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OZET Amag: Tiim ekzom dizileme [whole exome sequencing
(WES)], etiyolojisinde genetik ve klinik heterojenite gosteren hasta-
liklarin tanisinda kullanilan etkili bir molekiiler yontemdir. Ayrica bu
yontem ile hastanin genetik teste tabi tutulmasina neden olan birincil
hastalik disinda, ikincil bulgu olarak adlandirilan, yasamu tehdit eden
veya Onlenebilir hastaliga neden olan genlerdeki degisiklikler de tespit
edilebilir. Bu ¢aligmanin amaci, WES uygulanan hastalarda ikincil bul-
gularin sikligini arastirmaktir. Gereg ve Yontemler: Calisma retros-
pektif bir calismadir, 113 erkek ve 103 kadin olmak iizere toplam 216
hastanin WES verileri ikincil bulgular agisindan Amerikan Tibbi Ge-
netik ve Genomik Koleji [American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG)] SF v3.2 tavsiyelerine gore arastirildr. flgili gen-
lerdeki patojenik ve olasi patojenik varyantlar ¢alismaya dahil edildi.
Bulgular: Hastalarin 10’unda (%4,6) ikincil bulgu tespit edilmistir.
Tespit edilen ikincil bulgularm 4’i (%40) kanser fenotipleriyle iliskili
genlerde iken 6’s1 (%60) kardiyovaskiiler fenotipleriyle iliskili genler-
deydi. Lynch sendromu, ailesel hiperkolesterolemi ve dilate kardiyo-
miyopati, hastalarda en sik tespit edilen ikincil bulgularla iliskili
hastaliklardi. Dogustan gelen metabolizma hatalar1 fenotipleriyle ilig-
kili genlerde ikincil bulgu tespit edilmedi. Sonu¢: Bildigimiz kadartyla
Tiirk toplumunda giincel ACMG tavsiyeleriyle WES verilerinden ikin-
cil bulgular1 degerlendiren yayimlanmis bir ¢alisma yoktur. WES veri-
lerinden morbidite ve mortaliteyi onlemeyi veya onemli dlciide
azaltmay1 amaglayan bilgileri ¢ikarmak, degerli ve hayat kurtarici bir
¢abadir. Bu ¢aligmanin sonuglari, ekzom dizilemede ikincil bulgular
hakkinda mevcut bilgilere ve Tiirk toplumunda gelecekteki calismalara
katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tesadiifi bulgular; tiim ekzom sekanslama

ABSTRACT Objective: Whole exome sequencing (WES) is an ef-
fective molecular method used in the diagnosis of diseases that show
genetic and clinical heterogeneity in their etiology. Also with this
method, in addition to the primary disease that causes the patient to un-
dergo genetic testing, variants in genes that cause life-threatening or
preventable diseases, called secondary findings, can also be detected.
The aim of this study is to investigate the frequency of secondary find-
ings in patients undergoing WES. Material and Methods: The study
is a retrospective study and WES datas of 216 (113 male, 103 female)
patients were investigated for secondary findings according to Ameri-
can College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) SF v3.2 rec-
ommendations. Pathogenic and likely pathogenic variants in relevant
genes were included in the study. Results: Secondary findings were
detected in 10 of the (4.6%) patients. Of the secondary findings de-
tected, 4 (40%) were in genes related to cancer phenotypes and 6 (60%)
were in genes related to cardiovascular phenotypes. Lynch syndrome,
familial hypercholesterolemia and dilated cardiomyopathy were the
most frequently detected diseases in patients. No secondary findings
were detected in genes related with inborn errors of metabolism phe-
notypes. Conclusion: To our knowledge, there is no published study
evaluating secondary findings from WES data with current ACMG rec-
ommendations in the Turkish population. Extracting information aimed
at preventing or significantly reducing morbidity and mortality from
WES data is a valuable and life-saving endeavor. The results of this
study will contribute to the current knowledge about secondary findings
in exome sequencing and future studies in the Turkish population.
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Son yillarda teknolojideki ilerleme, artik birey-
lerin genomunun uygun bir maliyetle dizilenmesini
miimkiin kilan genomik tibbin gelismesine yol agti.
Yeni nesil dizileme, bir bireyin genomunu veya tiim
genomun %1,5’ine karsilik gelen kodlama bdlgele-
rini iceren ekzonlarini analiz etmek i¢in kullanilan
yenilik¢i bir teknoloji haline geldi.! Yeni nesil dizi-
leme ve 6zellikle tiim ekzom dizileme [whole exome
sequencing (WES)], artik rutin uygulamada ve arag-
tirmada yaygin olarak kullanilmaya baglandi.! WES,
klasik yaklasimlarla belirlenemeyen Mendeliyen ka-
litim gosteren hastaliklarin molekiiler temellerini an-
lamamiza da yardime: oldu.

Genetik bir hastaligin tanisinda, fizik muayene,
laboratuvar testleri, radyolojik goriintiilleme ve aile
Oykiisiinii i¢eren hastanin kapsamli bir klinik deger-
lendirilmesi gerekir. Bir bireyin genetik test istenme-
sine neden olan klinik durumunu tamamen veya
kismen agiklayan genetik varyantlara birincil bulgu-
lar ad1 verilir. Bir gendeki, bireyin klinik durumuyla
ilgili olmayan ancak yine de hasta i¢in tibbi degeri
olabilecek patojenik veya olasi patojenik bir varyant
ikincil bulgu (IB) olarak adlandirilir.

2013 yilinda, Amerikan Tibbi Genetik ve Ge-
nomik Koleji [American College of Medical Gene-
tics and Genomics (ACMGQG)], tibbi olarak eyleme
gecirilebilen Mendeliyen kalitim gosteren bozuk-
luklarla iligkili 56 genden (v1.0) olusan bir liste ya-
yimlayarak “tesadiifi bulgularin” rapor edilmesine
yonelik 6nerilerde bulunmustur.? Bu listede bulunan
genler; kanser fenotipleriyle (KF) iliskili genler,
kardiyovaskiiler fenotipleriyle (KVF) iligkili genler
ve dogustan gelen metabolizma hatalar1 fenotiple-
riyle iliskili genler olmak {izere 3 ana kategoride si1-
niflandirilmigtir. 2016 yilinda bu bulgularin adi
“IB”ler olarak revize edilmistir ve 1 genin ¢ikaril-
dig1 (MYLK) ve 4 genin (BMPRI1A4, SMAD4, ATP7B,
OTC) eklendigi gen listesi giincellenmistir.’ Bu gen
listesi 2021 ve 2022 yillarinda sirasiyla 6nce 73
gene sonra 78 gene genisletilmistir.*> Su anda kul-
lanilan 2023 yilina ait olan giincel listede (v3.2) 81
gen bulunmaktadir.® Liste her giincellemede genis-
lese de bunu minimum bir liste olarak siirdiirme he-
defi devam etmektedir.® ACMG IB’ler listesinin
yillik olarak giincellenmesine yonelik bir cerceve de
belirlemis bulunmaktadir.
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Calismada, ACMG IB’ler listesinin en son siirii-
miinden (v3.2) yararlanilarak, klinik olarak genetik
hastaliklardan siiphelenilen ve WES uygulanan bi-
reylerde IB’lerin sikligini aragtirdik.

I GEREC VE YONTEMLER

HASTALAR

Caligmada 2020-2022 yillar arasinda norogelisimsel
gerilik, epileptik ensefalopati, retinal bozukluklar,
metabolik ve endokrinolojik bozukluklar, iskelet bo-
zukluklar1 sebebiyle WES yapilan 216 hastanin WES
verileri retrospektif olarak degerlendirildi. Tiim has-
talar veya hasta velileri yiiz yiize bilgilendirildi ve ya-
z1l1 onamlar1 alindi. Caligma, Helsinki Deklarasyonu
prensiplerine uygun olarak yapildi. Caligma, KTO
Karatay Universitesi Tip Fakiiltesi flag ve Tibbi
Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu (tarih: 27 Ekim
2023; no: 2023/008) ve Konya Sehir Hastanesi Egi-
tim Planlama Kurulu (tarih: 7 Eyliil 2023; no: 09-29)
tarafindan onayland.

MOLEKULER CALISMA

Hastalarin kan &rneklerinden ticari kitler kullanilarak
genomik DNA izole edildi. DNA dizileme kitaplik-
lar1, cogunlukla ticari hazirlama kitleri kullanilarak
kimyasal par¢alama ile olugturuldu. Qiagen firmasina
ait “QIAseq Human Exome Kit”i (Qiagen, Almanya)
kullanilarak insan genomunun 37 Mb biiytikliigiin-
deki ekzonik bolgeleri hedef alindi. Hedef bolgelerin
~%99’unda en az 20X ve lizeri kapsama derinligi he-
deflenildi. Islak laboratuvari takiben dizileme islemi
[llumina Novaseq 6000 cihazi (Illumina, San Diego,
USA) ile yapilmistir. Akabindeki biyoinformatik sii-
recler (bel’den fastq doniisiimil, kalite degerlendir-
meleri, referans genom haritalama, diisiik kalitedeki
okuma ve varyantlarin filtrelenmesi ve vcf dosyasi
olugturma) “Qiagen CLC Genomics Workbench
12.0.3” lizerinde gergeklestirilmistir.

IKINCIL BULGULARIN DEGERLENDIRILMESI

Varyantlarin degerlendirilmesinde Qiagen firmasina
ait “Qiagen Clinical Insight, QCI”” yazilim1 kullanild.
Varyantlar patojeniteleri ve nedenselliklerine gore
degerlendirildi ve ACMG yonergelerine gore 5 si-
nifta kategorize edildi; patojenik [pathogenic (P)]
varyant, “hastalik yapici etkisi kesin olarak bilinen
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varyantlar”, olasi patojenik [likely pathogenic (LP)] varyant, c
“hastalik yapici etkisi kesin olarak bilinmese de hastalik se- s8938s2838888s:.
bebi olabilecegine dair giiglii kanitlar bulunan varyantlar”, 2
6nemi bilinmeyen varyant [variant of uncertain significance s
(VUS)], “hastalik yapict etkisi hakkinda herhangi bir yoru- é 2
mun yapilamadig1 varyantlar”, olasi benign varyant [likely be- 3 3 é
nign (LB)], “hastalik yapic1 etkisi olmadig1 kesin olarak % § é
bilinmese de hastalik yapmadigina dair gii¢lii kanitlar bulu- g “é 5 2 £ £
nan varyantlar” ve benign (B) varyant “hastalik yapici etkisi % 5 g g £ ‘"é E g
olmadig1 kesin olarak bilinen varyantlar”.” IB’ler ACMG SF _E EE % g §: g -
v3.2 tavsiyelerine gore degerlendirildi. ilgili genlerdeki pato- f558:8582£8¢2
jenik ve olasi patojenik varyantlar belirlendi. Hastalara gene- § % g g % § % :3? E é é
tik danigmanlik, tibbi genetik uzmanlar tarafindan verildi.
[ 2 N-H-
BULGULAR A N EEEE
Calisma grubu 113 erkek ve 103 kadin olmak {izere toplam 5 % H E
216 hastadan olusmaktaydi. Hastalarin 10’unda (%4,6) IB tes- E s , & EEE
pit edildi (Tablo 1). IB tespit edilen hastalarin 3’ erkek, 7’si S -
kadindi. Bu varyantlar toplamda 7 farkli genetik hastalikla % 2 § g % % § % % %
iliskili 10 farkli gende (4POB, BRCA2, LDLR, LMNA, MSH2, 5385 S E R
MSH6, MYL3, SCN5A, SDHD ve TTN) bulunmaktaydi. gl ErE R
Tespit edilen IB’lerden 4’ii (%40) KFlerle iliskili gen- % %‘ o =B i
lerdeydi; BRCA2 herediter meme ve/veya over kanseri -1, S, § < "Ea .82 . % 2 2
MSH?2 Lynch sendromu -1, MSH6 Lynch sendromu -1 ve £ %, % E % % g % % % p
SDHD herediter paraganglioma-feokromositoma sendromu - é £a39443335%9%3
1. Geri kalan 6 IB (%60) KVF’lerle iliskili genlerdeydi; % c c c
APOB ailesel hiperkolesterolemi -1, LDLR ailesel hiperko- e § §’ § E
lesterolemi -1, LMNA dilate kardiyomiyopati -1, TTN dilate < g o 3 £ g = gla o = §
kardiyomiyopati -1, MYL3 hipertrofik kardiyomiyopati -1 ve 8 % 2 g é 2 % % % % 2 g %
SCN5A4 uzun QT sendromu 3; Brugada sendromu -1. Dogus- E’: d B EH EH BB §
tan gelen metabolizma hatalar1 fenotipleriyle iligkili genlerde C 8558583580358 % 2
IB tespit edilmedi. 'qgig gEEREB 28 E %
SEzEsgzgse s
Lynch sendromu, ailesel hiperkolesterolemi ve dilate kar- g
diyomiyopati hastalarda en sik tespit edilen IB’lerle iliskili < 5
hastaliklardi. Tespit edilen hastaliklarin tamami otozomal do- N B % a N e E;
minant kalitim gdstermekteydi ve hastalar bunlar igin hetero- - g g E é‘ 3 é 2B g g
zigot zigositeye sahiptiler. Missense varyantlar en sik goriilen E R&eS =T =%l )
(5/10) varyant tipiydi. Digerleri sirasiyla, frameshift delesyon A . B.B.-B._N. %
(3/10) ve nonsense varyantlardi (2/10). :&: % g g % g g é é % % %
J—
Jeri, B , 8322 _zg3%=s|;z
Caligmada 216 hastanin WES verileri, IB’ler agisindan giin- gx22g £z£38¢g|=
cel ACMG onerilerine gore degerlendirildi ve hastalarin 2
10’unda primer hastalig1 ile iligkisi olmayan LP/P varyantlar “‘% f
saptandi1. Calismamizda IB siklig1 %4,6 olarak tespit edildi. Sw v wx xuwxxxx §
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Ulkemizde 622 hastaya ait klinik ekzom verilerinin
arastinldig1 calismada, IB siklig1 %2,1 tespit edil-
mistir.® Calismamizda daha yiiksek ¢ikmasinin se-
bebi,
incelenen gen sayisinin daha fazla olmasi olabilir.

WES verilerinin arastirilmis olmast ve
Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda, ACMG oneri-
leri dogrultusunda incelenen gen sayis1 farkliliklar
gosterebilmektedir (56, 59, 73 veya 78 gen).

Literatiirde tespit edilen iB sikliklar1 %0,6-6,6
arasinda degismektedir.”!® Aloraini ve ark. yaptiklar
calismada, Suudi niifusundaki IB sikligmi %8 gibi
yiiksek bir oranda bulmuslardir.!" Ancak ¢alismaya
katilan aile sayisina (574) gore 48 bireyde IB siklig
hesaplanmigtir. Tiim katilimcilarin (1.254) hesapla-
maya dahil edilmesi durumunda iB siklig1 5nemli 61-
clide azalacaktir (%3,83).

Literatiirde IB ¢aligmalarma dahil edilen kati-
limci sayis1 161-21.915 arasinda degismektedir.!>!3
Orneklem biiyiikliigiiniin ¢ok biiyiik oldugu calisma-
lar etik ve finansal bazi engeller ortaya koyabilir,
ancak orneklem biiyiikliigiiniin ¢ok kii¢lik oldugu ¢a-
ligmalar bulgularin toplum diizeyine yansitilmasini
engelleyebilir."* Yayimlanan ¢aligmalar arasinda en
yiiksek tespit edilen IB frekanslari, %6,6 ve %6,1 ile
strasiyla 196 ve 280 katilimcr sayis1 nispeten diisiik
olan galismalarda gosterilmistir.'®!

IB calismalariin ¢ogu Cin, Hollanda, Katar,
Kore, Liibnan, Pakistan, Singapur, Suudi Arabistan
ve Tayland gibi yerel popiilasyonlar1 temsil edi-
yordu.”!:15-20 Literatiirde 4 ana ata grubundaki
(Avrupa, Dogu Asya, Afrika ve Amerika) 14 farkl
popiilasyonu igeren temsili galigmalar vardi.>! Calig-
mamiz lilkemizde, bildigimiz kadariyla WES verile-
rinden giincel ACMG o6nerileriyle 1B frekansimin
arastirildigr ilk ¢aligmadir.

ACMG yoénergelerinde 1B’lerle iliskili giincel-
lemelerine bagli olarak ¢aligmalarda incelenmesi ge-
reken gen sayisi artis gostermektedir. Dolayistyla
giincel ¢aligmalarda incelenen gen sayisi daha fazla-
dir. Son yaymmlanan ACMG SF v3.2 yonergesine
gore incelenmesi Onerilen gen sayisi 81°dir.° Bildigi-
miz kadariyla bu ¢aligma diginda ACMG SF v3.2’nin
kullanildig1 bir ¢alisma heniiz yapilmamustir.

Yalnizca hasta bireylerle yapilan ¢aligmalarda,
IB frekansmin %1,0-6,1 arasinda degistigi bildiril-
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mistir.">?? Yalnizca asemptomatik bireylerle yapilan
calismalarda ise IB frekansmin %0,6-2,7 arasinda
degistigi rapor edilmistir.”!” Calismamiz sadece
hasta bireylerden olusmaktadir ve iB frekans: litera-
tiir ile uyumludur. Literatiirdeki ¢aligmalarda IB sik-
liginin farkli bulunmasi; ACMG giincellemeleriyle
incelenmesi Onerilen gen sayisinin artmasi, yontem
farkliligi, orneklem biyiikligi, semptomatik/
asemptomatik bireylerin dahil edilmesi ve farkli cog-

rafyalardan kaynaklanabilmektedir.

Literatiirdeki IB ¢alismalarinda kanser ve KVF
ile ilgili hastaliklar daha sik goriilmektedir. Onceki
calismalarda KF orant %16,7-46,2 ve KVF orani
%11,7-54,5 arasinda degismektedir.'®!>'” Calisma-
mizdaki ytiksek KVF yiizdesi (%60) kullanilan farkli
ACMG versiyonlariyla kismen agiklanabilir. ACMG
v3.2°yi kullanarak 77N genine ait bir varyant: daha
dahil ettik. ACMG IB giincel listesinin v3.0’dan
farki, TTN geninin de listeye dahil olmasidir. Bu da
KVF yiizdesinin artmasina katk1 saglamus olabilir. IB
calismalarinda, KVF’de en sik uzun QT sendromu 3;
Brugada sendromu ve hipertrofik kardiyomiyopati
rapor edilmistir. BRCA1/2 iligkili herediter meme
ve/veya over kanseri ve Lynch sendromu en sik bil-
dirilen kanser sendromlaridir. Siklikla bildirilen
diger IB’ler arasinda ailesel hiperkolesterolemi, ma-
lign hipertermi, Marfan sendromu ve Loeys-Dietz
sendromu yer alir. Calismamizda KF iligkili hasta-
liklarda en sik Lynch sendromu tespit edilirken, KVF
iligkili hastaliklarda dilate kardiyomiyopati ve ailesel
hiperkolesterolemi tespit edilmistir. Genel olarak,
IB’lerde tespit edilen hastaliklarin siklig1, esas olarak
hastaliklarin popiilasyondaki yayginligmi yansit-
maktadir. Prevalansi yiiksek olan hastaliklar daha
yiksek siklikta tespit edilmistir: Lynch sendromu
%0,44, dilate kardiyomiyopati 9%0,25-0,4 ve ailesel
hiperkolesterolemi %0,2-0,5.2%2°

Caligmada, dogustan gelen metabolizma hatalari
fenotipleriyle iliskili bir hastalik tespit edilmemistir.
Bunun sebebi bu gruptaki hastaliklarin yenidogan do-
neminde bulgu vermesi, yenidogan tarama progra-
minda olmasi veya metabolik testlerle tan1 almasi
olabilir. Raporlanmasi 6nerilmeyen VUS varyantlarin
ontimiizdeki yillarda patojenitesinin ek caligmalarla
netlesmesi ve ACMG listesinin genislemesi ile IB
frekanslarinda artis olmasi beklenmektedir.
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ACMG, listede yer alan otozomal resesif kaliti-
lan hastaliklarda 2 P/LP varyant bulunan bireylerin
raporlandirilmasini 6nermektedir. Tek P/LP varyanti
bulunan tastyici bireyler gozden kagmaktadir. Akraba
evliliklerinin yogun oldugu toplumlarda tasiyict bi-
reylerin de raporlandirilmasinin sonraki nesiller igin
faydali olacagini diisiinmekteyiz.

Calisma grubu semptomatik bireylerden olus-
maktadir ve sonuclarin dogrudan bir biitiin olarak
Tiirkiye niifusunu yansittigini iddia etmek giictiir.

I SONUG

WES, Mendeliyen kalitim gosteren ve kompleks ge-
netik hastaliklarin nedenlerinin anlasgilmasinda biiyiik
ilerlemelere yol acan ileri bir molekiiler yontemdir.
Ote yandan ekzom verileri analiz edilirken, diger aile
iyelerini ilgilendiren, yasami tehdit eden ve/veya 6n-
lenebilir hastaliklara neden olan veya yatkin hale ge-
tiren genomik degisikliklerle karsilasilabilir. Etik ve
psikososyal sorunlara yol agabilecekleri i¢in bunlar
bildirmeye karar vermek zordur. 2023 yilinda bildi-
rilen ACMG tavsiyeleri, bu konuda bize yol goster-
mektedir ve 81 gendeki P/LP degisikliklerin
bildirilmesini onermektedir. Ancak her toplumun
genom havuzunun farkli olmasinin yani sira sosyo-
demografik 6zellikleri ile de digerlerinden farklilik

gosterdiginden, bu listenin gozden gecirilmesi ve ge-
nigletilmesi kaginilmaz goriinmektedir. Bildigimiz
kadariyla Tiirk toplumunda giincel ACMG o6nerile-
riyle WES verilerinden iB’leri degerlendiren yayim-
lanmig bir caligma yoktur, bu nedenle Tiirk
toplumunun WES verilerini degerlendiren bu ¢alis-
manin literatiire katki saglayacagini iimit etmekteyiz.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmanugtir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-

ligi veya tiyeleri ile iligkisi, danigsmanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlar: yoktur.
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