YENI NESIL DiZi ANALIZINDE ALGORITMALAR CALISMA GRUBU
YENI NESIL DiZi ANALiZINDE ALGORITMALAR
OZET

Yeni nesil dizilemede algoritmalar ¢alisma grubu asagidaki konularda goriis bildirmektedir:

1-

10

Yeni nesil dizileme test yonetimi (test o©ncesi danisma, testin istenmesi,
yorumlanmasi, test sonrasi danisma) genetik uzmanlarinca yapiimalidir. Boylece hem
halen pahali olan bu teknolojilerin gereksiz kullaniminin 6niine gegilebilir hem de
teknolojinin ve/veya genetik heterojenitenin dogasi geregi eksik oldugu kisimlar igin
diger genetik testlerin kullanilarak hastaya tani koyma imkani ortaya konabilir.

Yeni nesil dizileme test istemi 6ncesi ve sonrasinda, test uygulanacak kisiye genetik
danisma verilmelidir. Bu danismada testin ortaya koyabilecegi bulgular, testin
sinirliliklar, ek teste ihtiya¢ olup olmayacagi, ikincil bulgularin tespit edilmesi
durumundaki stratejiler ve test sonucunda testin endikasyonuna yoénelik tanisal
amacli bir varyant bulunamaz ise raporlamanin nasil olacagi, elde edilen ham verinin
paylasimi, eger gerekli gorilirse belirli bir periyod sonrasinda (ideali 1-2 yil olabilir)
verinin yeniden analizinin istenip istenmedigi konulari agiga kavusturulmalidir.

Yeni nesil dizileme testlerinin rutin klinik tanida kullanilabilmesi icin hem laboratuvar
alani, hem minimum ihitiya¢ duyulan cihazlar ve hem de biyoinformatik uzmani gibi
ihtiyac duyulan personel listesi Tibbi Genetik Dernegi'nce belirlenerek Genetik
Hastalik Tani Merkezi Yonetmeligine ilave edilmelidir.

Hastalara ikinci sayfadaki sekilde verilen algoritma uygulanarak 6ncelikle
fenotipleme sonra hastanin fenotipine gére konvansiyonel yontemler ve en son yeni
nesil dizileme teknolojileri kullanilmali ve bu teknolojinin panel, ekzom veya genom
diizeyinde yapilmasina karar verilmelidir. Bu karari verecek kisi yine Tibbi Genetik
uzmani olmahdir.

Yeni nesil dizileme teknolojisini uygulamak isteyen laboratuvarlar igin temel bilgiler
icerikte daha detayh verilmistir. Her laboratuvar kendi ihtiyacina goére yakalama ve
dizileme platformunu se¢melidir.

Yeni nesil dizileme uygulanacak her bir materyal icin, laboratuvarlar nikleik asit
izolasyonu, kullanilacak platformlar ve biyoinformatik aracglari valide ettikten sonra
tanisal amagli rutin kullanima sokmalidir.

Multipleksleme kullanilacak ise valide olmus indekslerin kullanilmasi 6nerilmektedir.
Biyoinformatik analizlerin her bir basamagindan (FASTQ, BAM ve VCF dosyalarinin
Uretimi) sonra verilerin kalite degerlendirmeleri yapilmali ve vyeterli kaliteye
ulasmayan 6rnekler sonraki degerlendirme basamaklarina gegmemelidir.
Varyantlarin onceliklenmesinde temel olarak, sinonim varyantlarin filtrelenmesi,
popilasyon bilgi bankalarinda minér alel sikhginin %1’in Gstiinde (hastalik insidansi
ile korele olarak) olan varyantlarin filtrelenmesi ve in slico programlardan
faydalanilarak 6nceliklendirilen hastalik ile iligkili olabilecek varyantlarin Sanger
dizileme ile segregasyonunun analizi ve segrege olan varyantlarin OMIM, Pubmed,
COSMIC, ClinVar v.b. bilgi bankalarinda rapor edilip edilmediginin tespitinin
yapilmasi basamaklarini icerir. Varyantlarin o6nceliklendirilmesi sirecinde higbir
zaman in silico tahminlere gbre varyantin patojenligi hakkinda karar verilmemelidir.
Veri analizinde fenotipleme ve pedigri bilgilerine gére varyant énceliklendirilmesi
yapilabilir. Ornegin resesif kalitimdan siipheleniliyor ise 6ncelikle homozigot ve
birlesik heterozigot varyantlarin degerlendirilmesi yapilabilir.

Yeni nesil dizileme teknolojilerine ait rapor olusturulurken, molekiiler genetik raporu
formati temel olarak ayni sekilde kalirken testin kapsamina gore (tek gen, multigen
panel, ekzom, genom v.b.) modifikasyonlar yapilmahdir. Calisma grubumuz tiim
ekzom dizileme ve tiim genom dizileme raporlamasinda en azindan testin yapildig
toplumda sik gorilen hastaliklar icin hastanin tasiyicilik durumunun belirtilmesinin,



ve nadir hastaliklardan sorumlu olan gen mutasyonu varliginda raporla hastanin
hekiminin uyarilmasinin gerekli oldugunu disinmektedir. Detaylar ilgili bélimde
bulunabilir.

11- RNA dizileme tim genom dizilemenin daha fazla ginlik kullanima girmesiyle,
varyantlarin etkilerinin degerlendirilmesi noktasinda daha fazla yer bulacaktir. Rutin
kullanimdaki yeri hakkinda ilgili béliimde detayli bilgi bulunabilir.

12- Yeni nesil dizileme ile birlikte Gretilen biylk verilerin, saklanmasi, aktarilmasi ve
analizleriile ilgili ulusal bir politika belirlenmelidir.

13- Yeni nesil dizileme teknolojileri etik konulari da giindeme getirmektedir. Teste 6zgi
onam formu alinmali, test dncesi ve sonrasi genetik danisma verilmeli, ikincil
bulgular ve verilerin yeniden analizleri ile ilgili politikalar belirlenmelidir.
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GIRIS
Yeni Nesil DNA dizi analizinde algoritmalarin olusturulmasi icin Ahmet Okay
Caglayan’in (MD) moderatérligiinde biraraya gelen ¢alisma grubunda
biyoinformatik uzmanlari Mahmut Samil Sagiroglu (PhD), Tunahan Cakir (PhD),
Saliha Durmus (PhD), klinik ve arastirma laboratuvar yéneticileri ile rutin hasta
yonetiminde YND kullanma tecriibesine sahip sorumlu uzmanlar, Beyhan Tiiysiiz
(MD), Zehra Oya Uyguner (PhD), Ahmet Okay Caglayan (MD), Ayca Aykut (MD,
PhD), Kaya Bilguvar (MD, PhD), Yavuz Oktay (PhD) ve Zafer Yiiksel (MD) yer aldi.
Yeni nesil dizileme (YND) alani hizla gelismekte oldugundan, yeni biyoinformatik
algoritmalar ve teknolojiler ortaya ciktikga burada sunulan bazi bilgilerin de
revizyona ihtiyaci olacaktir. Bu kilavuz hazirlanirken daha 6nce yayimlanmig
kilavuzlar esas alinmig, bazi kisimlarda birebir gevirisi yapilmistir. Ayrica belirli
teknolojiler detayli sekilde ele alinmamis olup, her bir test uygulamasina ve
platforma ozgiin karakteristiklerin ayrica degerlendirilmesi gerekebilir. Ornegin
somatik varyantlarin ya da dolasimdaki serbest fetal DNA’nin tespiti gibi farkh tani
gereksinimlerine yaklasim igin ek bilgilere ihtiya¢ duyulabilir. Bu rehber ve oneriler,
YND'’yi rutin genetik tanida uygulamak isteyen merkezlere genel bilgi saglamak
amaciyla olusturulmustur. Pek ¢ok klinik laboratuvar, klinik genetik biyoinformatik
uzmanina sahip degildir ve temel bir rehbere ihtiya¢ duyacaktir.
YND ile ilgili olan ve bilinmesi gereken bazi terimler asagida, lllumina tiim genom
ve tim ekzom analizlerinde sik¢a kullanilan yaklagimlarla uyumlu terminolojiler
tizerinden orneklendirilerek anlatilmaktadir:

1. Insert (Fragment)—Dizileme icin kullanilan DNA fragmani

2. Read (Okuma) Dizilenen insert’in bir b6limi veya tamami

3. Single Read (Tekli Okuma) —Insert’i sadece tek bir uctan dizilemek icin
kullanilan dizileme prosediiri

4. Paired-End (Esli Ug) —Insert’i her iki uctan birden dizilemek icin kullanilan
dizileme prosediiri

5. Flowcell—Uzerinde DNA fragmanlarinin koyulup dizilendigi kiiciik bir cam
pargasi. Flowcell, DNA fragmanlarina baglanmis olan adaptorlerin
hibridizasyonuna olanak taniyan problarla kaphdir.

6. Lane—Flowcell, adina lane denilen fiziksel olarak birbirinden ayriimis
kanallardan meydana gelir. Dizileme islemi, tim lane’ler lizerinde es zamanl
olarak yapilir.

7. Multiplexing/De-multiplexing—Ayni lane (zerinde birka¢ tane o6rnegin
dizilmesine multiplexing denir. Tek bir lane (zerinde dizilenen okumalarin
ayrilmasina da de-multiplexing denir ve her bir okumanin dizinini taniyan ve
bunu her bir 6rnegin bilinen dizinleriyle karsilastiran bir indeks ile yapilir.

8. Pipeline—Algoritmasi olan ardisik bilgisayar islemleri.

9. Sequence Coverage (Dizi Kapsami)— Kapsam (coverage), genomda ortalama
her bir bazi kapsayan okuma sayisina karsilik gelir. Kapsam su sekilde
hesaplanabilir:

okuma uzunlugu x okuma sayisi / genom blyiklGgu
Ortalama kapsam=

Yukaridaki hesaplamaya sadece haritalanan okuma sayisi dahil edilir. Genom
varyantlarini belirlemek icin 30 kapsam genelde minimum kabul edilirken, de novo
birlestirme siklikla daha yiliksek bir kapsami gerektirir. Bunun yani sira ihtiyag



duyulan kapsam, deney tasarimina da baglidir. Ornegin eger tekrar dizileme bir
poptlasyonda yapiliyorsa ve 6rnek heterojen bir genom havuzunu igeriyorsa, kapsam
nadir varyantlari saghkl tespit etmek icin kapsami daha yiksek tutmak gerekebilir?3.
1. Yeni Nesil Dizileme: Giris

1.1. Nedir?
Yeni nesil dizileme (YND), birbirine paralel milyonlarca kisa DNA fragman dizisini
tespit etme yontemidir. YND ve 6zellikle tim ekzom dizileme (TED), uygun maliyetli
ve ylksek ciktili bir teknoloji olup, insan genomunda bilinen 20.000’den fazla genin
kodlama bélgelerini eszamanl analiz etme olanagi tanir?® 2>, Glinimuzde TED, insan
genomunun protein kodlayan kismini incelemek igin en yaygin kullanilan teknolojik
yaklasimdir. TED sadece insan genomunun %1-1,5’ini%® kapsamakla birlikte, bu kiigiik
genom kismi bile hastaliga neden olan bilinen mutasyonlarin yaklasik %85’ini
barindirmaktadir. Ancak olgularin % 25-40’inda hastaliklarin genetik kdkenini
aydinlatabilmektedir?® 2°. Bu oran, karyotip ve kromozal mikrodizi (%15-20) gibi daha
klasik yontemlerle elde edilenden yiiksektir 3% 31,
YND, klinik ortamda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Cok sayida laboratuvar “tanisal
belirsizligi” azaltmak amaciyla klinik TED veya diger YND tabanli testleri uygulamakta
veya hizmet satin almak suretiyle kullanmaktadir.3® Yakin tarihli yayinlar, ilag se¢imi
ve dozlamayla ilgili kararlarda yardimci olmasi amaciyla, nadir goriilen hastaliklarin
ve kanserin teshisinde YND’nin kullanimini érneklerle géstermektedir3® 3. Klinik
laboratuvarlar YND’yi ayni zamanda insan I6kosit antijeni tiplemesi, farmakogenetik,
bulasici ve kronik hastalik testi icin de kullanmaktadir3®4!, Ornegin nadir gériilen,
klinik ve genetik agidan heterojen olan ve belirsiz veya atipik bir gériinim sergileyen
hastaliklardan etkilenmis hastalara tani koymak zordur®? 43, Bir tani konulmadan
once hastalar, psikososyal olarak yipratici, zaman alan ve maliyetli olabilen kapsamli
degerlendirmelerden ge¢mek zorundadir3?. YND teknolojisi bir bireyin DNA’sinda bir
hastalikla potansiyel sekilde baglantili olabilecek varyantlari tespit ettigi kadar heniz
anlamlandirilamayan bir ¢cok baska varyantin da gosterilmesine neden olur. Teknik
bazi sinirlamalar hastalara tani konma siirecini etkileyebilir. Ornegin testin
hassasiyeti (hedef dizilerin kapsami) %100 degildir ve iliskili herhangi bir genin
tamaminin veya bir kisminin kapsanmamasi nedeniyle yanlis-negatif sonuclara
ulasilabilir?>. Ayni sekilde dizi derinliginin yeterli olmamasi da tespit edilen
varyantlarin glvenilirligini degistirmektedir. TED, tani i¢in glgli bir tanisal arag
olmakla birlikte, tiim klinik endikasyonlar igin en iyi yaklasim olmadigini bilmek
gerekir ve klinik bulgular ve ortaya c¢ikan fenotip varyantlarin tespit edilmesi icgin
gerekliiliskilerin kurulmasinda en 6nemli basamaktir’.
Sonug olarak YND teknolojisinin klinik laboratuvar ortaminda rutin olarak kullanimi
icin 6nemli bir teknolojik altyapi ile birlikte klinik, bilimsel ve biyoinformatikte
ozglinlesmis deneyim ve derin tecriibeleri olan bireylere ihtiya¢ duyulur.



1.2. YND’nin Sanger Dizilemeden Farki Nedir?
YND, hem yontem hem de elde edilen bulgularin tarifi agisindan Sanger dizilemeden
temelde farkhhk gosterir*®. Kapiller elektroforez tabanl yari otomatik Sanger
dizileme®%>? giinimizde konsensus olarak DNA dizileme icin altin standart olarak
kabul edilmektedir. Ancak son zamanlarda bu yontemin artik altin standart
olmayabilecegi ile ilgili yayinlar da bulunmaktadir #°. Sanger dizileme, yiiksek
glvenilir sonuglarla birlikte uzun okuma uzunluklar Gretir, ancak daha uzun genom
alanlari hedeflendiginde maliyeti ¢cok yliksek olur ve islemler zaman alici olabilir. Bu
nedenle Sanger dizi analizi, blylk genlerin veya c¢ok sayida genin incelenmesi
gereken durumlarda rutin klinik hizmet igin pratik bir yaklasim sunamaz. YND ise gen
panellerinin daha dislik bir maliyetle dizilenmesine olanak tanir ve hizli, genis 6lgekli
ekzom ve tiim genom dizi analizi gerceklestirme kabiliyeti sunar>*>,
YND, Sanger yontemine gore her ne kadar bazi avantajlar sunsa da su anda mevcut
olan enstriimanlarin biyiik bir cogunlugu kisa okuma uzunluklari liretir ve bunlardan
raporlanabilir dizi analizi sonuglari elde edebilmek (YND ile Urretilen verilerin yiiksek
miktari; verilerin analizi, yonetimi ve saklanmasi) igin biyoinformatik yazilimlarin
kullanilarak komplike hizalama veya birlestirme prosedirlerinin uygulanmasi
gerekir’. YND tabanh test kullanmayi disinen klinik laboratuvarlar, verilerin
yorumlanmasindaki zorluklari, maliyeti ve hizi géz 6niinde bulundurmalidir. YND
testleri, ham veri dosyalarini bir referans dizisi ile dogru sekilde hizalayabilen, dizi
varyantlari i¢in anotasyonlar ekleyebilen, hangi varyantlarin klinik anlamhliga sahip
oldugunu tayin edebilen ve hangi varyantlarin dogrulayici teste ihtiyaci oldugunu
belirleyebilen informatik dlizen gerektirir. Bir hasta o6rneginde tespit edilen
varyantlarin sayisi, hedeflenen genom bdélgesinin biylkliglyle orantilidir ve varyant
siniflamasinin altindan kalkilamayacak sayida veri Uretebilmektedir. Girdi olarak
varyant dosyalari kullanilarak klinik karar destegi icin downstream pipeline ve
algoritmalar gelistirilebilir %% >8 ve bunlar ClinSeq %° gibi projelerde test
edilmektedirler, ancak bu analizler halen otomatizasyondan uzak olup tim
basamaklarin  sonunda  deneyimli  bir  genetik¢i  tarafindan  verilerin
degerlendirilmesine ve klinik raporlarin bu sekilde olusturulmasina ihtiya¢ olunur.
Calisma grubumuz tiim basamaklarin sonunda deneyimli bir genetikgi tarafindan
verilerin degerlendirilmesi ve klinik raporlarin ancak bu degerlendirmeden sonra
klinik genetik¢ci ve gerektiginde hastanin klinisyeni ile konsulte edilerek
olusturulmasini 6nermektedir.

1.3. Onerilen teste 6zgii fiziksel alan, cihaz ve personel ihtiyaci listesi
YND testlerini uygulamak isteyen laboratuvarlarin hem personel hem de fiziksel alan
acisindan minimum sartlari saglamis olmasi gerekmektedir. Bu sartlar tavsiye niteliginde
olup, nihai karara konudaki uzmanlarin ortak fikir birligi ile ulasiimalidir.
YND’nin teknik ve yorumlama karmasikhgini dikkate aldigimizda, klinik YND tabanli
testlerin uygulama, degerlendirme, yorumlama ve raporlandirma asamalarinda
konuda uzmanlgini egitim ve belge ile kanitlayan (Uluslararasi ve ulusal genetik
dernekleri; Tirkiye’de Tibbi Genetik Dernegi tarafindan onayl olmasi gibi) uzman
kisiler/kadrolar tarafindan yapilmasini tavsiye ederiz. TED veya TGD hizmeti sunan
laboratuvarlarin, genler, varyasyon ve hastalik fenotipleri arasindaki iliskileri
degerlendirmek icin bu konuda deneyimi olan klinik genetik uzmanlarina ihtiyaclari
vardir (Sekil 1).
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Sekil 1. Yeni nesil dizileme basamaklari ve personel gorev listesi. Hum Genet (2016)
135:655—673’den® degistirilerek alinmistir.

1.4. Testin ortalama sonuglanma siiresi
Klinik bir YND testinin yapmak icin gereken zaman biyik oranda degisiklik gosterir.
Sure, arastirilan genomun (panel, ekzom veya genom gibi) kapsamina, otomasyon
seviyesine, kitliphane hazirlama icin kullanilan prosediirlere, dizileme yontemine,
hizalama, varyant cagirma icin kullanilan biyoinformatik islem akisina, filtrelemeye ve
klinik degerlendirmeye baglidir. Deneyimli genom varyant analiz uzmanlarinin sayisi
ve laboratuvarin bilgisayar kapasitesi de bir etmendir. Klinik degerlendirme, siirecin
en cok zaman alan bileseni olabilir. Cogu hasta literatirde hastalikla iliskili olarak
onemi iyi tanimlanmamis birtakim varyantlar icerir, ancak bu varyantlar hastanin
fenotipiyle iliskili olmayabilir. Bu nedenle bu varyantlarin klinik degerlendirmesi icin
gereken siire, siniflandirma icin manuel géz gezdirme gerektiren her bir varyant icin
yaklasik 30 dakika ile birka¢ saat arasinda degisir. Kalitsal durumlar icin fenotip
bilgilerinin toplanmasi ve aile bireylerinin ilave testten gecirilmesi bazen gerekebilir.
2017 yili itibariyla bir YND testini tim ciktilari analiz edildikten sonra raporlamak igin
gereken sire hastalik, gen ve kalitim modeli ile uyumlu bilinen mutasyon saptanirsa,
birka¢ saatten birka¢c haftaya kadar degisiklik gosterebilir. Bilinen hastaliklarda
bilinen genlerde yeni varyantlar kalitim modeli ve varyantin tipine gére cogu zaman
aile calismasi da gerektireceginden ¢ok daha uzun bir zaman alabilir. Ayrica disik
kapsamli bolgelerde patojenik varyant slphesi varliginda Sanger dizileme ile
dogrulanmasi/dislanmasi gerekir. Ek olarak hastalik iliskili bir varyant saptandiginda
ailenin diger fertlerinde de test yapilmasi gerekirse bu asama icin Sanger dizi testi
icin tasarim ve uygulama yapilmasi gerekir. Yeni fenotipler ya da bilinen hastaliklarda
herhangi bir mutasyon saptanmadigi durumlarda ise yeni iligkili gen arastirilmasi
gerekir boyle durumlarda testin sonuclanmasi aylar hatta yillar dahi slrebilir. Bu
durumda ailelere ara rapor vermek ve bilinen genlerde olasi patojenik varyantlarin
dislandigini (limitasyonlarini da g6z o6nine alarak) bildiren bir rapor sunulmasi



uygundur.
2. Fenotipleme
YND verilerinin yorumlanmasinda en kritik nokta, olmaz ise olmazi klinik
yonlendirmedir. Klinik tanisi/bulgusu olmayan bir olguda analiz yapilmaz ve test igin
numune kabul edilmez. Bu konuda bir kolaylastirici bir yaklasim olarak Human
Phenotype Ontology Projesi®® ve mevcut terminoloji atlasi
[http://compbio.charite.de/hpoweb/showterm?id=HP:0000001 (Son erisim tarihi
21.05.2017)] kullanilarak standart fenotip veri girisi saglanacak bicimde tani testi
istekleri olusturulabilir. Bu konuda ulusal bir kayit sistemi olusturulabilirse (Tibbi
Genetik Dernegi internet sitesi gibi) klinik kaliplar ve terminoloji igin tGlkemize 6zgiin
bir veritabani da olusmus olur. Boylelikle klinik tani strecinde ve YND test istemi
dncesinde yararl bir ara¢ [Phenomizer®® benzeri] gelisiminin de 6ni agilmis olur.
2.1. Hasta Se¢imi
2.1.1. Klinik ekzom ve genom dizilemeyi (KEGD) kimler istemeli?
Hastalik tanisini koymak amaciyla genetik testi isteyen hekimlerin roli, klinik
Ozelliklere, aile dykusiine ve fiziksel muayeneye dayanarak bir ayirici tani koymaktir.
Genetik test(ler) igin istek, bir taniyi teyit etmek veya dislamak igin verilebilir.
Genetik testlerin birgok c¢esidi vardir ancak burada tanisal amacgh testlerden
bahsedilmektedir. Oneriler tavsiye niteliginde olup, hedefi akilci test kullaniminda
YND’nin yerini belirlemektir.
Amerikan Tibbi Genetik ve Genom Koleji (ACMG), KEGD icin genetik uzmanlarina
danisilmasini ve yeterli genetik danismanlik alinmasini tavsiye etmektedir®l. Ancak
halihazirda genetik alanindaki uzman sayisinin azlhigi nedeniyle klinik uzmanlarindan
danismanlik istenmesi de bazi sartlarin saglanmasi suretiyle onerilmistir *. Ancak
¢alisma grubumuz YND testinin sadece genetik hastaliklann uzmanlarinca
istenebilmesini 6nermektedir. Test Oncesi asagida belirtilen asamalarin mutlaka
yapilabilir olmasi gerekir:
1. Genetik odakh tibbi bilgi, detayli aile 6ykisli ve bu 6ykiye dayali iyice
sorgulanarak cizilmis aile agaci fiziksel muayeneyi icine alan temel klinik genetik
muayene, biyokimyasal ve cesitli goriintileme tetkiklerinin sonuglari, gerekirse
ek konsultasyonlar yapilmali, disinilen hastalik, kalitim modeli genetik iliskisini
anlatan bir epikriz yazilmahdir.
2. Diger mevcut testler (genomik ve metabolik tarama gibi genom disi testler),
hastanin yasini ve bilissel yetenegini de gz onilinde bulundurarak KEGD’nin
spesifik klinik endikasyon igin gereken test segenegi olup olmadigi belirlenmelidir.
3. Birincil ve ikincil bulgular icin bilgilendirilmis onam dahil test dncesi yeterli
danismanlik saglanmahdir.
4. KEGD’nin sonuglarini yorumlamak ve test sonrasi yeterli danismanhk sunmak
veya bu adim icin bir genetik uzmanindan yardim istemek gerekir. Bilgiler
mutlaka arsivlenmeli, olgu ve ailesi diizenli takibe alinmalidir.



2.1.2. KEG endikasyonlari nelerdir? (ACMG 6nerisi?)
1. Bir hastanin fenotipine gore tahmin edilen genetik durum igin daha optimize
genetik bir panelin mevcut oldugu biliniyorsa, hedeflenen gen panelinin daha hassas
oldugu varsayilarak bu gen paneline oncelik verilmelidir (6rnegin Noonan spektrum
bozukluklar gibi)
2. Fenotip, bilinen bir genetik duruma benzemediginde (MKA/MR) ve aile oykisi
bilinen bir Mendel modeline isaret etmediginde, kromozomal mikroarray testi
KEGD’den 6nce goz 6niinde bulundurulmalidir. Bu yaklasim, KEGD’nin kopya sayisi
varyantlarini tespit hassasiyeti, kromozomal mikroarray platformlarinin hassasiyetine
esit olana kadar onerilecektir. Fakat belirtmek gerekir ki tim genom dizilemenin
kopya sayisi varyasyonlarini, kromozomal mikroarray ile ayni hassasiyette tespit
etme kabiliyeti dikkate alindiginda bu yaklasim, genom dizileme (GD) platformlarinin
rutin klinikte ¢ok daha fazla kullanima baslamasiya glincelligini yitirebilecektir.
3. Anne-baba arasinda akrabalik bulunan hastalarda KEGD, kromozom
mikrodizilemeden 6nce goz oniinde bulundurulmalidir. Calisma grubu bu Oneriyi
lilkemizdeki akraba evliligi sikhigini g6zéniinde bulundurarak desteklememekte
oncelikli olarak mikrodizi analizini 6nermektedir.
4. Hedef gen paneli tanisal bir sonu¢ vermediginde KEGD, zorunlu bir sonraki adim
olarak disinilmemelidir. Bununla birlikte bilgisayar ortamindaki KEGD analizi, ilk
basta belirli bir gen alt kiimesine odaklanabilir ve sonrasinda eger ilk analizle tani
konulamaz ise analiz tim veri setine kadar genisletilebilir (6rnegin,
http://www.genedx.com/test-catalog/xomedxslice/). KEGD maliyetleri dustiikce ve
tani laboratuvarlari kendi is akislarini modifiye/modernize edip, “tek platformlu”
genetik testler yaptik¢a bu yaklasim daha yaygin hale gelebilir. Bu gergeklesene
kadar ise klinikte uzmanlar ancak su kosullarda taninin konulamadigi bir gen
panelinden sonra KEGD yapilmasini isteyebilir:
(i) Genetik bir neden icin gicli siphe mevcutsa ve uygulanan gen panelinin
icerigindeki genler glincel degilse,
(ii) Hastanin fenotipi degismis ise veya negatif panel icin atipik ise ya da
(iii) Risk altinda olabilecek aile bireyleri igin tani ve/veya derhal klinik kullanima iliskin
klinik bir acil durum s6z konusu ise.

2.1.3. Hasta ve ailelere test 6ncesi danisma
Bir KEGD testi istemeden Once hastalar ve aileler i¢in Ozetle asagidaki konularda
temel bilgilerin verilmesi dnerilmektedir (Tablo 1.) *

Egitim Konusu Anahtar Elementler
Temel genetik bilgiler
Temel Bilgiler KEGD hakkinda temel bilgilerin verilmesi
Testin fiyati ve sigorta tarafindan 6demesinin yapilip yapilmadiginin tespiti
Klinik genom/ekzom dizilemenin daha dnce uygulanmis genetik testlerden farklarinin anlatiimasi
Kime test uygulanacak (6rnegin, trio, sadece proband)
Spesifik Klinik Genom / Ekzom  Ortalama sonug verme siiresi
Dizileme Bilgisi Ne tiir sonuglarin gikabileceginin tartisilmasi (6rnegin, primer ve sekonder bulgular v.s.)
Belirsizlik potansiyeli (6rnegin., dnemi bilinmeyen varyantlar)
Kimin sonuglar raporlanacak (proband veya trio)
Birey, cekirdek aile, ve genisletilmis aile tyeleri
Psikososyal Etkiler Diger aile tyelerinin test edilmelerinin gerekli olunabilecegi
Elde edilen sonuglara gore kisilerin sigorta konusunda yasayabilecekleri sikintilar
Orneklerin saklanmasi (hangi kosullarda ne kadar siire v.b.)
Test sonrasi konular NGS verilerinin saklanmasi, yeniden analiz, ve tekrar kontaga gecilmesi
Arastirma firsatlar



Tablo 1. KEGD yapmadan 6nce danismada verilmesi gereken bilgiler. Genet Med.
(2016) 18:1075-1084’den? degistirilerek alinmistir

Hastalar: KEGD’ye iliskin hasta egitimi, hedef kitle agisindan 6zellikli bir bigimde
tasarlanmali ve bilgilendirilmis onam belgesindeki yazili bilgilerin 6tesine gegmelidir.
Bazi yayinlanmis makaleler ve rehberler, egitimi mimkiin olan sonug tlrlerinin
Uzerine odaklamanin en 6nemli konu oldugu sonucuna varmistir.

Hizmet Saglayicilar. KEGD testi istemeden 6nce klinik uzmanlari kendi kabiliyet ve
egitim ihtiyacglarini degerlendirmelidir. Ana basliklar arasinda sunlar yer almalidir:
temel klinik genetik bir degerlendirme ile aile 6ykisi neyi icermelidir, en az li¢ kusak
pedigri cizimi (dogum vyerlerini ve bu yerlerin birbirlerine yakinliklarini belirtir
sekilde), onceki degerlendirmelerin kritik bir 6zetini vermek icin genetik testlerin
farkh tdrlerinin gozden gecirilmesi, klinik uzmanlarin bu testin spesifik klinik
endikasyon icin en iyi test olup olmadigini belirlemelerine yardimci olmak igin
KEGD’ye genel bir bakis (endikasyonlar, glicli yonler ve sinirlamalar), test 6ncesi
danismanlik neyi icerir, sonuglarin yorumlanmasi, test sonrasi danismanlik ve genetik
bilim uzmanindan destegin ne zaman istenmesi gerektigi.

Sigorta ve devlet paydaslari: Sigorta saglayicilar ve devlet kurumlarinin, testin
kapsami ve masraflarin ddenmesi konularinda bilgiye dayali kararlar almasi igin
KEGD’nin anlasilmasi zorunludur. Ana egitim basliklari arasinda klinik gecerlilik
bulunur. Bu basamak igin Tibbi Genetik Derneginin gérevlendirdigi kisiler NGS ile ilgili
bilgileri ilgili kisilere anlatabilir veya Tibbi Genetik Dernegi yazil rapor olarak direkt
ilgili kisilere sunabilir.

Egitim nasil verilir? Klinik uzman-hasta etkilesimi, yeterli hasta egitimi igin kilit gorev
gorlr, bununla birlikte hasta egitimi materyalleri, hasta-klinik uzman etkilesiminin
tamamlayicisi olarak verilmelidir. Hastalarin KEGD hakkinda egitimi igin sayisiz online
kaynak mevcuttur ve bunlar Ucretsizdir. Bu kaynaklarin formatlari arasinda video,
interaktif moddller ve farkh egitim ihtiyaglarini karsilamak igin tasarlanan uzman
anlatimh test aciklamalari yer alir. Bunun yaninda kaynaklarin dogru olarak
belirlenmesine ihtiyac vardir, zira bir cok bilgi kirliligi yaratan ve dogru olmayan
bilgileri iceren online web siteleri de bulunmaktadir.

Genetik bilimciler su anda bir KEGD testi istemek, uygulamak ve yorumlamak igin
gerekli olan pek cok alanda son derece yetkindirler, ancak yine de KEGD’nin klinik
yorumu icin gereken belirli becerilerin edinilmesi, hasta bakimi agisindan kritik bir
unsur olarak durmaktadir. Uzmanliga 6zgl egitim firsatlarinin yaratilmasi tesvik
edilmelidir, 6rnegin KEGD ile ilgili oldugu icin varyant yorumlama lzerine odaklanan
Tibbi Genetik Dernegi’nin finanse ettigi konferanslar gibi. Diger kisa kurslar ve sirekli
tibbi egitim (CME) modalleri Avrupa, Amerika ve diinya ¢apinda mevcuttur. Detaylar
ise meslek topluluklarinin web sitelerinde bulunabilir ve bunlar arasinda Amerikan
insan Genetik Dernegi (ASHG) ((http://www.ashg.org/education/
Health_Professionals.shtml), Amerikan Tibbi Genetik Koleji (http://www.acmg.net/
ACMG/Education/), Avrupa insan Genetigi Dernegi
(http://www.eshg.org/courses.0.html) yer alir.
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2.2. Test Se¢imi
Klinik degerlendirme sonrasi mutasyonlarin sik rastlandig kiiclik-orta boyda tek bir
gen dizilemesi (<20 ekzon; en az 1-2 ekzon buyukligi ~1200 bg) gerektiriyorsa
Sanger dizileme yaklasimi kullanilabilir. Birden fazla iliskili blylk genler igin ise YND
tabanl testler endikedir. Fenotip ne kadar belirli tek bir hastaliga ya da hastalik
grubuna indirgenebiliyorsa kapsama durumu gozetilerek ilk olarak gen panellerinden
daha sonra da tiim ekzom ve tim genom dizilemesine dogru bir yol gézetilmelidir
(Sekil 2).
Kimi durumlarda maliyet/etkinlik durumu ya da hasta/hastalik bazinda distntlerek
karar verilebilmektedir. Testin tani koymak ya da dislamak amaciyla istenip
istenmedigi belirlenmelidir. Bazi laboratuvarlar, ¢cok sayida Sanger diziyi (PCR ve
saflastirma sonrasi) YND teknolojisi ile yuritebilir, bu yontem optimize edilmesi
durumunda laboratuara 6zgiin bir yaklasim olarak kullanilabilir.
YND, DNA [multi gen panellerinin hedefli tekrar dizilenmesini, tim ekzom dizileme
(TED) ve tim genom dizilemeyi (TGD)] ve RNA kaynakli testleri iceren cesitli
seviyelerde kullanilabilir (Tablo 2). Herbirinin kendine gore avantajlari ve
dezavantajlari vardir (Tablo 2, Tablo 3).

Tam genler,®iim Kesif Fiyat;@erinlik;@usiik@lleldraksiyonubgink
ekzonlar,®im disiikBensitivitel
kodlamayan bolgeler
Tim genler,®iim Klinik arastirma;panel- Fiyat;@erinlik;@usik allel fraksiyonu igin
ekzonlar negatif tanisal test®larak;®orta derecede sensitivite
neo-epitop tahmini
300-600Fen Tanisal;&linik@lenemeler;2 Kapsam
klinik@Bragtirma
<100%en Tanisal;thastalik® Kapsam
progresyonunung
monitorizasyonu
50-80Fenes,Bpesifik@Tanisal Kapsam
ekzonlar,®raryantlar®
mRNA Varyant validasyonu;meo- Hedef dokunun herZaman@ilagilabilir
epitop ifadesi;Hlizyon olmamasi
tespiti
FlizyonEenleri Flizyon tespiti Hedef dokunun herzamanilagilabilir
olmamasi; Kapsam;®aryant validasyon
kapasitesi hedef bolgeye sinirli

Tablo 2. Yeni Nesil Dizileme Uygulamalari. Genome Medicine (2016) 8:112’den®
degistirilerek alinmistir.

Varyant tipi Kodlayan /®odlamayan | Yikici |EkzomlaBulunma|Genomla Bulunma
5'/3'WTRMaryantlari Kodlamayan Hayir Evet Evet
SinonimBvaryantlar Kodlayan Hayir Evet Evet
SinonimBolmayan®@aryantlar Kodlayan Evet Evet Evet
CergevelligiBnsersiyon/delesyonlar@ Kodlayan Evetd1)a) Evet Evet
StopEkodontkayip/kazanimlari@ Kodlayan Evetlj]l)‘ Evet Evet
Cergevelifinsersiyon/delesyonlar@ Kodlayan Evet ‘ Evet Evet
Splice®londr/acceptor@aryantlar Kodlayan Evetd1)a) Evet Evet
intronik&aryantlar Kodlamayan Hayir Bazen Evet
UpstreamBromoter@aryantlari Kodlamayan Hayir Bazen Evet
Proximal@ownstream®aryantlar Kodlamayan Hayir Bazen Evet
Distal@nhancer/repressor@aryantlari?l Kodlamayan Hayir Hayir Evet
microRNA@aryantlari Kodlamayan Hayir Hayir Evet
cis-Regulatory@lementCRE)®aryantlaril Kodlamayan Hayir Hayir Evet
Buyuk®apisal@aryantlar Kodlayan@/&odlamayan Evet Bazen Evet
(1):2Kanonik fonksiyon kaybettirici mutasyonlar

Tablo 3. Yaygin genetik varyasyon cesitleri ve ekzom veya genom dizileme ile
bulunabilme durumlari. Hum Hered (2016) 81:78-87'den* degistirilerek alinmistir.
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Hedefli tekrar dizileme ve TED, ilgilenilen genom boélgelerinin dizilemeden o6nce
zenginlestirilmesini gerektirir. Hedef zenginlestirme birka¢ strateji kullanilarak
gerceklestirilebilir, bunlar arasinda PCR tabanl yakalama (capture), molekiler ters
cevirme (inversiyon) prob tabanli yakalama ve hibrit yakalama yontemleri yer alir®2,
Cok genis bir gen paneline esdeger olan tim ekzom dizileme, segici zenginlestirmeyi
ve insan genomunun protein kodladigi bilinen bolgelerinin ¢ogunun dizilenmesini
icerir®®°%, Tim genom dizileme hedeflenmis dizilemeden ve TED’den farklilik gésterir
¢linkl hedef zenginlestirme gerektirmez ve hem protein kodlayan hem de protein
kodlamayan genom bdlgelerinin sorgulanmasina izin verir. Ancak, kullanilan yaklagim
her ne olursa olsun, YND testini isteyen hekimlerin, diger tir genetik veya
laboratuvar testlerinde oldugu gibi, detayli fenotip bilgilerini saglayarak,
laboratuvara test sonuglarinin analizi ve yorumlanmasinda yardimci olmalari gerekir.
Bu adim, kullanilacak uygun filtreleme stratejilerini gelistirmek ve 6nceliklendirme
sirasini saptamak, incelemeye dahil edilecek genleri belirlemek, alt-fenotiplere dogru
ilerlemek, gibi bir ¢ok dnemli basamagin gergeklesmesinde olmaz ise olmaz bir
basamaktir.

Tanisal yaklagim segimi, biyilk Olglide hastanin saghk durumuyla iligkilidir. Tek gen
testleri (klasik yontemler); klinik tablo ve diger test sonuclari, belirli bir hastaliga
karsihk geldiginde ve spesifik bir genle iliskilendirildiginde tercih edilmelidir;
akondroplazi 6rneginde FGFR3 geninde tek bir nikleotiddeki degisime bakmak
gerektiginde oldugu gibi 33. Klinik ve genetik heterojenite sz konusu oldugunda ise
gen paneli yaklasimi c¢ok daha uygundur. Mutasyonun tipine goére bulylk
delesyon/duplikasyon dislamasi (MLPA, Mikroarray) panel gen testinden once
uygulanabilir ve bir kisim hastanin tanisi YND yapilmadan konulmus olur. Mevcut
durumda ¢ok genli panellerin hedefli tekrar dizilenmesi, klinik laboratuvar ortaminda
sunulan YND’nin en ¢ok kullanilan uygulamasidir, ¢linkii hem emek, hem sire hem
de maliyet agisindan cok daha avantajlidir >> ©4%  Bu heterojen hastalar ayni
zamanda ve Ozellikle asin klinik degiskenlik varliginda TED veya maliyetlerin makul
seviyelere dismesi durumunda gelecekte TGD kullanilarak da incelenebilir. Bu
yaklasim klinik ozelliklerin 6zgiin olmadigl ya da farkli gen mutasyonlarina bagli
kliniklerin ayni hastada olabileceginin dislinlilmesi durumunda taniya ulasmada
kolaylik saglayabilir. Bu yaklasim genotipten fenotipe gidilen “reverse genetik” olarak
tanimlanir.

TED ve TGD testleri sadece hastanin klinik endikasyonuna yonelik genlerin testleri ile
sinirlandirilabilir. Eger bu yapilirsa, laboratuvarin ilgili parametreleri (6rnegin spesifik
genlerin kapsami) hastanin raporunda belirtmelidir. Clnki bu durum hekimin,
TED/TGD testinin performansini mevcut bir hastaliga 06zgi panel testiyle
karsilastirmasina izin vermis olacaktir. Veriler analiz edilirken, resesif hastaliklar icin
tastyici durumunu icerebilecek rastlantisal/ikincil bulgularin potansiyel etkisine de
dikkat edilmeli bu konuda hasta ve ailesine bu ek bilgileri vermek icin gerekli onamin
onceden alinmis olmasina dikkat edilmelidir.

Laboratuvarin sorumlusu veya testi uygulayan hekim, sunduklari testin avantaj ve
sinirlarini hastanin anlayacagl bir dilde mutlaka anlatmalidir. Belirli bir genetik
heterojenlige sahip hastaliklarin hedeflenmis TED/TGD stratejileri cok daha verimli
olabilir, ancak boyle bir test spesifik bir hastalik endikasyonu icin sunulmus ise gen
ekleme ve kapsamdaki sinirlar acik sekilde not edilmis olmalidir. Hastalikla iliskili
varyantlarin, ekzonik bolgelerin disinda olmasi bekleniyorsa (6rnegin diizenleyici
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bolge, kopya sayisi farkliliklari ve yapisal varyasyonlar gibi), test tasarimi stratejisi bu
tip varyasyonlari kapsayacak bicimde dizenlenmelidir. Laboratuvarlar, hastalikla
iliskili varyantlarin tim tirlerini tespit edebilmek amaciyla bir TED testini
tamamlayici  testlerle takviye etmeyi dislinebilecegi gibi her varyantin
saptanamayacagini net sekilde ifade etmelidir. Bu varyantlarin eklenmesi, testin
hassasiyetini artirmak igin standart teste ilave yapilmasini veya destekleyici
teknolojilerin kullaniimasini gerektirebilir (6rnegin ekzonik olmayan boélgeler i¢in bir
TED testine yeni yakalayici (capture) problarinin eklenmesi, diisik kapsamli boélgeleri
dolduran Sanger dizileme, kopya sayisi farkhliklari ve yapisal varyantlari tespit eden
molekdler veya sitogenetik yontemler gibi.

Klinik Genetik Degerlendirme
* Kayitlarin incelenmesi
* Tibbi ve Aile hikayesi
* Detayll fenotipleme
+ Bilgi bankasi/literatiir arastirmasi

Spesifik klinik bulgularin — Spesifik klinik bulgularin Genetik testin Genetik tani
varligi veya genetik olarak Spesifik olmayan R 415 veya genetik olarak olmadigi bir ile uyumlu
heterojen Klinik bulgularin varhig heterojen degil hastalik degil

Endikasyon var ise ilk®apilacak test
* Mikroarray
* Metabolik galismalar

Klinik Targeted®estler Gerekli ise ileride | ileri Genetik
Targeted@enkpaneli QB2 Genome/Ekzom ¢ Tekgen hastayi tekrar Teste@erek
Dizileme * Genkpaneli degerlendir Yok
* Metilasyon
¢ FISH

Sekil 2. Fenotipleme ve test secimi ile ilgili dnerilmis bir algoritma 6rnegi. Genet Med
(2016) 18:1075-1084’den? degistirilerek alinmistir.

2.2.1. Tekgen

Ozellikle kiiciik bir veya birkac gende (~<8 ekzon, ~<1200 bg/ekzon) ve orta
buyuklukteki bir gende (~8-20 ekzon, ~<1200 bg/ekzon) hastaligin genetik kokenini
desteklemek icin molekiiler genetik tani isteniyorsa, beklenen mutasyonlarin tipine
bagli olarak cesitli klasik tani yontemleri kullanilir. Ornegin, kiiciik mutasyonlar igin
Sanger dizi analizi, Grlin incelemesi ise ornegin multipleks sistemde PCR ile SRY
varhigi/yoklugu, tek nokta incelemesi ise “PCR+Restriksiyon enzim kesimi”, buyuk
yapisal mutasyonlar icin MLPA, gercek zamanli PCR, Southern blot, microarray
testleri, dinamik mutasyonlar ise Southern blot, fragman analizi, baglanti analizi ise
STR (simple tandem repeats; monozigotik, di-zigotik fetus ayrimi, fetal dokuda
maternal hiicre kontaminasyonun dislanmasi) gibi. Blylk genlerle iliskili
hastaliklarda ise (Duchenne/Becker Muskiler distrofisinde [DMD/BMD] 79 ekzonlu
DMD testi, norofibramatozisde 57 ekzonlu NF1 testi, kistik fibrozda 27 ekzonlu CTFR
testi) mutasyonun frekansina bagli olarak YND teknolojileri kullanilarak tani
algoritmasi uygulanir. Ornegin DMD/BMD’de oldugu gibi yapisal patolojiler 6n
planda ise O6nce MLPA ya da mikroarray, mutasyon saptanmayanlarda YND
uygulamasi gibi. Ancak her durumda, uygulanilan yontemin kapasitesinin farkinda
olunmasi ve ek testlerin yapilmasi gerekip gerekmedigine karar verilmesi gerekir.
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2.2.2. Multigen panel
Gen panelleri, hipotez odakh bir yaklasimdir ve ilgilenilen hastalikla ilgili genleri
hedefler. Adaylarin sayisi sinirli oldugu icin paneller, 6zenli bir sekilde tasarlanarak
hedeflerin tutarli sekilde kapsanmasi (%99’a kadar) saglanabilir®. Bu yaklasim takip
edilerek YND ile tespit edilmeye karsi refrakter olan geriye kalan birkag¢ bolge Sanger
dizileme kullanilarak kolayca dizilenebilir. Gen panellerinde testin hedefi (6rnegin
otozomal resesif isitme kaybi), test edilen genlerin isimleri, rapor edilebilir araliklari,
duyarliik ve o6zglnlukleri belirtilmelidir. Yapilan testin tanisal yakalama orani
(diagnostic yield) mutlaka test yapilan laboratuvar tarafindan 6nerilmeden 6nce
belirlenmeli ve daha sonra sunulmasi gerekir. Bu noktada Matthijs ve ark.”® 6nerdigi
Ucli siniflandirmasistemi testi Onerecek laboratuarlar tarafindan takip edilip
uygulanabilir:
A Tipi Test: Laboratuvar, kodlayan bdlge ve yanlarinda uzanan intronik dizilerin,
>%99 oraninda kapsandigini ve acikta kalan diger yerlerin Sanger dizilemesi (ya da
bagska dizileme yontemi ile), hangi platformun kullanildigina bagh olarak
tamamladigini beyan eder (Ornegin homopolimer bélgeleri).
B Tipi Test: Laboratuvar tam olarak hangi bolgelerin >%99 oraninda kapsandigini
beyan eder ve agikta kalan tarafin bir kismini Sanger veya baska bir dizileme ile
tamamlar.
C Tipi Test: Bu tarz test YND dizilemenin kalitesine goredir ve ek bir Sanger dizileme
ya da baska bir dizileme onerilmez.
Hastaliga hedeflenmis gen panelleri, hastalikla iligkili oldugu bilinen genleri sorgular.
Sinirh bir gen seti lzerine odaklanmak, analitik sensitivite ve spesifisitede artis igin
daha fazla kapsam (coverage) derinligine olanak tanir. Daha fazla kapsam derinligi ise
heterozigot varyantlara olan giiveni ve mitokondri veya onkoloji uygulamalarinda
mozaisizm veya dusik seviyeli heterojenligi/heteroplazmikligi tespit etme olasihgini
artirir. Bunun yani sira hedef hastalikta sadece roli belirlenen genler dizilendigi icin,
bulgulari klinik bir baglamda yorumlama becerisi daha fazladir. Disik kapsam
gosteren bolgelerde (6rnegin GC agisindan zengin veya tekrar bolgeleri) YND
verilerindeki bosluklari doldurmak icin Sanger dizileme veya alternatif bir teknoloji
kullanilabilir ve bu da testin klinik hassasiyetini arttirir. Daha az sayida gen
hedeflenirse calisma daha kuclik kapasiteli cihazlarda yapilabilir ve TED/TGD ile
kiyaslandiginda her bir testte (barkotlama ve havuzlama) daha yiksek sayida hasta
ornegi ile calisilabilir. Ayrica veri miktari ve depolama gereksinimleri de daha
yonetilebilir olur. Hedeflenen YND panelleri, genetik laboratuvarlarina molekiler
tanisal testler icin yapilan geri 6deme modellerine de daha kolay uyum saglayabilir.
Bu nedenle TED/TGD’nin teknik ve yorumlama niteligi hastaliga hedeflenmis testlerin
niteligine ulasana kadar, TED veya TGD yaklasimlarina gecgmeden 6nce, testi hastaliga
hedeflenmis panellerle baslatmak daha uygun olabilir. Diger taraftan yeni hastalik
genleri blyik bir hizla tanimlanmaktadir (http://omim.org/statistics/update), bu
durum gen panellerinin periyodik olarak giincellenmesini gerektirir. Hastaliga
hedeflenmis bir panel, birden fazla ortlisen fenotip icin gen iceriyorsa laboratuvarlar,
analizi, alt-fenotiple iliskili genlerin bir alt-paneliyle sinirlandirma secenegini
hekimlere saglamayi disinmelidir (6rnegin, genis bir kardiyomiyopati gen paneli
icindeki hipertrofik kardiyomiyopati genleri gibi), bu sekilde tespit edilmis 6nemi
bilinmeyen varyantlarin sayisi azaltilabilir. Laboratuvarlar ayni zamanda tespit edilen
varyantlarin beklenen sayisini ve degerlendirilmeleri icin gereken zaman ve
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uzmanhgin hesabini da géz onitinde bulundurmahdir. Bir rehber olarak potansiyel
klinik anlamliliga sahip varyantlarin sayisi, analiz edilen hedef bolgenin bliyukliglyle
yaklasik olarak orantili olacaktir.

2.2.3. Birden fazla hastaliga yonelik genel paneller
Multigen panel ile ayni niteliktedir. Farkli olrak birden fazla hastalikla iliskili genleri
icerir. Bununla birlikte kapsami TED’ye gére dardir. Ornek olarak bilinen tim OMIM
genlerini iceren paneller verilebilir.

2.2.4. TED
TED, insan genomunda RNA kodlayan ekzonlari ve tim bilinen genlerin splice
bolgelerini test eden bir yontemdir. Ekzomun, genomun vyaklagik %1-2’sinden
olustugu tahmin edilmekle birlikte, hastaliga neden oldugu bilinen mutasyonlarin
yaklasik %85’ini icermektedir’t. TED’de ekzomu hedefleme, genelde ticari olarak
satilan cesitli reaktif kitleri kullanarak ekzomik kismin yakalanmasina dayanir.
Laboratuvarlar ticari olarak temin edilen kitler arasindaki farklari g6z oniinde
bulundurmali ve her bir tasarimdaki tespit edilmeye direngli bolgelerin oldugunun
farkinda olunmalidir. Ekzom yakalama ydntemlerinin higbiri tam anlamiyla verimli
degildir, bu nedenle laboratuvarlar kullanilan yoéntemi ve kendi validasyon
¢alismalarina dayanarak beklenen yakalama (capture) verimliligini tanimlamalidir.
Hedeflenen kodlama bdlgeleri igin drnegi zenginlestirmek amaciyla dizileme 6ncesi
ornek hazirhg yapilmasi gerekir. YND vyoluyla ekzomun kapsamina ait glncel
tahminler %90 ile %95 arasindadir’?2. Her ne kadar sayilar sirekli artiyor olsa da
mevcut dizileme derinliklerinin kullanilmasiyla hedeflerin %10 kadarinin iyi bir
sekilde kapsanmadigi (<20x) 3% 73 tahmin edilmektedir. Bunun yaninda herhangi bir
belirli fenotiple iliskilendirilen hemen hemen tiim genleri sorgulama yetenegine ek
olarak TED, hastanin durumundaki degisikliklere ve genetik bilgilerde kaydedilen
ilerlemelere gore verileri, farkli zaman noktalarinda tekrar analiz etme olanagini
sunar 74,
Gecen birkac sene icinde TED’in Ozellikle SNV (single nucleotide variations, tek
nikleotidlik varyantlar) ve klclik INDEL'leri (kiglk yapisal varyantlar, insersiyon ve
delesyonlar) tespit etmede glicli bir ara¢c oldugu kanitlanmistir. Ancak bu
varyantlarin  hastalik baglaminda yorumlanmasi ve raporlanmasi, klinik
laboratuvarlar icin kolay olmayabilir. Halka acik veri tabanlarinin ve literatiiriin
yardimiyla bile varyantlarin bliyik bir cogunlugu, 6nemi bilinmeyen varyantlar (VUS,
variant of unkonwn significance) olarak siniflandirilir’3.  VUS (Nonsense
mutasyonlarin, cerceve kaymasi mutasyonlarin ve splice boélgesi mutasyonlarin
aksine), net bir patojenligi olmayan varyantlara karsilik gelir ve klinik 6neminin
bildirildigi varyant veri tabanlarinda (ClinVar gibi) raporlanmamislardir (Ya da VUS
olarak bildirilmislerdir). Diger aile bireylerinin dizilenmesi, 6rnegin de novo
mutasyonu beklendiginde ebeveynlerin dizilenmesi VUS'un yorumlanmasina
yardimci olabilir. Yine de bir hastaliga neden olan varyant ile nadir gorilen bir
polimorfizm arasindaki ayirim belirsizligini korumaktadir. Klinik laboratuvarlarin
cogunda VUS rapora eklenir ama klinik uzmanlarin biylik cogunlugu klinik iliski bariz
olmadigi icin herhangi bir islem yapmaz. Bu VUS’larin bazilari, yeni literatir olustukca
ya da ayni VUS’a sahip ilave vakalar teshis edildikce tekrar siniflandirilabilir.
Tani laboratuvarlarinin ¢cogu, varyantlari su anda Sanger dizileme ile dogrulamakta ve
patojenlik hakkinda daha fazla kanit saglamak ve genetik danisma icin mimkin
oldugunca segregasyon analizi yapmaktadirlar®®. Teknoloji ilerlemeye devam ettikce
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ikinci bir yontem yoluyla sistematik validasyon, teshis edilen her varyant icin gerekli
olmayabilir. Onceki ¢alismalar, yiiksek kalite skoru gibi belli kriterler uygulandiginda
Sanger ile YND arasinda %100 uyusma oldugunu géstermistir’3 7>, Literattrde birgok
kez raporlanan ve fonksiyonel calismalarin patojenligini net sekilde gosterdigi
varyantlar da bu kategori icine girebilir. Ozellikle bulgular sadece birka¢ vakada
bildirilmisse ve hasta yonetimi TED sonuglarina gore yapilacaksa, Sanger dizileme
teyidi, disik kapsamla dizilenmis bolgelerde patojenik sliphesi olan varyantlar igin
yapilmalidir 73 76, INDEL’lerin teshisi halen zorlu bir istir ve sonuclarin da yiksek
oranda yanlis-negatif citkma olasiligl vardir. Bu noktada bu varyantlar raporlanmadan
once Sanger dizileme ile mutlaka dogrulanmalidir. Bdylece INDEL’lerde gerek
varyantin gercek olup olmadigi gerekse de raporda kullanilacak isimlendirmede
netlik saglanmig olur. TED, hem hastalikla iliskili oldugu bilinen genlerdeki varyantlari
tespit etmek icin hem de yeni gen-hastalik iliskilerini kesfetmek igin kullanilir. TED’nin
kapsami ve maliyeti, hedeflenen gen panelleri ile TGD arasinda olmaktadir. Bazi klinik
laboratuvarlarin uyguladigi bir strateji, TED’yi yapmak ama sadece hastalikla iligkili
oldugu bilinen genlerin yorumlamak ve bu genler igin rapor hazirlamak seklindedir.
Hastanin semptomlarini aciklayabilen hicbir mutasyon tespit edilemez ise, yeni
hastalik-gen iliskilerini tespit etmek amaciyla geriye kalan ekzom igin veriler tekrar
analiz edilebilir. Calisma grubumuz TED/TGD raporlamasinda en azindan testin
yvapildigi toplumda sik goériilen hastaliklar icin hastanin tasiyicithk durumunun
belirtilmesi, ve nadir hastaliklardan sorumlu olan gen mutasyonu varliginda raporla
hastanin hekiminin uyarilmasinin gerekli oldugunu diisiinmektedir. Bir ekzom verisi
icerisinde kapsama derinligi (coverage depth) tekdiize olmadigindan, TED’nin analitik
hassasiyeti, hedeflenen gen panellerinin hassasiyetinden daha disik olabilir.
Hastaliga hedeflenmis test panellerinde eksik igerigi doldurmak igin yaygin sekilde
kullanilan Sanger dizileme, TED’de 6zellikle belli genler icin istenmedikce yapilmaz,
testi cok pahali ve zaman alici kilar ve nadiren kullanilir.

23.4 TGD
TGD, haploid bir insan genomuna ait ¢ milyar bazi dizilemeyi hedefler. Genomun
hem kodlayan hem de kodlamayan bélgelerini icerir. TGD’nin bir avantaji, dizileme
oncesi 6rnek hazirhginin kolay olmasidir, yani PCR veya hedeflenen bdlgeler icin
zenginlestirme stratejileri gerektirmez boylelikle TED’de gorilen zenginlestirme
kaynakl hatalar yoktur. Yontem her ne kadar yakalama sinirlamalarina (capture
limitations) bagh olmasa da, insan DNA’sinin tim bolgeleri mevcut yontemlerle
dogru sekilde dizilenebilir degildir (6rnegin tekrarlayan gen bdlgeleri gibi), bu
nedenle trinlkleotit tekrar hastaliklari gibi hastalikla iliskili oldugu bilinen bdlgenin
degerlendirilmesine iliskin sinirlamalar glinimiizde bu yontemde de gecerlidir.
Kodlama vyapmayan bolgelerdeki varyantlarin yorumlanmasindaki kisitliliklar
nedeniyle kodlayan bolgeler genelde en 6nce analiz edilir. Eger neden olan
mutasyonlar bulunamazsa, bu durumda veriler tekrar analiz edilerek hastalikla iliskili
genlerin ifadesini etkileyebilen kodlama yapmayan bolgelerde diizenleyici bolge
varyantlari (enhancer, promoter, introndaki dizenleyici bolgeler gibi) taranabilir.
Veriler ayni zamanda kodlama bdlgeleri disinda da olabilen kopya sayisi farkliliklari
(CNV, copy number variations) veya yapisal varyantlar icin de incelenebilir ya da
artan kantitatif dogruluk nedeniyle TGD’de daha kolay tespit edilebilirler. Her ne
kadar bahsedilen sinirlamalarin gelecekte azalma olasiligi olsa da, TGD en az
ortalama kapsam derinligi ile su anda en pahali teknolojidir.
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3. Genotipleme

3.1. Yakalama (Capture) Platformu Segimi
Bir dizi analizi cihazi secgerken, dizilenen bdlgenin blyukluginl, gereken kapsam
derinligini, ongorilen 6rnek hacmini, geri donlis zamanini ve maliyeti titizlikle goz
oninde bulundurmak gerekmektedir. Bu konular masausti bir dizileme cihazina mi
yoksa bagimsiz bir dizileyiciye mi yatirim yapilmasi konusunda verilecek karar igin
onemlidir, zira bu iki dizileyici arasinda dizileme kapasitesi agisindan belirgin farklar
vardir. Ornegin uzun okuma uzunluklari, yiiksek homoloji gésteren bolgelerin analizi
gibi belli uygulamalar igin kullanigsh olabilir. Kisa dizi okuma teknolojileri diger
uygulamalar icin yeterli olabilir. Maksimum okuma uzunlugu platforma bagh oldugu
icin, test tasarimi, platform segimi ve okuma uzunlugunun segimi tespit edilmesi
gereken varyantin tipine dayal olmalidir.
Genel dizileme metodlari arasinda tek uglu dizileme (Single-end; genomik DNA
okumalari sadece tek bir ugtan dizilenir) ve ¢ift/eslestirilmis uclu dizileme (Paired-
end; her iki ug dizilenir ve Mate-pair end; eslestirilmis ug dizilenir) yer alir. Paired-end
(kisa insertler icin; 150-600 bg) dizileme, Ozellikle tekrar eden bolgelerde okumalari
haritalandirma yetenegini artirir ve her bir DNA fragmaninin iki yonla dizilemesi
yapildigi icin testin kapsamini (coverage) artirmada ilave bir avantaja sahiptir. Mate-
pair (uzun insertler igin; 2-40 kb igin) 6zellikle yapisal varyant tespiti igin kullanighdir.
Prenatal testler ve tedavi amagl karar alma igin yapilan hedeflenmis NGS gen
panelleri, zamana karsi daha az duyarl olan diger uygulamalarla karsilastirildiginda
daha hizli geri donis saglar. Yuksek ciktili enstriimanlar, ancak yeterli miktarda test
istenirse 6rnek basina diisen maliyeti azaltabilir. Germline heterozigositesi altindaki
varyantlarin tespit edilmesini gerektiren bozukluklar icin (6rnegin timorlerde
somatik mutasyon testi ve heteroplazmik mitokondri varyantlarinin tespiti gibi), daha
ylksek kapsama elde eden yaklasimlar tercih edilmelidir.

3.1.1. Genetik coverage (6rnegin kag gen kapsaniyor)

Kullanilan platforma ve yakalama yontemine bagh olarak bir testin (panel, TED, TGD)
hangi genleri kapsadigl testi Oneren laboratuar tarafindan genel bilgilendirme
amaciyla ve testin istenmesi esnasinda daha saglkli karar verebilmek amaciyla
belirtilebilir. Ancak burada unutulmamasi gereken genomik mimarinin dogasi geregi
kapsanamayacak bolgelerin (tekrar bolgeleri gibi) ve testin sinirliigi dolayisi ile tespit
edilemeyebilecek (kopya sayisi degisikligi gibi) varyantlarin testi isteyecek hekim
tarafindan iyi anlasiimasi ve testin istenecegi kisi ya da ailelere iyi aktariimasi
gerekmektedir.

3.1.2. Matematik coverage (6rnegin, ka¢ baz kapsaniyor)

istatistiksel kapsama her bir YND kullanilarak yapilan (6zellikle TED ve TGD) analizlere
ait raporlarin ayrilmaz bir parcasidir. Amplikonlarin yizde kaginin en az kag (x) (0, 4,
8, 10, 20, 50 gibi ayri degerlerle birlikte ortalama deger) derinlikte kapsandiginin
belirtiimesi onerilmektedir. Boylelikle testin baslangic endikasyonunu yerine getirip
getirmediginin ve ek bir genetik teste ihtiyac olup olmadiginin anlasilmasina yardimci
olmaktadir.
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TED’e ve TGD’ye yonelik tavsiye edilen kapsama oranlarini Tablo 4’de gérebilirsiniz.

Tavsiye Edilen

K i Tespi | Ref
ategori espit veya uygulama Kapsama (x) eferans
Homozigot SNV’ler 15x Bentley et al., 2008”7
Heterozigot SNV’ler 33x Bentley et al., 2008”7
. INDEL'ler 60x Feng et al., 201478
Tdm genom
dizilemesi Genotip ¢agrilari 35x Ajay et al., 20117°
Xie et al., 2009%;
CNV 1-8x Medvedev at al.,
2010%
: 5 . Clark et al., 2011%3;
Homozigot SNV'ler 100x (3x local derinlik) Meynert et al,, 2013
Tim ekzom 63
dizilemesi Heterozigot SNV’ler 100x (13x local Clark etal., 20117
& derinlik) Meynert et al., 2013%
INDEL’ler = Feng et al., 201478

Tablo 4. TED’de ve TGD’de Kapsama ve Okuma Tavsiyeleri

Gen Panellerinde panelin tasarim asamasinin bir parcasi olmasi gereken bu basamak
testi isteyecek hekimlere ©6nceden bilgilendirme seklinde sunulmalidir. Eger
muimkinse yukarida belirtilen 3’0 gruplandirma sisteminden hangisine dahil
oldugunun tespit edilip paylasiilmasinda yarar vardir. TED ve TGD analizlerinde ise
test endikasyonu ile iliskili ya da iligskisiz ilgi duyulan genlerin hangi oranda
kapsandigina dair bilgi test 6ncesinde testi isteyen hekim tarafindan testi yapan
laboratuvar ile paylasildig takdirde bilgilendirme amaciyla verilebilir.

3.1.3. Even coverage pattern (esit kapsam diizeni)

Bir niikleotidin genin hangi bolgesinde yer almasina bagh olmaksizin (ekzon, intron
vb.) kapsama derinliginin esit diizeyde seyretmesidir. Boylelikle 6zellikle kopya sayisi
degisikliklerine dair bilgi edinme sansi ortaya konabilmektedir. Tasarimina bagli
olarak Gen Panelleri (genom verisi izerinden panel odaklanilmasi gibi) ve TGD analizi
esit kapsam dlzeyini sunabilen testlerdendir.
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3.2. Dizileme Platformu Seg¢imi

GUniUmizde birkag adet ticari YND platformu mevcuttur ancak teknoloji gelismeye
devam etmektedir. Klinik laboratuvar ortamlarina entegre edilen ilk nesil
teknolojiler, bir flowcell izerine ¢ok biiylk Olcekte paralel sekilde dizilenen klonal
olarak amplifiye edilmis DNA fragmanlarindan yararlanir>>: >6 8386 By teknolojiler
sentez yoluyla dizileme (sequencing by synthesis), ve baglama yoluyla dizilemeyi
(sequencing by ligation) iceren cesitli kimyasal olaylardan faydalandiklari igin,
platformlar benzer islemlerden gecirme adimlarini paylasir. Once DNA parcalanir ve
platforma 06zgl oligonikleotid adaptorleri onarilan uglara eklenerek bir fragman
kGtUphanesi olusturulur. Daha sonra 6rnegin lllumina’da fragmanlar klonal olarak
amplifiye edilir ve sonra bir flowcell lizerinde dizilenir, elde edilen luminesan veya
floresan goéruntilerin algoritmik olarak islenmesiyle dizi okumalari elde edilir>>. lon
Torrent sisteminde ise hedef PZR, primerlerin kismi kesilmesi, barkod ve adaptor
baglanmasi ve saflastirmasi ardindan emiilsiyon PCR ile klonal c¢ogaltma, ykli
partikiiller Uzerinde zenginlestirme ardindan senteze dayali dizileme yapar ve
nikleotidlerin uzayan DNA zincirine eklenmesi sonucu agiga ¢ikan H+ iyonlarinin
neden oldugu pH degisimlerini algilayan bir sisteme sahiptir. Dolayisiyla dizileme igin
floresan isaretli nikleotidlere, kamera ya da lazer sistemlerine ihtiyac duymaz 6.
Diger YND platformlari da bazi hizmet saglayicilardan tedarik edilebilir®”. Mate-pair
dizileme olarak bilinen tamamlayici bir yaklasim, daha uzun DNA fragmanlarinin YND
ile analizine izin veren gift uglu dizileme stratejisinin modifiye edilmis bir seklidir, bu
sekilde yapisal yeniden dizenlemeler daha iyi aciklanir. Es ciftler, bilinen biyutklige
sahip DNA fragmanlarinin ortak bir baglayiciya dairesellestiriimesiyle elde edilir,
okumalar bilinen bir mesafede baglayicidan ikiye ayrilir ve sonrasinda cift uglu
strateji kullanilarak dizilenir®* 88, Her bir platform laboratuvarla ilgili 6zgul
parametrelere ve enstriman blylkliginl, enstriman maliyetini, islem siresini,
okuma uzunlugunu ve numune basi maliyeti iceren test gerekliklerine sahiptir.

3.2.1. Toplam dizileme kapasitesi
Toplam dizileme kapasitesi platformun Uretebilecegi dizi Grini boyutunu ifade
etmektedir. Bu deger platforma gore degismekle birlikte 7.5 Gb - 6000 Gb arasinda
ifade edilmektedir.

3.2.2. Dizi okuma uzunlugu; amplikon boyu
Platformun bir seferde okuyabildigi dizi biyikligiini ifade etmektedir. Ornegin
llumina Platformlari bu okumalari 150-300 bg ile yapmaktadir. Bu deger genellikle
25 milyon — 20 milyar arasinda ifade edilmektedir.

3.2.3. Dizileme islemi siiresi
Platformun dizileme islemini ne kadar siirede tamamladigini ifade etmektedir. Bu
deger genellikle 4 saat — 6 glin arasinda ifade edilmektedir. Tablo 5’de Illumina’ya ait
farkli platformlarin toplam dizileme kapasitesinin, dizi okuma uzunlugunun ve
dizileme islemi siirelerinin yer aldigi tabloyu gorebilirsiniz.
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lllumina .. ) _
Platformlann | Miniseq | MySeq NextSeq HiSeq HiSeq X NovaSeq
<1-3.5gin
(HiSeq
Dizileme 3000/HiSeq .
; 4-24 4— 12— 19-4
islemi Siiresi saat |4-55 saat 30saat | h00) <3gin 9-40 saat
7 saat-6 giin
(HiSeq 2500)
Toplam
Dizileme 7.5Gb 15 Gb 120 Gb 1500 Gb 1800 Gb 6000 Gb
Kapasitesi
Dizi Okuma . . ) ' ‘ '
Uzunlugu 25 Milyon |25 Milyon 400 Milyon 5 Milyar 6 milyar 20 milyar
Maksimum
Okuma 2x150 b¢  [2x300 bg 2 x 150 bg 2 x 150 bg 2x150 b¢ | 2x150 bg
Uzunlugu

Tablo 5. lllumina platformlarina ait bazi bilgiler

3.2.4. Son kalite ve dogruluk 6l¢limii

4. WET-LAB (Islak laboratuvar ¢alismalari)
Klinik laboratuvarda slak tezgah (wet bench) sireglerinin detayll bir
dokiimantasyonu, kalite degerlendirmesinin kritik bir parcasidir. DNA/RNA
izolasyonu ve kiicuk parcalara kesilmesi, kiitiphanenin hazirlanmasi, barkodlama,
ornek havuzu ve dizi Gretimine ait tim standart c¢alisma protokolleri kayit altina
alinmalhidir, boylece her bir adim ve sonraki manipulasyonlar takip edilebilir. Bu ise
tim yontemlerin ve kullanilan malzemelerin dokiimantasyonunu ve islak tezgah
islemlerinin basindan sonuna kadar kullanilan enstriimanlari, enstriiman yazilimini ve
strlimleri icerir. Ayrica kullanilan kontrollerin de agiklanmasi gerekir (Sekil 3).

4.1. YND uygulamalari icin ne tiir 6rnek gerekir?
YND, nikleik asitlerin izole edilebildigi her ornekten gerceklestirilebilir (6rnegin
periferik kan, deri biyopsisi, fibroblast kiltlr hicreleri, taze veya donmus dokular,
parafine gomilmus dokular, koryonik villis direkt/kiltir, amnio direkt/kaltir,
kordon kani, kardiyosentez numuneleri gibi). Her bir numune tipi icin standart
operasyon prosedirleri (SOP) gelistirilmelidir. Laboratuvarlarin numune tiplerini
belirlemesi ve NGS analizleri icin gereken minimum miktari tespit etmesi gerekir.
DNA’nin kalitesi ve varyant tespiti gereksinimleri, bazi numune tipleri icin olasilikla
farklihk gosterecektir, bu nedenle laboratuvarin kendi validasyon verilerine
dayanarak her bir numune tipi icin kabul edilebilir parametreler tayin etmesi
gerekecektir. Bu tayini de herbir numune sekli icin validasyon islemleri ile
dogrulamasi gerekmektedir.
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Sekil 3. Wet-lab ve dry lab ana islemlerinin sematizasyonu. Expert Rev Mol Diagn
(2015) 15,749-760'dan’ degistirilerek alinmustir.

4.2. Hasta orneklerinin alimi, nakli, muhafazasi
Genetik hastaliklar tani merkezilerinin, DNA bazl testler igin gerekli olan 6rnek alimi,
nakli ve muhafazasi ile ilgili takip edilen algoritmalar yeni nesil dizileme testleri igin
de gecerlidir.

4.3. Niikleik asit izolasyonu

4.3.1. DNA gereksinimleri ve islenmesi
Laboratuvar testi gerceklestirmek icin, minimum DNA gereksinimlerini belirlemelidir.
Dikkat edilecek konular arasinda, testin her bir numune i¢in mi yapildigI ve teyit ve
takip islemleri icin ne kadar DNA’ya gereksinim duyulacagi yer alir. Yeterli bir DNA
kalitesi ve miktari elde edebilmek icin laboratuvar kendi prosedir kilavuzunda
ve/veya kalite yonetim programinda DNA izolasyonu ve miktar tayini icin yazih
protokollere sahip olmahdir (fluorometri, spektrometre gibi). Laboratuvar bu
parametrelerin dokiimantasyonunu her bir hasta kaydinda bulundurmalidir.
4.3.2. Numune kabul sartlarina uymayan ornekler

Bir numune laboratuvarin numune kabul sartlarini karsilamiyorsa ve standart alti
kabul ediliyorsa, dnerilen numunenin reddedilmesi ve yeni bir numune istenmesidir.
Yeni bir numune elde edilmesi mimkin degilse, laboratuvar bu teknikte deneyimli
ise tim genom amplifikasyonu veya safligi iyi olmayan oOrnekler icin yeniden
cOktirerek izolasyon yapabilir. Bu durumda teknik icinde kendiliginden var olan olasi
hatalara yatkinliklar (tiim genomun esit olmayan veya eksik amplifikasyonu gibi)
raporda detaylandirilarak hekimin ve hastanin bu teknigin sinirlamalarindan
haberdar olmasi saglanmahldir. Tim genom amplifikasyon isleminin nasil ve ne
zaman yapilacagini belirten yazili standartlar, laboratuvar kilavuzunun icine dahil
edilmelidir.

4.4. Ekzom kitiiphanesinin hazirlanmasi
Kitliphanenin olusturulmasi, belli blydklik araligina sahip ve her iki ucta adaptor
dizileri iceren DNA fragmanlarinin rastgele olusturulmasi sirecidir. Adaptorler,
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platforma 6zgl PZR'nin ve dizileme primerlerinin tamamlayicisidir. Genomik DNA’nIn
parcalara ayrilmasi birgok yontemle yapilabilir, bu yontemlerin her biri zayif ve gigli
yonlere sahiptir. Uygulamalarin/platformlarin ¢ogu icin kitiphanenin PZR
amplifikasyonu, dizilemeden once gereklidir ve asagidaki basamaklari kapsar:
4.4.1. Pargalara ayirma (fragmantasyon) ve uglarin tamiri
4.4.2. Adaptor ligasyonu ve kesik ug¢ tamiri
4.4.3. Boyut se¢me
4.4.4. Kiitiiphane normalizasyonu ve kuantifikasyonu
4.5. TED ve Gen Panelleri icin Hedeflerin Zenginlestirilmesi
TGD vyapilmadikca ilgilenilen genler veya bolgeler dizileme oncesi yakalanip
zenginlestirilmelidir. Hedefler goérece kiiglik sayida genlerden (belirli bir hastalikla
iliskili tim genler gibi) tim ekzoma (protein kodlayan tim bilinen ekzomlar) kadar
degisiklik gosterebilir. Hedef zenginlestirme yaklasimlari ikiye bollinebilir: multipleks
PZR tabanli yontemler (tek veya multipleks PZR veya damlacik PZR) ve kati ya da
soliisyon ici oligonikleotid hibridizasyon bazli yontemler. Hibridizasyon bazli
yakalama TED igin kullanilabilir ancak PZR tabanh yaklagimlar heniiz bu buyiklige
olgceklenememektedir.
4.5.1. Barkodlama
Barkodlama numunelerin 06zgiin dizi tabanli kodlarla molekiiler etiketlenmesi
anlamindadir, tipik olarak li¢ veya daha fazla baz giftinden olusur. Bu islem hasta
numunelerinin birbirleri ile karismadan havuzlanmasini saglar ve ve islem maliyetini
azaltir. Havuzlanabilecek numunelerin sayisi, dizilenecek bolgenin biyuklGgline bagh
olacaktir. Barkodlar adaptériin bir pargasi olabilecegi gibi, cogu protokol icinde yer
alan bir PZR zenginlestirme adiminin bir pargasi olarak da eklenebilir.
4.6. Ekzom Dizileme
4.7. Kontrol Gereklilikleri
4.7.1. Kalibi olmayan controller (NTC; No template control)
Tum amplifikasyon basamaklarinda
4.7.2. Negatif kontrol
ilk validasyon calismalarinda ve takibinde periyodik olarak
4.7.3. Pozitif / Sensitivite kontrolii
Her dizileme isleminde
4.8. Dizileme
5. DRY-LAB (Kuru laboratuvar galismalari)
YND teknolojileri, veri saklama, analiz ve yorumlama acgisindan 6énemli bilgisayar
altyapisi gerektiren veriler Gretir. Bu hizli sekilde gelisen teknolojiler, gen panellerini,
ekzomlari ve tim genomu cesitli genetik bozukluklarda analiz etmek igin sayisi
glinden gline artan laboratuvarlarca klinik ortamda kullaniimaktadir. YND
teknolojileri ile tretilen veriler bir dizi adimda analiz edilir (Sekil 4). ilk basta dizileme
platformu ile milyon-milyar arasi degisen dizi okumalari uretilir (birincil analiz). YND
veri analizi araglarinin bir araya getirilmesi (analiz plani:informatik pipeline), dizileme
enstriimani ile Gretilen ham verileri isleyip analiz ederek bir rapor olusturur. 2017
tarihi itibariyla pek cok laboratuvar, kendi calisma plan ve asamalarini gelistirmek
amaciyla, kurum ici gelistirilen analitik prosediirlere ek olarak ticari olan veya genel
kullanima acik olan araglarin istege uyarlanmis kombinasyonlarini kullanmaktadir.
Veri analizinin bir sonraki adiminda (ikincil analiz) YND okumalari, dizi varyantlarinin
nerede oldugunu tespit etmek icin gereken bir referansa hizalanir. Dizileme
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oncesinde birden fazla hasta numunesi havuzlanirsa, her bir hasta ile iliskilendirilen
okumalar, referans genoma hizalanmadan once birbirinden ayrilir (de-multiplexing)
ve bagimsiz sekilde analiz edilir. Sonrasinda okuma hizalama sistematik sekilde
incelenir ve siklikla genomun lokal boélgelerinde yeniden hizalanarak yapay uretilen
veriler uzaklastiriir ve dogru genotip cagrilari saglanir. Sonug¢ olarak bu hizalar
kullanilarak, adina varyant ¢agirma denilen bir sirecte hasta dizilimi ile referans
genom arasindaki farkliliklar tespit edilir. Bu “ikincil analizin” Grin0, varyant cagri
dosyasinda saklanan dizi varyantlarinin tanimidir. ikincil analiz sirasinda yazilm
araglari her bir okumayi haritalamak ve insan referans genomuna hizalamak igin
kullanilir, referans genom ise Genom Referans Konsorsiyumu tarafindan sunulur
(GRCh38; http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/human/). Bu
ag dizenli olarak glincellenir. Klinik laboratuvarlarin erisim tarihinin ve her bir
hizalama igin kullanilan veri nishasinin dokiimante edilmesi tavsiye edilmektedir. Bu
sekilde varyant konumu bir referansa kadar geriye dogru takip edilebilir. Tim insan
genomu dizilendiginde ve referans bir diziye hizalandiginda tipik olarak 3 ile 4 milyon
arasi dizi varyanti tespit edilir. Bunun iginde tek niikleotid varyantlari (SNV), kiguk
insersiyonlar, delesyonlar ve bunlarin bir kombinasyonu (indel) yer alir. Kopya sayisi
varyasyonlarini, karmasik varyantlari ve yapisal yeniden diizenlemeleri iceren diger
varyantlarin tespiti sorunlu olabilir ve siklikla 6zel bir analiz gerektirir.

Bulunan varyant igin ilave analiz yapilarak hastanin klinik durumuyla ilgili olanlar
tespit edilmeye calisilir (Ggiinciil analiz). Oncelikle éngériilen molekiiler sonuglar
(6rnegin anlamsiz bir varyant veya gergeve kaymasi varyanti ile prematiire stop
kodonunun olusmasi veya yanlis anlam varyantin saptanmasi gibi) varyantlarin
isimlendirilmesi (annotation) vyapilabilir. Bu islem klinik agidan 6nemli olmasi
beklenmeyenlerin filtrelenmesine izin verir. Daha sonra ilave tanimlar eklenir ve
bunlar hastalik iliskisi hakkinda bilinenleri, poptilasyon prevalansini ve diger faktoérleri
icerir. Hastanin tibbi durumuyla ilgili varyantlari tespit etmek icin 6nceki bélimlerde
anlatiimis olan ayrintili bir klinik degerlendirmenin yapilmis olmasi gereklidir. insan
nifusunda var olan patojenik varyantlarin spektrumu sinirli sekilde anlasilmaktadir,
ancak klinik bilgiler mevcut oldugunda hastalikla iliskili olmasi muhtemel varyantlari
oncelik sirasina koymak icin analiz sirasinda kullaniimaktadir.

Son adim bir test sonucu raporunun gelistiriimesidir, bu rapor dizileme analizinden
gelen bulgulari hastanin klinik verileriyle birlestirerek, tespit edilen varyantlarin
herhangi birisinin veya bir kombinasyonunun kisinin hastaligini aciklayip
aciklamadigina bakilir. Birincil, ikincil ve Uglinctl analizlerin ¢ogu 6nemli miktarda
otomatik informatik bilesenler icerir ki bu da pek cok klinik molekiler test
laboratuvarlari igin faaliyetlerinde 6nemli bir degisikliktir.

YND platformlarinca Uretilen dizilim verilerinin devasa miktari dikkate alindiginda,
dogru ve verimli veri isleme ve analiz icin islem asamalarinin gelistirilmesi elzemdir.
Bu ise kapsamli biyoinformatik destek ve donanim altyapisi gerektirir. Verilerin
analizi icin islak laboratuvar adimlarindan bagimsiz olan araglarin kullanilmasi ve
laboratuvarin bu veri analiz araglarini kendi ihtiyaclarina gore uyarlama olasiligi
dikkate alindiginda, analitik pipelinelarin ilk test gelistirme sirasinda ayri ayri
validasyonu tavsiye edilir. Piyasada gelistirilmis bir yazilim kullaniliyorsa, laboratuvar
satici tarafindan verilen tim validasyon verilerini mutlaka kayit altina almahdir,
ancak laboratuvar ayni zamanda aracin bagimsiz bir validasyonunu da kendi
laboratuvar sartlarinda yapmalidir. Laboratuvar, toplam dizileme isleminin yeterli
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kaliteye sahip olup olmadigini ve basarili kabul edilip edilmedigini belirlemek igin
gerekli olan parametreleri ve esik degerleri de tayin etmelidir. Bu kapsamda dizileme
islemi sirasinda ve tamamlandiginda ara noktalardaki analizler yer alabilir (6rnegin
gercek zamanl hata orani, yakalanan hedef yiizdesi, hizalanan okumalarin yizdesi,
ortalama kapsama derinligi, insert buyukliginin araligl gibi). Bunun yani sira
laboratuvar kapsama igin esik degerleri belirleyip takip etmelidir, boylece varyant
¢agirma igin yeterli kapsamanin ve analitik hassasiyet ve 6zgllligi etkileyen allelik
fraksiyonun elde edildiginden emin olmalidir. YND varyant cagirma araglarinin
varsayllan esik degerler uyguladigini unutulmamalidir. Bu degerlerin analitik
performansi artirmak amaciyla optimize edilmesi gerekebilir. Laboratuvar ayrica,
Ozellikle barkotlama kullanildiysa analitik pipeline’in numune kimligini dogru sekilde
takip edebildiginden emin olmalidir.
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Sekil 4. Yeni nesil dizilemede bir analizin temel basamaklari. Nat Biotechnol (2015)
33:689-93’den® degistirilerek alinmistir.

Biyoinformatik is akisi (pipeline) icin bir kalite glivence programi gelistirilerek NGS
verilerinin analizi, yorumlanmasi ve raporlanmasi desteklenmelidir. Kalite gilivence
programi ayrica, test islemi sirasinda gelistirilen pipeline sapmalarini raporlamak ve
¢6zmek icin laboratuvar tarafindan vyurdrlige konan dizeltici onlemleri de
belgelendirmelidir.

Laboratuvar, YND verilerinin analizinde ve her bir hasta testinin analizinde kullanilan
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asamalarin her bilesenine ait spesifik versiyonu yakalamada kullandigi biyoinformatik
islemleri ve asamalarini dokiimante etmelidir. Laboratuvarin yazilim stiriimlerini, her
sirimin icerdigi belirli degisiklikleri ve yeni slirimin klinik numuneler (zerinde
uygulanma tarihini takip etmesini saglayan bir sistem gelistirilmelidir. Srecin her bir
adimi i¢in girdi ve ¢ikti dosyalarinin tanimini, metrikleri ve optimum performans igin
Q/C (kalite kontrol) parametrelerini icerecek sekilde bir kalite glivence programi
gelistiriimelidir. YND’nin biyoinformatik islem asamlari asagidaki gibi 6zetlenmeye
calisiimustir:

5.1. Ornek bilgilerinin (sample sheet) olusturulmasi
Basit bir virgillerle ayrilmis dosya olup (CSV; comma separated values) icerisinde
kGtlphane igin kullanilan kimya, ornek isimleri ve her bir drnek igin kullanilan
indeksler ile run’i tanimlayan diger metrikleri igerir.

5.2. Primer Analiz (Sekanslarin olusturulmasi, Baz c¢agrilmasi ve de-

multiplexing):

Kullanilan YND platformunun tedarikgisinin sagladigi yazilim ile yapilan baz ¢agirma
ve de-multiplexing islemidir. Bu islem sonucunda ¢ikti olarak FASTQ (Fast Adaptive
Shrinkage Thresholding Algorithm and Quality) dosyasi olusmaktadir (Sekil 5) (Bilgi
Kutusu 1). Bu dosya nikleotid dizisini ve okudugu her bir nikleotidin kalite
degerlerini bir arada bulunduran bir yazihm dosyasidir. Bu dosya kullanilan cihaz
uzerinde veya yerel/bulut bazli sunucular Gzerinde olusturulur (Sekil 5) ve tipik
olarak baz ¢agirmayi igerir, bu sekilde dizi okumalarini (sequence reads) igceren dosya
ve ilgili baz icin kalite skorlari olusturulmus olur. iki adet dosya formati siklikla
kullanilmaktadir: FASTQ baz basina kalite skorlariyla birlikte okumalari ve BAM
(Binary Alignment/Map) ikili hizalama format dosyasinda & haritalanmis ve/veya
haritalanmamis okumalari igerir. SAMTool, BAM dosyasini sikistirip kigulterek dizi
hizalama/harita (SAM: Sequence Alignment/Map) dosyasinin icindeki bilgilerin
okunabilir hale dénlismesini saglayan bir yazillm aracidir. Veriler bir kalite kontrol
adimindan gecer, burada okumalar filtrelenir ve referans genomuna hizalanmadan
once saglayici ya da laboratuvar tarafindan belirlenen kalite kontrol kriterlerini
karsilamayan baz cagrilarini icerenler uzaklastirilir. Bu streg sirasinda okumalarin 5'
ve/veya 3' uglari dizileme araci yazihmi tarafindan otomatik olarak kesilir veya
manuel ayarlama ile belirlenen kriterlere gére ayarlanir ¢linkii baz kalite skorlari
genelde her bir okumanin ucunda daha dislktir. Dizileme cihazi yazilimi PCR
primerlerini rutin olarak uzaklastirmaz. Hedeflenmis dizileme icin primer diziler
cikarilmali veya yazihm tarafindan kirpilmalidir (yani primer dizi hizalamada
kullanilmasi i¢in tutulur ama varyant cagirma sirasinda gizlenir). Bu sekilde primer
bolgelerdeki SNP’lerin dogru varyant alel frekansiyla cagrilmasi saglanir. Birincil
analiz icin ilave tavsiyeler ve standartlar icin ilgili kaynaklara basvurulabilir 13 %°,
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Bilgi Kutusu 1: FASTQ formati

Nikleotid sekanslarinin ve onlarin kalite degerlerinin saklandigi diz yazi tabanli
dosya bicimidir (https://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format). Her sekans 4
satirdan olusmaktadir. ilk satir ‘@’ isareti ile baslar ve sekansin kimligini belirtir.
ikinci satirda karakterle gdsterilmis ham sekans verisi vardir. Uglincii satir + ile
baslar ve istege baglh bos olabilir ya da birinci satirdaki sekans kimligi yazilir.
Dordincl satirda ise sekansin kalite degeri ASCIl formatinda gosterilir. Kalite
degeri sekansin okuma esnasinda yanhs okuma olasihg gosterilir. Blylk degerler,
okumanin daha az olasilikta yanlis okundugu anlamina gelmektedir. -10*log10(p)
formli ile kalite degeri olasiliga gevrilir.

[@SRRE81666.1 871112 SL¥A-EAS1 s 7:5:1:817:345 length=36
GGEOTGATGGCCGCTGCCGATGRCATCAAATCCCACC
+SRRBE1666.1 871112 SLXA-EASL s 7:5:1:817:345 length=36
ITIIITIITTIITTIITTIIITTIITIIIIINIIICNGOIC

Sekil 5. NCBI sitesinde indirilen SRR001666.1 fastq dosyasinin igerindeki bir
sekansin goésterimidir.

5.1.1 Sinyal analizi
Tim Illumina tabanli YND cihazlarinda ilk ham veri BCL (base calling) dosyalari olup,
ikili (binary) baz ¢agirma ve primer dizileme girdilerini gosterir. Bir binary dosyasi
olarak her siklustaki (sekans adimi) her situnun (tile) hem baz cagirma hem de bu
¢agrilan bazlarin kalite bilgilerini igerir. FASTQ'dan farki baz ¢agirmanin (base calling)
direkt cihaz tarafindan yapilmis olmasidir. FASTQ dosya formatinda ise baz ¢agirma
tiim dizi okumasi bittikten sonra yapilmaktadir.
5.1.2 Bazlarin ¢agrilmasi (base calling)

YND tabanlh varyant tespitinin verimliligi, baz ¢agirmanin dogruluguna kritik sekilde
baglidir. Baz ¢agirma, tek bir dizileme okumasi icindeki her konumda bulunan spesifik
nikleotidin teshis edilmesidir; bu ise siirecin teknolojiye 6zgli dogasi nedeniyle tipik
olarak cihaz yazilimi icine entegre edilir. Her YND platformu, veri lretme siireci
sirasinda yapilan hatalarin tiiri ve oranini etkileyen belirli dizileme yargilarina (bias)
sahiptir. Bu kapsam icine okuma Uzerinde sinyal-yogunluk (intensite) bozulumu,
homopolimerik boélgelerde hatali insersiyon ve delesyonlar girer®l. Teknolojiye 6zgl
yargilari (bias) hesaba katan baz cagirma yazilimi, platforma 6zgi sorunlarin ele
alinmasinda yardimci olabilir. En iyi uygulama ise platforma 6zgli hatalari azaltmak
icin tasarlanan bir baz ¢agirma paketi kullanmaktir. Genelde, uygun ve platforma
6zgl bir baz cagirma algoritmasi dizileme cihazi icinde olur. Her bir baz ¢agirma,
¢agrinin kesinligini degerlendiren bir kalite 6lguslyle iliskilendirilir. Bu genelde Phred
benzeri skor olarak raporlanir (ancak bazi yazilm paketleri farkli bir kalite 6l¢lsu
kullanir ve biraz farkli degiskenleri 6lcer). Dizileme kimyasindaki stiregelen gelismeler
ve yliksek performansl baz ¢agirma algoritmalarinin kullanilmasi sayesinde mevcut
YND teknolojileri geliserek %99.5'ten daha fazla bir baz cagirma dogruluguna
ulasmistir.
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5.1.3 Baz kalite skorlamasi
Baz cagirma hatalari, varyant c¢agirmayi ve sonuglarin biyolojik yorumlanmasini
etkileyebilecegi icin, daha fazla analize gegmeden 6nce ham verilerin degerlendirilip
sonrasinda dilzeltilmesi gerekir. Bu kalite kontroli (QC) degerlendirmesi iki asamal
bir slirectir. Birinci asama (hizalama 6ncesi), ham verilerin kendi kalitesini dizileme
platformuyla Uretilen metrikler kullanilarak degerlendirmeyi igerir (% hata, baz
basina kalite skorlari ve % duplikasyon). Yetersiz kaliteye sahip okumalar diglanir ya
da kirpilabilir. Duplike okumalar genelde ekarte edilerek PCR tabanli hatalara karsi
onlem alinmig olur. Ardindan, ikinci agsama yani haritalandirma gergeklesir (asagiya
bakiniz) ve hizalama profillerinden gelen metriklerin hesaplanmasini igerir. FASTQC
gibi araclar [Babraham biyo-informatik: www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
projects/fastqc/] ve Picard arag kiti [Picard: http://picard.
sourceforge.net/command-line-overview.shtml] QC degerlendirmesinde kullanilirlar.
Cok sayida metrik Uretirler, bunlarin bazilari su sekildedir: referans genomuna
hizalanan okumalarin orani, ortalama kapsama derinligi, asiri temsil edilmis diziler,
hata orani ve duplikasyon orani, bunlar dizilemenin basarisini 6lgmek igin
kullanilabilir. Kabul edilebilir olmayan nihai kaliteye sahip dizileme islemi tekrar
edilebilir ve ilave verilerle takviye edilebilir.
5.1.4 Okumalarin iiretilmesi (FASTQ dosyasinin olusturulmasi)
5.1.5 FASTQ verilerinin kalite degerlendirmeleri
Bu noktada ham veriler heniiz cihazdan ¢ikmistir. Fastq formatinda verilerdir. Bu
dosyalar nikleotid dizileri ve herbir bazin okumasinin kalite degerlerinden (Phred
Score) olusur.
a. Ortalama derinlik (coverage deep)
Toplam okunan nikleotidsayisinin  okunan canh tlriinin  genom boyuna
bollinmesiyle bulunan degerdir. TGD icin beklenen de facto standard 40X derinlik,
TED igin 100X ve hedefli dizilemeler igin >300X kullaniimaktadir.
b. Okumalarin Q30 degerinin lizerinde olmasi
Herbir nikleotid okumasinin Phred skorlari Gizerinden Q30 degerini gecip gegcmedigi
kontrol edilir. Gegenlerin tim niikleotid sayisina orani bir deger Uretir. Bu degerin
genel olarak %90 lzerinde olmasi beklenir. Bu ortalama okumanin iyi olduguna isaret
edebilir. Platform bagimli olarak bu deger farklilasabilmektedir.
c. Okunan dizilerin okuma pozisyonuna bagh olarak Phred
skorlarinin dagilimi
Dizileme teknolojilerinin g¢ogunlugu “cycle by cycle” okuma yapmaktadir. Bazi
durumlarda cihazin herhangi bir siirecinde kanallarda baloncuk olusabilmektedir. Bu
durum genel Q30 kalitesine etki etmeyebilmeketedir. Ancak bu dongiide okunan tiim
nikleotidler hatali olabilmektedir. Bu durumun anlasilabilmesi icin herbir dongi icin
beklenen okuma kalitesinden ¢ok sapilmadiginin belirlenmesinde fayda vardir. Bu
durumda veri yine de kullanilabilecegi gibi bu konudan haberdar olarak gerekli
hassasiyet gosterilmesi gerekmektedir.
Ayrica her bir pozisyondaki ortalama kalite degerine bakilarak analiz siirecinde
kirpma (Trim) isleminin gerekip gerekmedigine karar verilebilir. Ornegin bastan 3
niikleotid okumasini atmak gibi. Diger bir taraftan uzun okuma yapan teknolojilerde
10000 baz okuma sonrasi atilabilir. Bu son iki degerler 6rnek olarak verilmis olup
genel bir kriter olarak kullaniimamalidir.
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d. Okumalarin ortalama Phred degerlerinin dagilimi
Okumalarin ortalama Phred degerleri bulunur ve herbir Phred degeri kag adet okuma
icerdigi hesaplanir. Yine dizileme platformuna bagli olarak okuma hiicreleri (cell)
Uzerinde bazi bolgeler hatali okunmus olabilmektedir. Bu oran verilerin igerisinde ne
kadar istenmeyen okuma oldugu yoninde bilgi vermektedir. Ayrica bu dagilima
bakarak hangi standardi saglayan okumalarin hesaplama sirecine sokulacagi
yoniinde karar verilebilir. Bu hesaplamanin ¢ maddesinde kirpma islemine karar
verilmis ise bu stiregten sonra uygulanmasinda fayda vardir.
Yukarida tanimlanan kriterlerde gozlenecek herhangi bir anormalligin laboratuvara
geri besleme olarak verilmesinde fayda vardir.

a. Kirpma (Trimming):

i. Primer: Amplikon temelli dizilemede primerler okumalardan
ayristinlmahdir. Bu amagla CutAdapt, BWA (haritalama esnasinda soft clipping)
yazilimlari kullanilmaktadir.

ii. Adaptor (opsiyonel): Dizi adaptorleri ekleme boyutunun okuma
uzunlugundan kiglik oldugu durumlarda ayristiriimalidir. Aksi takdirde haritalamada
ve varyant cagrilmasinda yanls pozitif ve yanlis negative varyantlara yol agabilir.
CutAdapt, BWA (Burrows wheeler Aligner; haritalama esnasinda soft clipping),
Trimmomatic, SeqPrep gibi yazilimlar kullaniimaktadir.

ii. Dugstik-kalite (opsiyonel): Dlsuk kalitedeki bazlar haritalamada ve varyant
cagrilmasinda yanlis sonuclara yol acabilir. Dolayisi ile okumalarin sonundan ve
basindan ayristirilmalari gerekmektedir. Bu amagla, CutAdapt, BWA, Trimmomatic,
SeqPrep gibi yazilimlar kullaniimaktadir.

Sekonder analizden 6nce tamamlanmasi gereken bir basamak da de-multiplexing
islemidir. Multipleksleme, tek bir YND reaksiyonunda birden fazla hasta numunesinin
fiziksel havuzlanmasi ve eszamanli dizilenmesidir. Dizileme analizi igin
multiplekslenebilecek numunelerin sayisi, analiz tiirine (gen paneli, ekzom veya
genom gibi), gereken dizilemenin derinligine, multiplekslenen numunelerin
zamaninda ve dogru sekilde hazirlanmasi icin manuel ve otomatik prosediirlerin
teknik kisithliklarina ve dizileme platformunun is/zaman oranina baglidir. Su anda
klinik laboratuvarlar hat (lane) basina ortalama 6 hasta numunesini
havuzlayabilmektedir. Bu rakam zaman i¢cinde muhtemelen degisecek ve
uygulamaya, platforma ve laboratuvarin birden fazla numuneyi isleme kapasitesine
sikica bagh olacaktir 9% %3,

Numuneler, bir okuma (parcalanan genomik DNA’ya eklenen kisa bir dizi olan ve
ayrica barkot olarak ya da multipleksleme kimlik tanitici olarak da bilinen) bir indeks
olarak “etiketlenerek” karilir, bu sekilde havuzlama oncesinde dizilemenin hangi
hastadan elde edildigi bilinir. Multiplekslemenin ¢ozlilmesi, dizileme tamamlandiktan
sonra bazi bilgisayar araclari kullanilarak her bir dizi okumasinin ayrilarak, barkod
yardimiyla dogru hasta numunesi ile iliskilendirilmesi anlamina gelir.
Demultipleksleme sirasinda okumalarin bir hasta numunesine yanlis sekilde
atanmasinin 6nlenmesi 6nemlidir. Multiplekslemenin gtivenilirligi, indeks tasarimiyla
ve dizileme analizi 6ncesinde okumalara eklenmeyi iceren siirecle iliskili bircok
faktorden blylk oranda etkilenir. Multipleksleme & De-multipleksleme
optimizasyonu ve validasyonunda sunlar dikkate alir:

1) indeks tasarimi (baz bilesiminin uzunlugu ve gesitliligi)

2) indekslerin dizilenecek her bir okumaya eklenme siireci
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3) De-multipleksleme icin yazilim araglarinin secimi ve kullaniimasi

Bu indeksleri analiz etmek igin ticari olarak tedarik edilebilen indeksler ve yazilim
programlari, genelde klinik laboratuvarlarda kullanilir. Kiitiiphanenin olusturulmasi
sirasinda bir indeksi hastanin numunesine eklemek icin kullanilabilen c¢esitli
yontemler vardir. Ornegin, baglama tabanh (ligation-based) yontem sirali (in-line)-
yontem, indeksin fragmante numune DNA’sina baglanmis kiitiphane adaptérlerine
eklenmesi. indeksler tipik olarak PCR yoluyla bir veya iki tane forward veya reverse
dizileme kiitiiphane adaptoéri igine, veya adaptoérler ve PCR primerlerinden olusan bir
kombinasyon ile gomillr. Platform tedarikgileri, bu prosedirleri kendi cihazlariyla
kullanmak igin uyarlayip optimize etmislerdir, ayrica son kullanicilara indeks ve
protokol de temin ederler. Calisma grubu, laboratuvarlarin eger distnilen klinik
uygulama icin optimize edilebilecek ve validasyonu vyapilabilecekse, piyasada
bulunan ve platform {Ureticileri tarafindan onerilen indeksleri ve protokolleri
kullanmasini tavsiye eder.

ilgili uzmanhga sahip olmayan klinik laboratuvarlarin kendi indekslerini tasarlamalari
¢ok Onerilen bir durum degildir ¢lnkl istege gore gelistirilen indeksler,
multipleksing/demultipleksing esnasinda birbirlerinden ayirt edilebilmelerini
garantileyen kapsamli validasyon siireci gerektirirler. Gerek ticari gerekse istege gore
uyarlanmis olsun, indeksler klinik kullanimdan 6nce valide edilmelidir.

indeks tasarlayan klinik laboratuvarlar, herhangi iki indeks dizisi arasindaki “edit
mesafesini” (bir indeks dizisini bir diger indeks dizisine donustirmek igin gereken
ikamelerin, insersiyon, delesyonlarin sayisi) gz 6niinde bulundurmasi gerekir. Edit
mesafesi optimize edilerek dizi kimligi glvenceye alinmali ve farkli hasta
numunelerinden gelen okumalarin hatali atanmasina neden olabilecek hatalar
onlenmelidir (buna bazen g¢apraz kontaminasyon denir). Bu hatalardan kaginmak igin
calisma grubu laboratuvarlarin ayni reaksiyon/lane icinde birden fazla bazla farkhlik
gosteren indeksler kullanmalarini tavsiye etmistir. indeks baz bilesiminin dengesi
(her bir baz konumundaki A,C,G,T karisimi) optimize edilerek bazi teknolojiler
acisindan kimelerin tespit edilmesine yardimci olunmalidir. Dikkat edilmesi gereken
bir diger o6zellik indeksin uzunlugudur. Alti veya daha fazla baz uzunlugundaki
indeksler, daha dogru numune atamasina izin verirken, daha kisa diziler (4 bazl
indeksler gibi) kullanildiginda numune kimligiyle ilgili bazi problemler rapor
edilmistir. Kiitiiphane olusturma sirasinda PCR kullanildiginda, daha kisa indeksler
daha yliksek replikasyon hatasi olusturma olasiligina sahiptir. PCR sirasinda yanlis
islem ayrica bir indeksin bir digerine donistirilmesine yol acabilir. Bu durum
okumalarin  yanlis hasta numunesi ile iliskilendirilmesine yol acabilir.
Multipleksing/De-multipleksing hatalari ise bir hasta numunesinde beklenmedik
sekilde (yanls eslesmis) indekslenmis okumalarin distk seviyeli varligiyla
sonuclanabilir ve bunlar tipik olarak distik bir alelik fraksiyonda temsil edilir. Dislik
seviyeli yanhs eslesmis indeksler genelde germ-hatti otozomal hastaliklar icin 6nemli
bir sorun teskil etmezken, diger uygulamalar icin dnemli bir sorun olabilir (6rnegin
somatik varyasyon, mosaisizm ve mitokondrial heteroplazm testi gibi). Optimizasyon
sireci sirasinda yanhs eslesmelere izin vermek, dizileme sirasindaki diger hata
turlerinin ve replikasyonun bir sonucu olarak indeksler arasinda ayrimin kaybedilmesi
olasiliginin anlasilmasi acisindan bilgilendirici olabilir.

Klinik laboratuvarlarin yanhs eslesmis indekslere sahip okumalari ekarte etmeleri
tavsiye edilmistir. Hicbir yanlhs eslemeye izin verilmediginde kapsamaya katkida
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bulunan okumalarin yizdesinde bir azalma gozlenebilir ancak bu durum kapsamanin
derinligi artirilarak giderilebilir.
Multipleksing/De-multipleksing’in uygunluk derecesi degerlendirilerek dogrulanmal,
boylece dizi okumalarinin kendi hasta numunelerine dogru atanmasi saglanmalidir.
Bu islem bir “uyum/uyusma ve kontaminasyon” ekrani kullanilarak yapilabilir, bu
ekranda hasta numunesi ikiye ayrilir ve hem SNP dizi analizi (veya ortogonal yontem)
hem de multiplexing YND gerceklestirilir. iki analiz yéntemi arasindaki uyusma, dizi
okumalari indekslenen numuneye dogru atandiginda meydana gelir. Uyusma
olmamasinin nedeni genelde numune karisikligi veya kotl tasarlanmis indekstir.
Capraz kontaminasyon hatalari da dizileme sirasinda meydana gelebilir (nikleotidler
yanlis eklenebilir, bir nikleotid yanlis okunabilir) ve dizi okumalarinin yanlis
atanmasina neden olabilir. Uyusma ve kontaminasyon ekrani, ikinci bir prosedir
olmasina baghdir, bu prosedir ayrik numuneden alinan sonuglarin karsilastiriimasini
saglar. Alternatif yontemler de (numunelerin havuzlar karsisinda tek tek dizilenmesi
gibi) kullanilarak, numune havuzlamanin ve demultiplekslemenin uygunluk derecesi
tayin edilebilir. Laboratuvarlar algillanan barkotlarin sadece teste dahil edilen
barkotlardan geldiginden emin olmalidir. Bu yaklasim sadece hatalari 6lgmekle
kalmaz, ayrica kullanilan her bir indeks igin barkotlama verimliligini de izler, ayni
zamanda barkotlanmamis artifakt dizilerin uzaklastiriimasi igin kullanilabilir.
Beklenen alelik fraksiyondaki veya mitokondrial heteroplazmdaki sapmalar,
multiplexing/demultiplexing veya dizi analizinin diger adimlarindaki hatalari isaret
edebilir. Kontrol prosedirleri, her hasta numunesi icin hata oraninin
degerlendirilmesini saglar.

5.3. Sekonder Analiz (Haritalama / Sekans hizalama dahil Sekanlarin islenmesi):

5.3.1. Elde Edilen Okumalarin Genoma Hizalanmasi (BAM file)

Bir hastanin ekzom veya genomunu tekrar insa etmenin en kolay yolu, Uretilen dizi
okumalarinin bir “referans” genomuna hizalanmasidir. Bu sirecin ilk kisitlamasi,
mevcut insan referans genomlarinin halen eksik olmasi ve hangi optimal referansin
(veya birden fazla referansin) kullanilmasi gerektigi hakkinda herhangi bir fikir birligi
olmamasidir. Milyonlarca kisa okumayi verimli sekilde islemden gecirmek icin bircok
hizalama programi gelistirilmistir. Hizalayicilar genelde tek baz yanlis eslestirme
varhiginda iyi performans gosterir, ancak insersiyon ve delesyonlar i¢in daha fazla
ugras gerekebilir. Hizalama asamasinin sonunda elimizde yiksek bir derinlikte birlikte
dizilenen hastadan elde edilmis ekzon (exomic) bolgeleri katalogu olur. Tipik bir
deneyde her bir ekzonik baz, yaklasik 100 adet bagimsiz dizileme reaksiyonuyla
temsil edilebilir. Bunun anlami 100 kat (veya 100x) kapsamadir ve bu seviyedeki bir
derinlik hemen hemen tim hedeflenen bdlgelerin iyi kapsamasini garanti etmek ve
her bir okumada meydana gelebilecek rastgele dizileme hatalarina karsi koruma
saglamak icin gereklidir. Okuma hizalama, kisa DNA dizi okumalarinin (genelde 50-
400 baz ¢ifti) genom boyunca referans dizisine gore dogru sekilde
konumlandirilmasini icerir. Okumalari hizalamak i¢in dogruluk ve isleme hizinda
farklihk gosteren cesitli algoritmalar gelistirilmistir. Beklenen varyasyonlarin tipine
bagl olarak laboratuvar, verilere uygulanacak bir veya daha fazla okuma hizalama
araci tercih etmelidir. Okuma hizalama icin ticari olarak temin edilen veya kullanima
acik kaynak araclari kullanilabilir. Bu araglar cesitli hizalama algoritmalari kullanir ve
belli tipte veriler icin daha verimli olabilir. insan referans genomu, Genom Referans
Konsorsiyumu (GRC) tarafindan olusturulmustur ve bu referans genomunun direkt
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GenBank FTP sitesinden alinmasi onerilir. Referans genom icin tek bir kaynak
kullanilmasi, degisik anotasyonlar veya koordinat sistemleri kullanabilen farkli
referans genomlarina gore varyant tespit ederken, verilerin paylasiimasiyla veya
sonuglarin iletilmesiyle ilgili problemlerin en aza indirilmesine yardimci olur.

Ornegin@ o Okumaosyasi
B o570
N Hizalama@osyasi

r; (e.g.,BBAM)
iii
e —

[ bem———

.. Klinik® TestBonuglarininkl
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Degerlendirme Raporlanmasi

Sekil 6. Analizler sonrasi (retilen dosya cesitleri. J Mol Diagn (2017)
19:417e426’dan’* degistirilerek alinmistir.

Ozgilligl iyilestirmek amaciyla panel, ekzom veya genom dizilemeden gelen
okumalarin hedeflenen diziler yerine komple insan genom referansina hizalanmasini
tavsiye edilmektedir. Bu uygulama homolog boélgelerin varligi nedeniyle okumanin
yanlis haritalandirilma olasihgini azaltir (ama her zaman ortadan kaldirmaz) (6rnegin
psodogenler, paraloglar ve duplikasyonlar gibi). Bazi durumlarda diziler referans
genomdan eksiktir ve bu durum hizalanmayan ya da yanlis hizalanan okumalara yol
acabilir. Diziler referans genomdan birka¢ neden yiziinden eksik olabilir, numune
hazirligiyla ve dizilemeyle ilgili teknik konular ve kromozom referansinda alternatif
alellerin olmamasi gibi. Yiksek allelik cesitlilige sahip bolgelerde (6rnegin doku
uyumu kompleksi gibi) birden fazla alel vardir. Bunlar referansta alternatifler olarak
gosterilir ve insan gesitliligini modellemek agisindan kullaniglidirlar. GRCh37 her ne
kadar en az bir adet alternatif haplotiple birlikte lic bolgeye sahipse de, GRCh38 >170
alternatif alel igerir. Alternatif alellerin eklenmesi, birden fazla haplotipin daha iyi
gosterilmesine olanak verir, ancak bu aleller, alternatif haplotipleri segmental
duplikasyon gibi biyolojik olaylardan ayirt edemeyen modern analiz islemleri i¢in bir
gliclik teskil eder. Bu ise nihayetinde yeni ve giincellenmis yazilim araclarina olan
ihtiyaci ortaya cikarir.

Bu asamada RNA ve DNA sekanslari icin ayri hizalama araclari kullaniimaktadir.
Sikhkla BWA, Novalign, Stampy, SOAP2, LifeScope, Bowtie gibi platformlar
kullanilmaktadir. Bu islem sonucunda cikti olarak BAM dosyasi olusmaktadir (Sekil 6,
Sekil 7, Sekil 8). (Bilgi Kutusu 2)

Transkriptler icinde konum atama icin genelde HGVS kurallari kullanilir. HGVS,
koordinatlari transkriptin 5° = 3’ yonune gore atar (5" ile 3° yoéni DNA’nin seker
omurgasindaki karbon sayilarini gosterir). Bu durum genomun yoniinden bagimsizdir
(genomun + veya — ipligi). HGVS, bir insersiyon veya duplikasyon icin transkript
konumunun en 3’ (sag) baz konumu olmasi gerektigini belirtir®=°7. HGVS gelisen bir
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standart olmaya devam etmektedir ve degisen kurallar nedeniyle net olmayan
tanimlar ortaya ¢ikabilmektedir. Adlandirmanin yanlis uygulanmasina ait raporlar da
mevcuttur, bu durum ilave karmasikhiga neden olmustur.®> % Varyantlarin,
yayinlanan kurallari takip eden HGVS tanimlari kullanilarak tanimlanmasini ve
kisaltilmis HGVS tanimlarinin tam HGVS tanimiyla baglantili olmasi gerektigi tavsiye
edilmektedir 13 8% 95 99 Pozisyon karmasikligi olasiligini en aza indirmek icin diziler,
net genom koordinatlariyla baglantili sekilde raporlanmalidir.

Bircok haritalama ve hizalama algoritmasi hassasiyet, 6zgillik ve hiz arasinda bir
denge kurmaya ¢alisir. Bu nedenle pek ¢ok hizalayici bir okumayi referans iginde
dogru bolgeye yerlestirebilir, ancak standart alti hizalama da olusacaktir. Bu durum
lokal yeniden hizalama ile diizeltilebilir, bu 6zellik pek ¢ok informatik isleyiste ortak
olan bir 6zelliktir. Okuma haritalandirmanin uygunluk derecesini tanimlayan en
onemli metrik, haritalandirma kalite skorudur (mapping quality score). Bu skor, bir
okumanin yanls yerlestiriime olasiligini tahmin eder ve bircok parametreye dayanir.
Bu haritalandirma skoru genelde bir BAM dosyasinda saklanir ve varyant cagirma
algoritmalar tarafindan taninir. Farkli algoritmalardan gelen haritalama skorlari
birbirine benzer degildir ve yazilim ise disik kaliteli haritalama skorlarinin nasil ele
alindigina bagh olarak degisiklik gosterir. Ornegin eger bir okuma referans genom
icinde birden fazla lokasyona esit derecede iyi haritalaniyorsa, bazi eslestiriciler bunu
atacak, bazilar rastgele yerlestirecek, bazilari birden fazla konuma yerlestirecek ve
bazilari ise en yiksek haritalama kalite skoruyla konuma haritalayacaktir. Bu davranis
daha sonra yapilacak olan varyant cagirmayi belirgin sekilde etkileyebilir ve testin
optimizasyonu ile klinik validasyonu sirasinda tipik olarak hesaba katilir.
Hizalamadaki hatalar ayrica varyant g¢agrilarinin dogrulugunun degerlendirilmesiyle
de o6lculebilir. Haritalama kalitesi bilgilerini kullanan varyant ¢agiricilarin kullaniimasi
faydali olabilir: 6rnegin, disik haritalama skorlarina sahip okumalarin altinda bir
esige sahip varyant cagiricilar varyant cagirmada kullanilmaz. Cesitli haritalama ve
hizalama algoritmalari gelistirilerek NGS vyazilim paketleri icine eklenmistir. Bu
hizalama araglari, farkli varyant tirlerini tespit etmek icin farkli hassasiyet
seviyelerine ayarlanabilir. ilgili algoritmalar ve yazilm paketleri énceki bir cok
yayinda anlatilmis ve karsilastirilmistir 100195 Bugiin siklikla kullanilan araglar igin iki
temel hizalama teknigi benimsenmistir: “anahtarli tablo tabanl uygulamalar”(hash
table-based implementations) ve “Burrows—Wheeler dontsim (BWT) tabanh
yontemler” 04 “Anahtarli tablo tabanl algoritmalar dizi verilerini indeksleyip
tarayarak okumalarin referans genom dizisinde hizli aranmasini ve yerlestiriimesini
kolaylastirir 1%, Bu araclar bir veri yapisi insa ederek calisir (veya anahtarli/hash
tablo) ve genelde ya okumalarda ya da referans genom dizisinde bulunan kisa
oligomerlerin bir indeksidir (ayrica kaynak da ya da seed de denir). (e.g. MAQ ). Bu
tablo, kisa kaynak dizilerini paylasan referansta ve hizalanacak okumada lokasyon
bularak aday haritalama konumlarini tespit eder. Aday haritalama konumlari
sonrasinda degerlendirilerek kesin hizalama belirlenir. Ornegin BFAST %7, NovoAlign
(http://www.novocraft.com, accessed August 18, 2014), MOSAIK
(https://wiki.gacrc.uga.edu/wiki/MOSAIK, accessed August 18, 2014), ve Isaac
(http://bioinformatics.oxfordjournals.org/content/early/2013/06/04/bioinformatics.
btt314, accessed August 18, 2014) gibi yazilim araclari, anahtarli tablo tabanli
algoritmalar kullanir ve sunlara gore farkhlik gosterirler: kaynagin uzunlugu, ilk
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haritalamada izin verilen yanlis eslesmelerin sayisi, kaynak uzantisinin tiri, bellek
gereksinimleri, hiz ve dogruluk.

Okumalari hizalamak icin kisa oligomerlerden olusan bir tablo yerine Burrows—
Wheeler Déniisiim (BWT) tabanh yontemler, dizi eslestirme yaklasimi kullanarak,
referans genoma ait bir indeks olusturarak hizli arama yapmay: kolaylastirir 104 106,
Bu yontem genom konumlarini okuma igin iyi bir es olarak hizli sekilde tespit eder,
sonrasinda anahtarl tablo tabanl yonteme benzer sekilde bu adaylari tam anlamiyla
degerlendirerek okumalari spesifik konumlarina yerlestirir. BWT tabanli yontemlerin
uygulanmasi daha az zaman alir ve bu yontemler, anahtarl tablolara dayanan pek
cok yénteme goére bellek acgisindan daha verimlidir 19% 106, Kisa okuma hizalama
programlarina érnek olarak Bowtie 2 1%, BWA 109, TMap 1% ve SOAP2 10 verilebilir.
Hizalama algoritmasinin ve stratejisinin secilmesinde YND uygulamasi (tespit edilecek
varyantlarin sinifi [kisa eklenme, SV, SNV vb.], kullanilan yeni nesil platform, analizin
tim genomu mu yoksa hedeflenen bdlgeleri mi kapsadigi gibi) ve laboratuvarin
bilgisayarla hesaplama kapasiteleri (yliksek performansh kiime (cluster) ortaminin
olup olmadigi gibi) dikkate alinmalidir. Her bir hizalayici, farkli siniftan varyantlarin
optimal tespiti igin 6zglin ayarlar gerektirecektir. Bazi hizalayicilar belli bir platformla
birlikte kullaniimalari icin optimize edilirler, érnegin TMAP 1%, lon Torrent verilerini
referans bir genoma haritalamak icin ozel tasarlanmistir. BLASR ! gibi diger
hizalayicilar, platforma 6zgi hatalari degerlendirme kapasitesine sahiptir, 6rnegin
INDEL dizileme hatalarinda meydana gelebilecek bir artis gibi. Belli hizalayicilar
optimize edilerek Ozel tipte dizi varyantlarini tespit ederler, 6rnegin kisa insersiyonlar
veya delesyonlar, SNV veya CNV gibi, ya da daha kesin lokal hizalama saglamakla
birlikte, is akisinda ilk adim olarak okuma vyerlestirme icin c¢ok fazla kaynak
yogunlukludurlar. Bir informatik akista farkh algilama kapasitelerine sahip
hizalayicilar (paralel veya seri sekilde) bir araya getirerek laboratuvarlar, tek bir
hizalayici kullanilarak elde edilenden ¢ok daha fazla ve gesitli varyanti tespit edebilen
testler tasarlayabilirler 2, Buna goére calisma grubu klinik laboratuvarlarin bir
hizalayici kombinasyonunu veya ayni hizalayiciyi farkli ayarlarla deneyip, hedeflenen
varyant tlrlerini etkin sekilde tespit edip etmediklerini degerlendirmelerini tavsiye
etmistir (6rnegin SNV ve CNV tespiti icin). Alternatif olarak kullanicilar, belli paneller
ve uygulamalar icin Onceden optimize edilmis komple is akisi iceren yazilim
paketlerini de tercih edebilir. Ornegin, hizalama icin ve indellerin tespit edilmesinde
hizalama icin kullanilabilecek esige kiyasla SNV’leri cagirmak amaciyla kabul edilebilir
haritalama kalite skorlariyla ilgili daha siki bir kalite esigi kullanilabilir. Pek ¢ok aracin
altta ayni algoritmayi kullandigini anlamak 6nemlidir, bu nedenle farkli yazilim
paketleri ayni temel zayif ve giiclii yonlere sahip olabilirl® 112 113 | aboratuvarlar
testleri optimize etmeli ve bu sayede yanlis-negatif cagri sayisini en aza indirirken,
asiri sayida yanhs pozitif cagrilari da engellemelidirler. Bu ise ¢ok cesitli varyant tipleri
iceren karakterize referans malzemeler kullanilarak deneylerin gelistirilerek optimize
edilmesi yoluyla basarilabilir (6rnegin SNV, bliyik ve kiiclik indeller gibi).
Laboratuvarlarin baslangicta yazilimin varsayilan ayarlarini kullanmalari ve sadece
kendi klinik uygulamalari icin uygun oldugunda bu ayarlari valide ederek
degistirmeleri tavsiye edilmektedir. Degistirilebilecek yazilim ayarlarinin 6rnekleri
sunlardir: dustk kaliteli dizi kirpma (low quality sequence trimming), izin verilen
hatali eslesme sayisi (number of allowed mismatches), izin verilen bosluk acikligi ve
bosluk uzantisi, okumalar icin minimum haritalanabilme (mappability for reads).
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istenen sonuglarin elde edilmesini ve hizalama sirecinin diger 6gelerinin riske
girmemesini garantilemek icin yapilan degisiklikler tekrar validasyonu gerektirir. Bu
nedenle varsayillan ayarlarda yapilan degisikliklerin ve sonraki degerlendirmenin
gereken bilgiye sahip bir informatik uzmaniyla birlikte yapilmasi tavsiye edilmektedir.
Bu adimlar test gecerleme (validasyonu) Oncesinde gergeklestirilir ve hasta
testlerinde kullanilacak yazilimin son ayarlarinin dokiimante edilmesini saglar.
Hizalama yazilimi segilirken ve optimize edilirken, hizalamanin kalitesini garantilemek
icin birka¢ faktor goéz oninde bulundurulmahdir. Bunlar arasinda gesitli YND
platformlarinin farkli hata profilleri, genel ve varyant tipine 6zgl hata orani (6rnegin
yanlis eslestirmelere vs. bosluklar, tekrar eden bolge hatalari) ve cihazin ortalama
okuma uzunlugu yer alir. Hizalama hatalari, haritalama kalite skorunu, sonraki
varyant cagrilarinin transisyon/transversiyon oranini (Ti/Tv) ve sonraki varyant
¢agrilarinda sinonim — sinonim olmayan degisikliklerin oranini iceren kalite
metriklerinin degerlendirilmesiyle tespit edilebilir. Her bir hizalama algoritmasi,
O0zgln bir haritalama kalite skoru vyaratir (ki bu skor algoritmalar arasinda
karsilastirilabilir degildir) ve okumalari yukarida agiklandigi gibi farkl sekillerde atar
(haritalama yapmak gibi). Ti/Tv orani, genel kalite gostergesi gorevi gorur c¢linki
belirli hedef bir bolge icin (gen paneli, ekzom veya genom gibi) yaklasik olarak sabittir
17 Ayrica hatalarin bilgisayara bagh olmayan kaynaklari da vardir. Ornegin
numunenin kalitesi ve gen paneli icin kullanilan hedef zenginlestirme sirecinin
uygunluk derecesi ve ekzom dizileme, Uretilen dizinin kalitesini ve sonraki hizalamayi
etkileyebilir, bu durumlar ise okumalarin vyerlestirilmesini (read mappingi)
etkileyebilir. Bunun nedeni, hizalama igin uygun toplam dizi ylzdesini degistiren
dustk kaliteli baz ¢agrilarinin olmasi ve ayrica hedef lizeri ve hedef disi hizalamalarin
oranidir. Sonug olarak hedef Gzeri —on-target- / hedef disi orani-off target-, ayni
deneyin farkh bélimlerindeki yakalama kalitesinin bir 6l¢tistdur. Yiksek hedef tzeri
oranlar direk nihai dizi cagrilarinin uygunluk derecesiyle ilgilidir.

Homolog diziler, 06zellikle eger YND tarafindan dizi okumasinin ortalama
uzunlugundan daha uzun olursa, optimum hizalama agisindan zorluk yaratirlar /. Cift
uclu dizileme veya uzun okumalar yardimci olmakla birlikte, homolog bolge
kiitiiphane fragman buyukliginden ¢ok daha blyikse artik etkili olmazlar. Hedef
bolgedeki kapsama, ilgilenilen bdlgeye %100 uyan uzun diziler genomun baska bir
yerinde mevcut oldugunda azalacaktir. Bu durum varyantlarin kagirilmasina neden
olabilir.  Hizalayicillarin  okumalari net olmayan sekilde haritalayamadigi
durumda, %100°den daha az 6zdes olan ama bir homolog seviyesini asan diziler,
yanlis-pozitif varyant cagrilari vermeye meyilli olacaktir (yani, varyant cagrisi
ilgilenilen gendeki fiili bir degisiklikten ¢ok gen ile psddogen arasindaki farki yansitir).
Ekzom ve genom dizileme ile ¢cogu gen paneli icin, genomun hedeflenen bdlgesine
optimum hizalamayi saglayan yontemler gelistiriimedikce, hedef disi olasiligini ve
zorla olusan hizalamalari en aza indirmek i¢cin okumalarin sadece hedef bolgeye degil
referans genoma hizalanmalari tavsiye edilmektedir. Bu durum, PCR yakalama icin
hizalamanin uygunluk derecesinin optimize edilmesini ve gecerli kiinmasini sart
kosan yontemler kullanildiginda bazi gen panelleri ve alt-ekzom/genom analizleri icin
gerekli olmayabilir. Bazi rahatsizliklar icin kapsaml testler, baska bir bélgeye yiksek
dizi homologu olan belli genleri icermek zorundadir. Buna verilecek bir ornek
nonsendromik isitme kaybindaki en 6nemli genlerden olan stereosilin (STRC) genidir
114 'NGS potansiyel olarak evrensel bir teknoloji platformu olup, pek ¢cok farkh
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varyant tlrinl sorgulamakta ve tanisal testleri bir araya getirmekte kullanilabilir.
Homolog genler 6ngorilebilir bir gelecek boyunca karmasik bir konu olarak kalmaya
devam edecektir. Bazi durumlarda Sanger gibi alternatif bir yontem kullanmak
gerekli olabilir. Sanger, lokasyona 6zel primerler veya problar kullanarak sadece
hedef bélgenin amplifikasyonunu veya dizilenmesini saglar.

5.3.1.1. Haritalama Sonrasi Okuma Kalite Kriterleri

Okumalarin kalite kriterlerine gére elenmesi ve trimlenmesi sonucu mapping islemine
alinir. Bu asamadan sonra Readlerin biyik bir kisminin referans genom (zerindeki
lokasyonlari belirlenmis olur. Bu pozisyon degerleri Gizerine bakilmasi gereken kriterler
asagida kisaca agiklanmistir.

a. Haritalama orani (Mapped) orani
Mapping algoritmasina baglh olarak readler map edildigi halde bazi readler
unmapped olarak kalirlar. Map edilenlerin orani o6nemli bir parametre
olabilmektedir. Bu sayinin insan genomu dizilemesi igin %98 ve lzeri olmasi iyi bir
sonugtur. Bu sayinin ¢ok diisiik olmasi laboratuvar’da potansiyel bir kontaminasyonu
isaret edebilmektedir. Bu konuda lab.’a geri bildirim yapilmasi gerekebilir. Bu
sorunun kaynaginin arastiriimasinda fayda vardir.

b. Hedeflenen bélgenin okuma derinligi
TGD disinda (TED ve targeted seq. gibi) dizileme calismalarinda probe’larin
hedefledigi bir bolge vardir. Laboratuvarda kullanilan yakalama kitinin hedefledigi
bolgeye disen okumalar esas alinarak ortalama derinlik yeniden hesaplanir. Bu
deger laboratuvarin islemini ne kadar iyi ve efektif yaptigini gostergesidir. Eger bu
islemde istenilenden daha ¢ok okuma kaybi yasaniyorsa laboratuara geri bildirim
yapiimalidir. Bu kosul altinda 6rnegin TED icin ortalama derinlik de facto standart
olarak 70x lizerinde olmasinda fayda vardir.

c. Hedeflenen bolgedeki derinliklerin dagilimi
Hedef bolgedeki tiim pozisyonlarin derinliklerin dagilimi gikarilmahdir. Bu dagilimlara
bakilarak bu dagilimin mimkiin oldugunca esit olmasi beklenmektedir. Bu kriterin
sebebi yakalama asamasinda bazi durumlarda hedef bolgenin belirli bolgesine bir 6n
yargl (capture bias) olusmaktadir. Ornegin bazi bélgeler 1000X dizileme yapilmis
ancak bazi bolgeler ise 4X’in altinda dizilenmis ise birgok varyant/mutasyonun tespiti
ozellikle heterozigot olanlarinin tespiti oldukga glic olacaktir.

d. 10 derinlik iizerinde okunan hedef bélgelerin yiizdesi
Bu kriter bir 6nceki kriterin 6zel ve kolay kullanilabilecek bir halidir. Hedeflenen
bolge icerisinde 10X derinligi lzerinde dizileme yapilmis bdlgelerin tim hedef
bolgeye oranidir. TGD igin %90 olmasi ve WES igin %95 ve hedefli dizileme igin %99
olmasi tercih edilmektedir.

e. Ortalama mapping quality degeri
Mapping algoritmasinin Urettigi mapping quality degeridir. Bu ortalama deger ilgili
algoritmanin tanimladigi standardlarin en az 2 olmasinda fayda vardir.

f. Kromozom uzunluklari veri lizerinden hesaplanan orani
Hedeflenen bodlgeler esas alinarak kromozom uzunluklarinin tim referans genoma
oranlari bulunur. Ayni oran teorik olarak da bulunur. Bu degerlerin birbirinden
sapmasinin oldukca kiiclik olmasi beklenir. Aksi durumda bir kontaminasyon veya
daha blyik bir tibbi anomaliden stphelenilebilir. Bu durumun sebepleri
belirlenmelidir.
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g. Fragment (insert) boylarinin dagilimi

Ozellikle pair-end ve nispeten kisa dizileme yapan teknolojilerde fragment boylarinin
dagiliminin ¢ikarilmasi gerekmektedir. Ozellikle uzun INDEL ve yapisal varyasyon’larin
tespit edilebilmesi icin bu dagilimin standart sapmasinin olduk¢a disik olmasi
gerekmektedir. Ornegin ortalama 350 uzunlugunda fragman uzunlugu icin 50 veya
daha disik degerde standart sapma olmasi yapisal varyantlarin biyoinformatik
algoritmalar kullanilarak bulunmasi agisindan basariyr artiran bir durumdur.
Tekrarlamak gerekirse uzun ve tek-uglu okumalarda bu kriterin bir 6nemi yoktur.
Ayrica amplikon sekanslamada igin bu durumun s6z konusu olmayacagini belirtmek
gerekir.

5.3.2. Hizalama sonrasi islemler
Ek islemler genelde varyant c¢agrilmadan once vyapilarak, ilk haritalama ve
hizalamadaki hatalar azaltilir ve hizalama optimize edilir. Bu adimlar arasinda lokal
tekrar hizalama ve bazi varyant c¢agiricilar ile zenginlestirme yontemleri igin
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) duplikasyonlarinin uzaklastirilmasi ve baz ¢agrisi
skorlarinin tekrar kalibrasyonu yer alir 115117,

5.3.2.1 Duplike okumalarin filtrelenmesi/uzaklastiriimasi
Shotgun (kisa parcali) dizilemede DNA’nin rastgele kesilmesi sebebiyle bir kac
duplikasyon beklenmekte ancak duplikasyonlar PCR esnasinda goriintlilemenin
artefakti olarak da ortaya cikabilmektedir. Amplikon temelli dizilemede
duplikasyonlar beklenmektedir ve uzaklastirlmamalidir. Bu asama igin Picard
MarkDuplicates yazilimi kullanilmaktadir.

Bilgi Kutusu 2: Sequence aligment/map (sam/bam) format

Referans genom tarafindan hizalanmis ham sekans verisinin (6rn. fastq)
saklandigi sekme-ayrag- diiz-yazi dosya formatidir
(https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf). Hizalama yazilimlari
tarafindan uretilir. 8 siitundan olusan bir tablo seklindedir. Sikistiriimis (binary)
SAM dosyalari, BAM olarak saklanir.

Sekil 7. Ornek bir SAM dosya formati

@HD VN:1.5 50:coordinate
@30 SN:ref LN:45

r001 99 ref 7 30 BM2I4MiD3M = 37 39 TTAGATAAAGGATACTG =

002 0 ref 9 30 3S6MIPA1I4M = O O AAMAGATAAGGATA *

003 0 ref 9 30 5S6M # 0 0 GCCTAAGCTAA * SA:Z:ref,29,-,6HSM,17,0;
004 0 ref 16 30 GM14NSM * 0 0 ATAGCTTCAGC *

r003 2064 ref 29 17 GHSM + 0 0 TAGGC * Sh:Z:ref,9,+,536M,30,1;
r001 147 ref 37 30 OM = 7 -39 CAGCGGCAT * NM:i:l

Sekil 8. SAM dosyasinin siitunlarinin agiklamalari

Col Field Type Regexp/Range Briefl description
1 QMNAME String ['-7A-"1{1,254} COuery template NAME
2  FLAG Int [0,2%%-1] bitwise FLAG
3 RNAME  String A= [1-{)+-<>-"][1-"]= Reference sequence NAME
4 POs Int [o,2**-1] 1-based leftmost mapping POSItion
5 MAPQ Int [0,2%-1] MAP ping Quality
i CIGAR String  \#| ([0-9]+[MIDNSHFX=1)+ CIGAR string
T RNEXT  String A#|=1[1-()+-<>-"1[1-"]1+« Ref. name of the mate/next read
B PNEXT It [0,2%-1] Position of the mate/next read
9 TLEN It [-2%41, 2% 1] observed Template LENgth
1 SEQ String  A\=|[A-Za-z=.T+ seement SEChence
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5.3.2.2 INDEL’lerin Hizalanmasi
Dizilenen ornekte Indel varliginda bu bolgenin etrafinda genellikle ¢oklu baz yanlis
eslesmesi meydana gelmektedir (Ozellikle de okumalarin basina ve sonuna denk
geldigi durumlarda). Bu artefaktlarin azaltilmasi igin local yeniden hizalama metodlari
ile bu ¢agrilardaki yanhs pozitiflik orani azalmaktadir. Bu amagla GATK Realigner
Target Creator & Indel Realigner ve SRMA yazilimlari kullaniimaktadir.

5.3.2.3 Baz Kalite Skoru Yeniden Kalibrasyonu
Okumalarin kalite skoru referans genoma haritalama asamasindan sonra tekrar
kalibre edildiginde yanls baz cagrilmalari saptanabilir. Cogu algoritmada yanlis baz
cagrilari, basit baz cagrilmasi veya bilinen polimorfizm veritabanlari kullanilarak
gercek varyantlardan ayrilabilir. Bu asama icin GATK Realigner Target Creator & Indel
Realigner ve ReQON gibi yazilimlar kullanilmaktadir.

Bilgi Kutusu 3

ikincil analiz, okumalari referans dizilemeye hizalama ve varyant arama/cagrilari
olusturma suirecinden olusur. Birden fazla hasta numunesi havuzlanmissa (pooled)
(her bir numune kimlik teshisi icin ayn ayri etiketlenir) veya dizileme islemi
sirasinda multipleks’lenmis ise, ortaya cikan veriler icin de-multipleksleme
yapilmali ve analiz oncesi hasta dizisi ayriimalidir. Bunun ardindan her bir
okumanin haritalanmasi ve referans genomuna hizalanmasi gelir. Okumalar pek
cok nedenden dolayi referans genomuna 6zgiin sekilde hizalanamayabilir. Ornegin
okumalar genomun son derece homoloji gosteren bolgelerinden elde edilmisse
birden fazla lokasyona hizalanabilir. Referans genom icinde temsil edilmeyen
bolgelerden (loci) elde edilen okumalar (6rnegin belli HLA alelleri gibi) HLA
bolgesine haritalanabilir ancak hizalanamazlar. Alternatif olarak sonucgta yanlis-
pozitif olabilecek bir veya daha fazla hedef disi lokasyona hizalanabilirler. Eger
okuma referans genomda kullanilan diziden farkli bir haplotipten elde edilmisse,
asin alelik cesitlilik gosteren bolgeler de (HLA gibi) hizalanmay giiglestirebilir. Bu
nedenle GRC (http://genomereference.org), verinin yeterli oldugu durumda asiri
cesitlilik iceren bolgeler icin referansta alternatif dizi bilgileri icerir. Bu yaklasim
alelik gesitliligi beraberinde getirir ve su anda en sik kullanilan analiz pipeline’larin
cogu, alelik duplikasyonu paralog duplikasyondan ayirt edememektedir. Bununla
birlikte daha eksiksiz bir referans genomunun okuma hizalamasini gelistirebilecegi
net olarak gorilmektedir. Kiiglik insersiyon ve delesyon varyantlarinin (indeller)
saglikli sekilde tespiti bir hayli zordur. Tutarsiz hizalamalar yanlis SNV ¢agrilarina
veya ilk okuma hizalamasi icinde indelin yanhs ¢agrilmasina neden olabilir. Genom
Analiz Arag Kiti (GATK) gibi yaygin sekilde kullanilan pek ¢ok arag, potansiyel
indelleri iceren bélgelerde lokal tekrar hizalama yapmak icin islem sonrasi adimlar
gerceklestirir. Ayrica bir hastanin okumalarinin de-novo birlestirilmesi, standart
hizalama protokolleri buyik insersiyon/delesyonlari tespit edemediginde ya da
indeller mevcut higbir referansi temsil etmediginde yardima olabilir®. Bu kopya
sayisi degisikliklerini tespit etmek zordur ve referans genom dizisinin tek kopyali
bolgelerine karsi normalizasyon gerektirir.
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5.3.3. Varyant Arama (Variant Calling- VCF file):

Referans Genomdan farkliliklarin tespit edildigi ve genotiplemenin yapildig asamadir
(Bilgi Kutusu 3). Varyant ¢agirma slreci ekzom basina 20,000 ile 100,000 arasinda
varyant ve tim genom dizileme igin yaklasik 3-4 milyon varyant Uretir. Bu varyantlari
en az %90’1 tipik olarak SNV’dir 118 119 Genotip ¢agiricilar, sonuglari bir varyant ¢agri
dosyasina goénderir 12°, Bu dosyalar, tespit edilen dizi varyantlari hakkindaki bilgileri
ve anotasyonlari kaydeder (6rnegin SNV, indel, vb.). Bu dosyalarin ¢ogu varyantin
yapisal ve islevsel sonuglar gibi ilave bilgileri eklemeyi ve referans diziyi veya no-
call'lari kaydetme kapasitesini destekler. Varyant tespiti icin pek ¢ok yazilim araci
kullanilmakta olup baska yayinlarda anlatilmis ve karsilastirilmistir 1>-117 (Sekil 9).
(Bilgi Kutusu 4, Bilgi Kutusu 5) YND biyo-informatik pipeline’lari, SNV’leri, kiiglik
insersiyon ve delesyonlari ve ayrica daha buyuk yapisal varyasyonlari gagirabilir
(daha bilylk insersiyonlar, kromozomlar arasi translokasyon ve kopya sayisi
varyantlari gibi). 2015’te higbir yazilim araci bu varyant siniflarini esit bir dogrulukla
teshis edebilmis degildir .

Bilgi Kutusu 4: Samtools v1.3.1

icerisinde bircok analiz araci bulunduran bir arag setidir. Variant calling icin
mpileup araci kullanilir (http://samtools.sourceforge.net/mpileup.shtml). Analiz
ciktist VCF formatinda saklanir. Tview araci ile hizalanmis veri ve referans genom
arasindaki farkliliklar gorsellestirilebilir. Ek olarak, VCF formatindaki verinin
gorsellestiriimesi icin IGV (Integrative Genomics Viewer, Broad Institute) gibi
araclar da kullanilabilir.

Sekil 9. Samtools tutorial'inda (http://biobits.org/samtools_primer.html) yer alan
hizalanmis ve referans genom arasindaki variant'larin tview araci ile
gorsellestirilmis halidir.

711 721 731 741 751
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Bilgi Kutusu 5: Varyant Cagirma (Varyantlarin tespit edilmesi)

Ham verinin kalite ¢alismalarini gecen ve referans genoma hizalanan kismindan,
referans genoma gore farkh olan varyantlar tespit edilir. Bu varyasyonlar tek
nikleotid varyantlari (SNVs), coklu-niikleotid varyantlari, kiiglk insersiyon veya
delesyonlar (InDels, genellikle 50bp’den kiguktirler) 2, buylk yapisal varyantlar
(SVs) ve kopya sayisi farkhiliklari olabilir. Ginimizde Bayes istatistik modelleri
temelli olasilik metodlari, 6rnegin SAM- tools & ve Genome Analyzer Tool Kit 1®
deneyimsel yaklasimlara gore, dizileme hatalarina daha dogru istatistiksel
modelleme saglamalar nedeniyle ¢cok daha sik olarak kullanilmaktadir 7.
Bununla birlikte soylemek gerekir ki bu araglarin dogrulugu, dizilemede elde
edilen ortalama derinlige ve ilgilenilen varyant tipine (SNV’ler InDel’lere gore
daha dogru tespit edilebilir) baglidir ve oldukcada degiskendir. Ozellikle,
sensitivite (ekzomdaki tim dogru varyantlarin tespit edilmesi) dizileme
coverage’ina kullanilan yazillimdan ¢ok daha bagimlidir. 100-150 ortalama
ekzom coverage’l, bilinen tim kodlayan ekzomlarin %95’inin en az 20 kez veya
daha fazla derinlikte okundugunu gostermektedir ki bu da kabaca ekzom
seviyesinde sensitiviteyi %95 yapmaktadir. Selektivite veya bulunan varyantin
gercgek bir varyant olup olmadiginin olasiligi daha ¢ok kullanilan yazilima baglidir
Genome Analyzer Tool Kit 1°. Degerlendirme metoduna bagl olarak, SNV’lerin
tespit edilmesinde ekzom dizilemenin selektivitesi 99 ve 99.7% olarak tespit
edilmistir. InDel’ler icin selektivite daha disiktiir, ortalama %80 civarindadir °.
Hernekadar analiz metodlari gelismis olsa da yanlis pozitif olan varyantlarin
tespit edilmesinde verinin deneyimli kisilerce Integrated Genomics Viewer 2!
gibi araglarin kullanilarak incelenmesi 6nerilmektedir.

Sonug olarak, distndlen klinik uygulamanin hedefledigi varyantlarin spektrumunu
tespit edebilecek ayarlar kombinasyonu ve/veya yazilimlari belirlemek amaciyla
birden fazla varyant ¢agiricinin degerlendirilmesi gerektigi, bir varyant ¢agiricinin
platform icin uygunlugunun g6z oninde bulundurulmasi gerektigi tavsiye
edilmektedir 1% 195 121" Qrnegin bazi laboratuvarlar verileri, SNV tespiti icin
ozellestirilmis varyant cagirma yazilimi kullanarak analiz eder ve bunu indelleri
¢agirmak igin optimize edilmis yazilim kullanilarak yapilan ayri bir analiz takip eder.
Bu ayri analizlerden elde edilen sonuglar sonrasinda bir araya getirilebilir. Ancak
birlestirilmis pipelinelar ile birlikte gelen yiiksek biyo-informatik/IT genel masraflari
ortaya cikar, ¢oklu yaklasimlar arasindaki uyusmazlik ise ¢oziilmek zorundadir 122,
Bazi durumlarda farkli analizler arasindaki uyusmazlklari gidermek icin farkli ama
yerlesik teknolojilerden faydalanan alternatif yontemler (kantitatif PCR veya Sanger
dizileme gibi) gerekebilir.

Hatalar hem hizalama hem de varyant cagirma sirasinda ortaya cikabilir. Bu iki slire¢
birbiriyle siki sikiya baglantilidir; bu nedenle varyant cagirma yazilimi hizalama
stratejisine uygun sekilde optimize edilmelidir. Belirli uygulamalar icin optimize
haritalama, hizalama ve varyant ¢cagirma sunan yazilim paketleri uygun olabilir. Klinik
laboratuvarda bu degerlendirme, arastirilmakta olan varyant tirleri icin (SNV,
indeller, vb.) varyant cagirmanin hassasiyeti ve 6zgllligi tUzerine odaklanmalidir.
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Cesitli sistematik hatalar dizileme, haritalama ve hizalama sirasinda olusabilir,
dolayisiyla pek ¢ok varyant cagirici bu sireglerle ilgili metrikleri degerlendirir ve
belirlenen kriterleri karsilamayan varyantlar filtreler 123, Bu filtreler genelde yuksek
glven derecesine sahip varyantlari teshis etmek icin diger parametrelere ek olarak
baz cagirma kalite skorunu, haritalama kalite skorunu, kapsamayi, strand bias
tahminini ve alelik ytzdesini (alelik fraksiyonu veya zigotlugu) kullanir. Bu metriklerin
¢oguna ait kabul kriterleri genelde uygulamaya 6zgli olmakla birlikte genel ilkeler
gecerlidir. Ornegin heterozigot bir cagn icin alelik fraksiyonun %50 civarinda
ortalanmasi beklenir, dolayisiyla kabul kriterleri makul bir araligi icerecek sekilde
belirlenebilir (bazi laboratuvarlar %30 ile %70 arasinda degisen esik degerleri
kullanir). Farkli varyant tarleri igin (SNV ve indeller gibi) farkli ayarlar gerekli olabilir
Eger ayarlar ve metrikler cok siki ise, veriler kaybedilebilir veya filtrelenebilir, bu ise
yanlis-negatiflere yol agar. Eger daha az siki ise, bu defa ¢ok fazla yanhs-pozitif ortaya
cikar. Ayrica varyant tespiti distik kapsamali bir genom bdlgesinde yapilirsa, ¢ok
sayida dizileme hatasi varyant olarak ortaya cikabilir. Ornegin, sadece 5 veya 6
okuma ile kapsanan bir bolgede heterozigot varyant cagrisini destekleyen tek bir
okumanin, bir dizi hatasi ile haritalama hatasi arasindaki ayrimi yapmasi gligtlr. Bazi
laboratuvarlar varyantlari cagirmak icin gereken belli sayida kalite okumasi icin kati
bir esik uygular. Baska laboratuvarlarda kati esikler yoktur ama bunun yerine hatalari
ortadan kaldirmak icin bu varyantlarin ortogonal bir yontemle dogrulanmasini ya da
aile bireylerinden alinan verilerle karsilastirma isterler. Bununla birlikte kapsamanin
¢ok bulyilk olmasi da bir hata gostergesi olabilir ¢linkli dusik karmasikhiga sahip
bolgelerdeki okumalar, hatali sekilde tek bir bolgeye haritalanabilir, sonugcta
beklenenden daha yilksek bir kapsama ortaya cikar. Beklenenden daha yiliksek
kapsama, EFGR geninde olabilecegi gibi asiri amplifikasyonun neden olabilecegi
haritalama hatalarinin bir neticesi olabilir.

Bu asamada GATK Unified Genotyper, GATK Haplotype Caller, samtools ve Playpus gibi
yazilimlar kullanilmaktadir. Ornek olarak samtools verilebilir (Bilgi kutusu 4). En sik
kullanilan birkag tane varyant dosya formati vardir, bunlar arasinda VCF, genomeVCF
ve genom varyasyon formati yer alirt?% 124, 1000 Genom Projesi tarafindan gelistirilen
VCF, DNA dizileme varyantlarinin depolanmasi icin jenerik bir formati temsil eder, bu
kapsama ilgili anotasyonlariyla birlikte tek niikleotid varyantlari (SNV), indeller ve
yapisal varyantlar girer'?°, Bu format bir bashk ve veri (dizi varyantlari) bélimd igerir.
Baslik, standardize bilgilerin dizi verilerine uygun hale getirilmesine izin verir. VCF
formati asagl yonlG analizleri (varyant filtrasyonu gibi) desteklemek icin klinik
ortamda yaygin sekilde kullanilir. Ginimizde varyant ¢agirma formati (VCF) dosya
spesifikasyonu, klinik toplum tarafindan en ¢ok kullanilan olmustur, ancak
uygulanmasi ve icerdigi anotasyon bilgileri laboratuvarlar arasinda degisiklik gosterir.
GenomeVCF, hem varyant olan hem de varyant olmayan pozisyonlarin gosterilmesini
saglar. Genom varyasyon formati baska bir spesifikasyondur ve farkli organizmalar
arasinda gen anotasyonlarinin karsilastirilmasina izin vermek icin ilk gelistirilen arag
olan GFF3 formatina dayanir?*. Genom varyasyon formatinin gelisimi, bir genom icin
detaylandirilmis anotasyonlar saglar ve dizi degisimlerini ve gen Urinl Uzerine
beklenen etkilerini tanimlamak icin ontolojilerden alinan terimleri kullanir?*, Belli bir
dosya spesifikasyonu (VCF gibi) icin dizi hizalama ve varyant cagirma icin farkh
yontemlerin kullaniimasi gibi icerik gosteriminin veya dosya icindeki varyanti ve tipini
tanimlamak i¢in kullanilan yontemlerin laboratuvarlar arasinda belirgin sekilde
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degisiklik gosterebilecegi unutulmamalidir. Standardize VCF gerekliklerinin olmamasi
laboratuvarlar arasinda varyant c¢agirma dosyalarinin alisveris edilmesinde ve
karsilastirilmasinda buylk bir engel teskil eder.
Bu dosya formatlarina ait spesifikasyonlar o©ncelikle klinik uygulamalar yerine
arastirmalari desteklemek i¢in olusturulmus veya popilasyon varyasyonlarini
kataloglamak (VCF gibi) ya da tek bir sahsi genomun (genom varyasyon formati gibi)
derin anotasyonlarini yakalamak icin tasarlanmistir. Bu formatlar, veri 6gelerine
istinaden bir tutarlilk seviyesi saglamak Uzere tasarlanmistir ve ayrica ¢ok genis
kapsaml arastirma uygulamalarina uyum saglayacak sekilde icerik sunumunda
esneklige izin verirler. Varyant dosyalari genelde anotasyonlu dizi bilgilerini ve meta
verileri igerir. Anotasyonlu dizi bilgileri, varyant tipinin pozisyonu gibi 6zel igerigin
anlasilmasi igin 6nemli olan ilgili verileri ve diziyi tanimlar. Meta veriler tipik olarak
komple veri setiyle ilgili bilgileri verir.
VCF gibi spesifikasyonlarin gelismeye devam edecegi kabul edilerek tek dosya
formatinin kullaniimasi énerilmemektedir. Var olan yazilimlar dosya spesifikasyonlari
arasinda donlisim yapmaya olanak tanir. Ancak 2017 itibariyla VCF
spesifikasyonunun uzun gecmisinin bir sonucu olarak klinik uygulama icinde en ¢ok
kullanilan, gelisim gosteren spesifikasyon oldugu ve bu tipte dosyalari manipiile
etmek icin zengin arag¢ setlerinin kullanilabilirligi kabul edilmektedir. Pratikte
kullanilan varyant dosyasi spesifikasyonundan bagimsiz olarak spesifikasyon gelisim
kaydettikce bazi degisiklikler yapilmistir. Dolayisiyla, varyant dosyalarinin hem
spesifikasyonun hem de kullanilan versiyonun bir taniminin igermesi gerektigi dnerir.
ideal olarak en giincel versiyon kabul edilecektir, ancak pratikte kullanilan
versiyonlarin varyasyonu, ongorulebilir gelecekte de var olmaya devam edecektir. Bu
nedenle Varyant Call (arama) islemi sonucunda cikti olarak VCF dosyasi (Sekil 10, Sekil
11) (Bilgi Kutusu 6) olusmaktadir diye bahsedecegiz.
5.3.3.1. Varyantlarin Belirlenmesi Sonrasi Degerlendirilmesi Gereken

Kalite Parametreleri:
Bu asamada map edilen readler lzerinden varyasyon ve mutasyonlar tespit edilir.
Elde edilen herhangi bir varyasyonun uygunlugu agisindan glvenlirliklerinin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu kriterler asagida kisaca tanimlanmistir.

a. Heterozigot dagilimlarinin oranlarinin tutarliigi Kontaminasyon
Bu genel dgerlendirmeye yonelik bir parametredir. Henliz bu deger lizerinden kalite
skoru veren bir ara¢ olmamakla birlikte bakilmasinda fayda olabilecek bir
parametredir. Heterozigot varyasyonlarin normal kosullarda alllellik dengesi %50-
%50 olmalidir. Ancak kontaminasyon ve farkli anomaliliklerde bu denge
bozulmaktadir. Bu durumun tespit edilmesi durumunda lab. ile degerlendirme
yapilarak problemin sebebi tespit edilmelidir.

b. Varyasyon/Mutant karar verilen lokasyonun okuma derinligi
S6z konusu varyasyonun bulundugu dizileme derinligi bu noktada verilen kararin
guvenilirligini ortaya koymaktadir. Bu degerin 12X’in Gzerinde olmasi het./hom.
kararinin verilebilmesi icin 6Gnem arz etmektedir.

c. Herbir okumanin ortalama kalite score’u
Bu varyasyonun tespitini yapan biyoenformatik aracinin trettigi kalite score’udur. Bu
skor ilgili aracin tanimladigi yeterlilik skorunun lizerinde olmasi gerekmektedir.
Herbir varyantin dogrulugu bu degerle ortaya konabilir.
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Bilgi Kutusu 6: Variant Call Format (VCF/BCF)

DNA sekans analizinde hizalanmis veriye variant calling yapildiktan sonra olusan
dosya formatidir. SNP ve INDEL variant yapilarinin tutuldugu yazi tabanli
dosyadir. 8 tane situndan olusmaktadir. VCF dosyasinin sikistiriimis hali BCF
olarak adlandirilir.

Sekil 10. VCF dosyasinda her siitunun ne anlama geldigi bilgisidir
(http://samtools.sourceforge.net/mpileup.shtml).

Col Field Description

1 CHROM Chromosome name

2 POS 1-based position. For an indel, this is the position preceding the indel.

3 1D Variant identifier. Usually the dbSNP rslID.

4 REF Reference sequence at POS involved in the variant. For a SNP, it is a single base.
5 ALT Comma delimited list of alternative seugence(s).

6 QuAL Phred-scaled probability of all samples being homozygous reference.

7 FILTER Semicolon delimited list of filters that the variant fails to pass.

8 INFO Semicolon delimited list of variant information.

9 FORMAT  Colon delimited list of the format of individual genotypes in the following fields.

10+ Sample(s) Individual genotype information defined by FORMAT

Sekil 11. Ornek bir VCF dosyasi icerigidir
(https://en.wikipedia.org/wiki/Variant_Call_Format).

##fileformat=VCFv4.0

##fileDate=28118765

##reference=108@GenomesPilot-NCBI37

##phasing=partial

##INFO=<ID=NS,Number=1, Type=Integer,Description="Number of Samples With Data">
#CHROM POS i REF ALT QUAL FILTER

chrl 45796269 G C

chrl 457975085 C G B
chrl 45798555 T C 55
chrl 457989@1 C T

chri 45805566 G C 55
chr2 47703379 C T

chr2 48810488 G A

chr2 48030838 A T

chr2 48832875 CTAT =

chr2 48032937 T C

d. Transition/transversion orani
Toplumsal genom dizileme projelerinden elde edilen bilgilere gére, herhangi bir
bireyin tim genom dizi verisinden elde edilecek nokta mutasyonlarin
transition/transversion orani 2.0 ila 2.1 degerlerinde olmahldir. Bu oran ekzom
dizisinde 2.8 ila 3.0 olabilmektedir. Targeted ve amplikon dizilemelerinde bu oran
dizilenen bolgeye bagh olarak cok daha farkli degerler alabilir.

e. Varyantin duplikasyon/Homopolimer/Tandem tekrar bolgesinde olup

olmamasi durumu

Tespit edilen varyantlar duplikasyon bolgesinde olup olmadigina bakilmasi
gerekmektedir. Bu degerler ilgili veri bankalarindan anotasyon asamasinda
cekilmektedir. Ozellikle ilgili mutasyonun heterozigot ve homozigot oldugu
konusunda kararin givenilirligine etki etmektedir. Duplikasyon bdlgesinde
heterozigot olarak tanimlanmis bir mutasyonun esasinda iki ayri bolgeden ayni yere
haritalanmis edilmis homozigot mutasyonlar olabilir. Bu noktaya dikkat edilmesi
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gerekmektedir. Dizileme platformuna bagh olarak homopolimer bdlgelerde tespit
edilen varyasyonlarin glvenilirlikleri disik olabilmektedir. Ayni durum tandem
repeatler icin de gegerli oldugu durumlar ortaya ¢ikmaktadir.

f. Siirekli yanhs varyant tespit edildigi bolgelerde olmasi durumu
Genomun bazi bolgelerinin dizi iceriginden dolayi dizileme cihazlari ¢ok hatali okuma
yapmaktadir. Bu bolgeler cihazdan cihaza farkliliklar géstermektedir. Karar vericinin
degerlendirmeye aldigi mutasyonun bu sekilde bir mutasyon olup olmadigini
degerlendirmesi gerekmektedir. Bu durum daha 6nce ayni platform ve ayni lab ile
dizileme yapilmis verilere bakilarak degerlendirilebilir. S6z konusu mutasyon eski
birkag dizilme ile birlikte gériintileme araglari ile agilir ve bu durum kontrol edilerek
karara baglanir.

g. Varyantin MAF degerleri
ilgili varyantin yerel veya uluslararasi veri tabanlarindaki gorilme sikligi dnemlidir.
Zaten cok gorilen bir varyantin ilgili numunede de gorilmiis olmasi okumanin
potansiyel olarak daha givenilir olabilecegini isaret edebilir. Hi¢ goriilmemis veya
nadir bir mutasyon icin kalite skorlari ve okuma kalitesi daha dikkatli incelenmelidir.
Gerekirse Sanger validasyonu faydali olabilmektedir.

h. Aile veya Trio dizilemesi ise tutarlihigi
Eger dizileme aile bireyleri ile birlikte (kisaca trio dizilemesi) yapilmis ise tanimlanan
varyantin bulundugu lokasyonun aile segregasyonu ile tutarl olmasi gerekmektedir.
Bu durumu saglamamasi durumunda varyantin tespitinin glvenilirli§inden stphe
edilmesi gerekmektedir. Mutasyonun de novo oldugundan slipheleniliyor ise trio’da
dogal olarak segregasyon s6z konusu olmayacaktir.

i. Okumanin hastalik veritabanlarinda yer almasi
Eger ilgili varyant veya mutasyon herhangi bir hastalik veritabaninda yer aliyor ve
hastaligin semptomlari ile 6rtiistiyorsa ve yukaridaki kalite parametrelerini sagliyorsa
nispeten glvenilirligi ylksek bir mutasyon olarak tanimlanabilir. Bu noktada
degerlendirilmesi gereken en o6nemli husus hastalik veritabaninda yer alan
mutasyonun ne kadar glivenilir oldugudur. Bazi veritabanlarindaki hastalik mutasyon
iliskilendirilmeleri ¢ok gec¢mis tarihli vyayinlara veya tutarsiz yaklasimlara
dayandirilabilmektedir.

j- Homozigot oldugu ifade edilen bir niikleotidin ger¢cekten de homozigot

olma degerlendirmesi

Araclarin homozigot oldugunu ifade ettigi bir varyantin gercekte homozigot olup
olmadigi 6nemli bir husustur. Bireydeki varyant gercekte homozigot ise tespiti dogal
olarak dogru bir tespit olacaktir. Glvenilirligi de dogrudan okuma derinligi veya
okuma kalitesi ile iliskili olacaktir. Ancak bireydeki gercek mutasyon heterozigot
oldugu halde homozigot okuma olasiligi da s6z konusu olabilir. Bu duruma nispeten
siklikla rastlanmaktadir. Bunun sebebi yukarida bircok baslk altinda bahsedilen
okuma derinligine baghdir. ilgili varyantin tespit edildigi lokasyonun 12X altinda
okunmasi durumunda heterozigot bir lokasyonun yanlislikla homozigot olarak
degerlendirilmesi olasiligi oldukga yikselmektedir. Bu durum Sanger ile validasyona
gonderilerek ¢ozilebilir. Ayrica 6rnegin 12X ile okunmus bir lokasyonda bir alel 11
kere digeri ise 1 kere okundugunda bu hatali okuma olarak atlanarak homozigot
rapor edilebilir. Bu notadaki asil dramatik etki ise 11 kere okunan allelin referans ile
ayni olmasi durumudur. Bu durumda potansiyel varyant hic rapor edilmeyecektir.
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k. Heterozigot olanin heterozigot olma olasiligi
Heterozigot olan bir varyasyonun heterozigot olarak tespit edilmesi dogru bir
tespittir. Gergekte homozigot olan varyasyonun heterozigot olarak rapor edilmesi
nadiren ortaya ¢ikmaktadir. Bunun en temel nedeni az derinlikte okunmus bir
lokasyonda cihazin hatali okumasi ve rapor etmesi durumudur. Yukaridaki kriterleri
saglayan bir varyasyonda nadiren bu durum gergeklesir. Diger bir etki ise yine
yukarida bahsedildigi gibi niikleotid dizisine veya cihaza bias (yanlilik) bir lokasyonda
surekli hatali okuma yatkinhgindan kaynaklanabilir. Burada dikkat edilmesi gereken
en Onemli husus her bir allelin hangi derinlikte okunmus oldugudur. 6X kere
okunmus bir alel asgari dogrulanmis sayilabilir.

I.  Hastalikla iligkili hicbir mutasyonun olmadigi kararinin verilmesi
Bu oldukg¢a karmasik ve mevcut hesaplama akiglarinin desteklemedigi bir durumdur.
Bilimsel arastirmalardaki ana motivasyon fenotiple ilgili olabilecek bir mutasyon
aranmasi seklindedir. Ancak klinik uygulamalarda iki temel soru vardir. Birincisi
semptomlarla iliskli bir mutasyonun varliginin tespit edilmesidir. Bu durum bilimsel
arastirmalar ile benzerlik tasidigi icin yukarida aciklanan kriterler esas alinarak bu
durum cahsilabilir.
ikincisi ve daha karmasik olani ise genel manada herhangi patojenik bir mutasyonun
olmadiginin belirlenmesidir. Bu durumun mutlak manada garanti edilmesi
uygulamada mumkiin degildir. Yeterli derinlikle okunamayan bdlgelerde hangi
mutasyonun olup olmadigi bilinemeyecegi icin bu soruyu daha somut hale getirmek
gerekmektedir.
Soruyu daha kolaylastiracak olursak hastanin sahip oldugu semptomlara dayanarak
siphelenilen hastalikla ilgili bir mutasyonun olmadiginin tespit edilmesi
gerekebilmektedir. Bu durum pratikte mimkin olmakla birlikte mevcut
biyoinformatik akislar bilimsel arastirmalara gore yapildigi icin s6z konusu duruma
cevap verememektedirler. Baska bir ifade ile s6z konusu hastalikla ilgili bir gen veya
birka¢ gen olsun ve hastalikla iliskilendirilmis érnegin 20 mutasyon noktasi olsun.
Biyoinformatik akislar varyasyon listelerini sadece bulunan mutasyonlarin yer alacagi
sekilde raporladiklari icin okunmayan bdlgelerde potansiyel olarak var olan
mutasyon yok olarak varsayllmaktadir. Ornege dénecek olursak 20 mutasyon
noktasinin sadece 19’unun vyeterli derinlikte okundugu ve ilgili bir mutasyonun
olmadigi soylenebilir. Ancak okunmamis olan mutasyon da yok varsayildigl icin
orjinal soruya doénecek olursak bu hastaligin olmadigi sdylenememis olmaktadir. Bu
durum aslinda yeni programlar yazilarak diizenlenebilir ancak her biyoinformatik akis
bunu desteklememektedir.
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5.4 Tersiyer Analiz (Varyantlarin tanimlanmasi)
Ugiinciil analizin amaci, hangi dizi varyantinin hastanin klinik tablosuyla ilgili
oldugunu belirlemektir (Bilgi Kutusu 7). Calisma grubu, Ugclincll analizin tasarimi
asamasinda laboratuvarlarin varyantlarin tanimi veya etiketlenmesi i¢in hastanin
klinik tablosuyla ilgili olmayan varyantlari ¢ikarmak veya “filtrelemek” igin
kullanilabilecek o6zelliklere sahip yontemler se¢melerini tavsiye etmektedir.
Anotasyonlar su gibi bilgileri igerir: popilasyondaki minor allel sikhgi, protein
fonksiyonu (izerine varyant etkilerinin tahmini ve hastalik-varyant veri tabanlarinin
kullanimi. Bir genin fonksiyonuyla ilgili diger anotasyonlar, herkese agik veri
setlerinden elde edilebilir, 6rnegin NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) tarafindan ya
da Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari— Avrupa Biyo-informatik Enstitiisii/Sanger
Merkezi (Hinxton, ingiltere) (http://useast.ensembl.org/index.html) tarafindan
gelistirilenler gibi. Bu anotasyonlar, ikincil analizler sirasinda lretilen ve varyantin
konumunu, varyantin tirind, zigotlugunu ve segilen metrikleri (kapsamanin derinligi
gibi) tanimlayan diger anotasyonlari tamamlar nitelikte olur. Laboratuvarlarin
Uclinctl analizlere farkh yaklasimlari oldugunu ve bunlarin da tani hedefi
uygulamasiyla degisiklik gosterecegini bilen calisma grubu, Uglinctl analizler igin
minimum anotasyon seti tanimlamamayi tercih etmistir (Bilgi Kutusu 8). Durum
boyle olsa bile calisma grubu, anotasyonlarin varyantin konumunu ve tirind, alel
sikligini, 6ngorulen yapisal ve/veya fonksiyonel sonuglari ve bilinen hastalik iliskilerini
icermeleri gerektigini énermistir. Uclinciil analizdeki son adim, hangi varyantlarin
raporlanmasi ve laboratuvar raporu iginde nasil tanimlanmalari gerektigini
belirlemek i¢in klinik bir degerlendirmeyi icerir. Pek ¢ok analiz icin 6zellikle ekzom ve
genom testinde hastanin klinik tablosuyla ilgileri agisindan ¢ok sayida varyant
degerlendirilmek zorundadir. Bu degerlendirme adiminin tasarlanmasi sirasinda
laboratuvarlar bir algoritma secer ve klinik agidan hastalikla iliskili genler icinde yer
alan patojenik varyantlari tahmin etmek icin ayarlarini optimize eder. Baska
algoritmalar kullanilarak secilen varyantlar filtrelenebilir. Calisma grubu,
laboratuvarlarin ¢ ©6nemli soruyu anotasyonlarin ve o6nceliklendirme (ing.
prioritization) yontemlerinin tasarimi ve optimizasyonu sirasinda goz o©nilinde
bulundurmalarini tavsiye etmistir:
1. Varyant, genin normal fonksiyonunu hastalik mekanizmasinin anlasiimasiyla tutarli
sekilde bozuyor mu ya da degistiriyor mu?
2. Bu bozulma hastayi hastaliga veya insan sagligiyla ilgili diger sonuclara gotiriyor
mu ya da hastayi bunlara yatkinlastiriyor mu?
3. Bu saglik sonucunun, hastanin klinik tablosuyla ve YND testi endikasyonuyla bir
ilgisi var mi?
Laboratuvarlar varyantlari genelde 6ngorilen fonksiyonel etkiye gore kategorize
eder (6rnegin sikhkla benin, muhtemelen benin, anlami bilinmeyen, muhtemelen
patojenik, veya patojenik,’® ancak bunlar laboratuvarlar arasinda bazen degisim
gosterir). Amerikan Patolog Koleji (Northfield, IL), Amerikan Tibbi Genetik ve
Genomik Koleji (Bethesda, MD) ve Molekiiler Patoloji Birligi (Bethesda, MD) varyant
siniflamasi icin giincellenmis bir rehber gelistirmistir®®. Calisma grubu YND
platformlarinin, referans dizilerin, analiz ve yorumlama yaziliminin (6rnegin okuma
haritalandirma ve varyant cagirma veya anotasyonu gibi) ve ilgili referans veri
tabanlarinin (6rnegin mutasyon veri tabanlari ve alel-frekans depolari gibi) sik sik
glincellenmesini 6nermis ve bu gincellemelerin bir testin performans
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spesifikasyonunu etkileyebilecegini belirtmistir. Bu tip degisiklikler genelde bir testin
tamaminin veya bir kisminin tekrar validasyonu gerektirir. Bir test sirasinda erigim
yapilan pek ¢ok web tabanli arag¢ da sik sik glincellenmektedir. Calisma grubu, bunun
klinik laboratuvarlar igin bir zorluk teskil ettigini gérmustir. Bu konuda su tavsiyede
bulunmustur: Bu araglar online elde edilip sirim tayini yapilamiyorsa, klinik
laboratuvarlar yazilim araglarini kurum igine tasimalidir, boylece her bir hasta testi
icin modifikasyonlar versiyonlanabilir, dokiimante edilebilir ve basvuru yapilabilir.
Tibbi uygulamalar igin uygun ylksek kalitede veri saglayabilen bir varyant veri
tabaninin olmamasi sorun teskil eder. HGMD (Human Genome Mutation Database)
gibi var olan veri tabanlari, varyantlarin klinik ilgisini degerlendirmede degerli
araclardir, ancak calisma gurubu pek cok girisin yeterince iyi yapilmamasindan dolayi
dikkat edilmesi gerektigini ve ya yanlig-pozitif bir varyant-hastalik iliskisini ya da
sadece kiiclk bir grup bireye atfedilebilecek poplilasyona 6zgi riskli alleli temsil
edebilecekleri konusunu vurgulamistir. Bu tip hatalar, yanhs filtrelemeye veya bir
varyantin hastanin klinik tablosuyla iliskisine gére yanlis atanmasina neden olabilir.
NCBI ClinVar veri tabani, Klinik Genom Kaynagi ve insan Variome Projesi gibi dnemli
cabalar sarf edilerek, saghgi etkileyen insan genetik varyantlari ve alelleri toplanmaya
calisilmaktadir. Bu ¢abalarin ve diger ¢abalarin YND’nin tibbi uygulamada kullanimini
ilerletmesi beklenmektedir.

Varyantlar, laboratuvarlar arasinda sonuclarin karsilastirmasini giglestirerek farkl
sekillerde kodlanabilmektedir'?®. Bu sorunu ele almak icin, veri paylasimini
kolaylastirmak agisindan “klinik nitelikli” varyant dosya formatinin olusturulmasi
onerilmistir.
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Bilgi Kutusu 7

Ugtinciil analizde ikincil analizin Griini kullanilarak hastanin klinik durumuyla ilgili
varyantlar filtrelenir, dncelik verilir ve siniflandirilir. Bu slire¢ varyant anotasyonuyla
baslar, bu islem belirli bir varyant hakkinda mevcut tiim bilgilerin toplanmasi ve
iliskilendirilmesidir. Anotasyonu yapilan varyantlar sonrasinda standart kurallar
kullanilarak siniflandirilir, filtrelenir ve o©nceliklendirilir, bu sekilde test
endikasyonuyla ilgili varyantlar belirlenir. Bazi anotasyonlar direk ikincil analiz
safhasindan gelse de (varyant kalitesi ve kapsamanin derinligi gibi), bunlarin
cogunlugu, elde edilen diziden anlasilamaz ve ilgili veri tabanlarindan elde edilir
(6rnegin bir varyantin bilinen veya 6ngorilen fonksiyonel sonuglari, populasyon
frekansi ve/veya bir genin hastalik veya fenotiple iliskisi gibi). Bu anotasyonlar ticari
veya kullanima Ucretsiz olarak acgik araglar kullanilarak otomatik siireglerle elde
edilebilir.  Varsayillan genomik varyantlarin  Onceliklendirilmis  bir listesi,
iliskilendirilen genleri ve tahmin edilen fonksiyonel etkiler klinik bir
degerlendirmeye tabi tutularak laboratuvar sonug¢ raporu igine eklenecek ilgili
varyantlar tespit edilir. Bu adimlar genelde aday varyantlarin bir uzman tarafindan
manuel goézden gecirilmesini gerektirir. Bu uzman varyantlarin hasta ile ilgisini
mesleki olarak degerlendirecek tecriibeye sahip, hangi varyantlarin
raporlanacagina kesin sekilde karar verebilen, varyantlarin ¢ikarimlari ve testin
sinirlamalari ile yorumlanmasi hakkinda bilgiye sahip bir uzman olmak zorundadir.
Aday varyantlan gézden gecirmek icin gereken sire belirgin sekilde degisiklik
gosterebilir. Literatlrde iyi karakterize edilmis bir varyant hastanin fenotipi
baglaminda kolayca yorumlanabilir. Literatirde sinirli temsil edilmis ama klinik iligki
ile  tutarli  verilere sahip varyant/lar(6rnegin  segregasyon verileri,
yapisal/fonksiyonel korelasyonlar veya hastalikla iliskili bir gende bulunma gibi),
yorumlama ve degerlendirme icin ¢ok daha fazla zaman gerektirebilir. Varyant
filtreleme ve o6nceliklendirme, makine 6grenme ve diger algoritmik yaklasimlar
yoluyla gelecekte daha otomatik hale getirilebilir, ancak varyantlarin ve genlerin
derinlemesine incelenmesi muhtemelen uzunca bir siire manuel olarak devam
edecektir.

Hastalikla iliskili oldugu belirlenmis genlerdeki varyantlar, tahmin edilen patojenlige
bagh olarak ve hastanin klinik durumuna goére manuel degerlendirme ve
siniflandirma sirasinda 6nceliklendirilir. Pek ¢ok klinik laboratuvar varyantlari bes
ayri kategoride siniflandirir (benin, muhtemelen benin, énemi bilinmeyen varyant,
muhtemelen patojenik veya patojenik gibi)% 1. Klinik siniflandirmanin filtreleme ve
onceliklendirme adimlarindan tam olarak ayri olmadigi bilinmelidir, ¢liinkii bu
daima dogrusal bir siirec degildir. Ornegin bir dizi varyant, s6z konusu tibbi durumla
ilgisi olmadigi bilinen bir genle iliskisi nedeniyle ilk analiz asamalarinda
filtrelenebilir.

Analizdeki son adim klinik sonuclarin raporlanmasidir. YND icin klinik sonug
raporlari, test sonucunun ve sinirlamalarinin anlasilmasi icin yeterli bilgi ihtiva
etmelidir. Molekiler genetik test sonuclarinin raporlari icin 6nemli rehberler ve
yorumlar sunulmustur®® 1315 YND icin sonuclarin raporlanmasindaki zorluk, bir
klinik uzmanin gerek duydugu faydali ve gerekli bilgileri uygun seviyede detaylarla
dengelemektir, boylece analizin kullanimi ve sinirlamalari net sekilde anlasilabilir
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Sekil 12. Tim analiz basamaklarinin 6zeti. Cancer Inform (2014) 13:67-82’den
degistirilerek alinmustir.

Varyant degerlendirilmesi detayli isimlendirmeye dayanmaktadir. Anotasyonlar,
ilgisiz genlerin filtrelenerek analizden cikarilmasi icin ve test endikasyonuyla iliskili
genin veya/veya varyantin olasiligina gore énceliklendirilmis (veya derecelendirilmis)
bir liste olusturmak igin kullanilir. En temel anotasyonlar gen adi, varyantin gende
yer aldigi bolge (ekzonik, splice, intronik, genler arasi vb.) ve varyant degisim
bilgisidir. Ek olarak bilinen polimorfizmler i¢cin MAF (minor allel frekansi),
patojenisite ve korunmusluk ve klinik veritabanlari kullaniimaktadir. Bu amagla
Annovar, SNPeff, Cartagenia Bench Lab NGS, dbSNP, 1000 Genomes, ExAc, ESP
6500, SIFT, PhyloP, Mutation Taster, COSMIC, OMIM, ClinVar, HGMD gibi
platformlar kullanilmaktadir. Bu islem sonucunda ¢ikti olarak CSV, TSV, TXT, Excel
dosyalari veya web tabanl arayiizleri olusturulmaktadir.
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Bilgi Kutusu 8: Varyant anotasyonu

Anotasyon, elde edilen DNA varyantlarinin fonksiyonel bilgiyi eklemek suretiyle
anlamlandirilmasi islemidir. Bu islem izole edilen varyantlarla hastanin fenotipi
arasindaki baglantiyi saglamayi amacglamaktadir.

ilk basamak bilinen gen anotasyonlarini, bulunan varyantlari fonksiyonel
kategorilerine (6rn. Sinonim, yanlis anlaml, stop kodon ya da kirpilma
mutasyonlari gibi) gore siniflandirmak igin kullanmaktir.

ikinci temel basamak ise halka acik veri bankalarinda varyantin varligi ve siklig
bilgisidir ki sikligi normal populasyonlarda %5’den daha fazla gérilen varyantlar
polimorfizm olup nadir genetik hastaliklara sebep olmalari miimkiin degildir.
Bir¢ok yeni nesil dizileme galismasi varyant anotasyonunu Minor Allel Sikhgini
(MAF) kullanarak major popiilasyon veri bankalarindan alir. Ornegin NHLBI
Exome Sequencing Project 3, dbSNP 2, The 1000 Genomes Project Consortium
(1000G), ExAC very bankasi [EXAC Browser (Beta).
http://exac.broad.institute.org]. Ek bilgi, ilgili varyantlarin  evrimsel
korunmuslugunun élcilmesi (birtakim araclar kullanilarak érnegin PhastCons 18,
GERP++ 22, PhyloP 22 ve varyantin protein tzerindeki patojenik etkisinin tahmin
edilmesi [SIFT 27 veya Poly-Phen 32 gibi in siliko araglar kullanilarak] ile elde
edilebilir.

Ucilincii basamakta da genotip ile fenotip arasindaki baglantinin kurulmasinda
hem gen hem de varyant seviyesinde hastaliga 6zgli spesifik veri bankalarindan
elde edilen bilgiler kulanilabilir. Bu tiir veri bankalarina érnek olarak insan Gen
Mutasyon Bilgi Bankasi (HGMD) %%, Gen2Phen “°, Clinvar % ve OMIM %’
verilebilir. GUnimizde ¢ vyaygin olarak kullanilan anotasyon vyazilimi
bulunmaktadir: ANNOVAR %8, SnpEff >3 ve VEP [The Bioinformatics
Knowledgeblog. Available from: http://bioinformatics. knowledgeblog.org].

Standardize minimum bir anotasyon seti heniliz olusturulmus degildir. Klinik
laboratuvarlarin kullandigli anotasyonlarin tlrli ve sayisi degisiklik gosterir. Bu
anotasyon alanlarinin bazilari birbiriyle 6rtismekte, digerleri ise kendilerine 6zgi
kalmaktadir. Ortiisen alanlarda bile kisitlanmamis dizilerin kullanilmasi siklikla alan
verilerinin uyumsuz kodlanmasina veya ontoloji ve s6zdiziminde farkliliklara yol acar.
Tipik bir anotasyon dosyasinda asagidaki verilerin olmasi 6nerilir:
e Hangi referans genom versiyonunun kullanildigi ve genom dizisi
koordinatlari
e Gen semboli, gen ismi
e Transkript ID’si niikleotid ve amino asit konumu
e Varyant tirleri (6rnegin sinonim, sinonim olmayan, yanlis anlamli,
anlamsiz varyantlar gibi fonksiyonlarin 6ngoérilen kaybi, cerceve
kaymasi varyantlari, bir proteini ¢erceve modifikasyonunu okuyarak
zamanindan once kirpma ihtimali olan varyantlardir ). Bunlar genin
belirli bir transkriptine gére tanimlanmaldir.
e Genelde laboratuvar tarafindan secilen tek kanonikal transkript.
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e Protein islevi anotasyonu/ patojenlik tahmin programlarina dayanarak
protein Gzerine ongorilen etki (hasar verici, etkisiz, vb.)
e Niukleotid koruma skorlari veren prediksiyonlar
e Hata tespit anotasyonlari
Ornegin kalite skorlari, haritalama kalitesi, kapsama derinligi
ve varyant ¢agrisini destekleyen diger kanitlar
e Poplilasyon veri setlerinden alel frekanslari
e insan Geni Mutasyon Veri Tabani veya ClinVar gibi bir varyant veri
tabaninda varyantin olup olmadigina ve 6nceden klinik acidan anlamli
olarak etiketlenip etiketlenmedigine iliskin yapilandiriimis bilgiler de
eklenir. ClinVar, bir diziye geri haritalanabilecek bir format seklinde
tim OMIM varyantlarini igerir, bu ise diger veri tabanlarina goére
dikkate deger bir avantajdir. OMIM icinde bulunan pek cok varyant
buna izin verecek sekilde bigcimlendirilmis degildir.

Anotasyon araclarinin seciminde, klinik testle tespit edilecek olan dizi
varyantlarinin tiiriinli ve ayrica belirli varyant tirlerini tespit edecek yazilimin giicli
yonleri ve kisitlamalarini dayanak alinmalidir. Gegerli kilinmasi gereken sorunsuz
bir otomasyon elde etmek icin anotasyon ve filtreleme araclarinin, tiim informatik
pipeline’ina entegre edilmesi gerekir.
Galisma grubu, glivenilir ve tibbi olarak sekil verilmis veri tabanlari mevcut olana
kadar, klinik bir degerlendirme amaciyla varyant anotasyonunda kullanilan
verilerin dikkatli sekilde degerlendirilerek yeterli kanitla desteklendiklerinden emin
olunmasini tavsiye eder.
5.4. Teknik Zorluklar:
5.4.1. Varyant Tipleri
Cok sayidaki Uclu tekrarlar, biylk delesyonlar-duplikasyonlar, yapisal mutasyonlar
ornegin translokasyonlar ve/veya inversiyonlar, fizyon gen tespiti, uniparental
dizomi gibi durumlar tim ekzom dizileme yontemi ile tespit edilememektedir. Cesitli
varyantlarin yeni nesil dizileme metodlari ile tespit edilebilme glicleri Tablo 3’de
gosterilmistir.
5.4.2. Regiilatuvar ve Ekstraniikleer DNA
Mitokondrial DNA, regilatuvar bolgeler, rutin olarak tim ekzom dizilemede
kullanilan bolgeler degildir.
5.4.3. Homoloji Bolgeleri
Daha 6nceki béliimlerde bahsedilmistir.
5.4.5. Kapsanmayan bolgeler
Genelde kapsama ne kadar artarsa ve TED/TGD icin ne kadar fazla aile bireyi
dizilenirse varyant tespiti o kadar glvenilir olur. Dlslik kapsama, ozellikle
amplifikasyon yanhligi (ing. bias) varliginda varyantlarin kagirilma (yanls negatif) ve
allelik durumlarin yanhs belirlenmesi (zigotluk) risklerini artirir, ayrica dizileme
artifaktlarinin etkin sekilde filtrelenmesini azaltir ki bu durum vyanhs pozitif
varyantlara neden olur. Laboratuvarlar, kendi tanisal yaklasimlarina gore varyantlari
tespit etmek icin gereken minimum kapsama esigini belirlemeli (TED/TGD igin sadece
indeks vaka dizileme, indeks vaka arti ebeveyn dizileme gibi) ve test icin garanti
edilen minimum esikle ilgili analitik performansi raporlamalidir. Germ hatti
heterozigot varyantlarin tespit edilmesi ve hedeflenen bir panelin tim bazlarini
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kapsamak i¢in bazi laboratuvarlar minimum 10-20X kullanirlar. TED ve TGD testleri
icin minimum ortalama kapsamanin ve mutlak minimum esige ulasan bazlarin
ylizdesinin takip edilmesi daha faydali olabilir. Ornegin bir laboratuvar indeks vaka
icin TED’in minimum 100x’lik ortalama kapsama degeriyle laboratuvarin tanimladigi
hedefin %90-95’inin en az 10x kapsamaya ulastigindan emin olabilir. Trio dizilemede
en disuk esik deger olarak 70x kullanilabilir. TGD igin bir laboratuvar testin 30x’lik
minimum ortalama kapsamaya ulastig§indan emin olunabilir. Daha yiiksek kapsama
ve ilave varyant cagirma parametreleri, miks veya mozaik numunelerden varyantlarin
tespit edilmesi icin gereklidir (dlisiik ylizdeli timor hiicrelerine sahip somatik timor
ornekleri, mitokondri heteroplazmisi, germ hatti mosaisizmi gibi). Minimum
kapsamanin, platformun pek ¢ok 6zelligine ve deneye bliylik oranda bagh oldugu
hatirlanmalidir. Bu kapsama baz ¢agirma hata oranlari, duolike okumalara karsilik kag
tane okumanin bagimsiz oldugu gibi kalite parametreleri ve analitik pipeline
performansi gibi diger faktorler girer. Bu nedenle kapsama icin belirli bir minimum
esik onerilmesi mimkin degildir, dolayisiyla laboratuvarlar analitik validasyon icin
toplam metriklere uygun olan minimum kapsama esigini secmek zorundadir.
Genlerin ozellikle ilk ekzonlari, ya da GC iceriginin ¢ok oldugu, kapsanamayan zor
ekzonik bolgeler, ekzonik bolgeler disindaki bolgeler (intronlar, promotor bolgeleri,
vb) tim ekzom dizileme yontemi ile analiz edilememektedir.
5.4.6. Diisiik Duzeydeki Mozaisizmler

Varyant@BnnotasyonuB(VEP)

VaryantBinificfiltresi

osNve || | | |
| impact? | | 3 (| (GTExE || (FATHMM, |
| prediction icti | Regulome L DeepSea, |
| (FATHMM, | | -1 oB) || ete) |

lL LR ®tc.)

Frame-shifts,Bplicing,Bstop@ains | Predicted®unctionalBBNPsEndANDELS

Siklikiiltresi
(1000G,FESP6500,EXAC,BGnomAD)

Sanger ile@egregasyon Kontrolu

Vaka/KontrolHiltresi

Sekil 13. Varyant anotasyonunda kullanilan filtreler. BioTechniques (2017) 62:18-
30’dan??® degistirilerek alinmustir.
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6. Verilerin Yorumlanmasi:
Tespit edilen mutasyon(lar) ile arastirilan hastalik hakkinda iliskiyi ya da sebep-sonug
iliskisini kurmak (zere genomik bulgulari hastanin klinik fenotipiyle iliskilendirme
safhasidir (Bilgi Kutusu 9).
Tipik varyant filtreleri dislk kaliteli varyantlari, intronik/intergenic varyantlari, sessiz
tek nukleotid degisimlerini veya toplumdaki disiik frekansl bilinen polimorfizmleri
dislamaktadir. Ek olarak laboratuvarin kendi veri bankasinda (in-house) derlenmis
varyant frekans bilgileri de kullaniimaktadir. Boylelikle kullanilan platform ve analiz
pipeline kaynakli yanlis pozitif varyantlarin anlasilabilmesi de kolaylagmaktadir.
Cartagenia Bench Lab NGS, SnpSift, Ingenuity gibi platformlar bu asama igin
kullanilmaktadir. Bu asamada kullanilabilecek ve biyoinformatik asamalara adapte
edilebilecek ¢ok gesitli in silico araglar yer almaktadir. Bunlarla ilgili olarak Niroula A.
ve ark.'?6 yaptigi derlemeye basvurulabilir.
6.1. Varyant Filtreleme/Onceliklendirme
Bu basamak, her laboratuvarin ve/veya analistin kendi tecribesine gore
sekillenebilen bir basamaktir ve tek bir 6neri yoktur. Sadece diger basamaklardaki
gibi oncelikle ilgili basamagin kalite kontroll yapildiktan sonra, hastalik sebebi olan
varyantin tespit edilmesine yonelik degisik 6nceliklendirmeler yapilabilir. Tim farkli
onceliklendirme yontemleri sonunda hepsi ayni hastalikla iligkili varyantlarn
bulacaktir (Sekil 14, Sekil 15). Asagida genel yaklasim basamaklari verilmistir.
6.1.1. Primer filtreleme

6.1.1.1. Kalite kontrol

6.1.1.2. Sinonimlerin dislanmasi

6.1.1.3. Minor allel frekansina gore filtreleme (Topluma &zgiin,

laboratuvarin kendi veri bankasi)
6.1.1.4. Kahtim modeline gore filtreleme
6.1.2. Sekonder filtreleme

6.1.2.1. Insilico tahmin programlan
Onceki béliimlerde bahsedildigi izere klinik laboratuvarlarin gelistirdigi informatik
pipeline’larin ¢cogu, patojenlik tahmin programlari kullanarak varyantin protein yapisi
veya islevi Uzerine olasi etkisini degerlendirir. Patojenlik tahmin programlari, gen
yapisini ya da ortaya cikan protein Urlinind bozma olasiigi daha fazla olan
varyantlarin tespit edilmesine yardimci olur; ancak hassasiyetleri ve 6zglllikleri
disiktir 127130 Her bir patojenlik tahmin programi tarafindan kullanilan
algoritmanin anlasilmasi 6nemlidir. Araglardan olusan bir kombinasyon kullanmak
bilgilendirici olabilir, ancak ayni algoritmayi kullanan araglardan elde edilen sonuglar,
bagimsiz bir kanit olarak disiinilmemelidir. Ornegin, pek ¢ok laboratuvar benzer
algoritmalari kullaniyor olsa bile hem SIFT hem de PolyPhen2 kullanarak veri setlerini
analiz eder, boylece benzer etki kestirimleri elde edilir. Mimkiin olan yerde
laboratuvar, her biri patojenligi tahmin etmede farkli bir yaklasim kullanan birden
fazla tahmin programi kullanmayi disinmelidir. Tahminler birden fazla kritere
dayanir, ornegin varyantin biyokimyasal dogasi, patojenlik bilgileri ve olasilikla
yapisal bilgiler. Bu programlar, yapisal veya islevsel bir degisikligi artirabilen ya da
azaltabilen diger komsu varyantlarin etkisini entegre etme kapasitesinden yoksun
olma gibi sinirlamalara sahiptirler. Ornegin bir calismada, PolyPhen2 ve SIFT gibi
bilgisayar ortaminda kullanilan tahmin programlarinin, incelenen vakalarin
yaklasik %71’inde bir varyantin benin mi yoksa patojenik mi oldugunu dogru sekilde
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tahmin ettikleri belirtilmistir 3. Bu nedenle tahmin programlarindan alinan
sonuglarin, diger destekleyici kanitlarin yoklugunda varyantlarn filtrelemek veya
siniflandirmak igin tek kaynak olarak kullanilmamasi énerilir. Ayrica bir protein X-ray
kristalografik yapisi varsa, yanlis anlamli (missense) varyantin patojenik etkisini
ortaya c¢ikarmak icin molekiiler yapisal modelleme yardimci olabilir 132 ve calisma
grubu biyoinformatik olarak imkan var ise dnceden analiz igin yeterli bilgi bulunan
genler i¢in tim varyantlarin bu yontemle de degerlendiriimesini 6nermektedir.
Asagida sik kullanilan in silico tahmin programlarina érnekler verilmistir.
Non-sinonim varyantlar icin tahmin programlari: SIFT, Polyphen, Mutation Taster,
Grantham
Sinonim varyantlar i¢in tahmin programlari: FATHMM-MKL, GWAVA, CADD
Kirpilma noktalarindaki varyantlar icin tahmin programi: MaxEnt, GeneSplicer,
Human Splicing Finder, MutPred Splice
Korunmugsluk icin tahmin programlari: PhyloP, GERP

6.1.2.2. Patojen varyant tahmini

Genetik Test
(Geneanel BVES WGS)

Varyantlar

Annote Edilmis Varyantlar R EEE T T T T T T
Popiilasyon Veri Bankalari =1

. o Varyant Diizeyinde Filtreleme: Gen fonksiyonunu
?
(GnomAD,DISP,?II.XA.C,.EL(.JO(-)EEenomes) Popiilasyon allel siklig1? degistirmesi muhtemel olmayan yaryantlarin filtrelenmesi
Gen-Hastalik iligkisi Bilgi Bankalari astalikla Iliskill genler? (rn. Yiksek allel siklig)
(HGMD,EDMIM,CIinVar,EI/.b.) Gen Dizeyinde Filtreleme: Hadtanin fenotipi ile iligkili

olmayan genlerdeki varyantlarin f’ltrelenmesi
Filtre Edilmis Varyantlar Kalitim Modeline Gore Filtreleme: Siiphelenilen kalitim

kalibi ile uyumlu olmayan varyantlarin filtrelenmesi

Minor allel sikhgi 1-Varyantin@genle/@ ‘ ( Hastalikile iliskili ]

:(l:%zr::i:g’&é’rﬁs)sense,[ﬂonkswon €yd " ein Varyantlarin Onceliklenmesi varyant(larin)bulunamamasi

Insiliko tahmin programlari olasiligi nedir? l
Klinik Duzeyde Degerlendirme

2-Etkil i ] v " .
Veri Madenciligi (PubMed,EClinVar, flenmisgentie / * Varyant degerlendirilmesi
HGMD,.b.) sebep olabilir mi?e e Ek@enRlegerlendirmeleri

e Varyantlarin siniflandiriimasi

Raporlandirma
* Hastanin fenotipi ile sonuglarin
integrasyonu  SOallellt bbbl
ulunabilir veya sebep * Gerekli veya kritik ise fonksiyonel
olabilir mi?@ calismalarin yapilmasi

3-Varyantbhastanin

Vakanin tartisilmasi (testi isteyen
hekim ile ilgili diger uzmanlar,a.b.)

Sekil 14. Fenotiplemeden raporlamaya algoritma onerisi-1. Nat Biotechnol (2015)
33:689-93’'den?®® degistirilerek alinmistir.

Genom ve ekzom analizleri yapilirken, hastadan elde edilen dizinin analizinin “klinik
acidan” ilgili genlerle sinirlandirmak standart bir uygulamadir. "Tibbi ekzom” terimi,
klinik acidan ilgili oldugu bilinen genlerin ekzonik kismina verilen addir 4 133, Geriye
baktigimizda bu genler OMIM veri tabanindan veya HGMD’den elde edilmekteydi. Bu
ve bunun gibi veri tabanlari gerekli kaynaklardir, ancak bunlarin pek ¢ogu yeterli
klinik 6zenle diizenlenmis degildir. Ornegin, patojenik olarak listelenen pek ¢ok
varyantin aslinda benin oldugu ve bu varyantlardan bazilarinin da gen-hastalik
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iliskisinin atanmasi icin bir taban olusturabilecegi su anda iyi bilinen bir gercektir.
Bircok gen icin hastalikla iliskili genler hakkinda yayinlanan literatiir, kesin bir iligki
veya olasi bir iliski bile kurmak agisindan yeterli kanit icermez. NCBI ile isbirligi icinde
yuratilen kapsamh cabalar ClinvVar %, ve ClinGen: Clinical Genome Resource
Program (http://www.iccg.org/about-the- iccg/clingen/, accessed August 18, 2014)
gibi bu konularn ele almak ve klinik nitelikte veri tabanlar gelistirmek Uzerine
yogunlasmistir. Hastalikla ilgili varyantlarin filtrelenme olasiligini en aza indirmek
icin filtreleme algoritmalarinin bildirilen patojenik varyantlari iceren (HGMD gibi)
veri tabanlarini kullanmasi gerektigi tavsiye edilmektedir. Bazi programlar
kullaniciya bir gen veya varyantin literatiirde ne zaman bildirildigini soyleyecektir
(HGMD ve OMIM gibi), bu durumda kullanici verileri degerlendirip hastanin
fenotipine uyup uymadigina karar verebilir (Sekil 12, Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15) .
6.1.2.3. Kopya Sayisi Varyantlari

NGS Panellerinde, ekzom ve genom verilerinde kopya sayisi degisiklikleri tespit
edilebilmektedir. Varyant tespit edildigi takdirde dogrulanmasi tercihen ikincil bir

Bilgi Kutusu 9: Varyant filtrasyonu ve degerlendirilmesi

Kalite kontrol sistemlerinden gegerek varyant filtrasyonu asamasina ulasmis bir ekzom verisi
ile insan referans genomunun tipik olarak karsilastirilmasi sonucunda vyaklasik 100,000
genomik pozisyonda farklilik tespit edilmektedir. Bu varyantlarin ¢ogu fonksiyonel olarak
noétral olup tim bu varyantlarin manuel olarak degerlendiriimesi olduk¢a uzun zaman
almaktadir. Filtrasyon isleminin amaci, bu onbinlerce variant listesinden birkag tane, hastaliga
sebep olabilecek varyanti tespit edebilmek ve bdylece genetik¢i veya arastirmacinin bu
varyantlarin ilgili hastalikla iliskisini belirleyebilmesine olanak saglamaktir. Genellikle,
kodlamayan varyantlar, en azindan analizin ilk asamasinda, filtre edilir. ikinci olarak, halka acik
veya in-house veri tabanlarinda yliksek minor allel sikhigina sahip olan varyantlar filtre
edilmelidir. Nadir resesif hastaliklar icin, minor allel sikhig cut-off degeri %1 civarinda olabilir.
Dominant veya X’e bagh hastaliklar icin cut-off degeri sifira yakin bir deger olmalidir. Elde
edilen varyantlarin Sanger dizileme ile segregasyon analizlerinin yapilmasi ile primer
filtreleme tamamlanmis olur. Varyantin fonksiyonel etkisinin tahmin edildigi yazihmlar (SIFT,
PolyPhen2, CADD, Human Splicing Finder, v.b.) veya evrimsel korunmusluk tahmin yazilimlari
(PhyloP, GERP skorlari) varyantlarin énceliklendirilmesi icin kullanilabilir. Ancak sadece tahmin
yazilimlarina gére varyantlar filtre edilmemelidir. Resesif kalitim diistiniildigiinde sadece
nadir homozigot veya multiple heterozigot varyantlar (Birlesik heterozigot olanlari tespit
edebilmek icin) degerlendirilecektir. Tipik olarak ekzom verisinde yaklasik 5-10 arasi aday gen
kalacaktir, ancak bu sayi akraba evliligi Grinl olan hastalarda akrabalik derecesi arttikca
artmak suretiyle daha fazla olacaktir. Dominant kalitim kalibi diisiintldiigiinde final varyant
listesinde ekzom basina yaklasik 50-100 varyant kalacaktir. Bu saylyi azaltmak icin diger aile
bireylerden de dizileme yapilmasi faydali olmaktadir. Benzer sekilde de novo mutasyonlari
ararken de anne-baba ve ¢ocuk’tan olusan trio dizileme yapilmasi 6nerilmektedir. Tipik bir
ekzom 1-2 de novo kodlayan varyant icermektedir, ancak bu sayiya ulasmak, anne-baba
ekzom verisi olmadan mimkiin olmamaktadir. Ayni aileden birden fazla bireye ekzom
yapilmasi, hastalik sebebi olan varyantlarin ayirt edilmesi icin 6zellikle de filtrasyon
basamaginda olduk¢a faydalidir. Ancak indeks vakaya ek aile bireylerinin dizilenmesi siklikla
dizilemenin fiyati ile ilgilidir. Ornegin trio dizileme solo’ya gére ¢ok daha ucuz olmalidir. Bu
basamaklarin hepsi yari-otomatize sistemlerle yapilmaktadir ve simdiye kadar genis gruplarca
kabul edilmis kullanici dostu ve esnek kullanimi olan yazilm bulunmamaktadir. Son basamak
her zaman filtre edilmis aday genlerin deneyimli bir genetikci tarafindan manuel olarak
degerlendirilmesidir ki ilgili varyantlarin ham veriden kontrol edilmesini, detayh
anotasyonlarin gorsel inspeksiyonunu ve ilgili literatiiriin gézden gegirilmesini ve final raporun

metodla yapilarak raporlanabilir. Bu amacgla tiim ekzom verisinden (XHMM, CoNIFER,
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ExomeDepth, and CONTRA) tim genom verisinden de (CANVAS, Manta) gibi
yazilimlar kullaniimaktadir. Kapsamanin tekilligi bakimindan genom panelleri ve tim
genom dizilemesi CNV tespiti igin en uygun yontem olarak 6ne gikmaktadir.
6.2. Verileri yorumlamadaki zorluklar

6.2.1. Toplum Veritabani (GhomAD, ExXAC, 1000 Genomes, in-house DB)
Her popiilasyona 6zgii varyantlar vardir. Ulkemiz popiilasyonu her ne kadar uniform
olmasa da verilerin analiz edilebilmesi i¢cin populasyona gére sapmalarin gikariimasi
icin Ulkemizde yapilan tiim calismalarda ham verilerin ilgili kurum c¢atisinda (Saghk
Bakanligi, TUBITAK, TUSEB, v.b.) toplanmasi ve arastirmacilarin kullanimina agilmasi,
gerekli etik diizenlenmeler yapilarak ivedilikle kullanima gegirilmelidir.

6.2.2. Klinik Varyant Veritabanlari
GUnumizde birgok klinik varyant veri tabani olmakla birlikte en sik kullanilanlara
ornek olarak ClinVar ve OMIM verilebilir.

6.2.3. Rehber
Konu ile ilgili her bir basamak igin A’dan Z'ye Tibbi Genetik Dernegi ¢atisi altinda
algoritmalar hazirlanmalidir.

6.2.4. Klinik ve Arastirma Aglari (GeneMatcher, MyGene2 etc)
Ozellikle Mendelian kalitimli  nadir hastaliklarda bulunan aday genlerin
karsilastirilmasi veya diger bir deyisle ayni aday gende ikinci bir hit bulunmasi ve
sonug olarak ilgili hastaliklara sebep olan hastalik yapici genlerin kesfi igin
arastirmacilari bir araya getiren aglardan faydalanilabilir.

. Annote Edilmis Genler v Annote Edilmis Varyantlar GenEf?pk§|yongnu
Hastanin klinigi ile ‘ degistirmesi
iliskili olmayan = I I = muhtemel olmayan

enlerin gikartilmasi
g ¢ Filtre Edilmis GenRListesi Filtre Edilmis Varyant Listesi genfvaryantlaninin

¢ikartiimasi
Onceliklenmis Varyant Listesi

entotip

Varyant normaligen/proteinB

I fonksiyonunu bozuyor mu?
Klinik ile@Megerlendirme
L
* Varyantlarin degerlendirilmesi Bozulmus fonksiyon hastaliga
«  Digergenlerin degerlendirilmesi ﬁ sebep oluyor mu?
* Varyantlarin simiflandiriimasi .

|

Raporlandirma

* Fenotipin integrasyonu:fHastanin TeSpl.t ?d'len varyant hastanin
Kiinigine gére genlerin degerlendirilmesi fenotipine sebep oluyor mu®a
*  Mumkin ise fonksiyonel galismalar dalkatkida bu|unuyor mu?

Sekil 15. Fenotiplemeden raporlamaya algoritma 6nerisi-2

7.Yeni Nesil Dizileme Testlerinde Raporlama

7.1, Giris
YND testleri, hastaligin genetik kdkenini klinik bulgulardan yola cikarak aciklamak icin
yapihir. Klinik bulgularin bilinmeyen bir fenotipe isaret etmesi durumunda genetik
bulgular da kesin klinik taniya yol gosterici olabilir (reverse genetics). Bu testin son
Urinl, yukarida bahsedilen anotasyonlar da dahil olmak Gzere belli bir varyanta ait
mevcut tim bilgilerin bir raporudur. Yayinlanan literatiiriin degerlendirilmesi kritik
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onem tasimakta olup, hastalik sebebi olan bir varyantin tespit edilmesini veya ilgili
gen hakkinda yapilmis fonksiyonel testler gibi klinik agidan énemli bilgiler verir. In
siliko tahminler; 6nceki bolimlerde deginildigi gibi genetik bilimindeki uzmanlar
tarafindan manuel vyapilan anotasyonlara katki saglamakla birlikte, sadece
destekleyici kanit olarak kullanilir, ¢iinkli pek ¢ok aracin dogrulugu standart altidir.
Anotasyon, filtreleme ve 6nceliklendirme sonrasinda geriye kalan varyantlarin sayisi,
teste bagl olarak birkag tane ile birkag yliz arasinda degisir. Hastalikla iliskisi oldugu
bilinen iyi karakterize varyantlar igin ¢ok az ilave degerlendirme gerekir. Digerleri igin
ise yukarida agiklandigi gibi, hangilerinin klinik agidan ilgili oldugunu tespit etmek igin
manuel bir gozden gecirme gerekli olur. Hastalk iliskisi hakkinda klinik
degerlendirmenin ilgili klinik uzmanhga sahip personel tarafindan yapilmasi
onerilir. Bazi durumlarda bu g¢alisma genetik hastaliklar uzmani ile testi isteyen
hekimler ve biyoinformatik uzmanlarinin isbirligiyle vyiiriitilebilir. Klinik
degerlendirmenin ana amaci, laboratuvar raporu igine neyin dahil edilecegini
belirlemektir.

7.2. Sonug¢ Verme Siiresi
Yeni nesil dizileme testini uygulayacak laboratuvar, test endikasyonlarina gore
testlerin 6nceliklendirilmesi algoritmalari ve ortalama sonug verme sirelerini yazili
olarak belirlemelidir. Ortalama sonug verme siireleri klinik agidan makul olmalidir.

7.3. Yeni Nesil Dizileme Klinik Raporlarinda Bulunmasi gereken Alanlar
Raporlama temel olarak bes ana boliimden olusmalidir:
1-Hasta Bilgileri
Adi soyadi, dogum tarihi, test tarihi, alinan test 6rnegi, varsa aile no, varsa diger aile
bireyleri, endikasyon (varsa ayirici tani) ve kullanilan yéntem/yéntemler (fenotiple
iliskili varyantlarin Sanger ile dogrulanmasinin yapilmasi, 6zgiin genetik danismaya
yardimci olmasi, tasiyicilik testi ve penatal tani amaci ile gerekeceginden yapilmasi
onerilir ve yapilmis ise yontemde belirtilmelidir).
2-Sonuglar
Sadece fenotiple iliskili olan veya iliskili oldugu 6ngorilen (in silico, model organizma,
laboratuvarin yayinlanmamis 6nceki hastalara ait veri bankasi bilgileri/segregasyon
ve ek testler ile desteklenmesinde tani lehine yararli/gerekli gorilen) varyantlar
raporda HGVS nomenklatlirine uygun yazilarak bildirilmelidir (www.hgvs.org). Ek
olarak, mutasyonun ilk tanimlandigi tarihten itibaren alisilagelmis yaygin kullanilan
tanimi mevcut ise mutlaka alt not ya da parantez icinde verilmelidir. Mutasyonun
saptandigl genin adi, kisaltilmis adi, kromozomdaki lokasyonu, genom asamblesi,
nomenklatlirin alindig1 tarankriptin numarasi, ekzon, intron, promoter (3’, 5’)
bolgesi, zigositesi belirtiimeli, hem cDNA ve varsa hem de protein dizeyinde
tanimlama yapilmali, mutasyonun tipi de (anlamsiz, yanls anlamli, cerceve kaymasi
gibi) mutlaka yazilmalidir. Rapor dncesi saptanan varyantin/mutasyonun BAM verisi
gorsel olarak da kontrol edilmelidir (Alamut visual, IGV, Sanger dogrulmasi yapildi ise
elektroferogrami gibi). Testte, daha once fenotiple iliskisi kurulmamis olmasina
karsin, protein fonksiyonuna etki edecek tiim varyantlar da ayrica incelenmis olmali
ve gerekli gorillirse raporda yer verilmelidir. Raporlanan her varyantin Sanger
dizileme ile teyit edilmesi (indel varyantlar ve diisiik kapsamla dizilenmis varyantlar
harig), her bir 6rnek icin her bir basamagin valide edildigi, in-house standartlarin
belirlendigi ve raporda bu durum ile ilgili seffaf ve acik bilgi paylasildigi takdirde gerekli
olmayabilir.
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3- Yorumlar

Her bir hastaligin senaryosu farkli oldugundan, bu bolimde miimkin oldugu kadar
net ve yalin bir yorum yapilmalidir. Dislanan tim genlerin listesi ve yontemin
saptamada yetersiz kaldigi mutasyon tipi bu bolimde yazilmahdir. Algoritmik olarak
baska bir yontem ile tani testine devam edilmesi gerekirse bu bolimde yazilmalidir.
TED hizmeti, kullanilan teknigin dogal siniri nedeniyle biitiin genlerin tim kodlayan
bolgelerini tam olarak kapsamayl taahhiit edemez. Ancak gerekli gorilmesi
durumunda, fenotiple iliskili gorilen genlerin dizisinde eksiklik olan kodlayan
bolgeler ayri bir hizmet altinda sunulabilmelidir.

4- ikincil Bulgular

Ekzom ve genom dizileme klinik agidan raporlanabilir, rastlantisal veya ikincil
bulgular ortaya cikarabilir. Bu nedenle bilgilendirilmis onam formu alinirken
mutlaka bu konu ile ilgili bilgi verme imkanlari sunulmali ve uygun yanit analiz
baslamadan kayit altina alinmalidir. En son énerilen ismiyle ikincil bulgular konusu
ilk defa yakin tarihli Amerikan Tibbi Genetik Kolejinin rehberinde ele alinmis olup,
dnemli tartismalarin da konusunu teskil etmektedir'34136, Her bir laboratuvarin bu
konuyu ele alan iilkelere 6zgii bir politika gelistirmeleri tavsiye edilmektedir.
Ornegin ikincil bulgulara, toplumumuza yénelik sik gériilen hastaliklar igin toplum
saghgi adina, patojenik bir varyant goriildiigii zaman raporlanmasi dnerilen bir gen
listesi olusturulabilir (6rnegin MEFV, G6PD, HBB gibi genler). Ancak ana amacin bu
olmadigi da hastaya mutlaka genetik danisma seansinda anlatilmalidir. Bir test
yapilmasi istenmeden 6nce, ilgili hekime dizileme igin genomun hangi bélgelerinin
hedeflendiginin, test sinirlamalarinin ve test sonucu raporunda ne verilmesi
gerektiginin  aciklamasini  yapmak iyi bir laboratuvar uygulamasi olarak
onerilmektedir.

Bir diger nokta da ikincil/tesadifl varyantlar 6Imuis olgularin analizleri icin yapilan
incelemelerde raporlandiriimamali ancak yasayan olgular icin verilmelidir.

5- Varyant siniflandirma bilgisi ve testin limitleri

Guncel bilimsel gelismelere gore varyant siniflandirmalari degisse de gilincel olan
gecerli yaklasim: ‘sinif 1-patojenik’; ‘sinif 2-muhtemelen patojenik’; ‘sinif 3- dnemi
bilinmeyen varyant /VUS’; ‘sinif 4-muhtemelen benin’; ‘sinif 5-benin’; ‘sinif 6;
hastalik iliskili varyant’ seklindedir.

Tim Ekzom Analizinde, panel gen testinde genlerin kodlayan ekzonlarinin hangi
oranda kapsandigi bildirilmelidir.

Biyoinformatik analiz, sadece tibbi 6yki, klinik ve laboratuar bulgulari ile iliskisi
bilinen genlerdeki varyantlar icin vyapilmalidir. Nadir polimorfizmler vyanhs
pozitiflige/yanlis negatiflige, yanhs, yetersiz ve dogru olmayan yorumlara neden
olabilir.  Sonuglarin klinik bulgularla 6rtismediginin disiniilmesi durumunda ek
biyoinformatik analizlerin yapilmasi istenebilir. Bu test, tekrar dizi bolgelerini ve bu
bolgelerdeki artislari dogru olarak gosteremeyebilir.

Patojenik varyantlarin ve 6nemi bilinmeyen varyantlarin kalitsal durumlarda
raporlanmasi  gerektigi Onerilmektedir. Benin varyantlarin raporlanmasi
onerilmemektedir. Ayrica yeni veriler bulunduk¢a bulgularin analizini bildirmek
amaciyla, laboratuvarin varyantlarin tekrar siniflandirilmasi veya izlenmesi igin
stratejilere sahip olmalari da 6nerilmistir.

Yeni Nesil Dizi Analizinin kolaylasabilmesi, yayginlasabilmesi ve ucuzlayabilmesi icin
SNV, CNV oncelikli ancak kompleks diizenlenmeler, sitogenetik anomaliler, Ggli
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nukleotid tekrarlar gibi varyantlara/polimorfizmlere dair ulusal veritabanlarinin
kurulmasina 6nculik edilmesi gereklidir. Dolayisi ile rapor edilen bitiin varyantlar
oncelikle ulusal daha sonra uluslararasi veritabanlarina bildirilmesi tercih edilmelidir.
7.4. Verinin Yeniden Analizi

Yeni nesil dizileme ile sayilari binlerden milyonlara kadar varan sayida varyant elde
edilebilmektedir. Elde edilen varyantlar ile ilgili bilgiler zamanla degisebilme ve
dolayisiyla glincel bilgiler ile yeniden raporlama gerekebilmektedir. Ek olarak
biyoinformatik araglar hergegen giin gelismekte ve daha 6nce tespit edilemeyen
varyantlar tespit edilebilmektedir. Laboratuvarlar genetik testin yeniden analizi ve
bu analiz icin ek iicret alinip alinmayacagi konusundaki politikasini belirlemelidir.
Heniiz hangi siklikla verilerin yeniden degerlendirilmesi gerektigi ile ilgili fikir birligi
bulunmamaktadir. Bu konuda 6zet kismindaki tavsiyeye gore hareket edilebilir.
Primer test endikasyonu ile ilgili genlerden bulunan énemi bilinmeyen varyantlar,
ozellikle muhtemelen patojenik olarak siniflandiriimissa hastanin klinisyeni ile
kontakta kalip hastanin fenotipinin takip edilmesi 6nerilmektedir. ACMG kilavuzunda
hastanin primer hekimleri ile yeniden irtibata gecilmesi konusunda daha detayl bilgi
bulunabilir (Sekil 16).

ilk Gériisme
Primer bulgular/tani agisindan Klinik
Genom ve Ekzom dizileme sonuglarinin
tartisilmasi

Birinci veya ikinci Gériisme

Ikincil bulgularin tartisiimasi
Farmakogenetik bulgulari
tartis veya refere et

Yilhk/Yilda iki kez kontrol
Fizik muayene

Sekil 16. Raporlama sonrasi takip dnerisi. Genet Med (2016) 18:1075-1084’den’
degistirilerek alinmistir.

8. RNA Dizilemenin rutin tanidaki yeri

YND’nin baslangic materyalinin RNA oldugu durumlar igin genel olarak kullanilan
terim RNA-dizileme (RNA-seq)’dir. RNA-seq’in rutin tanida kendine yer bulmaya
baslmasinin en temel nedeni TED ve TGD ile dahi, Mendelian hastaliklarda patojenik
varyanti belirlemedeki basari oranlarinin %50’leri gecememesi, pek cok bozukluk icin
bu oranin daha da disiik olmasidir. Ozellikle protein-kodlayan dizilerin disinda kalan
varyantlarin anlamlandirilmasi, henliz tani koymada kullanilacak guvenilirlik
seviyesinde yapilamamaktadir; TED’in kapsadigi dizilerden olan splays bolgelerinde
yer alan varyantlar da bunlara dahildir. TGD’nin artik $1000’in altinda yapilmaya
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baslanmasi sonucunda bu dizilere promotor, enhancer ve diger diizenleyici
dizilerdeki varyantlar da eklenmistir. Ozetle, protein-kodlayan dizilerin disinda kalan
varyantlarin anlamlandiriimasina yonelik giderek artan bir ihtiyac¢ vardir. Bu ihtiyaca
yonelik elimizde olan belki de en etkili yanit hasta orneklerinden elde edilecek
RNA’nin dizilemesidir; bdylece varyantlarin olasi etkilerini dogrudan 6lgmek miimkin
olmaktadir. Ozellikle splays bélgelerini bozan ya da yeni splays bélgeleri olusturan
mutasyonlarin etkilerinin anlasilmasi icin RNA-seq yodntemi etkili bicimde
kullanilabilir. Bu yaklasimi basariyla uygulayan ¢ok merkezli iki ¢alismanin sonuglari
2017 yilinda yayimlanmugtir 137138,

RNA-seq’in bir diger kullanim alani transkriptom analizi ile ifadesi farklilk gésteren
genlerin, gen aglarinin ve yolaklarin belirlenmesidir. 2000’li yillarda transkriptomun
yuksek ¢iktil analizi igin altin standard olan mikrodizin (ya da mikroarray)
teknolojisinden farkli olarak, RNA-seq yaklasiminda 6ncil transcript bilgisine gerek
yoktur. RNA-seq ile elde edilen veriler referans genoma eslenerek ilgili transkript
hakkinda farkh seviyede bilgi elde edilir: i) Dizi varyantlari, mutasyonlar, ii) alternatif
splaysing ve diger izoformlar, iii) ifade seviyesi, iv) alelik ifade farklihgi. Transkriptler
hakkinda oOncil bilgiye gereksinim duyulmamasi sayesinde, daha &nce
tanimlanmamis transkriptlerin ve izoformlarin ilk defa tanimlanmasi bu yontem ile
mumkundur. Nitekim, Kremer ve ark.’nin mitokondriyopatili hasta fibroblastlari,
Cummings ve ark.’nin ise nadir kas hastalikli hastalarin kas biyopsilerinde yaptiklari
RNA-seq analizleri, bu yontemin uygulanabilirligini ortaya koymustur: TED/TGD’nin
basarisiz oldugu hastalarin yaklasik %10-20’sinde, TED/TGD sonucu gli¢lu aday
varyantlarin belirlendigi hastalarin ise %65’in lzerindeki bir béliminde patojenik
varyantin belirlenmesi RNA-seq ile mimkin olmustur!3’ 138,

RNA-seq’in diger YND yaklasimlarina gore klinikte uygulanmasinin 6nindeki en
onemli zorluklar ise patojenik varyantin etkisinin incelenen doku o6rneklerinde
gostermesi gerekliligine bagl olarak uygun dokunun elde edilmesi ve RNA’nin
bozunmasini engelleyecek kosullarda saklanmasidir. ideal olan hastalikli dokudan
alinan biyopsinin analizi 37 olsa da pek ¢ok durumda bu mimkin olamayabilir.
Alternatif olarak deri biyopsisinden elde edilmis fibroblastlar 38, kan hucreleri 39,
mutasyon tanitilmis hiicre hatlari da 49 kullanilabildigi bildirilmistir; hastalik ve
varyanti barindiran genin farkli dokularda ifadesine bagh olarak bu alternatiflerin
kullanilabilme potansiyeli farklilik gosterir. Ancak, tim dokular icin “normal” doku
sorunu bulunmakta olup, uygun kontrollerin bulunmadigi durumlarda GTEx
(https://www.gtexportal.org/home/) gibi veritabanlarindan faydalanilabilir.

Ozellikle biyopsi 6rneginin kullanilacagi durumlarda dikkat edilmesi gereken énemli
bir nokta RNA’nin btinliglini bozmadan dokunun saklanmasidir. Bu amagla
geleneksel olarak kullanilan yontem, dokunun alinir alinmaz sivi nitrojende
dondurulmasi (“snap-freeze”) ve yine sivi nitrojende, mimkin degilse de -80 °C’'de
saklanmasidir. Ancak pratik uygulamadaki zorluklar nedeni ile bu yonteme alternatif
olarak gelistirilen yontemde koruyucu bir sivi (6rn. RNAlater) icinde doku -20 °C'de
uzun sitre saklanabilmektedir. Saklanan dokudan izole edilen RNA’nin
degredasyonunun minimum olmasi ise, RNA-seq’den saglikh sonuclar elde edilmesi
icin kritiktir.

Yukarida da belirtildigi gibi RNA-seq terimi baslangic materyali RNA olan YND
yaklasimlari icin ortak olarak kullanilan bir terim olup analiz edilen RNA tirlerinin
cesidine gore farkli isimler alabilmektedir. En sik kullanilan yontemde sadece
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mMRNA’lar hedeflenir ve bu nedenle mRNA-seq (ya da RNA-seq) olarak adlandirilir. Bu
tip dizilemede kiitliphane hazirlanirken mRNA’nin ayristirilmasi icin oligo-dT
eklenmis manyetik boncuklar kullanilir. Boylece toplam RNA’nin yaklasik %80-85’ini
olusturan ribosomal RNA (rRNA) ve yaklasik %10’unu olusturan transfer RNA
(tRNA)’lardan kurtulmus olunur. Fragmantasyon sonrasi ilk ve ikinci iplik cDNA
sentezi yapilir. Daha sonra, bir sonraki asamada kit uglu fragmanlarin birbirlerine
eklenmesini engellemek icin her bir fragmanin 3’ ucuna tek bir adenin nikleotidi
eklenir (adenilasyon ya da A-kuyruklanmasi). Adaptorlerin ligasyonla eklenmesi ise
sonraki agsama olan dizilemede cDNA fragmanlarinin “flowcell”e tutunmalarini saglar.
Her iki ucuna da adaptor eklenmis cDNA’lerin zenginlestirilmesi igin disiik dongu
sayll (yaklasik 15) PCR uygulanir. Hazirlanan kitiphanenin qPCR ya da benzer bir
yontemle kantifikasyonu ise dizileme verilerinin kalitesi agisindan énemlidir.
mRNA-seq’te kullanilan poly-A zenginlestirmeden farkli olarak “Total RNA-seq”
yaklagiminda ribozomal RNA’y1 (rRNA) taniyan ve biyotinlenmis problar kullanilir.
Boylece sadece mRNA degil ayni zamanda poly-A icermeyen farkli kodlamayan-RNA
cesitleri (6rn. lincRNA, snRNA, snoRNA vd.) de dizilenir. Her iki yontem de yakin
zaman Once gelistirilen yenilik yardimi sayesinde her okumanin kaynaklandigi DNA
iplikgigini belirleyebilmektedir, bu sekilde yapilan RNA-seq igin “iplige 0zgl”
(stranded ya da strand-spesifik) terimi kullanilmaktadir. Bu yontemde ikinci cDNA
iplik sentezi sirasinda dTTP yerine dUTP kullanilir.

Bir diger RNA-seq uygulamasi ise kiiglik-RNA-seq’tir (small RNA-seq). Bu yontemde
miRNA’lar basta olmak Uzere diger kigik RNA molekillerinin dizilemesi
gergeklestirilir. Bunun icin oncelikle, doku ya da hicrelerden RNA izole edilirken
kiicik RNA’lari da kapsayacak bir yontem kullanilmahdir. Ki¢ik RNA-seq igin
kullanilan kutiphane hazirlama teknolojisi, total RNA-seq ve mRNA-seq’ten farkli
olarak RNA’'nin fragmantasyona gerek duymaz. Dahasi, miRNA ve benzer kigik
RNA’larin uglarinda bulunan 5’ fosfat ve 3’ hidroksil gruplari sayesinde uygun
adaptorler secici olarak bu tip RNA molekiillerine kolaylikla eklenebilir. Elde edilen
kiitiiphanedeki 140-150 baz cifti uzunlugundaki molekiller miRNA’lari dizilemek igin
genellikle 1x50 b¢ okuma uzunlugu tercih edilir.

Bazi durumlarda tim transkriptom yerine belli bir gen setinin Urettigi RNA’lar
dizilemek vyeterli olabilir. Ornegin diisik RNA miktari ve/veya kalitesine sahip
ornekler icin hedefli RNA-seq idealdir. Cesitli hastalik ve hicre ici sinyal yolaklarina
ozgl farkhh RNA-seq panelleri mevcut olup alternatif olarak, istenilen hedef genlere
ait RNA’lar da PCR ile zenginlestirilip dizilemede kullanilabilir.

DNA dizilemede okuma derinligi kritik bir parametre iken, RNA dizilemede okuma
derinligi yerine okuma sayisi dlciliir. ifadesi yiiksek genlerin iki érnek arasindaki
ifade farkhliklarin belirlenmesi icin 10 milyon okuma yeterli olabilirken, daha disik
seviyede ifade edilen genlerin karsilastirilmasi, alternatif izoformlarin ve filizyon
transkriptlerin belirlenmesi ve kantifikasyonu, dizi varyantlarinin belirlenmesi vb.
amagclar icin ise en az 30-50 milyon okuma gerekir. Dizileme maliyetlerinin diismesi
ile 50-100 milyon okuma seviyesi gunimuzde siklikla kullanilir olmustur. Kiicuk
RNA’lar icin ise ¢cok daha az sayida okumaya ihtiyac vardir; 5-10 milyon okuma ile
dustk seviyede ifade edilen kiiclik RNA’lar dahi saptanabilmektedir.

Okuma sayisinin yaninda, bir diger 6nemli parametre okumalarin tek-uglu (SE, single-
end ya da single-read) ya da es-uclu (PE, paired-end) olmasidir. Salt kantifikasyon
amaci gldilen durumlarda tek-uclu okumalar yeterli olurken, dizi varyantlarinin
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saptanmasi basta olmak Uzere diger uygulamalarda es-uglu okumalar tercih edilir.
Bunun nedeni, ayni molekilln iki farkli ugtan okunmasi sonucunda hata oraninin ¢ok
daha dasuk olmasidir.
RNA-seq verilerinin analizi pek ¢cok yonden TED ve diger DNA dizileme verilerinin
analizi ile benzerlik tasir, ancak dogal olarak farkh biyoinformatik araglara ihtiyag
duyulur. Farkh RNA-seq uygulamalarindan elde edilen verilerin analizi igin tek bir
ideal pipeline yoktur ancak ayni basamaklari izlerler: ham verilerin islenmesi ve kalite
kontroli, islenmis okumalarin genoma haritalanmasi ve kalite kontrolli, varyantlarin
analizi ve anotasyonu. En sik kullanilan araglar arasinda:

Haritalama ve splays kavsaklarinin belirlenmesi: STAR, HISAT2, TopHat2, GSNAP

Gen ve izoform kantifikasyonu: RSEM, HTSeq-counts, featureCounts, Cufflinks,
eXpress, kallisto, Sailfish, MISO, rMATS

Ornekler arasi ifade farkliliklarinin belirlenmesi: DESeq2, TMM, Cuffidiff2, EdgeR
sayllabilir. Gen ifadesinin kantifikasyonunda salt okuma sayisi yerine cgesitli
normalizasyon islemleri uygulanarak rapor edilir: RPKM (bir milyon okuma basina
ekzon modelinin her bin bazlik bélimindeki okuma sayisi), FPKM (bir milyon okuma
basina ekzon modelinin her bin bazhk bolimiindeki fragman sayisi) ve FPKM’e
benzer bicimde hesaplanan ve diger iki yonteme gore daha sik tercih edilen TPM
(transkript sayisi / milyon).
Verilerin analizi sirasinda gesitli kalite kontrol basamaklari bulunur. Bu basamaklar ve
stk kullanilan in silico araglar (parantez iginde): PCR sonucu duplike okumalarin ve
rRNA/tRNA  okumalarinin  eliminasyonu, adaptérlerin = kesilmesi  (FASTQC);
haritalanmis okumalarin kalite kontroli, intronik ve intergenic okumalarin oraninin
belirlenmesi, degredasyona bagli 3’ biasi, gen lzerinde esit dagihm (RSeQC, Picard,
QoRTs); kantifikasyon, normalizasyon ve ifade farkhliklarinin  belirlenmesi
(betimleyici plotlar).
9. Diger tip dizilemeler ve yeni nesil dizilemenin diger kullanim alanlari
Kanserlerde uygulanan yeni nesil dizileme calismalari ile somatik mutasyonlarin
tespit edilmesi, ya da anne kaninda serbest dolasan fetal DNA’ya uygulanan yeni
nesil dizileme ¢alismalari ve benzeri gibi 6zel durumlarin kendilerine ait endikasyon,
laboratuvar, analiz ve kalite degerlendirme kriterleri olup bu konularin her biri ayri
calisma gerektirmektedir ve bu calismada deginilmemistir.
10. Veri saklama ve hasta raporlarinin takip edilebilirligi
NGS, devasa boyutta veri Uretir ve laboratuvarlar bu verileri ya kurum ici ya da
kurum disinda saklamayi tercih edebilir. Bulut teknolojisi veri analizi ve
saklanmasinda yayginlasan bir teknoloji olmaktadir. Ancak pek ¢ok bulut bilgisayar
ortami Saghk Sigortasi Tasinabilirlik ve Sorumluluk Yasasina uygun degildir, bu
nedenle laboratuvarlar veri saklama yonteminin bu Yasaya uygun oldugundan emin
olmalidir. YND analizlerinin ¢cok adimh dogasi nedeniyle birbirinden farkh bilgiler
iceren ve farkh buyikliikte olan dosyalar olusacaktir. YND dizileme goriinti dosyalari
birkac terabayt blyidkliginde oldugu icin genelde saklanmaz. Laboratuvarlar
heterojen dizi hizalama ve varyant cagirma algoritmalari kullanabilir, dolayisiyla YND
sirecinde Uretilen dosyalarin tiirt laboratuvarlar arasinda biyiik oranda farklilik
gosterecektir. Laboratuvarlar kendi politikalarinda hangi dosya tirlerini muhafaza
ettiklerini ve ne kadar siireyle muhafaza edeceklerini acikca belirtmelidir, bir veri
muhafaza politikasi gelistiriimeli ve yerel, devlet ve federal sartlara uygun olmalidir.
CLIA yonetmeligi analitik sistem kayitlarinin ve test raporlarinin en az 2 sene

61



saklanmasini sart kosar. Ulkemizde de benzer bir uygulama bulunmaktadir. YND
teknolojilerine uygunluk agisindan laboratuvarlarin ham veri dosyalarini en az 2 yil
sureyle saklamasini 6neririz. Boylece ilk sonuglar istendiginde tekrar Uretilebilir ve
sonraki analizlerde analitik pipeline bilgilerine basvurulabilir (bam veya fastq
dosyalari tim okumalari saklar). Ayrica laboratuvarlar hem VCF'yi hem de klinik
acidan ilgili varyantlarin alt kimelerini yorumlayan nihai klinik test raporunu
muimkin olan siire boyunca muhafaza etmeyi goz 6niinde bulundurmalidir.

10.1. Laboratuvarin Biyo-informatik Pipeline ile Uretilen Girdi Dosyalari,
Ara Dosyalar ve Nihai Veri Dosyalariyla ilgili Bir Politikasi Olmalidir
Laboratuvarlar biyo-informatik pipeline’i ile Uretilen veri dosyalarinin saklanmasi igin
bir prosedir gelistirip takip etmelidir. YND ve ilgili veri analizleri ile blyilk veri
dosyalari ortaya cikar, 6rnegin: Flowcell goriintileme dosyalari, baz degerlerini ve
kalite skorlarini iceren dizi okuma dosyalari, sonraki analiz adimlariyla olusan diger
ara dosyalar ve varyant metin dosyalari (VCF) gibi. Tim bu dosyalari uzun bir sire
muhafaza etmek genelde pek pratik ve ekonomik degildir, bu nedenle bu kontrol
listesi, laboratuvarlarin veri dosyasi muhafaza siirelerini ve nihai rapor
dizenlendikten sonra hangi dosyalarin muhafaza edilecegini belirten bir politika
gelistirmelerini ister. Laboratuvarlarin karsilik gelen kalite skorlariyla birlikte
dizileme dosyalarini (FASTQ dosyalari gibi) muhafaza etmeleri veya bu dosyalarin
tekrar uretilebilecegi bir arsiv formatinda (BAM dosyalari gibi) muhafaza etmeleri
tavsiye edilmektedir. Ayrica varyantlarin frekanslarina yonelik bir veri tabaninin
olmasi sonraki tanilarda varyantlarin onceliklendirilmesinde kullanilabilecegi igin
onemlidir. Bu formatlar daha sonraki bir tarihte tekrar analize olanak taniyacaktir.
Genom veya blyuk olgekli dizileme verilerinin, FASTQ dosyalarinin veya standart
arsiv formatlarinin uzun sirelerle saklanmasi mevcut saklama teknolojileriyle
maliyetli olabilir, ancak daha yeni sikistirilabilen formatlar yakin zamanda bir ¢6zim
sayilayacaktir. Bu dosyalarin ne kadar saklanacagl daha karmasik bir karardir ve
sayisiz konuya baglidir: veri setinin blylklGgu, laboratuvarin saklama kapasitesi, tibbi
ve hukuki konular, diger kurumsal, yerel veya ulusal veri saklama gereklikleri.
Laboratuvarin veri saklama ve dosya muhafaza etme siresi politikasinin kurumsal,
yerel veya ulusal veri saklama gerekliklerine uygun olmasi gerektigini vurgulamak
isteriz.

10.2. YND Veri Aktarimi Gizlilik Politikasi
Laboratuvar, dizileme verilerinin dahili ve harici saklanmasinin ve aktarilmasinin
hasta gizliligini ve glivenligini korudugunu garanti eden siiregleri agiklayan bir politika
ve prosediire sahip olmalidir—
Yeni nesil dizileme, 6zellikle gen dizileriyle ilgili olmak Gizere ¢ok biylk miktarda veri
ve su bilgileri Uretir: isim, dogum tarihi, tibbi kayit numarasi, koruma altindaki saghk
bilgilerinin diger o©geleri. Bu bilgiler her hastayr teshis etmekte kullanilabilir.
Laboratuvarlar bu bilgilerin gizliligini korumak icin kati prosedirler olusturmalidir.
Laboratuvarlar genom bilgilerini baska saghk kurumlarina ve (Uclinci taraf
tedarikcilere (bulut tabanli hesaplama kaynaklari saglayanlar gibi) aktarmak icin siki
politikalara sahip olmalidir. Gizliligi garanti eden prosedirler arasinda veri sifreleme,
glivenli veri aktarimi, kontrolli erisim ile kullanici kimligi dogrulama, koruma
altindaki saghk bilgileri ve verilerin iletilmesini ve kurumlardan ve/veya
kullanicilardan gelen bilgileri izleyen denetimler olmalidir.
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Ek Bilgiler

Kullanilan Analiz Araglari
1. Fastx Tool Kit
DNA sekans analizlerinde kalite kontrol icin kullanilan analiz araci setidir. Bu analiz
aracinin binary formati su linkten indirilebilir:
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/download.html
Fastx Tool Kit icinde yer alan analiz aracglarindan en Onemlileri sunlardir:
fastq_quality_converter, fastq_quality filter, fastq_quality _trimmer, fastx_clipper,
fastx_trimmer, fastx clipper
2. FastQC
Fastg sekans dosyalarini analiz edip kalite kontrol bilgileri sunan bir analiz aracidir.
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ adresinden ilgili isletim
sistemine uygun strimda indirilip kullanilabilir.
3. Picard Tools
icerisinde bircok analiz araci bulunduran analiz araci setidir. Bu setin SortSam isimli
hizalanmis sekans sonucu olusan bam dosyasini siralamak amaciyla kullanilan analiz
araci http://broadinstitute.github.io/picard/ adresinden indirilebilir.
Format Dénustirme
Degisik formatlarda kaydedilen sekans verileri ve onlarin gesitli 6zellikleri ile ilgili
dosyalarin bazi analiz araclarina girdi olmasi icin degisik formatlara donustirilmesi
gerekmektedir. Bunun igin bircok farkh yazilim kullaniimistir.
1. Fastx-ToolKit v0.0.13
Bu arac¢ paketi icerisindeki fastq_to_fasta araci ile fastq formatindaki sekans verileri
fasta formatinda donusturilmektedir.
2. Samtools v1.3.1
icerisinde bircok analiz araci iceren yaygin olarak bircok yazilim tarafindan kullanilan
programdir  (http://samtools.sourceforge.net/). samtools view araci, SAM
formatindaki veri ile onun binary formati olan BAM dosyasi arasinda format
dontsimU yapmaktadir.
3. Picard v2.5.0
SAM/BAM/VCF formatindaki dosyalar icin kullanilan icerisinde birgcok arac¢ bulunan bir
yazilimdir (https://broadinstitute.github.io/picard/index.html).
o SortSam araci ile SAM/BAM dontsimleri yapilmakta hem de veri sorgu ismine gore
ya da koordinata gore siralanabilmektedir.
o SamtoFastq araci ile SAM formatindaki dosya fastq formatinda dénustirdlmektedir.
Ayni islemin tersi FastqtoSam araci ile hizalanmadan vyapilmaktadir. o
VcfFormatConverter ile VCF-BCF donUsUmleri yapilmaktadir.
Kalite Kontrol, Kirpma, Onisleme
Girdi ham verisinden okuma kalitesi distk olan sekans parcaciklari cikartilir. Bu
amacla Fastx toolkit kalite kontrol vyazilim araclart kullanilabilir. Alternatif olarak
arastirilan ve test edilmis yazilimlar su sekildedir:

1. Fastx-ToolKit v0.0.13
DNA-sekans analizinde kalite kontrol icin kullanilir. icerisinde bircok analiz araci
barindiran ara¢ setidir (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Diger alternatif
araclara gore avantaji dokUmantasyonunun glzel hazirlanmis olmasi ve yaygin
kullaniminda dolayi kolay calistirilabilir olmasidir. Dezavantaj olarak cift-uclu okuma
verisi (paired-end) Uzerinde calisamamaktadir.
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1.1 Fastx Clipper
Okunan sekanslarda kullanicin belirledigi adaptor sekansinin ¢ikarilmasi ya da sadece
adaptor sekansi iceren okumalarin saklanmasini saglayan aractir.
1.2 Fastx Trimmer
Sekanslarinin sonundan ve basindan istenildigi miktarda kirpma islemi yapmak igin
kullanilir.
1.3 Fastq Quality Filter
Sekanslarin kalite degerlerine gore filtreleme islemi yapar. Belirlenen esik degeri
Uzerindeki sekanslari saklar digerlerini siler.
2. Skewerv0.2.2
Kalite kontrol icin kullanilan glncel bir analiz aracidir
(https://github.com/relipmoc/skewer).
o Adaptor sekans eleme, sekans uzunlugu kirpma, kaliteye gore kirpma islemleri
yapmaktadir.
o Fastx-ToolKit’'den avantaji hem tek-sonlu hem cift-sonlu veride Uzerinde
calisabilmektedir.
o Piyasadaki en hizli  kalite kontrol araci oldugu  soylenmektedir
(http://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2105-15-182).
3. Cutadaptv1.10
Sekans analizinde kaliteye gore filtreleme, adaptdr eleme, uzunluk kirpma islemleri
yapmaktadir (http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/index.html).
o Tek-uclu ve cift-uclu veri izerinde ¢alisabilmektedir.
o Diger analiz araglarindan farkli olarak farkli tiplerde adaptor eleme islemi
yapabilmektedir. Bu tipler; 3’, 5’ ve linked adapter’dir.
4. Trimmomatic v0.32
lllumina sekans verileri (izerinde adaptor sekans eleme, dislk kalite-ortalama kalite
sekans kirpma, belirli sekans uzunlugunda kirpma islemleri yapmaktadir
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic). Diger analiz araglari gére daha
hizhdir fakat fazla hafiza tiiketmektedir. (Ortalama 2.5 GB)
5. Fastg-MCF v1.04.636
Adaptor sekans eleme, sekans sonundan kirpma, kaliteye gore kirpma islemleri
yapmaktadir (https://code.google.com/archive/p/ea-utils/wikis/FastgMcf.wiki).
o Tek-uclu ve gift-uglu veri izerinde ¢alisabilmektedir.
6. FastQCv0.11.5
YND ile elde edilen sekans verisi icin  kalite  kontrol aracidir
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
o SAM-BAM-FASTQ formatindaki verileri isleyerek gorsellestirme yapabilmektedir.
o Sekans verisinde overrepresented sequence (en ¢ok tekrar eden) bulabilmektedir.
Boylelikle diger kiimeleme analizleri igin adaptor sekans belirlenmektedir.
o Her veri okuma pargasi icin ortalama kalite degerleri, tim sekanslarin ortalama kalite
degerleri, sekans uzunluk dagilimi grafikleri tiretmektedir.
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