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MOLEKULYAR-GENETIK DIAGNOSTIKADA ILLUMINA ASOSIDAGI

NGS VA BIOINFORMATIK TAHLIL
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PE3IOME

Lenv uccneoosanusn. Ilpoananusuposamsv unme-
2puposanHvle QUASHOCMUYecKUe nooxXoobl, OCHOBAHHbIE
HA MONEKYIAPHO-2EHEMUYeCKOl OUAZHOCmUKe 8 neodu-
ampuyeckoui npakmuke, mexnonocuu Next Generation
Sequencing — NGS na naameopme Illlumina, 6uoungop-
MAMU4eCKomM auauze, a maxkce onpeoeieHul akmus-
Hocmu a-eanakmosudasel A u buomapkepa Lyso-GL-3 6
obpasyax cyxoeo nsmua kposu — DBS, ¢ yenvio panne-
20 GbIAGLEHUS HACIEOCMBEHHBIX U PEOKUX 3A00N1e6aHuUll,
NOOMBEPICOCHUS. IMUOTOSUYECKO20 OUACHO3A U OYEHKU
PUCKA NOBMOPHO2O BO3HUKHOGEHUs 3a001€8aHUs 6 ce-
Mbe.

Mamepuan u memoowvt uccnedosanus. B uccne-
dosanue 6Ovuiu ekaoveHvl 388 nayuenmos, ommocs-
WuUxcsL K epynne 8blcOKo2o pucka no 6onesnu Padpu.
Monexynapno-eenemuueckoe ucciedo8anue nposoou-
n0ch ¢ ucnonvzoeanuem mexnonozuu Illumina NovaSeq
X

Pesynomamut. Cpeou 388 nayuenmog epynnol 6bvi-
coKo20 pucka Ovlau eviasiensl 7 npobandos. 1o pesynsb-
mamam cemeuHo20 CKpuHunea obujee yucio Hocumenell
séapuanma 1VS4+919G> A eena GLA cocmasuno 25
yenosek. Y npobanoos ¢ noo0meepiIcOEHHbIM OUASHO30M
npeobaadaiu NOpadicerust cepoeyHo-coCcyOucmou cucme-
Mbl, NOYEK U JHCEYOOUHO-KUUEUHO20 MPAKMA.

3aknrwuenue. Couemanue mexnonroeuu NGS, 6uo-
XUMUYECKO2O0 CKPUHUHeA U OUOUHDOpMaAmMU4ecKkol um-
mepnpemayuu, ochosannol na kpumepusx ACMG/AMP,
cnocobemeyem co30anur0 3PhexmusHo2o0 OuasHoCmu-
YecKoeo aneopumma Oisi PAHHe2o BbIAGNEeHUsT U NOO0-
meeporcoenuss Ophanuvlx 3a001e8anuil y oemeil.

Knroueswvie crosa: Illumina, NGS, 6uoungopmamu-
yeckutl ananus, oonesnv DPadpu, een GLA, o-earaxmo-
sudaza A, Lyso-GL-3, neouampus, opgannule 3ab60nesa-
HUSL.

So‘nggi yillarda molekulyar-genetik diagnostika
klinik tibbiyotning ikkilamchi yo‘nalishidan etiologik
tashxis qo‘yishning asosiy bosqichiga aylandi. Aynigsa
pediatriyada tug‘ma rivojlanish nugsonlari, nevrologik
sindromlar, metabolik krizlar, kardiomiopatiyalar,
buyrak zararlanishi, ko‘rish va eshitish nuqgsonlari
bilan kechuvchi kasalliklarda aniq tashxislash klinik
ahamiyat kasb etadi. Bunday holatlarda bir klinik belgiga
asoslangan tashxis asosiy hollarda yetarli bo‘lmaydi,
chunki ko‘plab irsiy kasalliklar fenotipik jihatdan bir-
biriga o‘xshash bo‘ladi.
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SUMMARY

Objective. To analyze integrated diagnostic ap-
proaches in pediatric practice based on molecular ge-
netic diagnostics, Illumina-based Next Generation
Sequencing — NGS, bioinformatic analysis, and the de-
termination of a-galactosidase A activity and Lyso-GL-3
biomarkers in dried blood spot — DBS samples, aimed at
the early detection of hereditary and rare diseases, con-
firmation of the etiological diagnosis, and assessment of
familial recurrence risk.

Materials and methods. The study included 388 pa-
tients belonging to a high-risk group for Fabry disease.

Molecular genetic testing was performed using the
Illumina NovaSeq X platform.

Results. Among 388 high-risk patients, 7 probands
were identified.

Family screening revealed a total of 25 carriers of
the GLA gene 1VS4+919G>A variant. In probands with
a confirmed diagnosis, cardiovascular, renal, and gastro-
intestinal involvement predominated.

Conclusion. The combination of NGS technology,
biochemical screening, and bioinformatic interpretation
based on ACMG/AMP criteria contributes to the devel-
opment of an effective diagnostic algorithm for the early
detection and confirmation of orphan diseases in chil-
dren.

Keywords: Illumina, NGS, bioinformatic analysis,
Fabry disease, GLA gene, a-galactosidase A, Lyso-GL-3,
pediatrics, orphan diseases.

Keyingi avlod sekvenslash texnologiyalari, ya’ni
Next Generation Sequencing (NGS), bir vaqtning o°zida
ko‘plab genlarni tahlil gilish, kasallik sababchi nukleotid
variantlarini aniqlash hamda natijani klinik fenotip bilan
bog‘lash imkonini beradi. Illumina platformalari gisqa
o‘qishli, yuqori o’tkazuvchanlik va past xatolik darajasi
bilan klinik laboratoriyalarda keng qo‘llanadi [8].
Amaliy diagnostikada bunday tahlil nishon gen paneli,
butun ekzom sekvenslash (WES) yoki butun genom
sekvenslash (WGS) shaklida bajarilishi mumkin.
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Orfan kasalliklar ichida lizosomal saqlash kasalliklari
klinik va laborator jihatdan alohida ahamiyatga molik.
Fabri kasalligi GLA genidagi patogen variantlar
bilan bog‘liq X-xromosomaga bog‘liq lizosomal
saglash kasalligi bo‘lib, o-galaktozidaza A fermenti
yetishmovchiligi natijasida globotriaosilseramid va
Lyso-GL-3 to‘planishi bilan tavsiflanadi [2,3]. Kasallik
yurak, buyrak, periferik nerv tizimi, ko‘z, miya va
oshqozon-ichak tizimini zararlashi mumkin. Uning erta
belgilari nospetsifik bo‘lgani uchun yuqori xavf guruhlari
va oilaviy skrining muhimdir.

Laborator algoritm faqat sekvenslashdan iborat
emas. Klinik diagnostikada DBS namunasi, ferment
faolligi, metabolik markerlar, DNK tahlili va variant
interpretatsiyasi bir-birini to‘ldiradi. Masalan, Fabri
kasalligida a-Gal A faolligining pasayishi, Lyso-GL-3
oshishi va GLA genidagi patogen variantning aniqlanishi
birgalikda tashxisni kuchaytiradi [3]. Shu sababli klinik
laboratoriyada NGS natijasi bioinformatik tahlil ketma-
ketligi va ACMG/AMP mezonlari asosida standart talqin
qilinishi kerak [4,7].

TADQIQOT MAQSADI

Illumina asosidagi NGS texnologiyasi va bioinfor-
matik tahlil bosqichlarining molekulyar-genetik diagnos-
tikadagi o‘rnini yoritish, shuningdek, Fabri kasalligi
misolida DBS-biokimyoviy skrining, GLA genini
sekvenslash va oilaviy skrining natijalarini grafik hamda
jadval ko‘rinishida tahlil qilishdan iborat.

MATERIALLAR VAUSULLAR

Fabri kasalligi bo‘yicha tadqiqotda 31 oy davomida
388 yuqori xavfguruhidagi shaxs DBS orgali tekshirilgan.
Mualliflar a-Gal A faolligi past bo‘lgan yoki Lyso-GL-3
darajasi yuqori bo‘lgan bemorlarda GLA genining
sekvenslash tekshiruvini bajargan. Erkaklarda a-Gal A
<2,40 umol/L/soat bo‘lsa, keyingi bosqichda GLA tahlili
va Lyso-GL-3 baholangan; ayollarda esa Lyso-GL-3
>1,10 ng/ml bo‘lsa, GLA sekvenslash bajarilgan (1-rasm,
1-jadval).

Illumina va ONT platformalari bo‘yicha tadqiqotda
uchta namunada uchta virus va uchta viroid aniqglash
imkoniyati  baholangan. Illumina NovaSeq X
platformasida juft uchli o‘qishlar, 2x150 bp formatida
hosil qilingan; ONT MinlON platformasida esa uzun
o‘qishlar, shtrix-kodlangan kutubxonalarni birlashtirish
va real vaqtga yaqin tahlil imkoniyati ko rib chiqilgan.

NGS

gumon skrining

1. Klinik 2. DBS 3. DNK 4. FASTQ 5. ACMG

| variantlarni anialash |=p-
xulosa

panel

Natija: erta molekulyar tashxis, oilaviy skrining va individual klinik garor

1-rasm. Orfan kasalliklar uchun integratsiyalashgan laborator algoritm: klinik gumon, DBS-biokimyoviy skrining,
Illumina NGS va ACMG asosida talqin.

1-jadval

Fabri kasalligi bo‘yicha yuqori xavf guruhlarini tanlash mezonlari va tekshirilgan bemorlar soni

Yuqori xavf belgisi n Laborator-genetik ahamiyati

Noma’lum etiologiyali surunkali buyrak kasalligi | 165 | Proteinuriya/gematuriya bilan Fabri ehtimolini baholash
Noma’lum etiologiyali insult 58 | Yosh yoki noaniq insultda lizosomal kasallikni istisno qilish
Noma’lum etiologiyali yurak-qon tomir kasalligi | 114 | LVH, yurak yetishmovchiligi yoki aritmiyada GLA tahlili
Akroparesteziya 38 | Periferik nerv zararlanishi va og‘riq krizlari

Angiokeratoma 4 Klassik fenotipga xos teri belgisi

Gipo/anhidroz 5 Vegetativ nerv tizimi belgisi

Cornea verticillata yoki linza xiralashishi 1 Koz belgisi orqali skrining

Noma’lum etiologiyali qorin og‘rigi/diareya 3 GI tizim zararlanishi

NATIJALAR VA MUHOKAMA

Adabiyot ma’lumotlari asosida tuzilgan tahlil shuni
ko‘rsatadiki, Fabri kasalligida yuqori xavf guruhlarini
magqgsadli  skrining qilish tashxis samaradorligini
oshiradi. 388 nafar tekshirilgan shaxs ichidan 7 nafar
proband aniqlangan, bu 1,80% diagnostik chiqimga
teng. Keyingi oilaviy skrining 18 nafar qo‘shimcha
GLA IVS4+919G>A varianti tashuvchisini aniqlagan va
umumiy aniqlash ko‘rsatkichi 25/388, ya’ni 6,44% gacha
oshgan (2-rasm).

Ushbu natija klinik laboratoriya uchun muhim
xulosani beradi: proband aniqlangandan keyin faqat
bemorni emas, balki uning biologik qarindoshlarini
ham magsadli tekshirish kerak. X-xromosomaga bog‘liq
kasalliklarda erkak bemorlarda ferment faolligi ko‘pincha
ancha pasayadi, geterozigot ayollarda esa fenotip yengil
yoki kechroq namoyon bo‘lishi mumkin. Shuning uchun
ayollarni faqat ferment faolligi bilan baholash ayrim
holatlarda yetarli bo‘lmasligi mumkin va Lyso-GL-3
hamda GLA sekvenslash muhim ahamiyatga ega.
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Fabry kasalligida yuqori xavf va oilaviy skrining natijalari

Yuqori xavf guruhi

7 (1,80%)

Probandlar

Oilaviy skriningda topilganlar 18

Jami GLA varianti 25 (6,44%)
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2-rasm. Fabri kasalligida yuqori xavf skriningi va oilaviy skrining natijalari.

Tahlil gilingan ma’lumotlarda GLA 1VS4+919G>A
varianti bo‘lgan bemorlarda eng ko‘p yurak-qon tomir
tizimi zararlanishi kuzatilgan. Yurak zararlanishi 60%
bemorlarda qayd etilgan; bu Fabri kasalligining kech
boshlanuvchi shakllarida chap qorincha gipertrofiyasi
va aritmiyalar bilan namoyon bo‘lishi mumkinligini
ko‘rsatadi. Buyrak zararlanishi 36%, oshqozon-ichak
belgilar 24%, ko‘z belgilar 20%, periferik nervlar 16%
va miya zararlanishi 12% bemorlarda uchragan (3-rasm).

Bu ko‘rsatkichlar pediatriya amaliyotida ham ahamiyatli:
bolalarda Fabri kasalligi doimo to‘liq klassik klinik
ko‘rinishda boshlanmaydi. Ba’zi hollarda oyoq-qo‘llarda
og‘riq, terlash buzilishi, qorindagi noma’lum og‘riglar
yoki oilaviy anamnez dastlabki signal bo‘lishi mumkin.
Shu sababli laborator yo‘llanma formasida klinik belgilar,
oilaviy anamnez, qarindoshlar nikohi, yoshi, jinsi va
oldingi instrumental tekshiruvlar natijalarini ko‘rsatish
zarur (2-jadval, 4-rasm).

GLA IVS4+919G>A varianti bo‘lgan bemorlarda organlar zararlanishi
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3-rasm. GLA IVS4+919G>A varianti aniqlangan bemorlarda organlar va tizimlar zararlanishi ulushi.

2-jadval
Fabri kasalligida asosiy laborator markerlar medianasi va klinik talqini
Ko‘rsatkich Erkak Fabri | Erkak nazorat | Ayol Fabri | Ayol nazorat | Talgin
a-Gal A, umol/L/soat | 0,74 4,05 1,87 3,96 Ferment faolligi pasayishi Fabri foydasiga
Lyso-GL-3, ng/ml 479 0.22 1,01 030 Su‘bstrat/l?letaboht oshishi kasallik faolligini
ko‘rsatadi
Statistik ahamiyat p <0,05 — p <0,05 — Guruhlar orasida ishonchli farq mavjud

NGS natijalarini  klinik talqin qilishda FASTQ
fayldan boshlab yakuniy laborator xulosagacha bo‘lgan
har bir bosqich nazorat qilinishi kerak. Birinchi
bosqgichda o‘qish sifati, adapter qoldiglari va sekvenslash
gamrovi baholanadi. Keyin o‘qishlar referens genomga
moslashtiriladi, genetik variantlarni aniqlash amalga
oshiriladi, variantlar annotatsiya qilinadi va populyatsion
chastota, ogsilga ta’sir, oldingi klinik kuzatuvlar hamda
bemor fenotipi bilan mosligi ko‘rib chiqiladi.

Variantlar ACMG/AMP mezonlari asosida patogen,
ehtimol patogen, noaniq klinik ahamiyatli, ehtimol
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xavfsiz (likely benign) va xavfsiz (benign) toifalarga
ajratiladi [5,7]. Klinik laboratoriya xulosasida faqat
variant nomi emas, balki uning zigozlik holati, gen,
transkript, nukleotid va oqsil darajasidagi nomenklaturasi,
irsiylanish turi hamda tavsiya etiladigan oilaviy tekshiruv
ko‘rsatilishi kerak. Aynigsa noaniq klinik ahamiyatli
variantlarda yakuniy tashxis qo‘yishga shoshilmaslik
va qayta interpretatsiya imkoniyatini saqlash muhimdir
(3-jadval, 5-rasm).

Klinik genetik diagnostikada Illumina asosidagi
NGSning asosiy ustunligi - ko‘plab genlarni yuqori aniq-
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likda parallel tekshirish imkonidir. Orfan kasalliklarda
klinik belgilar ko‘pincha nospetsifik bo‘lib, bir xil

simptom turli genlardagi variantlar bilan bog‘liq bo‘lishi
mumkin.

Fabry kasalligida biomarkerlar medianasi
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4-rasm. Fabri kasalligida a-Gal A va Lyso-GL-3 median ko‘rsatkichlari. Grafik jadvaldagi ma’lumotlar asosida

tuzildi.
3-jadval
INlumina NovaSeq X va Oxford Nanopore MinlON platformalarining tanlangan ko‘rsatkichlari
Ko‘rsatkich Illumina NovaSeq X ONT MinlON Klinik-laborator xulosa
.. . Qisqa juft uchli o‘qishlar, . [llumina yuqori aniqlik; ONT
O'qish turi 2x150 bp Uzun o"qishlar strukturaviy/tezkor holatlar uchun qulay
O‘rtacha o‘qish uzunligi | 151 bp taxm. 538—694 bp OOII:;; uzunroq fragmentlarni qamrab
O‘rtacha o‘qish sifati Q=34 Q=13 Illumina xatolik darajasi pastroq
Sifat bo‘yicha kesishdan . T . .
. A . Ikkalasi ham sifatli bioinformatik tahlil
keyin ma’lumotlarning 96% 90% L. o
. ketma-ketligini talab qiladi
saqlanishi
. . Yugqori o‘tkazuvchanlik va | Portativlik va tezroq natijani | Tanlov klinik savol va laborator
Amaliy afzallik . . o
gqamrov olish muddati qisqaroq resursga bog‘liq
;I(!(L)Jmina va ONT platformalari: adabiyot ma’lumotlari asosida tagqoslash
622 s (llumina
600 mmm ONT
O‘qish uzunligi Sifat ko‘rsatkichi Sifat bo‘yicha kesishdan
(bp) (Q-score) keyin saqglanish (%)
S-rasm. Illumina va ONT platformalari ko‘rsatkichlari.
Shu sababli nishon gen paneli yoki eckzom Demak, DBS-biokimyo va NGS kombinatsiyasi

darajasidagi tahlil pediatriya amaliyotida diagnostik
yo‘lni gisqartiradi. Biroq NGS yakka holda emas, klinik
ma’lumot va biokimyoviy markerlar bilan birgalikda eng
yuqori qiymatga ega bo‘ladi. Fabri kasalligi misolida
bu yondashuv aniq ko‘rinadi. a-Gal A ferment faolligi
erkak bemorlarda juda sezgir marker bo‘lsa-da, ayollarda
X-inaktivatsiya sababli natija normal yoki chegaraviy
bo‘lishi mumkin. Lyso-GL-3 esa kasallik faolligi va
substrat to‘planishini baholashga yordam beradi. GLA
genini sekvenslash etiologik tasdiglashni ta’minlaydi.

skriningdan tasdiglovchi
uzluksiz algoritm yaratadi.

Illumina va ONT platformalari taqqoslangan
tadqiqotdan olinadigan umumiy saboq shuki, har bir
sekvenslash platformasining oz kuchli va zaif tomonlari
bor. Illumina yuqori qamrov, yuqori sifat va past xatolik
darajasi bilan klinik tasdiqlovchi diagnostikaga juda
mos keladi. ONT esa uzun o‘qishlar, portativ qurilma
va natijani olish muddati gisqaroq bilan ayrim amaliy
vaziyatlarda foydali bo‘lishi mumkin. Ammo klinik
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laboratoriyada har qanday platforma validatsiya, ichki
sifat nazorati va bioinformatik tahlil ketma-ketligi
standartlari asosida ishlatilishi kerak [1,6].

Amaliy algoritm

Pediatriya markazi molekulyar-genetik laboratoriyasi
uchun amaliy algoritm quyidagicha taklif etiladi: klinik
gumon va oilaviy anamnezni yig‘ish, DBS namunasi
orqali ferment/metabolitlarni tekshirish, patologik yoki
chegaraviy natijada GLA geni yoki kengroq lizosomal
kasalliklar panelini sekvenslash, FASTQ sifat nazorati
va genetik variantlarni aniglash, ACMG/AMP asosida
talqin, yakuniy xulosa va oilaviy skrining tavsiyasi.

XULOSA

[llumina  asosidagi NGS  molekulyar-genetik
diagnostikaning yuqori aniqlikka ega, keng qamrovli
va klinik jihatdan muhim texnologiyasidir. Pediatriya
amaliyotida u orfan va irsiy kasalliklarni erta aniqlash,
genotip-fenotip mosligini baholash, oilaviy genetik
xavfni aniqlash va individual kuzatuv rejasini tuzishda
katta ahamiyatga cga.

Fabri kasalligi misolida a-Gal A, Lyso-GL-3 va
GLA sekvenslash natijalarining birgalikda qo‘llanishi
diagnostik samaradorlikni oshiradi. Yuqori xavf guruh-
lari va oilaviy skrining orqali probanddan tashqari qarin-
doshlarda ham patogen variantlar aniqlanishi mumkin.
Bu esa kasallikni kechikmasdan kuzatish, davolash va
genetik maslahat berish imkoniyatini yaratadi.

Sekvenslash platformalari orasida Illumina yugqori
qamrov va aniqlik bilan klinik tasdiqlovchi diagnostika
uchun muhim o‘rin tutadi. ONT kabi uzun o‘qishli
texnologiyalar esa ayrim sharoitlarda qo‘shimcha afzallik
berishi mumkin. Eng muhim shart - tanlangan platformani
validatsiya qilish, sifat nazoratini yo‘lga qo‘yish,
bioinformatik tahlil ketma-ketligini standartlashtirish va
yakuniy natijani klinik kontekstda talqin qilishdir.
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