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GIRIS ve AMAC

Giiniimiizde yaklagik 4000 civarinda tek gen hastalif1 bilinmektedir ve bu
hastaliklarin sikliklari cografik bolgelere ve etnik orijinlere goére degiskenlik
gostermektedir (1). Isitme kayb1 en sik karsilasilan algilama bozuklularindan biri
olup her 1000 ¢ocuktan birinde goriilmektedir (2). Isitme bozukluklan etiolojilerine
gore; genetik veya non-genetik, baslama yasina gore; prelingual veya postlingual,
fenotipik bulgularina goére ise sendromik veya non-sendromik olarak
siniflandirilmaktadir. Non-genetik isitme kayiplarina perinatal enfeksiyonlar,
kokleay: etkileyen akustik veya serebral travmalar, ototoksik ilaclar1 iceren gevresel
faktorler neden olmaktadir. Genetik isitme kayiplan ise tek bir genin mutasyonu
(monogenik) veya farkli genlerin mutasyonlart (multifaktoriyel) ile cevresel
faktorlerin kombine etkileri sonucunda gelismektedir (3). Prelingual isitme
bozukluklarimin yaklasik olarak %350’sinin sebebini ¢evresel faktorler teskil
ederken, geri kalan diger yarnisimin %30’unu sendromik ve %70’ini non-sendromik
olmak iizere tek gene bagl bozukluklar olusturmaktadir. Non-sendromik isitme
bozukluklarinin %75’i otozomal resesif, %20’si otozomal dominant, %5’i X’e bagh
ve %1°den az1 mitokondrial kalitim gdstermektedir (4).

2001 yih itibariyle, non-sendromik otozomal dominant sagirhifa neden olan
40 adet DFNA lokusu, non-sendromik otozomal resesif sagirhia neden olan 29 adet
DFNB lokusu ve non-sendromik X’e bagl sagirlifa neden olan 8 adet DFN lokusu
olmak iizere toplam 78 lokus tanimlanmigtir. Bu lokuslardan 16 DFNA, 11 DFNB
ve 2 DFN geni klonlanmustir. Belirlenen genlerin ve lokuslarin disinda isitme
kaybina neden olan baska lokuslarin da olabilecegi 6nerilmektedir (5, 6).

Otozomal resesif non-sendromik isitme kaybina neden olan genlerin

arastirilmas: siirecinde ilk olarak 1994 yilinda DFNBI lokusu tanimlanmustir. Takip



eden yillarda, DFNBI lokusundan non-sendromik otozomal resesif isitme
kaybindan sorumlu GJB2 (Gap Junction Beta-2) geni klonlanmistr. Cesitli
toplumlarda yapilan mutasyon taramalar1 sonucunda otozomal resesif non-
sendromik isitme kayipl vakalarin yaklasik %50’sinden GIB2 gen mutasyonlarinin
oldugu gosterilmistir (7, 8, 9, 10, 11, 12).

GJB2 geni, 13. kromozomun uzun kolunun proksimalinde 13ql1-ql12
bolgesinde yer almaktadir. G/B2 geni 226 amino asitten olusan, 26 kD agirhginda
connexin 26 (Cx26) olarak adlandirilan bir protein kodlamaktadir. GJB2
mutasyonlari, potasyum iyonlarimin tiiyli hiicrelerden supporting hiicrelere ve
oradan da tekrar endolenfe donmelerini saglayan gap junctionlar1 bozarak potasyum
iyon dongiisiinii engellemektedir. 2001 yili itibariyle otozomal resesif non-
sendromik isitme kaybina neden olan yaklasik 67 adet GJB2 mutasyonu rapor
edilmistir (13).

Klinik muayene ile, non-sendromik olan genetik isitme bozukluklan ile
cevresel faktorlere bagh gelisen isitme bozukluklarim birbirinden ayirmak miimkiin
degildir. Ancak, ailede isitme bozuklugu olan ikinci bir bireyin bulunmasi sorunun
genetik oldugu yoniinde bilgi vermektedir (9). Bu nedenle ailelere yeterli genetik
danismanlik vermek miimkiin olmamakta ve kesin teshis ancak genetik bozuklugun
gosterilmesi ile miimkiin olmaktadir. Diger taraftan bilindigi gibi kalitsal
hastaliklardan korunmanin belli bir yontemi yoktur. Bu hastaliklarin bircogunun ise
tedavi edilmeleri miimkiin degildir. Hastaliklarin Onlenebilmesi, toplumda
tastyicilarin belirlenmesi, genetik damisma ve dogum Oncesi tam metotlan ile
hastaligin  bir  sonraki  kusaklara  aktarilmasinin  engellenmesi  ile
gerceklesebilmektedir. Bu nedenlerle toplumlarda kalitsal hastaliklara neden olan
spesifik mutasyon profillerinin bilinmesinin 6nemi biiyiiktiir.

Bu c¢alismada, Tiirk toplumunda isitme bozukluklarinin genetik yonden
arastirilmasi icin bir DNA bankasi olusturmak ve bu DNA’lar kullanilarak Tiirk
toplumunda, non-sendromik otozomal resesif isitme kaybina neden olan GJB2 gen
mutasyonlarinin belirlenmesi ve mutasyon profilinin ¢ikartilmasi amaglanmustir.

Bunun yaminda, isitme kayiplarindan sorumlu oldugu bilinen diger genlerdeki



mutasyonlarin taranmasi, bilinen lokuslardaki genlerin bulunmasi ve Insan Genom
Projesi kapsaminda bilinen hicbir gene ve lokusa baglanti gostermeyen ailelerde
yeni genlerin aranmasi yoniindeki calismalara temel olusturacak bir galismanin
baslatilmasi planlanmustir. Ayrica, molekiiler genetik calismalarinin artan 6nemi
karsisinda molekiiler genetik laboratuarimizin ve bilgi birikimimizin gelistirilmesi

amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Genler kararli bir yapi gosterseler de, zaman zaman dogal veya cevre
sartlarina bagli olarak degisikliklere ugrarlar. Genetik materyalde meydana gelen,
fenotipe yansiyan, yeni olusan hiicrelere kalici bir sekilde aktarilan degisikliklere
mutasyon denilmektedir (1). Yalmizca DNA’nin primer dizisindeki degisiklikler
degil, epigenetik olarak adlandirilan metilasyon bozukluklar: da bu grup igine girer.
Mutasyonlar hem somatik hiicrelerde hem de iireme (germ-line) hiicrelerinde
olabilir. Ureme hiicrelerinde olan mutasyonlar kusaktan kusaga aktarilarak kalitsal
hastaliklara neden olurlar. Bu mutasyonlarin bazilar bireylerin yasama sansini
ortadan kaldirdiklart icin gelecek kusaklara tasinamazlar. Daha az zarar verici ve
uygun kosullarda tolere edilebilen mutasyonlar gelecek kusaklara aktarilirlar. Viicut
(soma) hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar daha ¢ok kanserle ilgili olup
fenotipe yansiyabilirler ancak kalitsal degildirler. Mutasyonlar; yapisal ve enzimatik
proteinleri kodlayan genlerin bir sekilde ekspresyonunu degistirerek genetik

hastaliklarin olusmasina neden olurlar (14).
2.1. Genetik Hastalhklar
Genetik hastaliklar, mutasyonlarin genetik materyali tutusuna ve cevresel

faktérlerden etkilenme durumlarina gére kromozomal, multifaktdriyel ve tek gen

hastaliklart olmak iizere li¢ gruba ayrilmaktadir (1, 14).



2.1.1. Kromozomal Hastahklar

Bu hastaliklar; kromozomlardaki sayisal ve yapisal degisiklikler sonucu
olusurlar. Major kromozom bozukluklarinin ¢ogu biiyiime ve mental gerilik, cesitli
konjenital anormalliklerle ve dismorfik ¢zelliklerle karakterizedir. Kromozomal
bozukluklar olduk¢a yaygindir. Canli dogan ¢ocuklarn yaklasik % 0.7’sinde ve ilk
ic aydaki spontan diisiiklerin yaklasik %50’sinde kromozomal anomaliler
gorilmektedir (15).

2.1.2, Multifaktoriyel Hastaliklar

Multifaktoriyel (poligenik veya kompleks) hastaliklarin temelini bir araya
gelmis birden fazla kiiciik genetik varyasyonlar olustururken gevresel faktorler de
onemli rol oynamaktadir. Yetiskin dénemde goriilen diabetus mellitus, koroner arter
hastaliklari, hipertansiyon, sizofreni ve dogumda goriilen néral tiip defektleri,
konjenital kalp hastaliklari, yarik damak-yark dudak gibi defektler multifaktoriyel
hastaliklara oOrnek olarak verilmektedir. Multifaktoriyel hastaliklar aile icinde
tekrarlama egilimi gostermelerine ragmen bilinen tek-gen kalium kaliplarindan

higbirine uymazlar (15).
2.1.3. Tek Gen Hastahiklan

Tek gen hastaliklar1 (Mendelian hastaliklar) homolog kromozomlar iistiinde
bulunan ve birbirlerinin alternatifi olan allellerden birinin veya her ikisinin
mutasyona ugramasi sonucu olusmaktadir. Giiniimiizde yaklasik 4.000 civarinda
farkli tek gen hastaligi bilinmektedir. Her 1000 canli dogumdan 10’unda tek gen
hastaliklarindan biri goriilmekte ve ¢ocukluk donemi O6liimlerinin %5-10’una tek
gen hastaliklar1 neden olmaktadir. Tek gen hastaliklarinin major etkisi yeni dogum
ve ¢ocukluk déneminde kendini gostermesine ragmen yetiskin donemdeki 6nemi de
gittikce artmaktadir. Tek gen hastaliklarimin biiyiik bir kismumin yetiskin donemde

nadiren goriilmesine ragmen bir kismu da ciddi saglik problemleri olusturmaktadir.



Koroner arter hastaliklarinin  gelismesinde biiytikk ©6nemi olan ailesel
hiperkolesterolemi her 500 kisiden birinde, ailesel meme kanseri ve kalitsal kolon
kanseri her 300 kisiden birinde goriilmektedir (14).

Mutasyonlar kromozomlardaki genlerde oldugu gibi mitokondrial genlerde
de meydana gelmekte ve bunun sonucunda mitokondrial hastaliklar gelismektedir.
Mitekondrial hastaliklar genelde kas ve sinirlerdeki enerji tiretimini etkilemekte ve
hiicre yaslanmasinda rol oynamaktadirlar. Bu bozukluklar, maternal kalitim
gostermektedirler (15).

2.2. Tek Gen Hastahiklarimin Kahtim

Bir bireyin birbirinin aynis: bir ¢ift allele sahip olmasi1 durumu homozigotluk,
bir normal bir mutant allele sahip olmasi1 durumu heterozigotluk, iki farkli mutant
allel tasimasi durumu da kompaund veya kompaund heterozigotluk olarak
adlandirilir. Bu terimler hem bireyler i¢in hem de genotip i¢in kullanilir.

Tek gen hastaliklari ailedeki kaliim sekilleri ile karakterizedir. Tek gen
hastahiklarinin kalitim kalibr iki 6nemli faktére baghdir: (i) Gen lokusunun
otozomal veya cinsiyet kromozomlarinda (X-linked) lokalize olmas ve (i) 6zelligin
dominant veya resesif olmasi. Boylelikle tek gen kalitiminin otozomal dominant,
otozomal resesif, X’e baglh dominant ve X’e bagh resesif olmak iizere dort farkli

sekli vardir (16).

2.2.1. Otozomal Dominant Kalitim

Kisinin, mutasyonu heterozigot olarak tasimasi hastaliin ortaya ¢ikmasi igin
yeterlidir. Hastalik her kusakta goriiliir. Hasta bireylerin ¢ocuklarinda hastalik %50
oraninda goriilir. Kiz ve erkekler esit olarak hastalanirlar. Bazi bireyler geni
tasidiklar1 halde hastalifi ortaya ¢ikarmazlar, fakat sonraki kusaklara bu o6zelligi
aktarirlar. Bu duruma penetrans yoklugu denilirken hasta bireyler arasinda klinik
agidan ifade farkliliklar1 da goriiliir. Bu duruma da ekspresyon farklilig: denilir (16,
17).



2.2.2. Otozomal Resesif Kahtim

Hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in bireyin mutant geni homozigot olarak tasimasi
gerekmektedir. Heterozigotluk durumunda hastalik ortaya ¢ikmaz, ancak bu bireyler
tastyict olurlar. Akraba evlilikleri tastyici bireylerin kars1 karsiya gelmesi ihtimalini
arttirdif1 icin hastaliin ortaya cikmasi ihtimalini de arttinnr. Hastalik, kizlarda ve
erkeklerde esit olarak goriiliir. Tastyic1 bir ana ve tastyic1 bir babanin ¢ocuklarinda
hastalik goriilmesi olasilifi %25’dir. Aile agacinda, akrabalik hikayesi ve tek bir
kusakta birden fazla hasta bireylerin goriilmesi otozomal resesif kalitimi destekler
(16, 17).

2.2.3. X’e Bagh Resesif Kalitim

Hastalidin ortaya cikmasi agisindan kiz ve erkekler arasinda fark vardir.
Kizlar iki adet X kromozomu tasidifi i¢in tek bir X kromozomunda hastalik genini
tasimalar1 hasta olmalar icin yeterli degildir, ancak tasiyici olurlar. Erkekler ise bir
X bir de Y kromozomu tasimaktadirlar. X kromozomunda hastalik geni bulundugu
zaman bunu dengeleyecek ikinci bir X kromozomu olmadig: i¢in hastalik ortaya
¢ikar. Boylelikle bu kalitim kalibinda genellikle erkekler hasta, kizlar ise normal
fakat tasiyicidir. Tasiyici bir annenin erkek ¢ocuklarinin %50’si hastadir. Annenin
erkek kardeslerinde hastalik goriilebilir. Hasta bir erkegin, hastalifi ogullarina
gecirme olasilifi yoktur. Kizlarinin ise hepsi normal fakat zorunlu tasiyicidir (16,

17).

2.2.4. X’e Bagh Dominant Kaliim

Bu kalittim kalibinda kizlar ve erkekler esit olarak etkilenir. Tek bir X
kromozomunda mutant geninin bulunmasi, hastaligin ortaya ¢ikmas: icin yeterli
oldugundan X’e bagh resesif kalittimdan farkli olarak kizlar da hastalif1 gostermeye

baslar. Ozelligin ailesel gegisi tamamen otozomal dominant kalitima benzer, tek



fark babadan erkek cocuga kalittmin olmayisidir. Hasta erkekler, niteligi ogullarina

geciremezler (16, 17).

2.2.5. Mitokondrial Kahtim

Organizmada, yukarida tanimlanan niikleer kalitim modellerinin yam sira bir
de mitokondrial genom ile aktarilan hastaliklar vardir. Sadece annenin mitokondrial
genomu bir sonraki kusaga aktarildigi icin bu tip kalitimin sadece anne yoluyla
tasindify dikkat cekicidir. Hasta annelerin genellikle tiim ¢ocuklar1 hasta olur. Bazi
cocuklarda hastalik hafif diizeyde olabilir ve normal gibi algilanabilir. Bu hasta
cocuklarin bir sonraki kusagina bakildiginda, hasta kadinlarin ¢ocuklarinda yine
hastalik ortaya ¢ikarken hasta erkeklerin tiim ¢ocuklan saglikli olur (16).

2. 3. Tek Gen Hastaliklarina Neden Olan Mutasyonlar

Tek gen hastaliklarina neden olan mutasyonlar etki mekanizmalarina bagh
olarak oldukca genis bir cesitlilige sahiptir. Tek bir bazin degismesi sonucu olusan
mutasyonlara “nokta mutasyonu” denilir. Bir veya daha fazla bazin kaybolmas:
“delesyon”, artmasi ise “insersiyon” olarak adlandirlir. Delesyon ve insersiyonlar
olduk¢a genis bir bolgeyi kapsayacak sekilde de gerceklesmektedir. Ayrica, son
yillarda kesfedilen triniikleotit tekrarlarindaki artislar da tek gen hastaliklarina
neden olmaktadir (14, 18).

2.3.1. Nokta Mutasyonlar: (Niikleotid Substitution)

DNA sekansi iizerindeki tek bir bazin baska bir baz ile yer degistirmesine
nokta mutasyonu (niikleotid sustitlisyonu) denilmektedir. Yer degistirmeye katilan
bazlar dikkate alindifinda tramsisyon ve transversiyon olmak iizere iki tip yer
degistirme vardir. Transisyon, baz degisikliginin piirinden piirine (A<>G) veya
pirimidinden pirimidine (T<>C ) olmasi durumudur. Transversiyon ise baz
degisikliginin piirinden primidine (A—T / A—C / G—=T/ G—C) veya pirimidinden

piirine (T>A / T->G / C—»A / C—G) olmasi durumudur. Nokta mutasyonlari,



genlerin  ekspresyonlarim  engelleme veya liriiniin fonksiyonunu bozma
mekanizmalarina gore farkl tiplere aynilir (14, 18).

1. Sessiz (silent) mutasyon: Gen iizerindeki her niikleotid degisimi protein
iizerinde bir amino asit degisimine neden olmaz. Yalmzca ayn1 amino aside karsilik
gelen farkli kodonlarin yer degistirmesine neden olur. Sessiz mutasyonlar kodlama
bolgelerindeki mutasyonlarin % 23’iinii teskil eder.

2. Yanhs anlamh (missense) mutasyon: Tek bir baz degisikligi bir kodonun farkl
bir amino aside karsihik gelen baska bir kodonla yer degistirmesine neden olur.
Boylelikle peptit zincirinde bir amino asit degisir. Yanhis anlamli mutasyonlar
kodlama bolgelerindeki mutasyonlarin % 73’iinii teskil eder.

3. Anlamsiz (nonsense) mutasyon: Baz degisikligi, bir amino aside karsilik gelen
kodonu sonlanma kodonlarindan birine doniistiiriir. Peptit zinciri sentezinin erken
asamada sonlanmasina ve olmasi gerekenden daha kisa ve fonksiyonel olmayan bir
peptit zinciri sentezlenmesine neden olur. Anlamsiz mutasyonlar kodlama
bolgelerindeki mutasyonlarun yaklasik %4’ iinii teskil eder.

4. RNA Islenmesi (Splicing) Mutasyonu:Transkripsiyonun sonucu sentezlenen
islenmemis RNA’ya “heterojen niikleer RNA” (hnRNA) denilir. hnRNA’da protein
kodlayan ekzon ve protein kodlamayan intron bolgeleri bulunur. Primer transkript
olan hnRNA’dan protein kodlamayan intron bolgeleri c¢ikartilarak (splicing) olgun
mRNA olusturulur. Intronlarin kesilerek cikartilmasi ve ekzonlarin birlestirilmesi,
ekzon-intron (AG/verici bolge) ve intron-ekzon (GT/alici bolge) birlesme
bolgelerindeki 6zel niikleotid dizileri sayesinde gerceklesir. Splicing olayim bozan
ic tip mutasyon tamimlanmustir. Birinci tip mutasyon, intron-ekzon birlesme
bolgelerinde yer alan, alic1 ve verici bolgelerindeki korunmus niikleotid dizilerinin
degismesi sonucunda olusur. Ikinci tip mutasyon ise gen igerisinde alternatif
splicing bolgelerinin olugsmasidir. Alternatif splicing bolgeleri normal splicing
bolgeleri ile yangirlar. Ugiincii mekanizma ise, intron iginde yer alan, splicing
islemi icin 6nemli rolii olan ve dallanma noktasi (branch point) olarak bilinen

korunmus sekansin degismesidir (14, 19).
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2.3.2. Delesyonlar ve Insersiyonlar

DNA zinciri lizerinden niikleotidlerin eksilmesine delesyon, artmasina
insersiyon denilmektedir. Kodlayan boélgede li¢ ve iigiin katlan seklinde olmayan
delesyonlar ve insersiyonlar cerceve kaymasi (frameshiff) mutasyonu olarak
adlandirilir ve mutasyon noktasindan itibaren genetik kodu olusturan kodonlar
kaydirarak okuma cercevesini degistirirler. Cerceve kaymasi mutasyonlar1 peptit
zincirinin amino asit dizisini biiylik olclide degistirmekle birlikte siklikla peptit
zincirinin erken asamada sonlanmasina neden olur. Ug ve iigiin katlan seklinde olan
delesyon ve insersiyonlar ise yalnmizca mutasyonun oldugu bolgeden amino asit

kaybina veya ilavesine neden olarak peptit zincirinin bir kismum etkiler (14, 18, 19).

2.3.3. Biiyiik Delesyonlar ve Insersiyonlar

Bir genin tamamim veya ardisik olan bir grup geni etkileyen delesyon ve
insersiyonlara biiyiik delesyonlar ve insersiyonlar denilir. Bu mutasyonlar genin
kodlayan bolgesini keser veya ortadan kaldirir. Alternatif olarak iki genin
birlesmesine ve fiizyon proteinler olusmasina neden olur. Bu tip mutasyonlar
Ozellikle ardisik olarak tekrarlayan homolog genlerin dengesiz cross-overlar:

sonucu olusmaktadir. Globin geni buna bir drnektir (14, 18).

2.3.4. Triniikleotid Tekrar Artislar

Triniikleotit tekrar dizilerindeki tekrar sayilarimin artisinin  fenotipik
etkilerinin belirlenmesi son yillardaki ©nemli gelismelerden biridir. Tekrar
sekanslarindaki tekrar sayilarimin artmast yeni bir mutasyon mekanizmasidir. Bu
mutasyon sekli, ilk olarak mental geriligin en sik sebeplerinden biri olan fragile X
sendromunda rapor edilmistir. Zaman icerisinde Miyotonik distrofi, X-linked
spinal and bulbar muscular distrofi (Kennedy’s hastalig1), Huntigton hastalif1 gibi
cesitli kalitsal hastaliklarin olusmasinda da tekrar artiglarimin etkin rol oynadigi

goriilmiistiir. Bu tiir mutasyonlarin hastalia neden olma mekanizmalari tam olarak
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bilinmemekle birlikte transkripsiyonu engelledigi veya fonksiyonunu kaybetmis

proteinlerin sentezlenmesine neden oldugu rapor edilmistir (18, 19).

2.4. Mutasyon Tarama Metotlar:

Tek gen hastaliklarina neden olan ve daha Onceden tamimlanmamig
mutasyonlar1 belirlemek amaciyla cok c¢esitli mutasyon tarama metotlar
gelistirilmigtir. Bu metotlardan DNA dizi analizi hari¢ hemen hemen tamamu,
ilgilenilen DNA fragmani iizerinde yalmizca mutasyon oldugunu gosterir.
Mutasyonun ne oldugu ve tam olarak nerede oldugu hakkinda bilgi vermez. Bu
nedenle mutasyon tarama metotlarn1 arasinda DNA dizi analizinin {istiinliigi
tartisilmaz. Bununla birlikte hizli mutasyon taramas: icin gelistirilen tiim metotlarda
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) iiriinii baslangi¢ materyali olarak kullanihr
(20).

2.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, Saiki ve ark. (21) tarafindan 1985 yilinda
gelistirilmistir. DNA iizerinde incelenmek istenen bolgenin in-vitro ¢ogaltilmasi
olayidir. DNA’nin cogaltilmak istenen bolgesi, karsiliklt her iki zincirin 3’ ucuna
komplementer olan yapay oligoniikleotid primerler ile sinirlandirilir. Simrlandirilan
bélgenin amplifikasyonu, ¢ift zincirli kalip DNA’mn 1s1 ile tek zincirli hale
getirilmesi (denaturation), 1stmin diisiiriilmesiyle yapay oligoniikleotidlerin kalip
DNA’ya baglanmast (annealing) ve DNA sentezi icin gerekli ANTP ve DNA
polimeraz’in varhginda primerlerin 3°’OH uglarindan uzamas: (extention) olmak
iizere iic basamakta gerceklestirilir. Bu ti¢ basamak bir dongii olarak kabul edilir ve
her basarili déngiide istenilen bolgedeki DNA miktarn iki katina cikar. PCR
reaksiyonu ortalama 30 dongiide tamamlanir. Ortamdaki DNA miktar1 2" (n=d6ngii
sayisi) seklinde hesaplanir. PCR reaksiyonu tek basina bir mutasyon tarama metodu

degildir (21, 22, 23).
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2.4.2. SSCP (Single Strand Conformation Polimorphism)

SSCP Analizi Orita ve ark. (24) tarafindan gelistirilmis, tek baz degisimini
tespit edebilme yetenegine sahip bir mutasyon tarama yontemidir. SSCP teknigi, tek
zincirli niikleik asitlerin hidrofilik ortamlarda kendi iizerlerine yaptiklan
katlanmalarin tesadiifii olmadig1 prensibi iizerine kurulmustur. Tek zincirli niikleik
asitler belirli kosullar altinda ¢ozelti icerisinde baz kompozisyonlarina bagh olarak
intramolekiiler etkilesim sonucu sekonder bir yapi kazamirlar. Tek bir niikleotid
degisikligi dahi bu yapiyr degistirebilir. Niikleik asitlerin ii¢ boyutlu
konformasyonunda olusan bu degisiklikler molekiiliin non-denaturant poiakrilamid
jel elektroforezindeki mobilitesini degistirir. SSCP analizi ile degisimin varlifi
gosterilebilirken bu degisimin DNA zinciri lizerinde hangi niikleotitde ne sekilde
oldugunu s6ylemek miimkiin degildir. Niikleotid degisiminin tam yerini ve seklini
gostermek icin DNA fragmanminin dizi analizinin yapilmas: gerekmektedir.
Goriintiilemede, baslangigta radyoaktivite kullanilmasina karsin son zamanlarda
non-radyoaktif (floresan) ve giimiis boyama yOntemleri yaygin olarak
kullanilmaktadir (20, 25, 26).

2.4.3. ARMS (Amplifikasyon Refractory Mutation System)

DNA sekansindaki bilinen bir nokta mutasyonunun, kiiciik bir delesyonun
veya insersiyonun var olup olmadifimi gostermede kullanilan basit ve hizli bir
yontemdir. Metod ilk kez Newton ve ark. (27) tarafindan uygulanmustir. Yontem,
PCR amplifikasyonunda kullanilacak primerlerin 3’-OH uglarindaki niikleotidlerin
komplementer DNA ile hibridize olup olmamalan1 prensibine dayanir. PCR iki
paralel reaksiyon seklinde gerceklestirilir. Birinci primerin 3’-OH ucu normal tip
DNA’'nin komplementeri, ikinci primerin 3’-OH ucu mutant tip DNA’mn
komplementeri olacak sekilde tasarlanir. Dizayn edilen oligoniikleotid primerler
spesifik hedef DNA ile hibridize olabildiklerinde PCR’ da primer olarak fonksiyon
gosterebilmektedir. Ancak 3’-OH ucundaki yanhis eslesmeler her zaman

amplifikasyon {iriiniiniin sentezini tamamen engellememektedir. Bu nedenle primer
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sekansinin 3’-OH ucundan ikinci, iiclincii veya dordiincii niikleotid degistirilerek
kasith yanlis eslesmeler olusturulur. Boylelikle primerin spesifikligi arttirilir,
Normal ve mutant sekansin PCR iiriinlerini birbirinden ayit etmek igin de
primerlerden birinin 5’ ucuna fazladan iki veya ii¢ baz ilave -edilerek
elektroforezdeki mobilite farkindan yararlamlir. PCR riinleri agaroz jel
elektroforezi ve etidium bromiir boyama veya poliakrilamid jel ve giimiis boyama

ile kolay ve hizl bir sekilde goriiniir hale getirilir (20, 27, 28)

2.4.4. DNA Dizi Analizi

On tarama teknikleri ile DNA fragmentlerindeki mutasyonlarin
lokalizasyonu saptandiktan sonra, mutasyonun tipi DNA dizi analiz tekniklerinden
biri ile gosterilir. Mutasyonlarin belirlenmesi amaciyla uygulanan DNA dizi
analizleri Alan Maxam-Walter Gilbert tarafindan gelistirilen “kimyasal” ve
Frederick Sanger ve arkadaslan tarafindan gelistirilen “enzimatik” metotlar olarak
ikiye aynlir. Kullanma kolaylhig1 ve hassasiyeti acgisindan giiniimiizde tercih edilen
metot F. Sanger’in enzimatik ydntemi olup “Sanger” veya “dideoksiniikleotid”

metodu olarak da adlandinnilmaktadir (29, 30)

2.4.4.1. Sanger (Dideoksiniikleotid) Yontemi

Dideoksiniikleotidler, seker alt biriminin 2 ve 3 numarali karbonlarinda
hidroksil (-OH) grubu tasimayan, suni niikleotid molekiilleridirler. Buna karsilik,
dogal bir deoksiriboniikleotid seker alt birimi 3 nolu karbonunda hidroksil grubu
tasimaktadir. DNA replikasyonu sirasinda, replikasyona katilacak olan niikleotid
kalip DNA tarafindan belirlenir. Kalip DNA zinciri ile baz eslesmesi yapabilen
niikleosid trifosfat, 5°a- fosfat grubu ile biiyiiyen zincirin son niikleotidinin 3’-OH
grubuna fosfodiester bagi ile baglamir. Biiyiiyen zincirin sonuna dideoksiniikleotid
eklenecek olursa, daha sonra gelecek olan niikleotid, biiyiiyen zincir ile fosfodiester
bag1 kuramayacak ve DNA sentezi duracaktir. Sonu¢ olarak, Sanger yontemi;

dideoksiniikleotidin DNA sentezini durdurmasi prensibi {izerine kurulmustur (29).
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Sekans reaksiyonlar1 yeni teknolojiler sayesinde otomatize edilmistir ve
flourosans boyalar ile goriintiilenmektedirler. Bununla birlikte manuel y6ntemler
halen daha kullanilmaktadir. Baslangicta radyoizotoplar ile goriintiileme
saglanirken artik glimiis boyama ile de kaliteli sonuglar ahinmaktadir (31).



2.5. isitme Mekanizmasi

Isitme bes farkli algilama seklinden biri olup kulak aracihg: ile gergeklesir.
Kulak; dis kulak, orta kulak ve i¢ kulak olmak iizere ii¢ anatomik kisimdan olugur
(Sekil 1). Dis kulak, kulagin goriinen kismu auricle ve dis kulak kanalindan olugur.
Orta kulak; timpanik membran, hareketli kemikler olan malleus, incus, stapes ve
ostaki kanalindan olusur. I¢ kulak ise isitme organi olan koklea ve denge organi

olan vestibiil ve semisirkiiler kanallardan olusur (32, 33, 34).

Stapes
Incus

isitme
Malleus [ siniri \

Timpanik Koklea

membran

Sekil 1. Dis, orta ve i¢ kulagin goriiniimii (32).

Beyinde etkili olan ses dalgalari dig kulak (auricle) tarafindan yakalanir ve
dis isitme kanalindan timpanik zara (kulak zari) tasimr. Ses dalgalarimin timpanik
zarda olusturdugu titresim orta kulaktaki ii¢ hareketli kemigin titresimine neden
olur. Bu kemiklerden sonuncusu olan stapes’in oval pencere iizerine oturmakta olan
tabani piston seklinde ileri geri hareket ederek mekanik hareketi i¢ kulagin merkezi
boslugu olan vestibulaya iletir (32).

i¢ kulagin isitmeden sorumlu olan kismi kokleadir. Koklea 2.5 devir yapan
spiral bir yapiya sahiptir. iginde ii¢ farkli kanal bulunur. Kanallardan skala vestibiil
ve skala timpani yiiksek sodyum ve diisiik potasyum iyonu konsantrasyonuna sahip
perilenf ile dolu olup, birbirinden kokleanin iigiincii kanali olan skala media

(koklear kanal) ile ayrilir. Skala vestibul oval pencereye agilirken skala timpani
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yiivarlak pencereye agilmaktadir. Skala media ise yiiksek potasyum ve diisiik
sodyum konsantrasyonuna sahip endolenf ile doludur. Ortada yerlesmis olan skala
media skala vestibuladan Reissner’s membran ile ve skala timpaniden bazillar
membran ile ayrilir. Skala media, kokleanin membran yapidaki kanal olup i¢inde
isitme merkezi olan Corti organi bulunur (35).

Corti organi, ses dalgalarinin kulakta olusturdugu mekanik hareketi tiiy
hiicreleri ile elektriksel sinyallere doniistiiren bolimdiir. Yapisinda tektorial
membran ve bu membranla karsihkli olan bazillar membran bulunur. Bazillar
membranin tektorial membrana bakan yiizeyinde iki tip algilayici tiiylii hiicre
bulunmaktadir. i¢ kisimda yer alan tiiylii hiicreler tek ve dis kisimda yer alan tiiylii

hiicreler ii¢ sira halinde dizilmistir (Sekil 2) (32).

Stria
vaskularis

Spiral
Ligament

Sekil 2. Kokleanin kesiti ve Corti organinin yapisi (32).

Dis ve ig tiiylii hiicrelerin her birinde icerden disariya dogru olmak iizere
biiyiikten kiiciige dogru siralanan ii¢ sira steriosilya (tiiy) bulunmaktadir (Sekil 3).
“V” seklinde siralanan steriosilyalar aktin ve konvansiyonel olmayan miyozin

molekiillerinden olusan bir omurgaya sahip olup birbirlerine u¢ kisimlarindan
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baghdir. Dis tiiylii hiicrelerdeki siteriosilyalarin u¢ kisimlart viskoz ve elastik ortii

seklinde olan ve tektorial membran olarak adlandirilan yapiya gomiiltdiir (36).

Sekil 3. Tek sira i¢ ve ii¢ sira dis tiiylii hiicrelerin elektron mikroskop goriintiisii (bar
15um) (http://www.iurc.montp.inserm.fr/cric/audition/english/index.htm)

Tektorial membran ile baziler membranin birbirine gore hareketi i¢ ve dig
silyali hiicrelerinin stereosilialarinin hareket etmesine neden olur. Myosin 7A ve
miyosin 15, stereosilialarin organizasyonunda ve hareketinde gorev almaktadir. Bu
hareket sonucunda endolenf i¢indeki yiiksek konsantrasyondaki potasyum iyonlari
stereosilialarin u¢ baglantilarindaki tammlanamamis kanallardan tiiylii hiicrelerinin
icine girerek aksiyon potansiyelini baslatrlar o-tektorin gen bozukluklarinin,
tektorial membranin uyarici etkisini ortadan kaldirdig: diisiiniilmektedir (37).

Potasyum iyonlarinin silya hiicrelerinin igine girmesi hiicreyi depolarize
ederek bazolateral bolgedeki kalsiyum kanallarinin agilmasina ve kalsiyumun hiicre
icine girmesine neden olmaktadir. Hiicre icine girerek hiicreyi depolarize eden
kalsiyum, silya hiicrelerinin bazal bélgesinde bulunan sinaptik vezikiillerde bulunan
ve isitme sinirini aktive edecek olan norotransmitterlerin salgilanmasim harekete

gecirir (Sekil 4) (32, 36).



Stereosilia

Potasyum
kanal

Sinaptik
vezikil

Connexin
kanallar

Sekil 4. Dis tiiylii hiicre ve iyon kanallar (32).

Sinaptik vezikiillerin plazma membranina taginmasinda otoferlin  rol
almaktadir. Boylece mekanoelektiriksel ileticiler olan tiiy hiicreleri mekanik
hareketi elektriksel sinyallere doniistiiriirler. Elektriksel sinyaller, sinir lifleri ve
spiral ganglionlar iizerinden koklear sinirler yolu ile beyinin isitsel korteksine
iletilirler. Normal isitmenin devam edebilmesi icin hiicre i¢ine giren potasyum
iyonlarinin tekrar endolenfe donmesi gerekmektedir. Bunun i¢in potasyum iyonlar
oncelikle KCNQ4 geni tarafindan kodlanan potasyum kanallarn araciligr ile tiiylii
hiicreleri bazolateral taraftan terk ederek supporting hiicrelere gecerler (38). Tiiy
hiicreleri tekrar polarize olur. Daha sonra bu potasyum iyonlari gap junctionlar
iizerinden basit difiizyonla supporting hiicrelerden ve koklear fibrositlerden stria
vascularise gegerler. Buradan da KVLTQI ve KCNEI genleri tarafindan kodlanan
potasyum kanallar ile aktif olarak tekrar endolenfe pompalanirlar (39, 40, 41, 42,
43).
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2.6. Isitme Bozukluklan

Isitme bozukluklan etiolojilerine, baslama yaslarina, fenotipik 6zelliklerine,

siddetlerine ve isitme yolu iizerindeki yerine gore simiflandiriimaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. Isitme kayiplarinin siniflandiriimasi (3)

Kriterler Alt kategoriler
Sebep Genetik (monogenik veya
multifaktSriyel)
Non-genetik
Fenotip Sendromik
Non-sendromik
Baslama Prelingual
Postlingual
Tip Sensorinoral
Tletim tipi
Mikst tip
Siddeti
Normal isitme 0-20dB
Hafif isitme kayb1 21-40dB
Orta derecede isitme kayb1  41-60 dB
Orta-Siddetli isitme kayb1  61-80 dB
Siddetli isitme kayb1 81-100 bB
Derin isitme kaybi >100 dB
Frekans
Diistik <500 Hz
Orta 501-2000 Hz
Yiiksek > 2000 Hz

Non-genetik isitme kayiplarina perinatal enfeksiyonlar, kokleay1 etkileyen
akustik veya serebral travmalar, ototoksik ilaglar iceren cevresel faktorler neden
olmaktadir. Genetik isitme kayiplar ise tek bir genin mutasyonu (monogenik) veya
farkls etkileri
(multifaktoriyel) sonucunda gelismektedir (32, 44).

genlerin mutasyonlart ile ¢evresel faktbrlerin kombine
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Sendromik isitme kaybi, isitme kaybinin bir veya daha fazla doku veya
organdaki spesifik patolojilerle birlikte goriilmesidir. Bunlarin arasinda
Waardenburg’s, Usher’s, Pendred’s, ve Alport’ sendromlan en sik gozlenen
orneklerdir (45). Non-sendromik isitme kaybinda ise sadece sagirlik goriiliir.
Bununla birlikte tek bir gendeki farkli mutasyonlardan biri sendromik digeri non-

sendromik isitme bozukluguna neden olabilmektedir (32, 46, 47).

2.6.1. Isitme Bozukluklarmnn Genetigi

Yeni dogan her 1000 ¢ocuktan 1’inde prelingual isitme kayb1 vardir (2, 48).
Yaklasik olarak vakalarin %50’sinin sebebini cevresel faktorler teskil ederken, geri
kalan diger yarisinin %30’unu sendromik ve %70’ini non-sendromik olmak iizere
tek gene bagli bozukluklar olusturmaktadir (2, 49). Non-sendromik olan isitme
kayiplarinin %75°i otozomal resesif, %20’si otozomal dominant, %5’i X’e bagh ve
%1’den az1 mitokondrial kaliim gostermektedir (4, 45, 50, 51). Postlingual isitme
kaybi, prelingual isitme kaybindan daha sik goriilmekte olup toplumda 60 yas
{izerindeki insanlarin %10’unu ve 80 yas iizerindeki insanlarin %50’sini
etkilemektedir (52, 53). Postlingual isitme kayipli vakalarin c¢ogunlugu
multifaktoriyel kaliim gosterirken tek gene bagli gelisenler genelde otozomal
dominant kalitim gostermektedir (32).

Non-sendromik isitme kaybina neden olan gen lokuslar1 DFN (DeaFNess)
olarak isimlendirilmekte ve kesfedilislerinin kronolojik sirasina goére her lokusa
numara verilmektedir. Bu isimlendirmeye gore otozomal dominant lokuslar DFNA,
otozomal resesif lokuslar DFNB ve X’e bagh lokuslar DFN olarak gosterilmektedir
(32). 2002 y1l1 itibariyle, non-sendromik otozomal dominant sagirhia neden olan 41
adet DFNA lokusu, non-sendromik otozomal resesif sagirlifa neden olan 29 adet
DFNB lokusu ve non-sendromik X’e bagl sagirlia neden olan 8 adet DEN lokusu
olmak iizere toplam 78 lokus tamimlanmstir. Bu lokuslardan 11 DFNB (Tablo 2),
16 DFNA (Tablo 3) ve 2 DFN (Tablo 4) geni klonlanmustir (13, 54). Bu genlerden
yalnizca bir kisminin kulaktaki fonksiyonu bilinmektedir.
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Tablo 2. Isitme kaybindan sorumlu otozomal resesif genler (6)

Lokus ismi Kro. lokus. Gen Fonksiyon

DFNB1 13q12 GJB2 (Connexin 26) Gap Junction, Potassium dongiisii
DFNB2 11q13.5 MYO7 (Miyosin 7A) Steriosilialarda yapisal ve fonksiyonel
unkonsiyonel miyozin

DFNB3 17p11.2  MYOI5 (Miyosin 15) Steriosilialarda yapisal ve fonksiyonel
unkonsiyonel miyozin

DFNB4 7q31 SLC26A4 (Pendrin) Anyon transportu

DEFNB7 9q13-g21 TMCI Bilinmiyor

DFNB8/10  21q22 TMPRSS3 Transmembran protein

DFNB9 2p22-p23 OTOF (Otoferlin) Vesicle-membran birlesmesi

DFNB12 10g21-q22 CDH23 Transmembran protein

DFNB16 15921-q22 STRC Steriosilialarda yapisal protein

DFNB21 11q TECTA (4-tectorin) Tektorial membranda yapisal proteini

DFNB29 21q22 CLDNI14 (Claudin-14) Tight junction proteini

Tablo 3. Isitme kaybindan sorumlu otozomal dominant genler (6).

Lokus ismi Kro. lokus Gen Fonksiyon

DFNAL 5931 HDIAI Sitokinez ve hiicre polartesi

DFNA2 1p34 GJB3/KCNQ4 Gap Junction, Potasyum dongiisii

DFNA3 13q12 GJB2 / GJB6 Gap Junction, Potasyum dongiisii

DFNA5S 7pl5 DFNAS5 (ICERE-1) Bilinmiyor

DFNAG6/14  4pl16.3 WFS1 (Wolframin) Endoplazmi retikulumda lokalize
transmembran protein

DFNAS8/12  11q22-24 TECTA Tektorial membranda yapisal proteini

DFNA9 14q12-q13 COCH Kokleada ekstrasellular protein

DFNA10 6q22-q23 EYA4 Transkripsiyon faktorii

DFNAL11 11q12.3-q21 MYO7A Steriosilialarda yapisal ve fonksiyonel
Unkonsiyonel miyozin

DFNA13 6p21 COL11A2 Yapisal protein

DFNA15 5q31 POU4F3 Transkripsiyon faktorii

DFNA17 22q MYH9 Unkonvansiyonel miyozin agir zinciri

DFNA22 6q13 MYO6 Unkonvansiyonel miyozin

DFNA36 9q13-g21 ™CI Bilinmiyor

DFNA39 4921.3 DSPP Bilinmiyor

Tablo 4. Isitme kaybindan sorumlu X’e bagl: genler (6)

Lokus ismi Kro. lokus Gen Fonksiyon
DFN1 Xq22 DDP Norolojik gelisme
DFN3 Xg21.1 POU3F4 Transkripsiyon faktorii
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Tek gene bagl non-sendromik isitme kaybi ile ilgili olan genlerin 100’iin
lizerinde olabilecegi diisiiniilmektedir (55).

Otozomal resesif non-sendromik isitme kaybina neden olan genlerin
arastirilmasi siirecinde ilk olarak tanimlanan lokus DFNBI’dir. Bu lokus ilk olarak
1994 yilinda Tunus’lu bir ailede gosterilmistir (13). Takip eden yillarda, Israil’de
yasayan siddetli isitme kayipli genis bir Bedevi ailesinde ve akraba evliligi yapmig
orta ve ileri derecede isitme kayipli genis bir Pakistan ailesinde DFNBI lokusunda,
non-sendromik otozomal resesif isitme kaybindan sorumlu bir genin oldugu
dogrulanmustir (56, 57). Ug yil sonra, 1997°de, DFNBI lokusundan Gap Junction
Beta-2 (GJB2) geni klonlanmistir (58). Cesitli toplumlarda yapilan mutasyon
taramalar1 sonucunda otozomal resesif non-sendromik isitme kayipli vakalarin
yaklasik %50’sinden GJB2 gen mutasyonlarinin sorumlu oldugu goésterilmistir (7,
8,9,10,11, 12).

2.6.1.1. GJB2 (Gap Junction Beta-2) Geni

Gap junction beta-2 (GJB2) geni aym zamanda Connexin 26 (Cx26) geni
olarak da isimlendirilmektedir. GJB2 geni 13. kromozomun uzun kolunun
peroksimalinde 13q11-q12 bolgesinde yer almaktadir (13, 56, 57). Iki ekzona sahip
olan GJB2 geninin 5’-P ucunda bulunan birinci ekzonu protein kodlamamaktadir.
Ikinci ekzon ise 681 niikleotide karsilik 226 amino asitten olusan ve connexin 26
(Cx26) olarak adlandirlan bir proteini kodlamaktadir (59, 60).

2.6.1.2. Connexinler ve Connexin 26’mn Isitme Kaybindaki Rolii

Connexinler farkli dokularda yaygin olarak sentezlenen genis bir protein
ailesidir. Olduk¢a korunmus bir amino asit dizisine sahip olup dort transmembran
domein, iki ekstrasellular lop, bir intrasellular lop ve bir sitoplazmik kuyruktan

olusurlar (Sekil 5). Lop olusturan bolgelerdeki amino asit dizisi ve sitoplazma
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icindeki kuyruklarin uzunluklan farkli connexinleri birbirinden ayirmaktadir.

Connexinler gap junctionlarin alt birimleridirler (61).

@ amino asit substitisyonu

Sekil 5. Connexin 26 proteininin konfigiirasyonu,

Alti connexin proteini sitoplazmada bir araya gelerek connexon olarak
adlandirilan hekzamerik kanallar1 olustururlar. Bu kanallar plazma membranina
tasinirlar. Komgu iki hiicredeki connexonlann disiilfid baglari ile birbirlerine
baglanmalar gap junctionlari olusturur. Connexonlar homomerik olabildikleri gibi
heteromerik de olabilirler. Gap junctionlar, iyonlarin, ikincil habercilerin ve
metabolitlerin bir hiicrenin sitoplazmasindan komsu hiicrenin sitoplazmasina pasif
gecislerini  kolaylastiran interselliiler haberlesme kanallart olarak fonksiyon
gosterirler (Sekil 6). Bu yapilar1 ve fonksiyonlar1 ile gap junctionlar, hiicrelerin
cesitli hiicre ici sinyallere es zamanli olarak cevap vermelerine imkan saglarlar (61,

62, 63).
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Elektrolitler
Ikincil haberciler
Metabolitler

5 CONNEXON
Hiicre (6 alt birim)
membrani |
CONNEXIN
(1 alt birim)

Sekii 6. Gap junction proteinlerinin hiicre membranindaki yer1e$imi.

Deride ve ic¢ kulakta ¢cok sayida Gap junction vardir. Gap junctionlar, deride
keratinocytelerin (epidermis tabakasinda keratin iireten hiicre) biiylime ve
gelismelerinin koordinasyonunda rol alir (64). Diger taraftan i¢ kulagin sensori
epitel hiicrelerinde, isitme iletimi sirasinda potasyum iyonlarinin dongiisiinii Gap
Junctionlarin ~ diizenledigi  disiiniilmektedir  (66). I¢c kulakta yapilan
immiinohistokimyasal calismalarla, koklea icindeki stria vasculariste, basement
membranda, limpu ve spiral ¢ikintida GJB2 geninin eksprese edildigi gosterilmistir
(58). I¢ kulaktaki gap junctionlar, isitme uyarilarinin mekanik uyaridan elektriksel
uyartya doniisiimiinden sonra, potasyum iyonlarimin silyali hiicrelerden supporting
hiicrelere ve oradan da tekrar endolenfe donmelerini saglayan kanallardir. GJB2
geninde meydana gelen mutasyonlarin Cx26 proteininin fonksiyonunu bozarak

potasyum iyon dongiisiinii engelledigi diistiniilmektedir (59).
2.6.1.3. GJB2 (Gap Junction Beta-2) Mutasyonlarn

GJB2 gen mutasyonlarinin otozomal resesif non-sendromik isitme kaybina
neden oldugunun gosterilmesinden sonra gesitli toplumlarda mutasyon taramalar:
yapilmstir. 2002 yili itibariyle otozomal resesif non-sendromik sagirlifa neden olan
yaklasik 67 adet GJ/B2 gen mutasyonu tanimlanmustir (6). Bu mutasyonlardan; 35

adedi yanlis anlamli (missens), 9 adedi anlamsiz (nonsens), 2 adedi splicing
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mutasyonu, 1 adedi baglama kodonu mutasyonu, 14 adedi cerceve kaymasina

(frameshift) neden olan cesitli biiyiikliiklerde 16 delesyon ve 4 adet birer

niikleotitlik insersiyonlardir (Tablo 5).

Tablo 5. Isitme kaybina neden olan resesif GJB2 mutasyonlari.

Mutasyon ismi Mutasyonun tanim Etkisi Protein domain  Ref,
1 3170G to A 3170G—> A Splising bolgesi none (60)
2 IVS+1Gto A -3170G > A Splising bolgesi none (8)
3 M1V 1A>G Baslama kodonu is1 (12)
4 R32C 94C—o>T Arg 32 Cis iS1 (66)
5 TSM 23C>T Tre 8 Met is1 6)
6  3ldell4 Cergeve kaymasi iS1 (67)
7 31del38 Cerceve kaymasi iS'1 9)
8 Gl2v 35GHoT Gly 12 Val IS1 (68)
9  35delG del of G at 35 Cergeve kaymast Is1 ¢0))
10 35insG Cergeve kaymasi iS1 (12)
11 51dell2insA Cerceve kaymasi IS1 (69)
12 SI19T 56G—>C Ser 19 Thr iS1 (68)
13 120T 59T—>C Ile 20 Thr IS 1 (70)
14 W24X 71G—> A Trp 24 Stop T™1 (58)
15 M34T 1I0lT>C Met 34 Thr ™I (58)
16 V371 109G— A Val 37 Ile ™I (71
17 A40E 19C— A Ala 40 Glu ES1 (6)
18 W44X 132G A Trp 44 Stop ES1 (8)
19 G45E 134Go A Gly 45 Glu ES 1 (72)
20 E47X 139G->T Glu 47 Stop ES 1 ©)]
21 E47K 139G > A Glu 47 Lys ES 1 (66)
22 167delT Cergeve kaymasi ES 1 (1)
23 Q57X 169C—>T Gln 57 Stop ES1 (73)
24 176-191dell6 Cergeve kaymasi ES 1 (74)
25  Y65X 195C—>G Tyr 65 Stop ES 1 (12)
26 WT7IR 229T—>C Trp 77 Arg TM2 (50)
27 W71X 231Go A Trp 77 Stop ™2 (58)
28  235delC Cergeve kaymasi TM2 (75)
29 L79P missens T™2 (76)
30 Q80P 239A5C Gln 80 Pro TM2 (6)
31 I82M 246C—>G Ile 82 Met T™M2 6)
32 V84L 250G > C Val 84 Leu TM2 a1
33  S85P 253T>C Ser 85 Pro TM2 (77)
34 L90P 269T > C Leu 90 Pro T™M2 (60)
35  269insT Cergeve kaymasi T™M2 (60)
36 VISM 283G o A Val 95 Met iS2 )]
37 Y97X Tamimlanmad: Tyr 97 Stop IS2 (6)
38  HI00Y 298C—>T His 100 Tyr IS 2 (8)
39 299-300delAT Cergeve kaymasi IS2 (72)
40  302del3 1S2 (78)
41  310dell4 Cerceve kaymasi IS2 9)
42 333-334delAA Cerceve kaymasi is2 (71)
43  SI113R 339T>G Ser 113 Arg is2 (71)
44  delE120 del of GAG at del of Glu 119-120 IS2 (60)
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No Mutasyon ismi Mutasyonun tanim Etkisi Protein domain  Ref.
45  K1221 365A>T Lys 122 Ile 1s2 (8)
46 Ql24X 370 C>T Gln 124 Stop is2 )
47  Y136X 408C—o A Tyr 136 Stop iS2 (75)
48 RI43W 427C->T Arg 143 Trp IS2 (79)
49 EI47K 439G A Glu 147 Lys TM3 (6)
50 Al49T 45G—- A ™3 (68)
51  469delG Cerceve kaymasi ES2 (78)
52 486insT Cergeve kaymasi ES 2 (6)
53  509dell4 Cergeve kaymasi ES2 6)
54  509insA Cergeve kaymasi ES2 (60)
55  515dell7 Cergeve kaymast ES 2 (6)
56 Pl173R 518C—>G ES 2 (68)
57 P175T 523C>T Pro 175 Thr ES2 (60)
58 VI178A ES2 (76)
59 RI184W 550C—>G Arg 184 Trp ES2 (80)
60 R1840Q ES2 (76)
61 R184P 551G —>C Arg 184 Pro ES 2 )
62  Al97S ES (76)
63  S199F 596C—>T Ser 199 Phe ES (8)
64 1203K is3 (76)
65 N206S 617A>G Gln 206 Ser Is3 6)
66  631delGT Cergeve kaymast is 3 (71)
67 L214P Tanimlanmad1 IS 3 (76)
68  645-648delTAGA Cergeve kaymasi IS 3 (66)

ESI: Birinci ekstrasellular lob, ES2: Ikinci ekstrasellular lob, IS: Birincj intrasellular lob, 1S2: ikinci intrasellular lob,
TM1: Birinci transmembran lob, TM2: Ikinci transmembran lob. TM3: Uglincd transmembran lob

Bunun yaninda, biri delesyon ve 6’s1 missense mutasyon olmak iizere

otozomal dominant kalitim gosteren 7 adet GJB2 mutasyonu bilinmektedir (Tablo

6) (6).

Tablo 6. Isitme kaybina neden olan dominant GJB2 mutasyonlari.

No Mutasyonismi Mutasyonun tanim Etkisi Protein domain  Referans
1. | delE42 ™I 81)
2. | W448 131G>C Trp 44 Ser ES1 6)
3. | W44C 132G->C Trp 44 Cis ES1 (82)
4. | R75Q 224 G>A Arg 75 Gin ES 1 (6)
5. | C202F 605 G>T Tanimlanmadt T™4 (83)
6. |E129K 385Go A Glu 129 Lys is2 (6)
7. | R143Q 428G > A Arg 143 Gln TM3 (70)

ES1: Birinci ekstrasellular lob, ES2: ikinci ekstrasellular lob, IS: Birincj intrasellular lob, IS2: Ikinci intrasellular lob,
TM1: Birinci transmembran lob, TM2: Ikinci transmembran lob, TM3: Ugincii transmembran lob
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GJB2 mutasyonlar1 toplumun etnik orijinine baglt olarak, belirgin bir sekilde
degismektedir. Bu mutasyonlardan en Onemlileri Akdeniz iilkelerinde goriilen
35delG, Ashkenazi Yahudilerinde goriilen 167delT ve 6zellikle Japon toplumunda
goriilen 235delC’dir (9, 12, 60, 69, 70, 72, 74, 75, 84).

GJB2 mutasyonlan sonucu gelisen isitme kayiplarinin odiyolojik fenotipleri
degiskenlik gostermektedir. Homozigot veya compaund heterozigot olarak ve ayn
mutasyonu tasiyan bireyler farkli odiyolojik fenotipe sahip olabilmektedir. GJB2
mutasyonlarimin her iki kulag: esit seviyede etkilemesine ragmen asimetrik non-
sendromik isime kayiplar1 da rapor edilmistir. Homozigot 35delG mutasyonlu iki
kardesin isitme kaybi dereceleri hafif isitme kaybi ve derin isitme kayb: arasinda
degisebilmesine ragmen bireylerin ¢ogunlugu ilerlemeyen, siddetli veya derin
isitme kayb1 gostermektedir. Bunun yaninda ilerleyen isitme bozukluklari da rapor
edilmistir (85).

GJB2 gen mutasyonlarinin hemen hemen tamami non-sendromik olarak
sagirliga neden olmakla birlikte D66H, G59A ve R75W mutasyonlannin i¢ kulak
fonksiyonlar1 ile birlikte epidermal farklilasmayr bozarak hiperkeratosise ve

palmoplantar keratodermaya da neden olmaktadir (86, 87, 88).



3. MATERYAL METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Cahsma Grubu

Bu ¢alisma Haziran 1999 - Mayis 2002 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Kulak Burun Bogaz Anabilim
Dallarinda gergeklestirildi.

Calismada, okul c¢agina gelmeden yaklasik 5-6 yaslarinda hastanelerin
odyoloji laboratuarlarindan hafif-derin isitme kaybi tamsi almis ve 1999-2000
egitim 6gretim doneminde Trabzon, Rize ve Ordu illerindeki Isitme Engelliler
Okullarina devam eden yatili ve giindiizlii G6grenciler degerlendirmeye alindi.
Ailesinde birden fazla isitme engelli olan ve birbirleri ile akrabalifi olmayan
ogrencilerin aileleri ile gorigiilerek aile agaclan ¢ikartildi. Vakalarin ailelerinden
alinan bilgiler dogrultusunda isitme kaybinin otozomal resesif gecis gosterdigi
bireyler belirlendi. Bu bireylerin klinik muayeneleri Karadeniz Teknik Universitesi
Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. O. R
Caylan tarafindan yapildi. Klinik muayene sonuglamna goére sendromik isitme
kayipli bireyler ¢aligma grubundan ¢ikartildi.ve non-sendromik otozomal resesif
isitme kayipli 96 birey ¢alismaya dahil edildi. Calismaya alinan bireylerin okullan,
ailesindeki isitme engelli birey sayisi, tek bir kusaktaki isitme engelli birey sayis,
anne-babasinin akraba olup olmadifi, cinsiyeti ve hangi ilden geldikleri
belirlendi.Calismaya dahil edilen her bir 6grenciden EDTA’] tiipe 10 ml kan alind1.
GJB2 mutasyonu belirlenen bireylerin igitme seviyeleri pure-ton odyometre ile
belirlendi.

. YOKSEKOGRET 1t KURULY
POXIMANTASYON
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Caligmada kontrol grubu olarak kullanilmak iizere isitme engelli olmayan
117 birey tesadiifi olarak belirlendi. Her bir bireyden EDTA’L tiipe 10 ml kan

alinda.
3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilacak kimyasal maddeler, kitler ve sarf malzemeleri degisik

firmalardan temin edildi.

Acrylamide (C;H;NO) Sigma, A-9099
NN-Metilenebisacrylamide (C;H;oN,0,) Sigma, M-2022
Agaroz Sigma, A-0169
Amonyum persulfat (NH,4),S;05) Sigma, A9164
Sodyum kloriir (NaCl) Merk, 1.01540.0500
Sodyum hidroksit (NaOH) Merk, 1.06462
Sodyum dodesil sulfat (SDS) Merk,

Glacial asetik asitd (C2H402) Merk,1.00056.2500
Hidroklorik asit (HCI) Merk, 1.00314.2500
Gliserol (%99) Sigma, G-7757
Bromfenol mavisi (C,oH;(BrsOsS) Merk, 1.08122.0005
Xylene cyanol (CysH»;N,04S,Na) Merk, 1.12007.2500
Trizma hydrochloride (C4H;,CINO3) Merk, 1.01547.0100
Trizma baz (Tris-base) (C4H;;NO3) Applichem, A2264.1000
Izopropanol (% 100) Sigma I-9516

Ethil alkol (C,HsOH) Tekel, Tiirkiye
Etidium bromide (C;,H,¢N3Br) Sigma, E-7637

Etilene-diaminetetra-acetic acide (EDTA) Sigma, E-5134
Deoxynucleotide Thriphosphates (dNTP) Promega, U1240
Taq DNA Polimeraz Promega, M1661
Oligonucleotide primer Tontek, Tiirkiye



Proteinaz K Promega, V3021

$X 174 DNA/Hinf I Markir Promega, E3511
Ammonyum asetat (NH,C,H30;) Sigma, A-1542
Sodyum tiyosulfat (Na,S,05) Sigma, S-1648
Sodyum karbonat (Na,COs3) Merk, 1.06398.1000
Giimiis nitrat (AgNO;) Sigma, S-6506
Silver Sequence ™DNA sequencing System  Promega, Q4100
Borik asit (H;BOs) Merk, 1.00160.
PCR Preps DNA Piirifikasyon Sistemi Promega, A2180
Fomaldehyde (CH,0) Sigma, F-8775
Mineral oil Sigma, M-5905
Rain awey (yagmur kaydirict) USA
Y-methacryloxypropyltrimethoxysilane Promega, Q421A

Automatic Processor Compatible (APC) film Promega, Q4411
N,N,N,N-tetramethylethyleneamide (TEMED) Merk

3.1.3. Geregler

Calismada kullanilan arag ve geregler degisik firmalardan saglandi. Bazi

cihazlar yerli firmalara imal ettirilmistir.

Yatay elektroforez diizenegi El yapimu

Dikey elektroforezi diizenegi Owel, ABD

Dogru akim gii¢ kaynag: (3000 volt) CONSORT E833, Bel¢ika
Dogru akim gii¢ kaynag (500 volt) El yapimu

Yiiksek devirli santrifiij Eppendorf 6820, Almanya
Vorteks Niive NM110, Tiirkiye
Ultraviole transilliiminator Vilbert Lourmat, Fransa
Polaroid kamera Gel Cam, Ingiltere

Termocycler Techne Genius, Ingiltere



Otomatik pipet seti
Orbital Kanstiricy
Epondorf tiipler
Polaroid kamera filmleri
Hassas terazi

pH metre
Spektrofotometre
Manyetik kanstirici
Deiyonize su saglayici
Buz makinesi
Mikrodalga firin
Distile su cihazi
Pastor firim

Otoklav

Derin dondurucu (-35)
Buz dolab1
Sequencing jel elektroforez
Laminar flow
Nagatoskop

Etiiv

APC film
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Rainin, ABD

El yapimi
Axygene, ABD
Sigma, ABD

Kern, Almanya
Hanna, Portekiz
Shumatsu, Japonya
IKA, USA
Barnstead, ABD
Scotman, Ingiltere
Beko, Tiirkiye
Simgek labor teknik, Tiirkiye
Niive, Tiirkiye
Medexport, Rusya
Bosh, Tiirkiye
Argelik, Tiirkiye
Owel, ABD
Heraeus, Almanya
Tiikiye

Memmert, Almanya
Promega, ABD
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3.1.4. Soliisyonlar

3.1.4.1. DNA izolasyon soliisyonlan

1. Nuclei Lizis Tamponu (pH 8.2)

10 mM Tris base,
400 mM NaCl,

2 mM Na,EDTA
Hazirlanisu:
121g Tris base
234¢ NaCl
074 g Na,EDTA 800 ml deiyonize suda ¢oziildi. pH 8.2’ye

ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de 1 atm. basingta

25 dk otoklavlandi. 4 °C’de sakland.

2. Proteinaz K seyreltme tamponu (pH 8.0)
0.05M Tris HCI1
1 mM CaCl,
Hazirlanigt:
0.788 g Tris HCI
0011¢g CaCl, 80 ml deiyonize suda ¢6ziildii. pH 8.0’a ayarlandi.
Son hacim 100 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de 1 atm. basingta 25 dk
otoklavlandi. 4 °C’de sakland:.

3. Proteinaz K c¢ozeltisi (10 mg/ml)
Proteinaz K c¢ozeltisi, 10 ml Proteinaz K seyreltme tamponunda 100 mg
Proteinaz K ¢oziilerek hazirlandi. Islem buz iizerinde yapildi. Proteinaz K ¢ozeltisi

600 pl olacak sekilde 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere bsliindii ve —~20 °C’de saklandu.
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4. %10’luk (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS) soliisyonu
10gr SDS deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanarak 68 °C’de isitilarak

¢oziildii. Soliisyon oda 1sisinda saklandi.

5. Amonyum Asetat (9 M)
74 g amonyum asetat 20 ml steril deiyonize su i¢inde ¢oziildiikten sonra 100

ml’ye tamamlandi. C6zelti 4 °C’de saklandu.

6. 0.1M Na,EDTA (pH 8.0)

37,22 g Na;EDTA 700 ml deiyonize su icinde ¢oziildii. 10M’lik NaOH ile
pH 8.0’a ayarlandi. Deiyonize su ile 1000 ml'ye tamamlandi. 121 °C’de 1 atm.
basingta 25 dk otoklavlandi. 4 °C’de saklandi.

7. 1M Tris-HCl

157. 6 g Tris-HCI 800 ml deiyonize suda ¢oziildii. pH 7.4’e ayarlandi.
Deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de 1 atm. basingta 25 dk
otoklavlandi. 4 °C’de saklandi.

8. TE Tamponu
10 mM Tris HCI
ImM Na,EDTA
Hazirlanisi: |
1 M Tris HCI (pH 7.4)
0.1 M Na,EDTA (pH 8.0) ayr1 ayn hazirlanir. Her ikisinden 5’er ml
alimr. Uzerine 490 ml steril deiyonize su ilave edilerek 500 ml’ye

tamamlamr. 121 °C’de 1 atm. basingta 25 dk. otoklavlandi. 4 °C’de sakland1.
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3.1.4.2. Agaroz Jel Elektroforez Soliisyonlar

1. TAE elektroforez tamponu (pH~ 8.5):

50X stok soliisyon hazurlanisi:
242 ¢ Tris base
372¢g Na,EDTA-2H,0
57.1 ml Glasial asetik asit Deiyonize su kullamilarak 800 ml’de
¢oziildi. NaOH peleti kullanildi pH ayar yapildi. Deiyonize su ile son hacim
1000 ml’ye tamamlandi. Calisma soliisyonu olarak deiyonize su ile 1X
olarak sulandirild:

I1X ¢alisma soliisyonu:
40 mM Tris asetat
2mM EDTA

2. Etidium bromide soliisyonu:
10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su kullamlarak hazirlandi. Isiktan

muhafazali olarak saklandi.

3.1.4.3. Poliakrilamid Jel Elektroforez Soliisyonlar

1. 0.5M Na,EDTA (pH 8.0)

186.1 g Na,EDTA 700 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii. 10M’lik NaOH ile
pH 8.0’a ayarland1 (yaklasik 50 ml). Son hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. 121 °C’de 1 atm. basingta 25 dk otoklavlandi. 4 °C’de saklandu.
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2. TBE elektroforez tamponu (pH ~8.0)

10X stok soliisyon
108 g Tris base
55 g Boric aside
40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) Deiyonize su kullanslarak  800ml’de
¢oziildii. pH ayan yapildiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

Calisma soliisyonu olarak deiyonize su ile 1X olacak sekilde sulandinildi.

1X ¢alisma soliisyonu
89 mM Tris base
89 mM Borik asit
2 mM EDTA

3. % 40’hk Akrilamid-bis akrilamid soliisyonu (29:1)

1933 ¢ Akrilamid

6.7g NN’ Bis akrilamid

dH,0 ile 500 ml’ye tamamlanir. Isik almayacak sekilde aliiminyum folye ile
sarilarak 4°C’de saklanur.

4. % 40’hk Akrilamid-bis akrilamid soliisyonu (19:1)

190 g Akrilamid

10g NN’ Bis akrilamid

dH,0 ile 500 ml’ye tamamlandi. Isik almayacak sekilde aliminyum folye ile
sarilarak 4°C’de saklandh.

5. % 10’luk (w/v) APS (Amonyum persulfat)
0.1 gr Amonyum persulfat iizerine 1ml dH,0 eklendi ve vorteks ile iyice
kanigtinldi. Her ¢alismada taze olarak hazirlandi.
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6. Yapistirici Soliisyon
9.9 ml Etanol (%96)
50 ul Glacial asetik asit
50 pl y-methacryloxypropyl-trimethoxysilane
Falkon tiip icerisinde karistrilarak 4 °C’de saklandi.

3.1.4.4. Yiikleme Tamponlar

1. Non-denatiire yiikleme tamponu
% 50 (w/v) Siikroz
% 0.1 (w/v) Bromfenol mavisi
% 0.1 (w/v) Xylene cyanole
50 mM Na,EDTA (pH: 8)

Deiyonize su ile hazirlandi ve 4 °C’de saklandi.

2. Denatiiran yiikleme tamponu (SSCP icin)
% 95 (w/v) NaOH
%0.005 (w/v) Bromfenol mavisi
%0.005 (w/v) Xylene cyanole

Deiyonize su ile hazirland: ve 4 °C’de saklandi.
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3.1.4.5. Giimiis Boyama soliisyonlar
1. %10’luk Asetik asit:
1350 ml Distile su

150 ml Glacial asetik asit

2. %0.1’lik giimiis nitrat soliisyonunun hazirlanmasi:

Giimiis nitrat %0.1 (viw)

Formaldehite % 0.078 (v/v)
Hazrlanisi:

1 litre Distile su

lg Glimiis nitrat

2ml Formaldehit (% 39’luk)

Formaldehit kullanilmadan hemen 6nce ilave edildi

3. Sodyum karbonatin (developer) hazirlanmasi:

Sodyum karbonat %3.4 (viw)

Formaldehite % 0.078 (v/v)

Sodyum tiyosiilfat % 0.0005 (v/iw)
'Hazrlamsu:

1 litre Distile su

3¢ Sodyum karbonat

2ml Formaldehit (%39’ luk)

0.005 g Sodyun tiyosulfat
Formaldehit ve sodyum tiyosiilfat kullanilmadan hemen &nce
ilave edilir. Soliisyon buz {izerinde sogutulduktan sonra kullanihr. Kullanma

sicakhi@ yaklagik 10 °C’dir.
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3.2. METOD

Calismada Oncelikle GJB2 geni iizerinde en sik karsilasilan 35delG
mutasyonunu taramasi yapildi. Tarama, yangmali ARMS’ (Competitive~ARMS)
kullanilarak yapildi. 35delG mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan ve bu
mutasyonu tagimayan bireylerin GJB2 genlerinin kodlayan bolgesinde SSCP analizi
ile mutasyon taramasi yapildi. SSCP analizinde farkli bant paterni veren bolgelerin
DNA dizi analizleri yapilarak mutasyonlar tammladi. Daha 6nce tanimlanmamus
niikleotid degisimlerinin mutasyon olup olmadiini gdstermek igin bu degisimlere
allel spesifik primerler dizayn edildi ve bu degisimlerin toplumdaki goriilme siklig
belirlendi. Son olarak, GJB2 mutasyonu goriilen bireylerin saf ses odiyometri ile

isitme seviyeleri belirlendi.

3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

DNA, 9 ml’lik EDTA’l kandan izole edildi. EDTA’h kan 50 ml’lik falkon
tiiplere bosaltildi ve lizerine 40 ml 121 °C’de 30 dakika otoklavlanmis soguk (4-8)
distile su eklenerek eritrositlerin pargalanmasi i¢in 10 dakika bekletildi. 2500
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve stipernatan kismi atildi. Bu yikama islemi iki
kez tekrarlandiktan sonra, pellet iizerine 3 ml niiklei lizis tamponu, 200 pl %10’ luk
SDS, 150 pl proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek 37°C’lik etiivde bir gece (O/N)
bekletildi. Etiivden ¢ikartilan tiiplere yaklagik 1-1.5 ml 9M NH4HCO; eklenerek 10
saniye hizlica galkalandi. Oda sicaklifinda 10 dakika bekletilen tiipler 6000 rpm’de
20 dakika santrifiij edildi Siipernatan temiz bir tiipe alindi. Siipernatan iizerine, 3
kat1 kadar %96’hik soguk (-20 °C) etil alkol dokiildii. Etil alkol dékiilen tiip hafifce
alt-iist edildi ve bu sekilde DNA’nin presipite olmasi saglandi. Presipite olan DNA
pipet ucuyla 1.5 mI’'lik eppendorf tiipe alinarak iizerine 500 uL %70’lik soguk (-20
°C) etil alkol eklendi ve alt-iist edilerek santrifiijde 10.000 rpm’de 30 saniye
cevrilerek DNA'nmin ¢okmesi saglandi. Hizli santrifiij islemi tekrarland: ve tiipte
kalan etil alkol pipet ucu ile alind1. 65°C’lik etiivde DNA 20 dakika kurutulduktan
sonra iizerine 500 puL TE eklenerek ¢oziildii (89).
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3.2.2. DNA’nin Spektrofotometrede Konsantrasyonunun Olciimii

Izole edilen DNA’larin 1/50 diliisyonlari hazirlandi ve 260 nm dalga
boyundaki absorban degerleri okundu. 1 OD’nin 50 ng/ul DNA miktarina
esitliginden gidilerek 260 nm dalga boyunda okunan absorban degerlerinden,
Orneklerdeki DNA konsantrasyonu hesaplandi. Polimeraz zincir reaksiyonunda
(PCR) kullanilmak iizere DNA’lar steril deiyonize su ile 50 ng/ul olacak sekilde
sulandirildi (90).

3.2.3. Yarismali ARMS ile 35delG’nin Taranmast
3.2.3.1. Yarismah ARMS icin PCR

GJB2 geni 35delG mutasyonu taramasi igin gelistirilen yarismali ARMS’1n
optimizasyonunda Oncelikle homozigot 35delG, heterozigot 35delG ve normal
allelere sahip oldugu bilinen bireylerin DNA’s1 kullanilarak PCR. Yapildi. 35delG
mutant alleli belirlemek i¢in mutasyona spesifik 35delGMR primeri ve normal alleli
belirlemek igin normal allele spesifik 35delGNR primeri dizayn edildi. Bu
primerlerle birlikte calismak iizere forward primer olarak CxF1 (11) kullamidi
(Tablo 7).

Tablo 7. 35delG mutasyonu belirlemek icin kullanilan allel spesifik primerlerin
dizileri
Primer Primer baz dizisi

35delGNR 5’-gga gtg ttt gtt cac acc ccc c-3’
35delGMR 5’- a gtg ttt gtt cac acc ccc a- 3’
CxFl1 5’- cat tcg tct ttt cca gag ca- 3’
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PCR, 25 pl toplam hacimde 200 ul’'lik tiiplerde yapildi. Reaksiyon kangimu
buz iizerinde yapildi. PCR reaksiyonu X reasiyon tamponundan 2.5ul ( 50 mM
KCL, 10 mM Tris-HCl, pH 9.0, %1 Triton-X), 1.2 mM MgCl,, 160 uM her bir
deoksiniikleotid trifosfat (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), her bir primerden
(35delGMR, 35delGNR, CxF1) 5 pmol, 200 ng genomik DNA ve 0.5 U Tag DNA
polimeraz kullanilarak hazirlandi. Amplifikasyon igin ilk sikliis 94 °C’de 7 dk
denaturasyon, 35 dongii olan ikinci sikliis 94 °C 35 saniye denaturasyon, 64 °C’de 3
dk primer baglanmas: (annealing), 72 °C 35 saniye sentez (extension), son sentez

sikliisii 72 °C’de 5 dk ve 4 °C’de saklama seklinde yapildi.

3.2.3.2. Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile 35delG’nin Gésterilmesi

1. Poliakrilamid jel elektroforez icin camlarimin hazirlanmasi:

PCR iriinlerinin analizi 20X20 dikey elektroforez diizeneginde yapildi.
Kulakli ve diiz camlar % 70’lik etil alkolle tiger kere silindi. Kulaksiz cama 0.5 ml
yapistiric1 soliisyon dokiildii ve cama homojen bir sekilde dagilmasi icin gazli baz
ile iyice ovuldu. Kulakli cama Rain X dokiilerek homojen bir sekilde yayilmast i¢in
gazli bez ile iyice ovuldu. Her iki cam da gazli bez veya kagit havlu kullanilarak %
70’lik etil alkol ile liger kere tekrar silinerek yapiskan soliisyonun ve Rain X’in
fazlas1 alindi. Camlann iki yamina ve alt kismuna 0.4 mm kalinhifinda spacerlar

konularak klempslerlen tutturuldu.

2. % 10’luk dogal poliakrilamid jelin hazirlanmasi ve dokiilmesi:

Sml % 40’ ik Akrilamid-bis akrilamid soliisyonu (19:1)
2ml 10X TBE tamponu
13 ml dH,0

100 pl APS (%10’1uk) (taze hazirlandi)
10 ul TEMED
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Toplam 20 ml olarak hazirlanan jel hava kabarcid1 kalmayacak sekilde 50
ml’lik enjektérle daha Once hazirlanan camlann arasina dokiildii. Tarak

yerlestirilerek klempslerle tutturuldu ve donmasi igin 1 saat beklendi.

3. PCRiiriinlerinin jele yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi:

Iki cam arasina dokiilen jel polimerlestikten sonra tarak ve alt spacer
cikartildi. Alt spacerin olusturdugu bosluk ve elektroforez cihazimin alt haznesi
1XTBE tamponla dolduruldu. Jel elektroforez cihazina yerlestirildi cihazinin {iist
haznesi 1XTBE tomponla dolduruldu. Jel 30 dk ©on elektroforez islemine tabi
tutuldu. Uzerine 5 pl yiikleme tamponu ilave edilen PCR iiriinlerinin 15 pl’si jelin
kuyucuklarina yiiklendi. Ornekler 350 Volt, 38 mA’de 5 saat yiiriitiildii.

4. Giimiis nitrat ile boyama

i. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra gii¢ kaynag: kapatildi ve jel camlarla
birlikte diizenekten alindi. Jelin yapismis oldugu kulaksiz cam tutularak kulakh
cam kenarindan hafifce zorlanarak kaldirildi.

ii. Jelin yapismus oldugu cam % 10’luk asetik asit icinde 30 dk orbital kanstiricida
calkalanarak fikse edildi.

iii. Fiksasyon islemi tamamlandiktan sonra jel iki kez 3 dk siire ile distile su ile
yikandi.

vi. Jel %0.1’lik giimiis nitrat soliisyonunda 30 dk calkalandi.

v. Jel, giimiis nitrattan sonra yaklasik 5 saniye distile su ile yikandi.

vi. Jelin iizerine % 3.4 (w/v) sodyum karbonatin yansi dokiildii. Bandlar gériiniir
hale gelince sodyum karbonat bosaltilip geride kalan taze sodyum karbonat jelin
lizerine dokiildii. Bantlar koyulasinca fiksasyon icin jel %10’luk asetik aside
alindi.

vii. Bandlar goriiniir hale gelince jel %10’luk asetik asit kaldirilarak boyama islemi
durduruldu (yaklagik 2-3 dakika).

viii Jel cesme suyunda yaklasik 4-5 dakika yikandi (91).



42

3.2.4. SSCP Analizi

35delG mutasyonunu homozigot olarak tasiyan bireyler hari¢ tutularak
heterozigot 35delG’lere ve bu mutasyonu tasimayan drneklere SSCP analizi yapildu.
SSCP analizi igin GJB2 geninin amplifikasyonu ortiisen 4 ¢ift primer ile yapildi
(11). Amplifikasyonda kullanilan primerlerin isimleri, gen tizerindeki yerleri,

niikleotid dizileri ve PCR iiriinlerinin biiyiikliikleri Tablo 8’de verildi.

Tablo 8. GJ/B2 genini amplifikasyonunda kullanilan primerler

Isim Primer baz dizisi Pozisyonu PCR iiriinii

CxF1 5’-cattcgtcttitccagagca-3’ (-38’den -19’a)

CxR1l 5’-cac gtg cat ggc cac tag - 3’ (+258°den +268’¢e) 323 bp
CxF2 5’-cgtgtgctacgatcactac—3’ (+186°den +204’a)

CxR2 5’-agccttcgatgeggacctt—3’ (+391°den +373’¢) 206 bp
CxF3 5’-acc gga gac atg aga agaag - 3’ (+290°den +309’a)

CxR3 5’-ttccagacactgcaatcatg-3’ (+602’den +583°¢) 312bp
CxF4 5’-tat gtc atg tac gac ggc t - 3’ (+463’den +481°¢)

CxR9 5’-tct aac aac tgg gcaatgc—3’ (+702°den +684’¢) 239 bp

3.2.4.2. SSCP Analizi i¢in PCR

Amplifikasyon 25 ul'lik hacimde yapildi. PCR karisimi, 1 X reasiyon
tamponundan 2.5ul (50 mM KCL, 10 mM Tris-HCI, pH 9.0, %1 Triton-X), 1.5 mM
MgCl,, her bir deoksiniikleotid trifosfattan 200 uM (dATP, dTTP, dGTP, dCTP),
her bir primerden (forward-reverse) 7 pmol, 200 ng genomik DNA ve 1 U Tag
DNA polimeraz olacak sekilde hazirlandi. Amplifikasyon igin ilk sikliis 94 °C’de 7
dakika denatiirasyon, 35 déngii olan ikinci sikliis 94 °C 50 saniye denatiirasyon,
CxF1/CxR1 igin 55 °C’de, CxF2/CxR2 ve CxF3/CxR3 igin 57 °C’de, CxF4/CxR4
icin 56 °C’de olmak iizere 50 saniye primer baglanmasi (annealing) ve 72 °C 50
saniye sentez (extension). Son sentez sikliisii 72 °C’de 10 dakika ve 4 °C’de

saklama seklinde yapild1 (11).
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Altt pl PCR iiriinii iizerine 5ul yilikleme tamponu ilave edilerek TAE
tamponu ile hazirlanan %2’lik agaroz jelde 80 voltta 30 dakika yiiriitiilerek kontrol
edildi (Sekil 9).

3.2.4.3. GJB2 Mutasyonlarmin SSCP Analizi fle Taranmasi

1. Poliakrilamid Jel Elektroforez icin Camlarimn Hazirlanmas::
SSCP analizi igin 35X45 cm Oolgiilerinde sekans elektroforez diizenegi
kullanildi. Camlarin temizlenmesi ve hazirlanmasi boliim 3.2.3.2°deki gibi yapildi.

0.4 mm kalinlifinda spacer ve kopek disli tarak kullanildi.

2. % 6’lik (29:1) dogal poliakrilamid jelin hazirlanmas: ve dokiilmesi:
SSCP analizinde PCR iiriinleri %5 gliserol igeren ve icermeyen iki farkl

jelde yiiriittildii.

i. %S5 gliserol iceren % 6’hk (29:1) dogal poliakrilamid jel
10.5 ml % 40’hk Akrilamid-bis akrilamid soliisyonu (29:1)

7 ml 10X TBE tamponu

3.5ml Gliserol

49 ml dH,;0

350 ul APS (%10’1uk) (taze hazirland1)
35u TEMED

ii. Gliserol icermeyen % 6’k (29:1) dogal poliakrilamid jel:
10.5 ml % 40’1ik Akrilamid — bis akrilamid soliisyonu (29:1)
7 ml 10X TBE tamponu
52.5ml dH,0
350 ul APS (%10’1uk) (taze hazirlandr)
35ul TEMED
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Toplam 70 ml’de hazirlanan jel 50 ml’lik enjektore cekilerek daha Gnce
hazirlanan camlarin arasina jelde hava kabarcig1 olmayacak sekilde dékiildii. Kopek
disli tarak ters olarak yerlestirilip klempslerle tutturuldu ve donmas: igin 1 saat

bekletildi.

3. PCRiiriinlerinin SSCP jeline yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi

ki cam arasina dékiilen jel polimerlestikten sonra tarak ve alt spacer
cikartildi. Alt spacerin olusturdugu bosluk ve elektroforez cihazimin alt haznesi
1XTBE tamponla dolduruldu. Jel elektroforz cihazina yerlestirildi cihazinin iist
haznesi 1X TBE tomponla dolduruldu. Jel 30 dk 6n elektroforez islemine tabi
tutuldu. Kopek disli tarak jele yerlestirilerek kuyucuklar olusturuldu. Uzerine 5 pl
denaturan yiikleme tamponu ilave edilen PCR iiriinleri 95 °C’de 4 dakika denatiire
edilerek buz iizerine alindi. Orneklerin 7 ul'si jelin kuyucuklarina yiiklendi.
Ornekler 300 Voltta 20 saat yiiriitiildii. Jelin 1stnmamasina dikkat edildi. Klima
calistinlarak jelin 1sis1 16-20 °C arasinda tutuldu.

4. Giimiis nitrat ile boyama ve goriintiilleme

Jelin giimii nitrat ile boyanmasi ve fotografinin ¢ekilmesi béliim 3.2.3.4’de
anlatildig1 gibi yapildi.

Kontrollerden farkli band paterni veren PCR &rneklerinin hangi bireye ve
GJB2 geninin hangi primer c¢ifti ile amplifiye olan bolgesine karsiik geldigi
belirlendi.
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3.2.5. Mutasyonlarin DNA Dizi Analizi Ile Gosterilmesi
3.2.5.1. Dizi Analizi icin DNA Orneklerinin PCR ile Cogaltilmasi

SSCP analizinde normal sekansa sahip PCR iiriinlerinden farkli band paterni
veren PCR iirtinleri DNA dizi analizinde kalip DNA olarak kullanildi. Bolim
I11.2.4.2.’de oldugu gibi amplifiye edildiler. Dizi analizi reaksiyonunda kullamiimak

iizere saflastirildilar.
3.2.5.2. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi
PCR iiriinlerinin temizlenmesi purifikasyon kiti kullanilarak yapildi.

i. 30 ul — 300 pl PCR iiriiniéi 1.5 ml’lik eppendorf tiipe alind1 ve iizerine 100l
Piirifikasyon tamponu ilave edilerek 5-10 saniye vortekslendi.

ii. Kanisimin iizerine 1ml Resin ilave edilerek 1’er dakika ara ile ii¢ kere kisa siire
vortekslendi. Resin-DNA karisimi siringaya ¢ekildi ve mikro-kolondan gegirildi.

iii. Ardindan kolonu yikamak icin kolondan 2 ml %80’lik izopropanol gegirildi.
Kolonu tamamen temizlemek igin kolondan 1 ml daha %80’lik izopropanol
gecirildi.

iv. Mikro-kolon 1.5 ml’lik eppendorf tiipe alinarak 10.000 g’de 2 dakika santrifiij
edildi ve izopropanol kalintis1 tamamen uzaklastinlr.

v. Mikro-kolon 1.5 ml’lik temiz bir eppendorf tiipe gegirilerek tizerine 50-100 pl
65-70 °C’de dH,O eklendi. Kolonlar 1 dakika bekletilerek 10.000g’de 25 saniye
santrifiij edildi.

vi. Eppendorfa gecen PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde 80 voltta 20 dakika
yiiriitiilerek kontrol edildi (92).
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3.2.5.3. DNA Dizi Analizi i¢cin PCR

DNA dizi analizi kit kullanilarak yapildi. Reaksiyon karisimlarinin
hazirlanmasi tamamen buz {izerinde gergeklestirildi. DNA dizi analizi
reaksiyonunda baz dizisi belirlenecek her bir PCR iiriinii igin 4 adet 200 ul’lik tiip
buz iizerine yerlestirildi.

Sirasiyla:

1. tiip 2 pl d/ddATP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP ve ddATP)

2. tiip 2 pl d/ddTTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP ve ddTTP)

3. tiip 2 ul d/ddGTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP ve ddGTP)

4. tiip 2 pl d/ddCTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP ve ddCTP) konuldu.

Her bir tiipiin iizerine 20 pl mineral oil ilave edilerek mineral oil’in ¢dkmesi icin
kisa siire santrifiij edildi. Tablo 9°’da verilen DNA dizi analizi reaksiyonu karigimu,

d/ddNTP bulunan her bir tiipe 4 pl olacak sekilde dagitild: (31).

Tablo 9. DNA dizi analizi reaksiyonu

Enzim tamponu 2X S5ul
Primer 10 pmol/ul 1l
Kalip DNA 0.2 ng/ul 3ul
dH,0 Enjeksiyonluk su 7 ul
Taq DNA polimeraz 5U0/ul 1ul
Toplam 17 wl

Tiipler tekrar kisa bir siire santrifiij edilerek c¢oktiiriildi ve Termalcycler’a
yerlestirildi. DNA sekans reaksiyonu 95 °C’de 4 dakika bir siklus (ilk
denatiirasyon), 95 °C’de 45 saniye, 55 °C’de 45 saniye ve 70 °C’de 45 saniye olmak
iizere 55 siklusta tamamland1 ve 4 °C’de bekletildi. Ornekler 4 °C bekletilmeden buz
lizerine alinarak her bir tiipii iizerine 3 pl stop soliisyonu ilave edilerek santrifiijde

coktiiriildii ve jele yiiklemeye hazir hale getirildi.
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3.2.5.4. DNA Dizi Analizini i¢in Jel Elektroforezi

1. DNA dizi analizi icin camlarin hazirlanmasi:
Sekans analizi igin 34X45 cm Olgiilerinde sekans elektroforez cihazi
kullanildi. Elektroforez cihazinin camlarin temizlenmesi ve hazirlanmasi boliim

3.2.3.2’deki gibi yapildi. 0.4 mm kalinlifinda spacer ve kopek disli tarak kullanildi.

2. DNA dizi analizi icin denatiirant poliakrilamid jelinin hazirlanmasi:
Sekans analizinde, akrilamid-bis akrilamid oram 19:1 olan % 7 lik jel
kullanildi. Jele denatiiran olarak 7 M {ire kullanildi. Her seferinde akrilamid ve bis-

akrilamid karisimi taze olarak hazirlandi

%7T’lik denatiiran jel

Akrilamid 4642 g
Bis akrilamid 0.258 g
TBE (10X) 7 ml
Ure 294¢g
dH,O =
Toplam 70 ml

Hazirlanan jelin tamamen homojen hale gelmesi icin manyetik karistiricida

yeterince karistirildi. Hazirlanan jel dokiilmeden hemen 6nce iizerine;

350 ul APS (%10’luk)
35l TEMED ilave edildi.

Enjektore cekilen jel hazirlanan camlarin arasina hava kabarcifi birakilmadan
dokiildii. Kopek disli tarak ters olarak jelin iist kismina yerlestirildi ve klempslerle
tutturuldu. Jel bir saat siire ile polimerizasyona birakildi.
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3. Orneklerin jele yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi:

Jel polimerize olduktan sonra ters olarak yerlestirilen kopek disli tarak
¢ikartildi. Taragin yeri 1X TBE ile iyice yikandi, jel kalintilari temizlendi. Jelden alt
spacer de ¢ikartildt ve yeri 1X TBE ile dolduruldu. Elektroforez cihazinin alt
haznesi 1X TBE ile doldurulduktan sonra jel elektroforez iizerine yerlestirildi ve iist
tank 1XTBE ile doldurulduktan sonra 1400 voltta 45 dakika 6n yiiriimeye birakildi.
On yiirlimeden sonra jelin iist kismu jele zarar vermeden temizlendi. Kopek disli
tarak kuyucuklar olusacak sekilde jele yerlestirildi. Ornekler 95 °C’de 4 dakika
denatiire edildikten sonra, seri bir sekilde %7°lik denatiiran poliakrilamid jele
yiiklenip 1400 volt’ta 3-4 saat yiiriitiildii. Elektroforez sirasinda jelin sicaklig

kontrol edilerek 55 °C’nin iizerine ¢ikmamasina dikkat edildi.

4. Gilimiis nitrat ile boyama ve goriintiileme:
Jelin gilimiis nitrat ile boyanmasi bolim 3.2.3.2’de anlatildig: gibi yapild.
Elde edilen baz dizilisi okunarak Gen Bankasindan alinan GJB2 geninin sekansi ile

karsilastirild1 ve mutasyonlar tespit edilerek goriintiilendi.
3.2.5. Yeni Mutasyonlarin Kontrol Grubunda Taranmasi

SSCP analizi ve DNA dizi analizi sonucunda belirlenen ve daha énce GJB2
geninde gosterilmemis 517C—>T ve 238C—A mutasyonlarinin isitme kaybina
neden olabilecek bir mutasyon olup olmadigim belirlemek i¢in normal alleli ve
varyant alleli amplifiye edebilecek allel spesifik primerler dizayn edildi (Tablo 10).
Dizayn edilen primerler kullanilarak, mutasyonu tasiyan bireye mutasyonun hangi
ebeveynden geldigi ve diger kardeslerindeki etkisi gosterildi. Mutasyonlarin
polimorfizm olup olmadif ailesinde isitme bozuklugu hikayesi olmayan ve kontrol

grubu olarak secilen 117 saglikli birey tarandi.
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Tablo 10. 517C—-T ve 238C — A mutasyonlar icin dizayn edilen allel spesifik
primerlerin dizileri.

Isim Primer sekansi
M238 R2 5’- gtggacacgaagatcag cct -3
N238 R2 5’- ggacacgaagatcag ccg -3’
Cx F2 5’- cgtgtgctacgatcactac-3
N517R2 5’- cac agt gtt ggg aca atg- 3’
M517 R2 5’- tc cac agt gtt ggg aca aca- 3’
Cx F4 5’- tat gtc atg tac gac ggct -3’

3.2.5.1. 517C—>T Mutasyonunun Kontrol Grubunda Taranmasi

517C—-T degisimini tasiyan alleli gostermek i¢in CxF4 primeri ile 74 bp’lik
PCR iiriinii verebilecek M517R2 primeri ve normal alleli gostermek i¢in CxF4
primeri ile 72 bp’lik PCR iiriinii verebilecek N517R primerleri dizayn edildi (Tablo
10). PCR reaksiyonu bolim 3.2.3.1°deki gibi hazirlandi. Amplifikasyon igin ilk
dongii 94 °C’de 7 dk denaturasyon, 30 d6ngii olan ikinci sikliis 94 °C 35 saniye
denaturasyon, 58 °C’de 45 saniye primer baglanmasi (annealing), 72 °C 35 saniye
sentez (extension) ve 4 °C’de saklama seklinde yapildi. PCR iiriinleri iizerine 5 pl
yiikleme tamponu ilave edilerek %10’luk dogal poliakrilamid jelde, 350 Voltta, 38
mA’de 5 saat elektroforez edildi. Giimiis nitrat ile béliim 3.2.3.2°deki gibi boyandi.

3.2.5.2. 238C—A Mutasyonunun Kontrol Grubunda Taranmasi

238C—A degisimini tasiyan alleli gostermek icin CxF2 primeri ile 72 bp’lik
PCR iiriinii verebilecek allel spesifik M238R2 primeri ve normal alleli gdstermek
icin CxF2 primeri ile 70 bp’lik PCR {iriinii verebilecek allel spesifik N238R
primerleri dizayn edildi. PCR reaksiyonu bolim 3.2.3.1°deki gibi hazirlandi.
Amplifikasyon igin ilk sikliis 94 °C’de 7 dk denatiirasyon, 30 dongii olan ikinci

siklis 94 °C 35 saniye denatiirasyon, 55 °C’de 35 saniye primer baglanmasi
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(annealing), 72 °C 35 saniye sentez (extension) ve 4 °C’de saklama seklinde yapildi.

PCR iiriinleri iizerine 5 pl yiikleme tamponu ilave edilerek %10’luk dogal

poliakrilamid jelde, 350 Voltta, 38 mA’de 5 saat elektroforez edilerek giimiis nitrat
.ile 3.2.3.2°deki gibi boyandi.



4. BULGULAR

Calisma kapsaminda, otozomal resesif non-sendromik isitme kayiphi 96
cocugun GJB2 geni mutasyonlari tarandi. Calisma grubu Karadeniz Bolgesi, Dogu
Anadolu Bolgesi ve I¢ Anadolu Boélgesini kapsamaktadir. Calismaya dahil edilen
ailelerden alinan bilgilere gore secilen aileler arasinda akrabalik yoktu. Orneklerin
her birinin ailesinde birden fazla isitme engelli birey vardir. Ayrica ¢alisma grubuna
dahil edilen bireylerin %64.5’inin anne-babasi arasinda akrabalik vardi (Tablo 11).

Yapilan mutasyon taramasi sonucunda 25 bireyde homozigot ve 3 bireyde
kompaund heterozigot olmak iizere 28 bireyin her iki allelinde GJB2 mutasyonu
belirlendi. ki bireyde ise GJB2 mutasyonu heterozigot olarak goriildii. Ayrica 4
bireyde de heterozigot olarak polimorfizm goriildii. GJB2 mutasyonu sonucu isitme
engelli olan bireylerin isitme seviyeleri siddetli isitme kayb1 ve derin isitme kaybi

arasinda degismekteydi.

Tablo 11. Calismaya dahil edilen bireylerin ailelerindeki ve tek bir kusaktaki isitme
eng“elli birey, anne-babalan arasindaki akrabalik, alindiklar1 okullar ve yasadiklar iller.

Ornek Isitme Engelli Sayis1 Anne-Baba Yasadigt
No Afledeki  Tek Bir Kusaktaki Akrabahg Okulu I
1 5 3 + RIE Artvin

2 2 1 + RIE Rize

3 3 3 + RIE Rize

4 2 2 + RIE Rize

5 2 1 - RIE  Artvin
6 5 3 + RIE Rize

7 2 2 + RIE Trabzon
8 2 1 + RIE  Artvin
9 3 2 - RIE Trabzon
10 5 3 + RIE  Trabzon
11 3 2 + RIE  Trabzon
12 2 1 - RIE  Trabzon




Tablo 11’in devam

~ Ornek Isitme Engelli Sayis Anne-Baba Okulu Yasadigx
No Ailedeki Tek Bir Kusaktaki Akrabalif 1
13 2 2 - RIE  Giresun
14 4 4 + RIE Trabzon
15 2 2 - RIE Rize
16 5 4 + RIE Trabzon
17 3 2 - RIE Rize
18 7 3 + RIE * Rize
19 2 2 - RIE Rize
20 2 2 + RIE  Ardahan
21 4 2 + RIE Ordu
22 2 2 - RIE Rize
23 4 2 + RIE Trabzon
24 3 2 - RIE Ordu
25 2 2 + RIE Trabzon
26 5 2 - RIE Trabzon
27 3 3 + RIE Rize
28 3 2 + RIE Rize
29 11 4 + RIE Rize
30 2 2 + RIE Trabzon
31 5 4 - RIE Ordu
32 3 1 - RIE  Artvin
33 2 2 - TIE * Trabzon
34 4 4 + TIE  Giresun
35 9 2 - TIE  Tokat
36 2 2 + TIE Giresun
37 2 2 + TIE  Samsun
38 2 2 - TIE Samsun
39 3 1 - TIE  Trabzon
40 2 2 + TIE Trabzon
41 5 3 - TIE Trabzon
42 2 1 + TIE  Trabzon
43 4 2 - TIE Trabzon
44 2 2 + TIE Trabzon
45 5 2 - TIE Samsun
46 2 1 + TIE Samsun
47 4 2 + TIE Kars
48 2 2 + TIE Samsun
49 8 2 - TIE  Erzurum
50 3 2 + TIE Amasya
51 2 2 + TIE Amasya
52 3 3 + TIE  Sivas
53 5 2 - TIE Amasya
54 2 2 + TIE Amasya
55 4 4 + TIE Bitlis
56 7 3 + TIE Van
57 6 3 + TIE Van
58 2 2 + TIE Ordu
59 3 3 + TIE Van




Tablo 11’in devam
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Ornek Isitme Engelli Sayist Anne-Baba Yasadig
No Afledeki  Tek Bir Kusaktaki Akrabahn Okulu n
60 3 3 + TIE Kars
61 2 2 + TIE Van
62 5 2 + TIE Trabzon
63 6 2 + TIE Rize
64 3 2 + TIE Trabzon
65 3 1 + TIE Trabzon
66 2 2 + TIE Trabzon
67 2 2 + TIE Trabzon
68 5 3 + TIE Trabzon
69 2 2 - TIE Trabzon
70 2 2 + TIE Trabzon
71 4 3 - TIE Trabzon
72 3 3 - TIE Trabzon
73 2 2 + TIE Trabzon
74 5 4 - OIE Kastamonu
75 3 2 + OIE Giresun
76 3 3 + OIE Kirikkale
77 4 2 + OIE Ordu
78 4 3 - OIE Ordu
79 2 2 + OIE  Amasya
80 5 2 - OIE Kiitahya
81 2 2 + OIE Tokat
82 3 3 - OIE  Giimiishane
83 5 5 + OIE Kastamonu
84 4 3 + OIE  Isparta
85 2 2 - OIE Samsun
86 2 2 - OIE Istanbul
87 5 2 + OIE Corum
88 3 2 + OIE  Amasya
89 2 2 + OIE Amasya
90 4 4 + OIE Sivas
91 2 2 - OIE  Sinop
92 3 3 - OIE Bartin
93 2 2 - OIE  Samsun
94 2 2 + OIE  Samsun
95 2 1 - OIE  Eregli
96 11 2 + TIE Trabzon

Ti.E : Trabzon - Camlik Isitme engelli i_lkﬁgretim ve Cok Programli Lisesi
RIE : Rize - Caykent Isitme Engelliler Ilk6gretim Okulu

OIE : Ordu - Nuriye-Halit Cebi Isitme Engelliler Cok Programl Lisesi
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4.1. 35delG Mutasyonunun Yarismah ARMS ile Gésterilmesi.
4.1.1. 35delG’nin Belirlenmesi icin Yarismalh ARMS’1in Optimizasyonu

Yansmali ARMS orneklere uygulanmadan once normal, heterozigot ve
homozigot 35delG oldugu sekans analizi ile gosterilen Ornekler kullamilarak
reaksiyon optimize edildi.

Homozigot normal kisiye ait DNA kalip olarak kullamildifinda yalnizca
normal allelin, normale spesifik 35delGNR primeri ile amplifikasyonu sonucunda
89 bp’lik normal alleli gosteren PCR iiriinii alindi. Homozigot mutant kisiye ait
DNA kalip olarak kullanildifinda, mutant allelin mutantan allele spesifik
35delGMR primeri ile amplifikasyonu sonucunda 86 bp’lik mutant alleli gosteren
PCR iiriinii alindi. Aym zamanda normal allele spesifik 35delGNR primerinin
mutant allele ile de non-spesifik amplifikasyonu sonucunda 88 bp’lik soluk bir PCR
iirtinii elde edildi.

Heterozigot bireylerin DNA’sinin kalip olarak kullanildig: reaksiyonlarda ise
normal alleli gosteren 89 bp’lik PCR iiriinii, mutant alleli gosteren 86 bp’lik PCR
iiriinii ve non-spesifik amlifikasyon {iriinii olan 88 bp’lik bir PCR iiriinii elde edildi
(Sekil 7). Tek bir reaksiyonda normal bireyi, heterozigot ve homozigot 35delG’li
bireyleri birbirinden ayirmak miimkiin hale geldi.



55

o 100 bp

89 bp
88 bp (ns)

86 bp
> 82 bp

Sekil 7. 35delG mutasyonunun yarigmali ARMS gosterilmesi. 1, normal allel; 2,
homozigot 35delG; 3, heterozigot 35delG; M, DNA markir (X174 DNA/Hinf 1);
ns, nonspesifik bant

4.1.2. Orneklerde 35delG Mutasyonunun Yarismah ARMS fle Taranmas:.

Yarismali ARMS kullanilarak otozomal resesif nonsendromik isitme kayiph
bireyde 35delG mutasyonlari belirlendi. 96 bireyin 20’sinde (% 20.8) homozigot ve
4’linde (% 4.2) heterozigot olarak 35delG belirlendi. 35delG’yi homozigot olarak
tastyan bireylerin 14’iiniin (%70) anne-babasi arasinda akrabahk vardi. Bu
bireylerin isitme seviyeleri belirlendiginde 35delG’nin hem siddetli hem de derin
isitme kaybina neden olabildigi goriildii. Ayrica bu fark bireylerin her iki kulag:
arasinda da goriilmiistiir (Tablo 14).
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4.2. GJB2 Geninin SSCP Analizi

Doksan alti birey arasindan homozigot 35delG tespit edilen 20 birey SSCP
analiz ¢alismasindan hari¢ tutuldu. 35delG mutasyonu goriilmeyen 72 ornek ve
heterozigot 35delG goriilen 4 6rnek olmak iizere toplam 76 6rnege SSCP analizi
yapildi. 681 niikleotidi ve tek bir ekzonu olan GJB2 geni, SSCP analizi icin daha
kisa DNA zincirlerine ayrilacak sekilde dort bolgede amplifiye edildi. Birinci bolge
CxFI1-CxR1 primerleri, II. bolge CxF2-CxR2 primerleri, III. bolge CxF3-CxR3
primerleri ve IV. bolge CxF4-CxR4 primerleri ile amplifiye edildi. Dort bolgenin

PCR iiriinleri % 2'lik agaroz jelde elektroforez edilerek goriintiilendi (Sekil 8).

726 bp

427 bp €]
311 bp
200 bp €—

118 b

Sekil 8. SSCP analizinde kullamlacak GJB2 geni PCR driinleri. M;
0X174DNAHinf 1, 1; 1. bolge PCR iiriinii (323 bp), 2; II. bolge PCR iiriinii (206
bp), 3; I1I. bolge PCR iiriinii (312), 4; IV bolge PCR iiriinii (239),

SSCP analizi ile mutasyon taramasi yapilacak olan toplam 76 bireyin PCR
tiriinleri 40 ve 36 ornek olmak iizere iki gruba ayrilarak elektroforez edildi. Tablo
12°de her iki gruptaki érneklerin jele yiiklenilis siras1 gosterildi. Her bolge iki grup
halinde jele yiiklendi ve elekroforez sonucunda orneklere ait bantlar kontrollerle

karsilastirilarak farkli bant veren 6rnekler belirlendi.
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Tablo 12. Orneklerin SSCP jeline yiiklenilis sirasi.

Grup Jele yiiklenilis sirasi
1.Grup 1,2,5,7,8, 10-13, 15-22, 24, 25, 27, 28, 30, 32-40, 42-47, 49-51
2.Grup  52-59, 61-63, 65, 66, 68-75, 77, 78, 83-95

I. bolgenin SSCP analizi

GJB2 geninin CxF1 ve CxRI primerleri ile amplifiye edilen birinci
bolgesinden elde edilen 323 bp’lik PCR iiriinlerinin SSCP analizi sonucunda, 3
ornekte kontrole kiyasla farkh bantlar gozlendi (Sekil 9).

L. Grup

M1 8 16 24 2 35 40 S1KIK2

M 52 68 75 88 95 KIK2

Sekil 9. GJB2 geni 1. bolgesinin %5 gliserol igeren % 6’lik non-denature
poliakrilamid jelde SSCP analizi sonuglart. I. Grup: M3 ¢X174DNAHinf 1, 1, 2, §,
7, 10-13, 15-22, 24, 25, 27, 28, 30, 33-40, 42-47, 49-51; Normal, 8, 32; Mutant. K1
ve K2; Kontrol. II. Grup. M; ¢X174DNAHinf 1, 52-59, 61-63, 65, 66, 69-75, 77,
78, 83-95; Normal, 68; Mutant, K1 ve K2; Kontrol.
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I1. bolgenin SSCP analizi.

GJB2 geninin CxF2 ve CxR2 primerleri ile amplifiye edilen ikinci
bolgesinden elde edilen 206 bp’lik PCR iiriinlerinin SSCP analizi sonucunda, 5

ornekte kontrole kiyasla farkh bantlar gozlendi (Sekil 10).

I. Grup

M1 11 20 27 36 46 51KN

-

hae iy e Al ot 5 5 et rdiriiid Sl

-\sn——*—- —— i s

I1. Grup
MS2 8§ 62 7 78 87 93 95KIK2N
' .
-
-
Ead = p— ——

Sekil 10. GJB2 geni II. Bolgesinin %5 gliserol iceren % 6’hk non-denature
poliakrilamid jelde SSCP analizi sonuglari. I. Grup. M; ¢X174DNAHinf 1, 1, 2, 5,
7, 8, 10, 12, 13, 15-22, 24, 25, 27, 28, 30, 33-40, 42-45, 47, 49-51; Normal, 11, 46;
Mutant. K3 Kontrol, N; Negatif kontrol. II. Grup. M; ¢X174DNAHin/f1, 52-54, 56-
59, 61-63, 65, 66, 69-71, 73-75, 77, 78, 83-86, 88-95; Normal, 55, 72, 87; Mutant,
K1 ve K2; Kontrol, N; Negatif kontrol.



I11. bolgenin SSCP analizi
GJB2 geninin CxF3 ve CxR3 primerleri ile amplifiye edilen iigiincii
bolgeden elde edilen 312 bp’lik PCR iiriinlerinin SSCP analizi sonucunda, 9 6rnekte

kontrole kiyasla farkli bantlar gézlendi (Sekil 11).

I. Grup
M1 11 17 25 38 42 50 KN
-,-l“- - R i e e e e e e Sl it
':

Bkt ool s atlie on aalloctased . aoanfiades

II. Grup

M 52 i35 6S 72 75 R7 €« OS KN

Sekil 11. GJB2 geni III. bolgesinin %5 gliserol iceren % 6’lik non-denature
poliakrilamid jelde SSCP analizi sonuglar.

I. Grup. M; 0X174DNAHinf 1, 1, 2, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 15, 16, 18-22, 24, 25, 27,
28, 30, 33-37, 39, 40, 43-47, 49,51; Normal, 11, 17, 38, 42, 50 ; Mutant, K;
Kontrol, N; Negatif kontrol.

II. Grup. M; ¢X174DNAHinfl, 52-54, 56-59, 61-63, 65, 66, 69-71, 73, 74, 77, 78,
83-86, 88-95; Normal, 55, 72, 75, 87; Mutant, K ; Kontrol, N; Negatif kontrol.
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IV. bolgenin SSCP analizi.
GJB2 geninin CxF4 ve CxR4 primerleri ile apmlifiye edilen dordiincii
bolgeden elde edilen 239 bp’lik PCR iiriinlerinin SSCP analizi sonucunda 1 6rnekte

kontrole kiyasla farkli bantlar gozlendi (Sekil 12).

I. Grup

M1 17 R R a6 SIKN

r“" R . - -~ ——
- mw&su-um -
—a A o e

it At - s s @t s

Bk e O B b W

M 52 61 74 89 95 102947 K (N)

Sekil 12. GJB2 geni IV. bolgesinin %5 gliserol iceren % 6’lik non-denature
poliakrilamid jelde SSCP analizi sonuglari.

I. Grup. M; ¢X174DNAHinf 1, 1, 2, 5, 7, 8, 10-13, 15, 16, 18-22, 24, 25, 27, 28,
30, 32-40, 42-47, 49-51; Normal, 17; Mutant, K; Kontrol, N; Negatif kontrol.

IL. Grup. M; ¢X174DNAHinfl, 52-59, 61-63, 65, 66, 68-75, 77, 78, 83-95, 10, 29,
47; Normal, K ; Kontrol, N; Negatif kontrol.
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SSCP analizi sonucuna gore 8 drnekte yalmzca tek bir bolgede ve 5 6rnekte
iki bolgede olmak iizere 13 ornekte toplam 18 farkl bant goriildii. Farkli bantlar

alinan bireyler ve bolgeler Tablo 13’de gosterildi.

Tablo 13. Farkli bant paterni veren orneklerin GJB2 geni iizerinde olusturulan
bolgelere gore dagilimi.

Kontrollere kiyasla farkh bantlar goriilen bolgeler
I. bolge IL. Bolge II. Bolge IV. Bolge
CxF1-CxR1 | CxF2-CxR2 | CxF3-CxR3 | CxF4-CxR4

Ornek
no

8
11
17
32
38
42
46
50
55
68
11:] 72
12.| 475
13.| 87

W N[

O (90| I ON[h| B

e




4.3. Dizi Analizi Sonuglan

SSCP analizi sonucunda farkli bant paterni gozlenen 13 bireye ait 18

bolgenin DNA dizi analizi yapildi.

L. bolgesinde farkl bant paterni alinan 8, 32, ve 68 numarali bireylerin CxF1
ve CxR2 primerleri ile elde edilen PCR iiriinlerinin DNA dizi analizi CxF1 primeri
ile yapildi. DNA dizi analizi sonucunda her ii¢ bireyde homozigot 71G—A (W24X/
Trp—stop) mutasyonu goriildii. Mutasyon proteinin TM1 domeinini tutmaktadir

(Sekil 13).

NG C AT GiC

/

w3 > Q> i eI 2
UBEPPOorP-ES089KROO=SO> W

MUTANT NORMAL

Sekil 13. 71G—>A (W24X/ Trp—stop) mutasyonunun DNA dizi analizi ile
gosterilmesi.
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II. bolgelerinden farkli bant paterni alinin 11 ve 72 numaral bireylerin CxF2
ve CxR2 primeri ile elde edilen PCR iiriinlerinin DNA dizi analizi CxF2 primeri ile
yapildi. DNA dizi analizi sonucunda 11 numarali bireyde heterozigot ve 72
numarali bireyde homozigot delE120 mutasyonu gozlendi. delE120, 358-359-
360"inc1 niikleotidlere karsilik gelen ve glutamik asit kodlayan GAG kodonunun

kayb1 sonucu olusmaktadir. delE120 proteinin IS2 domeinini tutmaktadir (Sekil 14).
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Sekil 14. Heterozigot ve homozigot delE120’nin (delGAG 358-360) DNA dizi
analizi ile gosterilmesi.
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Yarnismali ARMS ile heterozigot 35delG oldugu gosterilen 46 numaral
bireyin, SSCP analizi sonucunda ILbolgesine farkli bant paterni tespit edildi. CxF2
ve CxR2 primeri ile elde edilen PCR iiriiniiniin DNA dizi analizi CxR2 primeri
kullanilarak yapildi. DNA dizi analizi sonucunda daha oOnce literatiirde rapor
edilmemis ve proteinin TM2 domeinini tutan 238C—A/Q80K mutasyonu

heterozigot olarak gozlendi (Sekil 15).

Pasooaase 0fae
>

W

HETEROZIGOT

Sekil 15. Heterozigot 238C—A (Q80K) (gln—lys) degisiminin DNA dizi analizi ile
gosterilmesi.
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SSCP analizi sonucunda II. bélgesinde farkli bant paterni alimin 55 ve 87
numarali bireylerin CxF2 ve CxR2 primer c¢ifti kullanilarak elde edilen PCR
iriintiniin CxF2 primeri ile DNA dizi analizi yapildi. DNA dizi analizi sonucunda
55 numaral bireyde homozigot ve 87 numarali bireyde heterozigot 310dell4
mutasyonu gozlendi. 310del14 mutasyonu 310 ile 323. niikleotidleri igine alan ve

proteinin IS2 domeinini tutan 14 bazlik bir delesyon sonucu olusmaktadir Sekil 16).
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Sekil 16. Homozigot 310del14 mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi.
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Yarismali ARMS ile bir allelinde 35delG gosterilen ve SSCP analizi
sonucunda III. bélgesine farkli bant paterni gozlenen 17 numaral bireyin CxF3 ve
CxR3 primer ¢ifti ile kullanilarak elde edilen PCR iiriiniiniin CxF3 ile DNA dizi
analizi yapildi. DNA dizi analizi sonucunda daha once literatiirde rapor edilmemis
olan ve proteininin ES2 domeinini tutan 517C—T (P173S) mutasyonu goriildii

(Sekil 17).
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Sekil 17. Heterozigot 517C—T / P173S (prolin—serin) degisiminin DNA dizi
analizi ile gosterilmesi.
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SSCP analizi ile III. bolgesinde farkli bant paterni gozlenen 38, 50 ve 75
numaralt orneklerin CxF3 CxR3 primerleri ile elde edilen PCP iiriiniiniin dizi
analizi CxF3 primeri ile yapildi. DNA dizi analizi sonucunda her ii¢ bireyde de
heterozigot olarak proteinin ES2 domeinini tutan 478G—A/G160S polimorfizmi

goriildii (Sekil 18).
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Sekil 18. Heterozigot 478G—A/G160S (gly—ser) polimorfizminin DNA dizi analizi
ile gosterilmesi.
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SSCP analizi ile I1I. bolgesinde farkh bant paterni alinan 42 numarah 6rnegin
CxF3 CxR3 primeri ile elde edilen PCR iiriintiniin DNA dizi analizi CxF3 primeri
ile yapildi. DNA dizi analizi sonucunda proteinin TM3 domeinini heterozigot olarak

tutan 457G—A/V 1531 polimorfizmini goriildii (Sekil 19).
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Sekil 19. Heterozigot 457G—A/V153I (val—ile) polimorfizminin DNA dizi analizi
ile gosterilmesi.



69

4.3.1. 238C—>A/Q80K’nin Mutasyon Olup Olmadiginin Gosterilmesi

238C—>A/Q80K mutasyonunun goriildiigiic 46 numarali bireyin diger
allelinde 35delG go6zlenmisti. Oncelikle bu bireyin ailesindeki diger bireylerde
35delG’nin dagihm belirlendi (Sekil 20). Ardindan hem 238C—A/Q80K alleline
hem de normal allele spesifik olarak dizayn edilen primerler kullamlarak yapilan
yarismali ARMS ile ailedeki 238C—A/Q80K’'min gegisi belirlendi (Sekil 21).
Ailedeki bireylerin genotipleri aile agaci iizerinde gosterildi (Sekil 22). Q80K ile
35delG’yi kompaund heterozigot olarak tasiyan bireyin saf ses isitme seviyesi

odyometre ile belirlendi (Sekil. 23).

M I-1 12 II-1

12 03 14

89 bp
86 bp

82bp

Sekil 20. 46 numarali bireyin ailesinde 35delG’nin yarismalt ARMS ile
gosterilmesi. M, X174 Hinfl DNA markir; 89 bp, mutant allel; 86 bp, normal allel
I-1, heterozigot 35delG; I-2, homozgot normal; II-1, homozgot normal; II-2,
homozgot normal; II-3, homozgot normal; II-4, heterozigot 35delG:;.

M Il 2 -1 02 13 14

72bp
70bp
66 bp

Sekil 21. 46 numarah bireyin ailesinde 238C—A/Q80K’nin yarismali ARMS ile
gosterilmesi. M, $X174 Hinfl DNA markir; 72 bp, mutant allel; 70 bp, normal
allel I-1, homozgot normal; I-2, heterozigot 238C—A/Q80K; II-1, homozgot
normal; II-2, heterozigot 238C—A/Q80K; II-3, heterozigot 238C—A/Q80K: II-4,
heterozigot 238C—A/Q80K;
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] --/Q80K  --/Q80K 35delG/Q80K

Sekil 22. Q80K degisimi goriilen 46 numaral1 bireyin aile agac1 ve aile bireylerinin
genotipi.
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Sekil 23. Q80K mutasyonunu 35delG ile kompaund heterozigot olarak tasiyan 46
numarali bireyin saf ses esik odyogramu.

Ayrica, kontrol grubu olarak secilen saghkli 117 bireyde >238C—>A/Q80K
icin dizayn edilen allel spesifik primerler kullamlarak 234 allelde tarama yapildi.

Tarama sonucunda kontrol gurubu iginde Q80K alleli goriilmedi.
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4.3.2. 517C—T/P173S Degisimlerinin Mutasyon Oldugunun Gosterilmesi

517C—T/P173S mutasyonunun gorildiigti 17 numarali bireyin diger
allelinde 35delG gozlenmisti. Oncelikle bu bireyin ailesindeki diger bireylerde
35delG’nin dagilimi belirlendi (Sekil 24). Ardindan hem 517C—T/P173S alleline
hem de normal allele spesifik olarak dizayn edilen primerler kullamlarak yapilan
yarismali ARMS ile ailedeki 517C—T/P173S’nin gecisi ve dagilimi belirlendi
(Sekil 25). Ailedeki bireylerin genotipleri aile agaci lizerinde gosterildi (Sekil 26).
Isitme engelli olan her iki kardesin de 35delG ile 517C—T/P173S degisimini
birlikte tasidig1 gozlendi. Her iki bireyinde igitme seviyeleri saf ses odyometre ile
belirlendi. indeks vakada derin isitme kaybi goriiliirken, indeks vaka ile aym
genetipi tasiyan kiz kardesinde siddetli isitme kayb1 goriildii (Sekil. 27).

Sekil 24. 17 numarali bireyin ailesinde 35delG’nin yarismali ARMS ile
gosterilmesi. 89 bp, mutant allel; 86 bp, normal allel; I-1, homozigot normal baba;
I-2, heterozigot 35delG anne; II-1, heterozigot 35delG kardes; II-2, heterozigot
35delG indeks vaka; M, X174 Hinfl DNA markir;

S | ST . .

74 bp
72 bp

Sekil 25. 17 numarali bireyin ailesinde 517C—T/P173S’mn yarismali ARMS ile
gosterilmesi. 74 bp, mutant allel; 72 bp, normal allel; I-1, heterozigot 517C—>T
baba; I-2, 517C—T homozigot normal anne; II-1, heterozigot 517C—T kiz kardes;
I1-2, heterozigot 517C—T indeks vaka; M, $X174 Hinfl DNA markir;
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Sekil 26. 517C—T/P173S mutasyonu goriilen 17 numarali bireyin aile agaci ve aile
bireylerinin genotipi.
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Sekil 27. P173S mutasyonunu 35delG’ile kompaund heterozigot olarak tagiyan 17
numaralt bireyin (II-1) ve aym genotipi tastyan kiz kardesinin (II-2) saf ses isitme
odyogramu.

Kontrol olarak segilen saglikli 117 bireyde, C—»T/P173S i¢gin dizayn edilen
allel spesifik primerler kullanilarak 234 allelde tarama yapildi. Tarama sonucunda

kontrol gurubu iginde P173S alleli goriilmedi.
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Sonug olarak otozomal resesif non-sendromik sensorindral isitme kayipli ve
akraba olmayan 96 bireyin dahil edildigi calismada GJB2 geninin kodlayan
bolgesinde mutasyon taramasi yapildi. Mutasyon taramasi sonucunda 20 bireyde (3,
4, 6,9, 14, 23, 26, 29, 31, 41, 48, 60, 64, 67, 76, 79, 80, 81, 82, 96) homozigot
35delG mutasyonu, Ug bireyde (8, 32 68) homozigot W24X, bir bireyde (55)
homozigot 310dell4, bir bireyde (72) homozigot delE120 ve bir bireyde (87)
310del14, bir bireyde (17) P173S ve bir bireyde (46) Q80K ile kompaund
heterozigot olarak 35delG olmak iizere toplam 28 bireyin her iki allelinde mutasyon
belirlendi. Ayrica bir bireyde (53) heterozot 35delG ve bir bireyde (11) heterozigot
delE120 olmak iizere iki bireyde tek bir allelinde mutasyon belirlendi. Caligmada,
Tiirk toplumunda ikisi cerceve kaymasina (35delG, 310del14) ve biri tek bir amino
asitlik kayba (delE120) neden olan iigii farkli delesyon ile birlikte iki yanlis anlamli
(P173S, Q80K) ve bir anlamsiz (W24X) olmak iizere toplam alti farkh GJB2
mutasyonu gosterildi. Alt1 farkli mutasyondan doérdii (35delG, 310dell4, delE120,
W24X) Tiirk toplumundaki GJB2 mutasyonlarinin %96’sim teskil etmektedir.
Heterozigot olan iki bireyde ise GJ/B2 geninin kodlayan bolgesi DNA dizi analizi ile
tamamen tarandi. Ancak ikinci mutasyon belirlenemedi. Ayrica 3 (38, 75, 50)
bireyde G160S ve bir bireyde (42) V1531 olmak iizere 4 bireyde heterozigot olarak
iki farkli polimorfizm tespit edildi (Tablo 14).
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Tablo 14. GJB2 geninde belirlenen mutasyonlar.

No Ornek No  Akrabalik Mautasyonlar Isitme Kayh
1. 3 + 35delG 35delG - -
2. 4 + 35delG 35delG - -
3. 6 + 35delG 35delG  Siddetli Siddetli
4. 8 + W24X w24X - -
5. 9 - 35delG 35delG  Siddetli Siddetli
6. 11 + delE120 -
7. 14 + 35delG 35delG  Derin  Siddetli
8. 17 A - 35delG P173S Derin Derin

17 B** 35delG P173S  Siddetli Siddetli

9. 23 + 35delG 35delG Derin Derin
10. 26 - 35delG 35delG Derin  Siddetli
11. 29 + 35delG 35delG Derin Derin
12. 31 - 35delG 35delG Derin  Siddetli
13. 32 - W24X W24X Derin Derin
14. 41 - 35delG 35delG Derin Derin
15. 46 + 35delG Q80K Derin Derin
16. 48 + 35delG 35delG - -

17. 53 - 35delG -- - -

18. 55 + 310dell4 310dell4 Derin Derin
19. 60 + 35delG 35delG - -

20. 64 + 35delG 35delG Derin Derin
21. 67 + 35delG 35delG Derin Derin
22. 68 A + w24X w24X Derin Derin

68 B** w24X Ww24X Derin Derin

23. 72 - DelE120 delE120  Derin Derin
24. 76 + 35delG 35delG - -
25. 79 + 35delG 35delG  Siddetli Siddetli
26. 80 - 35delG 35delG - -
27. 81 + 35delG 35delG - -

28. 82 - 35delG 35delG - -
29. 87 + 35delG  310dell4  Derin Derin
30. 96 + 35delG 35delG  Siddetli Siddetli
31. 38 - G160S* -

32. 75 + G160S * -

33. 42 + V1531* --

34. 50 + G160S* --

* Polimorfizm, ** Kardes
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Otozomal resesif non-sendromik isitme engelli 96 bireyin 28’inde belirlenen
mutant GJB2 allellerinin bu grup icerisindeki frekanslar1 ve goriilme sikliklar
hesaplandi. Bu gruptaki 192 allelin 43’iinde goriilen 35delG % 22.9’luk allel

frekansi ile en sik goriilen mutasyondu (Tablo 15).

Tablo 15. GJ/B2 geninde belirlenen mutasyon frekansi ve siklig

Mutasyon Allel frekansi Allel sikh@ (%)
35delG 43/192 224
w24X 6/192 3.1
310del14 3/192 1.6
delE120 2/192 1.04
P173S 1/192 0.5

Q80K 1/192 0.5
Toplam 56/192 29.17

GJB2 mutasyonlarinin rolatif sikliklar: hesaplandiginda ise 35delG’ nin biitiin
GJB2 mutasyonlarinin %75.86’sin1 35delG, %10.7’sini W24X, %5.4’iinii 310del14,
%3.6’s1m1 delE120, olusturdugu goriildii (Tablo 16).

Tablo 16. G/B2 mutasyonlannin rolatif siklig1

Mutasyon  Rélatif Allel Frekans1 Réatif Allel Sikhig (%)

35delG 43/56 76.8
W24X 6/56 10.7
310del14 3/56 54
delE120 2/56 3,6
P173S 1/56 1.8

Q80K 1/56 1.8
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4.4. Odyoleji Sonuclan

GJB2 mutasyonu belirlenen 28 bireyden 19’unun saf ses isitme esikleri
odyometre ile belirlendi (Tablo 14). Dokuz bireye ulasilamadigi igin odyolojik
Olgtimleri yapilamadi. 35delG mutasyonunu homozigot olarak tasiyan 6, 9, 14, 17,
23, 26, 29, 31, 41, 64, 67, 79 ve 96 numaral: 12 bireyin 4’iinde (6, 9, 79, 96)
bilateral siddetli, 5’inde (23, 29, 41, 64, 67) bilateral derin isitme kayb1 ve 3’ilinde
(14, 26, 31) ise bir kulakta siddetli, diger kulakta derini isitme kayb: gozlendi.
W24X mutasyonunu homozigot olarak tasiyan ikisi kardes ii¢ vakada (32, 68A,
68B), 310del14 ve delE120 mutasyonlarim homozigot olarak tasiyan sirasiyla 53 ve
72 numaral bireylerde bilateral derin isitme kaybi goriildii. 35delG ile P173S
mutasyonunu kompaund heterozigot olarak tasiyan iki kardesten 17A numarali
bireyde bilateral derin ve 17B numarali bireyde bilateral siddetli isitme kaybi
goriildii. Yine 35delG’nin Q80K ve 310dell4 ile kompaund heterozigot olarak
goriildiigii sirasiyla 46 ve 87 numarali bireylerin her ikisinde bilateral derin isitme

kayb1 oldugu odyolojik 6l¢iim sonucunda gosterildi.



5. TARTISMA

Yeni dogan her 1000 g¢ocuktan biri prelingual isitme kayipli olarak
dogmaktadir. Yaklasik olarak vakalarin %50’sini bebeklik dénemi enfeksiyonlari,
ototoksik ilaglar veya travmalar teskil ederken geri kalan diger yarisini, %30’unu
sendromik ve %70’ini non-sendromik olmak iizere tek gene bagl prelingual isitme
kayiplar1 olusturmaktadir. Tek gene bagh non-sendromik prelingual isitme
kayiplarinin yaklasik olarak %75’i otozomal resesif kaliim gostermektedir. Non-
sendromik otozomal resesif sagirliga neden olan 29 adet DFNB lokusu
gosterilmisken bu lokuslardan 11°inin geni klonlanmustir. Cesitli toplumlarda
yapilan mutasyon taramalarnn sonucunda otozomal resesif non-sendromik isitme
kayipli vakalarin %20-%60’1indan GJB2 mutasyonlariin sorumlu oldugu
gosterilmistir. GJB2 geninde rapor edilen yaklasik 70 farkli mutasyon arasinda
35delG’nin (30delG) nispi siklig1 %70 civarindadir (2, 4, 45, 48, 50, 51, 93).

Bu calismaya, ¢ogunlugu Karadeniz Bolgesinden olmakla birlikte, Dogu
Anadolu Bolgesinden ve I¢ Anadolu Bolgesinden gelen 6grenciler dahil edildi.
Klinik muayene ile Usher, Pendred ve Waardenburg gibi sendromik isitme kayiplh
bireyler ¢alisma grubundan ¢ikartildi. Enfeksiyon, ototoksik ilac ve travma gibi
cevresel faktorlere bagli gelisen isitme engelli bireyleri calismadan harig
tutulabilmek igin ailesinde en az iki isitme engelli olan bireyler degerlendirmeye
alindi. Otozomal dominant, ve X’e bagh kalitim gosteren ailelere rastlanmadi.
Calismaya otozomal resesif non-sendromik isitme kayipli toplam 334 isitme engelli
bireyin bulundugu 96 farkli aileden birer birey alindi. Calisma grubunu olusturan
otozomal resesif non-sendromik isitme kayipli bireylerin saf-ses isitme seviyeleri
orta-derin arasinda degistirmekteydi. Tiirk toplumunda genel olarak %20 oraninda

olan akraba evliligi (94), ailelerden alinan bilgiler dogrultusunda bu ¢alisma
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grubunda % 66.7 olarak tespit edildi (Tablo 11).

Oncelikle GJB2 gen mutasyonlan arasinda 6nemli bir yer tutan 35delG
mutasyonu yarismalt ARMS ile tarandi. Homozigot 35delG goriilmeyen bireylerde
mutant alleller SSCP analizi ile belirlendi. SSCP’de farkli bant paterni veren
allellere DNA dizi analizi yapildi. Degerlendirmeye alinan 96 bireyin (192 allel)
28’inin her iki allelli ve 2’sinin birer allelinde olmak iizere toplam 58 (%29.29)
allelde mutasyon belirlendi (Tablo 14). Sonug olarak, 192 allelin %22.9’unda
35delG, %3.1’inde W24X, %1.6’sinda 310del14, %1.04’iinde delE120, %0.5’inde
P173S ve %0.5’inde Q80K olmak iizere %30.2 sinde GJB2 mutasyonu belirlendi.
Ayrica 192 allelin %1.6’sinda G160S ve % 0.5’inde V1531 polimorfizmleri goriildii
(Tablo 15).

GJB2 mutasyonlar arasinda énemli bir yer tutan 35delG mutasyonu, her iki
ucunda timin bulunan ardisik alt1 guaninden birinin delesyonu sonucu olustugu i¢in
gosterilmesinde zorluklarla karsilasilmaktadir. Isitme kaybinin teshisinde ve
tagiyicilifin belirlenmesinde 35delG mutasyonunu belirlemek icin ¢esitli ¢alisma
gruplan tarafindan farkli prensiplere dayanan yontemler sunulmustur. 35delG bir
enzim kesim bolgesi olusturmadigi gibi var olan bir enzim kesim bolgesini de
degistirmemektedir. Kupka ve ark. (95) dizayn ettikleri mutagenik primerler ile
PCR iiriinii iizerinde enzim kesim bdlgesi olusturarak 35delG’nin homozigotlugunu
ve heterozigotlugunu PCR’1 takip eden enzim kesimi ve PAGE ile gostermislerdir.
Diger taraftan hem radyoaktif isaretleme hem de non-radyoaktif isaretleme ile
hibridizasyon yontemleri kullamilmustir (66, 96, 97). Allel spesifik PCR’a dayali
olarak gelistirilen diger bir yontemde ise, normal allele ve mutant allele spesifik
primerler ve bu primerlere es olacak olan genel bir primer kullanilmigtir. Normal ve
mutant allelin varlifi, her bir 6rnek icin ayrt ayrt PCR ve agoroz jel elektroforezi
yapilarak gosterilmistir (7). Bu yontemle bir bireyin genotipini belirlemek icin
daima iki PCR ve iki elektroforez yapma zorunlulufu vardir. Mutasyonu
belirlemede kullanilan diger bir yontem ise DNA dizi analizidir (9). DNA dizi
analizinin rutin uygulamalardaki yiiksek maliyeti ve cok zaman alist yontemi primer

olarak tercih edilebilir bir se¢enek olmaktan ¢ikartmaktadir (96).
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Yukarida s6zii edilen yontemlerde PCR ve elektroforeze ek olarak ya enzim
kesimi ya da ikinci bir PCR vaya hibridizasyon islemi yapma zorunlulugu vardir.
Bu islemler de calismanin maliyetini ve siiresini arttirmaktadir. Bu zorluklarin
asilmas1 ve 35delG mutasyonunu daha hizli bir sekilde belirlemek igin, bu
calismada yarismali ARMS (amplification fefractory mutation system) gelistirildi.
Bu yontemle bir bireyin genotipini tek bir PCR ve tek bir dogal poliakrilamid jel
elektroforezi ile belirlemek miimkiin hale geldi (Sekil 7). Mutant allele spesifik
primer mutant alleli amplifiye ederken, normale allele spesifik primer normal alleli
amplifiye etmektedir. Aym1 zamanda, normal allele spesifik primer mutant alleli de
non-spesifik olarak az miktarda amplifiye ederek jelde soluk bir bant olarak
goriilmektedir. Fakat mutant alleldeki bir bazlik delesyon sayesinde non-spesifik
PCR iiriinii normal allelin PCR iiriiniinden bir baz kisa, mutant allelin PCR
iirtiniinden iki baz uzun olmaktadir. Bu sayede non-spesifik amplifikasyon da
mutasyonun varligini gostermekteydi. Boylece yarismali ARMS kisa bir siire iginde
cok sayida Ornegin etkin bir sekilde taranmasina imkam vererek calismamn hem
siiresini hem de maliyetini azaltmistir.

SSCP analizi Orita ve ark. (24) tarafindan gelistirilmis, tek baz degisimini
tespit edebilme yetenegine sahip bir mutasyon tarama yontemidir. SSCP tekniginin
diger metodlara gore daha ucuz ve kolay olmasi yontemin bilinmeyen
mutasyonlarin belirlenmesinde 6n tarama metodu olarak tercih edilmesine neden
olmaktadir. (11, 26). Optimizasyona bagli olarak SSCP’nin hassasiyeti %80-90
arasinda degisebilmektedir (20). SSCP’nin hassasiyetini etkileyen faktorler arasinda
PCR iiriiniin temizligi, DNA fragmaninin uzunlugu ve elektroforez kosullar
gelmektedir. SSCP’de incelenen PCR iiriinlerinin temiz olmasi ve fragmanlarin
200-250 niikleotid uzunluklari arasinda olmas: yontemin performansin
arttirmaktadir. Elektroforez sirasinda sabit jel sicaklig: iyi sonuglarin elde edilmesi
icin onemlidir. Bu nedenle ince jellerin ve giiglii sogutmali sistemlerin kullaniimasi
onerilmektedir. Jelin sicakliginin yiikselmesini engellemek i¢in diisiik voltaj, uzun
siireli elektroforezler yapilarak hem jelin 1sinmasi 6nlenir hem de bantlarin daha
glizel aynlmasi saglamir. 4-10 °C sabit sicaklikta yapilan elektroforezlerlerde

genellikle giizel ayrilma saglanmaktadir. Eger diisiik sicaklikta elektroforez
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yapilmiyorsa jele % 5-10 oraminda gliserol ilave edilmesiyle 20-25 °C’de yapilan
elekroforezler de iyi sonuglar vermektedir. Capraz baglayici olan bis-akrilamidin
diisiik derisimde olmasi (1:49 ya da 1:99) genellikle akrilamidin ayrim giiciinii
arttirmaktadir. Ayrica diisiik derisimde kullanilan gliserol de yararlidir. Gliserol tek
zincirli DNA molekiiliiniin katlanmis yapisini stabilize etmektedir. Jel uzunlugu da
bantlarin iyi ayrilmasim etkileyen bir faktordiir. Farkli mutasyonlarin optimal
kosullarda ayrilmasi hedef DNA’nin baz igerii ile de iliskilidir. Goriintiilemede,
baslangicta radyoaktivite kullamlmasina karsin son zamanlarda nonradyoaktif ve
giimiis boyama yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (20, 25, 98).

Bu calismada, SSCP’nin optimizasyonu icin farkli kosullar denendi.
Akrilamid:bis-aksrilamid oran1 19:1, 29:1, 39:1 ve 1:49 olan %6’lik ve %7’lik jeller
hem %35 gliserollii hem de gliserolsiiz olarak denendi. Jelin sicaklig1 16 °C ile 20 °C
arasinda tutuldu. Denemeler sonunda en iyi ayrim, akrilamid:bis-akrilamik oram
39:1 olan ve %5 gliserol igefen %6’lik jelde elde edildi. Elekroforez iiresince jelin
isinmamasi i¢in 300 voltun iizerine c¢ikilmadi ve ayrimun iyi olabilmesi igin
elektroforez siiresi 20-22 saat arasinda tutuldu. 323 bp’lik PCR iiriinii veren birinci
bolgenin ayriminda giiclik yasanirken 206 bp, 312 bp ve 239 bp uzunlugundaki
ikinci, iiciincii ve dordiincii bolgelerde daha Kkaliteli ayrim elde edildi. Genin
amplifikasyonunda olusturulan bolgeler birbirleri ile ortiistiikleri icin SSCP analizi
sonucunda bir 6rnegin birden fazla bolgesinde farkli bantlar goriildii.

DNA dizi analizi, mutasyonun yerini ve tipini tam olarak belirleyebildigi i¢in
mutasyon tarama metotlar1 arasinda tistiinliigii tartistimazdir. Kullanim kolaylig1 ve
hassasiyeti acisindan giiniimiizde tercih edilen metod F. Sanger’in enzimatik
yontemi olup “dideoksiniikleotid” metodu olarak da adlandinlmaktadir (29).
Gelismis laboratuarlarda dizi analizi reaksiyonlar1 yeni teknolojiler sayesinde
otomatize edilmis ve flourosans boyalar ile goriintiilenmektedir. Bununla birlikte
manuel yontemler de kullanilmaktadir. Manuel dizi analizi reaksiyonlarinda,
baslangigta radyoizotoplar ile goriintiileme saglanirken artik giimiis boyama ile de
kaliteli sonuclar alinmaktadir. Bizim ¢alismamizda manuel dizi analiz yontemi ve

glimiis boyama kullanildi.
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Bu ¢alismada yapilan mutasyon taramas: sonucunda otozomal resesif non-
sendromik isitme kayipli bireylerde yansmali ARMS ile 96 bireyin 20’sinde
(%20.8) homozigot (birey no: 3, 4, 6, 9, 14, 23, 26, 29, 31, 41, 48, 60, 64, 67, 76,
79, 80, 81, 82, 96, ), 3’iinde (%3,1) kompaund heterozigot (birey no:17, 46, 87) ve
I’inde (%1) heterozigot (birey no: 53) olarak 35delG goriildii (Tablo 14). Bizim
calisma grubumuzda 35delG mutasyonu otozomal resesif non-sendromik isitme
kayiplarina neden olan mutatnt allellerin %22.4’linii olustururken (Tablo 15) bu
oran Tekin ve ark. (99) tarfindan 11 ailede yapilan bir ¢alismada %64 olarak
belrirlendi. Tekin ve ark.’nin (99) yapti§1 ¢calismada ¢alisma grubunun kiiciik olmasi
Tiirk toplumu hakkinda genelleme yapmay: zorlastirmaktadir. Diger taraftan
Otozomal resesif non-sendromik isitme kayipli 83 biryde Barig ve ark.’nin (100)
yaptig1 diger bir calismada ise bu oran % 32.5 olarak belirlendi. Baris ve ark’nin
(100) sonuglar1 Tekin ve ark.’nin (99) sonuglarina gore bizim sonuglarimiza daha
yakindi. Fakat yinede belirgin olarak 35delG siklig1 yiiksek olarak rapor edilmisdi.
Baris ve ark.’in (100) sonuclar ile bizim sonuglarimiz arasindaki farkin, Anadolu
popiilasyonunun  olduk¢a  heterojen  bir yapiya sahip  olamasindan
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Anadolu’da tarima dayali ekonominin olmasi
ve topraga baghh yasam sekli bolgelerde izole toplumlarin olusmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle farkli bolgelerde farkli mutasyonlarin hakimiyetini gérmek
miimkiin olmaktadir.

Bizim c¢alismamizda otozomal resesif isitme engellilerde %20.4 olarak
gézlenen 35delG sikhit diger toplumlarla kargilastinldifinda da ilging sonuglar
goriilmektedir. 35delG’nin goriilme siklign Ispanya ve italya’da %34.48 (11, 12,
68), Fransa’da %38.24 (9, 60), Amerika’da %28.5 (71) ve Ingiltere’de %14.79 (12)
oldugu rapor eilmistir. Ancak Tayland ve Japonya’da (72, 74, 75, 101) 35delG
mutasyonu rapor edilmemistir. Kore’de ise ¢ok diisiik oranlarda rapor edilmistir
(77). Baz1 arastirmacilar tarafindan yapilan haplotip analizi ¢alismalari, 35delG
mutasyonunun tek bir orijinden gelmedigini, mutasyona ugrayan bolgenin hot-spot
bir bolge oldugunu ve 35delG’nin farkli toplumlarda spontan olarak olugtugunu
onermektedir (9, 50). Bu durumda 35delG’nin 6zellikle Avrupada yigilma

gosterirken Uzak Dogu iilkelerinde goriilmemesi agiklama beklemektedir. Haplotip
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analizlarinin fakliliklar géstemesi bu mutasyonun oldukga eski bir mutasyon olup
zaman igerisindeki cross-overlar ile haplotiplerin degismis olabilecegini de
diistindiirmektedir. Bu sonuglar 35delG’nin tek bir atadan gelip, kdkeninin Avrupa
olabilecegini diisiindiirmktedir.

Bizim calismamizda GJB2 mutasyonlar arasindaki 35delG’nin rolatif sikligi
%76.8 olarak goriildii (Tablo 16). Ancak Barig ve ark. (100) otozomal resesif isitme
engellilerde elde ettikleri 35delG siklifindan yola cikarak Hardy—Weinberg
prensiplerine gére GJB2 mutasyonlarinin %93’iinii 35delG’nin tegkil edebilecegini
hesaplamislardir. Bu sonu¢ bizim elde elde ettigimiz sonuglardan oldukkca
yiiksektir. Italya’da otozomal resesif non-sendromik isitme kayipli bireylerde
35delG’nin nispi sikigs %88 (68), Fransa’da %75-86 (9). Ispanya ve Avustralya’da
%55 iken (68, 80), bu oran Askenazi Yahudilerinde %20’lere inmektedir (71).
Bunun yanminda non-sendromik isitme kayipli Askenazi Yahudileri’nin
%56.67’sinde, yine bir bazlik delesyon sonucu olusan, 167delT mutasyonu
goriilmektedir (84, 102). Japonlarda ise non-sendromik isitme kayipli bireylerde
yapilan mutasyon taramalarinda 35delG ve 167delT hi¢ goriilmezken baska bir
delesyon mutasyonu olan 235delC %7.8 oraminda goriilmektedir. (75, 72, 74, 85).
Tiirk toplumunda ise 167delT ve 235delC mutasyonlarina rastlanmamustir. 35delG,
167delT ve 235delC gibi mutasyonlarin nispi sikliklarinin toplumlarda yiiksek
olmasi ve kolaylhkla belirlenebilmeleri teshis amach c¢alismalarda kolaylik
saglayacak olmasi agisindan Snemlidir.

35delG mutasyonunu homozigot olarak tasiyan bireylerin isitme kayiplari
karsilagtirildifinda saf ses isitme seviyelerinin bireyden bireye degisebildigi
goriildii. Yaklasik olarak bireylerin yarisinda siddetli isitme kaybi goriiliirken diger
yarisinda derin isitme kayb1 goriildii. Ayrica bireylerin bir kismmin iki kulag:
arasinda asimetri gozlendi. Bir kulakta siddetli isitme kayb1 gorliirken digerinde
derin isitme kayb:r goriildi. Wilcox ve ark.’min (80) rapor ettifi gibi 35delG
mutasyonunun neden oldugu isitme kayiplarinda, saf ses isitme esigi kilinik agidan
ayirici bir tan1 olma 6zelligi tasimamaktadir. Bu durum kesin teghis i¢in molekiiler

yontemlerin 6nemini birkere daha ortaya koymaktadir.
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Bu c¢alismada, ii¢ bireyde homozigot olmak iizere (birey no 8, 32, 68) en sik
goriilen ikinci mutasyon ise 71G—A sonucu olusan W24X’dir (Tablo 14). Gen
tizerindeki 71’inci guaninin adenine doniismesi sonucunda 24’iincli pozisyonda
bulunan triptofan kodonu (UGG) stop kodonuna (UAG) doniismektedir. Mutasyon
proteinin birinci transmembram domeininde (TM1) yer almaktadir. W24X, ilk
olarak otozomal resesif igitme engelli ii¢ farkh Pakistan ailesinde gosterilmistir (58).
Ispanya ve Italya’da calisilan 193’ii otozomal resesif, 383’ii sporatik olan toplam
576 isitme engelli bireyden yalmzca birinde W24X heterozigot olarak
gosterilmisken (68), on iki Tayland ailesinden birinde 235delC ile kompaund
heterozigot olarak gosterilmistir (101). Bu calismada ise ii¢ bireyde homozigot
olarak gorillen W24X, calisma grubumuzu olusturan otozomal resesif non-
sendromik isitme engelli 96 bireyin %3.1’ini olusturmaktadir. G/B2 mutasyonlari
arasindaki rolatif stkli1 ise %10.7°dir. W24X’i homozigot olarak tasiyan ii¢ aileden
ikisinin ayni ilden (birey no: 8, 32) olmasi, ailelerden yine ikisinde ( birey no: 8, 68)
akrabalikk olmasi bu mutasyonun tek bir atadan gelmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Diger taraftan mutasyonun homozigot olarak tasindig: bir ailede
akrabalik olmamasi (birey no: 32) mutasyonun toplum igerisinde tasiyicilifinin
yiiksek olabilecegini diisiindiirmektedir (Tablo 11). Ozellikle Asya toplumlarinda
rastlanan bu mutasyonun, Tiirk toplumunda dikkate alinmasi gerektigi
kanaatindeyiz. W24X mutasyonu her {i¢ bireyde de bilateral derin isitme kaybina
neden olmustur (Tablo 14).

Birden fazla bireyde karsilastifimiz diger bir mutasyon ise 310’uncu
niikleotidden itibaren 14 niikleotidin delesyonu sonucu olusan 310del14’diir. Bu
mutasyon aym zamanda 312dell4 veya 314dell4 olarak da adlandirilmakta ve
cerceve kaymasmna neden olmaktadir (6). Bu calismada bir bireyde homozigot
(birey no: 55) ve bir bireyde 35delG ile kompaund heterozigot olarak goriilen
310del14’iin GJB2 mutasyonlar1 arasindaki rolatif siklify %S5.4’diir (Tablo 16).
310del14 ilk olarak Denoyelle ve ark. (9) tarafindan Ingiltere’de ve daha sonra
Rabinet ve ark. (68) tarafindan italya’da gosterilmistir. 310del14’{i hem homozigot
olarak tasiyan 55 no’lu bireyde hem de kompaund heterozigot olarak tasiyan 87
no’lu bireyde bilateral derin isitme kaybi goriildii (Tablo 14).
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Bu calismada Kkarsilasilan baska bir delesyon mutasyonu ise 355’inci
niikleotid ile 360’inc1 niikleotidler arasinda kalan ve kisa bir tekrar bolgesi olan
CAGCAG dizisinden bir CAG’nin delesyonu sonucu olusan delE120’dir.
Connecxin 26 proteini iizerinde 120°ci pozisyondaki gulutamik asitin kaybolmasina
neden olmaktadir ve delE119 olarak da adlandirilmaktadir (6). fspanya ve Italya’da
calisilan 193’ii otozomal resesif, 383’ii sporadik olan toplam 576 isitme engelliden
yalnizca birinde kompaund heterozigot olarak rapor edilmistir (68). Bu ¢alismada
ise bir bireyde homozigot (birey no: 72) ve bir bireyde de heterozigot (birey no: 11)
olarak goriilen bu mutasyonun GJB2 mutasyonlan arasindaki rolatif siklig1 %3.6’dir
(Tabo 16). delE120’yi homozigot olarak tagiyan bireyde de bilateral derin isitme
kaybi goriilmiistiir (Tablo 14).

Literatiirde tammlanmis mutasyonlardan farkli olarak bu ¢alismada otozomal
resesif non-sendromik isitme kaybina neden olan iki yeni GJB2 mutasyonu
tanimlanmastir. Bunlardan birincisi 517. pozisyondaki sitozinin timine doniismesi
(517C—>T) ile proteinin ikinci ekstrasellular bolgesinde (EC2), 173’iinci
pozisyonda bulunan prolin amino asitinin serin amino asitine (P173S) doniismesine
neden olan yanlis anlamli (missens) bir mutasyondur. P173S bir bireyde 35delG ile
kompaund heterozigot olarak goriilmiistiir (birey no 17). Yapilan odiyolojik
Olciimler sonucunda bireyin isitme kaybimn ileri derecede oldugu belirlenmistir.
Isitme kaybimin P173S mutasyonundan kaynaklanip kaynaklanmadigimi belirlemek
icin Oncelikle bireyin ailesi incelemeye alindi. Anne, baba ve bir kiz kardesten
olusan ailede biitiin bireyler incelendi. Isitme engelli olan ikinci kardesin de indeks
vaka gibi 35delG ve P173S’i kompaund heterozigot olarak tasidig1 ve derin isitme
kayiph oldugu goriildii (Tablo 14). 35delG’nin anne, P173S’in ise baba orijinli
oldugu goriildii. Ayrica, isitme engelli olmayan ve kontrol grubu olarak secilen 117
bireye ait 234 allelde P173S igin dizayn edilen allel spesifik primerler ile yapilan
tarama sonucunda saglikli bireylerde P173S gozlenmedi. Kontrol grubunda
P1738’in goriilmemesi, bu mutasyonun bir polimorfizm olmadigim gostermekteydi.
Diger taraftan, Rabionet ve ark (68) tarafindan aym kodonda 518P—G sonucu

olusan ve isitme kaybina neden olan P173R mutasyonunun gdosterilmis olmasi
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P1738’in de isitme kaybindan sorumlu bir mutasyon oldugu kanaatini
desteklemektedir.

Ik kez tammlanan ikinci mutasyon ise 238. pozisyondaki sitozinin adenine
dontismesi (238C—A) ile proteinin ikinci transmembran bolgesinde (TM2), 80’inci
pozisyonda bulunan glutamine amino asitinin lizin amino asitine (Q80K)
d6niismesine neden olan yanlis anlamli (missens) bir mutasyondur. Q80K, bir
vakada (birey no: 46) 35delG ile kompaund heterozigot olarak goriildii (Tablo 14).
Odiyolojik oOl¢iimler sonucunda bireyin isitme kaybinin ileri derecede oldugu
belirlendi (Tablo 14, Sekil 24)). Isitme kaybinin Q80K mutasyonundan kaynaklanip
kaynaklanmadifin1 belirlemek i¢in Oncelikle bireyin ailesi incelemeye alindi. Anne,
baba, saglikli iki erkek ve bir kiz kardesten olusan ailede biitiin bireyler incelendi.
35delG’nin baba ve Q80K’nin anne orijinli oldugu goriildii. Erkek kardeslerden biri
hem 35delG hem de Q80K allelini tasimazken diger iki kardesin heterozigot olarak
Q80K allelini tasidig1 goriildii (Sekil 21, sekil 22, Sekil 23). Ayrica, isitme engelli
olmayan ve kontrol grubu olarak secilen 117 bireyde yapilan tarama sonucunda 234
allelde Q80K gozlenmedi. Kontrol grubunda Q80K’in goriilmemesi, bu Q80K’nin
bir polimorfizm olmayip isitme kaybindan sorumlu bir mutasyon olabilecegi
diisiincesini desteklerken aym kodonda, 239A—C sonucu olusan Q80P
mutasyonunun da isitme kaybina neden olusu (6) Q80K’'min da mutasyon
olabilecegini dogrular nitelikteydi.

Bu calismada, isitme kaybina neden olan mutasyonlarin disinda isitme
kaybina neden olmayan iki farkli polimorfizm goriildii. Polimorfizmlerden birincisi
478G—A sonucu olusan ve proteinin 160’inc1 pozisyonundaki glisinin serine
d6niismesine neden olan G160S’dir. G160S, bu calismada hastalarin iigiinde
heterozigot olarak goriildii (birey no: 38, 75, 50). Scott ve ark. (7) G160S’in
tasiyiciik  sikhigimi  2/200 (%1) olarak belirlemiglerdir. Karsilasilan ikinci
polimofizm ise 457G—A sonucu olusan ve proteinin 153’{incii pozisyonundaki
valin amino asitinin izoldsin amino asitine déniismesi ile olusan V1530I’dir. Calisma

grubunda bir bireyde (birey no: 42) heterozigot olarak goézledigimiz V153I'mn
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normal populasyondaki goriilme siklif1 Hilter ve ark (6) tarafindan 4/367 (%1)
olarak belirlenmistir.

Elde ettigimiz veriler, Tiirk popiilasyonundaki non-sendromik istme
kayiplarinin genetigi ile diger iilkeler arasinda bir karsilastirma yapma olanagini
bize vermektedir. Otozomal resesif isitme kayipli bireylerin, Amerika’da %40’1nda
(71), Avrupa’da %46’sinda (68), Japonya’da %12’sinde (74) ve Kore’de %8’inde
(77) GJB2 mutasyonlar1 goriilitken bu deger Tiirk toplumunda %29 olarak
belirlendi. GJB2 mutasyonlarinin Tiirkiye’deki goriilme siklif1 Avrupa iilkelerinden
daha az iken Uzak Dogu iilkelerinden yiiksekti. G/JB2 mutasyonlarimin otozomal
resesif isitme kayiplarindaki etkisi aynen 35delG mutasyonunda oldugu gibi
toplumlarin etnik orijinlerine bagh olarak degiskenlik gostermektedir. GJB2
mutasyonlarinin Avrupa merkezli olmast dikkat cekicidir. Bunun yaninda doguya
gidildikge GJB2 mutasyonlarinin otozomal resesif isitme kayiplarinda daha az
oranda sorumlu olmasi bu bélgelerde farkli genlerdeki mutasyonlarin 6nemli bir yer
teskil ettigini gOstermektedir. Bu nedenle GJB2 mutasyonlarinin diisiik oranda
goriildiigii toplumlarda farkli veya yeni genlerin tanimlanmasi muhtemeldir. Tiirk
toplumu ile ilgili olarak iki farkli grup tarafindan 35delG mutasyon taramasi
yapilmakla birlikte biitiin genin mutasyonlan taranmamustir (99, 100).

Tiirk toplumunda genel olarak akraba evliligi %20 oraninda goriiliirken (93)
otozomal resesif isitme engelli ailelerde bu oran %64.5 olarak goriildii (Tablo 11).
Bu da mutasyonlarin siklikla homozigot olarak goriilmesine neden olmaktaydi. Bu
sonu¢ non-sendromik isitme kayiplar1 gibi difer otozomal resesif hastaliklarin
goriilmesinde akraba evliliklerinin 6nemini birkere daha ortaya koymaktadir.

GJB2 mutasyonlar1 ile etkilenen bireylerin saf ses isitme seviyeleri ile
karsilastirildiginda. G/B2 mutasyonlarinin siddetli ve derin isitme kayiplarina neden
oldugu gozlendi. Ayni genotipi tasiyan bireylerden birinde siddetli igitme kaybi
goriilirken digerinde derin isitme kaybi goriilldi. Wilcox ve ark.’min (80)
sonuglartyla uyumlu olarak GJB2 mutasyonlarinin neden oldugu isitme kayiplarinin
teshisinde saf ses isitme seviyelerinin ayirici bir tani kriteri olamayacag goriildii.

Bu calisma, genis bir cografik bolgeden secilen otozomal resesif non-

sendromik isitme kayiplt 96 bireyin % 29’una alt1 farkli G/B2 mutasyonunun neden
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oldugunu, bu mutasyonlarin %76.8’ini olusturan 35delG’nin kisa zamanda
belirlenmesine imkan veren kolay ve ucuz bir yontem sunmaktadir. Sonug olarak bu
aragtirmanin Tiirk toplumunda non-sendromik otozomal resesif isitme kayiplar
genetiginde etkili olan GJB2 mutasyonlarinin profilini biiyiik oranda ortaya
koydugunu diisiinmekteyiz. Bu sonuglarin, isitme kayiplarinin teshisinde ve ailelere
genetik damsmanlik verilmesinde biyiikk kolayliklar saglayacagi, etkilenen

bireylerde erken donemde tedavinin baslatilmasina imkan verecegi kanisinday1z.



SONUC ve ONERILER

. Ordu, Trabzon ve Rize isitme engelliler okullarina devam eden yatili ve
giindiizlii 6grenciler arasindan, klinik muayene ve aile agaci analizi sonucunda
otozomal resesif non-sendromik isitme kayipli 96 birey belirlendi. Caligma
grubunu olusturan bireyler Dogu Anadolu, Dogu Karadeniz, Orta Karadeniz ve
I¢c Anadolu Bélgelerinden koken almaktaydi.

. Otozomal resesif non-sendromik isitme engelli 96 bireyin GJB2 geninde
mutasyon taramasi yapildi. Sonug¢ olarak, 25 bireyde homozigot ve 3 bireyde
kompaund heterozigot olmak iizere toplam 28 (%?29.2) bireyin her iki allelinde
GJB2 mutasyonu belirlendi. Ayrica iki bireyde heterozigot mutasyon gozlendi.

. Tirk toplumunda, otozomal resesif non-sendromik isitme kaybina neden olan
ikisi cerceve kaymasina (35delG, 310del14) ve biri bir amino asitlik delesyona
(delE120) neden olan 3 adet delesyon, bir adet anlamsiz (nonsens) (W24X) ve
ilk kez tanmimlanan iki adet yanlis anlamh (missens) (P173S, Q80K) olmak iizere
toplam 6 farkli G/B2 mutasyonu belirlendi.

. Tiirk toplumunda en sik goriilen GJB2 mutasyonu bir bazlik delesyon sonucu
olusan 35delG’dir. Otozomal reseisf non-sendromik isitme engelli 96 bireye ait
192 allelin 43’iinde (%21.9) 35delG goriilirken bu mutasyonun GJB2
mutasyonlar arasindaki rolatif siklig1 %76.8 olarak hesaplandi..
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. Otozomal resesif non-sendromik isitme kayipli bireylerde en sik karsilagilan
ikinci mutasyon; 71G—A sonucu olusup W24X olarak adlandirilan anlamsiz bir
mutasyondur. Ug bireyde homozigot olarak goriilen W24X toplam hastalarin
%3.1’ini olustururken GJB2 mutasyonlann arasindaki rolatif sikh§s % 10.34
olarak hesapland.

. Bu calismada goriilen diger bir G/B2 mutasyonu 14 bazlik bir delesyon sonucu
cerceve kaymasina neden olan 310dell4’diir. 310dell4 toplam 192 allelin
3’linde (%1.6) goriiliirken, GJB2 mutasyonlar1 arasindaki rolatif sikhifi %S5.4
olarak hesaplandi.

. Bu calismada goriilen diger bir delesyon mutasyonu ise 358-359’uncu
niikleotidleri olusturan ve glutamik asit kodlayan GAG dizisinin delesyonu
sonucunda olusan delE120’dir. delE120 96 bireyin birinde homozigot birinde
heterozigot olarak goriilmiistir. GJ/B2 mutasyonlar1 arasindaki rolatif siklifa
%3.6 olarak hesaplandi.

. P173S ve Q80K mutasyonlart ilk kez bu calismada gosterilen ve otozomal
resesif non-sendromik isitme kaybina neden olan GJB2 mutasyonlaridir. Bu
mutasyonlarin her ikisi de 35delG ile kompaund heterozigot olarak birer ailede
goriilmiistiir. Tiirk toplumunda GJB2 mutasyonlar arasindaki rolatif sikliklan %
1.8 olarak hesapland.

. Tirk toplumunda otozomal resesif non-sendromik isitme kayiplarimin
%29.2’sini (28/96) GJB2 mutasyonlar1 olustururken, bu mutasyonlarin %96’sim
(54/56) dort farkh mutasyon (35delG, W24X, 310dell4, delE120) teskil

etmektedir.
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10.Otozomal resesif non-sendromik isitme engelli bireylerin %65’inin ve GJB2

mutasyonu goriilen bireylerin %67’ sinin anne-babasi arasinda akrabalik goriildii.

11.Bu calismada GJB2 mutasyonlarinin isitme kayiplari {izerindeki ©Onemi
arastirildifindan 6zellikle ailesel gecis gosteren bireyler calisma grubuna dahil
edildi. Ancak sporadik olarak goriilen isitme engelli bireylerin de
degerlendirmeye alinip bu grup ig¢inde GJB2 mutasyonlarinin belirlenmesi bu

genin 6nemini daha net bir sekilde ortaya koyacaktir.

12. Sensorinoral isitme bozukluklan tedavi edilemedigi gibi dofum Oncesi tamya da
yasal olarak izin verilmemektedir. Ancak isitme kaybimin ilk 6 ay gibi erken
d6énemde belirlenen bireyin 6zel egitime tabi tutulmast iletisim kurma yetenegini
Onemli -derecede arttirabildigi gibi bir cofunun konusabilmesine de imkan
vermektedir. Bu nedenle bu calismamin da sonuglarn dikkate alinarak isitme
kaybindan sorumlu oldugu bilinen diger genlerde de mutasyon taramalan

yapilmalidir.

13.Isitme kayb: ile baglantili oldugu gosterilen lokuslardaki genlerin belirlenmesi
icin isitme engelli genis aileler belirlenmeli bu aileler iizerinden genler

tammlanmal: ve bu genlerdeki mutasyonlarda belirlenmelidir.

14.1sitme engelliler okullar ile hastanelerin KBB ve Molekiiler Genetik
Laboratuarlan arasinda siirekli bir iletisim kurulmali ve isitme engelliler okuluna

gelen her 6grenci muhakkak bu tiir bir ¢calismaya dahil edilmelidir.

15.Calisma sonuclan isitme engelli bireylerle, bu bireylerin aileleriyle, isitme
engelli okullarinin idareci ve Ogretmenleri, ve hatta toplumla paylasiimalidir.
Konu ile ilgili aydinlatict seminerler ve aciklamalar yapilarak toplum uzman

kigiler tarafindan bilgilendirilmeli ve yonlendirilmelidir.
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16.Bu yondeki temel amag, verimli genetik danismanlik vererek toplumdaki isitme
engelli birey sayisim en aza indirmek ve var olan isitme engelli bireylerin de en

iyi sekilde yetigtirilerek miimkiin oldufunca yiiksek kalitede bir hayat
yasamasini saglamak olmalidir.



OZET

Non-sendromik otozomal resesif konjenital isitme kaybinin biiyiik bir kismina
GJB2 (Connexin 26) mutasyonlarinin neden oldugu bugiine kadar yapilan cesitli
toplum galigmalarinda gosterilmistir. 35delG mutasyonu beyaz irkta goriilen en yaygin
GJB2 mutasyondur.

GJB2 mutasyonlarinin Tiirk toplumundaki sagirlik {izerinde olan etkisini
belirlemek i¢in non-sendromik otozomal resesif konjenital igsitme kayipli ve akraba
olmayan 96 hasta tarandi. 35delG mutasyonu, gelistirdigimiz yarismali amplification
ferfactory mutation system (C-ARMS) ile gosterildi. Diger GJB2 mutasyonlarn single
strand conformation polymorphism (SSCP) ve silver sequencing analizi ile belirlendi.

Siddetli ve derin isitme kayipli 28 hastada alt1 farkli mutasyon goriildii. 35delG
mutasyonu en yayguu olup mutant GJB2 allellerinin %76.8’ini olusturmaktaydi.
Birden fazla allelde gorillen W24X, 310dell4 ve delE120 mutasyonlarinin rélatif
sikliklan sirasiyla %10.7, % 5.4 ve %3.6 idi. Ayrica iki bireyde 35delG ile kompaund
heterozigot olarak iki yeni missense mutasyon (P173S ve Q80K) tanimlandi.

Bizim sonuglarimiz, otozomal resesif non-sendromik konjenital isitme kayiph

Tiirk hastalarinin %29’una GJB2 mutasyonlarinin neden oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Non-sendromik isitme kaybi, G/B2, DFNBI1, Connexin 26,
35delG



SUMMARY

DETERMINATION OF GJB2 GENE MUTATIONS IN THE AUTOSOMAL
RECESSIVE NON-SYNDROMIC HEARING LOST INDIVIDUALS WITH
SSCP AND DNA SEQUENCING ANALYSIS

Mutations in connexin 26 gene (GJB2) lead to significant proportion of non-
syndromic autosomal recessive congenital hearing loss in all populations studied so far.
The 35delG mutation is the most common GJB2 mutation in white populations.

To determine the percentage of hearing loss attributed to connexin 26 gene and
the types of mutations in Turkish population, unrelated 96 patients with autosomal
recessive non-syndromic congenital deafness were screened. The 35delG mutations
were detected with competitive amplification refractory mutation system (C-ARMS)
that we developed. The other GJB2 mutations were screened with single strand
cbnformation polymorphism (SSCP) and silver sequencing analysis.

Six different types of mutations were found in 28 of the patients with severe to
profound hearing loss. Mutation 35delG was the most common, accounting for 76.8%
of all G/B2 deafness alleles. Three non-35delG mutations (W24X, 310dell4 and
delE120) were identified more than once with relative frequencies of 10.7%, 5.4%, and
3.6%, respectively. Two novel missense mutations (P173S and Q80K) compound
heterozygous with 35delG mutation also were observed.

Our results indicate that connexin 26 mutations are the cause in 29% of Turkish

patients with autosomal recessive non-syndromic congenital hearing loss.

Key Words: Non syndromic hearing loss, GJB2, DFNB1, Connexin 26, 35delG
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