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Ailesel akdeniz atesi on tanil hastalarda MEFV mutasyonlarinin
gergcek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu ve yeni nesil dizileme ile
karsilagtirmali analizi-tek merkez deneyimi
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Oz

Amag: Ailesel Akdeniz Atesi (AAA), Akdeniz kokenli poptlasyonlarda siklikla goérilen otoinflamatuvar bir
hastaliktir. MEFV genindeki mutasyonlarin, FMF'nin gelisiminin temelini olusturdugu saptanmistir. Bu nedenle,
bu calismada MEFV mutasyonlarinin tespitinde yeni nesil dizileme ve polimeraz zincir reaksiyonu yéntemlerinin
olasi farkhhklarini arastirmayi amagladik.

Gereg ve yontem: Bu calisma 01.08.2018-12.03.2020 tarihleri arasinda toplanan érnekler lizerinde Pamukkale
Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'nda gerceklestiriimisti. MEFV mutasyon analizleri, yeni
nesil dizileme ve polimeraz zincir reaksiyonu yontemleri kullanilarak yapilmigtir. Yeni nesil dizileme analizleri
sonucunda saptanan MEFV varyantlarinin analizi Sophia DDM 5.2.1® platformu kullaniimistir.

Bulgular: MEFV mutasyon analizleri 341 FMF 6n tanili hasta Uzerinde gercgeklestirilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu sonuglarina gore, hastalarin 227’sinde (227/341) herhangi bir MEFV mutasyonu saptanmamis
iken 114 hastada yalnizca bir heterozigot mutasyonun varhgi tespit edilmistir. Allel sayilari ve frekanslar
degerlendirildiginde, en sik saptanan varyantlar sirasiyla M694V (46/341), E148Q (45/341), M680I (12/341),
V726A (6/341) ve P369S (5/341) olmustur. Ayrica, 41 hastada polimeraz zincir reaksiyon analizinden farkl
olarak yeni nesil dizileme ile yeni mutasyonlar saptanmistir.

Sonug: Mevcut calismanin sonuglari, NGS analizinin nadir MEFV varyantlarinin yani sira FMF hastalarinda
siklikla gézlenen MEFV varyantlarinin etkin bir sekilde tespit edilmesine olanak sagladigini géstermektedir.
Ozetle, hekimlere, molekiiler tani ve genetik test sonuclarinin hastaligin ilerlemesi ile iliskisini belirlemek icin
yeni nesil dizileme gibi kapsamli molekiler testler yapmanin gerekliligini dnermekteyiz.

Anahtar kelimeler: FMF, MEFV, yeni nesil dizileme, gercek zamanli PZR.
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Abstract

Purpose: Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autoinflammatory disease which is frequently seen in
populations of Mediterranean origin. Mutations in the MEFV gene were found to underlie the development of
FMF. Therefore, in this study we aimed to investigate the possible differences of next generation sequencing and
polymerase chain reaction methods for the detection of MEFV mutations.
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Materials and methods: This study was carried out in Pamukkale University Hospital Department of Medical
Genetics on samples collected between 01.08.2018-12.03.2020. MEFV mutation analysis was performed by
using next generation sequencing and polymerase chain reaction methods. Sophia DDM 5.2.1® platform was
used for the detection of the MEFV variants by next generation sequencing analysis.

Results: MEFV mutation analyses were performed on 341 FMF pre-diagnosed patients. According to polymerase
chain reaction results, two hundred and twenty-seven (227/341) of patients had no detectable MEFV mutations
and 114 patients had only one heterozygous mutations. When allele numbers and frequencies were evaluated,
the most frequently detected variants were M694V(46/341), E148Q(45/341), M680I1(12/341), V726A(6/341) and
P369S(5/341), respectively. Additionally, new mutations in 41 patients have been observed with next generation
sequencing in discordance with polymerase chain reaction analysis.

Conclusion: The results of the current study suggest that NGS analysis enable efficient detection of rare
MEFYV variants as well as the MEFV gene variants frequently observed in FMF patients. Finally, we recommend
the physicians the necessity of running molecular tests to identify the exact genotype, and its correlation with
disease progression.

Key words: FMF, MEFV, next generation sequencing, real time PCR.
Tokgun O, Turel S, Tokgun PE, Durak T, Karagenc N, Demiray A, Akca H. Comparative analysis of MEFV

mutations in patients with familial mediterranean fever by real time polymerase chain reaction and next
generation sequencing-single center experience. Pam Med J 2021;14:638-644.

Giris Ekzon 10’da gorilen M694V, V726A, M6941 ve
M680I mutasyonlari ve ekzon 2'de gdzlenen
E148Q mutasyonlari yaklasik olarak hastalarin
%80’inde  gorulmektedir [8]. FMF’in tipik
semptomlari homozigot ya da bilesik heterozigot
M694V veya M680I mutasyonu gorilen olan
hastalarda daha siddetli goérulmektedir [9].
E148Q veya V726A mutasyonlari daha hafif bir

klinik seyir ile iligkilendirilmistir.

Ailevi Akdeniz atesi (FMF), 6zellikle Tirkler,
Araplar, Yahudiler ve Ermeniler gibi Akdeniz
toplumlarini  etkileyen c¢ogunlukla otozomal
resesif kalitim modeli gosteren bir hastaliktir
(MIM 249100) [1, 2]. Bu popllasyonlardaki
tasiyicilik oranlari 6'da 1’e kadar ¢gikabilmektedir.
FMF, gorinirde sebepsiz ates ataklari, karin
veya g6gus agrisi ve artrit ile karakterize
otoinflamatuar bir hastaliktir [3]. Profilaktik
kolsisin tedavisi genellikle bébrek yetmezligine

MEFV geninde saptanan mutasyonlarin
sayisi, kullanilan tetkik yOnteminin tarihsel

ve diger organ hasarina yol agabilen amiloidozu
onlemek igin tercih edilmektedir. Hastaliga,
pyrin’i  (veya marenostrin) kodlayan MEFV
genindeki mutasyonlar neden olmaktadir
[4]. Pyrin’in  polimorfonlikleer hicrelerde
inflamasyonun alt duzenleyicisi olarak rol
oynadigi  6ngorulmektedir. FMF  aktivitesi
olan hastalarda uretilen cgesitli pyrin formlari,
notrofil  aktivasyonunun uygunsuz  sekilde
tetiklenmesine ve Kkontrolsiz interldkin-1 (IL-
1) salinimina neden olarak, periton, plevra
ve eklemlerde inflamasyon epizodlarina yol
acmaktadir. Klinik gorinimdeki varyasyon ve
amiloidoz gelisimi, MEFV mutasyonlarina bagl
olarak degdisebilmektedir [5, 6].

FMF’den sorumlu olan MEFV geni 1997’de
pozisyonel klonlama yontemi ile tanimlanmistir.
MEFV geni 16p13.3 lokasyonunda yer alir
ve 10 ekzon ile 781 kodondan olusmaktadir
[7]1. MEFV geninde yaklasik olarak 400 adet
tanimlanmis mutasyon bulunmaktadir. Bu,
mutasyonlarin ¢odu, 680 ve 761 amino asitleri
arasinda yer alan ekzon 10’da bulunmaktadir.
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gelisimiiledogruorantilidir. Gegmisyillardatercih
edilen RFLP ve strip bazli test yontemleri yeni
MEFV mutasyonlarini saptayabilmek acisindan
yeterli olmamaktadir. Ote yandan, MEFV
mutasyonlarini analiz eden laboratuvarlarda
genellikle 6nceden bahsedilen ve sik gdzlendigi
bilinen 5 mutasyonu taramaya yonelik
(pirosekans ve PZR tabanl) teknolojilerdir.
Farkh klinik seyre sahip hastalarda olasi farkli
mutasyonlarin tanimlanmasinin tani koyma ve
alternatif tedavi stratejileri Uretilmesi noktasinda
katki sag@layabilecegi disutnulmektedir.
Bu nedenle, sik gozlenen bes MEFV
mutasyonundan baska olasi yeni mutasyonlari
saptayabilmek amaciyla MEFV tim gen yeni
nesil dizileme (NGS) teknolojisinin kullaniimasi
onemli bir gelismedir. Bu bilgiler dogrultusunda,
gerceklestirdigimiz calismada gergek zamanh
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi
ile sik gbzlenen 5 mutasyonun taramasinin
yapildigi ve homozigot veya bilesik heterozigot
mutasyon tasimayan bireylerde MEFV geni
NGS ile analiz edilmistir. PZR ydnteminden
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elde edilen veriler ile NGS verileri kiyaslanarak
mutasyon saptanmasinda olasi ydntemsel
farkhliklar ortaya konmasi amagclanmistir. Ote
yandan, MEFV genini taradigimiz 341 adet
hastada gb6zlenen mutasyonlarin tirleri ve
frekanslari analiz edilecektir.

Gereg ve yontem

Bu calisma, 2018 Ocak-2020 Mayis aylari
arasinda Pamukkale Universitesi Hastanesine
karin agrisi, eklem agrisi ve ates vb sikayetlerle
basvuran ve FMF 6n tanisi ile MEFV genetik
testi gerceklestiriien 341 adet hastanin
dahil edildigi retrospektif bir calismadir.
Gergeklestirilecek genetik test oncesi tim
hastalardan bilgilendiriimis onam formunu
okuyup imzalamalari istenmis ve calisma
igin Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan onay alinmistir. Kan o6rnekleri
alinan hastalardan ilk olarak PZR yontemi
ile M694V, E148Q, V726A, M680I ve P369S
mutasyonlari analiz edildi. Bu analiz sonucunda
homozigot veya bilesik heterozigot mutasyon
tasimayan bireylere NGS analizi ile tim gen
analizi gerceklestirildi.

MEFV mutasyon analizi

Hastalardan alinan tam kan (2-5 ml)
etilendiamintetraasetik asit iceren tlplerde
toplandi. Periferik kan hucrelerinden genomik
deoksiribonukleik  asit (DNA), Ureticinin
talimatlarina gére QlAamp Kan Kiti (QIAGEN
GmbH, Hilden, Almanya) kullanilarak izole
edildi. izole edilen DNA &rneklerinden M694V,
E148Q, V726A, M680I ve P369S mutastonlarina
ait mutant problari iceren miks ile yabanil tip
genotipe ait problari iceren miksler (Genmark,
Tarkiye) kullanilarak allel spesifik gercek
zamanlh PZR (ASO) reaksiyonu gerceklestirildi.
Kit igerisinde mutasyon analizleri i¢cin FAM
isaretli problar kullanimistir. PZR analiz
sonuglari, her bir kuyucuktaki amplifikasyon ve
erime egrisi sicakliklarina gore analiz edilmigtir.

NGS ile MEFV mutasyonu taranmasi, FMF
MASTR Dx Assay (Multiplicom) kiti kullanilarak,
lllumina MiSeq® platformunda gergeklestirildi.
Bu yontem ile ekzon- intron birlesim bdlgeleri
de dahil olmak lzere MEFV genine ait tim
kodlayan diziler analiz edilmistir. Dizileme islemi
sonrasi elde edilen sekans verileri “Sophia DDM
5.2.1®” analiz programi kullanilarak “hg19 insan

genomu” ile karsilastiriimistir. In silico analiz,
yeni mutasyonlar igin Clinvar, PolyPhen-2,
SIFT, 1000 Genomes, GnomAD ve Mutation
Taster kullanilarak gergeklestirildi. INFEVERs
veritabanina gére MEFV varyantlari, mutasyon
veya polimorfizm olarak tanimlanmistir.

istatistiksel analiz

istatistiksel analizler SPSS sirim 19.0
yazilmi  (SPSS Inc., ABD) kullanilarak
gerceklestirildi. Yayginlik oranlari ylzde olarak
ifade edilmistir.

Bulgular

341 adet FMF 6ntanili olguda gerceklestirilen
ve 5 adet MEFV (M694V, E148Q, V726A,
M680lI ve P369S) mutasyonunun tarandigi
PZR reaksiyonu sonucunda 229 adet bireyde
herhangi bir MEFV mutasyonu saptanmamis
iken 114 adet bireyde 1 adet heterozigot
mutasyonun varligi tespit edilmistir. Bu
nedenle, 341 adet 6rnekte MEFV tim gen
analizi gerceklestiriimistir. Gercek zamanli PZR
ve NGS ile saptanmig olan tim mutasyon/
polimorfizm’ler hakkinda detayli molekuler ve
klinik siniflandirmaya dair bilgiler Tablo 1'de
verilmistir. Gergek zamanli PZR ile Saptanan
heterozigot mutasyonlar gézlenme sikliklarina
gore sirasiyla M694V(46/341), E148Q(45/341),
M6801(12/341), V726A(6/341) ve P369S(5/341)
olarak gbzlenmigtir (Tablo 2).

NGS sonuglarini M694V, E148Q, V726A,
M680lI ve P369S varyantlari agisindan
degerlendirdigimizde PZR ile 1 adet heterozigot
mutasyon goézlenen 114 bireyin 106’sinda
ayni heterozigot mutasyon sekanslama ile de
okunmustur. NGS analizi sonucu heterozigot
ya da homozigot olarak saptanmis olan
mutasyonlarin sayilari Tablo 3'te verilmistir. Ote
yandan, 8 adet bireyde ise ger¢cek zamanli PZR
ile herhangi bir mutasyon saptanmamig iken
NGS analizi ile 1’er adet heterozigot mutasyon
tasidiklari saptanmistir. Ayrica, 1 olguda ise
PZR ile g6zlenen E148Q heterozigot mutasyonu
NGS analizi ile saptanmamisti. NGS analizi
tim gen dizileme verilerini icerdigi icin belirtilen
5 mutasyon disinda farkh mutasyonlarin
varligi da tespit edebilmektedir. NGS analizi
sonucunda 1 hastada E148Q/M694V/P369S
Ucll heterozigot mutasyonu saptanmistir. NGS
analizi ile saptanan yeni mutasyonlar arasinda
en sik gozlenen degisim R202Q varyantidir.
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Tablo 1. Saptanan mutasyon/polimorfizm’ler hakkinda detayli molekiler ve klinik siniflandirmaya

dair bilgiler
Varyant Ekzonik Niikleotid Protein Degisimi ACMG Siniflama
Lokasyon Degisimi
M694V 10 ¢.2080A>G p-Met694Val Patojenik
V726A 10 c.2177T>C p.Val726Ala) Patojenik
M680I 10 c.2040G>A p.Met680lle Patojenik
R761H 10 c.2282G>A p.Arg761His Patojenik
AT744S 10 €.2230G>T p.Ala744Ser Patojenik
KB695R 10 c.2084A>G p.Lys695Arg Klinik 6nemi belirsiz
K712Q 10 c.2134A>C p.Lys712GIn Klinik 6nemi belirsiz
1591T 9 c.1772T>C p.1e591Thr Klinik 6nemi belirsiz
S503C 5 c.1508C>G p.Ser503Cys Potansiyel Patojenik
P369S 3 c.1105C>T p.Pro369Ser Klinik 6nemi belirsiz
R408Q 3 c.1223G>A p.Arg408GIn Klinik 6nemi belirsiz
G304R 2 c.910G>A p.Gly304Arg Potansiyel Patojenik
E148Q 2 c.442G>C p.Glu148GIn Klinik énemi belirsiz
L110P 2 c.329T>C p.Leu110Pro Klinik 6nemi belirsiz
S166L 2 c.497C>T p.Ser166Leu Klinik 6nemi belirsiz
S1411 2 c.422G>T p.Ser141lle Klinik 6nemi belirsiz
Asn256Arg 2 €.761_764dup p.Asn256Argfs*70 Klinik nemi belirsiz
R157L 2 c.470C>T p.Pro157Leu Klinik 6nemi belirsiz

Tablo 2. Ger¢cek zamanl PZR ile analiz edilen varyantlarin frekanslari

M694V
13,49

E148Q

Heterozygous 13,20

V726A
1,76

M680I
3,52

P369S
1,47

R202Q varyantt 97 olguda heterozigot 10
olguda ise homozigot olarak go6zlenmistir.
Bu varyant literatirde Turk toplumlarinda
M694V’den daha fazla sikhkta godzlenen bir
polimorfizm oldugu bilinmektedir. Diger yeni
go6zlenen mutasyonlar arasinda G304R varyanti
ise 9 bireyde heterozigot olarak saptanmistir.
NGS analizi ile yeni saptanan varyantlar Tablo
3’'de sayilari ile birlikte verilmigstir. Yéntemsel
olarak kiyaslandiginda NGS analizlerinin
MEFV mutasyonlarini saptayabilme agisindan
istsatistiksel anlamda daha guvenli bir test
oldugu gdzlenmistir (p<0,05). S166L varyant
ise homozigot olarak sadece bir hastada
gézlenmis nadir varyantlar arasindadir. Ayrica
2’'ser olguda nadir gozlenen A744S ve K695R
mutasyonlari heterozigot olarak gézlenmistir.
Nadir olarak g6zlenen varyantlar arasinda
yer alan S1411, E148Q ile bilesik heterozigot
olarak bir hastada saptanmistir. Bir olguda
nadir  gbzlenen  ASN256ARG varyanti,
G304R varyanti ile bilesik heterozigot oldugu
saptanmistir. R202Q polimorfizmi goézlenen
bireyleri dahil etmezsek NGS analizi sonucunda
37 bireyde PZR ile analiz edilen M694V, E148Q,
V726A, M680I ve P369S varyantlari disinda bir
varyant tespit edilmistir. Ayrica, 7 olguda L100P/
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E148Q varyantlarinin ve 6 olguda ise G304R/
M694V varyantlarinin bilesik heterozigot olarak
bulunduklari saptanmistir.

Tartisma

FMF, otozomal resesif gegcisli bir sistemik
hastaliktir ve Akdeniz irklarinda 6zel bir egilim

gOstermektedir.

MEFV geni

alel

sikhginda

etnik farkliliklar oldugu literatirde bilinmektedir.
Basta Orta Anadolu olmak Uzere bazi cografi
bolgelerde FMF sikliginin yaklasik %1 oldugu

ve genel

gen
agisindan

hizla

yayginhginin ise
oldugu bildiriimektedir [10].
FMF hastalidinin
olmasi
gerceklestirilen

ilerleyen

molekuler

gen
analizler
oldukca o6nem arz etmektedir.
Molekdller tani

%0,1 civarinda
MEFV geninin
patogenezinden sorumlu
nedeniyle bu

Uzerinde
tani

yontemlerinde giin gectikge

teknoloji

sayesinde ortaya

cikan yenilikler hastaligin patogenezi ile iligkili
olabilecek yeni varyantlarin tanimlanmasina
imkan saglamaktadir. Molekuler tani agisindan
kullanilan yontemin 6zgulligu ve guvenilirligi
elde edilecek verilerin klinige yansimasinin
yorumlanmasinda olduk¢a &nemlidir. Bu
nedenle, gerceklestiriien calismada sik
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Tablo 3. NGS analizi ile saptanan yeni varyantlar

Homozygous Heterozygous

M694V 45
E148Q 1 44
V726A 6
M680I 1
P369S 4
K712Q 4
R202Q 10 97
L110P 8
E230K 4
S1411 2
1591T 3
S§503C 3
R761H 4
G304R 9
ASN256ARG 1
S166L 1

R157L 2
R408Q 2
K695R 2
AT744S 2

gbzlenen 5 mutasyon agisindan PZR yontemi
ile homozigot ya da bilesik heterozigotluk
saptanmamasi durumunda NGS analizi ile
MEFV tim gen analizini gergeklestiriimistir.
Elde edilen NGS ile PZR verileri kiyaslanmasi
ile varyantlari saptamada yontemsel farkliliklar
ortaya koymak amaglanmistir.  Bildigimiz
kadariyla gerceklestirdigimiz calisma bu hasta
sayisinda PZR ve NGS verilerini kiyaslayan ilk
calismadir.

Calismamizda, M694V varyanti %28,15
oraninda, E148Q varyanti ise %18,5 oraninda

goézlendi. Elde ettigimiz bu veriler PZR
yonteminde homozigot mutasyon tasiyan
bireylerin dahil edilmedigini g6z o6ninde

bulundurulursa literatire benzer niteliktedir.
Literatlirde farkh calismalarla FMF’in de dahil
edildigi, sistemik otoinflamatuar klinik bulgusu
olan pek c¢ok hasta Uzerinde gergeklestirilen
MEFV geni mutasyon analizlerinde NGS
analizinin hem yeni varyant tanimlama hem
de daha yuksek molekiler tani o6zellikleri
nedeniyle daha nitelikli veriler sundugunu rapor
etmislerdir [11, 12]. Ayrica, Gimdis [13] 2018
yilinda gerceklestirdigi  ¢alismasinda NGS
analizi ile PCR analizine kiyasla 3 kat daha
fazla miktarda MEFV degisiminin saptandigini
rapor etmistir. Ote yandan bizim calismamizda
1 vaka gozledigimiz E148Q/M694V/P369S
Uclu bilesik heterozigotluk olduk¢ca az sayida
goézlenen bilesik heterozigotluklardan biridir.

MEFV geninde godzlenen mutasyonlarin doz
etkisine sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle,
laboratuvarda o©ncelikle daha dusuk maliyetli
olan 5 varyantin (M694V, E148Q, V726A, M680I
ve P369S) PZR analizi ile kontrol edilmesi
ve homozigot ya da bilesik heterozigotluk
gbézlenmeyen hastalarda NGS analizine
gecilmesi  stratejisinin - molekuler tani ve
hastaligin fenotipinin yorumlanmasi agisindan
faydal oldugunu distinmekteyiz. Calismada
elde ettigimiz verilere gére 41 olguda PZR ile
taranan varyantlar disinda yeni bir varyant
tespit edilmistir. Tespit edilen bu varyantlar
arasinda oldukga nadir gdzlenen L110P, E230K,
K712Q, S1411, 1591T, A744S, K695R ve S166L
varyantlari yer almaktadir. NGS ile saptanan
varyantlar arasinda en sik gdézlenen R202Q
degisiminin bazi yayinlarda Turk populasyonu
icin bir polimorfizm olarak hastaligin kliniginde
bir roli oldugu dusunulmese de Yigit ve ark.
[14] gerceklestirdikleri arastirmada homozigot
R202Q degisiminin klinik agidan 6nemli
olabilecegini gdstermislerdir. Ote yandan, NGS
analizi ile saptanan L110P, E230K, K712Q,
S1411, 1591T, A744S, K695R ve S166L nadir
varyantlarin klinik acidan o6nemli olabilecegi
literatirde gerceklestirilen calismalar ortaya
koymustur [15-20].

FMF tipik olarak otozomal resesif kalitim
yoluyla gectigi bilinse de énemli sayida hasta
MEFV genlerinde 1 (£%30) veya herhangi
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bir tanimlanabilir mutasyona (£%20) sahip
olmadidr  bilinmektedir  [21].  Literatirde
gerceklestirilen calismalarda 6zellikle yaygin
olarak bilinen goézlendigi M694V, M®680I,
M6941, V726A ve E148Q degisimlerinin
taranmasi nedeniyle molekiler taninin verimli
olarak konmadigi belirtilmistir. Bu durumun,
gerceklestirilen genetik testlerin cogunda yaygin
olarak gbdzlemlenen mutasyonlari taramak igin
tasarlandigi ve bu nedenle nadir gézlenen
mutasyonlarin saptanamamasina ve molekuler
tani da yetersizliklere neden olmaktadir. Bu
nedenle literatirde son yillarda NGS tabanl
genetik testlerin daha siklikla kullanildig
belirtiimektedir.

Sonug olarak, calismamizda galismada sik
g6zlenen 5 mutasyon agisindan PZR yontemi
ile homozigot ya da bilesik heterozigotluk
saptanmamasi durumunda NGS analizi ile
MEFV tim gen analizi gergeklestiriimistir.
Gergeklestirlen NGS analizi sonucunda 41
olguda PZR ydnteminde saptanandan farkli
bir varyant tanimlanmistir. Tanimlanan yeni
varyantlarin ~ Turk popullasyonu Uzerinde
olasi klinik etkinliklerini tanimlayabilmek igin
daha fazla hasta 6rnegi Uzerinde NGS analizi
gerceklestirmek gerekmektedir. Ozetle,
gerceklestirdigimiz  NGS analizi sonucunda
tanimlanan yeni mutasyonlarin, tani ve
hastaligin  progresyonunu  yorumlayabilme
acisindan katki saglayacagini distinmekteyiz.

Cikar iligkisi: Yazarlar ¢ikar iligkisi olmadigini
beyan eder.
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