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1.GIRIS

Isitme kayb1 kisinin sosyal, egitim ve zeka gelisimini olumsuz etkileyen ve her 1000
dogumda yaklasik 1 oraninda goriilen en yaygin algilama bozukluklarindan biridir
(1-3). Konjenital isitme kayb1 bulunan olgularin yaklasik yarisi1 genetik nedenli, diger

yarisi ise ¢evresel faktorler sonucunda olugsmaktadir (4-6).

Genetik isitme kaybi, sendromik ve sendromik olmayan olmak {izere iki
sekilde goriiliir (7). Sendromik olmayan igitme kaybi genetik isitme kaybinin %70’
ini olusturmaktadir (2, 8, 9). Sendromik olmayan isitme kayb1 % 75-80 otozomal
resesif, %?20-25 otozomal dominant veya %]1-2 X kromozomuna bagh ve %1
oraninda ise mitokondrial kalittm gostermektedir (4). Sendromik isitme kaybi ise
otozomal resesif, otozomal dominant, X kromozomal kalitim kalibina uyar ve
genetik igitme kaybinin %30’undan sorumludur (8). Son arastirmalara gore igitme

kaybr ile iligkilendirilen 300’den fazla sendrom oldugu agiklanmistir (4, 10).

Bugiine kadar sendromik olmayan isitme kaybina neden olan 53 adet
otozomal resesif isitme kaybina neden olan gen lokusu (DFNB), 47 adet otozomal
dominant isitme kaybi lokusu (DFNA) ve 5 adet X kromozomuna bagl isitme
kaybina neden olan gen lokusu (DFN) bulunmustur. Bu lokuslardan 22 adet DFNB
geni, 20 adet DFNA geni ve 2 adet ise DFN geni tanimlanmustir (11). Mitokondrial
genomda meydana gelen 7 farklt mutasyonun sendromik olmayan igitme kaybina

neden oldugu agiklanmistir (11).

Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybinin %50’ sinden sorumlu
olan gen, DFNBI lokusunda bulunan GJB2 (Gap Junction Beta 2) genidir (10).
GJB2 geni 13ql12 bolgesinde yer almaktadir. Konneksin 26 (Cx26) proteinini
kodladig1 i¢in Cx26 geni olarak da adlandirilmaktadir (2, 8, 12). Akdeniz iilkelerinde
kalitsal isitme kaybina neden olan mutasyonlarin yaklasik 9%30-50’sini Cx26
mutasyonlart olusturmaktadir (13). Cx26 geninde 90’dan fazla mutasyon oldugu
bildirilmektedir. Bunlar arasinda Cx26 geninde bulunan 35delG, 167delT ve 235delC

mutasyonlar1 yaygin olarak goriilmektedir (14).



Cx26 geni iizerinde tek niikleotit degisimi sonucunda olusan 35delG
mutasyonu Ozellikle Beyaz Irkta’da yaklasik %60-70 oraninda goriilmiistiir (4, 7).
Yapilan bir calismada Tiirkiye’de bu mutasyonun goriilme oranm1 %20,4 ve tastyicilik

siklig1 ise %1,8 olarak bulunmustur (13).

Cx26 mutasyonlarindan olan 167delT mutasyonu Askenazi Yahudilerinde,
235delC mutasyonu ise Kore ve Japon populasyonlarinda yaygin olarak

gorilmektedir (4, 14, 15).

Cx26 geninden sonra bir¢ok populasyonda sendromik olmayan isitme
kaybmma neden olan gen GJB6 (Gap Junction Beta 6) genidir. GJB6 geni 13.
kromozomda, GJB2 geninin yaklasik 35 kb’lik telomerik bolgesinde yer alir (2).
Konneksin 30 (Cx30) proteinini kodladigi i¢cin Cx30 geni olarak da
isimlendirilmektedir. Cx30 geni lizerinde meydana gelen 342 kb’lik biiyiik bir
delesyon olan del(GJB6-D13S1830) mutasyonu Ispanya ve Kiiba’da yaygin olarak
bulunmaktadir ve otozomal resesif isitme kaybina neden olmaktadir (7). Cx30
mutasyonlarinin otozomal resesif ve otozomal dominant sendromik olmayan isitme

kaybina neden oldugu bildirilmistir (16-19).

Kokleadaki gap junction kanal yapisinda yer alan Cx26 ve Cx30 proteinlerini
kodlayan genler lizerinde olusan 35delG, 167delT (Cx26 geninde) ve del(GJB6-
DI13S1830) (Cx30 geninde) mutasyonlarinin proteinlerde meydana getirdigi
bozuklugun potasyum iyon dongiisiinii engellemesiyle genetik isitme kayb1 meydana
gelir. Bu veriler 1s131nda ¢alismaya dahil edilen Afyonkarahisar ili Karahisar Isitme
Engelliler Okulunda egitim goren konjenital isitme kayb1 tanis1i konmus 47 olgunun;
isitme kayb1 olusumu iizerinde etkisi oldugu diigiiniilen Cx26 ve Cx30 proteinlerini
kodlayan genlerde olusan 35delG, 167delT ve del(GJB6-D13S1830) mutasyonlari
acisindan PCR-ELISA teknigi kullanilarak genotiplendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. isitme Sistemi

Kulak, dis, orta ve i¢ kulak olmak iizere ii¢ ana kisimda incelenir (Sekil 2.1). Dis
kulak; kulak kepgesi ve dis kulak yolu olmak {iizere iki kistmdan olusur ve medial
sinirin1 kulak zar1 (timpanik membran) olusturur. Dis kulak, sesi toplayip kulak

zarma dogru yonlendirmeyi saglar (20, 21).

Orta kulak; 1-2 cm’ havayla dolu, kemikgiklerin, korda timpani ve fasyal
sinirin, stapes ve tensor timpani kaslarinin yer aldigi, timpan zariyla kemik labirent
arasinda uzanan bir bosluktur. Ses dalgalarinin yarattigi mekanik enerji ii¢ kiiciik
kemikg¢igin hareketleri ile orta kulak boyunca tasinmaktadir. Bu kemikgikler malleus,
inkus ve stapes olup ¢ekig, Ors ve iizengi olarak da bilinirler. Malleus uzun kolu ile
timpanik zara oturmustur ve diger ucu ile inkusa baghdir. Aym sekilde inkus da

stapese baglanmistir. Stapes ise i¢ kulakla iliskideki oval pencereye baghdir (22).

I¢ kulak; isitme ve denge ile ilgili olan reseptorlerin bulundugu kisimdir.
Kemik i¢ine gomiilmiis bir membrandz labirenttir. Sistem, koklea ve denge organi

olan vestibiil ve semisirkiiler kanallardan olusmustur (22, 23).

Tir = 1
Feril-ran

Sekil 2.1. D1s, orta ve i¢ kulagin goriiniimii (24)



Koklea salyangoza benzer bir yap1 olup, ¢aplar1 gittikce kiigiilen ii¢ kivrimdan
meydana gelmistir. Kokleanin enine kesitine bakildiginda iistte oval pencereye agilan
skala vestibuli ve en altta yuvarlak pencereye acilan skala timpani goriiliir (Sekil
2.2.a). Skala media ise diger iki kompartmani koklea boyunca ayirir. Skala media,
skala vestibuliden Reissner membrani ile ayrilir. Skala vestibuli ve skala timpaniyi
ise baziler membran ayirir. Skala vestibuli ve skala timpani perilenf, skala media ise
endolenf ile dolu olup bu iki sivi birbiri ile karismaz (20, 22). Perilenf yiiksek
sodyum ve diisiik potasyum ve az miktarda kalsiyum, endolenf ise yiiksek potasyum
ile diisiikk sodyum ve az miktarda kalsiyum derisimine sahiptir (12).

Reissnar membran

Tektorval membran
Skala media

HKorti argam

Baziler membran

a)

Tektorival membran  Tiy hilcreleri

Destek hilcreleri  Baziler membran
b)

Sekil 2.2. a) Kokleanin kesiti , b) Korti organinin yapist (25)



Skala medianin i¢inde Korti organ1 yer alir (Sekil 2.2.b). Korti organi, baziler
membranin destek sagladigi sacli hiicre ve destek hiicreleriyle bunlara temas eden
jelatindz yapidaki tektoryal membrandan olusan spiral bir dokudur. Korti organinin
iizeri tektoryal membran ile kaplhdir. Korti organinda tek sira halinde siralanmis ve
insanda yaklasik 3500 tane i¢ saghi hiicre ve ii¢ sira halinde siralanmis insanda
yaklagik 13,400 tane dis saclh hiicre olmak iizere iki tip sach hiicre bulunmaktadir
(Sekil 2.3) (22).

. | .
I sach ]' Stereosilya % Mg sagh
hiicre by ¢ hiicre

Sekil 2.3. Dis ve i¢ sacli hiicrenin goriintiisii (26)

D1s sagli hiicreler tabanlarinda destek hiicreleri ile desteklenmislerdir. Dis ve
i¢ sacl hiicrelerin her birinde igeriden disariya dogru olmak tizere biiyiikten kiiciige
dogru siralanan 1ii¢ sira stereosilya bulunmaktadir. Dis sacli hiicrelerdeki
stereosilyalar, tektoryal membran gomiilii halde bulunurlar. Tektoryal membrana
yakin olan binlerce silya, membranlar arasindaki hareket iligskisi nedeniyle
biikiildiigii zaman mekanik bir kuvvet olan ses enerjisi elektrokimyasal uyar1 sekline
doniismekte, daha sonrada bu uyarilar temporal kortekste ses halinde

yorumlanmaktadir (20, 22, 23).



2.1.1 isitme Mekanizmasi

Kulak kepgesinin topladigi ses enerjisinin, kulagin ¢esitli boliimlerinde degisikliklere
ugradiktan sonra beyine gonderilip burada ses halinde algilanmasi olayina isitme
denir. Isitme fonksiyonel bakimdan iletim aygiti ve algi aygiti olmak iizere iki
kisimda incelenir. iletim aygiti dis kulak ve orta kulak; alg1 aygiti i¢ kulak, isitme

siniri ve onun santral baglantilari ile isitme merkezinden olusur (27).

Isitme fonksiyonu ses dalgalarinin dis kulak yoluna girmesi ile baslar. Dig
kulak yolu kanali ses dalgalarmi sikistirir ve gergin olan kulak zarina iletir. Ses
dalgalarinin timpanik zarda olusturdugu titresim orta kulaktaki {i¢ hareketli kemigin
titresimine neden olur. Bu kemiklerden sonuncusu olan stapesin, oval pencere
izerine oturmakta olan tabani piston seklinde ileri geri hareket ederek, mekanik

hareketi i¢ kulagin merkezi boslugu olan skala vestibuladaki perilenfe iletir (28).

Kokleaya giren titresimler korti organinda bir dalgalanmaya ve bu
dalgalanma ise tektoryal ve baziler membranda hareketlenmeye neden olur.
Tektoryal ve baziler membranin hareketi, i¢ ve dis sagh hiicrelerdeki stereosilyalarin
hareket etmesini saglar. Bu hareket sonucunda endolenf icindeki yiiksek
konsantrasyondaki potasyum iyonlar1 stereosilyalarin u¢ baglantilarindaki
tanimlanamamis kanallardan sa¢li hiicrelerin igine girerek, o bolgedeki kalsiyum
kanallarinin ag¢ilmasma ve kalsiyumun hiicre i¢ine girmesine neden olur. Hiicre
icindeki kalsiyum, isitme sinir lifleri lizerine sacli hiicrelerin bazal bolgesinde
bulunan sinaptik vezikiillerdeki norotransmitterlerin salgilanmasini saglar. Boylece
mekanoelektriksel ileticiler olan sacli hiicreler, mekanik hareketi elektriksel
sinyallere doniistiirtirler. Elektriksel sinyaller, koklear sinirler yolu ile beynin isitsel

korteksine iletilir (29, 30)

Normal iletimin devam edebilmesi ic¢in hiicre i¢ine giren potasyum
iyonlarinin tekrar endolenfe donmesi gerekmektedir. Hiicre icine giren kalsiyum
miktarinin artmasiyla potasyum gecis yollart acilir ve potasyum iyonlar1 saclh

hiicreleri terk ederek destek hiicrelerine gegerler. Daha sonra bu potasyum iyonlari



“gap junction” kanallar1 araciligiyla destek hiicrelerinden stria vaskularise buradan

da potasyum kanallar1 ile aktif olarak tekrar endolenfe pompalanirlar (30-32).

2.2. Isitme Kaybinin Genetik Ozellikleri

Genel olarak isitme kaybinin siklig1 1000 canli dogumda 1 olarak saptanmistir (2,
14). 3-10 yaslarindaki ¢ocuklar i¢in bu deger 1000°’de 1,1 olarak bulunmustur (33).
Bilateral konjenital isitme kayiplarinin insidansi ise 1000°de 1,4 olarak bulunmustur

(34).

Isitme kaybinin yaklasik yaris1 genetik nedenlere, diger yaris1 ise gevresel
nedenlere baghdir (4, 14). Cevresel nedenler arasinda erken dogum, hamilelik
doneminde kullanilan ilaglar, dogum Oncesi geg¢irilmis enfeksiyonlar (&rn;
kizamik¢ik) veya dogum sonrasi gecirilmis enfeksiyonlar (6rn; menenjit)

bulunmaktadir (5, 35).

Derekdy, Afyon Isitme Engelliler Okulun’da yapilan bir calismasinda
Tiirkiye’deki isitme kayiplarinin ana nedenlerinin febril konviilziyon (%26,9) ve

herediter faktorler (%23,8) oldugunu ileri stirmiistiir (33).

Genetik temeli kesin olarak belirlenmis olgularda sendromik ve sendromik
olmayan olmak iizere iki tip isitme kayb1 goriiliir (14, 35, 36). Isitme kayb1 baska bir
tibbi problem ile birlikte goriiliiyorsa sendromik isitme kaybi olarak adlandirilir ve
genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %30’unu olusturur. Isitme kaybi ile

iliskilendirilen 300°den fazla sendrom oldugu aciklanmistir (2, 4, 14)

Isitme kaybia bagka higbir organ ve laboratuvar bulgusunun eslik etmedigi
durumlarda ise sendromik olmayan isitme kaybi goriliir. Genetik nedenli igitme

kaybinin yaklasik %70’ 1 bu gruba girmektedir (14, 37).

Sendromik olmayan isitme kaybina neden olan genler lokus numaralarina

gore kronolojik siralama yapilarak smiflandirilir ve bu gen lokuslart “DFN”



(DeaFNess) olarak isimlendirilir. Bu {i¢ harften sonra ‘A’ geliyorsa otozomal
dominant, ‘B’ geliyorsa otozomal resesif, hi¢ harf gelmiyorsa bu X’ e bagh kalitim1

ifade eder (10, 14, 19, 38).

Sendromik olmayan prelingual isitme kaybi1 %75-80 otozomal resesif
(DFNB), %20-25 otozomal dominant (DFNA), %1-1,5 X kromozomal kalitim kalib1
(DFN) gostermektedir (4, 12, 39, 40). Simdiye kadar sendromik olmayan isitme
kaybimma neden olan 53 DFNB lokusu, 47 DFNA lokusu ve 5 DFN lokusu
bulunmustur. Bunlar arasinda 22 DFNB geni, 20 DFNA geni, 2 adet ise DFN geni

tanimlanmistir (11).

Bugiline kadar yapilan g¢alismalarda sendromik olmayan prelingual isitme
kaybina neden olan genler arasinda, bir¢ok populasyonda yaygin olarak goriilen ve

DFNBI lokusunda yer alan Cx26 ve Cx30 genleri bulunmaktadir (41).

2.2.1 Gap Junction Kanallar

Gap junction kanallari hemen hemen birbiriyle temasta olan biitiin hiicrelerin
zarlarinda, zarlar arasinda 2-4 nm kadar bir agiklik (gap) birakacak sekilde yer almis
yapilardir. Hiicreler arasinda elektriksel ve kimyasal sinyallerin gegebilecegi
bosluklar olustururlar. Gap junction kanallar inorganik iyonlarin, yaklasik 1200
Da’dan kiiciik molekiil agirlikli molekiillerin ve metabolitlerin hiicreler arasi

iletimini saglarlar (2, 42, 43).

Gap junction’lar konnekson (“connexon”) adi verilen transmembran
proteinlerden meydana gelmistir. Bir konnekson ise 6 adet konneksin (“connexin”)
ad1 verilen protein alt birimlerinden olusmustur. iki komsu hiicrenin zarlarindaki
konneksonlar, devamli bir kanal olusturacak sekilde karsilikli olarak dizilirler.
Konneksonlarin disiilfid baglar1 ile birbirlerine baglanmalar1 sonucunda ‘“gap

junction” adi verilen kanal yapisi olusur (2, 5, 44) (Sekil 2.4).



HidrofEk
-~ kanafar

1. HGere

2 Hicre

Sekil 2.4. Gap junction kanal yapisi (45)

I¢ kulakla ilgili yapilan ¢alismalarda, burada bulunan gap junction kanallarmin,
isitme uyarilarinin mekanik uyaridan elektriksel uyariya doniisiimiinde onemli rol

oynadiklar1 bildirilmistir (10, 11, 35).

2.2.2 Konneksin (Connexin) Proteinleri

Cok genli genis bir protein ailesi olan konneksinler, hiicreler arasi iletisimi saglayan
gap junction kanallarini olustururlar. Farkli organ veya dokularda yaygin olarak
sentezlenen konneksinlerin bugiine kadar insan genomunda 20 farkli c¢esidi

tanimlanmastir (2, 5, 38, 46-49).

Konneksin proteinleri molekiiler agirliklarina gore isimlendirilirler ve o
(alfa), B (beta), y (gama) olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar. Simdiye kadar tanimlanmis

olan konneksin proteinlerinin molekiil agirliklart 26 ile 59 kDa arasinda

degismektedir (39, 50).

Konneksin proteininin yapisinda dort transmembran domain, iki ekstraselliiler
domain, bir sitoplazmik ilmek ve sitoplazmik amino ve karboksil u¢ bulunur.

Ekstraselliiler ilmek yapist bu proteinler arasinda yapisal olarak biiylik oranda
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korunmus olup, her ilmek yapisinda bulunan {i¢ sistein aminoasitinin yeri ayni
pozisyondadir. Bu aminoasitler her bir konneksonun digerine baglanip gap junction
kanal yapisini olusturmasi igin gerekli olan ii¢ boyutlu yapiy1 saglamaya yardimci

olurlar (Sekil 2.5) (8, 44, 51).

Elsiraselldler

Trangmemlaran

Siisplusnnilk

Sekil 2.5. Konneksin proteinlerinin ortak yapisi (52)

Memeli kokleasinda bazi hiicre tiplerinde bulunan Cx26, Cx30 ve Cx31
genlerinde olusan mutasyonlarin isitme kaybina neden oldugu bildirilmistir (5, 8, 14,

44),

2.2.3 GJB2 (Cx26) ve GIJB6 (Cx30) Genleri

Gap junction kanal yapisinin olusumundan sorumlu olan ve i¢ kulakta bol miktarda
sentezlenen GJB2 geni 13q12 bdlgesinde lokalize olup, 2 ekzonu bulunmaktadir.
Genin 2. ekzonu 681 niikleotitten meydana gelir ve 226 aminoasitlik Cx26 proteinini

sentezlemektedir (Sekil 2.6.) (38, 53).

ctccgaggga agaggcgggg tgtggggtgc ggttaaaagg cgccacggcg 19665088
ggagacaggt gttgcggccc cgcagcgccc gcgcgctcecct ctccccgact 19665038
CGGAGCCCCT CGGCGGCGCC CGGCCCAGGA CCCGCCTAGG AGCGCAGGAG 19664988
CCCCAGCGCA GAGACCCCAA CGCCGAGACC CCCGCCCCGG CCCCGCCGCG 19664938
CTTCCTCCCG ACGCAGgtga gcccgccggce cccggactgc ccggccagga 19664888
acctggcgcg gggagggacc gcgagaccca gagcggttgce ccggccgegt 19664838
gggtctcggg gaaccggggg gctggaccaa cacacgtcct tgggccgggg 19664788
ggcgggggcc gccttctgga gcgggcgttt ctgcggccga gctccggage 19664738
tggaatgggg cggccgggga agtggacgcg atggcaccgce ccggggtgceg 19664688



agtggggccg
gcgcgaggtt
ccgcctggcet
gcttagcttc
gctgcaggaa
ccgggcagag
gatcccggcc
aacacttcac
aatttttagg
gtcctcagga
aaggcagccc
tccgtggceca
ccccatgtga
caatttcaga
ggcaaggtcg
gagtcccttt
taaggaactg
tgcaggatgg
gggaggccag
tcgtccectgcet
gagtaaatct
tagcttcaac
gtatttttct
acctgggttt
agccccatat
cttcggggag
taattccata
gttctgctgt
caaccagctc
ctgaacctgg
gctcagtgaa
tcgtggccac
tttctgcctg
cattcactac
tgcctaaaat
ttcactacca
gagagggtgg
taactatgaa
atgggctcac
aggagtgtgg
gtcgcttagce
aaataatgtg
attataatgc
catcagtgcc
acgaaagtct
acctcttcct
tcggggtgcc
ctacatgcca
cagcagagag
ctcagccttt
agccaaaact
ttctgcagag
acggtcagaa
ccccagcaca
caggtgaaca
agggtttggg
tcttcacctg
gagatttaag
gtcctagcta

ggcgcgegeg
tgtggtgtcg
acttgaccca
gaagcaaagc
ctgaccttta
atttgggcgg
taccccgggg
gagggtctgt
acccttgttc
cggttccatc
gaacagcgct
tgcacctggg
ccttagagtc
cactggtgag
accacccatc
tgccttttcect
aaccaactcc
cgtgggcccg
gagggcagct
tctgagcccce
taatttactc
tcaagcttta
cagctgatgg
ggcaggtgga
tcttggccag
tatcctgttt
agatgctttt
tgggacggga
acctaagggc
gctaaaatat
gctaaatgtt
ctctctecctg
accttggtgc
gagcctgcectt
gaggagagga
gctctgaagg
aatcttgttt
tcagtgaaga
aggagattat
gactctccca
tgggccagta
tcttttaaga
actgttgcag
agcctgacag
gtgctcacag
ttcacgtagg
tcaaatgtaa
cgtctgtgaa
actagacatc
gagcaaggtt
tgagactgca
tcaggaagac
cccctgagtg
gcaaattttt
agctactttt
aactatacat
ttttggtgag
catgcttgct
gtgattcctg

ggaggggaaa
ccgatgtccc

ctgccaccaa
tccgtttcge
cctcttggag
agtttgccta
ccaagatttc
ttccgggcectg
gcgaagaggt
agtgcctcga
cacctaacta
actgccttga
cctttcgaaa
aagggtggag
acctaagggt
ggatcctggt
tccgctggece
gtaggaagct
cctcctctga
tcttaaccca
ctcttcctga
taaaataaca
taactggaca
agagggcaaa
gtgtattgtt
tccactcagt
gttaaaatcg
ctggcctgag
ctcccagtct
tgttttttcc
tcacaggcct
ttagcctctg
cccgtggcag
ctggagtcca
ggatgctttt
gtggaaaaga
aggagagcgt
caattcacat
ccactggcect
agcttcagcg
accgagggag
aacactttga
cacttatcaa
tgaggccacc
tggcttttct
aggaagcaag
acttaaccac
aattcattca
ttatcctcac
ggcccaagcet
aatggatgca
ccaaggaagc
cctttcagct
atgatgtgtt
tatcagagaa
ttaatcctat
gttgtgtaag
tacccagact
tgttgtgtgc
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aaggcgcggyg
ttcggggtac
acgttttaaa
cggtgaagca
cggcttctgce
gaactaacgc
agtggcttcc
tgctccceccge
ggtgtgcggc
tcctgcccca
acagctgctg
gaagcgtggt
ctgctgtgca
gaaccctctg
ggagaaattt
gattcaccta
tctggcagcc
gcatgtaacc
cttgaatatt
tgacccceccta
aaaaggatct
atatagggtt
ggtctgtaga
ggataaaccc
gtaaaccagg
gagggccaat
gaatgttgct
ctgtgggtgc
ggattatcaa
aatgatgttg
atgtcaatct
accaaggtgg
cgactgtggg
tcagaaaacg
aagaaaaaga
gatgattcat
tggttgtggce
cctgggatga
ctccacatcc
ctgaactgca
ttgaattttc
aattaaaacc
aacagatatg
aagccatcca
ccatgaagag
gtcctttgta
tggtaacaac
agacattaag
ggttctcctg
agtatcggcce
gctgttgaac
tctgcagagg
aacgaggact
taaagattgg
cacctaaaaa
gacaaactaa
agttggtgtt
cagagaagtc
attcgtcttt

cgagccgcca
tctagcgcag
ttcaccgaaa
ggaagccttc
agaaaaatcc
ggagccagcc
ctttttccta
ctagaaggaa
tgagacccgc
ctggaggagg
agagctgggt
acggccgtgt
cagtcggtca
gggacagcca
aaggggtgaa
gtgtcttccc
ctccaggcgg
gcccagggtce
gaaaacaact
gcccattggg
ttaaaacagg
tctcggaact
agggtgtatg
ctcctectge
agagagttta
gaagaatgtc
gtcctcggtg
tgtagcagga
tgggtcagtg
tctttcccaa
gatgtaactt
cactggatgg
tcatgaaaga
ggatgcaact
agaaggagga
ccggattgtg
aggcagggtyg
aaagaaggcc
gcttgcagta
atgcagtgac
tgtcatttta
acagcccaca
ctaactgagc
caaagcctac
ggcattccta
aaattttaac
agtttcactg
gaaagtggct
tacttggcct
ccagtggtac
gctgagtaac
atgcaggggt
ttatgacact
gtgaattact
cacgttcaag
gttggttctg
tgctcaggaa
tccectgttet
tccagAGCAA

19664638
19664588
19664538
19664488
19664438
19664388
19664338
19664288
19664238
19664188
19664138
19664088
19664038
19663988
19663938
19663888
19663838
19663788
19663738
19663688
19663638
19663588
19663538
19663488
19663438
19663388
19663338
19663288
19663238
19663188
19663138
19663088
19663038
19662988
19662938
19662888
19662838
19662788
19662738
19662688
19662638
19662588
19662538
19662488
19662438
19662388
19662338
19662288
19662238
19662188
19662138
19662088
19662038
19661988
19661938
19661888
19661838
19661788
19661738
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ACCGCCCAGA GTAGAAGATG GATTGGGGCA CGCTGCAGAC GATCCTGGGG 19661688
GGTGTGAACA AACACTCCAC CAGCATTGGA AAGATCTGGC TCACCGTCCT 19661638
CTTCATTTTT CGCATTATGA TCCTCGTTGT GGCTGCAAAG GAGGTGTGGG 19661588
GAGATGAGCA GGCCGACTTT GTCTGCAACA CCCTGCAGCC AGGCTGCAAG 19661538
AACGTGTGCT ACGATCACTA CTTCCCCATC TCCCACATCC GGCTATGGGC 19661488
CCTGCAGCTG ATCTTCGTGT CCACGCCAGC GCTCCTAGTG GCCATGCACG 19661438
TGGCCTACCG GAGACATGAG AAGAAGAGGA AGTTCATCAA GGGGGAGATA 19661388
AAGAGTGAAT TTAAGGACAT CGAGGAGATC AAAACCCAGA AGGTCCGCAT 19661338
CGAAGGCTCC CTGTGGTGGA CCTACACAAG CAGCATCTTC TTCCGGGTCA 19661288
TCTTCGAAGC CGCCTTCATG TACGTCTTCT ATGTCATGTA CGACGGCTTC 19661238
TCCATGCAGC GGCTGGTGAA GTGCAACGCC TGGCCTTGTC CCAACACTGT 19661188
GGACTGCTTT GTGTCCCGGC CCACGGAGAA GACTGTCTTC ACAGTGTTCA 19661138
TGATTGCAGT GTCTGGAATT TGCATCCTGC TGAATGTCAC TGAATTGTGT 19661088
TATTTGCTAA TTAGATATTG TTCTGGGAAG TCAAAAAAGC CAGTTTAACG 19661038
CATTGCCCAG TTGTTAGATT AAGAAATAGA CAGCATGAGA GGGATGAGGC 19660988
AACCCGTGCT CAGCTGTCAA GGCTCAGTCG CtAGCATTTC CCAACACAAA 19660938
GATTCTGACC TTAAATGCAA CCATTTGAAA CCCCTGTAGG CCTCAGGTGA 19660888
AACTCCAGAT GCCACAATGG AGCTCTGCTC CCCTAAAGCC TCAAAACAAA 19660838
GGCCTAATTC TATGCCTGTC TTAATTTTCT TTCACTTAAG TTAGTTCCAC 19660788
TGAGACCCCA GGCTGTTAGG GGTTATTGGT GTAAGGTACT TTCATATTTT 19660738
AAACAGAGGA TATCGGCATT TGTTTCTTTC TCTGAGGACA AGAGAAAAAA 19660688
GCCAGGTTCC ACAGAGGACA CAGAGAAGGT TTGGGTGTCC TCCTGGGGTT 19660638
CTTTTTGCCA ACTTTCCCCA CGTTAAAGGT GAACATTGGT TCTTTCATTT 19660588
GCTTTGGAAG TTTTAATCTC TAACAGTGGA CAAAGTTACC AGTGCCTTAA 19660538
ACTCTGTTAC ACTTTTTGGA AGTGAAAACT TTGTAGTATG ATAGGTTATT 19660488
TTGATGTAAA GATGTTCTGG ATACCATTAT ATGTTCCCCC TGTTTCAGAG 19660438
GCTCAGATTG TAATATGTAA ATGGTATGTC ATTCGCTACT ATGATTTAAT 19660388
TTGAAATATG GTCTTTTGGT TATGAATACT TTGCAGCACA GCTGAGAGGC 19660338
TGTCTGTTGT ATTCATTGTG GTCATAGCAC CTAACAACAT TGTAGCCTCA 19660288
ATCGAGTGAG ACAGACTAGA AGTTCCTAGT GATGGCTTAT GATAGCAAAT 19660238
GGCCTCATGT CAAATATTTA GATGTAATTT TGTGTAAGAA ATACAGACTG 19660188
GATGTACCAC CAACTACTAC CTGTAATGAC AGGCCTGTCC AACACATCTC 19660138
CCTTTTCCAT GACTGTGGTA GCCAGCATCG GAAAGAACGC TGATTTAAAG 19660088
AGGTCGCTTG GGAATTTTAT TGACACAGTA CCATTTAATG GGGAGGACAA 19660038
AATGGGGCAG GGGAGGGAGA AGTTTCTGTC GTTAAAAACA GATTTGGAAA 19659988
GACTGGACTC TAAAgTCTGT TGATTAAAGA TGAGCTTTGT CTACTTCAAA 19659938
AGTTTGTTTG CTTACCCCTT CAGCCTCCAA TTTTTTAAGT GAAAATATAg 19659888
CTAATAACAT GTGAAAAGAA TAGAAGCTAA GGTTTAGATA AATATTGAGC 19659838
AGATCTATAG GAAGATTGAA CCTGAATATT GCCATTATGC TTGACATGGT 19659788
TTCCAAAAAA TGGTACTCCA CATAtTTCAG TGAGGGTAAG TATTTTCCTG 19659738
TTGTCAAGAA TAGCATTGTA AAAGCATTTT GTAATAATAA AGAATAGCTT 19659688
TAATGATATG CTTGTAACTA AAATAATTTT GTAATGTATC AAATACATTT 19659638
AAAACATTAA AATATAATCT CTATAATAAt ttaaaatcta atatggtttt 19659588
aatagaacag caaattttaa tttcatctat cactttttat ataaatacat 19659538
taatgtttta tatttcataa caccaatgg

Sekil 2.6 Cx26 geninin ekzon ve intron bélgelerini gésteren DNA baz dizisi (54)

Kelsel ve ark. 1997°de Cx26 geni olarak da isimlendirilen GJB2 geninin,
DFNBI lokusunda yer aldigimi bulmusglardir (38). Cx26 geni sendromik olmayan
isitme kaybindan sorumlu ilk bulunan gendir. Cx26 geninde meydana gelen
mutasyonlarin sendromik olmayan otozomal resesif igitme kaybinin yaklasik

yarisindan sorumlu oldugu agiklanmistir (55).
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Cx26 geni ile birlikte i¢ kulaktaki hiicrelerde sentezlenen ve isitme
mekanizmasinda dnemli rol oynayan diger bir gen GJB6 genidir (5, 16, 41). GJB6
geni Cx30 proteinini kodlamaktadir. 13. kromozomda Cx26 geninin yaklasik 35

kb’lik telomerik bolgesinde yer almaktadir. Cx30 geni 261 aminoasit ve 3 ekzondan

olugmaktadir (Sekil 2.7.) (11, 19, 53).

aaggaggaga ggggggttct gaagagagaa caccagggct ctagcctgtce 19703118
acataactgg gggtgtggag agcgcctcat tgccactgca gtgactaaag 19703068
CTGGGAAGAC GCTGGTCAGT TCACCTGCCC CACTGGTTGT TTTTTAAACA 19703018
AATTCTGATA CAGgtaatga tgactttatg ctttttttct tatgtcttct 19702968
cttctgaatt ctgagtgtta ggaaggaaaa gaagtacaga agatctggct 19702918
aaacaatttc tgtatggcga aagaaaaatt ctaacttgta cgccctcttc 19702868
atgcatcttt aattcaattt gaatattcca ggtgctgtga gcagtttgca 19702818
tatattagtt taaatgttaa atgggataaa attgtgggaa agtgatttct 19702768
gacccaagct tcttggtctg tgagggcata accttctaat ggccacctgc 19702718
cataggttat gatttctgtt ttagttgctt agtgcatgag catagacctg 19702668
gaaccccaga gggcctgctc catttttatt cccagggtca tttaaatcta 19702618
gttgagctta aatgtttgga aaggacacag gtttgcttga atgaacaaac 19702568
atatattgct aacaagaccc agagaaggaa agtttaactt aatggaaatt 19702518
aatttttaac tctttgaatt cttaaatgat gtaagaaaca tacgtaattg 19702468
catgagtttt ccatttttac atctagactc cacagacaga aacgtttcat 19702418
ttttattgag ttaattttga aatatatgaa tccctgaccc attgttatca 19702368
ctagctgtta ctctatcagg acagttgctg aagttttttg tcactaaatt 19702318
taaaaatcaa ctatcaggtt gtcccttgga tgacctgaga tttctagaga 19702268
caaaagaaat ctattcttcc tgattgaaga aagagtctga gatttttttt 19702218
aaaccactga tttggggatc agggtgtagc cagtgtctca aactctcccc 19702168
tgtccctttt tgttttgctc aaggagtggg cttgaggcct cagattgggt 19702118
gttactgtta ttttgatagg gaaaggatcc tactaaagag cacctttgat 19702068
tattttgtgt gttcaaagca tagagcatca ggaagctggc aatttctgaa 19702018
cttacctcat aacagttctg ggaatgaaga aaaactaccc acaaagttta 19701968
ttcaggggac atattgcggg gggcgggggg ggggggagtt aaaggaatat 19701918
ggcaacagct actatttttc cctcaacagG CGACATCCTC ACTGACCGAG 19701868
CAAAGATTGA CATTCGTATC ATCACTGTGC ACCATTGGCT TCTAGGCACT 19701818
CCAGTGGGGT AGGAGAAGGA GGTCTGAAAC CCTCGCAGAG GGATCTTGCC 19701768
CTCATTCTTT GGGTCTGAAA CACTGGCAGT CGTTGGAAAC AGGACTCAGg 19701718
tttgcttgtt ttgctttgat attgttttcc ttttatctat gcagactccc 19701668
cgactatcca aagctaactt cgaaattggg aggcacatgt tcctgttctc 19701618
agatctatca actactccct agatggccag gcgcgatggce tcatgcctgt 19701568
aatcccaaca ctttgggagg ccgaggctga ggtcaggagt tcaagaccag 19701518
cctgaccaag gtggcaaaac cctgtcacta ctaaaaaaaa aaaaaaaaaa 19701468
aaaaaaaaaa aaattaacca ggtatggtgg catatgcctg tagtcccagc 19701418
tattcaggag gctgaagcac aagaatcact agaaccgggg aggcagatgt 19701368
tgcagtgagc tgagattgca ccattgcact ccaccctggg caacagggca 19701318
agactctgtc taaaaaaaaa aaaaaaaatt tttttttttt tttttttttt 19701268
tttttgctaa atgacattga aaggggaaca gagctatcta gaaaaatatg 19701218
ctgaggggtt acactctaac tttgggggct ttagttttgg ttctgtcatt 19701168
agtgaaatta taatggcata gataaataag ctagttgtga ttaatttcct 19701118
aagaagtttt aaaacaatca agaaatttca ttagtgcagt caaatgccaa 19701068
tagatctaaa ttatttgaat tgtaaaagga aagaacaacc tatcttcaca 19701018
atgctgtgtg gatcctcaaa agtaaagtcc atggtttact tatttttaga 19700968
gctagatatt tcagactgga gctttagtat caagaatata gcatgggccg 19700918
ggcgcggtgg ctcatgcttg taatcccagce actttgggag gccaaggggg 19700868
gcggatcatg aggtcaggag atcgagacca tcctggctaa cacggtgaaa 19700818
ccccecgtcectcet actaaaaata caaaaaatta gccgggcttg gtggcaggeg 19700768



cctgtagtcc
ccgggaggcg
ttgggcaaca
aaaaacaaaa
gattacattt
gtaatcacat
ctttccttaa
gtttccgaag
cattggctcc
ctacagttgc
gaaattagtg
ccaagagggt
ggagaacctg
ccttcctetg
aaagtcagga
tgagtctcct
gtctcctggg
atttgggggc
tgacacttgc
atgatacgca
gacacaacct
gggaaacacc
accgggeagg
ctgttaggaa
ccaggagact
ttaacctcat
ttaaaggcat
gcattgtgaa
accctcagac
aaagctactg
agaagcccaa
ccagtgttcc
agcctctcag
ttacttccta
ggcaggccac
gggaggttaa
tttttgataa
caatgggagg
aaacaggact
atcaagacgt
tttgagatag
agaataaaat
tggagctgca
tgttgtatat
ctgggaccag
ctcacacagc
aagggtagcc
ggctttctgt
cgcaggcatt
tcagcgtctt
aacctccagc
ggccaggtct
tgcccgggga
ctctttttcg
gttcctccta
ttattgaagg
aacaaagacc
ttgctatcac

gttgctgggg

cagctgctca
gagcttgcag
gagctagact
acaaacaaac
actacaaaac
tcttagaagt
aagacagcca
aaagagttaa
agccctccag
aaagggtccc
acgacttcac
ttgtgaaaga
ggggctgggc
ggcccctcectg
caggagcagt
gcgtttactg
gcagccaggc
ttgataaccc
gaggggagct
cggcagatcc
ggaaaagaat
agctcagggt
ttcggagaga
taacagggcc
gtcctgagtg
ttttctcagce
aggtggattyg
acagattata
cgtgtggcett
cccttataat
agctgcagag
tgggggggag
aatcatccag
gaaggttgga
gggctagaga
attctatgga
atcaaactct
tgtttcttgg
gaccccatag
acaaatttct
aacatcaaca
taattttaca
tttactgtgg
gaaagggagg
ggcttccaga
ctctgatgaa
catttcaatt
taatgctgag
gaatcctctg
cctcaagcta
ctcttccatc
ttcctgaaac
gcccagcact
caaccttgtg
aggaatactg
aatcatgaaa
attgtgattc
ggaactctta
gctcaacaga

gagaggctga
tgagccgaga
ccatctcaaa
aagaaaaaac
cgaacacagt
tgaagactgc
gagaggcatc
tatttcactt
aagcaggaga
agtggatgcg
aaattgaaat
ttatgccctg
gctttctttg
cagtctgtcc
cagtggagtt
ccatcctccce
ctggccagta
gcagctgacc
ctcttctccce
ccggagctgg
ggaaagagcc
cactgagcac
ggacacagct
tttgtggctc
accggggagt
aagctcggca
ccaattttta
ttctgttcag
ggggacccag
tgtccctgtt
gtcagggacc
ttgtgacctc
gccatgtccc
ccacagggga
accgagagaa
ctttgaagtg
tgctgattgg
ttaataagaa
gtgaacagct
tgctcctcac
gttaggaaaa
aatcatatca
acattggcca
cattagtaca
ggagtcccct
atgcttcaag
ttcttttttt
tgtcagatcc
tttcacattc
gtgtttgttc
tgtccacaca
atggaaagag
ctgttccctt
ctgtggcgct
atattcctga
atacaacctc
caagactcgg
acaagaagtt
aagtccccca
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ggcgggagaa
tcgtgccacg
aaaaacaaaa
agcatcgagt
ttaccttttt
agaagctaag
agttaaaatg
tgtattgaaa
ggaaagaggt
atgattttgg
agccttcaaa
tggttatgtg
ccacccccaa
acccaccctg
gagtcctcct
accgctcctt
atggcagcaa
catcaccctg
tggctgttgg
ttggtgagcc
actgtctcac
ccaggggcag
tctcecettgg
ttgcaggagg
tagacacact
tctcctttac
gtaccggtat
ttttgctatg
aaaaatccaa
tttagaaaaa
ctgcttctag
ttgacctttt
cctctggcetce
ccacggggtyg
cacagctgtc
ttggagaaaa
gcattttgtt
aacatcttca
gctgtaaaat
tggtcacatt
tgtattatgt
tttaacatga
tctcttttgg
tacactttaa
gtgcattacc
ggatgagaaa
ttttttttta
agttcttagt
cagggtcacc
tgttctctcg
cctgttgatg
cccacccttce
cacacagcct
gatgtcccgce
agtaaaatgc
ccaacgatag
tgccattgcc
tagtgacact
gttcacacat

cggcgtgaac
gtactccagc
aacaaaaaca
tcttcactat
aagtttaaat
cgtatctatt
aacctctctg
aagctcctcc
actttgttta
aaagtaattt
tcttctccaa
tttttacaag
cccacaacat
tccacccacc
taaaacttgc
gaatgggagc
tgtgctggaa
gcctatctcet
cctgcagaga
cctcaggtgt
tgtctcagtt
cccactcagg
atcacttctg
acactctgaa
tgtattggat
ttttcttect
cgagaagcgc
ttgatagaac
agaaatttaa
aaaaacaggg
aaagcgtgga
ctgtgacttt
cctgatctgt
ccgttgttca
tcacctgctg
tgtgaaccat
gaccaaattt
ttttataaat
atgtttacac
ttgaaatgct
ctttcatctg
gctttttaaa
ctgtgaaata
ttatggaacg
ccagcagaca
acatggtgtg
agaaaaacct
cctagatcca
gccctgtgcece
gctgtgaggt
cgcccccgag
caatgtgggc
gagcctcagt
tgataaggat
taggctgcag
cagaggcggc
gttgtcatag
gttttagaat
atacgttttc

19700718
19700668
19700618
19700568
19700518
19700468
19700418
19700368
19700318
19700268
19700218
19700168
19700118
19700068
19700018
19699968
19699918
19699868
19699818
19699768
19699718
19699668
19699618
19699568
19699518
19699468
19699418
19699368
19699318
19699268
19699218
19699168
19699118
19699068
19699018
19698968
19698918
19698868
19698818
19698768
19698718
19698668
19698618
19698568
19698518
19698468
19698418
19698368
19698318
19698268
19698218
19698168
19698118
19698068
19698018
19697968
19697918
19697868
19697818



tcttatttta
cttttcattc
aattgaacat
taagagactt
acagtagtgt
tagatgaatg
tcagcctcca
ctcgaggaca
ccgtggattt
gcagaaagta
attgttgcectt
agaaagccaa
ttctaagtct
ctgaggccaa
ctgcttccaa
gagcgtgagg
cctcacccac
ttggtgactc
attactctgg
tgatacctcc
ttctgtggca
tgtccatagc
cattaacagg
cggctgcceccc
ggcttggtta
aaagattgtg
tagatttcct
aattaagtat
ttcececttett
ttttttttcc
gctaggtgag
gattaaaagg
atgcaaacag
tcctaacccc
ttttttttte
ggtgcaatct
tcctgectca
ccaggctaat
ttagccagga
ctcccaaagt
tgagaatgct
agggcaggga
ttggcttcag
ctaataaacc
GGATTGGGGG
CCAGCATCGG
ATCCTCGTGG
CGTCTGCAAC
TTTTCCCGGT
TCCACCCCAG
AACCACTCGC
TAGAGGACAT
ACGTACACCA
GTATGTGTTT
AATGTGGGAT
CCAACAGAGA
TTGCATGCTG
GTTTTAGGAG
GCCCTARAAGG

aaaatcaaga
tgaataataa
agaataacca
gaaagcaggg
tacaacagcc
ggtaaacaaa
aaataaggaa
ttatgctgag
ctacttatat
gaatggtggt
aatattaata
cggaactagg
acaaaagatg
ggcactcctg
gagcagccag
tccagggggce
tcagggataa
cctcatgceccc
ggagaggtct
ttttattttt
gtataggcta
tgtaaagaag
gaaggaggca
tggcgcaaac
tactgcagat
aatctctttt
aagaacacat
aaatatattg
agtctgttgg
ccctgaataa
ccctaggaga
gagcttggaa
caatctaata
tcttccaaaa
gagacagagt
cggctcactg
gcctcccaag
ttttttttcg
tggtctcgat
gctgggtttc
ttcagggtgg
gttgaagttg
tctgtaatat
tttgcccact
ACGCTGCACA
GAAGGTGTGG
TGGCTGCCCA
ACACTGCAAC
GTCCCACATC
CGCTGCTGGT
AAGTTCAGGC
TAAAAAGCAG
GCAGCATCTT
TACTTCCTTT
TGACCCCTGC
AGACCGTGTT
CTTAACGTGG
ATCAAAGAGA
AGAGTAAGCA

tatttgccct
tattctgctc
tgagatccag
tcttgaaaaa
aaaagctgga
atggggagca
atcctgtcac
tgaaataagc
gaggactgta
tgctaggggc
cccaaccaag
agtcggactt
ttgccttggg
ggtggggaga
cgtaatgcag
tggcctgaga
gaaagtctaa
cgacagcctg
tttactttct
caaaggagaa
agaaggcagc
tcectttttet
ctgggtggca
aggacccgct
atattggaga
agaagaggct
gagtatggca
tataaagtaa
gtaaactaga
gctatttaat
aagccaatct
atgaatttgt
tatgatctga
agttgtttct
ctcgctctgt
caagctccac
tagctgggac
tattgttagt
ctcctgacct
caggcgtgag
gcattccttt
taaagtatca
caccgtgtca
tttgtctgtt
CTTTCATCGG
ATCACAGTCA
GGAAGTGTGG
CGGGATGCAA
CGGCTGTGGG
GGCCATGCAT
GAGGAGAGAA
AAGGTTCGGA
TTTCCGAATC
ACAATGGGTA
CCCAACCTTG
TACCATTTTT
CAGAGTTGTG
GCACAGACGC
GAATGARAATG
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tctccaggaa
tcctgtggaa
caatcccaca
atagtagtat
agcaacccag
tccatacggt
acgcagcaac
cagttccaga
gagcagtcaa
tggggagggg
ggcaaaaaaa
ttccaacagg
gcacacagta
ggctgcctcc
aggggcaggt
aggggaggct
gaccggtgaa
taaaaaaaat
gaaaattttc
tgctgaccaa
tgtttgaatt
ctcgggatag
agggcagcag
ggggaggcaa
acaatggagc
ttctcagtag
gatgatgtta
gctaataagt
atatgtcatt
gaataaaatc
ggtgtaatgg
ttacctgtgt
atttagttga
gaccaaaaac
cacccaggct
ctccectggtt
tacaggtgcc
agagatgggg
catgatctgc
ccaccacacc
tcagaaaacc
cagcctacct
ctttcccaag
tagGGATAAA
GGGTGTCAAC
TCTTTATTTT
GGTGACGAGC
AAATGTGTGC
CCCTCCAGCT
GTGGCCTACT
GAGGAATGAT
TAGAGGGGTC
ATCTTTGAAG
CCACCTGCCC
TTGACTGCTT
ATGATTTCTG
CTACCTGCTG
AAAAAAATCA
AATGAGCTGA

ttgggcccct
atgcttaaag
tctagatacc
accctcactc
tgtccattga
ggaatagtat
atggatgaac
aagacaagtg
aatcatagat
ggaatggaga
acaatttctc
tctgctgact
gcaccccact
atttacccca
gtgtgggcca
gacaggtgtc
gagaaggact
gcctgagtga
aaagggtcca
ttctatagtc
atagcaaaag
agaatcagtg
atcccctcect
agccaacgtg
aatctttata
ttgacaatat
ttcaagctag
attttgtttt
ccaatgaaag
tactgtggaa
atcagacagt
tcctggatta
atcaagatga
atgataattt
ggggtgcagt
cacgccattc
cgccaccacg
ttttaccttg
ccgcctctge
tggccaaaca
tcagactagc
taaaataaag
gcctcttcca
CCAGCGCAAT
AAACACTCCA
CCGAGTCATG
AAGAGGACTT
TATGACCACT
GATCTTCGTC
ACAGGCACGA
TTCAAAGACA
GCTGTGGTGG
CAGCCTTTAT
TGGGTGTTGA
TATTTCTAGG
CGTCTGTGAT
CTGAAAGTGT
CCCCAATCAT
TTTCAGATAG

19697768
19697718
19697668
19697618
19697568
19697518
19697468
19697418
19697368
19697318
19697268
19697218
19697168
19697118
19697068
19697018
19696968
19696918
19696868
19696818
19696768
19696718
19696668
19696618
19696568
19696518
19696468
19696418
19696368
19696318
19696268
19696218
19696168
19696118
19696068
19696018
19695968
19695918
19695868
19695818
19695768
19695718
19695668
19695618
19695568
19695518
19695468
19695418
19695368
19695318
19695268
19695218
19695168
19695118
19695068
19695018
19694968
19694918
19694868
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TGGTCAAAAT GCAATCACAG GTTTCCCAAG CTAAACATTT CAAGGTAAAA 19694818
TGTAGCTGCG TCATAAGGAG ACTTCTGTCT TCTCCAGAAG GCAATACCAA 19694768
CCTGAAAGTT CCTTCTGTAG CCTGAAGAGT TTGTAAATGA CTTTCATAAT 19694718
AAATAGACAC TTGAGTTAAC TTTTTGTAGG ATACTTGCTC CATTCATACA 19694668
CAACGTAATC AAATATGTGG TCCATCTCTG AAAACAAGAG ACTGCTTGAC 19694618
AAAGGAGCAT TGCAGTCACT TTGACAGGTT CCTTTTAAGT GGACTCTCTG 19694568
ACAAAGTGGG TACTTTCTGA AAATTTATAT AACTGTTGTT GATAAGGAAC 19694518
ATTTATCCAG GAATTGATAC gTTTATTAGG AAAAGATATT TTTATAGGCT 19694468
TGGATGTTTT TAGTTCTGAC TTTGAATTTA TATAAAGTAT TTTTATAATG 19694418
ACTGGTCTTC CTTACCTGGA AAAACATGCG ATGTTAGTTT TAGAATTACA 19694368
CCACAAGTAT CTAAATTTGG AACTTACAAA GGGTCTATCT TGTAAATATT 19694318
GTTTTGCATT GTCTGTTGGC AAATTTGTGA ACTGTCATGA TACGCTTAAG 19694268
GTGGAAAGTG TTCATTGCAC AATATATTTT TACTGCTTTC TGAATGTAGA 19694218
CGGAACAGTG TGGAAGCAGA AGGCTTTTTT AACTCATCCG TTTGCCAATC 19694168
ATTGCAAACA ACTGAAATGT GGATGTGATT GCCTCAATAA AGCTCGTCCC 19694118
CATTGCTTAA GCCTTCAcat gccttgtggt ttctgttgca tctgggcagc 19694068
ttgctgccaa ccctcecgtggt atgatgagtg ggttgggtgce ttttgctggg 19694018

aaggccacca gttactg

Sekil 2.7 Cx30 geninin ekzon ve intron bdlgelerini gésteren DNA baz dizisi (54)

Cx30 geninde, 342 kb’lik biiyiik bir delesyona neden olan del(GJB6-

DI13S1830) mutasyonunun, Cx26 mutasyonlarindan sonra otozomal resesif
sendromik olmayan isitme kaybina neden olan en 6nemli mutasyonlardan biri oldugu

belirtilmistir (2, 7, 17, 51, 56).

2.2.4 Cx26 ve Cx30 Proteinleri ve Bu Proteinlerin Isitme Kaybindaki Rolleri

Gap junction kanal yapisini olusturan Cx26 ve Cx30 proteinlerinin kokleada, stria
vaskulariste bazal hiicreler arasinda, baziler membranda, destek hiicreler arasinda,
limbus ve spiral ligamentteki fibrositler arasinda bol miktarda bulunduklar1 tespit

edilmistir (2, 4).

I¢ kulakta sentezlenen ve gap junction kanal yapisini olusturan Cx26 ve Cx30
proteinleri, i¢ kulaktaki ses iletimi sirasinda endolenfte yogun olarak bulunan ve saglt
hiicrelere ge¢mis olan potasyum iyonlarinin tekrar endolenfe donmesinde 6nemli rol

oynarlar (Sekil 2.8) (2, 16, 17, 41, 57).
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Sekil 2.8. Koklear gap junction kanallariyla gergeklesen potasyum dongiisii (58)

Cx26 ve Cx30 genlerinde meydana gelen mutasyonlarin, kokleadaki gap
junction kanal yapisini bozarak potasyum iyon dongiisiinii engelledigi ve genetik

isitme kaybina neden oldugu bildirilmistir (2, 41).

2.2.5. Cx26 ve Cx30 Gen Mutasyonlari

Prelingual donemde isitme kaybi olan cocuklarda, sendromik olmayan otozomal
resesif tipte isitme kayb1 yaygin olarak goriilmektedir. DFNBI lokusunda yer alan
Cx26 ve Cx30 genlerinde olusan mutasyonlarin, sendromik olmayan otozomal

resesif isitme kayiplari ile iligkili oldugu bildirilmistir (56).

Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybinin %50’sinden sorumlu
olan gen DFNBI1 lokusunda yer alan Cx26 genidir (2, 7, 9). Akdeniz tilkelerinde
kalitsal isitme kaybina neden olan mutasyonlarin yaklasik % 30-50’sini Cx26
mutasyonlart olusturmaktadir (14, 59). Bugiine kadar Cx26 geninde goriilen
doksandan fazla mutasyon oldugu bildirilmistir. Bunlar arasinda yaygin olarak

gorilenler 35delG, 167delT ve 235delC mutasyonlaridir (60).

Ozellikle tek niikleotit degisimi sonucunda olusan 35delG mutasyonu birgok

irkta yaklasik %60-70 oraninda goriilmiistiir (61). Bu mutasyon, Cx26 geninin
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2.ekzonunda bulunan arka arkaya dizilmis 6 guanin bazindan 35. niikleotit olan
guaninin delesyonu sonucunda olusan c¢erceve kaymasi tipi mutasyondur (62). Bu
mutasyon sonucunda 13. kodonda stop kodon olusur ve 12 amino asitlik bir protein

meydana gelir (48).

35delG mutasyonunun Tiirkiye’de isitme engelli olgular iizerinde yapilan bir

calismada goriilme orani, %20,4 ve tasiyicilik sikligr ise %1,8 olarak bulunmustur

(13).

Cx26 mutasyonlarindan olan 167delT mutasyonu Askenazi Yahudilerinde,
235delC mutasyonu ise Kore ve Japon populasyonlarinda yaygin olarak
gorilmektedir (2, 4, 15, 61, 63). 167delT mutasyonu sonucunda Cx26 geninin 2.
ekzonundaki 56. kodonda bir ¢erceve kaymasi tip mutasyon olusur. 81. kodonda bir

stop kodon olusur ve 80 aminoasitlik bir protein meydana gelir (49).

I¢ kulakta sentezlenen ve sendromik olmayan isitme kaybina neden olan bir
diger gen ise Cx30 genidir. Bu gende olusan del(GJB6-D13S1830) mutasyonu, Cx30
geninde ilk iki ekzon ve iciincii ekzondan bir parcayida igine alan biiyiik bir

delesyona neden olmaktadir (Sekil 2.9) (64).

Cx26 geni Cx30 geni

Sentromerik Teli.:.rmeril-;
hilge 35 kb hilge

iel{G.JBG-01351830)

Sekil 2.9 del(GIB6-D13S1830) mutasyonunun kromozomal lokalizasyonu (64).

Cx30 geninde olusan del(GJB6-D13S1830) mutasyonunu Ispanya, Fransa, Israil ve
Brezilya’ da yaygin olarak bulundugu bildirilmistir (65).



19

3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1 GERECLER
3.1.1 Kan Orneklerinin Elde Edilmesi

Bu ¢alismada, Afyonkarahisar ili’nde bulunan Karahisar Isitme Engelliler Okulunda
2005-2006 yillar1 arasinda egitim goéren ve konjenital igitme kaybi tanisi konmus 47
isitme engelli olgu degerlendirmeye alindi. Bebeklik doneminde atesli hastalik
gecirmemis, igitme kaybi disinda bagka sikayetleri olmayan ve konjenital isitme
kayipl olgular calismaya dahil edildi. Secilen olgularin %48,9’unun anne ve babasi
arasinda akrabalik bulunurken, %51,1’inin anne ve babasi arasinda akrabalik
bulunmadigi belirlenmistir. Calismaya dahil edilen her olgudan pihtilagmay1 6nlemek
icin etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tiiplere kan alindi. Kan 6rnekleri DNA

izolasyonu yapilincaya kadar +4° C’de saklandi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Bu caligmada, Sigma (Almanya) ve Merck marka kimyasallar kullanildi.
= 5XTBE
= Agaroz
= [sopropanol
= Etanol
* Etidyum bromiir
* Brom fenol blue
= Taq DNA Polimeraz
*  Puregene® DNA izolasyon kiti

=  Pronto Konneksin kiti

Puregene® DNA izolasyon Kit icerigi
» Eritrosit parcalama ¢ozeltisi (RBC lysis solution): Amonyum kloriir,
etilen diamintetraasetik asit, sodium bicarbonate

» Hiicre pargalama ¢ozeltisi (Cell lysis solution): Tris (hidroksimetil)
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aminometan, etilendiamintetraasetik asit, sodyum dodesil stilfat

* Protein ¢oktiirme ¢ozeltisi (Protein precipitation solution): Amonyum

asetat

= DNA hidrasyon

cOzeltisi

(DNA hydration solution):

(hidroksimetil) minometan, etilendiamintetraasetik asit

= RNaz A ¢ozelti

Pronto Konneksin kit icerigi:
= Pronto" tampon 2
= (Cozelti C
= (CozeltiD
= ColoRed™ yag:

= Assay c¢ozeltisi

» Yikama ¢ozeltisi (konsantrasyon 20X)

= HRP birlestirici
= TMB substrat

»  Durdurma ¢ozeltisi (1 M H,SOy)

= Pronto™ Connexin Screen™™ plakalar

= Belirleme (ELISA) plakalari

3.1.3. Kullamilan Cihazlar

Tris

Cihaz Adq Marka-Model
Santrifiij Thermo
Buzdolab1 Profilo
Derin Dondurucu Bosch
Vorteks Velp
Spektrofotometre Nano Drop
Termal Cycler Eppendorf Mastercycler personal
Gii¢c Kaynagi Apelex PS 503
UV Transilliiminator UVP
Goriintiileme Kabini Biolab
Yatay Elektroforez Tanki Biolab




21

3.2. YONTEMLER

Bu calismada, incelemeye alinan 47 olgunun periferik kanindan genomik DNA elde
edildi. izole edilen her DNA molekiiliiniin Cx26 geninin 2. ekzonu ve Cx30 geninin
3. ekzonu amplifiye edildi. Amplifiye edilen DNA {iizerinde Cx26 geninde 35delG ve
167delT, Cx30 geninde del(GJIB6-D13S1830) mutasyonlarinin genotipleme
calismasi icin basit niikleotit primer uzamasi ve ELISA (Enzim linked immuno

sorbent assay) yontemi kullanildi. Yontem teorik olarak 6 basamaktan olusmaktadir:

1. DNA izolasyonu: Olgularin genomik DNA’s1 periferik kan 6rneklerinden izole
edildi.

2. Hedef DNA Amplifikasyonu: Test edilen mutasyonlarin DNA fragmentleri
amplifiye edildi. Amplifiye edilen DNA, primer uzama reaksiyonlar1 i¢in substrat

olarak kullanildi.

3. Amplifikasyon Sonrasi Uygulamalar: Amplifiye olmus DNA 0Ornegine
katilmamis serbest niikleotidleri inaktive etmek i¢in PCR f{iriiniine uygulandi.
Boylece ortamdaki serbest niikleotidlerin primer uzama reaksiyonuna katilmasi

Onlendi.

4. Primer Uzama Reaksiyonu: Basit niikleotid primer uzama assayi 96 kuyucuklu
bir termoplatede gerceklestirildi. Her bir kuyucuk, beklenen mutasyon bdolgesine
yakin test edilen DNA’ya hibridize olan 5’-ucu FITC (Fluoresein Izosiyanat) ile
isaretlenmis bir primeri ve test edilen bdlgedeki niikleotidi tamamlayan basit
biyotinle isaretli niikleotit tiirinii (mutant veya yabanil tip ile mukayese edilen)
icermektedir. Her bir post amplifikasyon uygulanmis 6rnek mutasyon basina iki
kuyucukta test edildi. Her bir ¢iftin ilk kuyucugu mutant allelin (mut) varlig1 i¢in test
edilirken ikinci kuyucuk normal allelin (wt) varligi i¢in test edildi. Biyotinle isaretli
niikleotid test edilen her bir bireyin genotipine bagli olarak reaksiyon boyunca

primere katild1 veya katilmadi.
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5. ELISA ile Belirleme: Biyotinle isaretli primerlerin belirlenmesi ELISA prosediirii
ile gergeklestirildi. Bu asamada Once biyotinle isaretli primerler streptavidinle
kaplanmig ELISA plagina baglanir ve DNA fragmentlerinin 5’ucunda yer alan
FITC’ye HRP (Horse Radish Peroksidase) enzimi baglanir. Daha sonra ortama

konulan TMB substratin varliginda peroksidaz reaksiyonu meydana gelir.

6. Sonuclarin Yorumlanmasi: Sonuglar TMB substrat ¢6zeltisinin ilavesini takiben

gortlebilir hale geldi. Substrat agik renkli kald1 veya maviye doniistii.

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda Gentra Systems firmasimin Puregene® DNA izolasyon kiti
kullanild1. Kit prosediirii hiicrelerin parcalanmasi, RNA’nin uzaklastirilmasi,
proteinlerin  ¢oktiirilmesi, DNA’nin toplanmasi, ¢oktiiriilmesi, yikanmasi ve

hidrasyonu islemlerini kapsamaktadir.

1. Iki adet 1,5 ml’lik eppendorf tiipe hastanin adi-soyadi ve DNA numarasi
yazildi.

2. Tiplerden birine 300 ul %100’liik isopropanol konuldu.

3. Diger tiipe 900 ul eritrosit parcalama ¢ozeltisi konuldu ve 300 ul periferik

kan ilave edildi.

Karisim pipetajla homojen hale getirildi.

Tiip oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Mikrosantrifiij ile 16000 rpm’de 20 saniye santrifiij edildi.

S e

Tiipiin dibindeki beyaz pellete dokunmadan ve tiipiin i¢inde 10-20 pl

supernatant kalacak sekilde supernatant uzaklastirildi.

8. Beyaz pellet ile sivinin karigmasi i¢in tiip 15-20 saniye vortekslendi.

9. 1,5 ul RNaz A ¢ozeltisi ilave edildi.

10. Tiip 3-5 saniye vortekslendi ve etiivde 37° C’de 20 dakika inkiibe edildi.

11. Inkiibasyondan sonra 300 pl hiicre pargalama ¢ozeltisi eklenerek pipetajla
karistirildi.

12. 100 ul protein ¢oktiirme ¢ozeltisi eklendi.

13. Karisim vorteksle (10 saniye) homojen hale getirildi.



14.
15.

16.

17.

18.
19.
20.
21.
22,
23.
24,
25.
26.
27.
28.
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16000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

DNA’y1 igeren supernatant pipetle 300 pl %100°1iik isopropanol {izerine ilave
edildi.

Tiip yavagea ters diiz edilerek 30-50 kez karistirildi ve DNA ipliksi yapida
gortliir hale geldi.

Tip 16000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA tiipiin dibinde goriiniir bir
cokelti haline geldi.

DNA’nin dipten kalkmamasina dikkat ederek supernatant dokiildii.

Tiip kurutma kagidi tizerinde ters ¢evrilerek DNA kurutuldu.

DNA pelleti iizerine 300 pl %70’lik etanol koyuldu.

Tiip ters diiz edilerek DNA’nin kalkmas1 saglandi.

16000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

DNA’nin dipten kalkmamasina dikkat ederek etanol dikkatlice dokiildii.

Tiip kurutma kagidi lizerinde ters ¢evrilerek DNA kurutuldu.

100 pl DNA hidrasyon ¢ozeltisi eklendi.

DNA pelletinin kalkmasi1 saglandi.

DNA o6rnekleri 65° C’de 5 dakika inkiibe edildi.

izole edilen DNA aym giin iginde kullanilacaksa +4°C’de, daha sonra
kullanilacaksa -20°C’de saklandi.

3.2.2. izole Edilen DNA Miktariin Spektrofometrede Ol¢iimii

izole edilen DNA’ nin miktar tayininde absobsiyon (A; ya da optik dansite, OD)

temeline dayanan spektrofotometrik yontemler kullanilir. Niikleotidlerin heterosiklik

halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon 6zelligi gosterir. Bu nedenle

260 nm’de oOlgiilen absorbsiyon degerleri (Aze0) oldukga saf olarak izole edilen

niikleik asitlerin mikrogram diizeyinde miktarlariin belirlenmesinde kullanilir

1 ml s1vida belli dalga boyundaki (DNA i¢in 260 nm) 1s18a 1 cm yol aldiran

madde miktarina 1 OD denir. Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in, loptik dansitenin

(OD) 50 pg/ml’ye karsilik geldigi bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli DNA i¢in

miktar belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilir:



Proteinler de 280 nm’de absorbsiyon 6zelligi gosterirler. 260 ve 280 nm dalga
boylarinda okunan degerler arasindaki oran, niikleik asitlerin saflif1 hakkinda bilgi
vermektedir. Bu nedenle 280 nm’de oOlgiilen bir degerdeki artis, Ao/ Azso oraninda

diismeye neden olur. Saflastirilmis DNA’da Ao / Azso orani, yaklask 1,75’in
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DNA (ug/ml) = A2 x sulandirma orani x 50

tizerinde olmalidir (66).

Bu islemler i¢in NanoDrop cihazi ve softwaire’inden yararlanildi. Hidrasyon

solusyonu i¢inde ¢6ziinmiis olan DNA 6rneginin 1,5 pl’si kullanilarak 6l¢tim yapildi.

Cizelge 3.1°de izole edilen DNA 6rneklerinin miktar ve saflig1 verilmistir.

Cizelge 3.1. izole edilen DNA 6rneklerinin miktar ve safligi

Olgu no | DNA miktar1 (ng/ ul) | 260/280 nm’de DNA’nin saflik degeri
1. 73,9 1,90
2. 114,2 1,90
3. 126,7 1,92
4. 65,9 1,88
5. 91,9 1,92
6. 79,0 1,89
7. 116,3 1,94
8. 76,7 1,93
9. 78,1 1,88
10. 51,7 1,92
11. 94,7 1,90
12. 51,9 1,92
13. 82,1 1,90
14. 43,1 1,93
15. 95,9 1,86
16. 114,0 1,91
17. 440,5 1,88
18. 143,5 1,81
19. 39,2 1,81
20. 570,6 1,86
21. 537,0 1,83
22, 47,0 1,79
23. 2433 1,88
24. 71,1 1,76
25. 102,3 1,80
26. 81,5 1,88
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Olgu no | DNA miktar: (ng/ ull) | 260/280 nm’de DNA’nin saflik degeri
27. 48,3 1,83
28. 77,2 1,88
29. 406,4 1,82
30. 308,5 1,89
31. 72,6 1,86
32. 55,0 1,72
33. 14,3 1,46
34. 69,3 1,63
35. 35,5 1,88
36. 225,1 1,80
37. 108,6 1,80
38. 191,0 1,82
39. 108,5 1,89
40. 28,2 1,75
41. 52,3 1,67
42. 50,6 1,75
43. 19,4 1,65
44. 39,5 1,72
45. 53,2 1,72
46. 43,0 1,73
47. 36,7 1,70

Cizelge 3.1’in devamu

3.2.3. Olgularin Cx26 (35delG ve 167delT) ve Cx30 (delGJB6-D13S1830)

Mutasyonlar1 Bakimindan incelenmesi

Olgularin Cx26 (35delG ve 167delT) ve Cx30 (delGJB6- D13S1830) mutasyonlari

bakimindan incelenmesi igin Pronto™™ Connexin kiti kullamildi.

1. 0,5 mI’lik ependorf tiipe 18 pl amplifikasyon karigimi, 5 ul DNA ve 0,2 pl
Taq DNA polimeraz koyuldu.

2. Karigim pipetaj ile homojen hale getirildi ve 3—4 saniye santrifiij edildi.

3. Thermal cycler baslangi¢c 94°C’de 5 dakika; 94°C’de 30 saniye, 65°C’de 30
saniye ve 72°C’de 30 saniye 35 dongii; 72°C’de 5 dakika ve son sicaklik 18-
25°C olmak tlizere programland: ve tiip Thermal cycler’a konuldu.

4. Amplifikasyon sonras1 PCR iiriiniin 5 pl’si % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
amplifikasyon olup olmadigi test edildi.
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%?2’lik agaroz jel 50 ml 0.5XTBE iginde 1 g agaroz kaynatilarak hazirlandi
ve i¢ine 2,5 ul (0,25 M) Etbr ilave edildi. Jel tanka dokiilerek donmasi
beklendi. 2 ul PCR iiriinii ve 4 ul bromfenol blue pipetajla karistirilarak jele
yiiklendi.

Yiiriitme sonucunda jelde goriilen iki bant amplifikasyon oldugunu gosterdi.
Bu iki banttan biri Cx26 geninin 2. ekzonuna digeri Cx30 geninin 3.

ekzonuna aittir (Sekil 3.1).

J000 kg
2000 b
1500 by
1000 hp
580 bp (Cx26 geni-2.ekzon)
S00 b
400 b
300 b

200 bp

372 bp (Cx30 geni-3.ekzon)

100 bp

Sekil 3.1. Cx26 ve Cx30 genlerine ait PCR {iriinlerinin elektroforez fotografi

7. 0,5 ml’lik ependorf tiipe 50,5 ul amplifikasyon sonrast uygulama karigimi

(Cizelge 3.2) ve 15 ul amplifiye olmus DNA koyuldu.

Cizelge 3.2. Amplifikasyon sonrasi uygulama karigimi

Cozelti Bir ornek i¢in kullanilacak hacim (ul)
Pronto™™ Buffer 47,0
Cozelti C 2,0
Cozelti D 1,5
Toplam 50,5

Karigim pipetajla homojen hale getirildi.
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20.
21.

22,
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Thermal cycler baslangic 94°C’de 15 saniye; 94°C’de 30 saniye, 62°C’de 10
saniye 20 dongii ve son sicaklik 18- 25°C olmak {iizere programlandi ve tiip
Thermal cycler’a konuldu.

Ikinci PCR iiriiniinden Connexin Pronto Plakanm her kuyucuguna 8’er ul
dagitild1.

Kuyucuklarin iizerine birer damla renklendirilmis yag damlatildi. Islem
sirasinda damlatma sigesinin ucuyla plakaya dokunmamaya ve damlada ya da
altta hava kabarci1g1 kalmamasina dikkat edildi.

Plaka Thermal cycler’a konularak 37°C’de 30 dakika, 95°C’de 10 dakika
inkiibe edildi.

Her bir kuyucuk ic¢ine renklendirilmis yagin altina girilerek 106 pl Assay
coOzeltisi konuldu ve tekrar c¢ekilerek kuyucuk icindeki iiriiniin ¢ekilmesi
saglandi. Bu islem 12 kanalli otomatik mikropipet yardimiyla es zamanlh
olarak yapildi.

Cekilen f{irtin belirleme plakasina aktarildi. Aktarma sirasinda streptavidin
kaplanmis olan plaka tabanina dokunmamaya dikkat edildi. Bu islem 12
kanalli otomatik mikropipet yardimiyla es zamanli olarak yapildi.

Plaka 10 dakika karanlikta, oda sicakliginda inkiibe edildi.

Bu sirada 1,5 ml’lik eppendorf tiipe 11 ul HRP ve 1100 ul Assay soliisyonu
konuldu. Karisim vorteksle homojen hale getirildi. Kullanilincaya kadar
karanlikta bekletildi.

Karanlikta 10 dakika inkiibe edilen belirleme plakasi % 5’lik yikama ¢ozeltisi
(57 ml distile su ile 3 ml 20X Yikama soliisyonu karistirilarak hazirland) ile
4 kez yikandi.

Plaka fon makinesi yardimiyla kurutuldu.

Kuruyan belirleme plakasinin her kuyucuguna HRP + Assay ¢ozeltisinden
100’er ul eklendi. Bu islem 12 kanalli otomatik mikropipet yardimiyla es
zamanli olarak yapildi.

Plaka 10 dakika karanlikta, oda sicakliginda inkiibe edildi.

Karanlikta 10 dakika inkiibe edilen belirleme plakasi % 5°lik yikama ¢ozeltisi
ile 4 kez yikandi.

Plaka fon makinesi yardimiyla kurutuldu.
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23. Kuruyan belirleme plakasinin her kuyucuguna TMB substrat ¢ozeltisinden
100’er ul eklendi. Bu islem 12 kanalli otomatik mikropipet yardimiyla es
zamanl olarak yapildi.

24, Plaka 15 dakika karanlikta, oda sicakliginda inkiibe edildi.

25. Plakalardaki renk degisimi dikkate alinarak olgularin Cx26 ve Cx30 genlerine

ait mutasyonlar acisindan genotipleri belirlendi.
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4. BULGULAR

Bu calismada Afyonkarahisar Ili'nde bulunan Karahisar Isitme Engelliler Okulunda
2005-2006 yillar1 arasinda egitim goren, konjenital isitme kayipli 47 olgudan elde
edilen DNA o6rneginde Cx26 geni iizerindeki 35delG ve 167delT mutasyonlar: ile
Cx30 geni tizerinde bulunan del(GJB6-D13S1830) mutasyonunun varlig

incelenmistir.

Calisilan  35delG, 167delT ve del(GJB6-D13S1830) mutasyonlarinin
saptandig1 olgulara ait ELISA test sonuglar1 Sekil 4.1-4.8’de verilmistir. Her bir
mutasyon mutant tip (mut) ve yabanil tip (wt) olmak lizere iki kuyucukta analiz
edildi. Mavi rengin olusumu, kuyucukta biotinle isaretli primerlerle hibridize olan
olgulara ait DNA’nin streptavidine baglandigini ve incelenen genotip agisindan

rengin olustugu kuyucukta sonucun pozitif oldugunu gosterdi.

Olgulara ait 6zellikler ve mutasyonlar Cizelge 4.1’de 6zetlendi. Bireylerin 28
(%59,6) tanesi erkek, 19 (%40,4) tanesi kiz olup yaslari 8 ile 18 arasinda
degistirmektedir. Olgularin 23’ilinlin (%48,9) anne ve babasi arasinda akrabalik
bulunurken, 24’tniin (%51,1) anne ve babasi arasinda akrabalik bulunmadig

belirlenmistir.

Incelenen 47 olgudan elde edilen sonuglara gére 7 (~%14,9) olguda 35delG
mutasyonu saptanmistir. Belirlenen mutasyonlarin olgulara gore sikligi Cizelge 4.2

ve Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Bu mutasyonlarin 4 (~%38,5) tanesi homozigot ve 3 (~%06,4) tanesi
heterozigot mutant olarak belirlenmistir. Olgularin homozigot, heterozigotluk

durumlan Cizelge 4.3 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.

167delT ve del(GJB6-D13S1830) mutasyonlarina ise ¢alisma grubumuzdaki

higbir olguda bulunamamastir.
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8. Olguda Belirlenen Mutasyon: 35delG
Sekil 4.1 Cx26 ve Cx30 genine ait ¢alisilan 3 mutasyonun 8. olgudaki ELISA test

sonucu

11. Olguda Belirlenen Mutasyon: 35delG

Sekil 4.2. Cx26 ve Cx30 genine ait ¢alisilan 3 mutasyonun 11. olgudaki ELISA test

sonucu

35delG WT 167delT

©

16. Olguda Belirlenen Mutasyon: 35delG
Sekil 4.3. Cx26 ve Cx30 genine ait ¢alisilan 3 mutasyonun 16. olgudaki ELISA test

sonucu
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35delG WT 167 delT

©

17. Olguda Belirlenen Mutasyon: 35delG
Sekil 4.4. Cx26 ve Cx30 genine ait ¢alisilan 3 mutasyonun 17. olgudaki ELISA test

sonucu

22. Olguda Belirlenen Mutasyon: 35delG
Sekil 4.5. Cx26 ve Cx30 genine ait ¢alisilan 3 mutasyonun 22. olgudaki ELISA test

sonucu

39. Olguda Belirlenen Mutasyon: 35delG
Sekil 4.6. Cx26 ve Cx30 genine ait ¢alisilan 3 mutasyonun 39. olgudaki ELISA test

sonucu
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35delG WT 167 delT

©

44. Olguda Belirlenen Mutasyon: 35delG
Sekil 4.7. Cx26 ve Cx30 genine ait ¢alisilan 3 mutasyonun 44. olgudaki ELISA test

Sonucu

Mutasyon Yok

Sekil 4.8. Cx26 ve Cx30 genine ait ¢alisilan 3 mutasyon i¢in normal bir genotip

yapisina sahip bir olgunun ELISA test sonucu drnegi
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Cizelge 4.1. Olgularin 35delG, 167delT ve del(GJB6-D13S1830) mutasyonlarina ait

genetik bulgular
Olgu Anne-Baba Genotipleme
Yas Cinsiyet Dogum Yeri
No. Akrabahgi Sonuclari
. Caligilan
1. 9 E Ihsaniye Yok
mutasyonlar yok
Caligilan
2. 13 K Afyonkarahisar Var
mutasyonlar yok
Calisilan
3. 12 E Suhut Var
mutasyonlar yok
alisilan
4. 14 E Banaz Var Gals
mutasyonlar yok
Calisilan
5. 10 K Afyonkarahisar Var
mutasyonlar yok
. Caligilan
6. 8 E Iscehisar Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
7. 10 K Suhut Var
mutasyonlar yok
35delG
8. 12 E Usak Yok
( homozigot)
Calisilan
9. 11 K Afyonkarahisar Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
10. 18 E Manisa Var
mutasyonlar yok
) 35delG
11. 11 E Sincanlt Var
( homozigot)
Calisilan
12. 10 K Suhut Var
mutasyonlar yok
Caligilan
13. 10 K Afyonkarahisar Yok
mutasyonlar yok




34

Olgu Anne-Baba Genotipleme
Yas Cinsiyet | Dogum Yeri
No. Akrabah@ Sonuclan
Calisilan
14. 12 K Dinar Var
mutasyonlar yok
Calisilan
15. 14 E Konya Var
mutasyonlar yok
35delG
16. 10 K Afyonkarahisar Yok
(heterozigot)
35delG
17. 11 E Usak Yok
(heterozigot)
Calisilan
18. 13 E Sincanl Var
mutasyonlar yok
Calisilan
19. 11 K Suhut Var
mutasyonlar yok
Calisilan
20. 10 K Burdur Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
21. 14 E Afyonkarahisar Var
mutasyonlar yok
35delG
22. 11 E Usak Yok
(homozigot)
] Calisilan
23. 11 E Ihsaniye Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
24. 9 K Afyonkarahisar Var
mutasyonlar yok
Calisilan
25 12 E Afyonkarahisar Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
26. 14 E Afyonkarahisar Yok
mutasyonlar yok
Caligilan
27. 13 E Eskisehir Yok

mutasyonlar yok

Cizelge 4.1” in devami
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Olgu Anne-Baba Genotipleme
Yas Cinsiyet | Dogum Yeri
No. Akrabah@ Sonuclan
Calisilan
28. 8 K Afyonkarahisar Var
mutasyonlar yok
Calisilan
29. 14 E Afyonkarahisar Var
mutasyonlar yok
Calisilan
30. 15 E Afyonkarahisar Var
mutasyonlar yok
Caligilan
31. 9 K Usak Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
32. 11 K Afyonkarahisar Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
33. 15 K Sincanl Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
34. 17 E Sandikl Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
35. 14 E Afyonkarahisar Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
36. 9 E Suhut Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
37. 18 E Suhut Yok
mutasyonlar yok
] Calisilan
38. 9 E Sincanl Var
mutasyonlar yok
35delG
39. 11 E Usak Yok
(homozigot)
Calisilan
40. 13 E Isparta Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
41. 16 K Suhut Var

mutasyonlar yok

Cizelge 4.1” in devami
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Olgu Anne-Baba Genotipleme
Yas Cinsiyet | Dogum Yeri
No. Akrabah@ Sonuclan
Calisilan
42. 11 E Usak Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
43. 17 K Sincanl Var
mutasyonlar yok
] 35delG
44, 18 E Afyonkarahisar Yok
(heterozigot)
Calisilan
45. 16 K Sultandag Yok
mutasyonlar yok
Calisilan
46. 12 E Kadikoy Var
mutasyonlar yok
Calisilan
47. 13 K Sandikli Var

mutasyonlar yok

Cizelge 4.1’ in devami
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Cizelge 4.2. Belirlenen mutasyonlarin olgulara gore sikligi

Mutasyonlar Olgu Sayisi %
35delG 7 14,7
167delT 0 0
del(GJB6-D13S1830) 0 0
Mutasyon saptanmayan 40 85,3
TOPLAM 47 100
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Sekil 4.9. Belirlenen mutasyonlarin olgulara gore sikligi (%)
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Cizelge 4.3. Olgularin homozigot, heterozigot durumlarina gore dagilimi (%)

Mutasyonlarin homozigot ve

Olgu Sayisi %
heterozigotluk durumu
Bir mutasyon a¢isindan homozigot 4 8,5
Bir mutasyon acisindan heterozigot 3 6,7
Mutasyon saptanmayan 40 84,8
TOPLAM 47 100

Mutasyon
ot .
Homozigo Heterozigot saptanmayanlar

Sekil 4.10. Olgularin homozigot ve heterozigot durumlarina gore dagilimi (%)
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5. TARTISMA

Genel olarak konjenital isitme kaybinin siklig1 yaklagik 1000 canli dogumda 1 olarak
saptanmustir (67, 68). Bu rakamin yaklagik yaris1 genetik nedenlere, diger yarisi ise

cevresel nedenlere bagl olarak olugmaktadir.

Genetik temeli kesin olarak belirlenmis olgularda konjenital isitme kaybina
neden olan genlerden en Onemlisi Cx26 genidir (69-71). Konjenital isitme
kayiplarinin %60-70’inden Cx26 mutasyonlarinin sorumlu oldugu bildirilmistir (67).

Cx26 mutasyonlar1 arasinda en sik goriileni 35delG mutasyonudur (72-74).

Konjenital isitme kaybina neden olan diger 6nemli bir gen ise Cx30 genidir.
Cx30 geninde olusan 342 kb’lik biiyiik bir delesyon olan del(GJB6-D13S1830)
mutasyonu bazi toplumlarda dzellikle Ispanya’da yaygin olarak goriilmektedir (2, 7,

17, 57).

Calisma grubunu olusturan olgularin %48,9’unun anne ve babasi arasinda
akraba evliligi oldugu tespit edildi (Cizelge 4.1). Edinilen bilgiler dogrultusunda
konjenital isitme kayb1 bulunan 47 olguda Cx26 geni iizerinde olusan iki mutasyon
(35delG ve 167delT) ve Cx30 geni iizerinde olusan 342 kb’lik biiylik bir delesyon
olan del(GJB6-D13S1830) mutasyonunun genotipleme ¢alismas1 PCR-ELISA
teknigi kullanilarak yapildi. Calisma sonucunda, konjenital isitme kayipli 47 olguda
%14,9 oraninda 35delG mutasyonu bulundu.

Akdeniz g¢evresi, Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika kokenli otozomal resesif
konjenital isitme kayipli olgularin yaklasik yarisi, Cx26 genindeki bir mutasyona
bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bugiine kadar bu gen icinde doksandan fazla
mutasyon bildirilmesine ragmen, yalnizca bir mutasyon (35delG) bircok

populasyonda yaklasik %60-70 oraninda saptanmaktadir (13, 14).

Tekin ve ark.’min (2003) isitme kayipli olgular iizerinde yaptiklart bir

calismada, 35delG mutasyonu i¢in Tiirkiye’deki bazi illerde saptanan sonuglar %5 ile
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%53 arasinda degismektedir. (Ankara’da %53, Usak’ta %36, Denizli’de %32,
Kiitahya’da %30, Samsun’da %14, Corum’da ve Tokat’ta %9, Yozgat’ta %7,
Amasya’da %5). Afyonkarahisar da ise, 78 isitme kayipli olgunun 15’inde (%19)
35delG mutasyonu bulunmustur (75). Bizim c¢alismamizda yapilan genotipleme
sonucunda 47 isitme kayipli olgunun 7’sinde (%14,9) 35delG mutasyonu
saptanmigtir. Yine bu c¢alismaya gore 35delG mutasyonunun Tiirkiye’de bolgeler

arasinda farkli bir dagilim sergiledigi gosterilmistir.

Kalay ve ark. (2005) Tiirkiye’de yaptiklar bir ¢alismada, 93 prelingual isitme
kayipli olgunun 20’sinde (%21,5) homozigot, 4’iinde heterozigot (%4,3) 35delG
mutasyonu saptanmistir (40). Bizim ¢alisma grubumuzu olusturan 47 isime kayiph
olgunun 4’iinde homozigot (%8,5), 3’linde heterozigot (%6.,4) 35delG mutasyonu

bulunmustur.

Askenazi Yahudilerinde Cx26 mutasyonlarindan olan 167delT mutasyonunun
% 84 oraninda gorildigli aciklanmistir (76). Bu mutasyonun Askenazi

Yahudilerinde ki tagiyicilik sikligr ise %2 ile 4 oldugu bildirilmistir (77, 78).

Tekin ve arkadaslarimin 2002 yilinda yaptiklari bir ¢alismada 167delT
mutasyonu, Tiirk toplumundan aliman genis bir 6rnek grubunda hi¢ bulunmazken
(13), 2003 yilinda yine Tiirk toplumunda yaptiklar1 diger bir ¢alismada 1 allelde
(%0,3) bu mutasyon goriilmiistiir. Nitekim bizim ¢alismamizda da bu mutasyona hig

rastlanmamustir (74).

Otozomal resesif isitme kaybina neden olan ve bir¢cok populasyonda Cx26
mutasyonlarindan sonra en sik goriilen mutasyon, Cx30 geninde olusan del(GJB6-
D13S1830) mutasyonudur (53, 79). 342 kb’lik biiyiik bir delesyon olan bu mutasyon
ozellikle Ispanya’da yogun olarak goriilmektedir. Ispanya disinda Fransa ve Israil’de
Cx26 mutasyonlar1 ile birlikte heterozigot mutant olarak %16 ile 20,9 oraninda

goriildiigii ve sendromik olmayan isitme kaybina neden oldugu aciklanmistir (16).
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Ispanya’da yapilan bir ¢alismada 33 isitme kayipli olgunun 22’sinde Cx26
geni mutasyonlariyla birlikte del(GJIB6-D13S1830) mutasyonu heterozigot mutant
olarak goriiliirken, sadece 1 olguda del(GJB6-D13S1830) mutasyonuna rastlanmistir
(16). Bizim c¢alismamizda ise Cx30 geninde olusan del(GJB6-D13S1830)

mutasyonuna hi¢ rastlanmamastir.

Tiirkiye’de Kalay ve ark. (2005) 93 prelingual isitme kayipli olguda,
Uyguner ve ark. (2003) 60 isitme kayipli olguda ve Tekin ve ark. (2003) ise 256
isitme kayipli olguda yaptiklar1 ¢aligmalarda, del(GJB6-D13S1830) mutasyonuna
bizim ¢alismamizda oldugu gibi rastlanmamaistir (40, 77, 80).

Frei ve ark. (2004) Dogu Avusturya’da ve Gazzaz ve ark. (2005) Morocco’da
yaptiklar1 ¢alismalarda del(GJB6-D13S1830) mutasyonuna bizim ¢alismamizda
oldugu gibi rastlanmamustir (7, 16).

Erbe ve ark. (2004) Amerika’da isitme engelliler okulunda bulunan 68 olgu
tizerinde yaptiklart ¢alismada, %39,8 oraninda Cx26 mutasyonlari bulunmustur.
Bunlarin i¢inde 35delG mutasyonunun allel frekansin1 %6,3 oraninda saptamislardir.

68 olgudan 2’sinde del(GJB6-D13S1830) heterozigot mutant olarak bulunmustur (2).

Calismamizda literatiirde tanimlanmis mutasyonlardan bazi toplumlarda en
sik goriilen 3 mutasyonun genotipleme caligmasi yapilmis olup, literatiirlerle uyumlu
olarak en sik gorilen Cx26 mutasyonunun 35delG oldugu belirlenmistir.
Calismamizda diger 2 mutasyona (167delT ve del(GJB6-D13S1830)) hig

rastlanmamuistir.

Sonug olarak ¢alismamizda, konjenital isitme kaybina neden olan ve en sik
gorilen 3 mutasyonun (35delG, 167delT, del(GJB6-D13S1830)) genotipleme
caligmas1 yapilmakla birlikte, Cx26 ve Cx30 genlerinin diger biitiin mutasyonlari
taranmamistir. Bu nedenle bu calismanin sonuglarit bize, ¢alisma grubumuzdaki
isitme kayipli olgularda Cx26 genine ait diger mutasyonlarin veya farkli gen

mutasyonlariin bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Béylece daha ileri molekiiler



42

teknikler kullanilarak, konjenital isitme kaybi ile ilgili farkli gen mutasyonlarinin

taramas1 yapilabilir.
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6. SONUCLAR

Afyonkarahisar Isitme Engelliler Okulunda 2005-2006 yillar1 arasinda egitim
goren yatili ve glindiizlii 6grenciler arasindan, 6grenci dosyalar1 incelenerek

sendromik olmayan konjenital isitme kayipli1 47 olgu belirlendi.

Konjenital isitme kayipli 47 olguda, Cx26 geni iizerindeki 35delG ve
167delT, Cx30 geni lizerinde ise del(GJB6-D13S1830) mutasyonlarinin
genotipleme calismasi yapildi. Konjenital isitme kayiplt 47 olgunun 7’sinde
(%14,9) 35delG mutasyonu goriilmekle birlikte analiz edilen diger 2
mutasyona (167delT ve del(GJB6-D13S1830)) yapilan diger c¢alismalara

paralel olarak ¢alismamizda hig¢ rastlanmamastir.

Sonug¢ olarak, 35delG mutasyonu calisma grubumuzdaki konjenital isitme

kayipli bireylerde en sik goriilen mutasyon olarak belirlendi.

Bu ¢alisma ile konjenital igitme kayipl bireylerde goriilen 35delG, 167delT
ve del(GJB6-D13S1830) mutasyonlarinin genotipleme c¢alismasi, Afyon
Kocatepe Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Tibbi Genetik

Laboratuvar’inda rutin olarak yapilir duruma gelmistir.



44

7. KAYNAKLAR

. Mohamed Wael M. Mustafa, (2004) Prevalence of the connexin 26 mutation

35delG in non-syndromic hearing loss in Egypt. The Internet Journal Of
Otorhinolaryngology, 3, 1.

. Erbe B. C., Harris C. K., Runge —Samuelson L. C., Flanary A. V., Wackym

A. P., (2004) Connexin 26 and connexin 30 mutations in children with

nonsyndromic hearing loss. Laryngoscope, 114:607-611.

. Shankar M. R., Girirajan S., Dagan O., Shankar H. M. R., Jalvi R,

Rangasayee R., Avraham B. K., Anand A., (2003) Contibution of connexin
26 (GJB2) mutations and founder effect to non-syndromic hearing loss in

India. J. Med. Genet. 40.

. Keenneson A., Braun N. V. K., Boyle C., (2002) GJB2 (connexin 26)

variants and nonsyndromic sensorineyral hearing loss: A Huge review. Genet

Med. 4(4) 258-274.

. Marziano K. N., Casalotti o. S., Portelli E. A., Bekker L. D., Forge A., (2003)

Mutations in the gene for connexin 26 (GJB2) that cause hearing loss have a

dominant negative effect on connexin 30. Hum. Mol. Genet. 805-812.

. Akyildiz N., (2002) Kulak Hastaliklar1 ve Mikrocerrahisi, 2.Cilt, Ankara,

Bilimsel Tip Kitabevi.

. Gazzaz B., Weil D., Rais L., Akhyat O., Azeddoug H., Nadifi S., (2005)
Autosomal recessive and sporadic deafness in Morocco: High frequency of
the 35delG GJB2 mutation and absence of the 342-kb GJB6 variant. Hearing
Research, 210, 80-84.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

45

Lefebvre P. P., Van De Water T. R., (2000) Connexins hearing and deafness:
clinical aspects of mutations in the connexin 26 gene. Brain Research

Reviews 32, 159-162.

Alvarez A., Castillo del I., Pera A., Villimar M., Moreno-Pelayo M. A.,
Rivera T., Solanellas J., Moreno F., (1999) Uniparental disomy of
chromosome 13q causing homozygosity for the 35delG mutation in the gene
encoding connexin 26 (GJB2) results in prelingual hearing impairment in two

unrelated Spanish patients.

Tekin M., Arnos S. K., Pandya A., (2001) Advances in hereditary deafness.
Lancet; 358: 1082-90.

http://webhost.ua.ac.be/hhh, Hereditary hearing loss homepage (2006).

Petit C., (2006) From deafness genes to hearing mechanisms: harmony and

counterpoint. Trens in Moleculer Medicine 12, 2.

Tekin M., Cin S., (2002) Isitme kaybinin genetik ozellikleri. Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuast, 55, 3, 211-216.

Kalay E., Caylan R., Karagiizel A., (2004) Non-Sendromik isitme kayiplar
genetigindeki gelismeler. Otoscope, 4, 130-138.

Simsek M., Al-Wardy N., Al-Khabory M., (2001) A polymerase chain
reaction- restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) test to
detect the common mutation (35delG) in the connexin 26. Squ Journal For

Scientific Research: Medical Sciences, 1, 9-12.

Frei K., Ramsebner R., Lucas T., Baumgartner W. D., Schoefer C., Wachtler
J. F., Kirschhofer K., (2004) Screening for monogenetic del(GJB6-



17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

46

D13S1830) and digenic del(GJB6-D13S1830)/GJB2 patterns of inheritance
in deaf individuals from Eastern Austria. Hearing Research 196, 115-118.

Common A. E. J., Bitner-Glindzicz M., O’Toole A. E., Barnes R. M., Jenkins
L., Forge A., Kelsell D. P., (2005) Specific loss of connexin 26 expression in
ductal sweat gland epithelium associated wiht the deletion mutation

del(GJB6-D13S1830). Clinical and Experimental Dermatology, 30, 668-693.

Propst J. E., Stockley L. T., Gordon K. A., Harrison R. V., Papsin B. C,,
(2005) Ethnicity and mutations in GJB2 (connexin 26) and GJB6 (connexin
30) in a multi-cultural Canadian paediatric cohlear implant program.

International Journal of Pediatric Otorhinolaryngology .

Bolz H., Schade G., Ehmer S., Kothe C., Hess M., Gal A., (2004) Phenotypic
variability of non-syndromic hearing loss in patients heterozygous for both
c.35delG of GJB2 and the 342-kb deletion involving GJB6. Hearing
Research, 42-46.

Akyildiz N., (1998) Kulak Hastaliklar1 ve Mikrocerrahisi, 1.Cilt, Ankara,
Bilimsel Tip Yayinevi.

Dere F., (1996) Anatomi, 4. Baski, Adana, Genel Dagitim, 417-439.

Diindar A., Derekoy F. S., (2003) Kulaga Giris, 1. Baski, Afyon, Afyon

Kocatepe Universitesi.

Aktlimsek A., (2001) Anatomi ve Fizyoloji, 1. Baski, Ankara, Nobel Yayin
Dagitim, 143-151.

Williems P. J., (2000) Genetic cause of hearing loss. The New England
Journal of Medicine, 342(15): 1101-1109.



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

47

Shier (eds), (1996) Hole’s Human Anatomy and Physiology, 7th edition,
Higher Education Group.

http://medizin.fu-berlin.de/.../ear2_anatomy_ d.htm (2006).

Karasalihoglu A. (ed), (2003) KBB Hastaliklar1 ve Bas-Boyun Cerrahisi,
3.Baski, Ankara, Giines Kitabevi.

Kaleli C., (2002) KBB’nin Sirlar1, istanbul, Nobel T1p Kitabevi.

Tirk Fizyolojik Bilimler Dernegi, (1999) Tibbi Fizyoloji, 19. Baski, Ankara,
Baris Kitabevi, 181-195.

Holt J. R., Corey D. P., (1999) Ion channel defects in hereditary hearing loss.
Neuron, 22, 217-219.

Friedman T., Battey J., Kachar B., Riazuddin S., Noben-Trauth K., Griffith
A., Wilcox E., (2000) Modifier genes of hereditary hearing loss. Current
Opinion in Neurobiology, 10: 487-493.

Steel K. P., Kros C. J., (2001) A genetic approach to understanding auditory
function. Nature genetics, 27, 143-149.

Derekdy F. S., (2000) Etiology of deafness in Afyon school for the deaf in
Turkey. International Journal of Pediatric Otorhinolaryngology, 55, 125-131.

Mason J. A., Herrmann K. R., (1998) Universal infant hearing screening by
automated auditory brainstem response measurement. Pediatrics, 101, 221-

228.



3s.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

48

Grundfast K. M., Atwood J. L., Ghuong D., (1999) Genetic and Molecular
Biology of Deafness. Otolaryngologic Clinics of North America, 32, 6, 1067-
1087.

Ozkarakas H., Aydin O., Akdeniz O., Kansu L., (1997) Otozomal dominant
sensorindral isitme kayb1. 24. Ulusal Otorinolarengoloji Bas-Boyun Cerrahisi

Kongresi, Antalya, Cilt 2, 773-775.

Rehm H. L., Williamson R. E., Kenna M. A., Corey D. P., Korf B. R., (2001)
Understanding the genetics of deafness. Harvard medical school center for
hereditary deafness, 1-15.
http://hearing.harvard.edu

Mukherjee M., Phadke S. R., Mittal B., (2003) Connexin 26 and autosomal

recessive non-syndromic hearing loss. Indian Journal of Genetics, 40-50.

Hone S. W., Smith R. J. H., (2002) Medical evaluation of pediatric hearing
loss, laboratory, radiographic and genetic testing. Otolaryngologic Clinics of

North America, 35, 751-764.

Kalay E., Caylan R., Kremer H., Brouwer A. P. M., Karagiizel A., (2005)
GJB2 mutations in Turkish patinets with ARNSHL: prevalance and two

novel mutations. Hearing Research, 203, 88-93.

Nance W. E., Kearsey M. J., (2004) Revelance of connexin deafness
(DFNBI) to human evolution. Am. J. Hum. Genet. 74: 1081-1087.

Giines H. V., (2003) Molekiiler Hiicre Biyolojisi. Kaan Kitabevi, 1.Baski,
129-130.

Leshinsky-Silver E., Berman Z., Vinkler C., Yannov-Sharav M., Lev D.,

(2005) A novel mutations missence mutation in the connexin 26 gene



44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

49

associated with autosomal recessive sensorineural deafness. Hearing

Research 202, 258-261.

Melchionda S., Bicego M., Marciano E., Franze A., Morgutti M., Bartone G.,
Zelante L., Carella M., Andrea P., (2005) Functional characterization of
novel Cx26 (T55N) mutation associated ton on-syndromic hearing loss.

Biochemical and Biophysical Research Communication, 337, 799-805.

www.mun.ca/.../BIOL2060/BIOL2060-17/cb17.html (2006)

Stains J. P., Civitelli R., (2005) Gap junctions in skeletal development and

function. Biochimica et Biophysica Acta.

Andrea D. P., Veronesi V., Bicego M., Melchionda S., Zelante L., lorio D. E.,
Bruzzone R., Gasparini P., (2002) Hearing loss: frequency and functional
studies of the most common connexin 26 alleles. Biochemical and

Biophysical Research Communications, 296, 685-691.

Bruzzone R., Veronesi V., Gomes D., Bicego M., Duval N., Marlin S., Petit
C., D’ Andrea P., White T. W., (2003) Loss-of-function and residual channel
activity of connexin 26 mutations associated with non-syndromic deafness.

FEBS Letters 533, 79-88.

Krutovskikh V., Yamasaki H., (2000) Connexin gene mutations in human
genetic diseases. Mutation Reseach, 462, 197-207.

Common J. E. A., Di W-L., Davies D., Kelsell D. P., (2005) Futher evidence
for heterozygote advantage of GJB2 deafness mutations: a link with cell

survival. J. Med. Genet. 41; 573-575.

Hamelmann C., Amedofu G. K., Albrecht K., Muntau B., Gelhaus A.,
Brobby W. G., Horstmann R. D., (2001) Pattern of connexin 26 (GJB2)



52.

53.

54.

5S.

56.

57.

58.

59.

50

mutations causing sensorineural hearing impairment in Ghana. Mutation in

Brief, 428.

http://herkules.oulu.fi/.../htm/11002636.html (2006).

Mahasneh A. A., Al-Asseer M. H., (2005) Screening of GJB6 gene for the
342-kb deletion in patients from Jordan with non-syndromic hearing loss. Int.

J. Hum. Genet., 5(4): 253-257.

http://life2.tau.ac.il/GeneDis (2006).

Balci B., Genceker F. O., Aksoy S., Sennaroglu G., Kalay E., Sennaroglu L.,
Dinger P., (2005) Identification of an ancestral haplotype of the 35delG
mutation in the GJB2 (connexin 26) gene responsible for autosomal recessive
non-syndromic hearing loss in families from the Eastern Black Sea Region in

Turkey. Turk J. Pediatr, 47(3): 213-221.

Gershoni-Baruch R., Mandelman M., Navot N., Cohen D., Eran A., (2004) A

novel genetic screening test for hereditary hearing loss. Hum. Genet.

S6hl G., Odermatt B., Maxeiner S., Degen J., Willecke K., (2004) New
insights into the expression and function of neural connexins with transgenic

mouse mutants. Brain Research Reviews 47, 245-259.

Rabionet R., Lopez-Bigas N., Arbones M. L., Estivill X., (2002) Connexin
mutations in hearing loss, dermatological and neurological disorders.

TRENDS in Molecular Medicine, 8(5): 205-212.

Castillo F. J., Rodriguez-Ballesteros M., Alvarez A., Hutchin T., et al., (2005)
A novel deletion involving the connexin 30 gene, del(GJIB6-D13s1854),

found in trans with mutations in the GJB2 gene (connexin 26) in subjects



60.

61.

62.

63.

64.

51

with DFNBI1 non-syndromic hearing impairment. J. Med. Genet, 42: 588-
594.

Sugata A., Fukushima K., Sugata K., Fukuda S., Kimura N., Giindiiz M.,
Ksai N., Usami S., Smith R. J. H., Nishizaki K., (2002) High- throughput
screening for GJB2 mutations- its clinical appication to genetic testing in

prelingual deafness screening for GJB2 mutations. Auris, Nasus, Larynx 29,

231-239.

Riga M., Psarommatis I., Lyra Ch., Douniadakis D., Tsakanikos M., Neou P.,
Apostolopoulos N., (2005) Etiological diagnosis of bilateral, sensorineural
hearing impairment in a pediatric Greek population. International Pediatric

Otorhinolaryngology 69, 449-455.

Uyguner O., Ulubil- Emiroglu M., Hafiz G., Ghanbari A., Baserer N.,
Yiiksel-Apak M., Wolnik B., (2002) Cx26 geninde 35delG mutasyon
analizinin non-sendromik kalitsal sagirlikta tan1 testi olarak kullanilmasu. st.

Tip. Fak. Mecmuasi 65: 2.

Posukh O., Pallares-Ruiz N., Tadinova V., Osipova L., Claustres M., Roux
A-F., (2005) Fisrt molecular screening of deafness i n the Altai Republic
population. BMC Medical Genetics 6: 12.

Riazalhosseini Y., Nishimura C., Kahrizi K., Shafeghati Y., Daneshi A.,
Jogataie M. T., Mohseni M., Mahdieh N., Javan K. M., Smith R. J. H.,
Najmabadi H., (2005) Delta (GJIB6-D13S1830) 1s not a common cause of
nonsydromic hearing loss 1 the Iranian population. Arch Iranian Med, 8(2),

104-108.



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

52

Medica 1., Rudolf G., Balaban M., Peterlin B., (2005) C.35delG/GJB2 and
del(GJB6-D13S1830) mutations in Croatians with prelingual non-syndromic
hearing impairment. BMC Ear, Nose and Throat Disorders, 5:11.

Temizkan G., Arda N. (eds), (2004) Molekiiler Biyolojide Kullanilan
Yéntemler. 2. Baski, Istanbul, Nobel Tip Kitabevleri, 67-68.

Frei K., Szuhai K., Lucas T., Weipoltshammer K., Schofer C., Rabsebner R.,
Baumgartner W., Raap A. K., Bittner R., Wachtler F. J., Kirschhofer K.,
(2002) Connexin 26 mutations in cases of sensorineural deafness in eastern

Austria. Europan Journal of Human Genetics 10, 427-432.

Apaydm F., Pfister M., Vitale E., Leal S., iber M., Kandogan T., Bilgen V.,
Zenner H. P., (1997) Nonsendromik resesif isitme kaybina DFNB9 lokusu

saptanmasi. 24. Ulusal Otorinolarengoloji Bas-Boyun Cerrahisi Kongresi,

Antalya, Cilt 2, 75-77.

Bayazid Y. A., Cable B. B., Cataloluk O. O., Kara C., Chamberlin P., Smith
R. J., Kanlikama M., Ozer E., Cakmak E. A., Mumbuc S., Arslan A., (2003)
GJB2 gene mutations causing familial hereditary deafness in Turkey. Int J

Pediatr Otorhinolaryngol, 67(12): 1331-1335.

Baris I., Koksal V., Etlik O., (2004) A combined allele-specific PCR and
RFLP assay to detect the 35delG mutation in the Connexin 26 gene. Genet
Test., 8(4): 384-386.

Baris 1., Koksal V., (2003) Multiplex detection of common mutations in the
Connexin-26 gene. Genet Test., 7(1): 63-65.

Mercier G., Bathelier C., Lucotte G., (2005) Connexin 26 mutation 35delG:
Prevalence of carriers varios regions in France. International Journal of

Pediatric Otolaryngology.



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

53

Baris 1., Kiling M. O., Tolun A., (2001) Frequency of the 35delG mutation in
the connexin 26 gene in Turkish hearing-impaired patients. Clinic Genetic,

60(6): 452-455.

Aksoy S., Dinger P., Sennaroglu L., (1999) Nonsendromik isitme
kayiplarinda odyolojik ve impedansmetrik bulgular. 25. Ulusal Tiirk
Otorinolarengoloji ve Bas ve Boyun Cerrahisi Kongresi, izmir, Cilt 2, 669-

672.

Tekin M., Duman T., Bogocoglu G., Incesulu A., Comak E., Ilhan I., Akar
N., (2003) Spectrum of GJB2 mutations in Turkey comprises both Caucasian
and oriental variants: roles of parental consanguinity and assortative mating.

Human Mutation. 608:1-7.

Snoeckx R. L., Huygen P. L. M., Feldman D., Marlin S., et al (2005) GJB2
mutations and degree of hearing loss: A multicenter study. Am. J. Hum.

Genet. 77, 945-957.

Dong J., Katz D. R., Eng C. M., Kornreich R., Desnick R. J., (2001)
Nonradioactive detection of the common connexin 26 167delT and 35delG
mutations and frequencies among Ashkenazi Jews. Molecular Genetics and

Metabolism, 73, 160-163.

Lerer 1., Sagi M., Ben-Neriah Z., Wang T., Levi H., Abeliovich D., (2001) A
deletion mutation in GJB6 cooperating with a GJB2 mutation in trans in non-

syndromic deafness: A novel founder mutation in Ashkenazi Jews. Mutation

in Brief, 458.

Taitelbaum-Swead R., Brownstein Z., Muchnik C., Kishon-Rabin L.,
Kronenberg J., Megirov L., Frydman M., Hildesheimer M., Avraham K. B.,
(2006) Connexin-Associated Deafness and Speech Perception Outcome of

Cochlear Implantation. Arch Otolaryngol Head Neck Surg., 132, 495-500.



54

80. Uyguner O., Emiroglu M., Uzumcu A., Hafiz G., Ghanbari A., Basarer N.,
Yiiksel-Apak M., Wollnik B., (2003) Frequencies of gap- and tight-junction
mutations in Turkish families with autosomal-recessive non-syndromic

hearing loss. Clin. Genet., 64(1): 65-69.



