
ayarlanir.

¢ Sonrasinda Hybridization Mix hazirlanr.
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HYBRIDIZATION MIX 1 Pool i¢in 2 Pool i¢cin

2X Hybridization Buffer 8.5 ul 18.7 wl

Hybridization Buffer 3.4 ul 7.48 ul 10 kez nazikge
Enhancer pipetlenir, kisa spin
NFW 1.1 ul 2.42 ul yapilir, buzda
Toplam Hacim 13 pl 28.6 pl bekletilir

e Liyofilize pelet, 13 ul Hybridization Mix i¢inde pipetleyerek ¢oziiliir.

e Resiispense pelet her pool ayr tiipe olacak sekilde yeni bir PCR tiipiine aktarilir.

¢ Ardindan 4 uL prob eklenir ve diger yiiksek hacimli pipet ile pipetleyerek karigtirlir.
e 95°C’taki PCR cihazinda 2 dakika inkiibe edilir.

e 2 dakika sonunda pool tiipii 65°C’taki PCR cihazimna aktarilir.

e Dikkat! Sakin 65°C’nin altina diigtirme sicakligi.

e 65°C’taki PCR cihazinda 4 saat siire ile inkiibasyona birakilir.

NOT: Inkubasyon siiresi icinde, bir sonraki asamada kullanilacak olan yikama
tamponlar1 hazirlanirlar ve en az 2 saat boyunca 65°C’ta inkiibe edilecek olan bufferlar

65°C’ye koyulur.

Wash Buffer’larin Hazirlanmasi (2 Pool Icin):

BUFFER STOCK BUFFER WATER FINAL VOLUME 1x
(nD (1D (1D

10x Wash Buffer | 66 594 660

10x Wash Buffer |1 44 396 440

10x Wash Buffer 111 44 396 440

10x Stringent Wash Buffer 88 792 880

2x Bead Wash Buffer 550 550 1100

Ix Stringent Buffer’r ve 220 pl 1x Wash Buffer 1’1 65°C’taki kuru blok 1s1tic1 i¢ine
yerlestirilir. (En az 2 saat inkiibasyon). Geri kalan WB oda sicakliginda tutulur.

Streptavidin Bead’lerin Yikanmasi (2 Pool icin):

Calismaya baslamadan yaklasik yarim saat 6nce Streptavidin Beads ¢ikarilir ve oda

sicakligina gelmesi saglanir.

1 Pool i¢in 2 Pool icin
Oda sicakhigina getirilmis
Streptavidin Beads 100 pl 200 pl
1X Bead Wash Buffer 200 pl 400 pl
1X Bead Wash Buffer 100 pl 200 pl
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e 1,5ml’lik tiipe Streptavidin Beads konulur ve manyetik stand’a yerlestirilerek
stipernatant berraklagincaya ve bead’ler bir pellet olusturuluncaya kadar bir siire
beklenir.

e Siipernatant atilir ve kalan pellete 1X Bead Wash Buffer eklenir. 10 saniye kadar
vortekslenir. Manyetik stand’a yerlestirilerek siipernatant berraklagincaya ve bead’ler
bir pellet olusturuluncaya kadar bir siire beklenir.

¢ Yikama asamasi tekrarlanir.

e Son olarak yikanmis beadler {lizerine 1X Bead Wash Buffer eklenir ve 100 pul PCR
tiipiine aktarilir. PCR tiipli manyetik stande yerlestirilir ve siipernatant atilir.

e Beadlerin kurumasma izin verilmeden hizli davranilmalidir.

Hibridize Olan Hedef Bolgelerin Bead’lere Baglanmasi (Binding of Hybridized

Targets to the Beads):

Kritik Asama! 65°C’tin altina diismeyin!

e Yikanmug Streptavidin Bead’leri 65°C’taki PCR cihazina yerlestirir yerlestirmez, 4
saattir hibridize olan 17 ul’lik Hibridizasyon reaksiyonu ile nazikge pipetleyerek
kanstirtlir.

e PCR cihazimin kapagm kapatip 45 dk boyunca inkiibe edilir. Her 15 dakikada bir
nazik¢e pipetaj yapilir. Boylelikle, biotin-bagli problara streptavidin beadlerin
baglanmasi saglanmis olur. (Bu sirada 1,5 ml lik lobind tiipleri 1sitnmasi i¢in 65°C’taki

kuru blok 1sitict igine yerlestir)

Streptavidin Bead’lere Baglanmavan DNA’nin Uzaklastirilmasi:

65°C’taki basamaklar:

e 45 dakikanin sonunda 100 uL 1X Wash Buffer 1 (65°C’taki)’i yine 65°C’ta
streptavidin bead’lerle inkiibe olan hibridizasyon reaksiyonuna eklenir.

e Hemen 1.5’luk temiz DNA Lo-bind tiipe aktarilir.

e Hizlica magnetic standa yerlestirilir, silipernatanin seffaflasmasini beklenir ve
stipernatant dikkatlice uzaklastirlir.

e 200 wl 1x Stringent Wash Buffer (65°C’taki) nazikce bead peletinin {izerine eklenir ve
nazikge resiispanse edilir. (Max 3 kez pipetleme)

e 65°C’ta 5 dk inkiibe edilir.
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Tiip tekrar magnetic standa alinir ve Stringent Wash Buffer ile yikama basamagi

tekrar edilir.

Oda sicakhigindaki basamaklar:

5 dakikanin sonunda tiip manyetik standa yerlestirilir ve seffaf siipernatant
uzaklastirilir.

Tiiplin iizerine 200 pl 1x Wash Buffer 1, (oda sicakligindaki WB1) eklenir ve 2
dakika vortekslenir.

Manyetik standa yerlestirilir ve seffaf siipernatant uzaklastirilir.

Tiiplin iizerine 200 pl 1x Wash Buffer 2, (oda sicakligindaki WB2) eklenir ve 1
dakika vortekslenir.

Manyetik standa yerlestirilir ve seffaf siipernatant uzaklastirilir.

Tiiplin lizerine 200 pul 1x Wash Buffer 3, (oda sicakligindaki WB3) eklenir ve 30
saniye vortekslenir.

Manyetik standa yerlestirilir ve seffaf siipernatant uzaklastirilir.

Tiip manyetik stand’te iken pelletin tizerine 200 pl IDTE (oda sicakliginda) eklenir ve
seffaflastiktan hemen sonra uzaklastirilir.

Arta kalan siipernatant spin edilir ve 10 ul’lik pipet ile tamamen uzaklastirilir. Hig¢
IDTE kalmamah!

Pellet iizerine 20 pl nuclease-free water eklenir ve pipetleyerek resuspanse edilir.
Ardindan bead/water karisimi yeni bir PCR tiipiine aktarilir.

KAPA AMP Pre-Mix hazirlanir.

Post-Capture Amplifikasyon:

Streptavidin beads/water suspansiyonunu (20 pl) iceren son iiriin ve KAPA Amp Pre-
Mix (30 uL) ile pipetleyerek karistirtlir, KAPA Amp PCR programina konulur.

Giivenli saklama noktasi (1 gece 4°C veya daha uzun -20°C)

Post-capture AmplifikasyonTemizleme:

PCR sonrast toplam 50 pl olan {iriin {izerine 50 ul AMPure XP Beads eklenir ve
yaklasik 10 kez pipetaj yapilir. Oda sicakhiginda 5 dakika bekletilir.
Sonrasinda manyetik stand’e almir ve 3 dakika beklenir. 3 dakikanin sonunda

stipernatant uzaklastirlir.
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¢ Ardindan 200 pl %80 EtOH eklenir, 30 saniye bekletilir ve siipernatant uzaklagtirilir.

e Alkol ile yikama basamagi bir kez daha tekrarlanir.

e Daha sonra manyetik stand {lizerinde 5 dakika oda sicakliginda bekletilir ve kalan
alkoliin uzaklagmasi saglanur.

¢ Beklenen siirenin sonunda pellet 20 pl IDTE ile ¢oziiliir ve 5 dakika bekletilir.

e Daha sonra manyetik stand’e alinir ve 3 dakika bekletilir.

e Sonrasinda 18 pl siipernatantlar yeni bir lobind tiipe alnirlar.
Giivenli saklama noktasi (1 gece 4°C veya daha uzun -20°C)

Final Kiitiiphane (Pool) Kalite Kontrolii:

Qubit 6l¢iimii: Her bir pool’dan 2 ul alinarak florometrede dlgiiliir.

Bioanalyzer ile fragman boyutunun belirlenmesi (6l¢iimde 1 pl pool kullanilir).

Fragman boyutu 300-700 bp araliginda olmalidir.
3.3.5. Tiim Ekzom Dizileme Calismasi

Laboratuvar siirecinde, hastalik ile iligkilendirilmis gen bdlgesinin/bdlgelerinin
zincirleme polimeraz reaksiyonu (PCR) ile g¢ogaltilmasini ve bu bdlgenin yeni nesil
dizileme teknolojisi kullanilarak dizilenmesini icermektedir. Bu amagla Twist Human Core
Exome v2 by Sophia Genetics kiti kullanilmaktadir. Twist Human Core Exome v2 paneli
kapsaminda 21589 gen sekanslanmaktadir. Dizileme reaksiyonu ise Illumina NextSeq®

sistemi ve uyumlu reaktif kitleri kullanilarak gerceklestirilmektedir.
DNA konsantrasyonunun belirlenmesi:
Ornek Sayis1 (n) = Standart Sayis1 (2) + Hasta Sayist (X)

Calisma Soliisyonu = n x 1 uL Florescent Dye + nx 199 uL Qubit Buffer

DNA (ul) Calisma Soliisyonu (ul)
Standart (A ve B) 10 190
Ornek (Yiiksek Kaliteli DNA) 2 198

DNA’nin kalitesinin belirlenmesi i¢in A260/280 ve A260/230 oranlar1 da

Olctilmelidir.
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Reaksiyona girecek DNA’larin tlimiinlin aynmi1 standartta olmalar1 i¢cin DNA’lar

konsantrasyonlarina gore final {iriin 3 pl olacak sekilde NFW ile sulandirilirlar.
gDNA Diliisyonu:

gDNA 50 ng
NFW 10 pl’ye tamamlanir ~ 5-6 kez pipetleyerek nazikge karistirilir,
kisa spin yapilir.

Giivenli saklama noktasi (1 gece 4°C)

DNA’lar aynm1 konsantrasyona getirildikten sonra buz blogu iizerine alinirlar

ve Fragmentation Mix hazirlanir.
ASAMA 1: DNA FRAGMANTASYONU, UC TAMIRI VE dA-TAILING:

Enzymatic Fragmentation Master Mix Hazirlanmast:

Fragmentation mix 1 Ormek 8 Ornek 16 Ornek 32 Ornek

NFW 25 ul 212,5ul 425l 825 ul

10x Fragmentation 5ul 425u 85l 165 ul

Buffer

5x Fragmentation 10 pl 85 ul 170 wl 330 ul

Enzyme

Toplam 40 pl 340 ul 680 ul 1320 pl 10 kez nazikce
pipetlenir, kisa
spin yapilir,
buzda bekiletilir

FRAG PCR Programi

TEMPERATURE TIME (dakika)

(°O)
Lid 70
Step 1 4 1
Step 2 32 22
Step 3 65 30
Step 4 4 Hold

* Step 1’deki blok sicakligi 4°C’a ulagtiginda program durdurulur.

gDNA 10 pl

Fragmentation mix 40 ul

e Fragmentation Mix hazirlandiktan sonra buz iizerindeki Orneklerin iizerine 40 pl
eklenir ve yaklasik 10 kez nazikge pipetaj yapildiktan sonra kisa bir spin yapilir.

e FRAG PCR programinda ilk basamak olan 4°C’ye gelinceye kadar ornekler buz
blogu tizerinde bekletilirler ve derece 4°C’ye geldiginde PCR cihazina konulur.
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ASAMA 2: TWIST UNIVERSAL ADAPTORLERININ BAGLANMASI VE

SAFLASTIRMA:

TWIST UNIVERSAL ADAPTORLERIN BAGLANMASI:

Ligasyon mix 1 Ormek 8 Ornek 16 Ornek 32 Ornek

NFW 15 ul 1275w 255 ul 495 ul

DNA Ligation Buffer 20 ul 170 ul 340 wl 660 ul

DNA Ligation Mix 10 ul 85 ul 170 pl 330 ul

Toplam 45 ul 3825 765wl 1485 ul 10 kez nazikge pipetlenir,

kisa spin yapilir, buzda
bekletilir

Fragmantasyon Reax Uriinii 50 ul
Twist Universal Adaptorleri 5 ul 10 kez nazikge pipetlenir, kisa spin yapilir, buzda bekletilir
Ligasyon Master Mix 45 ul 10 kez nazikge pipetlenir, kisa spin yapilir, buzda bekletilir

Toplam

100 pl

Ligation Mix hazirlanir ve buzda bekletilir.

Frag programu bittiginde 6rekler fazla bekletilmeden buz bloguna alinir ve iizerlerine
5 ul Twist Universal Adapters eklenir.

Ardindan hazirlanan Ligation Mix’ten de 45 pl eklendikten sonra PCR programinda
20°C’de 15 dakika (open lid) inkiibasyona birakilir.

SAFLASTIRMA:

Inkiibasyon sonrasi toplam 100 pl olan iiriin {izerine 80 pl AMPure XP Beads eklenir
ve yaklasik 10 kez pipetaj yapilir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilir.

Sonrasinda manyetik stand’e aliir ve 3 dakika beklenir. 3 dakikanin sonunda
stipernatant uzaklagtirilir.

Ardindan 200 pl %80 EtOH eklenir, 30 saniye bekletilir ve siipernatant uzaklastirilir.
Alkol ile yikama basamagi bir kez daha tekrarlanir.

Daha sonra manyetik stand iizerinde 5 dakika oda sicakliginda bekletilir ve kalan
alkoliin uzaklagmasi saglanur.

Beklenen siirenin sonunda pellet 17 ul NFW ile ¢oziiliir ve 5 dakika bekletilir.

Daha sonra manyetik stand’e alinir ve 3 dakika bekletilir.

Sonrasinda 15 pl siipernatantlar yeni 8’li strip tiipe aktarilir.
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ASAMA 3: TERMAL CYCLER VE PCR MIX HAZIRLANMASI

FXFragmentation Reax Uriinii 15 pl
1 Omek 8 Ormek | 16 Ornek = 32 Ornek
Twist UDI Primer 10 pl 85 ul 170 ul 330 wl )
- . 10 kez nazikge
KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25pl 2125w 425 8251l pipetlenir, kisa spin

TOPLAM  35ul  2975ul 595l 1155 ul yapihir, buzda bekletilir

15 pl irln tizerine 10 pl Twist UDI Primer ve 25 pul KAPA HiFi HotStart
ReadyMix eklenir ve pipetlenip spin yapilir ve PCR programina konulur.

e PCR sonrasi toplam 50 pl olan iiriin tizerine 50 ul AMPure XP Beads eklenir ve
yaklasik 10 kez pipetaj yapilir. Oda sicakhiginda 5 dakika bekletilir.

e Sonrasinda manyetik stand’e alinir ve 3 dakika beklenir. 3 dakikanin sonunda
stipernatant uzaklastirlir.

e Ardindan 200 pl %80 EtOH eklenir, 30 saniye bekletilir ve siipernatant uzaklastirilir.

e Alkol ile yikama basamagi bir kez daha tekrarlanir.

e Daha sonra manyetik stand iizerinde 5 dakika oda sicakliginda bekletilir ve kalan
alkoliin uzaklagmasi saglanur.

e Beklenen siirenin sonunda pellet 22 pul NFW ile ¢oziiliir ve 5 dakika bekletilir.

e Daha sonra manyetik stand’e alinir ve 3 dakika bekletilir.

e Sonrasinda 20 pl stipernatantlar yeni 8’li strip tiipe aktarilir.

Uriinlerden 2 pl alinarak tekrardan Qubit 6lgiimii yapilir. Sonuglar 80 ng/ul den
yiiksek olmalidir.

Giivenli saklama noktasi (-20°C)
Twist Target Enrichment Protocol- Twist Hedef Zenginlestirme Protokolii
ASAMA 1: HIBRIDiZASYON iCiN KUTUPHANE HAZIRLANMASI

Library Pooling:

Pool’a giren Ornek Sayis1 8 ornek
Kiitiiphane Bas1t DNA Miktar1 (ng) 187,5
Pooldaki Toplam DNA Miktrai (ng) 1500

Uriinler tabloya uygun olacak sekilde 0,2 lik PCR tiipiinde birlestirilir. Pipetaj ve
spin yapilir. Pool bos bir eppendorf tiip ig¢ine kapagi acik sekilde koyularak vakum altinda

1s1s1z veya en diistik 1s1da liyofilize edilir.
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Giivenli saklama noktas1 (-20°C) 24 saat

ASAMA 2: KAPSAMA PROBLARINI POOL’LARLA HIiBRIDIiZE

EDILMESI

e Buz blogu cikarilir.

e [s1blogu 65°C’ ye hazirlanir

e PCR cihazi1 95°C’ ye ayarlanir. (lid: 105°C)

¢ Diger PCR cihazi da 70°C ye ayarlanir. (lid: 85°C)

1 Ornek 8 Ornek 16 Ornek 32 Ornek

Hybridization Mix 20 pl 170 ul 340 ul 660 ul 10 kez
Twist Fixed or Custom Panel 4 ul 34 ul 68 ul 132 ul g?‘;éla‘éi .

T i ir,
Optional: Secondary Panel 4 ul 34 ul 68 ul 132 ul Kisa spin
NFW - - - g

yapilir, buzda

Toplam Hacim 28 ul 238 ul 476 ul 924 ul bekletilir

Not: Eger 2. Panel i¢in prob kullanilmayacaksa su ile tamamlanir.

Hybridization Mix’ten pool basina 20 pl olacak sekilde ependorfa alinip 65°C de 10
dk inkiibe edilir.

Ardindan oda 1s1sinda 5 dk bekletilir ve 0,2 lik PCR tiipiine aktarilir.

Uzerine 4 pl Exome Probe ve 4 ul Refseq Panel eklenip pipetaj yapilip spinlenir.
95°C’de 2 dk inkiibe edilir.

Bu arada liyofilize poolun iizerine 5 pl Blocker Solution ve 7 pl Universal Blockers
eklenip pipetaj ve spin yapilir.

Prob Mix 95°C’de 2 dk sin1 tamamladiktan sonra alinir ve yerine poollar koyularak 95
°C’de 5 dk inkiibe edilir. Ayn1 anda Prob Mix buz blogunda 5 dk bekletilir.

5 dk sonunda hem Prob Mix hem de poollar oda sicakligina alinir ve 5 dk bekletilir.
Ardindan her pool iizerine Prob Mix’ten 28 pl eklenir ve vortekslenir.

Uzerine 30 Hybridization Enhancer eklenir, pipetlenip spinlenir. Ve 70°C deki PCR
16 saat inkiibasyona birakilir.

PROB MiX LIBRARY POOL

e Prob mix 95°C deki PCR’da 2 dk e Bu arada library pool hazirlanir;
bekletilir.

e Buz blogunda ve oda isisinda 5 dk e 95°C deki PCR’da ve oda 1s1sinda 5 dk
bekletilir bekletilir.
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ASAMA 3: HIBRIDIZE HEDEFLERiI STREPTAVIDIN BONCUKLARA
BAGLANMASI:

Hazirhk:

¢ Binding Buffer, Wash Buffer 1 ve Wash Buffer 2 ¢oziilene kadar 48°C 1s1 blogunda

tutulur.
e Her pool i¢in 200 ul Wash Buffer 1 oda 1sisina alinur.
e Her pool i¢in 700 ul Wash Buffer 2 48°C 1s1 blogunda 1sitilir.

¢ Streptavidin Binding Bead kullanilmadan 30 dk 6nce oda 1sisina alinr.
BONCUKLARIN HAZIRLANMASI

e Streptavidin Binding Bead vortexlenir. Pool basina 100 pl bead 1,5 luk ependorf tiipe
alinir.

¢ 200 pl Binding Buffer eklenir, pipetaj yapilir.

e Magnetic stand’a alinir ve 1 dk bekletilip siipernatant atilir.

¢ Yikama islemini 3 kere tekrarlanir.

e 4. kez 200 pl Binding Buffer eklenip ve homojen olana kadar vortexlenir.

e Ardindan 70°C de ki PCR fiiriinii icine eklenip pipet ile karistirilir sonra midi plate e

alinir.
HEDEFLERIN BAGLANMASI

e Midi plate 30 dk oda 1s1sinda shaker a koyulur. (Vortexleme)

e Spin yapilir.

e Magnetic stand’a alinir ve 1 dk bekletilip siipernatant atilir.

e 200 pl oda 1s1sindaki Wash Buffer 1 eklenip pipetaj yapilir.

e 1,5 ml yeni ependorf tiipe aktarilir ve magnetic stand a almip 1 dk bekletilir.
Siipernatant atilir.

e 200 pl 48°C deki Wash Buffer 2’den eklenip pipetaj yapilir.

e 48°C de 5 dk bekletilir.

e Magnetic stand’a alinip 1 dk bekletilir. Siipernatant atilir.

¢ Yikama islemini 3 kere tekrarlanir.

e Sonunda 45 pl NFW eklenir ve bead ¢oziiliir.
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ASAMA 4: KAPSAMA SONRASI AMPLIFIiYE PCR, SAFLASTIRMA VE
QC.:

PCR Programi

TEMPERATURE  TIME (saniye)

(°O)

Lid 105
Initial Step 98 45

Step 1 98 15 8 Cycles
Step 2 60 30
Step 3 72 30
Final Step 72 60
4 Hold

e 225 ulsi 0,2 ml lik PCR tiipiine alinir. Kullanana kadar buz tistiinde tutulur. (Kalan
yarisi -20 de saklanir. )
e Uzerine 2,5 ul Amplification Primers, ILMN ve 25 pl Kapa Hifi Hot Start Ready Mix

eklenir. 10 kez nazikge pipetaj yapilip spinlenir ve PCR programina konulur.

Saflastirma

e DNA Purification Beads vortexlenir.

e PCR sonrast toplam 50 pl olan {iriin tizerine 50 ul AMPure XP Beads eklenir ve
yaklasik 10 kez pipetaj yapilir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilir.

e Sonrasinda manyetik stand’e alinir ve 3 dakika beklenir. 3 dakikanin sonunda
stipernatant uzaklagtirilir.

e Ardindan 200 pl %80 EtOH eklenir, 30 saniye bekletilir ve siipernatant uzaklastirlir.

e Alkol ile yikama basamagy bir kez daha tekrarlanir.

e Daha sonra manyetik stand tlizerinde 5 dakika oda sicakliginda bekletilir ve kalan
alkoliin uzaklagmasi saglanur.

e Beklenen siirenin sonunda pellet 32 pul NFW ile ¢oziiliir ve 5 dakika bekletilir.

e Daha sonra manyetik stand’e aliir ve 3 dakika bekletilir.

e Sonrasinda 28 pl siipernatantlar yeni 0,5 lik Lobind tiipe aktarilir.
OC (QUBIT QUANTIFICATION- QUBIT OLCUMU)

e Qubit dl¢iimii yapihr. Olgiim sonuglar 15 ng/ul den yiiksek olmalidir.

¢ Bioanalyzer ile fragman boyutu belirlenir.
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e Fragman boyutu 375-425 bp araliginda olmalidir.
Giivenli saklama noktasi (-20°C)

3.3.6. Nextseq Run Verilmesi

Poolun Hazirlanmasi:

e Oncelikle NextSeq 500/550 Mid/High Output Reagent Cartridge V2 — 300 cycle kiti -
20°den ¢ikarilir, su icinde ve HT buffer -20°den ¢ikartlir ve +4°C’de ¢o6zlilmeye
birakilir.

e NaoH ve Tris-HCI ¢ozletileri de +4°C’den ¢ikarilir ve oda sicakligina getirilirler.
NaOH 1/5 oraninda su ile diliie edilir. Ayn1 zamanda reaksiyon hazirlanmaya
baslarken +4°C’den NextSeq 500/550 Mid/High Output Flow Cell Cartridge v2.5
cikarilarak oda sicakligina getirilir.

¢ Orneklerin Qubit ve Bioanalyzer l¢iimleri yapildiktan sonra 100nM olan Srnekler su
ile diliie edilerek 10nM’lara indirilir.

e Tek bir hasta icin 16000000 milyon okuma olacak sekilde kite dahil edilecek poollar,
okuma oranlarina gore tek bir poolda birlestirilirler. Bu 10nM’lik bir MegaPool’dur.

e Sonrasinda MegaPool 4nM’a indirilir ve i¢cinden 5 pl 6rnek yeni bir 1,5’luk LoBind
tiipe

o aktarilir.

e Ugzerine 5 pl daha 6nce diliie edilmis 0,2 NaOH eklenir. Hizl bir pipetaj ardindan spin
yapilir ve 5 dakika beklenir.

e 5 dakikanimn sonunda tizerine Spl Tris-HCI eklenir. Kisa bir pipetaj ve spinin ardindan
tizerine 985 pl HT Buffer eklenir ve boyle 1000 pl’lik 20pM’lik bir pool elde edilmis
olur.

e HT buffer eklendikten sonra tiip alt-iist yapilir ve ardindan spin edilir.

¢ Daha sonra yiikleyeceginiz 6rnegin miktarma (1,6 — 1,65 veya 1,7) bagl olarak;

e 20pM X ?=1,65 X 1300 formiilii ile 20pM’lik pool’dan 107,25ul yeni bir tiipe alimir
ve tlizeri 1300ul final hacim olacak sekilde HT Buffer ile tamamlanir. Bu formiilde
1,65 degiskenlik gosterebilir.

e Final poolumuzu elde ettikten sonra NextSeq 500/550 Mid/High Output Reagent
Cartridge V2’de isaretlenen kuyucuga tiim 6rnek yiiklenir.
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Cihaza Yiikleme:

e Yiikleme yaparken oncelikle NextSeq programina tarih ve pool adlari yazilir, index
bilgisi girilir ve kaydedilir.

¢ Daha sonra NextSeq programi agilir; Experiment ve ardindan Sequence tiklanir.

e Yazmis oldugumuz run ad1 segilir ve Next denilir.

e Cihazm bizi yonlendirmesi ile agilan kisma NextSeq 500/550 Mid/High Output Flow
Cell Cartridge v2.5 yerlestirilir. Kapak kapandiktan sonra Load ve Next denir.

e Devaminda cihazin sag tarafindaki kapagi acgilarak NextSeq 500/550 Buffer Cartridge
V2

e yerine yerlestirilir ve atik kutusu bosaltilir.

o Kapak kapatilir ve Next denilir.

e Daha sonra cihazin sol kapagi agilir ve 6regi yiiklemis oldugumuz NextSeq 500/550
Mid/High Output Reagent Cartridge V2 yerlestirilir. Load ve ardindan Next denir.

e Devaminda cycle sayilari ve run’in yiiklenecegi yer kontrol edilerek Next denilir.

e Tiim kontroller cihaz tarafindan otomatik olarak yapilir ve run yine cihaz tarafindan

baslatilir.
3.3.7. istatistiksel Analiz

Stirekli degiskenlerin tanimlayic1 istatistiklerinde ortalama, standart sapma,
medyan, minimum ve maksimum degerler; kategorik degiskenlerin tanimlanmasinda ise
frekans (n) ve yiizde (%) degerleri verilmistir. Degiskenlerin normallik varsayimlar
Kolmogorov Smirnov testi ile incelenmistir. Kategorik degiskenler arasindaki iliskiler Ki
kare/Fisher exact analizi ile incelenmistir. Biitiin analizlerde IBM SPSS.25 programi

kullanilmis ve anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 degeri kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Aragtirmaya 58 (%38.7) kadin ve 92 (%61.3) erkek hasta dahil edildi. Biitiin
hastalarin yas ortalamasi .02 ile 24 (y1l) arasinda degismekte olup ortalama 7.48, standart
sapma 5.37 olarak bulundu. Hastalarin cinsiyet dagilimlar1 ve yas ortalamasi frekans ve

yiizdeleri tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin cinsiyet dagilimlari ve yas ortalamasi

Parametreler Frekans Yiizde
Cinsiyet
Kadin 58 38.7
Erkek 92 61.3
Medyan (Min.- Maks) Ort.£SS.
Yas 7.00 (.02 — 24) 7.48+5.37

Arastirmaya dahil edilen 150 hastanin microarray analizi sonuglari incelendiginde
109 (%72.7) hastada fenotiple iliskili degisim gozlenmedi, 9 (%6.0) hastada patojenik /
muhtemel patojenik cnv, 32 (%21.3) hastada ise VUS cnv goriildii.

Tablo 4.2. Hastalarin microarray analizi sonuglari

Parametreler Frekans Yiizde
Microarray varyant
Degisim gozlenmedi 109 72.7
Microarray patojenik / muhtemel patojenik varyant 9 6.0
Microarray VUS varyant 32 21.3
Toplam 150 100

Ayrica varyant gozlenen 41 hastanin kendi igerisindeki dagilimlar1 incelendiginde 8
(%19.5) hastada patojenik varyant, 1 (%2.4) hastada muhtemel patojenik varyant ve 32
(%78.0) hastada microarray VUS varyant gozlendi.
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Tablo 4.3. Microarray cnv gozlenen 41 hasta igerisindeki dagilimlar

Parametreler Frekans Yiizde
Microarray patojenik cnv
Yok 33 80.5
Var 8 195
Microarray muhtemel patojenik cnv
Yok 40 97.6
Var 1 24
Microarray VUS cnv
Yok 9 22.0
Var 32 78.0

Tablo 4.4’te gosterildigi gibi microarray patojenik veya muhtemel patojenik hasta
grubunda GGG oram1 %77.8, microarray VUS hasta grubunda %56.3’di ve bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

Microarray patojenik veya muhtemel patojenik hasta grubunda OSB oranm1 %11.1,
microarray VUS hasta grubunda %15.6°di ve bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>.05).

Microarray patojenik veya muhtemel patojenik hasta grubunda diger NGB orani
%11.1, microarray VUS hasta grubunda %9.4°dii ve bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>.05).

Microarray patojenik veya muhtemel patojenik hasta grubunda konjenital anomali
orant %0.0, microarray VUS hasta grubunda %18.8°dii ve bu fark istatistiksel olarak
anlaml degildi (p>.05).
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Tablo 4.4. Microarray patojenik /muhtemel patojenik ve VUS hasta gruplarinda GGG, OSB, diger
NGB tiirlerinin ve konjenital anomali durumunun karsilagtirilmasi

Microarray patojenik ~ Microarray  Toplam p
veya muhtemel VUS n (%) n (%)
patojenik (%o)

GGG 441
Yok 2 (22.2) 14 (43.8) 16 (39.0)

Var 7 (77.8) 18 (56.3) 25 (61.0)

GGG tiirii -
izole 2 (28.6) 12 (66.7) 14 (56.0)
+Epilepsi 2 (28.6) 3(16.7) 5 (20.0)
Sendromik 3 (42.9) 3(16.7) 6 (24.0)

0SB 1.00
Yok 8 (88.9) 27 (84.4) 35 (85.4)

Var 1(11.1) 5 (15.6) 6 (14.6)

OSB tiirii 1.00
izole 1 (100.0) 2 (40.0) 3(50.0)
Sendromik 0 (0.0 3(60.0) 3(50.0)

Diger NGB 1.00
Yok 8 (88.9) 29 (90.6) 37 (90.2)

Var 1(11.1) 3(9.4) 4 (9.8)

Diger NGB tiirii -
izole 0 (0.0 1(33.3) 1(25.0)
+Epilepsi 0 (0.0 1(33.3) 1(25.0)
Sendromik 1 (100.0) 1(33.3) 2 (50.0)

Konjenital anomali 309
Yok 9 (100.0) 26 (81.3) 35 (85.4)

Var 0 (0.0) 6 (18.8) 6 (14.6)

Tablo 4.5’te gosterildigi gibi toplam 150 hastanin 141’inde (%94.0) yeni nesil

dizileme calisildu.

Tablo 4.5. Yeni nesil dizileme yapilan hastalar

Yeni nesil dizileme Frekans Yiizde (150 hasta icerisinde)
Yok 9 6.0
Var 141 94.0

Arastirmaya dahil edilen 141 hastanin NGS analizi sonuglar incelendiginde 86
(%60.9) hastada fenotiple iliskili degisim gbzlenmedi, 27 (%19.1) hastada patojenik /
muhtemel patojenik varyant, 28 (%19.8) hastada ise fenotip iligkili VUS varyant goriildii.
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Tablo 4.6. Hastalarin yeni nesil dizileme (NGS) analizi sonuglar:

Parametreler Frekans Yiizde
NGS varyant
Degisim gozlenmedi 86 60.9
NGS patojenik / muhtemel patojenik varyant 27 19.1
NGS VUS varyant 28 19.8
Toplam 141 100

Tablo 4.7°de gosterildigi gibi 82 (%58.2) hastaya yeni nesil dizileme paneli CES,
59 (%41.8) hastaya WES calisild1.

Tablo 4.7. CES ve WES dagihm

Yeni nesil dizileme tiirii Frekans Yiizde (141 hasta icerisinde)
CES 82 58.2
WES 59 41.8

Tablo 4.8’de gosterildigi gibi toplam 141 hasta igerisinde yeni nesil dizileme
sonucuna gore dagilim incelendiginde, patojenik, muhtemel patojenik ve vus varyantlarin

toplami, 86 (%61.0) hastada varyant yok, 55 (%39.0) hastada varyant vardi.

Tablo 4.8. Yeni nesil dizileme sonucu varyantlarin dagilimi

Yeni nesi dizileme Frekans Yiizde (141 hasta icerisinde)
Varyant yok 86 61.0
Varyant var 55 39.0

Tablo 4.9°da ise Klinik Ekzom Dizileme (CES) sonucunun dagilimi gosterilmistir.
14 hastada patojenik / muhtemel patojenik, 17 hastada VUS varyant gozlendi, 51 hastada

ise iliskili varyant saptanmadi.

Tablo 4.9. Klinik Ekzom Dizileme (CES) sonucu varyantlarin dagilim

Klinik Ekzom Dizileme (CES) Frekans  Yiizde (31  Yiizde (82 Yiizde

hasta hasta (141 hasta
icerisinde)  icerisinde) icerisinde)
CES patojenik / muhtemel 14 45.2 17.1 10.0
patojenik
CES VUS 17 54.8 20.7 12.1
Varyant yok 51 - 62.2 36.2

Tablo 4.10°da ise Tim Ekzom Dizileme (WES) sonucunun dagilimi gosterilmistir.
13 hastada patojenik / muhtemel patojenik, 11 hastada VUS varyant gozlendi, 35 hastada

ise iliskili varyant yoktu.
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Tablo 4.10. Tiim Ekzom Dizileme (WES) sonucu varyantlarin dagihm

Tiim Ekzom Dizileme (WES) Frekans Yiizde (24 Yiizde (59  Yiizde (141
hasta hasta hasta
icerisinde) icerisinde) icerisinde)
WES patojenik / muhtemel 13 54.1 22.1 9.2
patojenik
WES VUS 11 45.8 18.6 7.8
Varyant yok 35 - 59.4 24.8

Tablo 4.11°de goriildigii gibi, CES dagilimma gore patojenik veya muhtemel
patojenik hasta grubunda GGG oran1 %42.9, VUS hasta grubunda %70.6 ve varyant

olmayan grupta %41.2°di ve bu farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

CES dagilimina gore patojenik veya muhtemel patojenik hasta grubunda OSB orani

%28.6, VUS hasta grubunda %5.9 ve varyant olmayan grupta %25.5°di ve bu farklar

istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

CES dagilimina gore patojenik veya muhtemel patojenik hasta grubunda diger

NGB oran1 %0.0, VUS hasta grubunda %5.9 ve varyant olmayan grupta %7.8’di ve bu

farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

CES dagilimina gore patojenik veya muhtemel patojenik hasta grubunda konjenital
anomali oran1 %78.6, VUS hasta grubunda %17.6 ve varyant olmayan grupta %25.5°di ve

bu farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).
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Tablo 4.11. CES dagihmina gore GGG, OSB, diger NGB tiirlerinin ve konjenital anomali durumunun
karsilastirilmasi

CES dagilim

Patojenik veya VUS Varyant Toplam p
muhtemel n (%) yok n (%)
patojenik n (%)

n (%)

GGG 102
Yok 8 (57.1) 5(29.4) 30 (58.8) 43 (52.4)

Var 6 (42.9) 12 (70.6) 21 (41.2) 39 (47.6)

GGG tiirii -
Izole 5(83.3) 7 (58.5) 11 (52.4) 23 (59.0)
+Epilepsi 0 (0.0 3(25.0) 6 (28.6) 9(23.1)
Sendromik 1(16.7) 2 (16.7) 4 (19.0) 7(17.9)

OSB 204
Yok 10 (71.4) 16 (94.1) 38 (74.5) 64 (78.0)

Var 4 (28.6) 1(5.9) 13 (25.5) 18 (22.0)

OSB tiirii -
izole 2 (50.0) 1 (100.0) 9 (69.2) 12 (66.7)
+Epilepsi 2 (50.0) 0 (0.0 2 (15.4) 4 (22.2)
Sendromik 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (15.4) 2(11.1)

Diger NGB .818
Yok 14 (100.0) 16 (94.1) 47 (92.2) 77 (93.9)

Var 0 (0.0 1(5.9) 4 (7.8) 5(6.1)

Diger NGB -

tlird
+Epilepsi - 0 (0.0 1(25.0) 0
Sendromik - 1 (100.0) 3 (75.0) 0

Konjenital .815

anomali
Yok 10 (71.4) 14 (82.4) 38 (74.5) 62 (75.6)
Var 4 (78.6) 3(17.6) 13 (25.5) 20 (24.4)

Tablo 4.12°de goriildiigii gibi, WES dagihmima gore patojenik veya muhtemel
patojenik hasta grubunda GGG orani %46.2, VUS hasta grubunda %45.5 ve varyant
olmayan grupta %37.1°d1 ve bu farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

WES dagilimina gore patojenik veya muhtemel patojenik hasta grubunda OSB
orani %15.4, VUS hasta grubunda %9.1 ve varyant olmayan grupta %25.7°di ve bu farklar
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

WES dagilimina gore patojenik veya muhtemel patojenik hasta grubunda diger
NGB oram1 %23.1, VUS hasta grubunda %18.2 ve varyant olmayan grupta %17.1°di ve bu
farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).
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WES dagilimina gore patojenik veya muhtemel patojenik hasta grubunda konjenital
anomali oran1 %15.4, VUS hasta grubunda %27.3 ve varyant olmayan grupta %20.0°di ve

bu farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

Tablo 4.12. WES dagilimina gore GGG, OSB, diger NGB tiirlerinin ve konjenital anomali durumunun

karsilastiriimasi
WES dagilhim
Patojenik veya VUS Varyant Toplam p
muhtemel n (%) yok n (%)
patojenik n (%)
n (%)

GGG 812
Yok 7 (53.8) 6 (54.5) 22 (62.9) 35 (59.3)

Var 6 (46.2) 5 (45.5) 13 (37.1) 24 (40.7)

GGG tiirii -
Izole 2 (33.3) 2 (40.0) 7 (53.8) 11 (45.8)

+ Epilepsi 2 (33.3) 0 (0.0) 4 (30.8) 6 (25.0)
Sendromik 2 (33.3) 3 (60.0) 2 (15.4) 7 (29.2)

OSB
Yok 11 (84.6) 10 (90.9) 26 (74.3) 47 (79.7)

Var 2 (15.4) 1(9.1) 9 (25.7) 12 (20.3)

OSB tiirti -
Izole 1 (50.0) 0 (0.0) 4 (44.4) 5(41.7)
+Epilepsi 1 (50.0) 0 (0.0) 1(11.1) 2 (16.7)
Sendromik 0 (0.0) 1 (100.0) 4 (44.4) 5 (41.7)

Diger NGB .897
Yok 10 (76.9) 9 (81.8) 29 (82.9) 48 (81.4)

Var 3(23.1) 2(18.2) 6 (17.1) 11 (18.6)

Diger NGB -

turu
Izole 1(33.3) 0 (0.0) 1(16.7) 1(18.2)
+Epilepsi 0(0.0) 1 (50.0) 5 (83.3) 6 (54.5)
Sendromik 2 (66.7) 1 (50.0) 0 (0.0) 3(27.3)

Konjenital .815

anomali
Yok 11 (84.6) 8 (72.7) 28 (80.0) 47 (79.7)
Var 2 (15.4) 3(27.3) 7 (20.0) 12 (20.3)

Tablo 4.13’te gosterildigi gibi CES patojenik veya muhtemel patojenik veya VUS
hasta grubunda GGG oran1 %58.1, WES patojenik veya muhtemel patojenik veya VUS
hasta grubunda %45.8°di ve bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

CES patojenk veya muhtemel patojenik veya VUS hasta grubunda OSB orani
%16.1, WES patojenik veya muhtemel patojenik veya VUS hasta grubunda %12.5°di ve
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).
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CES patojenik veya muhtemel patojenik veya VUS hasta grubunda diger NGB
oran1 %3.2, WES patojenik veya muhtemel patojenik veya VUS hasta grubunda %20.8°di
ve bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

CES patojenik veya muhtemel patojenik veya VUS hasta grubunda konjenital
anomali oran1 %22.6, WES patojenik veya muhtemel patojenik veya VUS hasta grubunda
%20.8°di ve bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>.05).

Tablo 4.13. CES ve WES Patojenik / muhtemel patojenik veya VUS hasta gruplarinda GGG, OSB,
diger NGB tiirlerinin ve konjenital anomali durumunun karsilastirilmasi

CES Patojenik / WES Patojenik / Toplam p
muhtemel patojenik  muhtemel patojenik n (%)
veya VUS n (%) veya VUS n (%)
GDD .368
Yok 13 (41.9) 13 (54.2) 26 (47.3)
Var 18 (58.1) 11 (45.8) 29 (52.7)
GDD tiirii -
Izole 12 (66.7) 4 (36.4) 16 (55.2)
+ Epilepsi 3(16.7) 2(18.2) 5(17.2)
Sendromik 3(16.7) 5 (45.5) 8 (27.6)
ASD 1.00
Yok 26 (83.9) 21 (87.5) 47 (85.5)
Var 5(16.1) 3(12.5) 8 (14.5)
ASD tiirii -
Izole 3(60.0) 1(33.3) 4 (50.0)
+Epilepsi 2 (40.0) 1(33.3) 3(37.5)
Sendromik 0 (0.0 1(33.3) 1(12.5)
Diger NDD .075
Yok 30 (96.8) 19 (79.2) 49 (89.1)
Var 1(3.2) 5(20.8) 6 (10.9)
Diger NDD tiirii -
izole 0(0.0) 1(20.0) 1(16.7)
+Epilepsi 0(0.0) 1(20.0) 1(16.7)
Sendromik 1 (100.0) 3(60.0) 4 (66.7)
Konjenital anomali 876
Yok 24 (77.4) 19 (79.2) 43 (78.2)
Var 7 (22.6) 5(20.8) 12 (21.8)
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Tablo 4.14. Microarray ve NGS tam alan hasta gruplarinda GGG, OSB, diger NGB tiirlerinin ve
konjenital anomali durumunun karsilastirilmasi

Microarray NGS
Patojenik veya Toplam Patojenik Toplamn
muhtemel n veya
patojenik n (%) muhtemel
patojenik n
(%)

GGG

Toplam 7 (10.0) 70 12 (19.0) 63
GGG tiirii

izole 2 (5.5) 36 7 (20.5) 34

+Epilepsi 2(11.7) 17 2 (13.3) 15

Sendromik 3(17.6) 17 3(21.4) 14
OSB

Toplam 1(3.2) 31 6 (20.0) 30
OSB tiirti

izole 1(5.5) 18 3 (17.6) 17

+Epilepsi - 6 3 (50.0) 6

Sendromik - 7 - 7
Diger NGB

Toplam 1(5.8) 17 3(18.7) 16
Diger NGB tiirii

izole - 2 1 (50.0) 2

+Epilepsi - 7 - 7

Send 1(12.5) 8 2 (28.5) 7
Konjenital
anomali

Toplam - 32 6 (18.7) 32
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Tablo 4.15. Molekiiler karyotipleme sonucu tani alan olgular.

Genetik Tam

Genomik

Ne (MIM #) Koordinat Olcii Zigosite Simif Cinsiyet
1g21.1-921.2 Chr 1:
1. | deletion (MIM # 145985385- 1.8 Mb Heterozigot | Patojenik e
612474) 147825662
2p16.3 deletion chr 2: . _
2. (MIM # 614332) 47952231- 281.7 Kb | Heterozigot | Patojenik k
48233949
. Chr 6:
3. (l\?l?ﬁ/r ; (élleg?ogg) 170329978- 589.5 Kb | Heterozigot | Patojenik k
170919470
. Chr 7:
4. (mﬁaicggg?g) 155728192- 3.4 Mb Heterozigot | Patojenik e
159119486
11g24.2-925 Chr 11:
5. | deletion (MIM # 126458263- 8.5 Mb Heterozigot | Patojenik e
147791) 134944006
15q13.2-g13.3 Chr 15:
6. | deletion (MIM # 31094479- 1.4 Mb Heterozigot | Patojenik k
612001) 32515681
. Chr 16:
7. (1&"”1\/'1#% gf'leg'g; 29634212 7135Kb | Heterozigot | Patojenik e
30347731
N Chr X:
8. ?&f&d;ggg%tig')‘ 153113912- 4655Kb | Hemizigot | Patojenik e
153579448
o. | 20163 deletion | o TIC 2638 Kb | Heterozigot | NMuntemel
| (MIM # 614332) 060 ' CIerozIgol | patojenik ¢
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Tablo 4.16. Yeni nesil dizileme sonucu tani alan olgular

Ne Ge(lltztlll\ljl };;lm Gen/Transkript/c.DNA | Zigosite Simf Cinsiyet ;I:\ZleDli
CHD3: Muhtemel
10. #618205 NM_001005271.2 heterozigot Patojenik e CES
€.5344 5345del
SLC6AS: Muhtemel
11. #300352 NM_005629.3 hemizigot Patojenik e CES
€.1222_1224del
ZNF292: Muhtemel
12. #619188 NM_015021.3 heterozigot - e WES
Patojenik
€.976dup
GFAP: Muhtemel
13. #203450 NM_002055.4 heterozigot Patojenik e WES
€.1246C>T
ZMYM2:
14, #619522 NM_001190964. 2 heterozigot Patojenik k WES
€.2338C>T
PHF21A: Muhtemel
15. #618725 NM_001101802.1 heterozigot Patojenik k WES
€.1701_1702del
PEPD:
16. #170100 NM_000285.4: homozigot Patojenik e CES
€.611 623dup
KATS, Muhtemel
17. #618974 NM_032188 heterozigot Patojenik k WES
€.649A>G
T Muhtemel
18. #614736 NM_182977.2 homozigot Patojenik k WES
€.1098+1G>C
NSUNZ2:
NM_017755.6
c.815+1G>T . Muhtemel
19. #611091 NSUN2: homozigot Patojenik k CES
NM_017755.6:
€.815+2T>C
ETHE1:
20. #602473 NM_014297.5 homozigot Patojenik e CES
c.3G>T
KMT2A:
21. #605130 NM_001197104.2: heterozigot Patojenik k CES
€.6333del
ADCYS: Muhtemel
22. #606703 NM_183357.3: heterozigot Patojenik e CES
¢.3533-2A>C
FUCAL:
23. #230000 NM_000147.5: homozigot Patojenik k CES
C.768+1G>A
CDH2:
24, #618929 NM_001792.4 heterozigot “I;Ietjtrc])}zrr?iekl k WES
€.2065C>T
SLC1A2:
25. #617105 NM_ 004171.3 heterozigot Patojenik k WES
c.2T>C
SOSL: Muhtemel
26. #610733 NM_005633.4 heterozigot Patojenik K CES
€.2183A>C
PTPNLL: Muhtemel
217. #163950 NM_001330437.1 heterozigot Patojenik k CES
C.794G>T
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Ne Ge(lltztlll\ljl i;lm Gen/Transkript/c.DNA | Zigosite Simf Cinsiyet r:gr\wleDli
PEX5:
NM_001131023/1
c.151del . Muhtemel
28. #214110 PEXG5: homozigot Patojenik e CES
NM_001131023/1
.159del
MBOAT?: Muhtemel
29. #617188 NM_001146056.2 homozigot - e CES
Patojenik
€.907del
MCPH1: Muhtemel
30. #251200 NM_ 024596.4 homozigot Patojenik e WES
€.215C>T
CFHRS: Muhtemel
31 #608593 NM_030787 heterozigot Patojenik e WES
c.1511 1513delinsAA
KMT2E:
32. #618512 NM_ 182931.2: heterozigot Patojenik e WES
€.1623+1G>A
SCN2A:
33. #618924 NM_001040142.2 heterozigot Patojenik e CES
€.4903C>T
NLGN4X:
34. #300495 NM_ 181332.3 hemizigot Patojenik e CES
c.444C>A
CACNALC:
35. #620029 NM_ 000719.6 heterozigot Patojenik k WES
€.492T>G
HIBCH:
36. #250620 NM_  014362.3: homozigot Patojenik k WES
c.488G>T
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5. TARTISMA

Calismamizda, norogelisimsel bozukluklar1 ve/veya konjenital anomalileri olan
hastalara yapilan molekiiler karyotipleme ve yeni nesil dizileme yoOntemlerinin
kargilagtirmali degerlendirilmesi hedeflenmistir. Norogelisimsel bozukluklarin tanist
asamasinda molekiiler karyotipleme testi birinci basamak olarak kullanilmasi giincel
kilavuzlar tarafindan onerilmektedir (11-13). Molekiiler karyotiplemenin bildirilen teshis
verimi, GDD/ID, ASD ve/veya konjenital anomalilere sahip bireyler i¢in incelenen serilere
bagl olarak %10 ila %20 arasinda degismektedir (13-15). Calismalarin sagladigi fenotipik
ayrint1 diizeyinde cesitlilik olmasina ragmen, nérogelisimsel bozukluga sahip hastalarda
aCGH (karsilagtirmali genomik hibridizasyon mikrodizini) ve ES (Exon Sequencing-
Ekzon Dizileme) lizerine rapor veren birkag yazar, belirli 6zelliklerin ve ek tanilarin artan

tan1 verimlilikleri ile iligkilendirildigini 6ne siirmektedir (16-24).

Martinez ve ark. (4) tarafindan yapilan arastirmada norogelisimsel bozukluklar
olan 1412 hasta arastirilmis ve patojenik/ muhtemel patojenik cnv grubunda tani konulan
hasta ylizdesi aCGH ile %05.7 olurken klinik ekzom dizileme sonucunda %20 diagnostik

hedefe ulasilmistir.

Biz aragtirmamizda aCGH sonucu %6’ya ulasirken, yeni nesil dizileme yontemi ile

(CES ve WES birlikte) %19.1 rakamina ulastik.

Molekiiler karyotipleme sonucunda 150 hastadan 9’unda patojenik/muhtemel
patojenik varyant, 32’sinde fenotip iliskili VUS varyant, toplam 41 hastada iligkili varyant
saptandi (%27.3).

NGS ile bakilan hastalarda 141 hastadan 27’sinde patojenik/muhtemel patojenik,
28’inde fenotip iliskili VUS varyant, toplam 55 hastada (patojenik/ muhtemel patojenik ve
VUS) %39 sonucu elde edildi.

Tam1 alan toplam 36 olgu, 1-9 mikroarray calismasi, 10-36 yeni nesil dizileme

panelleri olarak numaralandirildi.
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Molekiiler karyotipleme sonuclari

Hastalar1 altgruplar seklinde inceler olursak, molekiiler karyotipleme sonucu en
yiikksek sonug yilizdesi %17.6 ile sendromik global gelisim geriligi ontanisi ile basvuran

hasta grubu idi. Toplam 17 hastanin 3’iinde patojenik cnv saptanmustir.

Olgu 1. Hastaya yapilan microarray analizi sonucunda Chr 1: 145985385-
147825662 bolgesinde 1,8 mb heterozigot delesyon saptandi. 1q21 mikrodelesyon
sendromu, de novo veya otozomal dominant kalitim paternlerine sahip nadir bir
bozukluktur ve fenotipik 6zellikleri arasinda mental retardasyon, belirgin yiiz dismorfizmi,
mikrosefali, kalp anormallikleri ve katarakt yer alir (114). Diger yayinlarda da
norogelisimsel gecikmeler, kraniyofasiyal anormallikler ve kalp anomalileri gibi belirli
klinik fenotipler bildirilmistir. Diger goreceli yaygin fenotipler arasinda entellektiiel
yetersizlikler (ID'ler), dikkat eksikligi hiperaktivite bozukluklari, otizm spektrum
bozuklugu ve sizofreni yer alir (115). Klinigimize hipotonisite, néromotor gelisim geriligi,
O0grenme giicliigli nedenli bagvurmus. Desteksiz oturamiyor, yiirlimesi yok. FM’de bilateral
epikantal foldlar, genis burun kokii ve agiz yapisi, mikrognati, kisa filtrum saptandi. DTR

alinamiyor, hipotoni mevcut.

Olgu 2: Yapilan microarray analizinde Chr 2: 47952231-48233949 bolgesinde
281,7 Kb heterozigot delesyon saptandi. 2p16.3'teki de novo mutasyonlar ve kopya sayist
varyasyonlart (CNV'ler), otizm spektrum bozukluklar1 (ASD), sizofreni ve mental
retardasyon hastalarinda tekrar tekrar gézlemlenmistir. Nadir de olsa, bu CNV kayiplar
genellikle heterozigot delesyonlarla kendini gosterir ve ¢oklu ndropsikiyatrik bozukluk

riskinde 6nemli bir artig sunarlar (116).

Tarafimiza hiperlipidemi, isitme kayb1 ve mental retardasyon sikayetleri ile refere
edilmis. Yiriime gecikmis, konusma tek-tiikk kelimelerle baslamis, sonra azalmais.
Hiperlipidemi mevcut, metabolik testleri normal. Beyin MRG ve EKO normal. Epilepsi-
sag kolunda kasilmalar seklinde, EEG’de hafif epileptiform bozukluk saptanmis. Batin
USG’de karaciger grade 2 steatozis, HbAlc-6,3. FM’de kilo >97p, boy 10-25p,
hipotelorizm, epikantus, burun kokii basik, tiibiiller burun, sol yanakta hafif
hiperpigmentasyon, hafif retrognati, ensede akantozis, buffalo hump, karinda strialar

goriildil.

Olgu 3: Klinigimizde yapilmis olan microarray analizi sonucunda Chr 6:

170329978-170919470 bolgesinde 589,5 kb heterozigot delesyon saptanmistir. 6q27
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mikrodelesyonu, beyin malformasyonlarina ve nérogelisimsel bozukluklara yol acan ¢esitli
fenotipleri igeren karmagsik bir sendromdur. Fenotipler normal zeka-minimum Kklinik
semptomlardan ciddi norolojik hasara ve ciddi gelisimsel gecikmelere kadar degisebilir. 6q
terminal delesyonunun en yaygin klinik 6zellikleri arasinda dogum Oncesi/sonrasi
gelisimsel gecikmeler, zihinsel engellilik, mikrosefali ve/veya hidrosefali ve yiiz
dismorfizmi yer alir (117). Noromotor gelisim geriligi, mental retardasyon, uzun boy ve
skolyoz sikayetleri ile klinigimize refere edildi. FM’de liggen yiiz, dar alin, pectus
carinatum, ciltte cafe au lait lekeleri ve hipopigmente lezyonlar goriildii. Marfanoid habitus

yok. Anne baba akraba degil.

Sendromik diger norogelisimsel bozukluklar altgrubunda %12.5 oranla 1 olgumuz

tan1 aldi.

Olgu 4: Yapilan microarray analizi sonucunda Chr 7: 155728192-159119486
bolgesinde 3,4 mb heterozigot delesyon saptandi. Literatiirde, Sonic Hedgehog geni (SHH)
ve homeobox genini (HLXB9) igeren 7q36 delesyonu saptanmis 4 olgu bildirilmistir.
Hastalarda hafif mental retardasyon ve boy kisaliginin yanisira mikrosefali, ptoz, sakral

agenezi gibi holoprosensefali (HPE) bulgular1 da goriilmiistiir (118).

Koanal atrezi, laringomalazinedenli 30 giin YDYBU yatis1 olmus hastanin anne
babasi yakin koylii, 14 yas abide epilepsi tanisi mevcut. Diger kardesleri saglikli. Boy
kisalig1, mikropenis, 6grenme giicliigli sikayetleri ile klinigimize refere edildi. FM’de
licgen yliz, sa¢ ¢izgisi diisiik, sag gbzde ptoz, tiibiiler burun, yiiksek damak, overcrowded
disler, retrognati, mikrognati, hafif mikrosefalik, hafif yele boyun, mikropenis, artmis

torakal kifoz, ciltte atopi bulgular1 saptandi.
%11.7 oranla epilepsi eslik eden global gelisim geriligi grubunda 2 olgu tani aldu.

Olgu 5: Kromozom analizi sonucunda 46,XY, del(11)(g24.2925) belirlendi.
Microarray analizi saptanmig delesyonu konfirme etti, Chr 11: 126458263-134944006
bolgesinde 8,5 mb delesyon tespit edildi. Saptanan degisim OMIM veritabaninda
Chromosome 11q deletion syndrome (Jacobsen syndrome) olarak bildirilmistir. Jacobsen
sendromu (OMIM #147791), kromozom 11'in uzun kolunun terminal olarak silinmesine
dayanan bir kontik gen sendromudur (119). Sendrom ilk olarak Jacobsen ve ark. tarafindan
tanimland1 (120). 11q delesyon sendromundaki ana klinik bulgular trombositopeni, Paris-
Trousseau sendromu, gelisimsel gecikme, konjenital kalp hastaligi, kisa boy, anormal

beyin goriintiilleme ve pilorik stenozdur (121).  Tarafimiza nobet Oykiisii, basini iyi
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tutamama, yiizde asimetri, hipertelorizm, sag gozde kayma, hafif dolikosefali, sag g6z
kapaginda nevus flammeus, bilateral simian ve klinodaktili, mongol lekesi, sakral dimple,
solda herni, sagda inmemis testis, her ikisi opere, belirgin penil hipospadias sikayetleri ile

bagvurdu.
Hastanin tarafimizca takibi devam etmektedir.

Olgu 6: Microarray analizi sonucunda Chr 15: 31094479-32515681 bolgesinde 1,4
mb heterozigot delesyon saptandi. 15013.2-q13.3 kromozomundaki tekrarlayan bir
mikrodelesyon sendromu yakin zamanda tanimlandi. Mindr dismorfik o6zellikler, zeka
geriligi, epilepsi ve/veya EEG anormallikleri literatiirde rapor edilmistir (122). Epilepsi
ve mental retardasyon tanili hasta klinigimize yonlendirildi, ilk ndbetleri 2,5 yasinda
baslamis. Kiigiik kardesi 4 aylikken konjenital kalp hastaligi nedenli ex olmus. FM’de

licgen yliz yapisi, ayrik disler, pectus carinatum, ayrik meme basi, pes planus saptandi.

Izole global gelisim geriligi ontanisi ile bagvuran 36 hastadan 2’sinde (%5.5)

patojenik cnv saptandi.

Olgu 7: Klinigimizde yapilmis olan microarray analizi sonucunda Chr 16:
29634212-30347731 bolgesinde 713.5 kb heterozigot delesyon saptanmistir. 16p11.2 BP4
ve BP5 bolgesi, tekrarlayan ~600 kb CNV ve delesyonlar, yaklasik 1/2000 goriilme sikligt
ile norogelisimsel bozukluklarin ve otizm spektrum bozuklugunun en sik goriilen
etiyolojilerinden biridir. Delesyon tasiyicilarinin erken nérolojik gelisimde, o6zellikle
konusma, fonoloji ve dili %70 oraninda bozan gecikmelere sahip oldukart bildirilmistir

(123).

Tarafimiza agiklanamayan mental retardasyon, konusma bozuklugu nedenli refere
edilmis. Dogumda makroglossi, hidrosel bulgular1 varmis. Soltarafli opere inguinal herni
ve kriptorsidizm Oykiisii mevcut. FM’de uzun yiiz yapisi, genis burun koki, ayrik disler,
mikrognati, yiiksek damak,pectus excavatum goriildii. Anne baba akraba degil, ailede

benzer 6ykii yok.

Olgu 8: Microarray analizi sonucunda Chr X: 153113912-153579448 bolgesinde
465,5 kb duplikasyon saptanmistir. Xq28 duplikasyon sendromunun ana klinik belirtileri
entellektiiel yetersizlik, norodavranigsal anormallikler ve non-spesifik dismorfik yiiz
bulgularidir. Ancak X'e bagl kalitim nedeniyle sendromdan etkilenen erkekler, heterozigot

etkilenmis kadinlara gore, hastaligin daha siddetli ve yaygin Ozelliklerini sergileme
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egilimindedir. Ornegin, simdiye kadar bildirilmis etkilenen tiim erkeklerde hafif veya orta

derecede zihinsel engellilik belirtileri saptanmistir (124).

1 yas erkek hasta ¢ocuk noroloji tarafindan global gelisim geriligi Ontanisiyla
klinigimize refere edilmis. 10 aylikken oturmus, emekleme, konusma, géz temasi yok.
Beyin MRG’de sol temporal bolgede 47x54mm,sagda 28x22mm boyutunda kistik
lezyonlar izlenmis olup araknoid kist ile uyumlu bulunmustur. Corpus callosum incelmis
olup voliimii azalmis. Anne baba akraba degil. FM’de dismorfik 6zellikler yok, gdz temasi

kuruyor, yiiksek, dar damak, pectus carinatum mevcut.
Hastanin tarafimizca takibi devam etmektedir.

Microarray testi sonucu, izole otizm spektrum bozuklugu altgrubundan ¢alismaya

alan 18 hastadan 1’inde (%5.5) patojenik cnv saptandi.

Olgu 9: Tarafimizca yapilan microarray analizi sonucunda olgu 6 ile ayn1 2p16.3
delesyonu fakat farkli Chr 2: 51119268-51383069 bdlgesinde 263,8 kb heterozigot
delesyon saptanmigtir. 2p16.3’teki mutasyonlar ve CNV’ler norogelisimsel bozukluklarda,
ozellikle otizm spektrum bozukluklarinda bildirilmistir (116). NRXN1'i iceren 2p16.3'teki
heterozigot delesyonlar ve ayn1 genin intragenik mutasyonlari, izole entellektiiel yetersizlik
(ID)/global gelisim geriligi (GDD), otizm spektrum bozuklugu (ASD), DEHAB (ADHD),
sizofreni ve bipolar bozukluk dahil olmak tizere genis bir ndrogelisimsel ve psikiyatrik
bozukluklar yelpazesinden etkilenen bireylerde rapor edilmistir (125). Otizm o6ntanisi ile
klinigimize refere edilen hastanin konusmasi yok, goz temasi1 kurmuyor. Kranial MRG’de
frontal lob bolgesinde araknoid kist saptanmig. Annenin babasinda hafif zeka geriligi
varmis, teyzelerde erken menopoz Oykiisii, babanin babasinda zeka geriligi, atipik

hareketler 6ykiisii mevcut. Frajil X testi normal saptandi.

Molekiiler karyotipleme sonucu konjenital anomaliler grubunda calisilan 32

hastadan higbirinde patojenik/muhtemel patojenik cnv saptanmamustir.
Yeni nesil dizileme sonuclart

Epilepsi eslik eden Otizm Spektrum Bozuklugu tanili 6 hastadan 3’1 (%50.0) tam
aldi.

Olgu 10: OSB ontanis1 ve dalma, giilme seklinde nobet oykiisii olan hastanin FMR1

tekrar sayis1 46 ve SNRPN metilasyon testleri normal saptanmistir. Klinik ekzom panelinde
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CHD3 geninde heterozigot ¢.5344 5345del p.(Trpl782Alafs*3) varyanti saptandi. Hastaya
Snijders Blok-Campeau sendromu (SNIBCPS, MIM# 618205), tanis1 konuldu, su ana
kadar yalnizca yaklasik 60 vakanin bildirildigi son derece nadir bir hastaliktir. SNIBCPS'li
hastalarin klinik 6zellikleri arasinda gelisim geriligi, entellektiiel yetersizlik, konugsma ve
o0grenme giicliikleri ve otizm spektrum bozuklugu gibi davranis bozukluklar1 yer alir. Ek
olarak, SNIBCPS'li hastalar makrosefali, hipertelorizm, seyrek kaslar, genis alin, belirgin
burun ve sivri ¢ene gibi tipik dismorfik 6zellikler sergiler (126) ki, ayn1 fenotip hastamizda

da mevcuttu.

Olgu 11: Atipik otizm ve fotosensitivite ile tetiklenen ndbet Oykiisii olan hastaya
calisilan ekzom panelinde SLC6A8 geninde c.1222 1224del hemizigot varyant saptandi.
Cerebral Creatine Deficiency syndrome 1, MIM#300352 tanisi ile uyumlu bulunan kreatin
eksikligi bozukluklar1 (Creatine Deficiency Disorders- CDD'ler), kreatin metabolizmasi ve
taginmasiyla ilgili dogustan gelen hatalar, {i¢ bozuklugu igerir: Kreatin biyosentezi
bozukluklari, guanidinoasetat metiltransferaz (GAMT) eksikligi ve L-arginin: glisin
amidinotransferaz (AGAT) eksikligi; ve kreatin tasiyict (CRTR) eksikligi. Gelisimsel
gecikme, biligsel islev bozuklugu, otizm spektrum bozukluklari veya zihinsel engellilik ve
konusma-dil bozuklugu, her ii¢ CDD'de de ortaktir. Bireylerin cogunda epilepsi vardir ve
bir davranis bozuklugu gelisir (6rn. hiperaktivite, otizm veya kendine zarar verme

davranisi) (127) .

Olgu 12: Klinik ekzom panelinde ZNF292 geninde ¢.976dup p.(Pro1691Asnfs*10)
varyant1 heterozigot saptandi. ZNF292'deki de novo ve baskin olarak kalitsal varyantlar,
entelektiiel yetersizlik ve OSB dahil bir dizi norogelisimsel ozellikle iligkilidir. Klinik
spektrum genis oldugundan bireyler diger sendromik Ozelliklerle birlikte veya bunlar
olmadan hafif ila orta derecede ID ile bagvurur. Sonuglarimiz, ZNF292'deki varyantlarin
muhtemelen ASD olsun veya olmasin ID olarak ortaya c¢ikan norogelisimsel bir
bozuklugun tekrarlayan bir nedeni oldugunu géstermektedir (128). Otizm, DEHAB, EEG-
de epileptiform aktivite nedenli antikonvulzan tedavi alan hastaya Intellectual

developmental disorder, autosomal dominant 64; MIM#619188 tanis1 konuldu.

Izole diger norogelisimsel bozukluklar altgrubunda olan 2 hastadan 1’i (%50.0) tan

almistir.

Olgu 13: Tim ekzom dizileme kapsaminda GFAP geninde c.1246C>T
p.(Argd16Trp) varyanti heterozigot gozlenmistir. Alexander Disease (MIM#203450)

baslangi¢ yasina gore infantil, juvenil ve erigkin formlar1 olmak iizere {i¢ alt gruba ayrilir
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(129). Infantil Alexander hastaligindan etkilenen hastalar, dogumdan sonraki ilk iki yil
icinde nobetler, megalensefali, gelisimsel gecikme, ilerleyici bozulma ve yenidogan hasta
siddetinin artmasi gibi ¢esitli semptomlar gosterir (130). Juvenil form baslangic yasiyla (2-
14 yas arasi) ataksi, hiperrefleksi, bulber semptomlar gibi semptomlarla karakterizedir.
Juvenil form, infantil forma gore daha hafif ilerleme gosterir ve kognitif ve motor
fonksiyonlarmi korur. Yetigkin Alexander hastalig1 hastalarinda juvenil formla daha fazla
benzerlik vardir ve esas olarak spastik paraparezi, palatal miyoklonus, bulber semptomlar
ve ataksi goriiliir (131). AxD tanist genellikle CT ve MRI karakteristik goriintimlerinin
sonuglarina gore konur (132). 12 yasinda konusma ve yiirlime bozuklugu, beyin MRG’de
orta alt serebellar pedikiillerde ve bulbusta T2-Flair gliozis ile uyumlu sinyal artimlar
mevcut olup literatiir bilgileri ile karsilagtirilarak hastaya Alexander Disease
(MIM#203450) tanist konuldu.

Sendromik diger nérogelisimsel bozukluklar altgrubundan 7 hastadan 2°si (%28.5)

tan1 aldi.

Olgu 14: Tim ekzom panelinde ZMYM2 geninde ¢.2338C>T p.(Arg780%)
heterozigot varyanti gézlendi. Neurodevelopmental-craniofacial syndrome with variable
renal and cardiac abnormalities (Degisken renal ve kardiyak anormalliklerle birlikte
norogelisimsel-kraniyofasiyal sendrom -NECRC), hafif gelisim geriligi, hafif diizeyde
bozulmus entelektiiel gelisim veya 6grenme giicliikleri, konugma gecikmesi ve davranigsal
anormalliklerle iligkili dismorfik kraniyofasiyal 6zelliklerle karakterize otozomal dominant
bir hastaliktir. Hastalarin yaklagik yarisinda bobrek ve idrar yollarinda konjenital
anomaliler ve/veya septal defektler dahil konjenital kalp defektleri bulunur (133). Boy
kisalig1, 6grenme giicliigii nedenli tarafizimiza yonlendirilen hasta tekrarlayan IYE nedenli

cocuk nefrolojiden de takip ediliyor.

Olgu 15: Tim ekzom dizileme ¢alisilan hastada PHF21A geninde ¢.1701_1702del
p-(Lys568Valfs*3) varyanti heterozigot gozlenmistir. Nobetli veya nobetsiz davranigsal
anormallikleri ve kraniyofasiyal dismorfizmi (IDDBCS) olan entelektiiel gelisim
bozuklugu olan hastalarda, motor becerilerde bozulma ve dil gecikmesi ile birlikte zihinsel
gelisimde bozulma veya degisen siddette gelisimsel gecikme vardir. Makrosefali, obezite
ve asirt bliylime siklikla goriiliir. Hastalarin yaklasik yarist nobet gecirir ve genellikle
otizm dahil nérodavranigsal bozukluklar bulunur (134,135) . Hasta dismorfik bulgular,

simirda 1Q, kendi kendine zarar vermege egilim gibi sikayetlerle tarafimiza yonlendirildi.
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Intellectual developmental disorder with behavioral abnormalities and craniofacial

dysmorphism with or without seizures, MIM#618725 tanis1 almustir.

Sendromik global gelisim geriligi olan altgrupta 14 hastadan 3’iine (%21.4) tani

konulmustur.

Olgul6: Klinik ekzom panelinde PEPD geninde c.611_623dup p.(Val209Glyfs*4)
varyantt homozigot gézlenmistir. PEPD geninde compound heterozigot veya homozigot
klinik olarak heterojendir ve siddeti biiyiik dlciide degisir. Ozellikleri arasinda &zellikle
bacaklarda ve ayaklarda kronik, yavas iyilesen iilserasyonlar yer alir. Hafiften siddetliye
kadar zeka geriligi siklikla goriilen bir 6zelliktir ve bazen 6liimcil olabilen tekrarlayan
solunum yolu enfeksiyonlart yaygindir. Yiiz dismorfizmi, diisiik sa¢ ¢izgisi ve hirsutizm,
semer burun, okiiler hipertelorizm, mikrognati, yliksek damak, mandibular ¢ikint1 ve
ekzoftalmiyi icerebilir. Klinik bulgular genellikle dogumdan sonra veya erken ¢ocukluk
doneminde tespit edilebilir, ancak ge¢ baslangigh vakalar da rapor edilmistir (136).
Tarafimiza sinirda 1Q, mikropenis, dismorfik yiiz bulgulari gibi sikayetlerle yonlendirilen
hastanin anne babasi 1. derece kuzen, Prolidase deficiency,(MIM#170100) fenotipi ile

uyumlu bulundu.

Olgu 17: Tim ekzom panelinde KAT8 c.649A>G p.(Met217Val) varyanti
heterozigot saptanmistir. Li-Ghorbani-Weisz-Hubshman sendromu, genel gelisimsel
gecikme, dil gecikmesi ile birlikte hafif ila orta derecede bozulmus entelektiiel gelisim ve
hafif dismorfik ozellikler ile karakterize edilen nérogelisimsel bir hastaliktir. Bazi
hastalarda nobet goriilebilir (137). Hasta klinigimize entellektiiel yetersizlik, nobet oykiisii

ve obezite sikayetleriyle bagvurdu, fenotiple uyumlu bulundu.

Olgul8: Hastaya yapilmis olan tiim ekzom panelinde NNT geninde ¢.1098+1G>C
varyant1 homozigot saptanmistir. Ailesel glukokortikoid eksikligi, nadir goriilen otozomal
resesif bir hastaliktir. Etkilenen bireyler tipik olarak yasamlarinin ilk birka¢ ayinda,
gelisememe, tekrarlayan hastaliklar veya enfeksiyonlar, hipoglisemi, konviilsiyonlar gibi
kortizol eksikligine bagli semptomlarla ortaya ¢ikar (138). Global gelisim geriligi, adrenal
yetersizlik ontanilariyla bagvuran hastanin fenotipi Glucocorticoid deficiency 4, with or

without mineralocorticoid deficiency (MIM#614736) ile uyumludur.

Izole global gelisim geriligi altgrubunda 34 hastadan 7’sinde (%20.5)

patojenik/muhtemel patojenik varyant saptanmistir.
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Olgu 19: Klinik ekzom panelinde NSUN2 geninde iki homozigot varyant
c.815+1G>T ve ¢c.815+2T>C tespit edildi. Literatiirde ortadan siddetliye dogru degisken
mental retardasyonu olan hastalarda mikrosefali, sinofris, hipotelorizm gibi dismorfik
bulgular bildirilmistir (139). Hastanin fenotipi Intellectual developmental disorder,

autosomal recessive 5, (MIM#6111091) ile uyumlu bulunmustur.

Olgu 20: ETHEL1 geninde ¢.3G>T p.Metl? homozigot varyant: saptanmistir.
Etilmalonik ensefalopati (EE), bebeklik doneminde beyin, gastrointestinal sistem ve
periferik damarlarn etkileyen, otozomal resesif gegisli ciddi bir metabolik hastaliktir.
Bozukluk norogelisimsel gecikme ve gerileme, belirgin piramidal ve ekstrapiramidal
belirtiler, tekrarlayan petesiler, ortostatik akrosiyanoz ve kronik ishal ile karakterizedir
(140). Anne babast 1. derece kuzen olan hasta hipotonik, konusma yok, fenotipi

Ethylmalonic encephalopathy (MIM#602473) ile uyumlu bulundu.

Olgu 21: KMT2A geninde c.6333del p.(Glu2112ArgfsTer9) varyantt heterozigot
saptanmigtir. Wiedemann-Steiner sendromu, kisa boyla iligkili hipertrikoz ile karakterize
konjenital bir malformasyon sendromudur; uzun kirpikler, kalin veya kavisli kaslar, genis
burun kdpriisii ve asagi dogru egimli ve dikey olarak dar palpebral fissiirleri olan dismorfik
yiiz; hafif ila orta derecede entelektiiel yetersizlik gibi bulgularla bildirilmistir(141,142) .
Hastamizin klinik bulgulart Wiedemann-Steiner syndrome (MIM#605130) ile uyumludur.

Olgu 22: ADCY5 geninde ¢.3533-2A>C heterozigot varyant saptanmistir.
Orofasiyal tutulumlu otozomal dominant diskinezi- Dyskinesia with orofacial involvement,
autosomal dominant (MIM# 606703), yasamin ilk on yilinda boyun, ekstremite ve yiiz
kaslarin1 iceren istemsiz koreiform, miyoklonik ve distonik hareketlerin baslamasiyla
karakterize karmasik bir norolojik hastaliktir. Hastaligin belirtileri ve siddeti degiskendir;
Bu bozukluk ayn1 zamanda yiiriime ve konusma giicliigii ile sonuglanan epizodik zayiflik
ve spastisiteyi de igerebilir (143-146). Olgumuzda biligsel gerilik, hipotoni, konusmada
zorlanma belirtileri mevcut. Ayrica de novo mutasyonlar ve mozaisizm gibi degisken

molekiiler bulgular da vardir; bunlar da ekspressiviteyi etkileyebilir (146).

Olgu 23: FUCAL geninde c.768+1G>A varyanti homozigot gozlenmistir. Gen,
OMIM veri tabaninda otozomal resesif kalitilan Fucosidosis (MIM#230000) ile
iliskilendirilmistir. Fukosidoz, dokularda fukoz birikimi ile giden bir lizozomal depo
hastaligidir. Klinik 6zellikler arasinda anjiyokeratom, ilerleyici ndrogelisimsel gerilik, kaba
yiiz 6zellikleri ve dizostozis multipleks yer alir. Fukosidoz 2 ana tipe ayrilmustir. Tip 1,

yaklagik 6 aylikken baslayan hizli néromotor gerileme, terde sodyum kloriiriin yiikselmesi
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ve yasamin ilk on yilinda oliimle karakterizedir. Tip 2, daha hafif gelisim geriligi ve
norolojik bulgular, anjiyokeratoma korporis diffusum gelisimi ve daha uzun hayatta kalma
ile karakterizedir(147) . Olgumuz 1. derece kuzen evliliginden dogan, boy kisaligi, gelisim
geriligi ve entelektiiel yetersizlik bulgulariyla tarafimiza refere edildi ve taniyla uyumlu

bulundu.

Olgu 24: Tiim ekzom panelinde CDH2 geninde ¢.2065C>T p.(Pro689Ser) varyanti
homozigot gozlenmistir. Korpus kallozum agenezisi, kardiyak, okiiler ve genital sendrom
(Agenesis of corpus callosum, cardiac, ocular, and genital syndrome -ACOGS) MIM#
618929, genel gelisimsel gecikme ve/veya zihinsel yetersizlik, korpus kallozum agenezisi
veya hipoplazisi, kraniyofasiyal dismorfizmler ve okiiler, kardiyak ve genital anomalilerle
karakterize sendromik bir norogelisimsel bozukluktur(148) . Olgumuzda beyin MRG’de
her iki serebral hemisferlerde hipoplazi, global gelisim geriligi, yiirlime ve konugmanin
olmamas1 bulgular1 mevcut. Sendrom degisken fenotiple gidebilir ve biitiin bulgular

icermeyen olgular literatiirde bildirilmistir (148,149).

Olgu 25: Tim ekzom dizileme panelinde SLC1A2 geninde ¢.2T>C p.(Metl?)
heterozigot varyant: saptandi. Gelisimsel ve epileptik ensefalopati-41 (Developmental and
epileptic encephalopathy-41 - DEE41) (MIM#617105), etkilenen bebeklerde hipotoni,
spastisite, konusma eksikligi, beslenme giicliikleri, gelisim geriligi ve mikrosefali goriiliir.
Beyin goriintiilemede gecikmis miyelinizasyon, ince korpus kallozum ve serebral atrofi
goriilebilir (150). Olgumuzda beyin MRG’de corpus callosumda incelme, yiiriiyememe,

konugmama, global gelisim geriligi literatiirde bildirilen olgularla ortiisiiyor (150).

Konjenital anomalileri olan hasta altgrubundan 32 hastadan 6’s1  (%18.7) tan

almistir.

Olgu 26: Klinik ekzom panelinde SOS1 geninde ¢.2183A>C p.(Lys728Thr)
heterozigot varyanti saptandi. Son of Sevenless Homologue 1 (SOS1), Noonan sendromu
(MIM#610733) i¢in PTPN11’den sonra ikinci dominant gendir ve bu genin mutasyonu,
keratoz pilaris ve kivircik sag ile ayirt edici bir fenotipe neden olur. Calismalar, SOS1 germ
hatti mutasyonuna sahip NS hastalarinda tiimor gelistigini gostermistir. NS'li bireylerde
sendromik olmayan pulmoner stenoz, atriyal septal defektler ve ventrikiiler septal defektler
gibi kardiyak anomaliler gorilir. SOS1, RAS sinyal yolagimi diizenleyerek insan
gelisiminde degisikliklere yol acan ve ayrica RAS ve RACI yollarini degistiren bir guanin
niikleotid degisim faktoriidiir. (151) Hastamizda hidronefroz, ASD ve dismorfik yiiz

bulgulari- bilateral epikantus, burun kokii basik, diisiik kulaklar, uzun ¢ene, humerusta
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rizomelik kisalik, dar toraks, pectus carinatum, el ve ayak iistiinde artmus cilt kivrimlari

mevcuttu.

Olgu 27: PTPN11 geninde c¢.794G>T p.(Arg265Leu) heterozigot varyanti
saptanmisdir. Noonan sendromu (MIM#163950) iyi tanimlanmis bir sendromdur, ilk kez
1883'te Kobylinski ve ardindan 1963'te Dr. Noonan ve Ehmke tarafindan bildirilen
dismorfik sendrom olup belirgin yiiz hatlari, konjenital kalp kusurlari, kisa boy gibi
ozelliklerin birlesimiyle ayirt edilir, ¢esitli gelisimsel anormallikler, iskelet bozukluklari,
gelisimsel gecikme, kriptorsidizm ve kanama diyatezi gibi bulgular eslik eder. Bu yaygin
goriilme sikligina sahip kardiyo-fasiyal malformasyonun insidanst 1000-2500'de 1 canli
doguma denk gelmektedir (152). Varyant klinik ekzom panelinde saptanmis olup
tarafimiza spina bifida, hidrosefali ve unilateral bobrek Ontanilariyla bagvuran hastanin

takibi devam etmektedir.

Olgu 28: PEX5 geninde c.151del p.(Ser51Valfs*21) ve c.159del p.(Glu54Argfs*18)
varyantlari homozigot saptanmistir. Yenidogan adrenoldkodistrofisinin  (Neonatal
Adrenoleucodystrophy- NALD) ve Infantil Refsum hastaligmin (Infantile Refsum Disease-
IRD) ortiisen fenotipleri, peroksizom biyogenez bozukluklarindan olan Zellweger
sendromu spektrumunun (ZSS) daha hafif belirtilerini temsil eder. NALD ve IRD sunumu
olan hastalarm klinik seyri degiskendir ve gelisimsel gecikme, hipotoni, karaciger
fonksiyon bozuklugu, sensorindral isitme kaybi, retinal distrofi ve gérme bozuklugunu
icerebilir (153). Hastada yarik damak-dudak, brakisefali, kontraktiirel araknodaktili, dar

toraks, pes planus mevcut, takip amaglh ¢ocuk metabolizma bolimiine yonlendirildi.

Olgu 29: Klinik ekzom panelinde MBOAT7 geninde c.907del p.(Glu303Argfs*12)
varyantt homozigot saptanmistir. Varyant OMIM veri tabaninda otozomal resesif kalitilan
Mental retardation, autosomal recessive 57 (MIM#617188) fenotipi ile iliskilendirilmistir.
Johansen ve ark. (2016), Orta Dogu kokenli akraba olmayan 6 aileden 16 hasta bildirmistir.
Hastalarda zayif veya eksik konugma ile birlikte psikomotor gelisimde gecikme vardi. 13’1
2 ila 7 yaglart arasinda yiirimeye bagladi, 3'i ise hi¢ yliriimeyi basaramadi. 6's1 infantil
baslangichi fokal, multifokal veya miyoklonik epilepsili, 2'si 1,5 veya 2 yasinda ndbet
baslangic1 ve 2'si atesli nobet olmak iizere 10 hastada nobet gelisti. Nobetler genellikle iyi
kontrol edildi ve ¢ogu hastada ¢ocukluk ¢caginda daha sonra geriledi. Ek 6zellikler arasinda
trunkal hipotoni ve apendikiiler hipertoni vardi. Ug¢ hastanin bas cevresi kiiciiktii ve 2
hastanin beyin goriintiilemesinde kortikal atrofi ve hafif polimikrogiri goriildi, ancak diger

en az 4 hastada beyin goriintileme normaldi. Yedi hastada otizm spektrum bozuklugu
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vardi (154) . Olgumuzda mikrosefali, bilateral hidronefroz, nébet oykiisti vardi, FM’de

frontal bossing, yliksek damak, hipotoni goriildii.

Olgu 30: Tim ekzom panelinde MCPH1 geni ¢.215C>T p.(Ser72Leu) varyanti
saptanmistir. Primer mikrosefali, ilerleyici bir norodejeneratif durumu ifade eden sekonder
mikrosefaliden ayrilan statik bir gelisimsel anomalidir. Mikrosefali, fetal beyin
biliylimesinde goriilen bir bozukluktur; Mikrosefali olan bireylerin beyinleri kiiciiktlir ve
neredeyse her zaman zeka geriligi vardir, ancak nadir olarak hafif mikrosefali (-3 SD) ve
normal zekaya sahip bireyler de rapor edilmistir. Ek klinik 6zellikler arasinda boy kisaligi
veya hafif nobetler bulunabilir (155) . Hastada mikrosefali, sag elde polidaktili, ambigii
genitalya, yarikk damak, beyin BT’de monoventrikiil goriiniimii, holoprosensefali
saptanmigtir. OMIM veri tabaninda Microcephaly 1,primary, autosomal recessive
(MIM#251200) fenotipi ile iliskili bulunmustur.

Olgu 31: Cerebral palsi, konjenital unilateral renal agenezi, kronik bobrek
yetmezligi, hipokalsemi sikayetleri ile bagvuran hastaya yapilan tim ekzom dizileme
panelinde CFHRS5 geninde ¢.1511 1513delinsAA p.(Leu504GlInfs*11) varyanti muhtemel
patojenik olarak saptanmistir. C3 glomeriilopati-3 (C3G3), yasamin ilk 30 yilinda
mikroskopik veya makroskopik hematiirinin baslamasi ve ardindan bobrek hastaliginin
degisken ilerlemesi ile karakterize otozomal dominant bir bobrek hastaligidir. 30 yasindan
sonra hastalarin yaklasik yaris1 normal bobrek fonksiyonunu korurken epizodik hematiiri
yasamaya devam ederken, diger yarisinda proteiniiri ve ilerleyici bobrek yetmezligi veya
son donem bobrek hastaligi gelisir. Erkekler kadinlara gore daha ciddi bir fenotipe sahip
olma egilimindedir ve genellikle diyaliz veya bobrek nakli gerektiren son donem bobrek

hastalig1 gelistirme olasiliklar1 daha yiiksektir (156).

Izole otizm spektrum bozukluklar1 altgrubunda 17 hastadan 3’i (%17.6) tam

almstir.

Olgu 32: Yapilan tim ekzom analizinde KMT2E geninde ¢.1623+1G>A varyanti
saptanmigtir. O'Donnell-Luria-Rodan sendromu (ODLURO) (MIM#618512), genel
gelisim geriligi, konusma gecikmesi, degisken siddette entelektiiel gelisim ve hafif
dismorfik ozellikler ile karakterize edilen norogelisimsel bir hastaliktir. Bazi hastalarda
otizm, ndbet, hipotoni ve/veya beslenme giicliigii olabilir (157). Izole otizm 6ntanisi ile
basvuran hastanin FM’de sinoftis, tiibiiler burun, diisiik sa¢ ¢izgisi mevcuttu taniyla

uyumlu bulundu.
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Olgu 33: Klinik ekzom panelinde SCN2A geninde ¢.4903C>T p.(Argl635*)
nonsense varyant: heterozigot gozlenmistir. Gelisimsel ve epileptik ensefalopati-11
(DEE11l) (MIM#613721), yasamin ilk giinleri, haftalar1 veya aylarinda ndbetlerin
baslamasiyla karakterize norolojik bir hastaliktir. Bazi1 hastalarda hastaligin baslangici1 daha
gec olabilir. Hastalarin yaklagik yarisi ¢ocukluk ¢aginda ndbetsiz hale gelir. Etkilenen
bireylerde genel gelisimsel gecikme vardir ve genellikle entelektiiel gelisim ciddi sekilde
bozulmustur, ancak bazilar1 daha az ciddi sekilde etkilenebilir ve otizm spektrum
bozuklugu gosterebilir. Ek ortak ozellikler arasinda mikrosefali, hipotoni ve distoni,
diskinezi ve koreoatetotik hareketler gibi anormal hareketler bulunur. Ayni mutasyona
sahip hastalarda bile fenotip olduk¢a degiskendir (158-160). Olgumuz tarafimiza 2 yasinda

atipik otizm Ontanisi ile bagvurmustur.

Olgu 34: Yapilan klinik ekzom panelinde = NLGN4X geninde c.444C>A
p.(Tyr148*) varyant1 patojenik saptanmistir. Prototipik yaygin gelisimsel bozukluk olan
otizm, genellikle 3 yas civarinda belirgindir. Sinirli veya yok derecesinde sozlii iletigim,
karsilikli sosyal etkilesim veya yanit verme eksikligi ve simirli, basmakalip ve
ritiiellestirilmis ilgi ve davramis kaliplar1 Ugliisii ile karakterize edilir (161,162). Otizm
ontanis1 ile bagvuran hasta Autism susceptibility, X-linked 2 (MIM#300495) fenotipi ile

uyumlu bulundu.
Epilepsisi olan global gelisim geriligi altgrubunda 15 hastadan 2’si tan1 ald.

Olgu 35: Tim ekzom dizileme yapilan hastada CACNAL1C geninde c.492T>G
p.(Tyr164*) varyant1 patojenik saptanmistir. Hipotoni, dil gecikmesi ve ndbetlerle birlikte
veya nobetsiz iskelet defektlerinin eslik ettigi norogelisimsel bozukluk, bebeklikten
itibaren belirgin olan genel gelisim geriligi ile karakterizedir. Etkilenen bireylerde,
gecikmis ylirime veya yiiriyememe, zayif veya eksik konusma ve davranigsal
anormalliklerle birlikte zihinsel gelisimde bozulma ile birlikte siddetli hipotoni goriiliir.
Cogu hastada erken baslangigli nobetler, genellikle distalde hafif iskelet defektleri ve
spesifik olmayan dismorfik 6zellikler bulunur. Daha ciddi sekilde etkilenen bireylerde ek
konjenital anormallikler vardir; ancak kalp tutulumu nadirdir (163) . Neurodevelopmental
disorder with hypotonia, language delay, and skeletal defects with or without seizures
(MIM#620029) fenotipi ile iliskili bulunmustur.

Olgu 36: Tim ekzom dizileme panelinde HIBCH geninde ¢.488G>T
p.(Cys163Phe) varyanti homozigot saptanmustir. 3-hydroxyisobutryl-CoA hydrolase
deficiency (MIM#250620) 3-hidroksiizobiitiril-CoA hidrolaz eksikligi, kromozom 2032
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tizerindeki HIBCH genindeki homozigot veya bilesik heterozigot mutasyondan
kaynaklanir. Ciddi derecede gecikmis psikomotor gelisim, ndérodejenerasyon, laktik asit
artist ve bazal ganglionlarda beyin lezyonlari ile karakterize, otozomal resesif, dogustan bir
metabolizmal hastaliktir (164). Hipotoni, epilepsi, global gelisim geriligi sikayetleri olan
ve 1. Derece kuzen evliliginden dogan hastanin aile dykiisiinde ayni sikayetlerle ex olan iki

kuzeni mevcut. Aileye ilgili gen agisindan tarama onerildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz retrospektif arastirma sonucunda, molekiiler karyotipleme analizi sonucu
tan1 alan hasta ylizdemiz 6 olurken yeni nesil dizileme ile bu sonug %19 olmustur.
ACMG’ye gore patojenik ve muhtemel patojenik olarak siniflandirilan ve hastalarin
fenotipleri ile uyumluluk gosteren varyantlar ele alinmistir.

Fenotiple iligkili VUS varyantlar molekiiler karyotipleme sonucu %27.3, yeni nesil
dizileme sonucunda %39 olmustur. VUS varyantlar acisindan hastalarda aile
segregasyon calismalar1 devam etmektedir.

Yeni nesil dizileme panelleri ¢alisilirken hastanemizin dahil oldugu ihale kapsaminda
82 hastaya klinik ekzom dizileme, 59 hastaya tiim ekzom dizileme paneli ¢alisiimustir.
Tim ekzom dizileme panelinde 21589 gen dizilendigini goz Oniine alirsak biitiin
hastalara tiim ekzom dizileme c¢alisildiginda diisiincemiz tani yiizdesinin artacagi
yoniindedir.

Sebebi agiklanamayan mental retardasyon, otizm spektrum bozukluklari, dikkat
eksikligi hiperaktivite bozukluklari, 6grenme giigliigii gibi ndrogelisimgel gerilikleri
ve konjenital anomalileri olan hastalarda molekiiler karyotipleme testi yapildiktan
sonra sonu¢ elde edilemezse, yeni nesil dizileme ile devam edilmesi gerektigi
goriilmektedir.

Bizim arastirmamizda konjenital anomaliler grubunda molekiiler karyotipleme sonug
vermezken bu hastalarda test algoritmasi kromozom analizi ve yeni nesil dizileme

olarak baglanabilir.
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ISTANBUL MEDENIYET UNIVERSITESI GOZTEPE EGITiM ARASTIRMA HASTANESI KLINiK
ARASTIRMALAR ETIK KURULU BASKANLIGINA

2022/0604 Etik Kurul karar numarali, 19.10.2022 Etik Kurul onay tarihli “Nérogelisimsel
bozukluklar ve/veya konjenital anomalileri olan olgularin molekiiler karyotipleme ve yeni nesil
dizileme verilerinin karsilastirmali degerlendirilmesi” konu baglikli tez ¢alismasi retrospektif olarak
¢alisilmaktayken hasta sayisi 60’tan 150’ye ¢ikariimistir.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Ars. Gor. Dr Tibbi Genetik Klinigi idari Sorumlusu
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