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1. GIRIS

Isitme kaybi diinyada sik goriilen duyusal bir bozukluktur. Dogustan veya cocukluk
doneminde meydana gelen isitme kayiplar kisilerin egitim ve ¢evresiyle olan iletisiminde
zorluklara yol acarken eriskin donemde baslayan isitme kayiplar1 toplumdan
soyutlanmalarina neden olarak yasam standartlarim diisiirmektedir. Yere ve zamana gore
farklilik gostermesine ragmen dogustan isitme kaybi1 yaklasik 1000 canli dogumda
bir goriilmektedir (Nance 2003).

Isitme kaybina bircok cevresel ve genetik faktorler sebep olabilmektedir. Genetik nedenler
dogustan isitme kayiplarinin yaklasik %50-60’1m1 olusturmaktadir. Genetik isitme
kayiplarinin %70-80’i sendromik olmayan isitme kaybidir (Nance 2003). Sendromik

olmayan isitme kayiplarinin %80’ini otozomal resesif igsitme kayiplart olugturmaktadir.

Bir¢ok toplumda genetik isitme kayiplarimin ¢ok biiyilk bir kismi GJB2 geni
mutasyonlariyla agiklanmaktadir (Kelsell 1997). GJB2 geni disinda bugiine kadar

otozomal resesif sendromik olmayan isitme kaybi yapan 26 gen tanimlanmistir.

Bu calismanin amaci, otozomal resesif sendromik olmayan isitme kaybi bulunan ailelerde

genom boyunca SNP analizi ile sorumlu genlerin tespit edilebileceginin gosterilmesidir.



1.1 GENEL BIiLGIiLER

1.1.1 isitme Mekanizmasi

Isitme ve denge islevlerinden sorumlu olan kulak ii¢ boliimden olusmaktadir. Yap1 ve

gorev bakimindan ayri olan bu boliimler dis kulak, orta kulak ve i¢ kulaktir (Sekil 1.1)

Dis kulak; kulak kepcesi (aurikula) ve dis isitsel kanaldan olusur. Kulak kepcesi tarafindan
toplanan ses dalgalar1 isitme kanalindan gecerek dis isitme kanali ile kulak zarina
(timpanik zar) iletilir. Kulak zar1, ses dalgalarin1 degistirmeden hava ile dolu orta kulaga

iletir.

Orta kulak; ceki¢c (malleus), ors (inkus), 6zengi (stapes) adi verilen ii¢ hareketli isitme
kemikgiginden olusur. I¢i hava dolu olan bu yapr kulak zarindan gelen titresimleri toplayip

i¢ kulagin oval penceresine iletilir (Petit 2001).

I¢ kulak; kohlea ve denge organi olan vestibiilden olusur. Kulak zarinda meydana gelen ses
titresimleri tizengi kemiginin tabanina iletilir. Oval pencere bu sayede ice, disa dogru
hareketler olusturur. Boylece kulak zar1 ve kemikleri havadaki titresimleri i¢ kulagin sivi

ortamina tasir.

kemik labirent

lahirent

iizengi

celdy

ors

Sekil 1.1. Kulagin Anatomik Yapis1 (Kelley 2006’dan degistirilerek alinmistir).



Temporal kemigin i¢ine gomiilmiis olan i¢ kulak; membran (zar) ve kemik labirent adi
verilen i¢i sivi dolu iki yapidan olusmustur. Membran labirent i¢i endolenf ile dolu
alandir. Kemik labirent ve membran labirent arasinda kalan dar alan perilenf ile doludur.
Kemik labirent; kohlea, yarim daire kanallar1 ve bu kanallarin yapisinda bulunan utrikul ve
sakkulu iceren vestibiil aygitindan olusmustur. Kohlea 35 mm boyunda kivrim yapan
sarmal bir tiiptiir. Bag dokusundan olusan bazillar membran ve ince zar seklinde Reissner
membran kohleay1 uzunlugu boyunca ii¢ boliime ayirmaktadir. Ortadaki bélme scala media
adin1 alir ve isitme reseptoril olan korti organini tagir. Scala media’nin bir tarafinda scala
timpani diger tarafinda scala vestibuli bulunur. Scala media endolenf, scala vestibuli ve
scala timpani perilenfle doludur. Endolenf ve perilenfin iyonik kompozisyonlari
birbirinden farklidir. Endolenf yiiksek K (150 mM), diisik Na* (1 mM) ve cok az
miktarda Ca™ (0,02 mM) iyon konsantrasyonuna sahipken perilenf plazmaya benzer
sekilde diisiik K™ (3,5 mM), yiiksek Na* (140 mM) ve endolenften daha yiiksek bir Ca™ (1
mM) iyon konsantrasyonuna sahiptir (Petit 2001). Endolenfin perilenften farkli olan iyon
konsantrasyonu kohlear kanalin yan duvarinda bulunan stria vaskiilarisin marginal

hiicreleri tarafindan saglanmaktadir (Sekil 1.2).

W7

g

Sekil 1.2. i¢ Kulagin Yapis1 (Tekin 2001°den degistirilerek alinmustir).



Kohlea’da isitmeden sorumlu yapi, bazal membran {izerinde bulunan korti organmidir. Korti
organi isitme sisteminin en Onemli elemamidir ve reseptorlere sahip tily hiicreleri
icermektedir. Bu tily hiicreleri iki tip olup, ig¢ tiiy hiicresi (IHC) ve dis tily hiicresi (OHC)
olarak adlandirilir (Petit 2001). Tiiy hiicreleri mekanik uyarilarin elektriksel uyarilara
doniisiimiine neden olurlar. Bir sira halinde bulunan ig tily hiicreleri akustik sinire ve isitme
korteksine sinyaller ileten reseptdr hiicrelerdir. Ug sira halinde bulunan dis tily hiicreleri
hem sensorinoral elemanlarina hem de alinan sesleri arttirarak isitmenin hassasiyetine ve
frekans seciciligine katkida bulunan motor elemanlarina sahiptir. ~ Akustik olarak

uyarildiklarinda uzayip biikiilme 6zelligine sahiptirler.

Ses dalgalarinin mekanik etkisi perilenf i¢indeki sivinin dalgalanmasina neden olur. Bu
hareket titresimlere yol acar ve steriosiller biikiiliir. Steriosillerin tepe uglarinda bulunan
harekete duyarl katyon kanallar1 agilir boylece K* iyonu endolenften hiicre igine girer ve
hiicrelerin depolarizasyonuna neden olur. Bu durum bazolateral kistmdaki Ca™ kanallarim
aktive eder. Ca™ iyonlar akustik siniri aktive eden norotransmitterlerin salinimim tetikler.
Bu sayede mekanik enerji kohlear sinire aktarilan elektrik enerjisine doniismiis olur

(Willems 2000).

Normal igitmenin devami igin; tily hiicrelerine giris yapan ve aksiyon potansiyeli olusturan
K" iyonlarinin endolenfe geri donmesi gerekmektedir. Hiicrede Ca™" iyonu miktarinin
artmas1 Ca™ iyonuna duyarli K* iyonu gegis yollarim1 acar ve K* iyonlarinin hiicreden
disan1 ¢ikmalarini saglar (Noyan 1999). Bu sirada K iyonlan ilk olarak tiiy hiicrelerinin
bazolateral kismindaki kanali gecer. Burada iyonlar hiicreler aras1 kanallar1 (gap junction)
kullanarak hiicreler iginde yol alir. K" iyonlari stria vaskiilarise ulaginca voltaj kapakh

potasyum kanallarindan gecerek endolenfe geri pompalanir (Tekin 2001).

1.1.2 isitme Kaybinin Simflandirilmasi

[sitme sistemi i¢inde herhangi bir sorun isitme kaybma yol acar. Isitme kaybinm etkisi

siddetine ve yasa bagl olarak degisir.



Isitme kaybi cevresel nedenli ve genetik nedenli olmak iizere temel olarak iki smmifa
ayrilmaktadir. Cevresel nedenli isitme kayiplar1 isitme kayiplarimin yaklasik %40-50’sini
olusturmaktadir. Bunlar rubella, sitomegaloviriis gibi teratolojik ajanlar, menenjit,
kabakulak gibi enfeksiyonlar, ototoksik ilaglar, akustik travma, erken dogum ve diisiik
dogum agirligr gibi genetik olmayan nedenlerdir (Tekin 2001; Bitner-Glindzicz 2002).
Genetik nedenli isitme kayiplar1 ise isitme kayiplarim yaklasitk %50-60’sini

olusturmaktadir.

Isitme organ defektlerine gore; iletim tipi isitme kaybi1 ve sensorinoral tip isitme kaybi
bulunmaktadir. Iletim tipi isitme kaybi, dis veya orta kulak bozukluklar1 sonucunda
meydana gelen isitme kaybidir. Sensorinéral tip isitme kaybi; i¢ kulak, duyu sinirleri ve
merkezi sinir sistemindeki hasarlar sonucu meydana gelen isitme kaybidir. Her iki tipin de

goriildiigii olgular ise karigik tip isitme kayb1 olarak adlandirilir (Petit 2001; Tekin 2001).

Siddetine gore; hafif (20-40 dB), orta (41-70 dB), siddetli (71-95 dB), derin (>95 dB)
isitme kayiplar1 olarak simiflandirilir (Tekin 2001).

Baslangic yasina gore; dogustan, erken baslangich (prelingual) ve ge¢ baslangich
(poslingual) isitme kaybi olarak iice ayrilmaktadir. Prelingual (dil gelisimi 6ncesi-5 yasina
kadar) isitme kayiplar otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagli veya mitokondrial
kalitim gostermekte ancak postlingual (dil gelisimi sonrasi) isime kayiplar genellikle

otozomal dominant kalitim gostermektedir (Finsterer 2005).

Progresyonuna gore; ilerleyici isitme kaybi, ilerleyici olmayan isitme kayb1 ve degisken

progresyon gosteren igitme kaybi olarak ii¢ gruba ayrilmaktadir.

Kalitim sekline gore; tek genli kalitim ve ¢cok genli kalitim olarak iki grupta siniflandirilir.
Tek genli kalittm otozomal resesif (%70-80), otozomal dominant (%10-20), X’e baglh
(%1-2) ve mitokondrial (%0-20) olarak gruplandirilir. Cok genli kalitim ise kromozomal
anomaliler ve oligogenik kalitim olarak ayrilmaktadir (Nance 2003). Bazi durumlarda ayni

gendeki mutasyonlar hem otozomal dominant hem de otozomal resesif sendromik



olmayan isitme kaybina neden olabilmektedirler (GJB2, GJB6, MYO7A, MYO6, TMCI,
TECTA) (Finsterer 2005).

Fenotipe yansimasina gore; sendromik isitme kayiplart (%30-40) ve sendromik olmayan

isitme kayiplar1 (%60-70) olarak 2 sinifa ayrilmaktadir.

1.1.3. Sendromik isitme Kaybi

Isitme kaybina sinir, bobrek, iskelet, goz, pigment anomalileri gibi baska klinik
anomalilerin de eslik etmesi sendromik isitme kaybi olarak adlandirilir. Sendromik isitme
kayiplar1 otozomal resesif, otozomal dominant, X’e bagli veya mitokondrial kaliim
gosterebilmektedir. Bu sendromlara 6rnek olarak Brankio-Oto-Renal sendrom (BOR),
Waardenburg sendromu, Norrie sendromu, Jervell&Lange-Nielsen sendromu (JLNS),
Stickler sendromu, Pendred sendromu, Alport sendromu, Usher sendromu verilebilir

(Nance 2003).

1.1.4. Sendromik Olmayan Isitme Kaybi

Sendromik olmayan isitme kaybina; kulak ve vestibuler sistem hastaliklar1 diginda bagka
klinik veya laboratuvar bulgusu eslik etmemektedir. Sendromik olmayan isitme kaybina
neden olan gen lokuslar1 “DFN” seklinde gosterilmektedir. DFNA otozomal dominant,
DFNB otozomal resesif, DFN X’e bagli kaliim gosteren lokuslar1 belirtmektedir
(Willems 2000).

Baz1 genlerdeki mutasyonlar hem sendromik hem de sendromik olmayan isitme kaybina
neden olabilirler. Bunlara CDH23 (Usher send. Tipl), COLIIA2 (Sticker send. Tip3,
Osmed send.), DSPP (Dentinogenesis imperfecta), GJ/B2 (Palmoplantar keratoderma ve
isitme kaybi, Vohwinkel’s send., KID), MYO7A (Usher send. Tip1B), SLC26A4 (Pendred
send.), USHIC (Usher send. Tip1C), GJB6, PCDH15 o6rnek olarak verilebilir (Finsterer
2005).



I¢ kulagm anatomik yapisinin karmasik olmasi ve isitme mekanizmasinda bir ¢ok proteinin
gorev almasi nedeni ile isitme kaybina neden olan genler oldukg¢a fazladir. Bugiine kadar
GJB2 disinda 21 tane otozomal dominant, 26 tane otozomal resesif ve 1 tane X’e bagh

kalitilan genlerdeki mutasyonlarin sendromik olmayan isitme kaybi yaptig1 gosterilmistir

(Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Sendromik olmayan otozomal dominant, otozomal resesif, X e bagli isitme
kayb1 yapan genler (webhost.ua.ac.be/hhh/).

Lokus Gen Kromozamal Kalitim Modeli Referans
lokalizasyon
Yok CRYM Otozomal dominant (Abe 2003)
DFNAI1 DIAPH1 5q31 Otozomal dominant (Lynch 1997)
DFNA2 GJB3 (Cx31) 1p34 Otozomal dominant (Xia 1998)
DFNA2 KCNQI1 1p34 Otozomal dominant (Kubisch 1999)
DFNA3 GJB2(Cx26) 13q12 Otozomal dominant (Kelsell 1997)
DFNA3 GJB6(Cx30) 13q12 Otozomal dominant (Grifa 1999)
DFNA4 MYHI14 19q13 Otozomal dominant (Donaudy 2004)
DENAS DENAS Tpl5 Otozomal dominant (Van Laer 1998)
DFENAG6/14 WES1 4pl16.3 Otozomal dominant (Bespalova 2001; Young 2001),
DFNAS/12 TECTA 11q22-24 Otozomal dominant (Verhoeven 1998)
DFNA9 COCH 14q12-q13 Otozomal dominant (Robertson 1998)
DFNA10 EYA4 6q22-q23 Otozomal dominant (Wayne 2001)
DFNAI1 MYO7A 11q12.3-q21 Otozomal dominant (Liu 1997)
DFNAI3 COLLI11A2 6p21 Otozomal dominant (McGuirt 1999)
DENAIS POU3F4 5q31 Otozomal dominant (Vahava 1998)
DENAI17 MYH9 22q Otozomal dominant (Lalwani 2000)
DFNA20/26 ACTG1 17925 Otozomal dominant (van Wijk 2003; Zhu 2003)
DFNA22 MYO6 6q13 Otozomal dominant (Melchionda 2001)
DFNA28 TFCP2L3 8q22 Otozomal dominant (Peters 2002)
DFNA36 TMC1 9q13-q21 Otozomal dominant (Kurima 2002)
DFNA39 DSPP 4q21.3 Otozomal dominant (Xiao 2001)
DFNA48 MYOIA 12q13-q14 Otozomal dominant (Donaudy 2003)
Yok PRES (Prestin) 7q21.1 Otozomal resesif (Liu 2003)
DENB1 GJB2 (Cx26) 13ql1-q12 Otozomal resesif (Kelsell 1997)
DFENBI1 GJIB6(Cx30) 13q12 Otozomal resesif (del Castillo 2002)
DFNB2 MYO7A 11q Otozomal resesif (Liu 1997; Weil 1997)
DFNB3 MYOI15A 17pl1.2 Otozomal resesif (Wang 1998)
DFNB4 SLC26A4 7q31 Otozomal resesif (Li 1998)
DFNB5 TMIE 3p21 Otozomal resesif (Naz 2002)
DFNB7/11 TMC1 9q13-q21 Otozomal resesif (Kurima 2002)
DENB8/10 TMPRSS3 21922.3 Otozomal resesif (Scott 2001)
DFNB9 OTOF 2p23-p22 Otozomal resesif (Yasunaga 1999)
DFNB12 CDH23 10q21-q22 Otozomal resesif (Bork 2001)
DFNB16 STRC 15q15 Otozomal resesif (Verpy 2001)
DFNBI18 USHIC 11pl5.1 Otozomal resesif (Ahmed 2002; Ouyang 2005)
DFNB21 TECTA 11g22-q24 Otozomal resesif (Mustapha 1999)
DFNB22 OTOA 16p12.2 Otozomal resesif (Zwaenepoel 2002)
DFNB23 PCDHI15 10g921-q22 Otozomal resesif (Ahmed 2003)
DFNB24 RDX 11q.23 Otozomal resesif (Khan 2007)
DFNB28 TRIOBP 22q13.1 Otozomal resesif (Riazuddin 2006; Shahin 2006)
DFNB29 CLDN14 21q22.3 Otozomal resesif (Wilcox 2001)
DFNB30 MYO3A 10p11.1 Otozomal resesif (Walsh 2002)
DFNB31 WHRN 9q32-q34 Otozomal resesif (Mburu 2003)
DFNB36 ESPN 1p36.3-p36.1 Otozomal resesif (Naz 2004)
DFENB37 MYO6 6ql3 Otozomal resesif (Ahmed 2003)
DFNB49 TRIC 5q12.3-gq14.1 Otozomal resesif (Riazuddin 2006)
DFNB53 COL11A2 6p21.3 Otozomal resesif (Chen 2005)
DFNB59 PJVK 2q31.1-q31.3 Otozomal resesif (Delmaghani 2006)
DENB67 TMHS 6p21.3 Otozomal resesif (Shabbir 2006)
DFN3 POU3F4 X’e bagl (de Kok 1995)




1.1.5. Sendromik Olmayan Otozomal Resesif isitme Kayb1 Genleri

1.1.1.1 PRESTIN Geni

SLC26A5 olarak da adlandirilan bu gen 7q22.1°de lokalizedir ve 21 ekzon i¢ermektedir.
SLC26A/SulP tasic1 protein ailesinin bir iiyesi olan bir protein kodlar. Bu protein kohlear

dis tity hiicrelerinin motor proteinidir (Zheng 2000).

Bugiine kadar yalnmizca iki ailede mRNA kirpilmasim bozdugu diisiiniilen bir mutasyon
tanimlanmistir. Ancak bu mutasyonun heterozigotluk oram1 %3 oldugundan patojenitesi

kesinlik kazanamamistir (Liu 2003).

1.1.1.2. GJB2 Geni

Bu gen 13. kromozomun ql1-q12 bolgesinde DFNB1 lokusunda bulunmaktadir ve 26
kD’lik bir konneksin proteini kodlamaktadir. Sendromik olmayan isitme kaybi nedeni olan
genler icinde en sik goriilenidir. Konneksinler hiicresel baglant1 proteinleridir ve i¢ kulakta
potasyum dongiisii ve endolenf dengesi icin 6nemlidir. GJB2 geninin iirtinii olan konneksin
26 proteini K' iyonunun tily hiicrelerinden stria vaskiilarise geri doniigiimiinii saglayan

hiicreler arasi kanallar1 olusturur ve bu sayede K* endolenfe geri pompalanabilir.

Bir¢ok toplumda bu gendeki mutasyonlarin genetik nedenli isitme kayiplarinin %20-
50’sini olusturdugu gosterilmistir (Bitner-Glindzicz 2002). Tiirk toplumunda ise bu gen
mutasyonlar1 genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %20’sinden sorumludur (Tekin
2001; Tekin 2003; Tekin 2005) . Bir¢cok toplumda bu gende bildirilen mutasyonlar icinde
35delG mutasyonu %70 goriilme sikligina sahiptir (Nance 2003). Bu gendeki bazi

mutasyonlar sendromik olmayan otozomal dominant isitme kaybina neden olmaktadir.

Bu gende bugiine kadar 150’den fazla islev bozucu mutasyon tamimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).



1.1.1.3. GJB6 Geni

Bu gen 13. kromozomun ql2 bolgesinde DFNBI1 lokusunda bulunmaktadir. Farkli
toplumlarda GJB2 mutasyonu heterozigot olan isitme engellilerin %10-42’sinde GJB6
genini i¢ine alan heterozigot delesyonlar tanimlanmistir (del Castillo 2002). Bu delesyonlar
disinda bu gende tanimlanan bir yanlis anlamli mutasyon otozomal dominant isitme kayb1

kaybina neden olmaktadir (Grifa 1999).

1.1.1.4. MYO7A Geni

Bu gen 11. kromozomun q13.5 bolgesinde DFNB2 lokusunda bulunmaktadir. Aym
zamanda Usher sendromuna (Tip b) neden olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda miyozin
VIIA'nin cDNA sekansit bu proteinin 2,215 amino asit icerdigini ve klasik olmayan
miyozin yapisinda oldugunu gostermektedir (Weil 1996). Bu genin 48 kodlayan ekzonu
bulunmaktadir ve en biiyiik transkripti 7.4 kb biiyiikliigtindedir.

Bu gendeki mutasyonlar Usher sendromlu hastalarda fotoreseptor hiicrelerindeki
mikrotiibiillerde, nazal silya hiicrelerinde, sperm hiicrelerinde anormal organizasyona
sebep olmaktadir. Ayrica korti organinin dejenerasyonuna yol acgarak isitme kaybina sebep
oldugu gosterilmistir (Weil 1997). MYO7A’nin retinanin pigment epitelyum ve
fotoreseptor hiicrelerinde ifade buldugu gosterilmistir. Ayrica bu gen embriyonik kohlear

ve noroepitel hiicrelerinde ifade olmaktadir (Weil 1996).

Bu gende bugiine kadar 91 tane mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan 80 tanesi
Usher sendromu 1b’ye, 4 tanesi sendromik olmayan otozomal dominant isitme kaybina, 4
tanesi sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybina yol ac¢maktadir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).



1.1.1.5. MYO15A Geni

Bu gen 17. kromozomda p11.2 bolgesinde DFNB3 lokusunda bulunmaktadir. 71 kb’lik bir
alanda 66 ekzondan olugmaktadir. En uzun MYO15A mRNA transkripti 3,530 amino asit
icermekte ve 395 kDa agirhginda bir protein kodlamaktadir. iki alternatif kirpilma
transkripti ekzon 2’nin varligi (izoform smnif 1) veya yokluguyla (izoform simf 2) ayirt
edilmektedir (Liang 1999; Belyantseva 2003). Ekzon 2, 1,203 amino asit iceren N-terminal

uzanti bolgesini kodlar ve bu bolgenin biyolojik islevi bilinmemektedir.

Miyozinler ATP hidrolizinden elde edilen kimyasal enerjiyi aktin flamenti boyunca
hareketi saglayacak giice ¢eviren aktin bagimli hiicresel motorlardir. Miyozin ailesi, klasik
miyozin II sinif1 ve yaklasik 20 klasik olmayan miyozin sinif1 igerir (Berg 2001; Krendel
2005). Hiicresel go¢c ve yapisma, hiicre ici tagima, organel ve makromolekiillerin
lokalizasyonu, sinyal aktarimi, kas kasilmasi, hiicre hareketi, sitokinez, ekzositoz,
endositoz, transkripsyon, vezikiil ve kargo degisimi, i¢ kulaktaki tiiy hiicre sterosilia
farklilagsmas1 ve tiimor baskilama gibi degisik hiicresel islevlerle iligkilendirilmislerdir
(Belyantseva 2003; Vale 2003; Krendel 2005). Klasik olmayan miyozinlerden myosin Ia,
IIIa, VI, VIIa, XVa ve klasik miyozin genlerinden MYH9 ve MYH14 normal duyma islevi
icin esastir. Bu genlerdeki mutasyonlar isitme kaybiyla iligskilendirilmistir (Friedman

1995).

Bu gende bugiine kadar 6 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 1 kirpilma bolgesi mutasyonu

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.6. SLC26A4 Geni

Bu gen 7q31 kromozomal bolgede bulunmaktadir ve pendrin olarak adlandirilan bir anyon
tasiyici protein kodlamaktadir. 12 transmembran bolgeden olusan bu protein 780 amino

asit igerir ve 86 kDa agirligindadir (Everest 1997).

Pendrin, yapisal olarak siilfat tasiyicilara benzediginden siilfat tasidig1 diisiiniilmiis ancak
sonra hiicre i¢i ve dis1 arasinda rekabete dayali iyot-klor tasiyicilifi yaptigr ve i¢ kulakta

sinirh sayida hiicrede sentezlendigi gosterilmistir (Scott 1999).
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Bu gendeki mutasyonlar genislemis vestibiiler kanal ve Pendred sendromuna yol
acmaktadir. Bu gende 78 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 22 kirpilma bolgesi, 16 delesyon
ve 9 insersiyon mutasyonu tamimlanmistir. Bu mutasyonlardan 69 tanesi Pendred
sendromuna, 16 tanesi ise genislemis vestibiiler kanala yol ag¢maktadir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.7. TMIE Geni

Bu gen insanda 3. kromozomun kisa kolunda DFNB6 bolgesinde lokalizedir. 4 ekzondan
olusmakta ve 156 amino asitlik bir protein kodlamaktadir. Amino asit dizisi %92 oraninda
fare homologuna benzemektedir. Northern blot analizi bu genin bir¢ok insan dokusunda
ifade oldugunu ve yaklagsik 2.5 kb’lik transkripte sahip oldugunu gostermektedir. Sekans
analizleri, hiicre i¢ci N-terminali, iki transmembran bdlgesinin hiicre dig1 ilmek ve hiicre ici

C-terminali ile ayrildigin1 dngérmektedir.

TMIE (Trans Membran Inner Ear expressed) geni transmembran i¢ kulak proteini isimli bir
protein iiretmektedir. Bu proteinin tam islevi heniiz bilinmemektedir ancak normal duyma
isleminde onemli rol oynadigi gosterilmistir. TMIE nin birincil sekans1 proteinin belirgin
bir biyokimyasal islevini gostermemektedir. Ancak bu gendeki islev kaybettirici
mutasyonlarin insan ve farelerde isitme kaybina sebep oldugu gosterilmistir. Etkilenmis
Spinner faresindeki i¢ kulak patolojisi 7mie’nin normal bir dogum sonrasi olgunlagma
sirasinda kohleadaki duyusal tily hiicrelerinin gelisimi i¢in gerekli oldugunu

gostermektedir (Mitchem 2002) .

Bu gende 3 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 1 delesyon ve 1 insersiyon/delesyon mutasyonu

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).
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1.1.1.8. TMC1 Geni

Bu gen insanda 9. kromozomda q13-q219 bolgesinde lokalizedir. Bu genin hem otozomal
dominant (DFNA36) hem de otozomal resesif (DFNB7/DFNB11) isitme kaybi yaptig
gosterilmistir. Bu gen 2,283 niikleotid icermektedir ve proteini 87-kD biiyiikliigiindedir.
Bu gen iiriinii olan protein ¢ok gegisli bir transmembran proteinidir, alti transmembran

bolgesi ve sitoplazmik yonelimli N ve C-terminali icermektedir.

TMCI ( TransMembrane Cochlear expressed gene) cDNA’sinin genomik sekansi, bu genin
ekzon 5’deki kodlayan metiyonin kodonunun tist kismindaki dort ekzonla birlikte en uzun
m-RNA’y1 kodlayan 24 ekzonu oldugunu gostermektedir. Islevi bilinmeyen bu protein
yapisi1 bilinen higbir proteine benzerlik gostermemektedir. Proteindeki TMC bolgesi adi

verilen ve islevi bilinmeyen bolge tiim TMC’lerde benzerdir (Kurima 2002).

Resesif allellerdeki islev bozucu TMCI mutasyonlar1 dil gelisimi 6ncesi ve siddetli isitme
kaybina (DFNB7/B11) neden olur (Kurima 2002; Kalay 2005). Aksine TMCI DFNA36
lokusunda sadece belirtilmis bir ailede dil gelisimi oncesi ve dil gelisimi sonrasindaki ilk
10 yillik dénemde derin isitme kaybi yapan bir yanhis anlamli mutasyonla birlikte
seyretmektedir (Kurima 2002; Makishima 2004). Bu gende 10 tane yanlis
anlamli/anlamsiz, 2 delesyon ve 3 kirpilma bolgesi mutasyonu  tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.9. TMPRSS3 Geni

Bu gen 21. kromozomda DFNBS8/10 bolgesinde lokalizedir. 13 ekzonu bulunmakta ve
transmembran proteaz, serin 3 isimli bir protein kodlamaktadir. RT-PCR analizi sonucunda

bu genin bircok dokuda ve fetal kohleada ifade oldugu gosterilmistir (Scott 2001).

TMPRSS3 mutasyonlarinin iki formda otozomal resesif isitme kayb1 yaptig1 gosterilmistir.
Bir Pakistanli ailede cocukluk yasta baslayan resesif isitme kaybi DFNBS lokusunda
gosterilmistir ve 4. intronda bir kirpilma bdlgesi mutasyonu tanimlanmistir. Bir Filistinli

ailede ise ¢ocukluk yasta baglayan resesif isitme kayb1 DFNB10 lokusunda gosterilmis ve
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8 kb’lik bir delesyon ve 18 beta satelit tekrar monomer insersiyonu tanimlanmistir (Scott

2001).

Bu gende toplam 10 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 1 delesyon , 1 kirpilma bolgesi ve 1

insersiyon mutasyonu tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.10. OTOF Geni

Yasunaga vd (2000) yaptiklarn ¢aligmada tanimlanan bu gen 2. kromozomun p23-p22
bolgesinde DFNBY lokusunda bulunmakta ve otoferlin isimli bir protein kodlamaktadir.
28 kodlayan ekzonu , 5° ve 3° UTR bolgesi bulunan bu gen 21 kb biiyiikliigiindedir
(Yasunaga 2000). Bu gen, C. Elegans spermatogenesis faktorii FER-1 ve insan disferlin

geni ile homoloji gostermektedir.

Yapilan calismalarda OTOF’un korti orgamindaki i¢ tily hiicrelerinde, utrikulus ve
sakkulusta ifade oldugunu gostermistir. Bu geninin C-terminal bolgesi ile hiicre
membranina baglanan sitosolik bir protein kodladigi ve membran yapisindaki vezikiillerin

plazma membranina taginmasinda rol oynadigi ileri siiriilmektedir.

Varga vd (2003) tarafindan isitme kaybinin 6zel bir tipi tamimlanmis ve sendromik
olmayan resesif isitsel noropati olarak adlandirilmistir (NSRAN). Isitsel noropatili
hastalarda degisik diizeylerde isitme kayb1 goriilmekte olup, konusma diizeyleri zayiftir.
Bu hastalarda isitme yardimi ise yaramamakta olup kohlear implant basarili olabilmektedir

(Varga 2003).

Bu gende 13 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 2 delesyon ve 4 kirpilma bdolgesi mutasyonu

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).
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1.1.1.11. CDH23 Geni

CDH?23 kaderin gen ailesinin bir iiyesidir. Bu gen 10. kromozomun DFNB12 lokusunda

++s

g21-q22 bolgesinde bulunmakta ve Ca™’a bagl hiicre-hiicre tutunma glikoproteinini
kodlamaktadir. Bu protein; transmembrani tek gegisli, hiicre dis1 bolgesinde 27 tekrar
icermekte ve 3353 amino asitten olugmaktadir (Di Palma 2001). Northern blott analizi bu
genin retinada 9,5 kb’li bir transkripti oldugunu ayrica kohleada da ifadesi oldugunu
gostermistir (Bork 2001). Yapilan calismalarda genin 5° ucunda kodlamayan iki
ekzonuyla beraber toplam 70 ekzonu oldugu bildirilmistir (Di Palma 2001). Boyut ve

organizasyon bakimindan fare ve insan lokusu benzerlik gostermektedir.

Kaderinler genis bir transmembran protein ailesini kapsamaktadir (Di Palma 2001) ve
hiicre-hiicre adezyonunda, hiicre siralanmasinda ve hiicre gog¢iinde kritik rol
oynamaktadirlar. Kaderinler hiicre dis1 bolgelerinde ektodomain veya kaderin motifi olarak
adlandirilan degisken sayi tekrarlart icermektedirler. Bu motifler hiicre-hiicre tutunmasinda
Ca""a bagli homofilik paralel ve antiparalel dimerlerin olusumuna eslik etmektedir (Yap

1997)

CDH23’deki mutasyonlar, ayn1 zamanda isitme kaybiyla birlikte retinitis pigmentosa

bulgusunun eslik ettigi Usher sendromu tip 1d’ye neden olmaktadir.

Bu gende 35 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 8 delesyon, 3 insersiyon ve 11 kirpilma bolgesi
mutasyonu tamimlanmistir. Yanlhis anlamli/anlamsiz mutasyonlarin 15 tanesi, kirpilma
bolgesi mutasyonlari, delesyon ve insersiyonlarin hepsi Usher sendromuna yol agmaktadir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).
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1.1.1.12. STRC Geni

Verpy vd (2001) yaptiklar1 ¢calismada bu genin 15. kromozomda q15 bolgesinde DFNB16
lokusunda oldugu ve 29 ekzonu bulundugu gosterilmistir. Bu gen stereosilin proteini
kodlamaktadir ve i¢ kulaktaki tiiy hiicrelerinde ifade olmaktadir. Bu gendeki mutasyonlar

sendromik olmayan isitme kaybina neden olmaktadir (Verpy 2001).

Bu gende 2 delesyon ve 1 insersiyon tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.13. USHIC Geni

Bu gen 11. kromozomda p15.1 bolgesinde DFNB18 lokusunda bulunmakta ve harmonin
isimli bir protein kodlamaktadir. Usher sendromu tip I, otozomal resesif isitme kaybi,
vestibiiler disfonksyon ve ilerlemis retinitis pigmentosa ile birlikte gitmektedir (Scanlan

1999).

Harmoninin 2 PDZ bolgesinin CDH23’lin stoplazmik bolgesindeki iki komplementer
baglanma yiizeyiyle etkilesime girdigi gosterilmistir. Kulakta CDH23 ve harmonin tiiy
hiicre sterosilialarinda, retinada ise fotoreseptdr hiicre tabakasinda ifade oldugu

gosterilmistir (Siemens 2002).

Yapilan calismalarda MYO7A, CDH23 ve USHIC genlerindeki islev kaybettirici
mutasyonlarin Usher sendromuna neden oldugu gosterilmistir (Boeda 2002). Bu gende 1
yanlis anlamli/anlamsiz, 2 delesyon, 5 kirpilma bolgesi ve 2 insersiyon tanimlanmistir.
Bunlardan IVS12+5G>C kirpilma bolgesi mutasyonu disindaki diger mutasyonlar Usher

sendromu 1c’ye neden olmaktadir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

15



1.1.1.14. TECTA Geni

Bu gen 11. kromozomun q22-q24 bolgesinde lokalizedir ve a-tektorin isimli bir protein
kodlamaktadir. Gen 23 ekzon icermektedir ve 2,155 amino asitlik bir Oncii protein
kodlamaktadir. Bu protein %95 oranla fare proteinine benzerlik gostermektedir

(Verhoeven 1998).

Genin kodladig1 o-tektorin proteini i¢ kulaktaki tektoral membranin ana bilesenidir ve
vestibiiliin duyu epitelinde sentezlenmektedir. Protein p-tektorin proteini ile birlikte

tektoral membran proteinlerinin yarisini olusturmaktadir (Willems 2000).

Bu gende 9 yanlis anlamli/anlamsiz, 2 delesyon, 1 kirpilma bolgesi ve 1 insersiyon

mutasyonu tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.15. OTOA Geni

Bu gen kromozomun 16 p12.2 bolgesinde D16S3046 ve D16S412 belirteclerinin arasinda
lokalizedir. 28 ekzona sahip ve 82 kb biiyiikliigiinde olan bu gen otoankorin isimli bir
protein kodlamaktadir (Zwaenepoel 2002). Bu gen farelerde i¢ kulagin vestibular
aparatinda bulunan duyusal epitelden izole edilmistir ve i¢ kulaga 6zgii bir membran

proteini kodladig: diistiniilmektedir.

Bu gende 1 kirpilma bolgesi mutasyonu tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).
1.1.1.16. PCDH15 Geni

Bu gen 10g21-q22 kromozomal bolgede lokalizedir ve 33 ekzon igermektedir. Ca™
bagimli hiicre-hiicre birlesme glikoproteinini kodlayan kaderin protein ailesinin bir

iyesidir ve normal kohlea islevi i¢in onemli bir proteindir. Bu geninin sadece ilk iki

ekzonu Usher sendromu tip If ile iligkilendirilmistir (Ahmed 2001).
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CDH23 ve PCDHI5’in insanlarda isitme kayb1 yaptig1 gosterilmistir. Immiinokimyasal
caligmalar bu iki proteinin tip linklerin tepe ve alt kisimlarinda bulundugunu
gostermektedir. Biyokimyasal analizler CDH23 homodimerinin PCDH15 homodimeri ile

etkileserek siterosiliar baglantiy1 sagladigini gostermektedir.

Bu gende 8 yanlis anlamli/anlamsiz, 1 kirpilma bolgesi ve 5 delesyon mutasyonu

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.17. TRIOBP Geni

Bu genin 22. kromozomun uzun kolunda bulundugu gosterilmistir (Hirosawa 2001).
Yapilan calismalarda genin sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybi lokusu olan
DFNB28 de q13.1 bolgesinde oldugu gosterilmistir (Riazuddin 2006; Shahin 2006). Bu
genin esas transkripti 2.8 kb, en kiiciik transkripti ise 2.0-4.4 kb biiyiikligiindedir ve
bircok dokuda bulunmaktadir. Shahin vd (2006) ve Riazuddin vd (2006) bu genin alternatif
kirpilma formlarim1 tamimlamiglardir. Bu genin en uzun izoformu 2,365 amino asittir.
Shahin vd (2006) yaptiklar1 calismada bu genin en uzun izoformunun fetal beyin, retina ve
kohleada ifade buldugunu gostermislerdir. Bu proteinin N-terminal yaris1t TRIO TGD1
bolgesi ile etkilesmektedir. Bu bolgenin ise aktin hiicre iskelet organizasyonunun
diizenlenmesi, hiicre biiyiime ve hiicre gogii gibi olaylarda gorev aldigi gosterilmistir

(Seipel 2001).

Bu gende 4 yanlis anlamli/anlamsiz, 2 c¢erceve kaymasi mutasyonu tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.18. CLDN14 Geni

21. kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir. Genomik sekansin cDNA sekansiyla
karsilastirilmast sonucunda genin ii¢ ekzonu ve iiclincii ekzonu igerip icermemeye bagh
olarak 2 izoformunun bulundugunu gostermislerdir (Hattori 2000). Genin bes alternatif
transkripti tanimlanmistir (Wattenhofer 2005). Klaudin proteinleri, 24 iiyeli CLDN gen

ailesi tarafindan kodlanan 20-27 kDa agirliginda olan proteinlerdir. Yalnizca siki baglanti
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fibrillerinin olusumundan sorumlu olan protein ailesi benzer membran topolojisi
gostermektedir. Bir¢cok dokuda birbirleriyle homofilik ve heterofilik sekilde etkilesim
gosteren farkli klaudin proteinleri sentezlenmektedir. Bu proteinler hiicreler aras1 molekiil

ve iyonlarin serbest gecisini onleyen siki baglantilarin yapisal proteinidir.

Bu gende 2 yanlis anlamli/anlamsiz ve 2 delesyon mutasyonu  tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.19. MYO3A Geni

Bu gen 10. kromozomun DFNB10 bolgesinde lokalizedir ve isitme kaybina eslik eden
diger 4 miyozine iligkilidir (Walsh 2002).

Miyozin IIIA, klasik olmayan miyozinler simif III’e dahil aktin bagimli bir motor
proteinidir. Klasik olmayan miyozinler C-terminal kargo baglanma bolgelerine gore
ayrilirlar. Miyozin IITA gibi simif III miyozinler korunmus N-terminal motor bolgelerinde
kinaz bolgesi icerirler ve fotoreseptorlerde ifade olurlar. Miyozin IIIA insan retinasinda ve

ozellikle kohleadaki i¢ ve dis tily hiicrelerinde ifade olmaktadir (Walsh 2002).

Bu gende 1 yanlhs anlamli/anlamsiz ve 2 kirpilma bolgesi mutasyonu tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.20. WHRN Geni

Bu gen 9. kromozomda bulunmaktadir ve virlin isimli bir protein kodlamaktadir. Genin 12
ekzonu bulunmakta ve 920 amino asitlik bir protein kodlamaktadir. Bu proteinin C-
terminalinde prolince zengin bolgeyle ayrilan 3 PDZ bolgesi icerdigi gosterilmistir (Yap

2003).

Insan WHRN geni uzun ve kisa transkriptler icermektedir. Northern blot analiziyle
tanimlanan iki transkript yaklasik 1.8 kb ve 4 kb’liktir. Kodlanan proteinin kisa C-terminal

izoformlar1 bir PDZ bolgesi ve bir prolince zengin bolge icermektedir. Uzun izoform ise ti¢
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PDZ bolgesi ve bir prolince zengin bolge icermektedir. Bu proteine en ¢ok benzerlik
gosteren protein harmonin proteinidir. Bu iki proteinin ii¢ PDZ bolgesi %65 oraninda

benzerlik gostermektedir (Mburu 2006).

Yapilan calismalar virlinin farelerde sterosillerin tepe bolgelerinde bulundugunu
gostermektedir. Virlin sentezi sterosilia gelismesi boyunca devam etmektedir. Miyozin
XVA mutantlarinda sterosiller kisalmistir ve tepelerindeki virlin sentezinde azalma ve
durma hizlanmaktadir. Virlin mutantlarinda ise sterosillerdeki miyozin XVA sentezi
devam etmektedir ancak sterosiliada goriinmesi gecikmektedir. Virlin sentezi sterosilia

uzamasi ve aktin polimerizasyonu icin kritik role sahiptir (Kikkawa 2005).

Bu gende 1 yanhs anlamli/anlamsiz, 1 kirpilma mutasyonu tanimlanmigtir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.21. ESPN Geni

13 ekzon iceren bu gen 1. kromozomun p36.3-36.6 bolgesinde lokalizedir ve 854 amino
asitlik espin proteinini kodlamaktadir. Insan espin proteini %83 oranda faredekine
benzerlik gostermektedir. Bu protein fetal donemde insan i¢ kulaginda sentezlenmekte ve
aktin paketleme proteini olarak gérev yapmaktadir. Farelerin i¢ kulaginda espin genellikle

sterosillerde bulunmaktadir (Naz 2004).

Bu gendeki mutasyonlar, vestibiiler bulgusu olmayan otozomal dominant isitme kaybina
da neden olmaktadir (Donaudy 2006). Bugiine kadar 2 delesyon tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.22. MYO6 Geni

Insan miyozin VI geni 6p12-q16.3 kromozom bolgesinde bulunmaktadir. Miyozin VI,
klasik olmayan miyozinler grubunda bulunan aktin temelli molekiiler motor proteinleridir.

Hiicre ici vezikiil ve organel tasinmasinda gorev alir (Hasson 1994; Rock 2001).
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Fare cDNA’s1 proteinin 1,266 amino asit kodladigimi gostermektedir. Farelerde kohlea ve
ozellikle tiiy hiicrelerinde sentezlenen bu proteinin normal isitme i¢in gerekli oldugunu
gostermistir (Avraham 1995). Miyozin VI'nin insan fetal kohleasinda sentezlendigini ve
bu proteinin i¢ kulak fizyolojisinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (Avraham 1995).
Miyozin VI'nin tagiyict protein olarak is gordiigii ayrica transkripsyonel aktivitede gerekli

olan RNA polimeraz ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Vreugde 2006).

Bu gendeki mutasyonlar ayni zamanda otozomal dominant sendromik olmayan isitme
kaybina sebep olmaktadirlar (Melchionda 2001). Bazi mutasyonlarin ise otozomal
dominant isitme kaybiyla birlikte ailesel hipertropik kardiyomiyopati’ye sebep oldugu
gosterilmistir (Mohiddin 2004).

Bu gende 4 yanlis anlamli/anlamsiz, 1 insersiyon mutasyonu tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.23. COL11A2 Geni

Bu gen 6p21.3 kromozomal bolgede lokalizedir ve kollojen tip XI alfa2 isimli bir protein
kodlamaktadir. Gen 66 ekzon icermektedir ve 30,5 kb biiyiikligiindedir. Kollajenlerin
amino propeptidi genellikle 5-8 ekzon tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen diger
kollajenlerden amino propeptidinin 14 ekzon tarafindan kodlanmasiyla ayrilir (Lui 1996).

Tip II kollajenler tip IX veXI kollajenleriyle iligkilidir (Brunner 1994).

Bu gendeki mutasyonlarin aymi zamanda Stickler sendromu ve OSMED (oto-
spondylomega-epiphyseal displazi sendromu) yaptig1 gosterilmistir (Vikkula 1995; Sirko-
Osadsa 1998).

Bu gende 14 yanlis anlamli/anlamsiz, 4 kirpilma bolgesi, 1 insersiyon, 3 delesyon

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).
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1.1.1.24. PJVK Geni

Delmaghani vd (2006) pejvakin geninin 2. kromozomun DFNBS59 lokusunda 2q31.1-
q31.3 bolgesinde lokalize oldugunu gostermislerdir. 9,8 kb uzunlugundaki bu gen 7 ekzon
icermekte ve 352 amino asitten olugmaktadir. Hiicresel lokalizasyon sinyali ve ¢inko
baglanma motifi icermektedir (Delmaghani 2006). Pejvakin ve DFNAS’in ekzon
organizasyonlarinin benzerlik gostermesi bu iki genin benzer orijinden geldiklerini

diisiindiirmektedir (Delmaghani 2006).

Bu gende 2 yanlis anlamli/anlamsiz mutasyonu tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.25. TMHS Geni

Bu gen 6p21.3 kromozomal bolgede lokalizedir. Genin diger adi LHFPI5’dir ve tily
hiicresi tetraspan membran proteini isimli bir protein kodlamaktadir. Farelerde yapilan
calisgmada bu genin 4 ekzonu oldugu , 216 amino asitlik bir protein kodladigi ve bu
proteinin 4 transmembran bolgesi oldugu gosterilmistir. Immiinofloresan lokalizasyonda
Tmhs’nin i¢ kulaktaki i¢ ve dig tily hiicrelerinin sterosilialarinda bulundugu gosterilmistir

(Longo-Guess 2005).

Bu gendeki mutasyonlarinin vestibiiler islev bozuklugu, korti dejenerasyonu ve ic
kulaktaki tily yumaklarinin morfogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu gende
isitme kayb1 yapan 1 tane delesyon, 1 tane yanlis anlamli/anlamsiz  mutasyonu

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.1.26. TRIC Geni
Bu gen 5ql12.3-q14.1 kromozomal bolgede lokalizedir ve triseliilin isimli proteini

kodlamaktadir. Bu protein hiicreler arasi siki baglanti proteinidir, bir¢ok dokudaki epitel

hiicrelerinin temasina yap1 ve islev olarak katilmaktadir.
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Bu protein i¢ kulaktaki kohlear triselular siki baglant1 bolgelerinde ve vestibular epitelde
bulunmaktadir. Bu gendeki 4 farkli resesif mutasyonun sendromik olmayan isitme kaybi
yaptig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda isitme kaybina eslik eden alternatif kirpilma formlart

tanimlanmistir (Riazuddin 2006).

1.1.1.27. RDX Geni

Bu gen 11. kromozomun q23 bolgesinde DFNB24 lokusunda bulunmaktadir ve radiksin
isimli bir protein kodlamaktadir. Protein 627 amino asitten olusmaktadir ve 3 bilinen

islevsel bolgesi mevcuttur.

Ezin, radiksin ve moesin paralog proteinler olup ERM protein ailesi i¢inde yer almaktadir.
Bu protein hiicre iskeletindeki aktin flamentleri ve integral zar proteinleri arasinda capraz
bag olusturmaktadir. Farede Rdx yoklugunda i¢c kulak tily hiicresi dejenerasyonu

sonucunda olusan isitme kayb1 meydana gelmektedir.

Pakistanli ailelerde bu gende bulunan 2 farkli mutasyonun isitme kayb1 yaptigi
gosterilmistir.  Mutant  allellerin  radiksinin  aktin baglama motifini etkiledigi
disiiniilmektedir. Ayrica bu gendeki baska bir mutasyonun proteinin FERM bolgesini
kisalttig1 gosterilmistir (Khan 2007).

[sitme kaybina sebep olan 27 tane gen mevcuttur. Bir ailenin isitme kaybi nedeni
arastirilirken bu genlerin hepsine mutasyon analizi yapmak miimkiin olmamaktadir. Bu
calisma uygun aileler secildiginde, aileden en az 2 etkilenmis birey kullanilarak mikrodizin
analizi yardimiyla genleri cevreleyen homozigot bloklarin tespitiyle ilgili genlerin

saptanmasinin miimkiin oldugunu gostermektedir.
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1.2. MOLEKULER TEKNIiKLER

1.2.1.Mikrodizin Analizi

Mikrodizin teknolojisi, oligoniikleotidlerin veya cDNA parcalarinin yiiksek yogunlukta
yan yana dizilmeleri ile ortaya ¢ikmistir. Temeli Northern ve Southern blot tekniklerine
dayanmaktadir. Yontemin temelini baz eslesmesi yani hibridizasyon olusturmaktadir. Tek
zincirli isaretlenmis DNA molekiilii ¢ipin iizerindeki oligoniikleotidlere baglanmakta ve
cihazdaki okuma islemi sirasinda 1s1ma yapmaktadir. Bu 1simalar degerlendirilerek 6rnegin

genotiplendirilmesi yapilmaktadir.

Mikrodizin teknolojisi, cesitli fizyolojik veya patolojik siireclerde gen ekspresyon
paternlerindeki degisimi izlemek, polimorfizm analizi, mutasyon analizi, evoliisyonel
calismalar ve sekanslamada kullanilabilmektedir. Bunlarin yam sira potansiyel terapotik
ajanlarin  bulunmasi, gelistirilmesi, optimizasyonu ve klinik degerlendirmelerinde

mikroarraylerden yararlanilabilmektedir.

Oligogipler 20-80 b¢ uzunlugundaki oligoniikleotidlerin 6nce sentezlenip sonra c¢ip
yiizeyine sabitlenmesi veya dogrudan c¢ip iizerinde sentezlenmesi (fotolitografi) ile iiretilir.
Affimetrix firmas:1 tarafindan genom boyunca SNP taramasi yapmak icin Mapping 10K
2.0 Array, Mapping 50K Array, Mapping 100K Array , Mapping 500K Array, Genome-
Wide Human SNP Array 5.0 ve Genome-Wide Human SNP Array 6.0 cipleri
gelistirilmigtir. Bu yontem sayesinde genom boyunca 906.600 SNP tarama imkani

saglanmistir.

1.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), spesifik bir DNA dizisinin in-vitro ortamda
cogaltilmas1 yontemidir. Bu yontem bir polimeraz enzimiyle gerceklestirildigi icin
polimeraz zincir reaksiyonu adim almaktadir. Ik kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
gelistirilmistir (Akar 1999). Yontem hizli ve az miktarda DNA 6rnegi ile calisma avantaji

saglamaktadir ve bu sayede molekiiler biyoloji, adli tip, evrim ¢alismalar1 ve pek cok
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alanda tercih edilen 6nemli bir teknik olmustur.

PCR reaksiyonu temel olarak ii¢ asamadan olusmaktadir. Bunlar, DNA’nin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmas1 (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmas1 (hibridizasyon), son olarak zincirin uzamast (polimerizasyon)’dur. Bu {i¢
asamaya bir PCR dongiisii denir ve ¢ogaltilacak iiriin miktari bu dongiiniin tekrar sayisina
baglidir. Bu dongii sayis1 genellikle 30-40’dir. Bir PCR isleminde “n” dongii sonunda kalip
DNA’nin istenilen bir bolgesi yaklasik 2" kez ¢ogaltilmis olur .

Ik adimda, ¢ift zincirli DNA 90-95°C’de yaklagik 5-10 dk siireyle tek zincirli hale
gelinceye kadar 1sitilir. Ardindan sicaklik 50-70°C arasinda bir degere diisiiriiliir ve
DNA’nin u¢ kisimlarina komplementer olan oligoniikleotidlerin tek zincirli DNA'ya 6zgiil
olarak baglanmasi saglanir. Bu oligoniikleotidler kalip DNA’nin sentezi i¢in baslangi¢
noktast olarak gorev yaparlar. DNA sentezi 70-75°C arasindaki sicakliklarda
gerceklestirilir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5’ ucundan 3’ ucuna dogru ekleyerek,
primerlerin uzamasim saglar ve hedef DNA'nm iki zincirli kopyasmm olusturur (Oner

2002).

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan polimeraz enzimi Thermus aquaticus’dan izole edilen 1s1ya
dayanikli Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yiiksek 1silarda iyi c¢alismasi ve hizli DNA

sentezi yapmasi nedeni ile tercih edilmektedir.

PCR’dan iyi sonug¢ alinabilmesi bir¢ok faktore baglidir. DNA polimerazin ¢alisabilmesi
icin en etkin oldugu pH degerinin tiim uygulama boyunca korunabilmesi gereklidir. Bu
amagla reaksiyonlarda son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde Tris.HCI pH: 8,4 tampon
olarak kullanilmaktadir. Ayrica tampon karisgtminda 50-60 mM diizeyinde K™ ve 100

pg/ml jelatin bulunmasinin cogalmay1 6nemli 6l¢iide arttirdigi saptanmastir.

Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma sicakligi kabaca Tm: 4(GC)+2(AT) formiiliiyle
hesaplanir. Bu deger oligoniikleotidlerin niikleotid konsantrasyonlarma baghdir ve
hesaplanan uygun sicaklik degeri PCR spesifikligini arttirmaktadir. Spesifikligi arttiran bir
diger unsur oligoniikleotidlerin uzunlugudur. Optimal uzunluk yaklasik 15-30 niikleotid

olmalidir. Kullanilan oligoniikleotidlerin se¢imi PCR iglemi i¢in c¢ok Onemlidir.
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Oligoniikleotid dizisinin cogaltilmast hedeflenen DNA bolgesi i¢inde sadece bir kez
bulunmasina dikkat edilmelidir. Ayrica, kullamilan oligoniikleotid ciftinin ug
bolgelerinde ve dizisi icerisinde birbirine uygunluk gosteren bolgeler bulunmamalidir;
aksi takdirde oligoniikleotidin ug¢ bolgeleri birbiri iizerine kivrilarak yada uygunluk
gosteren bolgeler birbirine baglanarak PCR’1n olumsuz olarak etkilenmesine neden olur.
Oligoniikleotidlerin niikleotid igerikleri de rasgele ancak orantili olmali, tekrarlayan

diziler icermeme ve guanin, sitozin niikleotidlerinin %50’yi gecmemesi gerekmektedir.

Kullanilan deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP); son konsantrasyonlar1 2 mM olacak sekilde
kullanilmalidir. Reaksiyon sirasinda ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP’nin bulunmasi
gereklidir. Kullanilan her bir deoksiniikleotid trifosfatin (dNTP) konsantrasyonunun
esit olmasi dogru {iriin elde edilmesi acisindan Onemlidir. dNTP’nin az miktarda
kullanimi olusan PCR iiriiniiniin miktarinin azalmasina; fazla miktarda kullanimi yanlig

oligoniikleotid eslesmesi sonucu hedef DNA disindaki bolgelerin ¢ogalmasina neden olur.

Mg™, DNA polimerazin ¢alismasimi saglayan en Onemli faktér olup pozitif yiikii
sayesinde, negatif yiikli DNA molekiilii arasina girerek oligoniikleotidlerin DNA
molekiiliine baglanmasim kolaylagtirir. Fazla Mg miktar1 enzimin spesifikligini
azaltirken, az miktarda olmasi enzimin aktivitesini diisiiriir ve enzimin inaktive olmasina

neden olur (Akar 1999).

1.2.3. Mikrosatellit Analizi

Restriksiyon enzimleri, DNA’daki dizileri 6zgiil olarak tanirlar. Bir restriksiyon enziminin
tamima bolgesindeki kayip yada kazanctan dolayr RFLP’ler yer polimorfizmi adimi da
almaktadir. Genellikle iki alternatif parca uzunluguna sahiptir. Bu polimorfizmler
tekrarlayan dizi sayisinin biiyiikliigiine gore mikrosatellitler ve minisatellitler olarak iki

grup altinda toplanir.

Minisatellitler 10-100 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA dizilerinin ¢oklu kopyalarinin ardi
ardina olacak sekilde iki restriksyon bolgesi arasindaki DNA’ya insersiyonu, bir 6zgiil sinif

polimorfizmi meydana getirir. RFLP’nin bu simifti VNTR polimorfizmi olarak bilinir ve
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bircok allel ile karakterize edilir.

Mikrosatellitler minisatelit lokuslarindan daha sik ve polimorfiklerdir. 2-4 niikleotidlik
tekrar dizileri olup DNA’ya yayilmiglardir. Herhangi bir mikrosatellitte bulunan tekrar
dizilerinin sayis1 popiilasyondaki bireyler arasinda ve bireydeki iki homolog kromozom
arasinda da farklilik gosterebilmektedir (Robert L. Nussbaum 2005). Mikrosatellitler tim
genoma dagilmis olup en sik tekrarlar (A)n veya (CA)n seklindedir. Bunlar genellikle
DNA’nin intron bolgelerinde bulunurlar ve ¢ok polimorfiklerdir. Bir ailede hastaliga sebep
olan genin lokalizasyonu, belirlenen kromozomal bolgede var olan mutant bir genin

kalitiminin aile bireyleri arasinda karsilastirilmasiyla elde edilir.

Bu yontemde bolgeye 6zgii oligoniikleotidler kullanilarak DNA bolgesi PCR ile ¢ogaltilir.
PCR iirtini DNA’nin tek zincir halde yiiriimesi i¢in formamid igeren yiikleme boyas ile
belli bir oranda kanstiriir ve yiiksek 1sida (95°C) denatiire edilip, vertikal jel

elektroforezinde yiiriitiiliir.

Poliakrilamid jel denatiire edici 6zellie sahip olup DNA’min tek iplik seklinde
yiiriimesini saglar. Bu yontem jelin igerdigi iire ve akrilamid/bisakrilamid oranina bagh
olarak SSCP jelinden daha hassastir ve daha yiiksek coziiniirlige sahiptir. Boylece

bireylerdeki mikrosatellit bolgelerinin tekrar sayilan rahatliklar belirlenebilmektedir.

1.2.4. Tek Iplikcikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorfism, SSCP)

Mutasyon taramasi i¢in bir ¢ok molekiiler teknik gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri
de tek iplik¢ikli uygunluk polimorfizmi (SSCP) dir. PCR teknigi kullanilarak uygulanan
bu yontem; denatiire edici olmayan jellerde tek iplikli DNA’da olusan degisimin, jeldeki
yiirime farkliligina dayanarak belirlenmesini saglar. Bu yontem ile niikleotid dizisinde
mutasyon ya da polimorfizm sonucu olusan tek baz degisikliklerini, delesyon ve

insersiyonlar1 belirlemeyi miimkiin kilar (Akar 1999).

Tek zincirli DNA pargacigi bazi kosullarda niikleotid dizisine bagli olarak belirli bir sekil
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alir. DNA’daki herhangi bir degisiklik DNA parcaciginin konformasyonunun ve dolayisi

ile elektroforetik hareket yeteneginin degismesine neden olur (Oner 2002).

SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde, mutasyon taranacak DNA bolgesi once PCR ile
cogaltilir. Cogaltilacak bolgenin baz igerigine gore bir sicaklik hesabi yapilir. PCR
riiniiniin spesifikligini arttirmak igin belli oranda oligoniikleotid ve formamid igeren
yiikleme boyas1 ile karigtirilir ve yiiksek 1s1da (99°C) tek zincirli hale getirilip, vertikal
elektroforez jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel hesaplanan sicaklik degerinde belirli bir
voltajda yiiriitiilir. Go¢ hizlarina bakilarak sonuglar degerlendirilir. Baz dizisi farkli olan

DNA pargacig1 normal DNA pargacigina gore bant kaymasi gosterir.

SSCP teknigi bircok 6rnege ayni anda mutasyon taramasini yapabilmeyi sagladigi icin
molekiiler genetik ¢aligmalarina hiz kazandirmaktadir. Yontemden en iyi sekilde sonug
alabilmek i¢in, kullanilan PCR {iriiniiniin 200 baz c¢iftini gegmemesi Onerilmektedir (Akar
1999). Bu yontemle 200 baz ¢iftlik bir dizide mutasyon belirleme oram1 %90; 400 baz

ciftlik bir dizide mutasyon belirleme oran1 %80 dir.

SSCP tekniginin mutasyon belirleme yetenegi mutasyonun tek zincirli DNA’da
olusturdugu konformasyonun elektroforetik hareketini nasil etkiledigine baglidir (Oner

2002).

1.2.5. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da “Sequencing” DNA'nin niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina

gelmektedir ve bunun i¢in iki temel teknik gelistirilmistir.

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA’min belirli bazlardan
kirilmasina dayanmaktadir. Dizisi saptanacak DNA parcaciginin komplementer zincirleri
ayrilip, zincirlerden biri kullanilir. Dizisi saptanacak zincir 5° ucundan poliniikleotid kinaz
enzimi kullanilarak radyoaktif 2p jle isaretlenir. Bu isaret, elektroforez sonrasi belirli bir
DNA parcacigimin tanminmasini saglamaktadir. ikinci adim, her birinde bazlardan biri igin

kimyasal kesimin meydana geldigi dort ayr reaksiyon karigiminda gerceklesir. Reaksiyon
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icin kasitlt bir siire verilerek her tiipte farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmis
molekiiller elde edilir. Sonugta, kirildigi noktaya gore, hepsi 5° ucundan isaretli ancak
boylar farkli bir dizi parcacik elde edilir. Dort 6rnek karisimi daha sonra uzunluklarina
gore elektroforetik olarak ayrilacaklar1 poliakrilamid jel {iizerinde, yan yana dort
paralel kuyuya uygulanir (Liilleci M 2000). DNA parcaciklarinin uglarn radyoaktif olarak
isaretli oldugu icin otoradyografi yontemiyle bantlar goriintiilenir (Akar 1999; Oner 2002).

Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise, belirli bir bazda sonlanan
bir DNA zinciri sentezi gerceklestirilmektedir (Oner 2002). Dizisi saptanacak DNA zinciri
yeni sentezlenecek DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir. Sentez reaksiyonu DNA
polimeraz ile kataliz edilir. Tepkime karigiminda; dizisi belirlenecek DNA 6rnegi,
polimeraz enzimi, oligoniikleotid, dort farkli dNTP, dort farklt dANTP ile enzimin
calismasi i¢in tampon gorevi gorecek olan maddeler bulunur. PCR’da oldugu gibi
denatiirasyon, yapisma, uzama sikluslarinin belirli sayida tekrarlanmasiyla gerceklestirilir
(Akar 1999). Yontemde kullanilan ddNTP’lerin 3° ucunda hidroksil (OH) grubu
bulunmamaktadir. Bu durumda molekiil yeni sentezlenen DNA’ya katilir ancak 3’-OH
grubu tasimadigl icin kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir
DNA parcacigi elde edilir. Deneyde, dort reaksiyon karisimi hazirlanir. Her bir reaksiyon
karisimi kalip DNA zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordi ve az
miktarda ddNTP’den sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tiipiinde
farkli bir ddNTP bulunur. Elektroforez sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile
goriintiilenir. Bu bantlar yukaridan asagiya dogru okunarak dizi saptanir (Akar 1999; Oner
2002).

Giiniimiizde dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analiz cihazlari, radyoaktif izotoplar
yerine de floresan boyalar kullamlmaktadir (Oner 2002).  Sistem, iizerindeki lazer 15181
ile farkli oOzellikteki florasan boyalar1 algilar, her niikleotid i¢in ayr1 renkte bir pik

olusturarak niikleotid dizisini belirler.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Klinik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda ve Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarinda yapilmistir. Bu ¢alisma
10558464 nolu “Otozomal Resesif Sensorindral Isitme Kayb: Yapan Gen Degisimlerinin
Ortaya Cikarilmasi” isimli TUBITAK projesiyle kismen desteklenmistir. Anne baba
arasinda akrabalik olan ve en az ii¢ etkilenmis bireyde sendromik olmayan dogustan veya
dil gelisimi Oncesi ortaya cikan ileri ve ¢ok ileri sensorindral isitme kaybi bulunan bes aile
arastirmaya dahil edilmistir. Bu aileler benzer 6zellikteki daha cok sayida aile i¢inden
bilinen bir isitme kaybi geninin sorumlu oldugu tahmin edilerek secilmistir. Ailelerin
hicbirinde GJB2 mutasyonlarinin olmadigi gosterilmistir. Calismaya katilan tiim ailelere
calismanin olas1 sonuglar1 hakkinda bilgi verilmis ve goniillii olarak katildiklarina dair
onam formu alinmugtir. Bu calisma icin Ankara Universitesi Etik Kurulu tarafindan

onaylanan formlar kullanilmistir (Tarih:30.01.2006, Karar no: 85-2215).

2.2. Yontemler

Bu calismadan 6nce 36 tane otozomal resesif isitme kaybi olan aile alinmig ve tiim genom
boyunca tek nokta polimorfizmi genotiplenmistir. Bunlardan bilinen otozomal resesif bir
gen lokusu ile birlikte kaliim gosteren bes ailede bolgeye 6zgii mikrosatellit belirtecleri
kullanilarak genotiplendirme yapilmistir. Bu analiz mikrosatellit genotipleriyle fenotipin
birlikte kaliildigim gosterdiginde ilgili gende SSCP ve DNA dizi analizi yontemleriyle

mutasyon taramasi gergeklestirilmistir.
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2.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu klasik fenol/kloroform yontemi kullanilarak gerceklestirilmektedir. Bu

yontem ii¢ giin siirmektedir.

Bireylerden, 1 mL 0,5 M Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA) (Sigma, ABD) polietilen
tiip igerisine 9 mL kan 6rnegi alinir. Alinan kan 6rnegi falkon tiipiine (50 mL) konur ve
icerisinde 25 mL RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum Klorid
(AppliChem, Almanya); 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM EDTA
(AppliChem, Almanya)] eklenir, 20 dk buzda bekletir. +4°C, 4000 rpm’de 15 dk santrifiij
(Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiiliir. Tiipiin dibindeki pellet iizerine
tekrar RBC lizis soliisyonu ilave edilir. Bu islem tiim eritrositler giderilene kadar
tekrarlanir. Son kez siipernatant dokiildiikten sonra dipte kalan lokositler tizerine 1000 uL
RBC lizis soliisyonu eklenir ve bu karigimin 800 uL’si ependorf tiipiine alinarak -20°C’de
stok olarak saklanir. Geriye kalan 200 puL bir ependorf tiipiine alinarak iizerine 20 pg/mL
olacak sekilde Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5
olacak sekilde %10’luk Soydum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin 2,5
kat1 olacak sekilde niikleaz soliisyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100 mM
Sodyum Klorid (Merck, Almanya), 1 mM pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya) eklenerek

bir gece 56°C‘de sicak su banyosunda (Kotterman, Almanya) bekletilir.

Ertesi giin tiiplere 1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform
(Merck, Almanya), [zoamilalkol (Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk calkalanir ve buz
icerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. iki faza
ayrilan karigimin iist kismi bagka bir ependorf tiipiine alinarak iizerine toplam hacmin
1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kat1 kadar %95’lik
alkol (Tekel, Tiirkiye) eklenir. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale
getirildikten sonra -20°C’de bir gece bekletilir.

Uciincii giin tiipler +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir.
Sitipernatant kismu dokiilerek tiipe 500 pL %70’lik alkol eklenir ve +4°C 4000 rpm’de
20dk santrifiij edilir. Santrifiij sonunda alkol dokiiliir ve tiipler kurutma kagidi iizerinde

kapaklari agik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiip igerisine Tris-EDTA
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(10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek
DNA’nin ¢6ziilmesi saglanir. Izole edilen DNA +4°C veya -20°C ‘de saklanabilmektedir.

2.2.2. Mikrodizin analizi

GeneChip Mapping Xbal 10K 2.0 Assay insan genomunda 10.200 tane tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP) tek bir ¢ip ve tek bir PCR primeri ile genotiplendirilmesini
saglamaktadir. SNP mikroarraylerin de yardimiyla hastalia veya hastaliga yatkinliga

neden olan genler saptanmaktadir.

Bu yontemle genomik DNA belirli yerlerinden Xbal restriksyon enzimi yardimiyla
kesilmektedir. Ardindan olugan bu parcalarin ucuna adaptorler baglanarak tek primer
yardimiyla bu parcalarin ¢ogaltilmasi saglanmaktadir. Bu islemden sonra fragmentasyon

ve isaretleme islemleri yapilir ve 6rnekler ¢ipe yiiklenir.

Bu yontem her aileden en az iki etkilenmis bireye uygulanmistir. Hastalarin genomik
DNA ornekleri EDTA-TE Tamponu kullanilarak 50 ng/uL olacak sekilde ayarlanir ve
kesim asamasina gegilir. Bu asamada buzda 15 pL. ddH,0, 2,5 pL buffer tango (10X) ve
1,25 uL. Xba I (20 U/uL) iceren bir karisim hazirlanir. Bu karigima 6,25 pL. genomik DNA
eklenir ve 2000 rpm hizda 1 dk santrifiij edilir. Hazirlanan 6rnek 37 °C etiivde 16 saat
bekletilir. Ardindan PCR cihazinda 70 °C ‘de 20 dk bekletilerek enzim inaktivasyonu

saglanir.

Bu islemin ardindan ligasyon islemine gecilir. 1,25 pL. Adaptor Xba, 2,5 uL T4 DNA
Ligaz tamponu kullanilarak bir karisim hazirlanir ve bu karisima 1,25 uLL T4 DNA Ligaz
ile 20 pL kesilmis DNA ornegi eklenir. 2000 rpm hizda 1 dk santrifiij edilir. PCR
cihazinda 16 °C‘de 120 dk, 70 °C’de 20 dk bekletilir. Bu islemden sonra 25 pL ligasyonlu
ornek 75 pLL ddH,0 ile sulandirilir.

Ardindan PCR asamasi gelmektedir. Her birey icin gerekli olan 6rnek miktarini elde etmek
amactyla 5 adet PCR yapilmaktadir. Her PCR reaksiyonu icin 10 uL PCR Buffer, 10 uL
dNTP (herbiri 2,5 mM), 10 uL. MgCl, (25 mM), 7,5 pL. PCR Primer,001, 2 uL Taq
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polimeraz (Su/uL) 50,5 pL ddH,O ve 10 pL diliye edilmis ligasyon iiriini
kullanilmaktadir. Bu karistm DNA Engine Tetrad PTC-225, MJ Research (Bio-Rad, ABD)
PCR cihazinda; 95°C’de 3 dk, 35 dongii 95°C’de 20 s, 59°C’de 15 s, 72°C 7 dk ve 4°C

bitis programina tabi tutulmaktadir.

Yukarida belirtilen yontem iiretici firmanin Onerilerinden  yararlanilarak Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarinda Affymetrix GeneChip
Human Mapping 10K 2.0 Array ve Affymetrix GeneChip Human Mapping 10K Xbal
Assay kitleri kullanilarak optimize edilmistir (Affymetrix Mapping 10K 2.0 Assay
Kullanma Kitapc¢igi).

Bu islemlerden sonra Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig: ve Hastaliklar1 Ana
Bilim Dali Klinik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda gerekli
cihazlarin bulunmamasi nedeniyle geriye kalan piirifikasyon, fragmentasyon, labeling,
hibridizasyon, yikama, boyama ve tarama islemleri i¢cin 6rnekler Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarina gonderilmistir.

Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarindan gelen ailelere ait genetik veriler
Microsoft Excel programina aktarilmis, SNP’lerin kromozomal ve DNA lokalizasyonlarina
gore siralamasi yapilmistir. Bugiine kadar tamimlanmis 27 otozomal resesif isitme kaybi
geninin genomik lokalizasyonu ensembl (www.ensembl.org) veri tabami kullanilarak
belirlenmistir. Bu genler daha 6nceden hazirlanmig SNP verilerini iceren Microsoft Excel
tablolarinda ilgili genomik lokalizasyona yerlestirilmistir. Her ailede kendi iginde
etkilenmis bireylerin genotipleri bilinen bir geni homozigot olarak ¢evreliyorsa, bu gendeki

homozigot bir mutasyonun ailedeki isitme kaybina neden olabilecegi diisiiniilmiistiir.

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Yapilan mikrodizin analizi sonuglarina gore; TMIE gen bolgesine baglanti gosteren 1 aile
(559 nolu aile), CDH23 gen bolgesine baglant1 gosteren 1 aile (561 nolu aile) ve TMCI

gen bolgesine baglant1 gosteren 3 aile (551, 647, 734 nolu aileler) saptanmistir.
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Her gen i¢in o genin i¢inde veya yakininda bulunan ii¢ mikrosatellit belirteci kullanilmistir.
Bu mikrosatellit belirtecleri ile yapilan PCR reaksiyonunda son konsantrasyonu 0,6 pmol
olacak sekilde oligoniikleotid ¢iftleri, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, son konsantrasyonu
0,2 mM olacak sekilde dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 1 {inite taq polimeraz, 15 mM
MgCl, ve toplam hacmi 25uL’ye tamamlayacak miktarda ddH,O kullanilmistir.

Kullanilan  tiim  mikrosatellit  belirtegleri ~ “Mammalian  Genotyping  Service”
(http://research.marshfieldclinic.org/genetics/home/index.asp)  veri tabaninda kayith

bulunmaktadir.

Kullanilan mikrosatellit belirteclerinin isimleri, dizileri, boyutlari, lokalizasyonlar1 ve PCR

programlan Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. TMIE, TMCI, CDH23 genleri i¢in kullanilan mikrosatellit belirtecleri.

Belirtecin Kr Kromozomal Boyutu PCR
Gen Niikleotid dizisi

Adi No lokalizasyonu (bg) programi
F:5° ATG CTG TAT TTC AAC ACACAGG 3’

D3S1767 3 46,931,413-46,931,658 TMIE R: 5 AAT TAG GCA CGG TAG CAC AC 3’ 244 Program 1
F:5° AGC AACTTG TAA GAG AGC ATTC 3’

D3S1289 3 54,454,520 — 54,454,685 TMIE R: 5 AAT GCT CCA TTT TCT CCT TC 3’ 178 Program 1
F:5° GGG GAT ATT TCA CTG AAG ATG 3’

D3S1582 3 54,670,857 — 54,670,995 TMIE R: 5 AGA AAA TCC CAG AGG AAC AG 3’ 121 Program 2
F: 5" CAT GAT GGT GGT CTC TGG 3’

D9S1837 9 74,374,949 - 74,375,187 TMC1 R: 5 GGT GGG GCT CAA AGA GTA G 3° 205-251 Program 3
F: 5" TTT TAG GTG TTC TCA GTA CAT GC 3’ 216-266

DI9S1806 9 73,391,177 - 73,391,440 TMC1 R: 5 GGG AGC AAC ATT TTG ACA TT 3’ Program 3
F:5° GAT GTA CCC AGA GAA GTC TCG 3’

D9S1876 9 74,422,611 - 74,422,758 TMC1 R: 5 AGT GGT TAC CAT TTA CCC AAG 3° 132-152 Program 4

D10S1650 | 10 72,963,220 - 72,963,357 | CDH23 | F:5' GAA GCCTGT GGT CTA ATG AG 3’ 104 Program 3
R:5° TTC TGG CCT CTG CAG C 3’
F:5° CCT GTC TGG CCC AGG TA 3’

D10S1694 10 73,097,085-73,097,225 | CDH23 | 1'% A GT AGG GGT GCT GCT TGA 3° 121 Program 3
F: 5 TGC ACA ACT GGG GAA ACT 3’

D10S1759 10 72,729,755 -72,729.936 | CDH23 | o' 165G GCA CGC TCA CAC T 3° 150 Program 3

Program 1 ; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk , 68°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde , 72°C’de 1 dk, 20 dongii 94°C’de 1 dk , 59°C’da 1 dk, 72°C’de 1
dk ve 72°C’de 10 dk olarak gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

33



Program 2 ; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk , 65°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde , 72°C’de 1 dk; 20 dongii 94°C’de 1 dk , 55°C’da 1 dk, 72°C’de 1
dk ve 72°C’de 10 dk olarak gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 3 ; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk , 60°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde , 72°C’de 1 dk, 20 dongii 94°C’de 1 dk , 50°C’da 1 dk, 72°C’de 1
dk ve 72°C’de 10 dk olarak gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 4 ; 94°C’de 10 dk ardindan 19 dongii 92°C’de 40 sn, 60°C’de 40 sn her dongiide
0.5°C diisecek sekilde , 19 dongii 92°C’de 40 sn, 60°C’da 40 sn her dongiide 1 sn artacak
sekilde ve 72°C’de 5 dk olarak gerceklestirilmistir (Techne, ABD).

Her ailedeki hasta ve saglam bireylere PCR yapilarak bolge i¢cin homozigot ve heterozigot

bireyler belirlenmistir.

2.2.4. Mikrosatellit icin Poliakrilamid Jel Hazirlamsi

Bu calisma %6’lik poliakrilamid jel kullanilarak yapilmistir. Jelin yapiminda %40°1ik 19:1
oraninda hazirlanan akrilamid/bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bunun i¢in 190 g
akrilamid (Merck,Almanya) ve 10 g N,N'-metilen-bis-akrilamidin (Sigma, Almanya) bir
miktar distile su ile 37°C’de 1sitilarak ¢oziinmesi saglanmig ve hacim distile su ile 500
mL’ye tamamlanmustir. Jel yapimi icin kullanilan TBE 5X soliisyonu i¢in; 54 g Tris
(Amresco, ABD), 27,5 g Borik asit (AppliChem, Almanya), 20 mL 0,5 M pH: 8 EDTA
(AppliChem,Almanya) distile su ile 1000 mL hacime tamamlanarak yapilmistir.

Mikrosatellit jelinin dokiilecegi camlar Oncelikle distile su ile yikanmip alkolle
temizlenmistir. Sonra jelin cama yapigmamasini saglamak amaciyla her iki cam bir miktar
SigmaCode (Amersham, Isvec) ile silinmistir. Ardinda camlar arasina 0.8 mm kaliliginda
spacerlar yerlestirilerek sabitlenmistir. 62.49 g iire, 13 mL TBE 5X, 19.5 mL %40 (19:1)
akrilamid/bisakrilamid soliisyonu yaklasitk 20 mL distile suda 37°C’de eritilmistir.
Ardindan hacim distile su ile 130 mL’ye tamamlanmis ve jel igerigi 0.22 um filtreden

siiziildiikten sonra 10 dk vakum pompas1 yardimiyla havasi alinmistir.
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Jelin polimerizasyonunu saglamak amaciyla %25°lik amonyum persiilfat (APS) soliisyonu
ve TEMED kullamilmistir. Kullanilan %25°lik Amonyum Persiilfat soliisyonu icin 2.5 g
Amonyum Persiilfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 10 ml’lik hacime tamamlanarak
hazirlanmistir. Jel icerigine SOuL %?25°lik taze hazirlanmig olan amonyum persiilfat
solisyonu ve 50uL TEMED (N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamid) (Sigma, Almanya)
eklenmis ve sabitlenen jel diizenegindeki camlar arasma dokiilmiistiir. Jel dokiildiikten
sonra 0,8 mm’lik tarak camlar arasina takilarak 6rneklerin yiiklenecegi kuyularin olusmasi
saglanmistir. Ve jelin polimerize olmasi i¢in bir siire beklenmistir. Jel polimerize olduktan
sonra camlar vertikal jel elektroforez sistemine (GibcoBRL S2, ABD) yerlestirilmistir.
Sisteme tampon olarak TBE 0.5 X soliisyonu konulmus ve 80 watta yaklasik 1 saat 6n

1sitma yapilmistir.

25 pL PCR diiriinlerine 10 pL denatiire edici 0zellige sahip yiikleme boyasi eklenerek
95°C*de 8 dk denatiire edilip, jele 3-5 uL yiiklenmistir. Kullanilan yiikleme boyasi toplam
hacminde %95 formamid, 20mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol, %0,05 Brom-fenol

mavisi igermektedir.

Ornekler 60 watt akim altinda, yaklasik 50°C’de baz ¢ifti uzunluklarina bagh olarak 2-6
saat yiiriitiiliip elektroforez sonrasi jel giimiis boyama ile boyanarak bantlar goriiniir hale

getirilmistir.

2.2.5. Mikrosatellit Jeli icin Giimiis Boyama

Gilimiis boyama i¢in 3 farkli soliisyon kullanilmaktadir. 1. solisyon %0.15 oraninda
glimiis nitrat icermektedir. Bu soliisyon i¢in %1’lik stok giimiisten 150 mL alinarak 900
mL distile su ile kangstirilir. Jel yiiriime islemi bittikten sonra camlardan ayrilarak bu
soliisyonda yaklastk 20 dk bekletilmistir. Ardinda giimiis soliisyonundan iyice
temizlenmesi amaciyla jel distile sudan gegirip, 2. soliisyona tabi tutulmustur. Bu soliisyon
150 mL %15’lik NaOH, 6 mL formaldehit ve 1350 mL distile su kullanilarak hazirlanip,
jel bu soliisyonda bantlar goriiniir hale gelene kadar boyanmistir. Ardinda bu soliisyon

dokiilerek jel 3. soliisyonda bekletilmistir. Bu soliisyon, %7.5’1luk Na,COs stok soliisyonu
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10 kez seyreltilmesiyle hazirlanir ve boyama reaksiyonunu durdurmak amaciyla

kullanilmaktadir.

Jel sonuglara gore 559 nolu aile D3S1289, D3S1582, D3S1767 isimli mikrosatellit
belirleyicilerine gore TMIE gen bolgesine; 561 nolu aile D10S1650, D10S1694, D10S1759
isimli mikrosatellit belirleyicilerine gore CDH23 gen bolgesine; 551 nolu aile, 647 nolu
aile ve 734 nolu aile D9S1837, D9S1806, D9S1878 isimli mikrosatellit belirleyicilerine
gore TMC1 gen bolgesine baglant1 gbstermektedir.

Bu asamadan sonra ailelerin segregasyon gosterdigi genlere mutasyon analizi yapilmistir.
Bunun i¢in temel olarak 2 yontem kullanilmigtir. Bunlar SSCP ve DNA dizi analiz

yontemleridir.

2.2.6. SSCP icin Poliakrilamid Jel Hazirlamsi

SSCP jelinin dokiilecegi camlar distile su ile yikanip alkol ile silindikten sonra camlar

arasma 1,5 mm kalinhi§inda spacerlar yerlestirilip, camlar sabitlenmistir.

Bu ¢alismada %7’lik poliakrilamid jel kullanilmistir. Bu jel icin %40’lik, 49:1 oranindaki
akriamid/bisakrilamid soliisyonu kullanilmigtir. Bunun icin 380 g Akrilamid (Merck,
Almanya) ve 20 g N,N'-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya) bir miktar distile su ile
37°C’de 1sitilarak c¢ozdiiriiliir ve hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanmistir (Sambrook

ve ark., 1989).
Jel yapimi i¢in kullanilan TBE 5X soliisyonu, 54 g Tris (Amresco, ABD), 27,5 g Borik asit

(AppliChem, Almanya), 20 ml 0,5 M pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya) distile su ile

1000 ml hacime tamamlanarak yapilmistir.

Jelin polimerlesmesi i¢in kullanilan %10’luk Amonyum Persiilfat; 1 g Amonyum Persiilfat

(AppliChem, Almanya) distile su ile 10 ml’lik hacime tamamlanarak hazirlanmistir.
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Jel; 12,34 mL %40’ lik akrilamid/bisakrilamid soliisyonu, 14 mL TBE 5X soliisyonu, 40,16
mL distile su ve 3.5 mL gliserol kullanilarak hazirlanmistir. Karigim 0.22 um filtreden
siiziildiikten sonra vakum ile havasi alinmistir. Ardindan bu jel icerigine 0,6 mL %10’luk
Amonyum Persiilfat ve 40 ul TEMED (N,N,N'.N'-tetrametilen-etilendiamid) (Sigma,
Almanya) eklenerek hazirlanan camlar arasina dokiilmiistiir. Jel polimerlestikten sonra 1,5
mm’lik tarak camlar arasina yerlestirilerek Orneklerin yiiklenecegi kuyularin olugmasi

saglanmistir.

Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikartilmisg ve camlar vertikal jel elektroforez sistemine
(BioRad, ABD) yerlestirilmistir.

PCR orneklerinin icerdigi adenin ve sitozin niikleotid sayilarin1 baz alarak asagida
belirtilen formiil ile bir sicaklik degeri (Ts) hesaplanmistir ve 6rnek yiliklenmeden once

jeller hesaplanan bu sicaklik derecesine getirilmistir (Li 2003).

Ts=[80XC/(A+1)] / {2,71+[C/(A+1)]}

PCR fiiriinlerine spesifikligi arttirmak amaciyla belli bir oranda denatiire edici yiikleme
boyasi ve oligoniikleotid eklenmistir. Kullanilan yiikleme boyasi toplam hacminde %95
formamid, 20mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol, %0,05 Brom-fenol mavisi icermektedir.
2 pL PCR iiriiniine 7pL yiikleme boyasi, 1’er uLL 3 pmol diiz ve ters oligoniikleotid

eklenerek bir karisim hazirlanmistir ve 99°C*de 8 dk denatiire edilerek jele yiiklenmistir.

Sistemde tampon olarak TBE 1X soliisyonu kullanilmistir. Ornekler 130 volt akim altinda,
belirlenen sicaklikta baz cifti uzunluklarina gore 10-14 saat yiiriitiilmiistiir. Elektroforez

sonrasi jel giimiis boyama ile boyanarak bantlar goriiniir hale getirilmistir.

2.2.7. SSCP Jeli icin Giimiis Boyama

Bu yontem icin kullanilan giimiis boyama mikrosatellit jellerini boyamak i¢in kullanilan
yontemden sadece 1. soliisyondaki glimiis nitrat soliisyonunun konsantrasyonu bakimindan
farklidir. 1. soliisyon i¢in %1’lik stok giimiis nitrat %0,1’lik olacak sekilde 100 mL %1’lik

stok gilimiis nitrat soliisyonu , 900 mL distile su kullanilarak seyreltilir. Jeller bu
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soliisyonda 10 dk bekletilmistir. Daha sonra formaldehit ilave edilmis %1,5’lik sodyum
hidroksit soliisyonu ile boyanmistir. Jel %0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu ile
muamele edilerek boyama islemi sonlandirilmistir. Bdoylelikle jeller goriiniir hale

getirilerek bant farklilig1 olan 6rnekler belirlenmistir.

Bu yontemle taranan TMCI ve CDH23 genlerinin ekzon sayisi, ekzonlara 0Ozgii
oligoniikleotid dizileri, ekzon boyutlari, Ts degerleri ve oligoniikleotidlerin optimize
oldugu PCR kosullan Cizelge 2.3, 2.4 ‘de verilmistir. Bu genlerdeki bant farkliligina sahip
bireyler DNA dizi analizi ile taranmistir. TMIE geni 4 ekzonu olmas1 nedeniyle direkt
DNA dizi analizi yOntemiyle taranmistir. Bu genin ekzon sayisi, ekzonlara o6zgii
oligoniikleotid dizileri, ekzon boyutlari, ve oligoniikleotidlerin optimize oldugu PCR

kosullar Cizelge 2.2 verilmistir.

Cizelge 2.2. TMIE geninin ekzonlari, oligoniikleotid dizileri, baz ¢ifti uzunluklar1 ve PCR
programlari.

Ekzon Sag oligoniikleotid dizisi Sol oligoniikleotid dizisi PCR programi Ekzon
numarasi boyutu (bg)
Ekzon 1 F: 5>’ ACCCCCACCTCAGTGTCC 3’ F: ’TGACAGCCTCCCCAGTCC 3’ Program 3 400

Ekzon 2 F: 5>’ AGCTGGCCTCTGCCTAACTC 3’ F: 5’ ATTGCTGCTCTGAGCCCTCT 3’ Program 3 246

Ekzon 3 F: 5’>CCATTCCTTGGGTCTCTGAA 3’ F: 5> GAGCAGAGGAACAGGGTGAC 3’ Program 3 289

Ekzon 4 F: 5’>CCAGGACCTTGTCTCACCAC 3’ F: 5’>CCCAAATGAGCTCAGAGTCC 3’ Program 3 248
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Cizelge 2.3. TMCI geninin ekzonlari, oligoniikleotid dizileri, ekzonlarin Ts degerleri, baz ¢ifti uzunluklar1 ve PCR programlari.

Ekzon Sag oligoniikleotid dizisi Sol oligoniikleotid dizisi PCR programi | Ekzon boyutu | Ts degeri
numarasi (be) ()
Ekzon 5 F: 5 GGCACAAGTGTGTGGATGTG 3’ R: 5TCCAAAGTTTTCAAATACCTTTATACC 3’ Program 1 202 23,39
Ekzon 6 F: TGCACAAAAACATTATGATAAAAACA 3’ R: 5’AGCTCAAGTCCACAAGAGGAT 3’ Program 1 233 25,62
Ekzon 7 F: 5 TGGGAGGAAGCACTTTCTGA 3’ R: 5TCTTCAGCATTGGAACTTTTGA 3’ Program 1 267 26,39
Ekzon 8 F: TGATCACATGTGTGGCTCAG 3’ R: 5> CCATCCTCCCACCAATACAC 3’ Program 1 202 26,18
Ekzon 9 F: 5> TCATTGCAACTCACCTCCTTT 3’ R: 5" CCAGTGTTCTTCTTAGAGGCAAT 3’ Program 1 198 25,33
Ekzon 10 | F: 5° TTTGAGGTGGGGGATAAACA 3’ R: 5> TCTCTAAGACAACCTTCTCCACCT 3’ Program 1 199 25,20
Ekzon 11 F: 5 AGGCAACCAAGACAAAGCTC 3’ R: 5> TGACTCTAAGACGTGAAAATAGCC 3’ Program 1 299 23,27
Ekzon 12 | F: 5> TGATCACATGTGTGGCTCAG 3’ R: 5> GCCGTGGGTTTCAGAATAAA 3’ Program 1 239 22,21
Ekzon 13 F: 5> TTGCTCTTCACGACAACTGC 3’ R: 5> TCCCTCCATTTGATCCAGA 3’ Program 1 247 23,73
Ekzon 14 | F: 5’ TTTTTCTGGCTGCTGGGTTA 3’ R: 5> TTACTCTTAGAAATACAAACAGCAGGT 3’ | Program 1 231 24,23
Ekzon 15 | F: 5 ATTCTATTTTGGGTTTTTGTTTGT 3’ R: 5 CAAATGTCAGGTTCTAAGCACA 3’ Program 1 285 23,49
Ekzon 16 | F:5’AAAAAGCAATAATAACTTTAAACACCA 3’ R: 5" CAACACTCTTATGGCAAGGACA 3’ Program 2 281 24,25
Ekzon 17 | F: 5> TGCCTTTGAAATCTCTGTTGTC 3’ R: 5 GCCAATCTTATGGAAGAGATATTGA 3’ Program 1 292 23,73
Ekzon 18 | F: 5’CCAACACTAGGACCATTTGAAG 3’ R: 5 AAACACCCAAGAATTATCAATAAAAA 3* | Program 1 264 24,73
Ekzon 19 | F: 5 TTGCCTTTCAGTTTTGACCA 3’ R: 5" AACCTGGGAGGCTTTTCTGT 3’ Program 2 177 21,21
Ekzon 20 | F: 5> GGAGTAAAGACTCAAAACTGAGCA 3’ R: 5 GAACACGATGCCTGAGTCAA 3’ Program 1 322 19,8
Ekzon 21 F: 5> ACCATGGTTTTTCCATATGTTC 3’ R: 5 CCAGGAAGAACATCACAGAGG 3’ Program 1 234 22,04
Ekzon22 | F: 5> AAGAAGTATCTTGGGGAACTGAAA 3’ R: 5> CTCAGTGTTTTCTACTGCTTGACA 3’ Program 1 205 25,76
Ekzon 23 | F: 5> TGTCAAGCAGTAGAAAACACTGAG 3’ R: 5> TAATGCCACTCACCATCCAA 3’ Program 1 216 24,59
Ekzon24 | F: 5 TTGCCTCCTGTTCATCTTCTC 3’ R: 5> AGCAGTTCCACATGCTTGTT 3’ Program 1 190 21,56
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Cizelge 2.4. CDH23 geninin ekzonlari, oligoniikleotid dizileri, ekzonlarin Ts degerleri, baz ¢ifti uzunluklar1 ve PCR programlari.

Ekzon Sag oligoniikleotid dizisi Sol oligoniikleotid dizisi PCR Ekzon uzunlugu | Ts degeri
numarasi programi (baz ¢ifti) (°C)
Ekzon 1 F: 5> GCTATACCCAGGATAGGACAATGT 3’ R: 5> CCTGTGAGAGCTGGCAGAAGGCAAC 3’ Program1 465 33,17
Ekzon 2 F: 5 CCTGTGTCACCTTATAGAGTGTGT 3’ R: 5> GATGACCTCAACCTGTAAGATCCC 3’ Program1 242 26,71
Ekzon 3 F: 5° GGAAGGCATAAACGTGACCTCCTCTC 3’ R: 5 GATGCCACTGTGGAGTCAGAATGG 3’ Program1 327 31,39
Ekzon 4 F: 5> AAGCTCCTAGGGCAATCTGGAGC 3 R: 5 CACCTTTCCGTGTGATCACCTGG 3’ Program1 291 32,14
Ekzon 5 F: 5° GGGTCACAGGATTTCTGGACCC 3’ R: 5 TGTGTGCCACTGGGTCAATGTCC 3’ Program1 249 24,96
Ekzon 6 F: 5* GGCTGAAGGATGTAGAGAATGG 3’ R: 5> TGTGTGCCACTGGGTCAATGTCC 3’ Program1 396 30,83
Ekzon 7 F: 5 CCTTCCCTGCTGGAGTGCAAGAGCA 3’ R: 5> GCTTGTCCAGAACACTCATCACTGC 3 Program1 441 30,95
Ekzon 8 F: 5> GCTGTGGGTGCCATGATAGCTA 3’ R: 5’CCTCAGAGCCTGAGATGCCTACT 3’ Program1 241 22,49
Ekzon 9 F: 5 TGAGTCTTTAATGCCCAGAGAGG 3’ R: CCTCGGACACTGCTGGAGGTTG 3’ Program1 307 32,03
Ekzon 10 F: 5° GGTAAGCAAGAGCTGTTGCTGTG 3’ R: 5 TTATCCTCAGAACCTACCAGGAG 3’ Program1 391 25,52
Ekzon 12 F: 5’CCCACCCAAAGCAGCTCTGGG 3’ R: 5 GGATCTAAGGGAATCTTCTACC 3’ Program1 351 29,46
Ekzon 13 F: 5’CAGAGACTCTAACAGGTGCTCTGG 3’ R: 5> CCTGATTGCTGAGGTCCCTTGGAC 3’ Program1 371 24,83
Ekzon 14 F: 5’CCAAAGGAGACGTGCGAGAGGAAC 3 R: 5> GTTCCCAGATCTCATGAGTCTGG 3’ Program1 236 26,61
Ekzon 15 F: 5° GGCAAGGACAGGCTGGGAAATGC 3 R: 5’CAAGCAAGCAAGTACAGGGAGAAG 3’ Program1 395 28,98
Ekzon 16 F: 5 GCCTCCAGTTGAAGCACAAGGG 3’ R: 5’ TCCTGAGTAGCCCAGAGTGTCAGG 3’ Program1 414 31,39
Ekzon 17 F: 5 CCATGCCAGCCATAACTTCTCTGC 3’ R: 5 GTTCACAGGAAGCACTCACCATCC 3’ Program1 292 27,63
Ekzon 18 F: 5° CAGACCTAGCCTGACTCCTTGGTG 3’ R: 5° CCTCCCACAATTTGTGTGCAGAGC 3 Program1 276 30,04
Ekzon 19 F: 5 CACCTCCCTGAGAGCTGGTCACTG 3’ R: 5 CTGGTCCTCAAAGCTGGTCTGCTC 3’ Program1 390 36,02
Ekzon 20 F: 5 CCAGATCATGGTAGCTTGCTAAC 3’ R: 5> CACAAAGCCTCACACTGGCTCAG 3’ Program1 355 37,65
Ekzon 21 F: 5° GGTGGAGCTGGCAGAATTAATGC 3’ R: 5 CTATTGCAAGAGCCAGCTCAGAG 3’ Program1 366 31,06
Ekzon 22 F: 5 CTCAGTGAAGGGGTCTGCTC 3 R: 5 GTACCCCAGAGGCCCAGT 3’ Program4 299 32.14
Ekzon 23 F: 5 CTCACCACTTGCCTTCTTCC 3’ R: 5’ CCTATCCTTTTCCTGCCACA 3 Program5 242 26,71
Ekzon 24 F: 5° GAAGCATCCATCCCAGTGTC 3’ R: 5 CACACTGAGCACACAGCAGA 3’ Program5 327 31,39
Ekzon 25 F: 5TGACTCCCTTGGGAATTCAT 3’ R: 5> CAGAGGCTAAAGCCCAACAG 3’ Program5 406 35,2
Ekzon 26 F: 5 CCACTCCTGGACTCACCATC 3’ R: 5’ AGGCACCCTGTGTGAACTCT 3’ Program3 283 24,97
Ekzon 27 F: 5° GAAGTGTGCCCCTCTCTCAG 3’ R: 5’ CTCTGGTGCCACTGAGCAT 3’ Programs5 297 29,00
Ekzon 28 F: 5° CTGGGTGGCATTCAAGAAGT 3’ R: 5’ CCTCATCTCCCAGACCTTTG 3’ Programs5 195 25,13
Ekzon 29 F: 5 AGGAGGGGACTGGTGAACTT 3’ R: 5 TGTTCTAGCTGTGGGCTTGG Program5 313 28,13
Ekzon 30 F: 5° GGAAAGCAGTGACCACACAA 3’ R: 5 TGGGGAGGTTTGCTCGA 3’ Program5 239 27,58
Ekzon 31 F: 5 TCTATCGGGACTGCACAGC 3 R: 5 TGCACACAGAAGGAGCTCAA 3’ Programs5 499 17,4
Ekzon 32 F: 5> ACGTGACAGGCCTTGTCCTA 3’ R: 5 AGGACATGGGATTGGAAGTG 3’ Program5 579 18,23
Ekzon 33 F: 5 AGGGTTTGCTGATGTTCCAG 3’ R: 5> GGATCCTGGCTGTTTCACTC 3’ Program5 304 27,25
Ekzon 34 F: 5* TTAGCCCTGACTCCAGTTGC 3’ R: 5" CCCCCGTATGTCCAGCTAT 3’ Program5 205 27,25
Ekzon 35 F: 5> TACAGGAGCAGGTGCCAGAC 3’ R: 5> TTGGGCAGATGGACTAAAGG 3’ Program5 454 27,8
Ekzon 36 F: 5 TCGCAGACATAGGAGTGGTG 3’ R: 5> ATAGGTTTCGCCCCTTGTCT 3’ Program3 506 27,2
Ekzon 37 F: CAGTGGTTCCCCATCACAG 3’ R:AGGACAGGGGTCTTGGATIT 3° Program5 365 28,25
Ekzon 38 F: TGGCTAAGCTTTTCCACCAT 3’ R:GGTGTTCTCGCCACATCTCT 3’ Program5 405 24,55
Ekzon 39 F: GGCTTGCTAGAGGAAGCAGA 3’ R:CCCAAAGAGTTGCTGGATGT 3 Program5 400 31
Ekzon 40 F: TTCTCCATGACCAACTGCAC 3’ R:.TAGGGCAGGGTCCTCTTTTT 3’ Program5 398 33,57
Ekzon 41 F: AATTTAGGGAGGCCAAGCAG 3’ R:AATGGAGGCCAAGAGGAGTT 3’ Program3 401 22,6
Ekzon 42 F: CCAACCTACCAACCCTCCTC 3 R:ACCCACTGGGTCTAGGTTC 3 Program5 301 31,02
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Cizelge 2.4 (devam). CDH23 geninin ekzonlari, oligoniikleotid dizileri, ekzonlarn

Ts degerleri, baz ¢ifti uzunluklar1 ve PCR programlari

belirtilmistir.
Ekzon Sag oligoniikleotid dizisi Sol oligoniikleotid dizisi PCR Ekzon uzunlugu | Ts degeri
numarasi programi (baz ¢ifti) (°C)
Ekzon 43 F: CTCCCCTCTCATCCATCGT 3’ R:GCTGTGAAAAATGGGGTCTC 3’ Program5 361 34,54
Ekzon 44 F: GCACCCCTTTTCTGTGTGTT 3’ R: AACTCCGTGTCCAACCTGAG 3’ Program5 338 32,14
Ekzon 45 F: CTCCCTTTTCCCTCTCCAAC 3’ R: GAGAAAGAAGGGGGAAGCAG 3’ Program?2 561 30
Ekzon 46 F: CAGCCACAAGTCCCAGATTC 3’ R: TTGGGCTCTGAGTGACCAATG 3’ Program5 297 25,28
Ekzon 47 F:GGTCACCTAGCCCTTCCTCT 3’ R:CTTGGGGACTAAGCAAGCAG 3’ Program4 502 30
Ekzon 48 F: AATGAGGAGTGGCCAAATG 3’ R:GGGCAGGGAGAGAGAGTAGG 3’ Program4 413 32
Ekzon 49 F: GGGACTGACCTTGGCCTACT 3’ R: ACTTTTGGTGGCTGCTCAGT 3’ Program5 259 23,9
Ekzon 50 F: TGGCCATAGTAGGTGCTCAA 3’ R: CCACTTGCTAGAGGCTTTGC 3 Program35 268 15,74
Ekzon 51 F:CTCCTTACCTTTGGCCTTGA 3’ R: CACGCTTCCCTCTACTCCTG 3’ Program35 301 26,73
Ekzon 52 F:.TACTCTCCTGCTCCCACTGC 3’ R: CCACTCTTCTAGGCCACAGC 3’ Program4 303 32
Ekzon 54 F: ACTGTGCTCTTCCGCTCCTA 3’ R: TGTTTCCGTGTCTAGCCAAA 3’ Program5 251 28,5
Ekzon 55 F: CTGAAACAGGGACTGGAAGC 3’ R: GGGCATATGTGGGTCATCTC 3’ Program5 260 28,5
Ekzon 56 F:CCATGATCCCACCCTCAG 3’ R: GGAAGAGGCAGGTGGTGTAA 3’ Program5 343 31,53
Ekzon 57 F:-TTACACCACCTGCCTCTTCC 3 R: CCAGATGACAGTCCATGCAG 3’ Program3 256 29,69
Ekzon 58 F:-TGAGTCTCTGAGCCGTACCC 3’ R:CCTTCCTTCTCCCTCCAGTG 3’ Program?2 346 26,49
Ekzon 59 F:GGGTCTATTTGCAGGGAAGG 3 R:CAGACAGGCTGACAGTCCAA 3’ Program35 242 27,25
Ekzon 60 F:GCTGAGGAGGAGAGCTGAGA 3’ R: AGGAGGATAGCCAGGACGAT 3’ Program4 263 33,94
Ekzon 64 F:TCACACCCCAAGTCAGTGAA 3’ R: CCCCTTAAAGAACCCAGCTT 3’ Program5 350 27,50
Ekzon 65 F: GCCTCTGCTCCAGCCTAACAT 3’ R: AACCTCAGCCAAGGGACTG 3’ Program5 202 30
Ekzon 66 F:TGTACCCCTTACTCCCAGAGG 3’ R:CCGGCTACTCAGAGATGGAG 3’ Program4 199 30,54
Ekzon 67 F:CCACATAGCCAGTGGGTCTC 3 R:CCACAAGGCTTCCCTGTCTA 3’ Program?2 435 29,7




Program 1 ; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk , 68°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde , 72°C’de 1dk, 20 dongii 94°C’de 1 dk , 58°C’da 1 dk, 72°C’de 1
dk ve 72°C’de 10 dk olarak gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 2; 95°C’de 5 dk ardindan 35 dongii 94°C’de 1 dk , 60°C’de 1 dk , 72°C’de 1dk
ve 72°C’de 10 dk olarak gergeklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 3 ; 94°C’de 10 dk ardindan 19 dongii 92°C’de 40 sn, 60°C’de 40 sn her dongiide
0.5°C diisecek sekilde , 19 dongii 92°C’de 40 sn, 60°C’da 40 sn her dongiide 1 sn artacak
sekilde ve 72°C’de 5 dk olarak gergeklestirilmistir (Techne, ABD).

Program 4 ; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk , 65°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde , 72°C’de 1d k, 20 dongii 94°C’de 1 dk , 55°C’da 1 dk, 72°C’de 1
dk ve 72°C’de 10 dk olarak gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 5; 95°C’de 5 dk ardindan 35 dongii 94°C’de 1 dk , 58°C’de 1 dk , 72°C’de 1dk
ve 72°C’de 10 dk olarak gergeklestirilmistir (Primus, ABD).

2.2.8. DNA Dizi Analizi

Bu calismada istenen DNA pargaciginin niikleotit dizisinin belirlenmesi i¢in Sanger’in
enzimatik yontemi esasina dayali, tam otomatik kapiller sistemli ¢alisan bir DNA dizi
analizi cihazi kullanilmistir (CEQ2000XL, Beckman Coulter, ABD). Cihaz icin 0,2
mL’lik, 96 tane kuyucuk iceren plaklar kullanilmistir. Her bir ornek icin 8 pL sekans
soliisyonu (premix; 2 pL. 10X reaksiyon tamponu, 1uL dNTP karisimi, 2uLL ddUTP, 2uL
ddGTP, 2uL. ddCTP, 2uL. ddATP, 1uL polimeraz enzimi), 1uL temizlenmis PCR iiriinii, 2
pmol sag veya sol oligoniikleotid ve hacimi 20 pL’ye tamamlayacak kadar distile su
konularak “cycle sequencing” gerceklestirilmistir. Bu program 94°C’de 5 dk ilk
denatiirasyon, 30 siklus 96°C’de 20 s denatiirasyon, 50°C’de 20 s yapisma ve 60°C’de 4
dk’lik uzama evresi seklinde gerceklesmektedir. “Cycle sequencing” sonlandiktan hemen
sonra Orneklerin icine reaksiyonun durdurulmasi i¢in her bir 6rnek icin 5 pL. durdurma

soliisyonu (1,5 M C,H30,Na, 50 mM EDTA, 20 mg/mL’lik Glikojen) ve 60 uL %95’lik
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soguk etanol eklenerek +4°C’de 4000 rpm’de 4 dk santrifiij edilmigtir (Hettich,
Almanya). Ustteki kistm dokiilerek %70’lik alkolden 200 uL eklenmis, +4°C’de 4000
rpm’de 2 dk santrifiij edilerek iistteki kisim dokiilmiistiir. Bu islem bir kez daha
tekrarlandiktan sonra ornekler liyofilizatdr cihazina (Christ, Almanya) yerlestirilmis ve
yiiksek vakum altinda 45 dk kurutulmustur. Kuruyan 6rneklerin tizerine 25 pul formamid
iceren soliisyon eklenerek DNA zincirlerinin birbirlerinden ayr1 tutulmasi saglanmistir. Her
bir kuyucuk mineral yag ile kapatildiktan sonra plak DNA dizi analizi cihazina
yerlestirilmis ve cihazin bagli bulundugu bilgisayardaki CEQ Sequencing Software

programi araciligi ile sonuglar goriiniir hale getirilmistir.
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3.BULGULAR

Caligmaya alinan ailelerde TMIE (1 aile), CDH23 (1 aile) ve TMCI (3 aile) genlerindeki

mutasyonlarin sorumlu olabilecegi mikrodizin analizleriyle tahmin edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Bu calismadaki bes ailenin mikrodizin sonuglari.

Aile | Baglanti Baglant1 Genin Bulundugu Bolge Ailedeki Homozigot Blogun | Homozigot blogun
No Bulunan Bulundugu Bulundugu Bolge bittigi noktalardaki
Kromozom | Gen SNP adi
559 |3 TMIE 46,717,827-46,727,205 36,835,547-56,175,927 SNP_A-1512084
551 |9 T™CI1 74,326,537-74,641,087 73,764,352-80,155,413 SNP_A-1512080
647 | 9 T™CI 74,326,537-74,641,087 20,881,855-73,764,352 SNP_A-1511967
734 |9 T™CI 74,326,537-74,641,087 30,075,410-76,409,215 SNP_A-1513391
561 | 10 CDH23 72,826,700-73,245,659 68,552,078-76,631,338 SNP_A-1516878
3.1. 559 Numarah Aile

Baslangictaki mikrodizin analizinde bu aileden alinan bes etkilenmis bireyin sonuglari

Cizelge 3.2°de goriilmektedir. Analiz sonucunda TMIE geni etrafinda biitiin bireylerde

ortak bir homozigot blok tespit edilmistir.
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Cizelge 3.2. 559 nolu ailenin TMIE genine baglanti bulunan bolgesinin mikrodizin analizi.

SNP ID Kr No | Lokalizasyon 559-106 | 559-201 559-202 559-203 559-204
SNP_A-1518071 3 42479456

SNP_A-1509386 3 44062468

SNP_A-1516695 3 44201927

SNP_A-1516779 3 44987786

SNP_A-1515237 3 45451490

SNP_A-1515175 3 45451698

SNP_A-1512996 3 45488062

SNP_A-1507746 3 45685991

SNP_A-1516032 3 45686739

SNP_A-1508194 3 45784453

SNP_A-1510104 3 45785098

SNP_A-1508136 3 46118934

SNP_A-1508248 3 46119188

SNP_A-1513833 3 46513022

SNP_A-1517629 3 46549422

SNP_A-1517291 3 46904357

SNP_A-1512987 3 47293751

SNP_A-1516378 3 48732295

SNP_A-1517759 3 51324927

SNP_A-1516539 3 51814659

SNP_A-1518605 3 51884070

SNP_A-1516352 3 52857484

SNP_A-1519191 3 52894136 | AA AA AA
SNP_A-1512446 3 53432979 | AA AA AA
SNP_A-1517881 3 53730993 | AA AA AA
SNP_A-1517297 3 53904036 | AA AA AA
SNP_A-1510592 3 54154626 | AA AA

s arsosor | 3| saonon [ o s s
SNP_A-1514818 3 55238146 | AA AA NoCall AA NoCall
SNP_A-1513593 3 55438520 | AA AA AA AA AA

Bu aile bireylerindeki ortak homozigot blok 36835547-56175927 kromozomal bdolge

araliginda bulunmaktadir.

TMIE genini cevreleyen D3S1767, D3S1582, D3S1289 mikrosatellit belirtecleri
kullanildiginda biitiin etkilenmis bireylerin ayn1 allel i¢in homozigot, saglikli bireylerin ise

heterozigot veya diger allele homozigot olduklar1 gosterilmistir (Sekil 3.1.a,b).
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Sekil 3.1.a. TMIE geni ic¢in kullanilan D3S1289 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel
goriintiisii. 1, 4, 9, 10, 11, 12 normal bireyler; 2, 3, 5, 6, 7, 8 etkilenmis bireyler. b. TMIE
geni icin kullanilan D3S1767 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel goriintiisii. 1, 4, 6, 7, 9,
10, 13, 14 normal bireyler.; 2, 3, 5, 8, 11,12 etkilenmis bireyler.

Bu mikrosatellit verileri dogrultusunda ailenin haplotip analizi Cyrillic2 programi

kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3.2).

i

{[xic] -
e I
2 i i i i i i
2 3 3 3 i 3 3
2 3 3 3 + 3 El
=B Y
i i1 2 i i1 il i1 i i i
3 34 2 3 33 33 33 33 31 3
3 R | 2 3 23 k] 33 33 XY 3

0
i i
H H
L L

Sekil 3.2. 559 nolu ailenin mikrosatelit verileri kullanilarak olusturulan haplotip analizi.
Akraba evliligi ¢izgileri lizerindeki numaralar akrabalik katsayisidir (f).

Ardindan genin 4 ekzonu olmasi nedeniyle direkt olarak DNA dizi analizi yontemiyle
mutasyon taramasi yapilmis ve bu ailedeki etkilenmis bireylerde genin 3. ekzonda 250.
pozisyondaki sitozin bazinin timin bazina degistigi goriilmiistiir. Bu degisiklik 84. arjinin
amino asidini kodlayan CGG kodonunu, triptofan amino asidini kodlayan TGG kodonuna

dondistiiriir ve p.R84W mutasyonu olarak adlandirilir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. TMIE geninin 250. pozisyondaki C-T degisiminin diiz primer kullanilarak
olusturulan DNA dizi analizi goriintiisii. a. Normal dizi. b. homozigot mutant dizi

3.2. 551, 647, 734 Numarah Aileler

Bu calisma kapsaminda ii¢ ailede TMCI genine baglanti bulunmustur. Oncelikle bu
ailelerden ikiser etkilenmis bireye mikrodizin analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda
bu gen etrafinda biitiin bireylerde homozigot blok tespit edilmistir (Cizelge 3.4). Devam
eden homozigot blok igerisinde heterozigot SNP’ler bulunmaktadir. Ancak genin ¢ok

yakinindan bir rekombinasyon gectigi diisiiniilerek bu ailelerde ¢alismaya dahil edilmistir.
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Cizelge 3.3. 551, 647 ve 734 nolu ailelerin TMCI genine baglantt bulunan bdlgesinin
mikrodizin analizi.

fiziksel
SNP numarast Kr | pozisyon 551-108 551-109 647-106 647-104 734-102 734-302

SNP_A-1517810 70235778 | AA AA AA

SNP_A-1517625 70471521

SNP_A-1514747 70699419

SNP_A-1511166 70894647

SNP_A-1518056 71036603

SNP_A-1515847 71805689

SNP_A-1509025 72019634

SNP_A-1512095 72363501

SNP_A-1511414 72631718

SNP_A-1507564 72631779

SNP_A-1518158 72768286

SNP_A-1518202 72768346

SNP_A-1518124 72862979

SNP_A-1509573 72869057

SNP_A-1510709 73206593

9
9
9
9
9
9
9
9
SNP_A-1507701 9 72579861
9
9
9
9
9
9
9
9

SNP_A-1511967 73764352

SNP_A-1508106 74714604

SNP_A-1510353 74720374

SNP_A-1518943
SNP_A-1516047
SNP_A-1510800
SNP_A-1517517
SNP_A-1510088
SNP_A-1516988
SNP_A-1513391
SNP_A-1515131
SNP_A-1519095
SNP_A-1510432
SNP_A-1518955
SNP_A-1517666
SNP_A-1512431

74852824
74895327
75226175
75446556
76062448
76408875
76409215
77295320
77343415
77347450
77492323
77911088
78021235

SNP_A-1509449 78094092

SNP_A-1516040 78391977

SNP_A-1516825 78420062

SNP_A-1514846 79894551

O |© |[© |V |©v |V©v |v v v [© |V o | [V |©o v [V |V o |v

SNP_A-1512080 80155413

551 nolu ailenin 108 nolu bireyindeki homozigot blok 74714604-80155413 bolge
araliginda; 109 nolu bireydeki blok 30075410-76409215 bolge araliginda bulunmaktadir.
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647 nolu ailedeki 106 nolu bireyde homozigot blok 20881855-73764352 bolge araliginda,
104 nolu bireyde 20881855-81613614 bolge araliginda bulunmaktadir. 734 nolu ailede ise
102 ve 302 nolu bireylerde homozigot blok 30075410-76409215 bolge araliginda
bulunmaktadir.

TMCI1 genini cevreleyen D9S1837, D9S1806, D9S1876 mikrosatellit belirtecleri
kullanildiginda bu ii¢ ailedeki biitiin etkilenmis bireylerin ayni allel i¢in homozigot,
saglikli bireylerin ise heterozigot veya diger allele homozigot olduklar1 gosterilmistir

(Sekil 3.4.a,b).

a

Sekil 3.4.a. TMCI geni i¢in kullanilan D9S1806 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel
goriintiisii. 1, 5, 7, 8, 9 normal bireyler; 2, 3, 4, 6 etkilenmis bireyler. b. TMCI geni i¢in
kullanilan D9S1837 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel goriintiisii. 2, 7, 8, 9 normal
bireyler; 1, 3, 4, 5, 6 etkilenmis bireyler.

Bu genin kodlayan 20 ekzonu olmasi nedeniyle oncelikle SSCP ile mutasyon taramasi

yapilmistir.
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Sekil 3.5. 647 nolu ailenin aile agac1.

Aile agac1 Sekil 3.5°de verilmis 647 nolu ailede genin 16. ekzonunda etkilenmis bireylerde
SSCP yontemiyle bant farklili§i saptanmistir. Ardindan etkilenmis bireylere genin bu
ekzonuna DNA dizi analizi yOntemiyle mutasyon taramasi yapilmistir ve 1333.
pozisyondaki sitozin bazinin timin bazina degistigi gosterilmistir. Bu degisiklik 445.
arjinin amino asidini kodlayan CGC kodonunu, sistein amino asidini kodlayan TGC

kodonuna doniistiiriir ve p.R445C mutasyonu olarak adlandirilir (Sekil 3.6.a,b,c).

C

TEFOTAD TR A T oA TTTT TG O

Sekil 3.6.a. Genin 16. ekzonunda 647-101 ve 104 nolu etkilenmis bireylerin SSCP jel
goriintiisii. 1,2 etkilenmis bireyler; 3,4 normal bireyler. b. TMC1 geninin 16. ekzonunun
aile bireylerindeki SSCP goriintiisii. 101, 104, 106 etkilenmis bireyler; 102, 103, 105, 301
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normal bireyler. ¢. TMCI geninin 1333. pozisyonundaki C-T degisiminin diiz primer
kullanilarak olusturulan homozigot DNA dizi analizi goriintiisii.

Yapilan mikrosatellit analiz sonuglar1 dogrultusunda 734 nolu ailenin haplotip analizi

Cyrillic2 programi kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3.7).

o T-r

Sekil 3.7. 734 nolu ailenin mikrosatellit verileri kullanilarak olusturulan haplotip analizi.
Akraba evligi ¢izgileri tizerindeki numaralar akrabalik katsayisidir (f).

734 nolu ailede genin 6. ekzonunda etkilenmis bireylerde SSCP yontemiyle bant farklilig
saptanmistir. Bu degisim biitiin aile bireylerinde segregasyon gostermektedir. Ardindan
etkilenmis bireylere genin bu ekzonuna DNA dizi analizi yontemiyle mutasyon taramasi
yapilmis ve 6. intronun 2. bazi olan timinin adenin bazina doniistigii gosterilmistir.

Mutasyon IVS6+2 T>A olarak adlandirilir (Sekil 3.8.a,b,c,d).

51



c d

.ﬁDGAA.&DDTmADIﬁADTDDT CATooo0A0T T oo, e S AAASOTOAAS HALAQTOOTOATS QO

Sekil 3.8.a. Genin 6. ekzonunda 734-302 ve 304 etkilenmis bireylerin SSCP jel goriintiisii.
1,2 normal bireyler; 3,4 etkilenmis bireyler. b. TMCI geninin 6. ekzonunun aile
bireylerindeki SSCP goriintiisii. 102, 302, 303, 304, 311 etkilenmis bireyler; 101, 301, 401,
402, 411, 412, 501 normal bireyler. ¢. TMCI geninin 6. intronunun 2. bazindaki T-A
degisiminin, diiz primer kullanilarak olusturulan homozigot mutant DNA dizi analizi
goriintiisii. d. TMCI geninin 6. intronunun 2. bazindaki T-A degisiminin, diiz primer
kullanilarak olusturulan heterozigot DNA dizi analizi goriintiisii.

551 nolu ailenin haplotip analizi mikrosatellit verileri dogrultusunda Cyrillic2 programi

kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. 551 nolu ailenin mikrosatellit verileri kullanilarak olusturulan haplotip analizi.
Akraba evligi ¢izgileri lizerindeki numaralar akrabalik katsayisidir (f).

Bu gende 551 nolu aileden iki etkilenmis bireye SSCP analizi yapilmaya baslanmistir
ancak bu sirada 19. ve 24. ekzonu kapsayan 6 ekzonda etkilenmis bireylerde herhangi bir
bant gozlenememistir. Ancak ailedeki normal bireylerde bu ekzonlarda bant
bulunmaktadir. Bunun sonucunda ailede 19. ve 24. ekzonu kapsayan 6 ekzonda homozigot

bir delesyon oldugu diisiiniilmiistiir (Sekil 3.10.a, b, ¢, d, e, f, g).

2 8 &8 618 Y
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Sekil 3.10. a. TMCI geninin 18. ekzonunun agaroz jel goriintiisii. b. TMCI geninin 19.
ekzonunun agaroz jel goriintiisii. ¢. TMC/ geninin 20. ekzonunun agaroz jel goriintiisii. d.
TMCI geninin 21. ekzonunun agaroz jel goriintiisi. e. TMCI geninin 22. ekzonunun
agaroz jel goriintiisii. f. TMCI geninin 23. ekzonunun agaroz jel goriintiisi. g. TMCI
geninin 24. ekzonunun agaroz jel goriintiisii. M Marker ; 1,3,4,5,6 ailedeki etkilenmis
bireyler; 2,7,8,9 ailedeki normal bireyler.

3.3. 561 Numarah Aile
Bu calisma kapsaminda 561 nolu aileden alt1 etkilenmis bireye mikrodizin analizi

yapilmistir. Mikrodizin analizi sonucunda CDH23 geninin etrafinda biitiin bireylerde ortak

bir homozigot blok tespit edilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. 561 nolu ailenin CDH23 genine baglanti1 bulunan bdlgesinin mikrodizin

analizi.

SNP ID Kr No Lokalizasyon | 561-202 561-207 561-208 561-209 561-403 561-405
SNP_A-1514769 10 68552078 | AA AA AA AB AA AA
SNP_A-1513490 10| 69078810

SNP_A-1509245 10 69080969

SNP_A-1515697 10| cor17445
SNP_A-1519347 10 71041135

SNP_A-1518740 10 71041420

SNP_A-1513431 10] 71406490
SNP_A-1512629 10 71407071

SNP_A-1517430 10] 72381709
SNP_A-1515662 10 72998061

SNP_A-1509901 10 74314563 NoCall NoCall

SNP_A-1508929 10 74592633

SNP_A-1508973 10 74592754

SNP_A-1515370 10 75056963

SNP_A-1516878 10 76287485

SNP_A-1508785 10 76631338 | AB AB NoCall AA AA AA
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CDH23 genini c¢evreleyen D101650, D10S1759, D10S1694 mikrosatellit belirtecleri
kullanildiginda bu ailedeki biitiin etkilenmis bireylerin ayni allel icin homozigot, saglikli

bireylerin ise heterozigot veya diger allele homozigot olduklar1 gosterilmistir (Sekil 3.11).

11 12 12 11 12 12 12 11 11 11 11 11 13 13 13 11 11 11

Sekil 3.11. CDH23 geni icin kullanilan D10S1650 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel
goriintiisii. 4, 9, 10, 11,16,17 etkilenmis bireyler; 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 12, 13, 14, 15 normal
bireyler.

Ailenin haplotip analizi Cyrillic2 programi kullanilarak mikrosatellit verileri dogrultusunda

olusturulmustur (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. 561 nolu ailenin mikrosatelit verileri kullanilarak olusturulan haplotip analizi.
Akraba evligi ¢izgileri lizerindeki numaralar akrabalik katsayisidir(f).

561 nolu ailede genin 29. ekzonunda etkilenmis bireylerde SSCP yontemiyle bant farklilig
saptanmistir. Ardindan etkilenmis bireylere genin bu ekzonuna DNA dizi analizi
yontemiyle mutasyon taramasi yapilmistir ve ¢.3595-13C>T degisimi bulunmustur (Sekil

3.13.a,b).
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Sekil 3.13.a. Genin 28. intronundaki ¢.3595-13C>T degisiminin, diiz primer kullanilarak
olusturulan normal DNA dizi analizi goriintiisii. b. Genin 28. intronundaki ¢.3595-13C>T
degisiminin, diiz primer kullanilarak olusturulan homozigot mutant DNA dizi analizi
goriintiisii. ¢. Genin 29. ekzonun aile bireylerindeki SSCP jel goriintiisii.
1,2,4,5,7,11,12,13 heterozigot ; 3, 8, 9, 16, 17, 18, 19 homozigot etkilenmis bireyler,
6,14,15 homozigot normal bireyler.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismanin amaci otozomal resesif sendromik olmayan isitme kaybi olan ailelerde
sorumlu genetik degisikliklerin gosterilmesidir. Bu amacla baslangicta SNP genotiplemesi
yapilan 36 aile icinden belirli bir otozomal resesif sendromik olmayan isitme kaybi1 geni
etrafinda homozigot bolge bulunan ailelerden bes tanesi segilerek bu calismaya dahil
edilmistir. Bu ailelere mikrosatelit analizi yapilarak genin fenotip ile segregasyonu
dogrulanmistir. Bu analiz sonucunda 3 ailede TMC1 , 1 ailede CDH23 ve 1 ailede de TMIE

geninde sorumlu degisikliklerin bulunabilecegi gosterilmistir.

TMCI genine baglanti bulunan 3 ailede daha 6nce tanimlanmamis 3 farkli degisiklik
bulunmustur. Bu degisiklikler 647 nolu ailede yanlis anlamli p.R445C degisikligi , 734
nolu ailede IVS6+2 T>A kirpilma bolgesi degisikligi ve 551 nolu ailede 19 ve 24.

ekzonuda i¢ine alacak sekilde biiyiik bir delesyondur .

Bu gende bugiine kadar tamimlanan diger mutasyonlar Cizelge 4.1, 4.2, 4.3’de

belirtilmigtir.

Cizelge 4.1. TMC1 geninde tamimlanmis yanlis anlamli/anlamsiz mutasyonlar.

Mutasyon tiirii Amino asit degisimi | Kodon numarasi Referans
Anlamsiz Arg-Term 34 (Kurima 2002)
Yanlis anlaml Tyr-Cys 259 (Kalay 2005)
Yanlig anlaml Pro-Leu 274 (Kalay 2005)
Yanlig anlamli Tyr-Cys 277 (Santos 2006)
Cerceve kaymasi Arg-Pro 362 (Kalay 2005)
Yanlig anlaml Val-Met 372 (Santos 2006)
Anlamsiz Arg-Term 389 (Meyer 2005)
Yanlig anlaml Arg-His 445 (Santos 2006)
Anlamsiz Arg-Term 512 (Kurima 2002)
Yanlig anlaml Asp-His 572 (Kitajiri 2007)
Yanlig anlaml Asp-Asn 572 (Kurima 2002)
Yanlig anlaml Met-Val 654 (Kurima 2002)
Yanlig anlaml Ser-Arg 668 (Santos 2006)
Yanlig anlaml Glu-Lys 679 (Santos 2006)
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Cizelge 4.2. TMCI geninde tanimlanmis kirpilma bolgesi mutasyonlari.

Mutasyon tiirii IVS Verici/alici Pozisyon Yer degisimi Referans
Kirpilma bolgesi 10 Alic1 bolge -8 T-A (Kurima 2002)
Kirpilma bolgesi 13 Verici bolge +1 G-A (Kurima 2002)
Kirpilma bolgesi 19 Verici bolge +5 G-A (Meyer 2005)

Cizelge 4.3. TMC1 geninde tamimlanmis delesyon mutasyonlart.

Mutasyon tiirii Delesyon Referans
Delesyon 27 kb’lik ekzon 4-5 (genomik DNA diizeyinde) (Kurima 2002)
Delesyon 5 belik 15.ekzonda (c.1083_1087delCAGAT) (Kalay 2005)

647 nolu ailede TMC1 geninin 16.ekzonunda c.1333 C>T degisimi bulunmustur ve ailede
segregasyon gostermektedir. Bu degisim 445. pozisyondaki arjinin amino asidini sistein
amino asidine cevirmektedir. Daha 6nce bir Pakistanli ve bir Tiirk ailede 445. kodonun 2.
pozisyonundaki guanin niikleotidini adenin niikleotidine c¢eviren bir mutasyon
tammmlanmistir (Kalay 2005; Santos 2006). Bu mutasyon arjinin amino asidini histidin
amino asidine c¢evirmektedir. Ancak bu c¢alismada buldugumuz c.1333C>T (p.R445C)
degisimi arjinin amino asidini sistein amino asidine doniistiirmektedir. Bu degisimin
protein tizerindeki etkisini saptamak amaciyla polyphen
(http://http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) adi verilen internet tabanli bir program
kullanilmistir. Bu programa proteinin amino asit dizisi girilmekte ve bulunan degisiklik
belirtilmektedir. Program bu bolgenin evrim boyunca korunmuslugu ve proteinin tahmini
yapisint goz Oniine alarak bir hesaplama yapmaktadir. Yapilan hesaplamada bu noktada
bulunan amino asit ile degisim sonucunda olusan amino asidin profil skoru 2.792 olarak
hesaplanmistir. Program 2’nin iizerindeki degerlerde bu degisimin proteini biiyiik ihtimalle
hasara ugrattigimi belirtmektedir. Bolgenin evrim boyunca korundugunu Cizelge 4.4’de

gosterilmektedir.
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Cizelge 4.4. TMC1 genindeki homosapiens’te 445. pozisyondaki arjinin amino asidinin

diger tiirlerdeki amino asit dizisi.

TMCI1 proteini

[Homo sapiens]

...APSAFDLIAALEMYHPRTTLRFQLA

VLVLYLGNLYSLIJALLDKVNSMSI...

[Homo sapiens] ...CPTLFDLFAELEDYHPLIALKWLLG [R [IFALLLGNLYVFILALMDEINNKIE...
Bos taurus ...CPTLFDLFAELEDYHPLIALKWLLG [ R [IFALLLGNLYVFILALMDEINNKIE...
Monodelphis domestica | ...CPTLFDLFAELEDYHPLIALKWLLG | R | IFALLLGNLYVFILAILDEINNKLE...
Gallus gallus ...CPTLFDVISSLENYHPRIALRWQLG [ R [ IFALFLGNLYTFIIALMDEINLKLE...
Danio rerio ...CPMLFDVISTLENYHPRIALQWQLG [ R [ IFALFLGNLYTFIIALMDAIQLKRA...
Canis familiaris ...CPPLFETIATLENYHPRIGLKWQLG [ R [ IFALFLGNLYTFLLALMDDVHLKLS...
Pan troglodytes ...CPPLFETIAALENYHPRTGLKWQLG | R [IFALFLGNLYTFLLALMDDVHLKLA...
Bos taurus ...CPPLFETIAALENYHPRIGLKWQLG [ R [ IFALFLGNLYTFLLALMDDIQLKLS...
Monodelphis domestica | ...CPPLFETIAALENYHPRIGLKWQLG | R | IFALFLGNLYTFLLALMDDVHLKLS...
Mus musculus ...CPPLFETIAALENYHPRTGLKWQLG | R [IFALFLGNLYTFLLALMDDVHLKLS...
Gallus gallus ...CPPLFETIATLENYHPRIGLKWQLG [ R [ IFALFLGNLYTFLLALMDDVNEKLA...
Macaca mulatta ...CPPLFETIALLENYHPRTGLKWQLG | R [IFALFLGNLYTFLLALMDDVHLKLA...
Takifugu rubripes ...CPPLFETIAELEDYHPRIALKWQLG | R [ IFALFLGNLYTFLFALFDEVNTKLE...
Tetraodon nigroviridis ...CPPLFETIAELEDYHPRIALKWQLG | R [ IFALFLGNLYTFLFALFDEVNTKLL...
TMC2proteini
[Homo sapiens] ...CPPLFETIAALENYHPRTGLKWQLG [R [IFALFLGNLYTFLLALMDDVHLKLA...
TMC3 proteini

R

R

Aedes aegypti

...FPMVFEALGLLEY YHPRKQLRIQLA

IMVLNLLNLYSLIFALFDKISHMTE...

734 nolu ailede bulunan IVS6+2 T>A degisimi genin 6. ekzon/intron kirpilma bolgesinde
bulunmaktadir ve ailede segregasyon gostermektedir. Bu gende bugiine kadar 3 tane
kirpilma boélgesi mutasyonu tanimlanmigstir. Ancak tanimlanan mutasyonlar arasinda bu
calismada belirtilen degisim bulunmamaktadir. Bu degisim genomik DNA’da intronun 5’
ucunda bulunan GT diniikleotidindeki timin bazini1 adenin bazina c¢evirmektedir. Bu

nedenle kirpilma islemini bozdugu diistiniilmiistiir.

551 nolu ailede ekzon 19 ve 24°#i de kapsayan biiyiik bir delesyon saptanmistir. Delesyon
18. introndan baslamaktadir ve yaklasik olarak kromozomun SNP_A-1510353 noktasina
kadar devam eden bir bolgeyi kapsamaktadir. Mikrodizin analizi sonucunda TMCI geninin
hemen alt kisminda 74,714,604 bolgesinde bulunan SNP_A-1508106 hasta bireylerde
okunamamistir ancak bir sonraki 74,720,374 bolgesinde bulunan SNP_A-1510353 isimli
delesyonun SNP_A-1508106"nin oldugu bolgeyi
kapsadigint ve SNP_A-1508106 ile SNP_A-1510353 arasindaki bir bolgede sonlandigini

SNP analiz edilebilmistir. Bu veri,

diisiindiirmektedir.
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TMIE geninin 3. ekzonunda bulunan c. 250C>T (p.R84W) homozigot mutasyonu daha
once Naz vd (2002) yaptiklarnn calismada tanimlanmistir. Bu mutasyon 7MIE’nin
sitoplazmik bolgesi varsayilan bolgedeki arjinin rezidiisiinii triptofana ¢evirmektedir. Bu
degisim ailede segregasyon gostermektedir. Ayrica polyphen
(http://http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) programi sayesinde bu noktadaki 2 amino asit
varyantinin profil skoru 2.25 olarak hesaplanmistir. Program 2’nin iizerindeki degerlerde
bu degisimin proteini biiyiik ihtimalle hasara ugrattigin1 belirtmektedir. Bélgenin evrim

boyunca korundugunu Cizelge 4.5’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. TMIE genindeki homosapiens’te 84. pozisyondaki arjinin amino asidinin diger
tiirlerdeki amino asit dizisi.

Monodelphis domestica

...VVGIFS LFVLS ITITLCC VENCRVP

TRKEIEARYLQRRAAKMYTDKLETV...

Danio rerio

..VVGIFSMFILATIITLCC I FKCR IP

TKKEIEARHAQRLAAKKYANTLETV...

Gallus gallus

..VIGIFATFVLAVIITLCC IFKCR IP

TKKEIEARYAQRQAAKTYADKLETV...

Tetraodon nigroviridis

...VIGIFAVFALAVV ITLCC I FKCR IP

TKKEIEARHAQRQAAKKYANTLETV...

Mus musculus

.................................. V ITLCCV FTCPGP

IR |= (==

TRKEIEARYLQRKAAKMYTDKLETV...

Bugiine kadar TMIE

gosterilmistir.

geninde tanimlanan diger mutasyonlar Cizelge 4.6, 4.7, 4.8°de

Cizelge 4.6. TMIE geninde tanimlanmis yanlis anlamli/anlamsiz mutasyonlar.

Mutasyon tiirii Kodon degisimi Amino asit degisimi Kodon numarasi Referans
Yanlis anlaml tCGT-TGT Arg-Cys 81 (Naz 2002)
Yanlis anlamli aCGG-TGG Arg-Trp 84 (Naz 2002)
Yanlis anlaml cCGG-TGG Arg-Trp 92 (Naz 2002)

Cizelge 4.7. TMIE geninde tanimlanmis insersiyon mutasyonlari.
Mutasyon insersyon Kodon Niikleotid Referans
tiirii
Insersiyon CCAAG"CCGCCcgecTCCGCTGACC 41 126 (Naz 2002)
Cizelge 4.8.TMIE geninde tanimlanan insersiyon-delesyon mutasyonu.
Mutasyon tiirii Delesyon insersiyon Kodon Referans
Insesiyon/delesyon CCTGACCCACag I1E2_cccagC*"ACGGCCCCA c 34 (Naz 2002)
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561 nolu ailede CDH23 geninde 28. intronunda c¢.3595-13C>T intronik degisimi
bulunmustur. Bu gende bugiine kadar tanimlanan mutasyonlar arasinda ¢.3595-13C>T
degisikligi  bulunmamaktadir. Bu degisimin ekzon/intron kirpilma  bdlgesini
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Intronik ve ekzonik cis-elementler dogru kirpilma islemi
icin Onemlidir. Bu elemanlar hem susturucu hem de uyarici rol oynamaktadirlar ve
alternatif kirpilmay1 diizenledikleri disiinilmektedir. Ekzonik kirpilma artiricilar
(enhancer) (ESEs), yaygin olarak goriiniirler ve genellikle cogu ekzonda bulunmaktadirlar.
Bu amagla  ESEfinder3  programi  kullanmilarak  bir  analiz = yapilmigtir
(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home). Bu program
belirtilen sekans dizisindeki 4 farkli insan SR (serin-arjinince zengin) protein motifine
(SF2/ASF, SC35, SRp40, SRp55) dayanarak ve agirlik matrisi kullanarak degerlendirme
yapmaktadir (Cartegni 2003). Programa normal dizi girildiginde bu diziye SF2/ASF ve
SF2/AFS (IgM-BRCA1) arttiricilarinin diziye baglandigi goriilmiistiir. Ancak bulunan
¢.3595-13C>T  degisikligi belirtildiginde bu iki arttiricinin diziye baglanma bdlgeleri
ortadan kayboldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bu degisikligin ekzon/intron kirpilma

islemini bozdugu diisiiniilmiistiir.

Ayrica bu degisim 200 saglikli bireyde SSCP yontemiyle taranmis ve hicbir bireyde bu
degisime rastlanmamistir. Bu da degisimin bir mutasyon oldugunu diisiindiirmektedir.
Ancak bu gende bugiine kadar tanimlanan mutasyonlardan sadece yanlis anlamli/anlamsiz
mutasyonlarin sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayb1 yaptigi gosterilmistir. Bu
gende tanimlanan kirpilma bolgesi mutasyonlarinin hepsi Usher sendromuyla eslik

etmektedir. Bu nedenle bu degisimin mutasyon olup olmadigi belirlenememistir.

Bu gende tamimlanan diger mutasyonlar Cizelge 4.9, 4.10, 4.11, 4.12’de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.10. CDH23 geninde tanimlanmis yanlig anlamli/anlamsiz mutasyonlar
(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

Mutasyon tiirii Kodon degisimi A(;'elgil;)i;siit nlll:::::s] Fenotip Referans
Yanlis anlamlt CAA-TAA GIn-Term 58 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Yanls anlamh GAT-GGT Asp-Gly 124 Sendromik olmayan otozomal resesif igitme kayb1 (Astuto 2002)
Yanlis anlamli GCC-ACC Ala-Thr 366 Usher sendromu 1d (Ouyang 2005)
Yanlis anlamli AAT-AGT Asn-Ser 452 Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybit (Astuto 2002)
Yanlis anlamlt CTG-CAG Leu-Gln 480 Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybit (Astuto 2002)
Yanlis anlamli CGG-CAG Arg-Gln 582 Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybi (Astuto 2002)
Yanlis anlamli GAC-AAC Asp-Asn 990 Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybi (Bork 2001)
Yanlis anlamli CGG-TGG Arg-Trp 1060 Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybi (Astuto 2002)
Yanls anlamh GGC-GAC Gly-Asp 1186 Sendromik olmayan otozomal resesif igitme kayb1 (Astuto 2002)
Yanlis anlamli CCC-CGC Pro-Arg 1206 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Yanlis anlamli ACA-GCA Thr-Ala 1209 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Anlamsiz CAG-TAG Gln-Term 1294 Usher sendromu 1d (Bork 2001)
Yanlig anlamli GAC-AAC Asp-Asn 1341 Sendromik olmayan otozomal resesif igitme kaybi (de Brouwer 2003)
Anlamsiz CGA-TGA Arg-Term 1502 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Yanls anlamhi CGG-CAG Arg-Gln 1507 Usher sendromu 1d (Ouyang 2005)
Yanlig anlamli GCC-CCC Ala-Pro 1586 Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayb1 (Astuto 2002)
Yanlig anlamli GAG-AAG Glu-Lys 1595 Sendromik olmayan otozomal resesif igitme kayb1 (Astuto 2002)
Yanlig anlamli CGG-CAG Arg-Gln 1746 Usher sendromu 1d (Bolz 2001)
Yanlig anlamli GAC-AAC Asp-Asn 1846 Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayb1 (Astuto 2002)
Yanlig anlamli GAC-AAC Asp-Asn 2045 Sendromik olmayan otozomal resesif igitme kaybi (Bork 2001)

Cizelge 4.11. CDH23 geninde tanimlanmis kirpilma bolgesi mutasyonlari
(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

Mutasyon tiirii IVS Verici/Alici Pozisyon Yer degisi Fenotip Referans
Kirpilma bolgesi 4 Verici bolge +1 G-A Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Kirpilma bolgesi 13 Alic1 bolge +1 G-C Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Kirpilma bolgesi 20 Verlici bolge +1 G-A Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Kirpilma bolgesi 23 Verici bolge +1 G-A Usher sendromu 1d (Bork 2001)
Kirpilma bolgesi 25 Verici bolge -1 A-C Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Kirpilma bolgesi 35 Verici bolge -1 G-C Usher sendromu 1d (Bolz 2001)
Kirpilma bolgesi 42 Verici bolge -1 G-A Usher sendromu 1d (von Brederlow 2002)
Kirpilma bolgesi 44 Verici bolge +1 G-A Usher sendromu 1d (Bork 2001)
Kirpilma bolgesi 45 Alic1 bolge -9 G-A Usher sendromu 1d (von Brederlow 2002)
Kirpilma bolgesi 51 Verici bolge +5 G-A Usher sendromu 1d (Bolz 2001)
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Cizelge 4.12. CDH23 geninde tanimlanmis delesyon mutasyonlari
(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

Mutasyon tiir Delesyon K((),(\i)o n Fenotip Referans
Delesyon GACAATAGACCcCCTGGTGTTT 63 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Delesyon GCTGGCANCAGETCGGCTTTGC 362 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Delesyon CCACTCATTCAtCCAGGTGGTG 370 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Delesyon CAGCTACMATGatgAATGTGTCGG 1280 Usher sendromu 1d (Bolz 2001)
Delesyon CTCAAC*MAGCAcGGCCCACCTG 2051 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Delesyon GCCTCCACCAcag_I46E47_CCr"AAGCTGAC 2278 Usher sendromu 1d (Ouyang 2005)
Delesyon GGGCCMNACCCCtGGGACCACAC 2310 Usher sendromu 1d (von Brederlow 2002)
Delesyon AGCCGTG"GACcCTGACAAGGG 2322 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)

Cizelge 4.13. CDH23 geninde tanimlanmis insersiyon mutasyonlari
(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

Mut?:uyon insersyon K(():\i)o n Niikleotid Fenotip Referans
Insersyon CAGCTAC*ATGatgaATGAATGTGT 1280 3840 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)
Insersyon GTAAT"GCCACaCATCGACAGA 2130 6392 Usher sendromu 1d (Ouyang 2005)
Insersyon CGTGAG"GGGCcCAATCAAGGG 3208 9626 Usher sendromu 1d (Astuto 2002)

Bugiine kadar toplam 27 gendeki degisikliklerin sendromik olmayan otozomal resesif
isitme kaybina neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle isitme kaybi olan bir ailede
sorumlu genetik degisikligin saptanmasi olduk¢a zordur. Bu arastirmada uygun ailelerde az
sayida etkilenmis birey kullanilarak yapilan genom boyunca SNP genotiplemesi ile
sorumlu genetik degisikliklerin hangi gende olduguna yonelinebilecegi ve daha sonra
yapilacak mutasyon tarama yontemleriyle gercek degisikliklere ulasilabilecegi

gosterilmistir.
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