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KISALTMALAR

bp: Baz Cifti.

Cx-26: Connexin 26.

DFN: Cinsiyete bagl lokus.

DFNA: Otozomal dominant lokus.
DFNB: Otozomal resesif lokus.

EC: Hiicre dist.

ER: Endoplazmik Retikulum.
GENDAF: European Thematic Network on Genetic Deafness
GJA: Alfa connexinler.

GJB: Beta connexinler.

GJC: Gamma connexinler.

GJP: Gap junction plak.

IC: Hiicre igi.

OD: Optik dansite.

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu.
PPK: Palmoplantar keratoderma.

SNP: Single Nucleotide Polymorphism.
TBE: Tris-Borat-EDTA.

TE: Tris EDTA.

TG: Trans-golgi ag1.

U/PR: Ubikutinasyon/protozomal degredasyon.
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OZET

KALITIMSAL ve NON-SENDROMIK iSITME KAYBI OLGULARININ ADAY
LOKUSLARDAKI MUTASYONEL ANALIZi

Sait Tiimer

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, T1bbi Biyoloji ve Genetik AD. Balgova-izmir
sait.tumer@deu.edu.tr

Populasyonlarda goriilme sikligi 1/1000’den daha fazla olan non-sendromik
sensoOrindral isitme kayiplarindan sorumlu birincil gen, connexon gap junction proteini alt
birimini kodlayan Cx-26 genidir. Ozellikle bu geninin ikinci ekzonunda 35delG
mutasyonunun Avrupa toplumlarinda goriilme sikligr isitme kayipli olgular i¢in %70’in
tizerindedir. Bunun yanisira mitokondriyal genomdaki mutasyonlar, ¢esitli aminoglikozidlerin
cocukluk ¢aginda uzun siire kullanilmasina bagli olarak isitme kayiplarina neden olmaktadir.
Bu calismada, odyolojik o6l¢iimler kriter alinarak dogustan duyu yitimi olan 88 proband ve
aileleri se¢ildi. Her bir hastanin dykiileri alinarak soyagaglar ¢izildi. Tiim probandlarin Cx-26
ikinci ekzon bolgesi PCR ile ¢ogaltilarak DNA dizi analizi yapildi. Mutant probandlarin
ailelerinde de mutasyonlar ayni yolla saptandi. 35delG icin BseLl enzimi kullanilarak
dogrulandi. Mitokondriyal DNA’da ise A1555G ve A7445G noktalarini i¢eren bolgeler PCR
ile ¢ogaltilarak sirasiyla, Alw26l ve Xbal enzimleri ile kesim analizi yapildi. Ayrica isitme
kayb1 olmayan populasyondan segilen 171 bireyde Cx-26 ikinci ekzon polimorfizmleri DNA
dizi analizi ile incelendi. Olgu grubunun %26.6’sinda mutasyon, %7.96’sinda polimorfizm
belirlendi. Saptanan mutasyonlar; 35delG (%]18.18), G380A (%2.28), A88G (%1.14),
247delTTC (%1.14), T269C (%1.14), 299delAT (%1.14), 358delGAG (%]1.14),
polimorfizmler; G79A (%5.68), G457A (%1.14), C570T (%]1.14) seklinde saptandi.
Mitokondri genomunda yapilan caligmada herhangi bir mutasyon saptanmadi. Kontrol
grubunda dokuz SNP %15.78 siklikta belirlendi. En sik gozlenen polimorfizmler G79A
(%5.26) ve G457A (%4.68) olarak belirlendi. Sonug olarak; Ege bolgesi ve ¢evresinin isitme
kayb1 olgularinda ilk kez Cx-26 ikinci ekzonu incelendi. Olgu grubunda bir olguda
247delTTC aday mutasyon, kontrol grubunda ise G647C ve C292T degisimleri aday SNP
olarak saptandi.

ANAHTAR KELIMELER
Isitme kayb1, Gap Junction, Connexin 26, 35delG, A1555G, A7445G.



ABSTRACT

MUTATIONAL ANALYSES OF THE HEREDITARY AND NON-SYNDROMIC
HEARING LOSS CASES IN CANDIDATE LOCI

Sait Tiimer

Department of Medical Biology and Genetics, Dokuz Eylul University School of Medicine.
Balcova-1ZMIR/TURKIYE

sait.tumer@deu.edu.tr

Mutations of Cx-26 gene, which is coding the subunit of conexon gap junction protein,
is primarily responsible for non-syndromic, sensorineural hearing loss. The incidence of it has
been reported to be more than 1/1000 in various populations. Especially, 35delG mutation in
the second exon of this gene frequency is over 70% among individuals with hearing loss in
Europe. In addition to this mutation, mitochondrial genome has several targets for genetic
defects associated with hearing loss in people with a long period aminoglycoside exposure
during childhood. Eighty-eight probands and their kindred with hereditary and congenitally
hearing loss diagnosed by audiological measurement were included in the study. The
pedigrees of each kindred were prepared according to their family history. PCR amplifications
followed by DNA sequence analyses of this gene were carried out in genomic DNA samples
from each proband. The detected mutations were also searched in family members of
probands similarly. 35delG change was confirmed by using BseLl restriction enzyme. The
positions of 1555 and 7445 in mitochondrial DNA were tested by restriction enzyme analysis,
using Alw26l and Xbal enzymes respectively. Furthermore, the control group consisted of
171 people without hearing loss was investigated by DNA sequence analyses on this gene for
genetic variations and polymorphisms. Among the cases with hearing loss, 26.6% displayed
mutations while 7.96% had polymorphisms. The detected mutations were as fallows: 35delG
(%18.18), G380A (2.28%), A88G (1.14%), 247delTTC (1.14%), T269C (1.14%), 299delAT
(1.14%), 358delGAG (1.14%). Besides, G79A (5.68%), G457A (1.14%), C570T (1.14%)
polymorphisms have also been detected. No mutation has been found in mitochondrial
genome for the corresponding positions. The frequency of 9 different SNPs was 15.78% in
the control group. The most frequent SNPs were G79A (5.26%) and G457A (4.68%). In
conclusion, this is the first study of this gene by DNA sequence analysis approach in cases
with hearing loss in the Aegean region of Turkey. A novel mutation, 247delTTC in one
proband and two novel SNPs (G647C, C292T) in the control group were detected.

KEY WORDS

Hearing Loss, Gap Junction, Connexin 26, 35delG, A1555G, A7445G.



GIRIS ve AMAC

Isitme kayiplar1 populasyonda sik rastlanan, sendromlarla veya non-sendromik
seyreden hastaliklardir. Duyu yitimi gozlenen hastalar yas bakimindan genis bir dagilim
gosterse de, genelde konusma oOncesi (pre-lingual) donemden gelen isitme kayiplar1 daha
yaygidir ve sendromik olgulara daha az siklikta rastlanmaktadir. Isitme duyusu kulakla

sinirlandirilmamali, konusmanin gelismesine de etkisi oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Pre-lingual veya konjenital isitme kaybi en sik rastlanan duyusal yitim olup, her 1000
yeni doganda 1 gdzlenebilmektedir. Bu olgularin yaklasik %50-60’1mnin genetik bir kdkeni
oldugu sanilmaktadir (1,2). Kalitimsal isitme kayb1 olgularinin yaklasik %77-88’1 otozomal
resesif, %10-20 dominant ve %1’den az cinsiyete bagl kalitim seklinde olmaktadir (2,3).

Ulkemizde isitme kaybn ile ilgi yapilan ¢alismalar, tiim bolgeleri kapsamak yerine
sinirl kalmistir. Bu ¢alisma bolgesel anlamda, Ege ve ¢evresinin isitme kayipl bireylerindeki
mutasyonlarin saptanmast ve genel populasyon hakkinda daha kapsamli bilgilere ulasiimasi
noktasinda, boslugun gidermesi amaglanmistir. Normal populasyondan alinan grubun
calismaya dahil edilmesiyle, toplumumuz i¢in Cx-26 genindeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP) ve isitme kayb1 olmayan 6rnek evrende mutant allel frekenslarinin

saptanmasi hedeflenmistir.

Ilging bir sekilde, saptanan mutasyonlar etnik kokenle ve cografik dagilimla birliktelik
gostermektedir. Bazi mutasyon tiplerinin etnik kdkene 6zgli oldugu diistiniilmektedir (3).
GJB2 geninde gozlenen mutasyonlarin etnik koknenle iliskilendirilmesinde, gen siiriiklenmesi
(gene drift) ve yakin akraba evliliklerinin yanisira populasyonun rastlantisal eslesme yerine,
(random mating) secici eslesme (assortative mating) durumuna kaymasi1 (linguistic
homogamy) seklinde bir diisiince hakimdir Bu tiir egilimlerin toplumlara gore farkliliklar
gosterdigi bilinmektedir. Ancak isitme kayipli bireylerin birbirleri ile evlendirildikleri

populasyonda mutasyona ugramis gen frekansinin artmasi kaginilmazdir (4).

Tim bu bilgiler dogrultusunda, iilkemizin mozaik etnik yapisi, yakin akraba
evliliklerinin fazlaligi, kapali kii¢iik populasyonlarin kendi iglerindeki gen aligverisi goz
oniine alindiginda, kalitimsal hastaliklarin neden fazla oldugu anlasilabilir. Bu baglamda, elde
edilen verilerin genele yorumlanmasinda ve mutasyon sikliklarinin saptanmasinda bolgesel

ac1gin kapatilmasi ve mevcut veri birikimine katki yapilmasi hedeflenmistir.



Pre-lingual, non-sendromik olgularda en sik rastlanan mutasyon bir “gap junction”
protein kompleksinin alt birimini kodlayan GBJ2 geninde gozlenip, genin kodladigi connexin
26 proteinini etkilemektedir (2,5,6). Bu giine kadar 13ql1 kromozom bandinda yerlesim
gosteren bu gende 100” den fazla mutasyon bildirilmistir (http://davinci.crg.es/deatness/).

Kitasal olarak Avrupa ve Asya gecisinde bulunan iilkemiz birgok genetik gegisin etkisi
altindadir. Bu calismada, tiim populasyonlarda mutasyonlarina en sik rastlanan gen olan
connexin 26 (GJB2) incelenmistir. Calismada birincil hedef olarak segilen bu genin ifade
edilen ikinci ekzonu mercek altina alinmistir. Yontemsel bir yaklasim olarak daha sinirl bir
restriksiyon enzim kesimi analizi yerine, bu bolgede timiiyle DNA dizi analizi
gerceklestirilmesi ongoriilmiistiir. Ciinkii, bu ekzon tizerindeki 681 bp uzunlugundaki bir alani
kapsan bu bolgedeki olas1t SNP’lerin ve herhangi bir bazda degisimin ve daha dnce lilkemizde
bilinmeyen olas1 yeni mutasyonlarin saptanmas1 amaglanmustir.

Mitokondriyal mutasyonlara bagli isitme kayiplar1 farkli bir biyokimyasal siiregle
seyretmektedir. Mutasyonu tastyan bireyler uzun siireli aminoglikozid tiirevi bir antibiyotik
ile tedavi edildiginde duyu yitimleri olabilmektedir. Mitokondriyal mutasyonlarin kalitim ile
olusan isitme kayiplar1 toplumlara gore %1 ila 20 arasinda degismektedir (3,7). Ozellikle,
Ispanya (8), Japonya (9), Mogolistan (10) gibi iilkelerde farkliliklar gdstermektedir.

Basta gentamisin olmak iizere, aminoglikozid tlirevi antibiyotikler, iilkemizde sik¢a
kullanilan bir ilag tiiriidiir. Mitokondriyal mutasyonlar ile ilgili caligmalar iilkemizde yeterli
diizeyde degildir. Olusturulan hasta evreni en sik rastlanan iki tip (A1555G ve A7445QG)
mutasyon bakimindan incelenmis ve adi gecen mutasyonlarin populasyonumuzdaki goriilme
siklig1 hakkinda verilere ulasilmas1 amaglanmistir.

Ozet olarak bu c¢alismada: connexin 26 ve mitokondriyal mutasyonlarm isitme kayb1
acisindan incelenmesi; ililkemizde bu konuda siirli olan g¢aligmalara katki saglanmasi,
bolgesel olarak hastalarda bulunan mutasyonlarin tanimlanmasi ve en Onemlisi, en sik
rastlanan mutasyonlarin saptanmasiyla, ¢alismanin prenatal donemde yapilacak molekiiler

tan1 testlerine enformatik bir zemin hazirlamasi hedeflenmistir.



1.GENEL BILGILER

Duyu yitimi gozlenen olgular odyolojik bulgularina bakilarak degerlendirilmektedir.
Ancak; isitme duyusu bir¢ok hiicresel ve molekiiler bilesenin rol aldigi bir islev olarak
diistintildiiginde sadece odyolojik kistaslarin yeterli olmadig1 goriilebilir. Bireyin genotipi,
mikro ve makro hiicresel ¢evre, molekiiler yapr diizeyinde etkilesimler gibi birgok bilesen,

ortak bir paydada bulusarak isitme islevinin olagan sekilde yerine getirilmesini saglar.

1.1 isitme Kayiplarinin Simiflandiriimasi

Farkli kistaslar g6z Oniine alinarak isitme kayiplart bir ¢ok sekilde,
smiflandirilabilmektedir. iki farkli kistasa gore yapilan ana simiflandirma tiirleri Tablo 1.1°de

verilmistir (11);

Tablo 1.1 Isitme kayiplarinin siniflandiriimasi

A. Odyolojik fenotipe gore simflandirma

1.Tip 2.0lerleme 3.Frekans 4.8iddet 5.Baslangi¢
Sensorinoral Progresif Diisiik Hafif Konjenital
Konduktiv Non-progresif Orta Orta derece Cocukluk
Mixed Fluctuate Yiiksek Yiiksek derece Erigkin
Agir
Cok ileri
B.Etkene gore siniflandirma
1.Genetik nedenler (%50-60) 2.Genetik olmayan etkenler (%40-50)
1a. Fenotip 1b. Kalitimsal 1c. Multigenik**  Terotojen etkiler (CMV, Rubella)
Sendromik Otozomal resesif Kromozomal Prematiire
(%30-40) (%70-80) anomaliler
Non-sendromik ~ Otozomal dominant Trizomi 13;18;21  Postnatal enfeksiyon (menengitis, cititis media)
(%60-70) (%10-20) Mozaik trizomi 8
Cinsiyete bagl (%1-2) ~ Turner sendromu Ototoksik ilaglar
Mitokondriyal 22q11 delesyonu Akustik veya kranial travma
(%0-20)*

* Mitokondriyal mutasyon siklig1 etnik gruplara gére degiskenlik gostermektedir (7).



Genetik nedenli isitme kayiplarmin farkli bir siniflandirma kategorisi, “European
Workshop on Genetic Hearing Loss” bagliklh calistayda yapilmistir. Bu siniflandirma Tablo
1.2°de verilmistir [(12)(http://www.gendaf.org)];

Tablo1.2 GENDAF grubuna gére isitme kayiplarmin siniflandirilmasi (http://www.gendaf.org).

Grup  Derece Aralik(dB)

0 Normal <20
1 Hafif 21-40
2 Orta 41-70
3 Ileri 71-95
4 Cok Ileri 95>

Etkenlere gore yapilan siniflandirmada, non-sendromik olgularda genetik etken %50-
60’lik grubu olusturmaktadir. Cx-26 gen bozukluklar1 bu grubun altinda % 60-70 gibi genis
bir olgu potansiyelini kapsamaktadir. Kalittimsal non-sendromik hastalarin soyagaglarinda en
stk otozomal resesif kalitim Oriintiisli gozlenmektedir (2,7,11)

Sendromik ve non-sendromik olgularda gozlenen mutasyonlar c¢ok ¢esitlilik
gostermektedir. Bu giine kadar isitme kaybu ile ilgi bir¢ok lokus saptanmistir. Bu lokuslarin

6zel isimlendirmeleri kalitim 6riintiisii g6z Oniine alinarak yapilmaktadir ve;

e DFNA: Otozomal dominant lokus
e DFNB: Otozomal resesif lokus
e DFN: Cinsiyete bagh lokus

seklinde siniflandirilmaktadir (7,11,13). Yukarida belirtilen kalitim tipleri sendromik veya
non-sendromik olgularda gézlenen mutasyona ugramis genlerin kalitim seklini belirtmek igin
kullanilmaktadir. Ornegin, non-sendromik grup pre-lingual, post-lingual ve late-onset olarak
gruplara ayrilmakta, pre-lingual olgularda en stk DFNBI1 (GJB2) tutulum gostermektedir
(1,6,14,15). DFNB i¢in bulunan lokus sayisi 35’den fazla olup bunlardan 16’sinda ilgili

genler ve kromozom yerlesimleri tanimlanmistir (13,16).



1.2 Sendromik Isitme Kayiplarinda Genetik Degisimlere Genel Bakis

Sendromik isitme kayb1 goriilen olgularda hastalik sadece isitmedeki sorunla kalmaz,
klinige yansiyan cesitli semptomlar da gozlenebilir. Bu giline kadar 400°den fazlasi
tanimlanmis hastaliklardan en yaygin olarak gozlenenlerden bazilari: Branchio-oto-renal
Sendrom, Usher Sendromu, Waardenburg Sendromu, Pendred Sendromu ve Alport
Sendromu’dur (3,7,13).

Kalitimsal isitme kayiplarinin yaklasik olarak % 30’u diger organ ve yapi sistemlerini
de etkileyen sendromik olgulardir (17). Sendromik olgularla iligkisi tanimlanan genlerin
bazilar1 ve kalitim sekilleri Tablo 1.3’de verilmistir (7).

Tablo 1.3’de verilen hastalik Orneklerinde, tutulum gosteren genlerde cesitli
mutasyonlar gosterilmistir. Ayrica, ilging olarak aymi gen {izerinde faklt mutasyonlar
gozlenmekte ve bu mutasyonlar ya sendromik ya da non-sendromik olarak klinige
yansimaktadir. Pandred Sendromunda SLC26A44 geninde gbzlenen iki farkli mutasyon, farkl
sonuclara yol agmaktadir. Baska bir 6rnek olarak; CDH23 ve USHIC genlerindeki farkh

mutasyonlar Usher Sendromu Tip 1’e veya non-sendromik isitme kaybina neden olmaktadir

(17).

Tablo 1.3 Bazi sendromik olgularda tutulum gdsteren genler ve iglevleri .

Sendrom Kalitim Gen Kodladig1 molekiil Lokalizasyon
Waardenburg tipl Otz.Dom. PAX3 Transkripsiyon faktorii 2q35-q37
Waardenburg tip2 Otz.Dom. MITF Transkripsiyon faktorii 3pl4.1-pl12.3
Waardenburg tip4 Otz.Dom. EDN3 Endothelin-3, ligand 20q13.2-q13.3
Treacher Collins Otz.Dom. TCOFI Niikleolar fosfoprotein 5q31.3-g33.1
Branchio-oto-renal Otz.Dom. EYAI Transkripsiyon faktorii 8ql3.1
Jarvel and Lange-Nielsen Otz.Res. KCNQI Iyon kanali 11p15.5
Pendred Sendromu Otz.Res. SLC2644  Anyon transporter 7931
Alport Sendromu Xebagli  COL4A45 Kollagen alfa 5 Xq22

Otz.Res. COL4A43 Kollagen alfa 3 2q35-q37
Usher tip 1B Otz.Res. MYO74 Tip 7 myosin 11q13.5
Usher tip 1C Otz.Res. USHIC PDZ domain protein 11p15.2-p14
Usher tip 1D Otz.Res. CDH23 Cadherin 10g21-q22
Usher tip 1E Otz.Res. PCDI5 Protocadherin 10g921-g22




Genelde non-sendromik olgularin yarisindan fazlasinda mutasyona ugradigi belirlenen
GJB2, sendromik olgularda da ¢esitli mutasyonlar (Tablo 1.4) ile karsimiza ¢ikmaktadir
(7,11).

Tablo 1.4 Connexin 26 (GJB2) i¢in tanimlanmis sendromik isitme kaybiyla iliskili mutasyonlar. (IC: hiicre ici
EC: hiicre dis1) (http://davinci.crg.es/deafness/)

Dominant mutasyonlar

No Mutasyon Tanimi Etkisi Protein
Adi bolgesi

1 GI2R G34C 12. kodon Gly->Arg IC1

2 S17F C50T 17. kodon Ser->Phe IC1

3 D50N G148A 50. kodon Asp=>Gln EClI

4 N54K Tanimlanmamis  54. kodon Asn—>Lys EC1

5 G59A C176G 59. kodon Glu=>Arg EClI

6 D66H G196C 66. kodon Asp—>His ECl1

7 R75W  C223T 75. kodon Arg=>Trp EClI

8 R75Q G224A 75. kodon Arg=>Gln EC1

1.3 Non-sendromik Isitme Kayiplari

Bu grubu olusturan hastalarda yalnizca isitme kayiplar1 gozlenmekte, diger organ ve
sistemler tutulumu goézlenmemektedir. Non-sendromik olgular ile iliskisi saptanan 70’den
fazla lokus haritalanmis ve isitmeyi denetleyen 26 gen belirlenmistir (13). Bu lokuslarda
rastlanan mutasyonlar farkli kalitim sekilleri (Otozomal dominant, resesif, cinsiyete bagli,
mitokondriyal) gdstermektedir (6,11,13). Haritalanan bu genlerden, 33’1 resesif (DFNBI1-
33), 41’1 dominant (DFNA1-44) ve 5’1 cinsiyete bagh (DFN1-5) kalitim gostermektedir (2,3).
Bu genlerin iriinleri arasinda; iyon kanallari, membran proteinleri, transkripsiyon faktorleri
ve yapisal proteinler sayilabilir. Bu grupta gozlenen isitme kayiplar1 kalitim sekillerinin yam
sira, hastaligin baglangicina gore de “pre-lingual” (konusma Oncesi donem) veya “post-

lingual” (konusma sonras1 donem) olarak gruplanmaktadir (13).

1.3.1 Non-sendromik Isitme Kayiplarinda Belirlenen Genlerin Islevieri

Ek 1 Tablo E.1’de non-sendromik isitme kayb1 ile ilgili gen lokuslar1 ve gen iiriinlerinin
islevleri genel olarak verilmistir. Ozet olarak: iyon ve kii¢iik molekiillerin hiicreler arasinda

gegcisini saglayan gap junction ve potasyum iyon kanallari; yapisal islevlerde rol alan MYO74,
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alfa-tektorin ve kollagen; gen diizenleyici proteinler, baglica transkripsiyon faktorleri, POU

gen ailesinden EYA4 siralanabilir (11,13).

1.3.2 Potasyum Déngiisii Ve Endolenf Dengesi Icin Onemli Genler

Isitme Kaybiwyla Iliskili Connexin Genleri (DFNBI1, DFNA2, DFNA3)

Hiicrelerin birbirleri ile iliskileri, doku homeostazi, uyaranlara es zamanli yanit, cogalma

ve denetim sistemleri “gap junction” lar ile saglanmaktadir (18,19). Bu yapilardan birisi de

“connexon” olup, alti connexin alt biriminin bir araya gelmesiyle iki hiicre arasinda “gap

junction”  olustururlar (18). Connexin proteinlerinde gozlenen mutasyonlar isitme

kayiplarinin en 6nemli nedenini olusturmakla birlikte farkli organ ve dokularda da tutulum

gbsteren tipleri saptanmistir (19). Isitme kaybiyla iliskili olan connexin proteinleri; Cx26,

Cx30, Cx43 ve Cx31°dir (3,20,21).

Sekil 1.1 Patojenik connexin mutasyonlarinin,
connexin biyogenezi ve fonksiyonuna etkileri. ER:
Endoplazmik Retikulum; TG: trans-golgi agi; GJP:
gap junction plak; U/PR: ubikutinasyon/protozomal
degredasyon; 1) Resesif nonsense veya frameshift
mutasyon yoluyla prematiir protein translasyonu ve
proteinin kayb1 (Orn:Cx26, 35delG). 2) Missense
mutasyon protein katlanmasini ve / veya homomerik
hemikanallarin oligomerizasyonu ve stabilizasyonunu
engellemektedir. Bu durumda mutant protein plazma
membranma tasinamaz (Om: Cx26, C64S). 3)
Dominant  missense  mutasyon ile  mixed
connexonlarm fonksiyonunun ve / veya olusumunun
bozulmasi veya mutant proteinin connexonun
potansiyel ~ ozelligini  degistirmesi  (Orn:Cx32,

R142W). 4) Ekstraselliiler halkada olusan dominant

mutasyonlar hiicreler arasi kapilarin olusumunu etkiler (Orn: Cx26, W44C, E42del, R75W). 5) Mutasyonlar;

gecirgenligi, por biiyiikliigiinii, iyon seciciligini veya gap junction kanalmin kinetigini bozabilmektedir (Orn:

Cx26, V74L). 6) Mutasyonlarin teorik olarak protein degredasyonunu engelleyebilecegi diigiiniilmektedir (26).



S6z edilen connexin tiplerinde goézlenen mutasyonlarin kalitimi otozomal dominant veya
otozomal resesif sekilde olmaktadir (20,22-25). Ornegin DFNA3 lokusunda gdzlenen birgok
mutasyon (G59A, DE42, R75W) otozomal dominant olarak kalitilmakta ve bazilari ise ¢esitli
sendromik olgularla iliskilendirilmektedir (7,23).

Bu grup icerisinde en sik mutasyonu gozlenen gen GBJ2 geni olup, 100 den fazla
mutasyonu saptanmustir (http://davinci.crg.es/deafness/). Bu mutasyonlar arasinda en sik
rastlanan 35delG mutasyonu olup, tim GBJ2 gen mutasyonlarin %70-80’ini
olusturmaktadir (5,12,13). Etnik olarak bu mutasyonun tasiyiciligi farkliliklar géstermektedir.
Ornegin, Avrupa ve Akdeniz toplumlarinda yiiksek oranda rastlanmasina karsin Asyali ve

Askenaz’larda bu oran diistiktiir (3,12,13,16,25,27).

KCNQ4 Geni (DFNA2)

KVLQTI ve KCNEI genleri heterodimerik bir kanal olan voltaj kapili potasyum
kanalinin alt birimlerini olusturan proteinleri kodlamaktadir. Bu genlerde goriilen mutasyonlar
otozomal resesif olarak kalitilarak, Jervelle, Lange-Nielsen sendromuna neden olmaktadir (3).
Bu potasyum kanali stria vascularis de bulunmaktadir. KCNQ4 protein iriinii dis sagh
hiicrelerin bazo-lateral yiizeylerinde yer almaktadir. Bu kanalin potasyum iyon dongiisiinii dis
sacli hiicrelerde baglatici yonde etkiledigi disiiniilmektedir. KCNQ4 geninde saptanan
mutasyonlarin; /ate-onset, progresif, sensorindral isitme kayipl olgularda otozomal dominant
(DFNAZ2) olarak kalitildig1 belirlenmistir (11) Ayrica bir¢ok ailede missense mutasyonlar
saptanmistir (23).
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Sekil 1.2 Non-sendromik olgularda i¢ kulak koklea kesitinde etkili olan gen iiriinlerine bazi érnekler (11)
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Tight Junction Claudin-14 (DFNB29)

CLDN14 geni iki genis Pakistanl ailede yapilan ¢caligmalar neticesinde haritalanmistir.
Claudin-14 ekspresyonu korti organi igerisinde sensory epitelde ekspresse edilmektedir. Bu
protein, endolenf ile etrafindaki doku arasinda elektrokimyasal gradiyent olusumunu saglayan

bir “tight junction” dir (28).

PDS (Pendrin) Geni (DFNB4)

Bu gen Pendred sendromu ile iligkili olmakla birlikte, PDS geninde mutasyon tagiyan
olgularin %151 pre-lingual, non-sendromik olarak saptanmistir (11). PDS geninin protein
irtinii SLC226A44 bir anyon tasiyicisidir ve kloriir ve iyodiir anyonlarin1 sodyumdan bagimsiz
olarak tasimaktadir (7,11). Endolenfatik kanalda ifade edilen protein endolenfin
diizenlenmesini ve rezopsiyonunu saglamaktadir. Proteindeki mutasyonun Endolenfatik

stvidaki homeostazi bozdugu ileri siiriilmektedir (11).

1.3.3 Hiicre Iskeleti Proteinlerini Kodlayan Genler
Konvansiyonel Olmayan Myosinler (DFNAI1, DFNB2, DFNB3)

Konvansiyonel olmayan myosinler molekiiler motor proteinlerdir, aktin filamentleri
ile islev gostermektedirler. Konvansiyonel myosinlerden farkli olarak, Konvansiyonel
olmayanlar non-muscle hiicrelerde bulunurlar. Kulakta stereocilia ve sagl hiicrelerin
cuticular diizleminde yer alirlar (7,11). ilk olarak mutasyonu farelerde tanimlanmis, resesif
mutasyonla kalitildig1 gosterilmistir. myosin Vila mutasyonu ise ilk olarak Usher Sendromu
tip 1B’de gosterilmistir (11,23,29,30). Bu mutasyon resesif (DFNB2) veya dominant
(DFNAI11) kalitim gostermektedir. Ayrica myosin 15 Balinese ailesinde ve shaker-2 farelerde

saptanmis resesif aktarilan mutasyon ile isitme kaybina neden olmaktadir (11).

1.3.4 Korti Orgamndaki Yapisal Proteinlerini Kodlayan Genler
TECTA Alfa-Tectorin Geni (DFNAS8/DFNA12, DFNB21)

Tektorial membran, i¢ kulak ekstraselliiler matriksi ile sensory sagh hiicrelerin
stereocilia kismi ile kontak kurmaktadir. Bu yapilar sesin iletimi isleminde rol almaktadir.
Alfa-tectorin tektorial membranin major kollagen olmayan kompanentidir (31). Bu gende
gbzlenen mutasyonlar pre-lingual otozomal dominant isitme kayiplarina neden olmaktadir.

Ayrica farkli bir mutasyon tipi ise pre-lingual otozomal resesif olarak gézlenmektedir (11,32).
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1.4 GJB2; Gap Junction Protein; Connexin 26.

“Gap junction” lar hiicre-hiicre etkilesimlerinde onemli rolleri bulunan yapilar olup,
doku homeostazi, hiicreler arasinda uyarilarin iletilmesi, kiigiik molekiillerin aktarilmasi (<
1000 Da), ¢cogalma, gelisme gibi kilit gorevler iistlenmektedir (2,19,33,34). Protein iiriinii 26
kDa olup, ilk olarak karacigerden saflagtirilmistir (35).

1.4.1 Connexin Grubu Proteinlerin Genel Yapisi

Connexin grubu proteinler, “gap junction”lar1 olusturan birimler olup alt1 kopya
connexin “connexon” denilen kanali yapmaktadir. Her bir connexin iki ekstraselliiler halka
icermektedir. Bu yapilar kars1 hiicredeki ayni halkalar ile birleserek kanali olusturmaktadir
(Sekil 1.3). Ekstraselliiler halkalarin amino asit dizileri yliksek korunumlu olmakla birlikte,
sitoplazmik alan dizilerinde tiplere gore farkliliklar igermektedir (18,36).

Connexon kanalinda bulunan connexin proteinleri 6zdes olursa “homomerik”, farkl
olursa; “heteromerik” connexon olugmaktadir. Kanallarda bu olusuma gore homotipik,
heterotipik ve heteromerik kanal seklinde farkli isimler almaktadir (21,19,36).

Bu giine kadar tanimlanmis 20’den fazla insan connexin geni bulunmaktadir. Genel

olarak connexin genleri protein {riinlerinin molekiiler agirliklarina gore {i¢ grupta

toplanmaktadir (21,26);

e Alfa connexinler: 37 kDa’dan biiyiik connexinler (GJA)
e Beta connexinler: 32 kDa’dan kiigiik connexinler (GJB)

e Gamma connexinler (GJC).
Connexin 26 proteininde dort zargeger alan (M1-M4), iki ekstraselliiler alan (E1-E2), bir

sitoplazmik alan (CL), bir N-terminal alan (NT) ve bir C-terminal alan (CT) bulunmaktadir
(Sekil 1.4) (19,33,34,37).
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Sekil 1.3 Connexinler ve gap junction organizasyonu (19).

C ONnexon- ¢ onnexon
Voltaj kanah ethle gimd Heterotipik wyguniuk
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Sekil 1.4 Connexin 26 protein alanlar1 (M1-4; zargeger alan, E1-2; ekstraselliiler bolge, CL; sitoplazmik alan,
NT; N-terminal alan, CT; C-terminal alan)(19).

14



Gap Junction

Sekil 1.5 Kokleada potasyum iyon dongiisii ve gap junction’lar (34).

Potasyum dongiisiinde; potasyum kanali (KCNQ4), anyon tastyicist (SCL26A44) ve 4
gap junction (GJB2, GJB3, GJB4, GJAI) gorev almaktadir. Connexon ve gap junctionlari
olusturan kanallar hiicrelerin zarina yerleserek bitigik hiicrenin benzer veya farkli yapidaki

connexonu ile birlesip kanaldan kii¢iik molekiillerin gegmesine olanak saglarlar (38,39).
1.4.1.1 Farkli Connexin Tipleri
Insanlarda tanimlanan connexin genlerinden bir¢cogunda gdzlenen mutasyonlarin
cesitli hastaliklara neden oldugu gosterilmistir. Ayrica farkli connexin proteinlerin farkl

dokularda ifade edildikleri saptanmistir. Connexin tiplerinden bazilar1 ve ifade edildigi

dokularla ilgili bilgiler Tablo 1.5’de verilmistir (21).
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Tablo 1. 5 Connexin genleri, ekspresyonu ve kalitsal hastaliklar1 (21).

Gen Ekspresyon Kalitsal Hastahk

GJB7 (Cx25) Bilinmiyor Bilinmiyor

GJB2 (Cx26) Koklea, deri, karaciger, DFNBI1, DFNA3, KID
plasenta, meme sendromu, Ichthyosis

GJB6 (Cx30) Koklea, deri, beyin Sagirlik, DFNB1, DFNA3

GJB4 (Cx30.3) Deri Eritrokeratoderma gesitleri

GJB3 (Cx31)

GJB5 (Cx31.1)
GJEI (Cx31.3)
GCJI (Cx31.9)
GJBI (Cx32)

Cx32.4
Cx36

GJA4 (Cx37)
GJAS5 (Cx40)
Cx40.1

GJAI (Cx43)

GJA7 (Cx45)
GJA3 (Cx46)
GJA12 (Cx47)
GJAS (Cx50)
Cx62

Deri, plasenta

Deri
Bilinmiyor
Bilinmiyor

Karaciger, oligodenrosit,
schwann hticreleri

Bilinmiyor
Noronlar
Endotelyum

Kalp, endotelyum

Bilinmiyor

Kalp, lens, beyin, adrenal

bezler

Kalp, diiz kas, néronlar

lens

Spinal kord, beyin

Lens
Overler

Sagirlik, DFNA2,
Eritrokeratoderma gesitleri
Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor
Charot-Marie-Tooth
hastalig1

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor
Okiilodentodijital displazi

Bilinmiyor
Konjenital katarakt
Bilinmiyor
Konjenital katarakt
Bilinmiyor

1.4.1.2 Diger Connexin Genlerinde Gozlenen Mutasyonlar

Non-sendromik igitme kayiplart ile iligkili farkli connexin genlerinde gozlenen

mutasyonlar Tablo 1.6, 1.7 ve 1.8’de verilmistir;

Tablo 1.6 Connexin 31 (GJB3) igin tanimlanig non-sendromik isitme kaybiyla iligkili mutasyonlar
(http://davinci.crg.es/deafness/)

Dominant Mutasyonlar

No  Mutasyon Tanim Etkisi Protein
Adi bolgesi

1  RI180X C538T 180. kodon Arg=>Stop  EC2

2 EI183K G547A 183. kodon Glu=>Lys  EC2

Resesif Mutasyonlar

1 141del Ile 423-425del ATT 141. kodon del Ile T™3

2 1141V A423G 141. kodon Ile=>Val ™3

3 P223T C667A 223. kodon Pro>Thr IC3
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Tablo 1.7 Connexin 30 (GJB6) i¢in tanimlanis non-sendromik isitme kaybiyla iliskili mutasyonlar
(http://davinci.crg.es/deafness/)

Dominant Mutasyonlar

No Mutasyon Tanim Etkisi Protein
Ad1 bolgesi

1 T5M Cl14T 5. kodon Thr->Met IC1

2 63delG 63delG frameshift

Tablo 1.8 Connexin 43 (GJA1) i¢in tanimlanis non-sendromik isitme kaybryla iligkili mutasyonlar
(http://davinci.crg.es/deafness/)

Resesif Mutasyonlar
No Mutasyon Tanim Etkisi Protein
Adi bolgesi
1 LI11F C31T 11. kodon Leu—>Phe IC1
2 V24A T71C 24. kodon Val>Ala ™1

1.4.1.3 Connexin Genleri Uzerinde Gozlenen Farkli Mutasyonlar

Connexin genlerinde nokta mutasyonlarindan ve niikleotid delesyonlarindan baska,
biiylik alanlart kapsayan delesyonlara da rastlanmaktadir. Bu tiir delesyonlar kalitim

Oriintiileri ag¢isindan da farklilik gdsterip dominant negatif kalitilmaktadir (40).

GJB6 Geninde 342-kb Delesyon
Connexin 26 genine 35-kb uzaklikta yerlesimi olan GJB6 geninde gdzlenen ve genin

5’ ucunu kapsayacak sekilde telomerik yonde 342-kb delesyon saptanmistir (Sekil 1.6) (40).

484 bp
‘e

GJlB6delR  GJBGFZ GuBGdel-F
- -+

S — %+
Sentromeril- GJB2 —— GJBE ——5— Telomerik
* Y i
¥ 4

Ee——————————
ot 33kb .

3

; .
Proksimal Distal

larilma noktass  lanbma noldas:
,—

342 kb delesyon

Sekil 1. 6 Connexin 30°da 342-kb delesyon (40).
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Gap junction yapisina giren connexin 30’da goriilen bu delesyon nedeniyle kanal
formasyonu bozulmakta ve isitme kayiplar1 gézlenmektedir. Bunun yanisira Cx-26’da 35delG

mutasyonu ile birlikte gériilen durumlarda bulunmaktadir (40,41).

1.4.2 Connexin 26 Kromozom Yerlesimi ve Gen Yapisi

GJB2 13q11-12 kromozomun bandinda yerlesmis olup GJB6 ve GJA3 genleri arasinda
yer almaktadir (Sekil 1.7). Ilk olarak Kelsell ve arkadaslari (5) tarafindan; palmoplantar
keratoderma (PPK) ve isitme kaybi olan bir ailede Cx26 iizerinde missense mutasyon (M34T)
saptanmis, bu mutasyonun otozomal dominant kalitildigi ve PPK ile iliskisi olmadigi
gosterilmistir. Farkli iki ailede bulunan mutasyonlar ayni kromozom bandinda (13q11-12)

tanimlanmis ve bdylece gen haritalanmistir (5).

q F

13, Eromozom E W N NE XTN
D1331830 D1351829

A GJBEDN351830)
342 kb |

I:I Kodlarenayan Bélge _{m}_,,f 167delT
e Tramsraetrbran Dornain S 333-34delad
314del1d
E4TX 312del14
| GéeE 310del 14
Waax| | 299-300delAT
varl VEEM
| || T6191dels R184P

exon 1 f{/'/;f — cooewond - I:I

Wit | [ delE120 Is 55F
WITR| (K122
2350eiC] | Y136
VEAL R143
[

100 by

Sekil 1. 7 Cx-26 geninin yerlesimi ve bazi mutasyonlar (16).

Gen iki ekzon ve bir introndan olusmaktadir. Ekzon 1; 158 bazdan olusur ve transkript

edilmez. Iki ekzon arasinda 3170 baz uzunlugunda genis bir intron bdlgesi bulunmaktadir.
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Ekzon 2 ise 681 bazdan olusur ve gen iirliniinii olusturan kistm bu bolgedir (Sekil 1.8) (6,18,
NCBI Gen Bank).

Intron 1; 3170 by

ey I
. |

Ekson 1; 158bp Ekson 2; 681 bp

Sekil 1. 8 Connexin geni yapist.

Deneysel calismalarda yiliksek korunumlu promotdr bolge, insan Cx-26 geniyle fare
arasinda % 81 oraninda 6zdeslik gostermektedir. Buna ilaveten, altit GC kutusu, iki GT kutusu
ve bir adet TTAAAA kutusu, bir adet YY1 benzeri baglanma bolgesi ve konsensus
“mammary gland factor” baglanma bolgesi igermektedir. Fare beta-casein geni ile “ortolog”
dur (18).

13. kromozom ql1-12 bolgesinde yerlesim gosteren Cx-26 geni sentromerik yonde
GJA3 ve telomerik tarafta ise GJB6 arasinda yer alir. Bu genlerden GJB2 ve GJB6 kokleada
ifade edilmektedir. Fare ve insanda bu ii¢ genin farkli kromozomlarda bulunabilmesine
ragmen ardisik gruplar halinde yer almasi, evrimsel agidan korunumlu bir alan olabilecegini
gostermektedir (Sekil 1.9). Bunun yanisira baska grup connexin genlerinin de gruplar halinde

lokuslarda yerlesik oldugu bilinmektedir (42).

1.4.3 Connexin 26 Proteinin Kulak Icindeki Yerlesimi

Deneysel ¢aligmalarda ratlarin  koklealarinda Cx26 ekspresyonunun varligi
immiinokimyasal yontemler ile gosterilmistir. Cx26 proteininin koklea igerisinde; non-
sensory epitel hiicreler, spiral limbusun interdental hiicreleri, i¢ sulcus hiicreleri, korti
organinin destekleyici hiicreleri, dis sulcus hiicreleri ve spiral ligamentin kok 6devi goren
hiicrelerinde saptanmistir. Bunun yanisira kokleadaki baglayici dokular da ornegin; spiral
ligament ve spiral limbusdaki bircok fibrosit hiicreleri, stria vascularisdeki bazal ve
intermediat hiicreler, scala vestibuli boyunca uzanan mezenkimal hiicrelerde de gdsterilmistir

(Sekil 1.2 vel.10) (2,23,43).
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Sekil 1.9 13. kromozom {izerinde connexin grubu genlerin yerlesimi (NCBI, Mapviewer).

Kulak i¢ yapisina bakildiginda Cx-26 hem daha fazla alanda hem de ¢esitli gérevi olan
bir¢ok koklear hiicre tipinde ifade edilmekte veya rol almaktadir. Bu bakimdan proteine
yanstyacak herhangi bir degisimin isitmeyi yiiksek oranda etkileyebilecegi Ongoriilebilir

(11,23).

1.4.4 Connexin 26 Proteinin Isitmedeki Rolii

Cx-26 proteinin non-sendromik duyu yitimlerindeki rolii tam olarak bilinmemesine
karsin, i¢ kulaktaki sensory epitelin lizerinde gap junction iletisimleri agisindan iyonik
cevrenin diizenlenmesinde gorevleri oldugu gosterilmistir. Cx-26’nin duyu iletimi sirasinda

K" iyonlarinin dolasiminda major rol aldig1 énerilmektedir (21).

20



Sacli hiicrelerin bazo lateral yiizeyleri perilenf ile ¢evrelemistir. Bu bolgenin iyonik
kompozisyonu hiicre dis1 sivi kompartimani ile benzerdir. Tek bir sacli hiicre endolenf igine
gomiilii halde olup, cevresindeki sivida ve igeride yiiksek K' ve diisik Na  iyon
konsantrasyonu bulunmaktadir (2,11,21).

Duyu sinyalleri endolenf ve sagli hiicrelerde K iyon derisiminin artmasini uyarir ve
K" iyonlar1 korti organinin intersitial bosluguna gider. K™ iyonlar1 buradan korti organinin
destekleyici hiicrelerinin voltaj kapili potasyum kanallar1 boyunca ilerler ve tekrar endolenfe
geri doner. Her duyu iletiminde saghi hiicrelerde artan iyon konsantrasyonu bu sistem
sayesinde bir siklus halinde siirdiiriiliir (21).

Cx-26 geninin tamamen susturuldugu fare modelli ¢aligmalardan sonug¢ elde
edilememistir. Cilinkii Cx-26 fare gelisiminin erken safhalarinda 6nemli roller almaktadir. Bu

gen bakimindan nakavt fareler embriyonik letaldir (43).

Seala vestinli (perilenf)

Srala Inledia (Endolent)

Sagh Hiicreler
Iy Dis Tektorial Zar

b Sinir Demetler Deiter Hiwereler
™ Cranglion igi Korti Tineli

Spiral Dermet Spiral Li ut
Koklear Méronlar

Sekil 1. 10 i kulaktaki potasyum déngiisii (2).

Caligmalar Cx-26’y1 nakavt etmekten cok deneysel mutasyonlar olusturmaya

yonelmistir. Deneysel modellerin histolojik kesitlerinden elde edilen bilgilere gore sagh
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hiicrelerde hasarlar ve oliimler gozlenmis ve bu bolgede K™ iyonlarmim sirkiilasyona
giremedigi i¢in birikmesinin bu hasara neden olabilecegi ongoriilmiistiir (21). ikinci olarak;
dominant negatif Cx-26 mutant R75W transgenik fare modeli kullanilan ¢aligmada, farelerin
cesitli donemlerinden koklear kesitler incelenmistir. Bu mutasyonu tasiyan farelerde ileri
derecede isitme kaybi olusmaktadir. iki haftalik farelerde korti kanali ve destekleyici sach
hiicrelerde belirgin hasarlar gozlenmis, yedi haftalik olanlarda ise bu hasarin gittikge
agirlagtig, tim yapinin bozuldugu gosterilmistir (21).

Buna gore, Cx-26 potasyum sirkiilasyonunda énemli gorevler almakta ve eksikliginde
ozellikle endolenf’de gomiilii halde bulunan sacl hiicrelerde hasarlar meydana gelmekte ve

neticede cesitli derecelerde isitme kayiplari olusmaktadir (2,11,21,25).

1.4.5 Connexin 26 Geni Uzerinde Saptanan Mutasyon ve Polimorfizmler

Farkl1 bir¢cok toplumda yapilan ¢aligmalarda Cx-26 geni {lizerinde farkli yap1 ve tipte
mutasyonlara rastlanmigtir. Rapor edilen tiim mutasyonlar1 kapsayan veri tabaninda 100’den
fazla mutasyon ve polimorfizm bulunmaktadir (http://davinci.crg.es/deafness/). Non-
sendromik olgularda kalitim sekli olarak en sik otozomal resesif (% 85), ikinci otozomal
dominant (% 12-15), ve daha nadir olarak da X’e bagh (% 1-3) kaliim Oriintiisii
goriilmektedir (2). Bu ¢alismanin temelde odaklandigi GJB2 geni otozomal yerlesimlidir
(13q11 kromozom bandi) ve bu nedenle bu lokus i¢in cinsiyet-kalitim iliskisi s6z konusu

degildir.

1.4.5.1 Otozomal Dominant Kalitim Gésteren GJB2 Mutasyonlart

Ek-1 Tablo E.2’de saptanmis dominant mutasyonlar verilmistir. Ornegin C202F
mutasyonu bir Fransiz ailede 5 kusak boyunca tagindigi ve mutasyonu tek allelde tasiyan
bireylerde hafif siddetten orta dereceye kadar, ilerleyici tipte isitme kaybi1 gozlendigi rapor
edilmistir. Bu mutasyon dordiincii zargeger alan {izerinde yer almakta ve connexin

oligomerizayonunu bozmaktadir (23).
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1.4.5.2 Otozomal Resesif Kalitim Gésteren GJB2 Mutasyonlart

Cx-26 geni {izerinde “http://davinci.crg.es/deafness/” internet adresindeki veri
bankasina girisi yapilan 92 resesif mutasyon bulunmaktadir. Bunun yanisira son yillarda
yapilan calismalarda saptanan farklt mutasyonlar da goz Oniine alindiginda bu say1 100’
asmis durumdadir. Mutasyonlar, amino asit degisimleri ve proteinin yerlesimi Ek-1 Tablo

E.3’te verilmistir.

1.4.5.3 Polimorfizmler (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

Insan DNA’sinda gdzlenen polimorfizmlerin % 90’ 1 tek niikleotid polimorfizmleridir
(Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Genomik DNA iizerinde gozlenen polimorfizmler;
populasyon genetigi, ilag caligmalari, adli tip ¢aligmalari, kanser ve genetik hastaliklarin
arastirilmasinda 6nemli bakis agilar1 olusturmaktadir (44).

SNP, DNA iizerinde allelerin herhangi birinde tek bir bazin degismesidir. Normal
populasyondaki allellerden bu degisimle ayrilir ve mutasyonlardan farkli olarak allelik
frekanst %]1’in lizerindedir. Allelik frekansin %]1’in altinda oldugu durumlar1 SNP yaklagimi
ile agiklamak miimkiindiir. Baz1 arastiricilar SNP’lerin hastaliga yatkinlik gosterebilecegini
dikkate alamamaktadirlar. Fakat, bunlarin resesif hareket eden, diisiik penetrans gosteren
dominant veya riskli alleller ile iliskili olabileceginin g6z ardi edilmemesi gerekemektedir
(44).

Cx-26 geni lizerinde bir¢ok polimorfizm saptanmistir. Genel olarak toplumlarda
goriilen polimorfizmler ve isitme kaybi ile birliktelik gdstermeyen degisimler Ek-1 Tablo

E.5’te verilmistir.

M34T Polimorfizmi

Connexin 26 proteinin 34. kodonunda 101. timin yerine sitozin gelmesiyle olusur.
Polimorfizm olarak tanimlanmasma karsin isitme kayiplarinda etkin olabilecegi
diisiiniilmektedir. 11k olarak onerilen DFNA3 lokusunda dominant olarak kalitildig1 ve isitme
kaybia neden oldugu yéniindedir (45). Ilerleyen yillarda yapilan ¢alismalar bu mutasyonun
benign polimorfizm oldugunu diisiindiirmiistiir. Fakat ilging¢ olarak bazen heterozigot ve nadir

olarak homozigot bireylerde isitme kayiplari tespit edilmistir (6). Genel populasyonda
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homozigot M34T (-/-) bulunma siklig1; Fransa’da % 0.9-2.3 (N=244), Birlesik Krallik (BK)
ve Irlanda’da % 4.0 (N=630), Japonya’da % 0 (N=159) olarak hesaplanmustir. Isitme kayipl
bireylerde homozigot (M34T -/-) tasinma siklig1; Fransa icin % 3.6 (N=96), BK ve Irlanda’da
% 4.0 (N=173), Japonya’da % 0 (N=74) olarak belirtilmektedir (6).

M34T mutasyonu ic¢in heterozigot olan bireylerde isitme kaybi goézlenmezken,
homozigot mutasyon isitme kaybina yol agmaktadir. Bu durum dominant kalitm gosteren
mutasyonun dominant-negatif sekilde fenotipe yansidigr gostermektedir. Connexin 26 genin
5’ UTR bolgesinde goriilen 10 bp’lik delesyonun M34T ile ortak bir noktasi oldugu
distiniilmektedir (21).

1.5 Mitokondriyal Mutasyonlar ve isitme Kayb1

Hiicrelerde yiizlerce sayida bulunan mitokondri, oksijenli solunumunda rol oynayan
bir organeldir. Her bir mitokondride ise 2 ila 10 kopya mitokondriyal DNA yer almaktadir.
Insan mitokondriyal genomu 16,569 bp uzunlukta olup c¢ift iplikli ve kapali halkasal
yapidadir. Mitokondriyal DNA’dan 13 farkli mRNA transkripti iiretilmektedir. Bunun
yanisira genomda iki rRNA ve 22 tRNA geni bulunmaktadir (46-48).

Mitokondriyal DNA olagan dis1 durumlar haricinde yalnizca maternal gegis gosterir.
Annede bulunan mitokondriyal bir mutasyon ileri kusaklara aktarilir ve bu kusaklarda disi

olanlar kendinden sonra gelen kusaga aktarirken erkek bireyler mutasyonu aktaramaz (47-48).

Mutasyon tasiyan mitokondriler homoplazmik veya heteroplazmik olarak
gruplandirilmaktadir. Mutasyon bakimindan homoplazmik olan bireylerde mutasyon tiim
mitokondrilerin tiim halkasal DNA’larinda bulunmaktadir. Heteroplazmik olanlarda ise

mutasyon heterojen olarak tasinmaktadir (47-48).

1.5.1 Mitokondriyal Mutasyonlar

Mitokondriyal DNA iizerinde goriilen mutasyonlara sendromik ve non-sendromik
olgularda rastlanmaktadir. Genel olarak sendromik olgularda tRNA genleri tutulum
gosterirken, non-sendromik olgularda daha sik olarak 12S rRNA geninde mutasyon

gozlenmektedir (Tablo 1.9) (49).
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I¢ kulakta yerlesim gosteren dis sagh hiicreler ¢ok fazla ATP’ ye gereksinimi olan
hiicrelerdir. Ciinkii Na+ ve K+ iyon dengesi burada ATP pompasi ile saglanmaktadir. RNA
genleri lizerinde olusabilecek herhangi bir mutasyona bagli olarak ATP sentezinde bir azalma
olmaktadir. Bu bozukluk mitokondride gergeklesen oksidatif fosforilasyonunu etkilemektedir.
Dis saclt hiicreler ve stria vascularis bu eksiklikten hiicre hasari ve hatta hiicre 6liimiine varan

oranlarda etkilenmekte ve isitmedeki islevini yapamamaktadir (48).

Tablo 1.9 Isitme kaybi ve diger hastaliklarla ile iliskili mitokondriyal mutasyonlar (49). (Hom; Homozigot, Het;
Heterozigot)

Sendrom Mutasyon  Gen Homoplazmi
Heteroplazmi

AT961Cn  12S rRNA Hom/Multiplazmi
A1555G 12S rRNA Hom
A7445G tRNAS VN Hom/Het
Non-sendromik 7472insC ~ tRNASN  Hom/Het
T7510G tRNAS VN Het
T7511G tRNAS N Hom/Het
T7512G tRNAS N Hom/Het
Send.isitme kaybi+Palmoplantar keratoderma A7445 tRNASerUCN) Hom/Het
T7512C tRNAS N Hom/Het
7472insC ~ tRNAS N Hom/Het
A3243G tRNAM VYR Het

Myoklonik epilepsi, ataksi isitme kaybi

Diabet ve igitme kaybi T3271C tRNAMVUR) Het
A8296G tRNA"" Het

Myoklonik epilepsi ragged red fibers A8344G tRNA"® Het
Myoklonik epilepsi ragged red fibers/MELAS T8356C tRNALYS Het
o N A4269G tRNA" Het

ardiyomyopatit+igitme kaybi

Yoo Y G8363A tRNA"" Het
Diabet ve isitme kaybi/Retinitis pigmentosa C12258T tRNASeMAGY) et
MELAS A13513G NDS5 Het
Kearns-Sayre Sendromu Cesitli delesyonlar/duplikasyonlar ~ Het
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Sekil 1. 11 Mitokondriyal DNA’da isitme kaybiyla iligkili mutasyonlarin yerlesimleri ve etkiledikleri proteinler
(49).

1.5.2 A1555G Mutasyonu

Maternal kalitim gostermesi nedeniyle dikkat ¢ekmis olan mutasyona ilk olarak non-
sendromik isitme kayb1 oldugu bilinen Arap-israil pedigrilerinde rastlanmis, mtDNA iizerinde
oldugunun tanimlanmasiyla aciklik kazanmistir. Mutasyon genel olarak homoplazmik olarak
gozlenmektedir (50-52). Mitokondriyal DNA iizerinde, 12S rRNA kodlayan bolgede 1555.
adenin yerine guanin niikleotidi gelmesiyle olusmaktadir (Sekil 1.12) (46,49).
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Sekil 1. 12 12SrRNA geninde A1555G mutasyonunun konumu (53).

Bilinen ¢evresel ajanlardan, aminoglikozid tiirevi antibiyotikler A1555G mutasyonu
tasiyanlar {lizerinde etkilidir. Mutasyon, 12S rRNA’nin yiiksek korunumlu bdlgesinde, ayni
zamanda bakterilerde de aminoglikozidlerin baglandig1 noktada olmaktadir. Bu bolgede
meydana gelen mutasyon ribozomun aminoglikozid duyarliligini degistirmekte ve
bakterilerde antibiyotige karsi direnglilik saglamaktadir (54,55). Mutasyona ugrayan 1555.
niikleotid bakterilerdeki 12S rRNA’ya ¢ok benzemektedir. Aminoglikozidler mutant 12S
rRNA’ya baglanarak i¢ kulakta ototoksik etkilere neden olmaktadir (56,57).

Niikleer genler, mtDNA haplotipleri, ¢cevresel ajanlar, doku-spesifik etkiler gibi bir¢cok
faktor bagimsiz veya birlikte klinik ekspresiviteyi etkilemektedir. Epidemiolojik bilgiler ve
biyokimyasal ¢aligmalar, A1555G mutasyonu tasiyan isitme kayipl ailelerin semptomatik ve
asemptomatik iiyeleri arasindaki fenotipik farkin, niikleer faktorlerden kaynaklandigini
diistindiirmektedir (54,58). Baglant1 (/inkage) analizi yapilan A1555G mutasyonu tasiyan
bir¢cok ailede niikleer genlerin ya bir multigen ya da 8. kromozomda bir lokusta oldugu
diistiniilmektedir (59). Son yapilan c¢aligmalara gore, 8p23.1’de yerlesim gosteren

mitokondriyal transkripsiyon faktorii B1’in mitokondriyal rRNA modifikasyonunda rol aldig:
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gosterilmistir. tRNA ve rRNA modifikasyonlari ile iligkili olarak niikleer MTO1, GTPBP3,
TIMMS8A gen iirtinleri tanimlanmustir (60,61).
A1555G mutasyonu farkli toplumlardaki goriilme siklig1 degiskenlik (Tablo 1.10)

gostermektedir.

Tablo 1.10 A1555G mutasyonunun isitme kayipli ¢esitli toplumlarda goriilme sikligi.

Ulke Goriilme sikhig1 *  Referans
Brezilya 4/203 (Kisi) 62
Endonezya 4/75 (Kisi) 56
Ingiltere 0/75 (Kisi) 63
Ispanya 6/21 (Aile) 64
italya 2/128 (Kisi) 65
Tunus 1/100 (Aile) 66
Tiirkiye 3/168 (Kisi) 57

(*) Mutasyon tasiyan birey veya aile sayisi/Toplam birey veya aile sayist

1.5.3 A7445G Mutasyonu

AN geninde gozlenmektedir (Sekil 1.13). ilk olarak

Mitokondriyal genomda tRN
bir Isko¢ ailede tanimlanan bu mutasyon, Yeni Zelanda ve Japonya’da farkli ailelerde
dogrulanmigtir. A1555G mutasyonundan sonra en sik rastlanan tiptir. Homoplazmik
mitokondriler tagiyan bireylerde non-sendromik isitme kaybi gozlenmektedir. Ancak bazen
deride ¢esitli lezyonlarla birlikte de goriilmektedir. Mutasyonun penetranst toplumlara gore
degismektedir (46,57).

Lenfoblastoid hiicrelerde yapilan caligmalara gore, mutasyon varliginda ilgili
proteinden kaynaklanan tRNA metabolizmasi bozukluklari ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
mitokondride protein sentezinde diisme gozlenmistir. Kompleks I (NADH dehidrogenaz ) ile

iligkili olan ND6 mRNA diizeyleri bu mutasyon varliginda azalmakta ve sonug olarak koklear

hiicrelerde ATP sentezini etkilemektedir (67).
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Sekil 1.13 A7445G mutasyonunun tRNA {izerindeki konumunun sematik goériiniimii (65).

A7445G mutasyonu farkli toplumlardaki goriilme siklig1 degiskenlik (Tablo 1.11).

gostermektedir;

Tablo 1.11 A7445G mutasyonunun isitme kayipli ¢esitli toplumlarda goériilme sikligi.

Ulke

Goriilme sikhg *

Referans

Brezilya
Ingiltere
Italya
Tunus

Tiirkiye

0/203 (Kisi)
0/75 (Kisi)

2/115 (Kisi)
0/100 (Aile)
0/168 (Kisi)

62
63
65
66
57

(*) Mutasyon tastyan birey veya aile sayisi/Toplam birey veya aile sayisi
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2.GEREC VE YONTEMLER

2.1 Hasta Gruplarimin Belirlenmesi ve Ornek Alim1

Bu calismaya izmir Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dali, Isitme, Konusma ve Denge Unitesi’nde isitme kaybi tanis1 konulmus, belirli
kriterleri tasiyan bireyler dahil edildi. Hastanin dogustan gelen bir isitme kaybinin olmasi
(prelingual), baska herhangi bir sistemik ve patolojik bozuklugunun olmamasi (non-
sendromik) ve isitme kaybinin sensorindral kaynakli olmasi hasta se¢gme kriterlerini
olusturdu. Hastalarin ve ailelerinin isitme kaybi o6l¢iimleri ayni1 birimde yapildi. Kriterlere
uyan ailelerin Oykiileri alinarak soy agaclar1 olusturuldu. Caligmanin amaci ¢aligmaya katilan
toplam 240 kisiye acik bir dille anlatildi ve Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Yerel Etik Komitesinden 22.02.2005 tarihinde onay
verdigi bilgilendirilmis onam formu ile izinleri alindi (Ek 2). Tim bireylerden DNA
izolasyonunda kullanilmak tizere 2 ml periferik kan alind1 ve deneysel ¢alisma yapilana kadar
-20 °C’de saklandi.

Ayrica kontrol grubu evreni i¢in, Yard. Dog. Dr. Cigdem Eresen’ den saglanan 171
isitme kaybi olmadigi bilinen, farkli bir calismaya ait DNA ornekleri kullanildi. Kontrol
grubunun olusturulmasindaki hedefler; yeni saptanabilecek degisimlerin tanimini yapmak
(mutasyon veya polimorfizm), isitme kaybi olmayan bireylerde iilkemiz i¢in polimorfizm
sikliklar1 hakkinda fikir sahibi olmak ve secilen evrendeki heterozigot mutasyon tasiyicilarin

belirlenmesini saglamak olarak tespit edilmistir.

2.2 Olgularin Isitme Kayiplarinin Belirlenmesi

Odyometrik testler, ses yaliimli odalarda (Industrial Acoustic Company)
geceklestirildi. Interakustik AC40 klinik odyometre, TDH 49MX 41/AR standard kulaklik
kullanildi. Kemik yolu isitme esik dl¢iimleri B-71 vibrator kullanilarak yapildi.

Saf Ses Isitme Testleri
Havayolu isitme esikleri 250-8000 Hz arasinda, kemik yolu isitme esikleri ise 250-

4000 Hz arasinda frekanslarda ol¢iildii. Saf ses isitme testi en az ii¢ yasindaki olgularda,
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ebeveynlerde ve probandin ii¢ yas iistii kardeslerinde kulaklik takilarak yapildi. Ug yasmn
altindaki olgularda ise, serbest alanda “Warble tone noise” ve konusma testi kullanilarak

isitme degerlendirilmistir.

Beyinsapi Isitsel Uyarilmis Potansiyel Testi (BIUP)

ICS “Medical Chartr” cihaz1 kullanilarak 0-6 ay arasindaki olgularda 12 msn, daha
biiyiik yastaki olgularda 10 msn kayit araliginda 100-3000 Hz frekansta klik uyaran ile BIUP
kayit edildi. Olgularin sag ve sol kulaklar1 ayr1 ayr1 21.1 sn tekrarlama sikliginda, verilen
uyarana karsi ortaya ¢ikan 1024 yanit averajlanarak ardi ardina ikiser kez elde edilen dalga
formlar1 bilgisayara kaydedildi. Kayitlama sirasinda altin kaplama dort yilizey elektrot
kullanildi. Ipsilateral mastoide negatif, vertekse pozitif, alinda toprak elektrot yerlestirildi.
Elektrotlar arasi empedans farkinin 3 kQ’un altinda tutulmasina dikkat edildi. Besinci
dalganin 70 dB nHL ve daha yiiksek siddetle, normal siddet latens egrisi diginda elde edilen

olgular ileri derece isitme kaybi1 kabul edildi.

Transient Evoked Oto-Akustik Emisyon (TEOAE)

Otodinamik ILO 288 oto-akustik emisyon cihazi ile 80 dB SLP=2 alterne klik uyarilar
kullanilarak, hizli tarama modunda sessiz odada her bir kulagin oto-akustik emisyonlar1
kaydedildi. 260 yamitin ortalamasi 800-4000 Hz kayitlama araliginda kaydedildi. Isitme
kayiplilarda 30 dB pL’yi askin isitme kayiplarinda, 3 dB SLP’den daha diisiik amplitiidlii

emisyon kaydedilir veya hi¢bir frekans bandinda emisyon gozlenmez.

Akustik Admittansmetri
Akustik admittansmetri testleri, Interacoustics AZ-7 admittansmetri ile yapildi. Tiim
olgularin orta kulak basinglar1 ile ipsilateral ve kontralateral akustik reflekslerinin olup

olmadig1 belirlenmistir.
2.3 Kan Orneklerinden DNA izolasyonu
DNA izolasyonunda, molekiiler c¢aligmaya uygun nitelikte (niikleaz igermeyen)

kimyasallar ve 18 mega-ohm/cm kalitesinde distile su kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin

tamam1 uygun sartlarda steril edildi.
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Sekil 2.1 Projede yiiriitiilen ¢aligma algoritmasinin sematik ¢izimi.

2.3.1 Kullanilan Stok Cozeltiler ve Hazirlanislar:

1 M Tris-Cl 50 ml

6.055 g Tris-Base (Sigma, T-8524) analitik terazide tartilip distile su ile 40 ml’ye
tamamlanarak ¢oziildii. pH degeri 8.0 olacak sekilde derisik HCI kullanilarak ayarlandi ve 50
ml’ye distile su ile tamamlandi. Cozelti 0.22 mikronluk enjektor filtre kullanilarak steril edildi

ve oda sicakliginda saklandi.

0.5 M EDTA 100 ml

18.36 g EDTA (Sigma, E-5134) analitik terazide tartilip yaklasik 80 ml distile suda
¢oziildii. Cozme islemi siirekli karistirilarak ve pH: 8.0 olacak sekilde 5 M NaOH kullanilarak
yapildi ve 100 ml’ye distile su ile tamamlandi. Co6zelti otoklavlanarak steril edildi ve oda

sicakliginda sakland.

% 10 SDS 100 ml

10.0 g SDS toz (Sigma L-4390) analitik terazide tartilip tizerine 80 ml distile su ilave edildi.
Isiticih karistiricr 65°C’°de ¢oziildii. Tamamen ¢ozildiikten sonra distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi. Cozelti 0.45 mikronluk enjektor filtre kullanilarak steril edildi ve oda

sicakliginda saklandi.

Proteinaz K (20 mg/ml)
100 mg Proteinaz K (Sigma, P-2308) lizerine 5 ml deiyonize distile su ilave edilerek
20 mg/ml konsantrasyonda hazirland1. Stok ¢ozelti 250 mikrolitre halinde ayrilip -20 °C’de

derin dondurucuda saklandi.

5 M Amonyum Asetat 100 ml

38.5 g Amonyum Asetat (Merck, CC671215) analitik terazide tartilip iizerine 80 ml
distile su ilave edildi. Karistiricida tamamen c¢oziildiikten sonra 100 ml’ye distile su ile
tamamlandi. Cozelti 0.45 mikronluk enjektor filtre kullanilarak steril edildi ve oda

sicakliginda saklandi.
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10X Tris EDTA (TE) 50 ml
e 100 mM Tris-Cl (pH:8.0)....... 10 ml
e 10mM EDTA (pH:8.0)........... 2 ml

Cozelti otoklavlanarak steril edildi ve oda sicakliginda saklandi. DNA ¢6zmek amaciyla bu

coOzelti 10 kat steril distile su ile diltie edilerek (1X) kullanildi.

Lizis Cozeltisi
e 1M Tris-Cl........... 0.5 ml (10 mM Tris-Cl, pH: 8.0)
e 05MEDTA...... 10 ml (0.1 M EDTA, pH: 8.0)
e %10’luk SDS........ 20 ml (% 2.5 SDS)
e dH,O..coovvvneeeeii. 19.5 ml

2.3.2 Diger Kimyasallar

-Fenol/Kloroform/izoamil Alkol(25:24:1) pH:8.0 (Applichem, A0889.0100)
-Kloroform (Sigma, C2432)

-Etanol %99 (Carlo Erba,67-17-5)

-20X SSC (Amresco, 0794-1)

2.3.3 DNA Izolasyonunda Uygulanan Protokol

Sambrook, J. (68) tarafindan tanimlanmis olan Fenol-Kloroform ekstraksiyonu ve tuz
persipitasyonu metodu modifiye edilerek uygulandi. Protokol genel olarak {i¢ basamaktan

olusmaktadir. Bu {i¢ asama ii¢ giinde uygulandi.

1.Giin
1. -20 °C’de saklanan kan 6rnekleri oda sicakliginda birakilarak ergimesi saglandi.
2. Erimis olan kan 6rnekleri (her bir ¢aligma i¢in en fazla 10 hasta) iyice homojenize
edildikten sonra 750 pl alinip 1.5 ml mikrotiipe aktarildi.
3. 1X SSC tamponundan her bir 6rnek tiipline 600 pl eklendi ve yavasga vortekslendi.
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10.

11.

Ornekler 5200 rcf hiz ve +4 °C sicaklikta, 5 dakika santrifiij edildi (Eppendorf
5417R).

Santrifiijden ¢ikan 6rneklerin st fazlar1 en fazla 750 pl olacak sekilde cekilip atildi.
Bu asamada iiglincii basamak tekrarlandi, fakat tampon miktar1 artirildi. Dipte pellet
olusumu izlendi ve yikamalar iist fazin berraklagsmasi ile bitirildi (dort-bes yikama).
Her yikama ayni1 devirde yapildi ve her seferinde {ist faz daha fazla atilarak daha ¢ok
tamponla yikama yapildi.

Son yikama ile pellete kadar iist faz atild1 ve tiip kapatilip vortekslendi.

Pelletin tlizerine 450 pl lizis tamponu eklendi ve yavas hareketlerle karistirildi.
Ornekler 6nceden 55 °C’ye 1sitilmis su banyosuna (Grant, LTD6/20) bir tasiyic1 ile
yerlestirilerek 1 saat inkiibe edildi. Bu asamada tiiplerin kapaklar1 siki kapatilip
parafilmle yalitild.

Inkiibasyon sonunda her bir érnek iizerine son derisimi 0.5-1 mgl/ml olacak sekilde 5
ul Proteinaz K (20 mg/ml) eklendi ve el hareketleri ile yavasca karistirildi.

Kapaklari parafilm ile kapatilan 6rnekler ayni su banyosuna 55 °C’de 1 gece birakildi.

2.Giin

12.

13.

14

16.

17.

18.

Su banyosundan c¢ikarilan tiipler {lizerine tiip i¢indeki sivinin hacmi kadar olacak
sekilde, 1:1 oranminda (500 ul) Fenol-Kloroform-izoamil Alkol (25:24:1) ceker ocak
altinda eklendi.

Ornekler tastyici igerisinde el hareketleri ile yavasca 10 dakika siit kivamina gelinceye

kadar karistirildi.

. Ornekler 5200 rcf hiz ve +4 °C sicaklikta, 15 dakika santrifiij edildi.
15.

Santrifiijden ¢ikarilan tiliplerin istteki sulu faz, alttaki sar1 renkli faza girilmeden
onceden uglar1 biraz daha agilip steril edilmis olan pipet uglari ile yeni bir mikrotiipe
alindi.

Yeni mikrotiipe aktarilan sulu faz {izerine yine 1:1 oraninda Fenol-Kloroform-izoamil
Alkol (25:24:1) ¢eker ocak altinda eklendi.

Ornekler tastyici igerisinde el hareketleri ile yavasca 10 dakika siit kivamina gelinceye
kadar karistirildi ve 14. ve 15. basamaktaki gibi islemlendi.

Yeni tlipe alinan faz {izerine 1:1 oraninda kloroform eklendi ve Fenol-Kloroform-

[zoamil Alkol ekstraksiyonunda oldugu gibi islemlendi.
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19.

20.
21.

22.

23.

24.

25.

Santrifiij sonrasinda yeni tiipe aktarilan faz {lizerine 140 pl 5M Amonyum Asetat
¢ozeltisi ve -20 °C’de dnceden sogutulmus 650 ul %99 Etanol eklendi.

DNA ipliklerinin ¢okmesi i¢in tlip yavas el hareketleri ile karistirild.

Tiim tiiplerde DNA gozlendikten sonra, DNA verimini artirmak i¢in 6rnekler 30
dakika i¢in -20 °C’ye kaldirildi.

Bu siire igerisinde her drnek i¢in yeni mikrotiipelere 400 pl %70 etanol konuldu.
DNA’larin saklanmasi i¢in vida kapakli contali tiiplere igine 100 pl 1X TE tamponu
konuldu.

-20 °C’den ¢ikarilan orneklerdeki DNA steril plastik 6ze (Elkay, 510-5101STR)
yardimut ile alindi ve dnceden hazirladigimiz %70 etanol de yikanarak oda sicakliginda
5 dakika kurumaya birakildu.

Kurutulan 6zelerin DNA tutan kisimlari tiipler igerisinde bulunan TE tamponuna
gelecek sekilde kesilerek kapatildi.

Tiim 6rnekler sikica kapatildiktan sonra 37 °C’de etiivde 1 gece ¢oziilmeye birakildi.

3.Giin

26.

Coziilen DNA’nin spektrofotometrik olgiimii yapildi ve stok DNA olarak -20 °C’ye
kaldirildu.

2.3.4 Izole Edilen DNA 'nin Konsantrasyonunun ve Safliginmin Saptanmasi

DNA’nin konsantrasyonu ve safligi, spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga

boylarinda elde edilen degerler ile hesaplanmaktadir. 260 nm dalga boyunda 1 optik dansite
(OD) degeri soliisyon igerisinde 50 pg/ml ¢ift iplikli DNA igerdigi kabul edilmektedir. 260
nm’deki OD degeri kullanilarak her bir 6rnegin konsantrasyonu asagidaki formiille hesaplandi

(68).

DNA konsantrasyonu: OD,s9x 50 x diliisyon faktorii (30)

DNA orneklerinin safligt ODy6p/ODs,g9 orani kullanilarak degerlendirildi. Uygun

safliktaki DNA’nin OD,60/OD,go degeri yaklasik 1.8 olmalidir (68).

36



Elde edilen DNA’larin saflik ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in 1:30 diliisyon ile
ornekler hazirlandi. Her 6rnekten 10 pl alinarak 290 pl 1X TE tamponu ile 300 ul
tamamlandi. Bu karisim orneklerinin optik dansitesi (OD), spektrofotometrede (Pharmacia
Biotech Ultraspec 2000 UV/Visible) 260 ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢tildii. Hesaplamalar
yukarida belirtildigi sekilde yapildi. Ayrica tim DNA oOrnekleri %1°lik Agaroz jelde
yuriitiilerek intakt olup olmadiklar1 kontrol edildi. PCR reaksiyonlarinda kullanilan tiim DNA

ornekleri, yukarida belirtilen standartlar uygun olarak hazirlandi.

2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla (PCR) Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

5 farkli primer seti kullanilarak connexin 26 iizerinde {i¢; mitokondriyal genom

tizerinde iki bolge ¢ogaltildi. Primerler i¢in uygun kosul ve 1s1l profiller laboratuvarda cesitli

kosullar kullanilarak optimize edildi.

2.4.1 Connexin 26 Ikinci Ekzonun Tamaminin Cogaltilmast

Kelsell, D.P. ‘nin (5) kullandig1 ileri ve geri primerler kullanildi. Primerler dahil

olmak tizere amplifiye edilen alan 777 bazdan olugsmaktadir.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

Sekil 2.2 Connexin 26 ikinci ekzon primer oturma bolgeleri (koyu ve biiyiik harf) ve amplifiye edilecek gen

bolgesi.

gatttaatcc
aagagttggt
gtctccctgt
AACCGCCcag
aaacactcca
atcctcgttg
accctgcagc
cggctatggg
gtggcctacc
tttaaggaca
acctacacaa
tatgtcatgt
cccaacactg
atgattgcag
attagatatt
taagaaatag
gccagcattt

tatgacaaac
gtttgctcag
tctgtcctag
agtagaagat
ccagcattgg
tggctgcaaa
caggctgcaa
ccctgcagcet
ggagacatga
tcgaggagat
gcagcatctt
acgacggctt
tggactgctt
tgtctggaat
gttctgggaa
acagcatgag
cccaacacaa

taagttggtt
gaagagattt
ctatgttcct
ggattggggc
aaagatctgg
ggaggtgtgg
gaacgtgtgc
gatcttcgtg
gaagaagagg
caaaacccag
cttccgggtc
ctccatgcag
tgtgtcccgg
ttgcatcctg
gtcaaaaaag
aggGATGAGG
agattctgac

ctgtcttcac
aagcatgctt
gtgttgtgty
acgctgcaga
ctcaccgtcc
ggagatgagc
tacgatcact
tccagcccag
aagttcatca
aaggtccgca
atcttcgaag
cggctggtga
cccacggaga
ctgaatgtca
ccagtttaac
CAACCCGTGC
cttaaatgca

ctgttttggt
gcttacccag
cattcgTCTT
cgatcctggg
tcttcatttt
aggccgactt
acttccccat
cgctcctagt
agggggagat
tcgaaggctc
ccgecttcat
agtgcaacgc
agactgtctt
ctgaattgtg
gcattgccca
TCAgctgtca
accatttgaa

gaggttgtgt
actcagagaa
TTCCAGAGCA
gggtgtgaac
tcgcattatg
tgtctgcaac
ctcccacatc
ggccatgcac
aaagagtgaa
cctgtggtgg
gtacgtcttc
ctggccttgt
cacagtgttc
ttatttgcta
gttgttagat
aggctcagtc
acccctgtag
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Primerler NCBI sekans servisinden saglanan HUMGAPJUNC lokusundaki M86849
kodlu “Homo sapiens connexin 26 (GJB2) mRNA, complete cds.” kullanilarak dogrulandi
(Sekil 2.2).

-Cx-26 lleri Primer: 5°-TCT TTT CCA GAG CAA ACC GCC-3’
-Cx-26 Geri Primer: 5> TGA GCA CGG GTT GCC TCA TC-3°

2.4.2 35delG Mutasyonunun Enzim Kesimiyle Saptanmasi I¢in Tasarlanan Yontem

Strom, K. grubunun (69) kullandig1 iki set primer kullanildi. Grubun tasarladigi
primerlerden 35delG mutasyon olasi bdlgeyi amplifiye eden geri primerde modifikasyon
yapildi (207 bp) (Sekil 2.3). Mutasyonun varligi durumunda modifiye bazin enzim kesim
bolgesi olusturmasi amaglandi. ikinci primer seti ise yine Cx-26 geni igerisinde enzim kesim
bolgesi tasimakta olup pozitif kontrol olarak kullanildi (153 bp). Primerler NCBI sekans
servisinden saglanan HUMGAPJUNC lokusundaki M86849 kodlu “Homo sapiens connexin
26 (GJB2) mRNA, complete cds.” kullanilarak dogrulandi (Sekil 2.4).

Normal Allel
Babkyl
[ Nﬂ$ {33
r 1
Cenomil DNA 5t ———CCTEEEEEETET CAACAMMCAC TCCACCAGCATTGG-—= 37
Modifiye Geri Primer CACCCTTGTTTETRRACETGETT &'
Mutant Allel
Bl
cC N, [N.GG
Cenomilk DNA 50 ———CCT GOGGETETCAACARACACTCCACCAGCATTGG——— 3°
Modifiye Geri Primer 3 CACCCTTETTTGTGAGGTGGTE 5+

Sekil 2.3 Modifiye primerin mutant allelde olusturdugu enzim kesim bolgesi (69).

38



-35delG lleri Primer: 5°-GGT GAG GTT GTG TAA GAG TTG G-3

-35delG Geri Primer: 5°-CTG GTG GAG TGT TTG TTC C*CA C-3’ (*modifiye baz)
-Pozitif Kontrol Ileri Primer: 5°-GGG AGA TGA GCA GGC CGA CT-3’

-Pozitif Kontrol Geri Primer: 5’-ACG TGC ATG GCC ACT AGG AGC-3°

1
61
121
181
241
301
361
421
481

gatttaatcc
AAGAGTTGGt
gtctccctgt
aaccgcccag
AAACACTCCA
atcctcgttg
accctgcagc

cggctatggg
GTggcctacc

tatgacaaac
gtttgctcag
tctgtcctag
agtagaagat
CCAGcattgg
tggctgcaaa
caggctgcaa
ccctgcagct
ggagacatga

taagttggtt
gaagagattt
ctatgttcct
ggattggggc
aaagatctgg
ggaggtgtgG
gaacgtgtgc
gatcttcgtg
gaagaagagg

ctgtcttcac
aagcatgctt
gtgttgtgtg
acgctgcaga
ctcaccgtcc
GGAGATGAGC

ctgttttGGT GAGGTTGTGT
gcttacccag actcagagaa
cattcgtctt ttccagagca
cgatcctggg ggGTG 7GAAC
tcttcatttt tcgcattatg
AGGCCGACTt tgtctgcaac

tacgatcact
tccagcccag
aagttcatca

acttccccat ctcccacatc
CGCTCCTAGT GGCCATGCAC
agggggagat aaagagtgaa

Sekil 2.4 35delG bolgesi (italik olan baz modifiye T yerine C) ve pozitif kontrol i¢in (alt1 ¢izgili olan primer)

i¢in primer oturma bdolgeleri.

2.4.3 Mitokondriyal Genomda A1555G Degisiminin Saptanmast I¢in Ilgili Bolgenin
Amplifikasyonu

Karin, M.D. grubunun (70) ¢alismasinda kullandig: ileri ve geri primerler kullanildi.
Primerler dahil ¢ogaltilan iiriin biiyiikliigli 642 bazdan olusmaktadir. Primerler NCBI sekans
servisinden saglanan “MITOMAP Human mtDNA Cambridge Sequence” ile dogrulandi
(Sekil 2.5).

1261
1321
1381

ccgccatctt
ACGTTAGGTC
aaaactacga

cagcaaaccc
AAGGTGtagc
tagcccttat

tgatgaaggc
ccatgaggtg
gaaacttaag

tacaaagtaa
gcaagaaatg

ggtcgaaggt

gcgcaagtac
ggctacattt
ggatttagca

ccacgtAAAG
tctaccccag
gtaaactAag

1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

Sekil 2.5 A1555G igin primer oturma bolgeleri. Italik ve alti ¢izgili baz 1555. bazdir. Koyu ve biiyiik harfle

agtagagtgc
aagtatactt
cgtaacatgg
aagcacccaa
gccccaaacc
agtataggcg
aaaaattata
ttaactagaa
acctaagaac

yazilanlar primerlerdir.

ttagttgaac
caaaggacat
taagtgtact
cttacactta
cactccacct
atagaaattg
accaagcata
ataactttgc
agctaaaaGA

agggccctga
ttaactaaaa
ggaaagtgca
ggagatttca
tactaccaga
aaacctggcg
atatagcaag
aaggagagcc
GCACACCCGT

agcgcgtaca
cccctacgca
cttggacgaa
acttaacttg
caaccttagc
caatagatat
gactaacccc
aaagctaaga
CTATGTAGca

caccgccegt
tttatataga
ccagagtgta
accgctctga
caaaccattt
agtaccgcaa
tataccttct
cccccgaaac
aaatagtggg

caccctcctc
ggagAcaagt
gcttaacaca
gctaaaccta
acccaaataa
gggaaagatg
gcataatgaa
cagacgagct
aagatttata
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-A1555G lleri Primer: 5°-AAA GAC GTT AGG TCA AGG TG-3’
-A1555G Geri Primer: 5°-CTA CAT AGA CGG GTG TGC TC-3°

2.4.4 Mitokondriyal Genomda A7445G Degisiminin Saptanmas: I¢in Ilgili Bolgenin
Amplifikasyonu

Karin, M.D. grubunun (70) ¢alismasinda kullandig: ileri ve geri primerler kullanildi.
Primerler dahil ¢ogaltilan iiriin biiyiikliigli 478 bazdan olugsmaktadir. Primerler NCBI sekans

servisinden saglanan “MITOMAP Human mtDNA Cambridge Sequence” ile dogrulandi

(Sekil 2.6).

-A7445G lleri Primer: 5°- CCC GAT GCA TAC ACC ACA TG -3’
-A7445G Geri Primer: 5°- AGG GCA TAC AGC ACT AGG AA -3’

7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741

atttcactat
tatccggaat
tatcatctgt
gagaagcctt
agtgactata
ctagAcaaaa
tccatgactt
tataggctaa
tacttcccct
ccttatctgc
tactaacatc

catattcatc
gccccgacgt
aggctcattc
cgcttcgaag
tggatgcccc
aaggaaggaa
tttcaaaaag
atcctatata
atcatagaag
TTCCTAGTCC
tcagacgctc

ggcgtaaatc
tactcggact
atttctctaa
cgaaaagtcc
ccaccctacc
tcgaaccccc
gtattagaaa
tcttaatggc
agcttatcac
TGTATGCCCT
aggaaataga

taactttctt
acCCCGATGC
cagcagtaat
taatagtaga
acacattcga
caaagctggt
aaccatttca
acatgcagcg
ctttcatgat
tttcctaaca
aaccgtctga

cccacaacac
ATACACCACA
attaataatt
agaaccctcc
agaacccgta
ttcaagccaa
taactttgtc
caagtaggtc
cacgccctca
ctcacaacaa
actatcctgc

tttctcggcec
TGaaacatcc
ttcatgattt
ataaacctgg
tacataaaat
ccccatggcc
aaagttaaat
tacaagacgc
taatcatttt
aactaactaa
ccgccatcat

Sekil 2.6 A7445G igin primer oturma bdlgeleri. italik ve alt1 ¢izgili baz 7445. bazdir. Koyu ve biiyiik harfle
yazilanlar primerlerdir.

2.4.5 PCR’da Kullanilan Komponentler ve PCR in Hazirlanist

Primerlerin Hazirlanmasi: (MWG-Biotech AG)

Tim primerler firmanin 6nerdigi dogrultuda 100 pmol/ul olarak steril distile su ile
¢oziildii. Coziilen primerler ana stok olarak kullanildi. Ara stok olarak her primer 25 pmol/pl
olacak sekilde 1:3 oraninda steril distile su ile seyreltildi. Hazirlanan ara stoklar 25 pul

hacimlerde boliinerek ana stoklarla birlikte -20°C’ye kaldirildi.
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DNA Taq Polimeraz Enzimi (5U/ul): Fermentas (Cat No: EP0402)
PCR reaksiyonuna; 25 pl i¢in 0.75 {inite, 50 ul i¢in 1.5 tinite olacak sekilde eklendi.

10X Taq Tamponu (MgCl;’siz) (NH4):SO4 veya KCI ‘li: Fermentas (Cat No: EP0402)
PCR reaksiyonuna toplam hacimde 1X olacak sekilde ve primerlere uygun
((NH4)2S04 veya KCI ‘li) tampon kullanildi. Bu tampon Taq Polimeraz enzimi ile birlikte

tiretici firma tarafindan verilmistir.

dNTP’ler (100 umol/ml): Fermentas (Cat No: T-R071, A-R0141, G-R0161, C-RO151)

100 mM’lik her bir ANTP’den (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) 10 pl alind1 (toplam 40
ul). Uzerine 460 ul steril distile su ilave edildi. Karisim 100 pl halinde tiiplere béliiniip eksi
20°C’ye kaldirildi. PCR reaksiyonunda bu stoktan (2mM dNTP) alinip kullanildi.

25 mM MgCl,: Fermentas (Cat No: EP0402)
PCR reaksiyonu basina toplamda primere gore optimizyonlar yapilarak 1 ila 4 mM

arasi eklendi. Bu ¢0zelti Taq Polimeraz enzimi ile birlikte {iretici firma tarafindan verilmistir.

PCR’in Hazirlanisi:

Toplam reaksiyon hacmi 25 veya 50 pl olacak sekilde Tablo 2.1°deki bilesenler
strastyla 0,2 pl steril ve enzimlerden arindirilmis tiiplere kondu. Coklu PCR ¢aligmalarinda bu
bilesenlerden su ve kalip DNA hari¢ digerleri karisim halinde hazirlanip reaksiyonlara
eklendi. Her bir PCR reaksiyon grubu i¢in mutlaka i¢ kontrol olarak su ile deney kontrol
edildi. Reaksiyonda kullanilan bilesenler siirekli buz lizerinde tutuldu.

PCR reaksiyonlar1 Tablo 2.1°deki miktarlara gore kuruldu. Coklu PCR reaksiyonlar1
kurulurken ilk olarak H,O ardindan kalip DNA eklendi. Hazirlanan reaksiyon karisimina Taq
polimeraz enzimi en son eklendi. Karisim iyice homojenize edildikten sonra tiiplere dagitildi.
Her bir tlipte kopiirtiilmeden iyice pipetaj yapildi ve hizla cihaza yerlestirildi. PCR islemi
otomatik sicaklik dongiisii saglayan alette (PTC-100, MJ Research, Thermal Cycler) yapildu.
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Tablo 2.1 25 ve 50 ul’lik PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Ik Son S50 ulrx 25 plrx
Konsantrasyon  Konsantrasyon

H,O (Niikleaz igermeyen, steril) 3475l 17.35ul
10X Taq tamponu 10X 2X 5.0 ul 2.5 ul

2 mM dNTP Karigimi 100 mM 2 mM 5.0 ul 2.5 ul
Ileri Primer 25 pmol/ul 1 pmol/pl 1.0 ul 0.5 ul
Geri Primer 25 pmol/pl 1 pmol/pl 1.0 pl 0.5 ul
Taq Polimeraz Enzimi 5U/ul 0.75U 0.25ul  0.15pul
25 mM MgCl, 25 mM 1-4 mM 2.0 ul 1.0 pl
DNA Kalip 10 pg-1ug 1.0 ul 0.5 ul

2.4.6 PCR sartlar

Her bir primer seti i¢in optimizasyon deneyleri yapildi. Primere gore ise Taq

polimeraz tamponu ((NH4)>SO4 veya KCI ‘li) ve MgCl, miktarlar1 belirlendi. Optimal PCR

151l degiskenleri Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2 Optimize edilen PCR 1s1l degiskenleri.

Primerler-> Cx-26 Ikinci Ekzon 35delG,Pozitif Kontrol AI1555G ve A7445G
Basamaklar | Is1 Siire Is1 Siire Is1 Siire
Baslangig 95°C 5 dakika  95°C 5 dakika  95°C 5 dakika
:8 Denatiirasyon  95°C 1 dakika  95°C 1 dakika  95°C 30 saniye
& Anmnealing  58°C 1 dakika ~ 58°C 1 dakika  58°C 30 saniye
; Uzama 72°C 2 dakika  72°C 1 dakika  72°C 30 saniye
Son Uzama 72°C 7 dakika ~ 72°C 5 dakika  72°C 7 dakika
Bekleme 4°C - 4°C - 4°C -

2.4.6.1 Connexin 26 Ikinci Ekzon Primerleri I¢in Optimizasyon Deneyleri

Primerlerin en iyi ¢alistigt MgCl, miktari, tampon tiriinii ve 1s1l degiskenleri

belirlemek icin bir seri deney yapildi. Reaksiyona katilan bilesenler Tablo 2.1 baz alinarak ve
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25 ul hacinde kuruldu. Isil profiller Tablo 2.2’deki sekilde uygulandi. Deney sartlar1 asagida

verilmistir;

Al. KCl taq tamponu + 0.5 mM MgCl,

A2. KCl taq tamponu + 0.7 mM MgCl,

A3. KCl taq tamponu + 1.1 mM MgCl,

A3. KCl taq tamponu + 2.0 mM MgCl,

B1. (NH4),SO4 taq tamponu + 0.5 mM MgCl,
B2. (NH4),SO4 taq tamponu + 0.7 mM MgCl,
B3. (NH4);SO4taq tamponu + 1.1 mM MgCl,
B4. (NH4)>SO4taq tamponu + 2.0 mM MgCl,

Bu deney sonucunda elde edilen jel goriintiileri Sekil 2.7°de verilmistir. Bu verilere gore Cx-

26 primer seti B3 kosulunda optimize edilmistir.

Diarker B1 B2 B3

ik

Ilarker &1 A2 A3 A4

T77bp B v —
500 b e

=

Sekil 2.7 Cx-26 primer seti optimizasyon deneyi elektroforez jel goriintiileri (Marker 100bp).

2.4.6.2 35delG ve Pozitif Kontrol Primerleri Icin Optimizasyon Deneyleri

Primerlerin en iyi g¢alistigt MgCl, miktari, tampon tiriinii ve 1s1l degiskenleri

belirlemek i¢in bir seri deney yapildi. Reaksiyona katilan bilesenler Tablo 2.1 baz alinarak ve

25 pl hacinde kuruldu. Isil profiller Tablo 2.2°deki sekilde uygulandi. Deney sartlar1 asagida

verilmistir;
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e (1. KCl taq tamponu + 2 mM MgCl,
e (2. KCl taq tamponu + 4 mM MgCl,
e (3. (NH4),SO4 taq tamponu + 2 mM MgCl,
e (4. (NH4),SO4taq tamponu + 4 mM MgCl,
e DI. KCl taq tamponu + 2 mM MgCl,
e D2. KCl taq tamponu + 4 mM MgCl,
e D3. (NH4),SO4taq tamponu + 2 mM MgCl,
e D4. (NH4),SO4taq tamponu + 4 mM MgCl,

C kosullart 35delG, D kosullar1 pozitif kontrol primer seti i¢in yapilan deneylerdir. Bu
deney sonucunda elde edilen jel goriintiileri Sekil 2.8’de verilmistir. Bu deney sonucunda taq

tamponu ((NH4)2SO4 igeren tampon segildi.

Sekil 2.8 35delG ve pozitif primer seti optimizasyon deneyi elektroforez jel goriintiileri (Marker 100bp).

Deneyden elde edilen veriler MgCl, miktarini1 belirleyemedigi i¢in ¢alisma sadece
((NH4)2S04 taq tamponu ve multipleks PCR ile iki primer ayni anda ¢alisildi. E grubunda;
35delG primer seti, F grubunda; pozitif kontrol primer seti ve G grubunda ise multipleks

olarak iki primer setide kullanildi (Sekil 2.9). Kosullar;

e EIl. (NH4),SO4taq tamponu + 1 mM MgCl,
e E2. (NH4):SO4taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
e E3. (NH4),SO4taq tamponu + 2 mM MgCl,
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e F1. (NH4),SO4taq tamponu + 1 mM MgCl,
o F2. (NH4),SO4taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
e F3.(NH4);SO4taq tamponu + 2 mM MgCl,
e G1. (NHy):SO4taq tamponu + 1 mM MgCl,
e (G2. (NH4)2SO4taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
e (3. (NH4),SO4 taq tamponu + 2 mM MgCl,

Sonug olarak; 35delG primer ¢ifti en uygun E2 kosulunda, pozitif kontrol primer ¢ifti

F3 kosulunda ve multipleks olarak iki primer seti G1 kosulunda optimize edilmistir.

Sekil 2.9 35delG ve pozitif primer seti optimizasyon deneyi elektroforez jel goriintiileri (Marker 100bp).

2.4.6.3 Mitokondriyal A1555G ve A7445G Primerleri I¢in Optimizasyon Deneyleri

Primerlerin en iyi calisigt MgCl, miktari, tampon tiirlinii ve 1s1l degiskenleri
belirlemek i¢in bir seri deney yapildi. Reaksiyona katilan bilesenler Tablo 2.1 baz alinarak ve
25 pl hacinde kuruldu. Isil profiller Tablo 2.2°deki sekilde uygulandi. Deney sartlar1 asagida

verilmistir;
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e HI. KCl taq tamponu + 1 mM MgCl,
e H2.KCl taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
e H3. KCl taq tamponu + 2 mM MgCl,
e H4. KCl taq tamponu + 3 mM MgCl,
e KI. KCl taq tamponu + 1 mM MgCl,
e K2.KCl taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
e Ka3. KCl taq tamponu + 2 mM MgCl,
e K4.KCl taq tamponu + 3 mM MgCl,

H kosulunda A1555G igin primer seti, K kosulunda ise A7445G i¢in primer ¢ifti kullanildi.
Taq tamponu i¢in bir dnceki deney sonuglarina gére KCI’li tampon se¢ildi. Deney sonucunda

olusan elektroferez jel goriintiisiine (Sekil 2.10) gére deney H3 ve K3 kosullarinda optimize

edildi.

Marker H1 H2 HF} H4 Kl K K} Ei

Sekil 2.10 A1555G ve A7445G primer seti optimizasyon deneyi elektroforez jel goriintiileri

2.4.7 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelde Goériintiilenmesinde Kullanilan Kimyasallar ve

Geregler

5X TBE (Tris Buffer EDTA) Stok Tampon Hazirlanisi:

54 gr Tris-Base (Sigma, T-8524) ve 27.5 gr Borik Asit (Sigma, B-0394) tartilarak 800
ml distile suda ¢6ziildii. Uzerine 20 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0) (Sigma, E-5134) ilave edilerek
1000 ml’ye tamamlandi. Jel hazirlamada ve elektroforez tankina 0.5X TBE hazirlanilarak

kullanildi.
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Yiikleme Tamponu (Loading Buffer) 6.X:

100 bp DNA agirlik belirteci yaninda iiretici firma tarafindan verilen (GeneMark,
GM100-LC) tampon kullanildu.

Agaroz Jelin Hazirlanigi:

PCR iiriiniiniin boyutuna gore (777 bp i¢in % 1.5, Restriksiyon enzim kesimleri i¢in %
3°liik) ¢esitli yiizdelerde jel hazirlandi. Ornegin % 2’lik jel igin 0.60 gr agaroz (Promega,
V312A) tartilarak 200 ml’lik erlen igerisine aktarildi. Uzerine son hacmi 30 ml olacak sekilde
0.5 X TBE tamponu ilave edilerek mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziildii. Cesme suyu
altinda el yakmayacak sicakliga kadar sogutulan jel icerisine 1.3 pl etidyum bromiir (10
mg/ml) ilave edilerek karistirild.

Hazirlanan jel, yatay mini jel yatagi (Thermo, EC330) igerisine dokiildii ve igine
yiikleme kuyular1 olusturmak i¢in taraklar yerlestirilip oda sicakliginda donmaya birakildi. Jel
donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarilarak 6rnek yiiklenmesi i¢in elektroforez tankina
(Thermo, EC330) yerlestirildi.

PCR Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

Tanka yerlestirilen jelin ilizerini 1-2 mm gegecek sekilde 0.5 X TBE tamponu ilave
edildi. PCR firiiniinden 5ul, yikleme tamponundan 1 pl alinarak iyice karistirildi. Karigim
jelde olusturulan kuyulara sirayla yiiklendi. Jele yiiklenen PCR firiinleri 80 V sabit gerilim
(glic kaynagi; ATTA-crospower 500) ve 25-30 mA akim kosullarinda, 100 bp DNA agirlik
belirteci (GeneMark, GM100-LC) ile birlikte yiiriitiildi.

2.4.8. PCR Uriinlerinin Kontrolii ve Goriintiilemesi

Molekiil agirligina ve jelin agaroz derisimine bagli olarak 45-75 dakika yiiriitiilen PCR
iriinleri, ultraviyole 1sik (~304 nm) altinda transiliiminatorle (Eagle Eye) nitel olarak

saptandi. Amplikon DNA dizisine gore sirasiyla;
e (x-26 Ekzon 2 i¢in 777 bp (Sekil 2.7)
e 35delG i¢in 207 bp (Sekil 2.9)
e 35delG pozitif kontrol i¢in 153 bp (Sekil 2.9)
o AI1555G igin 642 bp (Sekil 2.10)
e A7445G i¢in 478 bp (Sekil 2.10)
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uzunluklarinda beklenen PCR iiriinleri, amplikon boyutlariyla agirlik belirteclerinin saptama

sinirlar1 i¢inde ortiisecek sekilde elde edildi.

2.5. Restriksiyon Enzim Kesimleri

2.5.1 35delG Mutasyonunu Saptamak I¢in Kisitlayict Enzim Kesim Deneyi

Enzim kesimi i¢in BseLI (Fermentas, cat no: ER1201) restriksiyon enzimi kullanildi.
Enzim tepkimesinde tiretici firmanin sagladigi tampon ¢ozelti kullanildi. Kullanilan bilesenler

ve miktarlar1 Tablo 2.3°de verilmistir. Enzimin kesim i¢in 6zgiil olarak tanidigi niikleotid

dizisi Sekil 2.11°de goriilmektedir.

S..CCNN NNNINNGG...3'
3'...GGNNINNN NNCC...5'

Sekil 2. 11 BseLl enziminin kesim (!) bolgeleri.

Tablo 2. 3 BseLI enziminin kesimi i¢in reaksiyona ilave edilen bilesenler ve miktarlart.

Bilesenler Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon Son hacim
PCR {irtinii - - 10.0 pl
Distile Su - - 15.0 ul
10X Tampon 10X 1X 2.2 ul
BseLl Enzimi 10 U/pl 10U 1.0 pl

0.2 u mI’lik tiiplerde hazirlanan reaksiyonlar 55 °C’de 4 saat siireyle kesim igin 1s1l

dongii cihazina yerlestirildi.

2.5.2 Mitokondri Genomu A1555G Mutasyonu I¢in Kisitlayici Enzim Kesim Deneyi.

Enzim kesimi i¢in AIw26I (Fermentas, cat no: ER0031) restriksiyon enzimi kullanildi.

Enzim tepkimesinde iiretici firmanin sagladig1 tampon ¢ozelti kullanildi. Kullanilan bilesenler
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ve miktarlar1 Tablo 2.4’de verilmistir. Enzimin kesim i¢in 6zgiil olarak tanidigi niikleotid

dizisi Sekil 2.12°de goriilmektedir.

SN..GTCTN! NNNN...3'
3'...CAGAN NNNN!..&'

Sekil 2. 12 Alw26I enziminin kesim (!) bolgeleri.

0.2 u mI’lik tiiplerde hazirlanan reaksiyonlar 37 °C’de 8 saat siireyle kesim igin 1s1l

dongii cihazina yerlestirildi.

Tablo 2. 4 Alw26I enziminin kesimi i¢in reaksiyona ilave edilen bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon Son hacim
PCR iiriini - - 1.4ul
Distile Su - - 160 ul
10X Tampon 10X 1X 2.2 ul
BseLl Enzimi 10 U/l 11U 1.1 pl

2.5.3 Mitokondri Genomu A7445G Mutasyonu I¢in Kisitlayici Enzim Kesim Deneyi.

Enzim kesimi i¢in Xbal (Fermentas, cat no: ER0681) restriksiyon enzimi kullanildi.
Enzim tepkimesinde iiretici firmanin sagladigi tampon ¢6zelti kullanildi. Kullanilan bilegenler
ve miktarlar1 Tablo 2.5’de verilmistir. Enzimin kesim i¢in 6zgiil olarak tanidigi niikleotid
dizisi Sekil 2.13°de goriilmektedir. 0.2 u ml’lik tiiplerde hazirlanan reaksiyonlar 37 °C’de 8

saat siireyle kesim icin 1s1l dongii cihazina yerlestirildi.

Tablo 2. 5 Xbal enzim kesimi i¢in reaksiyona ilave edilen bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon Son hacim
PCR {irtinii - - 1.4ul
Distile Su - - 16.0 ul
10X Tampon 10X 1X 2.2 ul
BseLl Enzimi 10 U/ul 11U 1.1 pl
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SL.-TICTAG ALY
35.CAGATCIT..S

Sekil 2. 13 Xbal enziminin kesim (!) bolgeleri.

2.6 Agaroz Jel Elektroforezi ile Kesim Uriinlerinin Analiz Edilmesi

2.6.1 35delG Mutanti ve Pozitif Kontrol Enzim Kesimlerinin Degerlendirilmesi

Kesim iiriinleri i¢in % 3.5 (w/v) agaroz igeren jeller kullanildi. Tepkime {irlinlerinden,

9 ul yiikleme tamponundan 1 pl alinip iyice karigtirildi. Jeldeki kuyulara yiiklenerek 100 bp

DNA agirlik belirteci ile birlikte yiirtitiildii. Jel yaklagik olarak 70-80 dakika yiiriitiiliip bantlar

goriintli analiz sistemi ile saptandi.

207 bp
FCE. tring I

207 by
Mutasyon yoi. | . - ;i\ T ok
- T
181 bp LEE

Mutasyon var I B [ccmn Var

B Ezell
155 bp
PCE uring

97 bp 56bp
Eeam Var IS B

T

Bzell

Sekil 2. 14 A.35delG nin BseLI enzim kesimi sonrasinda mutant ve mutant olmayan kesim iirinlerinin sematik

goriiniimii. B. Pozitif kontrolde kesim sonrasi {iriinlerin goriinimi.
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Beklenilenle uyumlu olarak, 35delG homozigot olgularda 181 ve 26 bp; heterozigot
olgularda 207, 181, 26 bp uzunluklarda PCR fiiriinleri gozlendi (Sekil 2.14). Mutasyonun
varlig1 bu enzime 6zgiil kesim bolgelerinin olusmasina neden olmaktadir. Negatif olgularda
yalnizca 207 bp bant gozlendi.

Ayrica kontrol primerinin ¢ogalttigi 153 bp ise her olguda 97 bp ve 56 bp veya 99 bp
ve 54 bp olarak kesildigi gozlendi (Sekil 2.15). Bu kesim bdlgesi enzim tepkimesinin
gerceklestigini gosteren bir i¢ kontrol olarak kullanildi ve her deney i¢in enzimin kesim

yaptig1 dogrulandi (69).

e H- 4 PodffK
Baglange > o O T Virutme

T éni

207 bp —

181 bp E— —

97 bp

56 bp I

26 bp —— ——

Sekil 2. 15 BseLI enzim kesimi sonrasinda olusabilecek kesim tiriinlerinin %3.5’luk jel goriintiistiniin sematik
¢izimi.

2.6.2 Mitokondri Genomu A1555G Mutanti Enzim Kesimlerinin Degerlendirilmesi

Kesim {iriinleri i¢in % 2.5’luk (w/v) agaroz igeren jeller kullanildi. Kesilen iiriinlerden
7 ul yiikleme tamponundan 1 pl alinip iyice karistirildi. Jeldeki kuyulara yiiklenerek 100 bp
DNA agirlik belirteci ile birlikte yiiriitiildii. Jel yaklasik olarak 50-60 dakika yiiriitiiliip bantlar
goriintii analiz sistemi ile saptandi.

Kullanilan enzim mutasyon tagimayan PCR {iriinlerini kesmektedir (403 ve 238 bp).
Eger olgu homozigot mutant ise enzim kesim yapmamakta (642 bp), heterozigot ise 642, 403
ve 238 bp bantlarin goriilmesi beklenmektedir (Sekil 2.16 ve 2.17). Restriksiyon kesim analizi
Karin ve ark.’dan (70) uyarlandi.

51



642 bp
PCE. trimi e

642 bp
Mutasyon var I i ok
T

Mutasyon yol NI D < coimn Var

Alwz6l

Sekil 2. 16 A1555G mutasyonunun Alw26I enzimi ile kesim {irlinlerinin sematik goriiniimii.

++ +- -f- Tititme
Baglangy > > O  Yémi

Sekil 2. 17 Alw26I enzim kesiminde olusacak kesim iirinlerinin %2.5’1uk jel goriintiisiiniin sematik ¢izimi.

2.6.3 Mitokondri Genomu A7445G Mutanti Enzim Kesimlerinin Degerlendirilmesi

Kesim iiriinleri i¢in % 2.5’luk (w/v) agaroz iceren jeller kullanildi. Kesilen {iriinlerden

7 wl yiikleme tamponundan 1 pl alinip iyice karigtirildi. Jeldeki kuyulara yiiklenerek 100 bp

DNA agirlik belirteci ile birlikte yiiriitiildii. Jel yaklagik olarak 50-60 dakika yiiriitiiliip bantlar

goriintii analiz sistemi ile saptandi.

Kullanilan enzim mutasyon tasimayan PCR iirlinlerini kesmektedir (265 ve 212 bp).

Eger olgu homozigot mutant ise enzim kesim yapmamakta (478 bp), heterozigot ise 478, 265

ve 212 bp bantlarin goriilmesi beklenmektedir (Sekil 2.18 ve 2.19). Restriksiyon kesim analizi

Karin ve ark.’dan (70) uyarlandi.
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478 bp
PCE. trimi e

478 bp
Mutasyon var [ (i Vol
T
265 bp Xbal 2121

Mutasyon yol NI D - ccim Var

Xbal

Sekil 2. 18 A7445G mutasyonunun Xbal enzimi ile kesim {iriinlerinin sematik goriinimii.

Yiritme
Baglange —— > <> <O Yém
256 bp ] ]
212 ]:.p — —

Sekil 2. 19 Xbal enzim kesiminde olusabilecek kesim iiriinlerinin %2.5’1uk jel goriintiisiiniin sematik ¢izimi.

2.7 DNA Dizi Analizi ve Hazirhk Asamalari

Tiim probandlarin, Cx-26 ikinci ekzon bolgesi 50 pl reaksiyon kurularak amplifiye

edildi. %2’lik agaroz jelde yiiriitillen orneklerde 777 bp’de keskin ve temiz bant paterni

gozlendi.

2.7.1 Orneklerin Dizi Analizinin Yapilmasi

Ornekler “Macrogen, (Giiney Kore)” firmasina gonderilerek DNA dizi analizi hizmet

alimiyla saglandi. Gonderilen PCR iiriinleri saflagtirma isleminden sonra ilk olarak ileri

primerler kullanilarak Otomatize Sekans Cihaz1 3730xl ile dizi analizi gerceklestirildi. Tkinci
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asamada; sonuglara goére mutasyonlu olan bireylerin tekrar amplifikasyonlar1 yapilarak geri
primerler ile dogrulandi. Ozetle; mutasyon tastyan her bir olgu iki yonlii olarak, Cx-26 geni

ikinci ekzon bakimindan dizgilendi.

2.7.2 Kramotogramlarin Degerlendirilmesi

Dizi analizi yaptirilan sirket tarafindan gonderilen veri formatlar1 (pdf, gif ve metin)

kullanilarak ¢esitli analiz yontemlerinden yararlanildi. Sirasiyla bu yontemler;

Blast(Karsilastirma) Analizi

HUMGAPJUNC lokusundaki M86849 kodlu “Homo sapiens connexin 26 (GJB2) mRNA,
complete cds.” kullanilarak “blast” (karsilastirma) yapildi. Karsilastirma igin internet
ortamindaki “http://genopole.toulouse.inra.fr/blast/wblast2.html” adresi kullanildi. Blast
analizi sadece niikleotid dlizeyinde yapildi. Bu islemde blast programina girilen Cx-26 geni
ile sekanstan gelen her bir dizi karsilastirilidi. Heterozigot veya homozigot baz degisimlerinin

saptanmasinin yanisira dizi aralarina giren (insertion) bazlarinda gosterilmesi saglandi.

Dizi Analiz Programi

Program olarak “Chromas 1.62 (Helensvale, Avustralya)” kullanild1. Veri olarak “gif” format:
tercih edildi. Bu formattaki grafik verileri iizerinden heterozigot baz degisimleri tanimlandi.
Ozellikle heterozigot delesyon mutasyonlarinin belirlenmesinde ve dizilerin ¢ikartilmasinda

bu program kullanildi.

Standart Analiz

Gonderilen veri formatlarindan “pdf” ile bilgisayar ortaminda tarandi. Heterozigot
mutasyonlarin yerlesimleri dogrulandi. Delesyon heterozigot mutasyonlarin belirlenmesinde
bu yontem tercih edildi. Manuel olarak yapilan bu islem ile heterozigot degisimlerin grafik
olarak gorlinlimii saptandi. Cx-26 geninde mutasyon veya polimorfizm tasiyan bireylere ait

kromatogram goriintiileri Ek-3 ve Ek-4’de verilmistir.
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3.BULGULAR

3.1 Olgu Grubunun Olusturulmasi ve Soyagaclarinin Cikarilmasi

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi, KBB Anabilim Dali, Isitme-Konusma-Denge
Unitesi’ne bagvuran isitme kayb1 disinda herhangi bir hastaligi olmayan olgular ve aileleri
calisma grubunu olusturmaktadir. Calismaya dahil edilen ailelerde; proband, ebeveynler ve
kardeslerden EDTA’l1 “vacutainer” tiiplere ikiser ml periferik kan alindi. Isitme kaybi
saptanan hastalardan soyagaci bilgileri, probanda ait soyge¢cmis ve 6zge¢mis bilgileri yine
aynt birim tarafindan alindi. Tiim bu veriler her aile i¢in katalog haline getirildi. Duyu
yitimlerinin kalitm modelleri bu kataloglardan ¢ikartildi. Calismaya 74 aileden toplam 240
birey dahil edildi. Bu bireyler arasinda, yaslar1 1 ila 17 arasinda degisen 88 ilk olgu calisma
grubunun 47°si (%53.4) disi, 41°1 (%46.6) erkek bireyden olusmaktadir.

Isitme kayipli bireyler “GENDAF” grubunun yaptigi simiflandirmaya gore
derecelenerek gruplandi. Olgularin % 75’ini dordiincti grup hastalar, ¢ok ileri duyu yitimi,

olusturdu. Diger gruplarla ilgili bilgiler Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Seksensekiz probandin isitme kaybi araliklarina gére dagilimi ve bu araliklardaki yiizdeleri.

Grup  Derece Aralik (dB) Hasta Sayis1  Orani (%)

1 Hafif 21-40 1 1.14

2 Orta 41-70 11 12.50

3 leri 71-95 10 11.36

4 Cok lleri 95> 66 75.00
Toplam 88 100

3.1.2 Proband Olgulardan DNA Izolasyonu ve Olciimleri

Calisma grubundaki bireylerden EDTA’L tiiplere aliman 2 ml kan 6rnegi DNA
izolasyonu igin -20°C’de saklandi. Oncelikle probandlara ait kan &rneklerinden genomik
DNA izolasyonu yapildi. Proband grubunda mutasyon saptanan olgularin diger aile

bireylerinde de(ebeveynler, ¢ocuklar) DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA 6rneklerinin
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safliklar1 ve konsantrasyonlar spektrofotometrik olarak 6l¢iiliip hesaplandi. Ayrica, tiim DNA
ornekleri % 1’°lik (w/v) agaroz jelde yliriitiiliip trans-iliiminatdrde goriintiilenerek elde edilen
genomik DNA’nin molekiiler agirlik arali§i saptandi ve spektrofotometrik bulgular teyid

edildi (Sekil 3.1).

71 72 73 74 75 76 77 78 79 80

— — —

WM e

Sekil 3.1 Bazi olgulara ait DNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii.

3.1.3 Proband Olgularin PCR Uriinlerinin Olusturulmas: ve Kontrolii

Spektrofotometrik ol¢limler ve jel goriintiilerine gore uygun saflik ve konsantrasyonda
olan DNA’lar PCR’da kalip olarak kullanildi. PCR deneyleri, optimize edilen reaksiyon ve
151l kosullarda yapildu.

3.1.3.1 Connexin 26 Ikinci Ekzonun Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmasi
Ikinci Ekzon 777 bp’lik alan amplifiye edildi. Oncelikle 88 bireyden olusan ilk olgu
grubuna ait bireylerin PCR iiriinlerinde DNA dizi analizi yaptirildi. Bu verilere gore aile

calismalarina gecildi. Sekil 3.2°de, ekzon iki PCR firiinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz jel

elektroforezi goriintiisti goriilmektedir.
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M CwW CTT CT8 CT0 C80 C81 C32 CB3 C84 Cld4 N
=

ﬂnﬂhp el = B B I ] -'II-'II-'th
500 hp

100 bp

Sekil 3.2 ikinci ekzon PCR amplifikasyonlarmin elektroforez jel goriintiisii.

3.1.3.2 35delG Mutasyonu I¢in PCR Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmas:

Iki set primer kullanilarak, olas1 35delG mutasyon bdlgesi (207 bp) ve yine Cx-26 geni
icerisinde enzim kesim bdlgesi tasiyan 153 bp uzunlugundaki alan pozitif kontrol olarak
amplifiye edildi. Oncelikle, 88 ilk olgu grubunun PCR iiriinleri restriksiyon enzim kesimleri
icin hazirlandi. Enzim kesimleri sonuglarina gore 35delG mutasyonu saptanan bireylerin diger
aile tiyeleri de bu ¢alismaya eklenerek ilgili gen bolgesi amplifiye edildi. Sekil 3.3’de, PCR

iriinlerinin % 2.5’luk (w/v) agaroz jeldeki goriintiisii goriilmektedir.

Gl &2 GF G4 G5 W PE PK

el

500 hp s
200hp - ———— __%g;lﬁg
100 bp

Sekil 3.3 35delG ve pozitif kontrol (PK) PCR amplifikasyonlarinin elektroforez jel goriintiisii.

3.1.3.3 Mitokondriyal Genomda A1555G Degisiminin Saptanmas: Icin Ilgili Bélgenin
PCR Amplifikasyonu ve Uriiniiniin Saptanmasi

Seksensekiz bireyden olusan ilk olgu grubu icin ilgili bolge PCR’la cogaltilarak
restriksiyon enzim kesimleri i¢in hazirlandi. Cogaltilan alan 642 baz c¢iftinden olusmaktadir.
Sekil 3.4’de, baz1 orneklere ait PCR iiriinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz elektroforez jel

goriintlisti goriilmektedir.
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M MI1 MI2 MI3 M4 M5 M1é MIT MI18 M1 N

;::3 ::: — GOSN U I

100 bp

Sekil 3.4 mtDNA A1555G degisimi i¢in PCR amplifikasyonu elektroforez jel goriintiisii.

3.1.3.4 Mitokondriyal Genomda A7445G Degisiminin Saptanmas: Icin Ilgili Bélgenin
PCR Amplifikasyonu ve Uriiniiniin Saptanmasi

Seksensekiz bireyden olusan ilk olgu grubu icin ilgili bolge PCR’la cogaltilarak
restriksiyon enzim kesimleri i¢in hazirlandi. Cogaltilan alan 478 baz c¢iftinden olusmaktadir.

Sekil 3.5’de, baz1 orneklere ait PCR iiriinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz elektroforez jel

goriintlisti goriilmektedir.

M E2Il K22 EX3 E24 KI5 EX6 E2X7T E2f E2? Ed N

pems—

ﬁﬂﬂ,’,’}}’"‘ ““u“'“".“- 478 )

100bp

Sekil 3.5 mtDNA A7445G degisimi i¢in PCR amplifikasyonu elektroforez jel goriintiisii.
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3.1.4. DNA Dizi Analizi Verileri

Probandlarin DNA dizi analizi degerlendirme sonuglari Tablo 3.2°de ayrintili olarak
verilmigtir. Buna gore en sik 35delG olmak tizere 10 farkli niikleotid degisimi saptand1 (Ek 3
ve 4). Bu verilerden yola c¢ikilarak, niikleotid degisimi belirlenen probandlarin aileleri de
35delG i¢in enzim kesimi ve olas1 diger mutasyonlar1 saptamak amaciyla DNA dizi analizi

i¢in hazirlandi.
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Tablo 3.2 Cx-26 geninin ikinci ekzonunda dizi analizinin verilerine gére mutasyon ve SNP saptanan olgular

Hasta Protein

Kodu Degisim Adi Tanimi Etkisi Bolgesi Tiiri

1 G79A/+ V271 27.aa Val->lle ™1 SNP

2 G79A/+ V271 27.aa Val->lle ™1 SNP

14 35delG/+ 30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
15 35delG/35delG  30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
18 G380A/+ R127H 127. aa Arg>His IC2 Mutasyon
19 G79A/+ V271 27.aa Val->lle ™I Mutasyon
22 35delG/35delG  30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
25 G457A/ G457TA V1531 153. aa Val->lle ™3 SNP

26 35delG/35delG  30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
27 G79A/+ V271 27.aa Val->lle ™1 SNP

28 35delG/+ 30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
30 299del AT/+ del AT Frameshift (299-300) IC2 Mutasyon
32 35delG/+ 30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
34 C570T/H+ V1901 190. aa Val>Val EC2 SNP

38 35delG/+ 30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
41 35delG/+ 30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
43 T269C/+ LooP 90. aa Leu>Pro ™2 Mutasyon
45 358delGAG/+  dell20E 120. aa Glu del IC2 Mutasyon
52 35delG/+ 30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
55 A88G/+ 130V 30. aa Ile>Val IC1 Mutasyon
59 35delG/35delG  30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
60 35delG/35delG  30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
61 35delG/35delG  30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
62 35delG/+ 30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
63 35delG/35delG  30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
70 35delG/+ 30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
79 35delG/+ 30-35 delG Frameshift IC1 Mutasyon
83 G380A/+ R127H 127. aa Arg>His IC2 Mutasyon
84 247delTTC/+ del83F 83. aa Phe del TM2 Mutasyon
88 G79A/+ V271 27.aa Val-2>lle TM1 SNP
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Olgu grubunda saptanan mutasyon ve SNP’lerin oranlar1 Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3 Probandlarda (88 olgu) saptanan mutasyonlarin olgu grubun igindeki yiizdeleri ve allelik frekanslar.
74 ailede saptanan mutasyon oranlari

Mutasyon Olgu Sayisi Toplam Oran (%) Allelik Frekans (%)
35delG/+ 9 10.23 18.18 5.11 13.06
35delG/35delG 7 7.95 7.95

A88G/+ 1 1.14 0.57

247delTTC/+ 1 1.14 0.57

T269C/+ 1 1.14 0.57

299del AT/+ 1 1.14 0.57

358delGAG/+ 1 1.14 0.57

G380A/+ 2 2.28 1.14

Toplam Olgu 23 26.60 17.05

Toplam Aile 21 (74 Ailede) 28.38 -

Tablo 3.4 Probandlarda (88 olgu) saptanan SNP’lerin olgu grubun igindeki allelik frekanslari.

SNP Olgu Sayis1 Toplam Oran (%) Allelik Frekans (%)
G79A/+ 5 5.68 2.84
G457A/ G457A 1 1.14 1.14
C570T/+ 1 1.14 0.57
Toplam 7 7.96 4.55

Toplam Aile 6 (74 Ailede) 8.11 -

Tablo 3.5 Probandlarda (88 olgu) saptanan tiim degisimlerin orani.

Olgu Sayis1 Toplam Oran (%)

30 34,56

Mutasyon gozlenen olgularin (35delG disinda) ailelerinde Cx-26 ikinci ekzonlari i¢in
DNA dizi analizi yapildi. Buna gore (Tablo 3.6) niikleotid degisiminin gectigi ebeveynler

tespit edildi ve soyagagclari ile birlestirilerek kalittim modeli ile ilgili yorum yapildi.
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Tablo 3.6 Mutasyon saptanan olgularda aile DNA dizi analizi verileri
(A; anne, B; baba, C; ¢ocuk; IK Isitme kaybr)

Fenotip

Olgu (Isitme
Aile No  Mutasyon SNP Kaybi)
18  G380A/+ - Var

1 18A - - Yok
18B  G380A/+ G4T78A/+ Yok

30 299delAT/+ - Var
30C - - Yok

? 30B  299delAT/H+ - Yok
30A - - Yok

43  T269C/+ - Var
43C  T269C/+ - Yok

3 43B  T269C/+ - Yok
44A - - Yok
45  358delGAG/+ - Var

4 45B - G457A/+ Yok
45A 358delGAG/H+ - Yok

55  AS88G/+ - Var
55C A88G/+ - Yok

> 55B - - Yok
55A A88G/+ - Yok

83  G380A/+ - Var

6 83B G380A/+ - Yok
83A - - Yok

84  247delTTC/+ - Var

7 84C 247delTTC/+ - Var




3.1.5 Restriksiyon Enzim Kesimi ve Sonuglarin Degerlendirilmesi

Probandlarin DNA dizi analizlerinde 35delG degisimi olan olgular i¢in diger aile
bireylerinde PCR amplifikasyonlar1 yapilarak enzim kesimi uygulandi. Ayrica mitokondri

genomunda goriilen iki nokta mutasyonu da enzim kesimi yoluyla analiz edildi.

3.1.5.1 35delG Mutasyonu Restriksiyon Enzim Kesim Sonuglart

Calismada kullanilan enzim mutant PCR firiiniinii kesmektedir. Bu ¢alismayla, dizi
analiziyle 35delG mutasyonu saptanan olgularin genotipleri homozigotluk ve heterozigotluk
yonlinden dogrulandi. Dizi analizinde elde edilen kramotogram sonuglarinin, enzim
kesimleriyle tam Ortlistigii gozlendi. Bunun yanisira ebeveynler, isitme kaybi olan ve
olmayan kardeslerde de reaksiyon kuruldu. Sekil 3.6’da mutasyonu tagimayan, bir alleli ve
her iki alleli de mutant olan olgulara ait elektroforez jel goriintiisii verilmistir. Bu veriler
dogrultusunda ailelerin mutasyon tasiyiciliklar1 ve kaliim modelleri hakkinda ¢ikarimlar

yapildi (Tablo 3.7).

] s £
REREREERENY
S R TErT SR e e
=] & A w
LT e Chend
Pozitif Konirol
= |
00 hp
Wohp e — = o= %ﬂ]'ﬁg
.- 153 bp
97
100 hp 553

Sekil 3.6 35delG mutasyonu i¢in tasarlanmis restriksiyon enzim kesimi (BseLI) analiz sonuglari elektroforez jel
goriintlisii. Enzim mutasyon varliginda kesim yapacak sekilde segilmistir. Homozigot mutasyon tastyicilig
durumda 181 bp tek bant, heterozigot durumda 207 ve 181 bp halinde iki bant goriilmektedir. Mutasyon yok ise
kesim olmamaktadir. (207 bp). Pozitif kontrol kesimlerinde ise her sartta kesim olmasi beklenmekte, 97 ve 56 bp
kesim iiriinleri izlenmektedir.
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Tablo 3.7 35delG restriksiyon enzim kesimi aile sonuglari, genotipik ve fenotipik durumlari (A; anne, B; baba,

C; cocuk, koyu yazilanlar proband).

Hasta

Hasta

Fenotip Fenotip
Aile Kodu 35delG RE (isitme Kayby) | Aile Kodu 35delG RE (isitme Kayby)
14 Heterozigot Var 52 Heterozigot Var
1 14B  Negatif Yok 9 52B  Heterozigot Yok
14A  Heterozigot Yok 52A  Negatif Yok
, 15 Homozigot Var 59 Homozigot Var
15A  Negatif Yok 10 59B  Heterozigot Yok
22 Homozigot Var 59A  Heterozigot Var
3 22B Heterozigot Yok 60 Homozigot Var
22A  Heterozigot Yok 11 60B  Heterozigot Yok
26 Homozigot Var 60A  Heterozigot Yok
4 26B Heterozigot Yok 61 Homozigot Var
26A  Heterozigot Yok 62 Heterozigot Var
28 Heterozigot Var 12 63 Homozigot Var
5 28B  Heterozigot Yok 61A  Heterozigot Yok
28A  Negatif Yok 61B  Heterozigot Yok
32 Heterozigot Var 70 Heterozigot Var
32C  Negatif Yok 13 70A  Heterozigot Yok
6 32B  Negatif Yok 70B  Negatif Yok
32A  Heterozigot Yok 79 Heterozigot Var
38 Heterozigot Var 14 80C  Negatif Var
7 38B  Heterozigot Yok 80A  Negatif Var
38A  Negatif Yok
41 Heterozigot Var
8 41B  Heterozigot Yok
41A  Negatif Yok

3.1.5.2 Mitokondri Genomu A1555G Mutasyonu Enzim Kesim Sonuglart

Seksensekiz probandin 1555. niikleotidi iceren PCR iiriiniiniin enzim kesimi yapildu.

Enzim yabanil tiir liriinleri kesmektedir. Mutasyon varliginda kesim ger¢eklesmemektedir.
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Higbir olguda A1555G mutasyonu saptanmadi. Sonuglara ait jel gorlintiisii Sekil 3.7°de

verilmistir.

M MTIMT2 MT3 MT4 MTS MT6 NTT MTE BTO ME0 N

R

200hp
100 bp

Sekil 3.7 A1555G restriksiyon enzim (Alw26l) kesimi sonrasi elektroforez jel goriintiisii. Enzim mutasyon
tagimayan {riinleri kesmektedir. Tiim olgular negatif (N; i¢ kontrol).

3.1.5.3 Mitokondri Genomu A7445G Mutasyonu Enzim Kesim Sonuglart

Seksensekiz probandin 7445. niikleotidi iceren PCR iiriiniiniin enzim kesimi yapildu.
Enzim yabanil tip trlinleri kesmektedir. Mutasyon varliginda kesim gergeklesmemektedir.
Higbir olguda A74445G mutasyonu saptanmadi. Sonuclara ait jel goriintiisii Sekil 3.8’de

verilmistir.

M KU K46 K47 K46 K49 K50 K51 K52 K53 N

-

S00hp v g 478hp
300 hp P 265hp
200 hp 212hp
100 by

Sekil 3.8 A7445G restriksiyon enzim (Xbal) kesimi sonrasi elektroforez jel goriintiisii. Enzim mutasyon
tasimayan iiriinleri kesmektedir. Tiim olgular negatif. (KU; kesilmemis iiriin, N; i¢ kontrol).
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3.2 Kontrol Grubunun Olusturulmasi ve DNA Dizi Analizi

Kontrol grubunun hazir halde bulunan DNA o6rneklerinden Cx-26 ikinci ekzon,
PCR’la amplifiye edildi. Uriinler, diger olgularda da oldugu gibi elektroforez jel goriintiileri
ile teyid edilip, DNA dizi analizi yaptirildi.

3.2.1 Connexin 26 Ikinci Ekzonun Cogaltilmas: ve DNA Dizi Analizi Sonuglar:
Kontrol grubunda bulunan her birey i¢in oncelikle tek yonlii DNA dizi analizi ve
degerlendirilmesi yapildi. 11k degerlendirme sonuglarina gore, herhangi bir niikleotid degisimi

goriilen bireylerin diger taraftan da DNA dizi analizi gerceklestirildi. Analiz sonucunda

gbzlenen degisimler Tablo 3.8’da verilmistir.
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Tablo 3.8 Kontrol grubunun DNA dizi analizlerinde saptanan mutasyon, SNP ve literatiirde tanimlanmamis
degisimlere ait veriler.

No g(l;gflk Degisim Tammm Etkisi gf,(l);l;: Tiiru
1 S4 G478A/+  G160S 160. aa Gly—>Ser EC2 SNP
2 S11  G647C/H+ R2161 216.aa Arg—>lle IC3 Tanimsiz
3 S14 TI01CH  M34T 101 aa. Met>Ther TMI1 SNP
4 S16 GT9A/+ V271 27.aa Val->Ile ™1 SNP
5 S24 G79A/+ V271 27 aa Val>lle T™M1 SNP
6 S30 G79A/4+ V21 27 aa Val>lle T™I SNP
7 S66  G457A/+ V1531 153.aa Val>lle  TM3 SNP
8 S67 G79A/+ V271  27.aa Val>lle T™M1 SNP
o ST [IGh EIUG 1l4mGhysGn 12 Mutasyon
10 S72 GT79A/+ V271 27.aa Val-2>lle T™M1 SNP
11 S8  T269C/+  L90OP 90. aa Leu—>Pro ™2 Mutasyon
+
s ST S e e T
13 S8  G79A/+ V271  27.aa Val>lle T™I SNP
14 S92  G478A/+  G160S 160. aa Gly—>Ser EC2 SNP
15 S93  G457A/+ VI531 153.aa Val>lle  TM3 SNP
16 S105 C292T/+ RO98L  98.aa Arg>Leu IC2 Tanmimsiz
17 S115 G457A/+ V1531 153.aa Val->lle T™3 SNP
18 S127 G457A/+ V1531 153.aa Val->lle TM3 SNP
o st0 SO VL e I
20 S 135 G478A/+  G160S 160. aa Gly—>Ser EC2 SNP
21 S 143 G457A/+ VI531  153.aa Val->lle ™3 SNP
22 S151 G457A/+ VI531 153.aa Val->lle ™3 SNP
23 S165 G457A/+ V1531 153.aa Val>Ille  TM3 SNP
24 S 177 GT9A/+ V271 27.aa Val->Ile ™1 SNP
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4. TARTISMA

4.1 Olgu Grubunun ve Calsilacak Gen Bilgelerin Secilmesinde Ongoriilen

Hedefler ve Yontemlerin Olusturulmasinda izlenen Stratejiler

Dogustan gelen isitme kayiplarinda, erken donemde tedaviye baslanmadigi takdirde
bireyin konusma iglevi de bu kayba bagli olarak gelisme gostermez. Diinya tizerinde yaklagik
70 milyon insanin bu nedene bagli olarak sozel iletisimleri etkilenmis durumdadir (11).
Bir¢ok faktoriin (genetik, cevresel) bir araya gelmesiyle olusan ve kisinin toplumsal olarak
farkl1 bir ¢ergevede degerlendirilmesine neden olan bu hastaligin kisiye olan yiikiiniin ¢esitli
yontemlerle azaltilmasi gerekmektedir. Bu noktada ailelerin yeteri kadar bilingli olmast ve
daha da O6nemlisi tanimnin neonatal donemde konulmasi gerekmektedir. Boylelikle hastanin
fiziksel ve psikolojik kosullarinin daha iyi seviyede olmasi 6ngoriilmektedir (71,72).

Bu ¢aligmada, olgu grubu kistaslar1 belirlenirken iki énemli nokta, non-sendromik ve
sensorindral isitme kaybi, 6n planda tutuldu ve bu kistaslara uyan bireyler calismaya dahil
edildi. Hasta evrenini olusturan grupta, isitme kaybr disinda bagka hastalig1 olmamasina 6zen
gosterildi. Grubun sekillendirilmesinde, isitme kayb1 olgulari icerisinde en sik gozlenen grup
olmas1 ve grubun erken yaslarda tedaviye yanit vermesi belirleyici kistaslar oldu. Hastaligin
etkenine gore yapilan siniflandirmada, genetik nedenlere bagh isitme kayiplarinin % 60-70
gibi yiiksek bir oranini non-sendromik hastalarin olusturdugu bilinmektedir (2,7,11). Bu
bulgular esliginde olusturulan ¢alisma evrenimizden sapan olgular ¢alisma dis1 birakildi.

Hastaligin genetik nedenlere dayandirilmasi i¢in her aileden alinan ayrintili soygegmis
ve Ozgecmigler, bilinen ve belirlenen Olciitlerde soyagaglarina yansitildi. Bu asamada,
oykiilerinde genetik nedenli isitme kaybi olmadigini 6ngordiigiimiiz olgular ¢aligma dis1
birakildi. Isitme kayiplarmin genetik nedenlerden bagli olamayan grubu tiim non-sendromik
olgularin % 40-50’sini olusturmaktadir (7).

Isitme islevinin herhangi bir basamaginda rolii oldugu bilinen ii¢ temel kategori
bulunmaktadir. Bu kategoriler; DFNA, DFNB, DFN’dir ve 40°dan fazla gen haritalanmistir
(7,13,38). Non-sendromik olgularda en sik DFNB1 (GJB2; Cx-26) tutulum gdstermektedir.
Bu gen iizerinde 70’den fazla mutasyon bildirilmistir (1,6,14,15). Ozellikle rat kokleas:
immiinohistokimya c¢aligsmalarindan elde edilen veriler, i¢ kulakta yaygin bir ifade potansyeli

olan GJB2 geni liriinii olan Cx-26 proteinini isaret etmektedir (2,23,43).
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Cx-26 proteini connexon yapisina diger connexinler ile birlikte girerek “gap junction”
yapilarin1 olusturmaktadir. Bu “gap junction” yapilarinin sagli hiicreler iizerinden iyon
tasinmasinda rol aldigr bilinmektedir (19,21,36). Bu bdlgede olusacak bir hasarin isitme
kaybina neden olabilecegi cesitli deney sistemleri ile gosterilmistir (21).

Bu veriler esliginde c¢alisilmasi hedeflenen gen Cx-26 olarak belirlendi. Bu genin
calisilmaya deger goriilmesinde en 6nemli noktalar; gen ifadesinin yaygin olarak goriilmesi,
non-sendromik olgular igerisinde en sik mutasyonu gosterilen gen olmasi, girdigi “gap
junction” yapilarinin kilit noktalarda 6nemli gérevler almasi ve bu gen bakimindan nakavt
edilen embriyolarin letal olmalar1 sayilabilir.

Farkli bir diizenek yoluyla ve isitme kaybma neden olan mitokondriyal DNA
mutasyonlarina sendromik ve non-sendromik olgularda rastlanmaktadir. Ekstra kromozomal
genomda tasinan bu mutasyonlar ¢evresel bir ajana (aminoglikozid tlirevi antibiyotikler)
maruz kalmadigi siirece sessizligini korumaktadir (49). Toplumlarda en sik gdzlenen iki
mutasyon; A1555G (12S rRNA) ve A7445G (tRNA3"YN) degisimleridir (54,55).

(Calismamizda bu iki mutasyon bdlgesinin de ¢alisiimasi hedeflendi ve bu lokuslar tim
probandlarda analiz edildi. Ulkemizdeki isitme kayipli bireylerde ekstra kromozomal
mutasyonlar yalnizca bir arastirma grubu tarafindan rapor edilmistir (73). Calismamizla olgu
evreni genisletilmis ve boylece, toplumumuzda mitokondriyal mutasyonlarin isitme
kayiplarindaki roliine iliskin daha kapsamli ve informatif veri elde edilmistir. Ulkemizde
antibiyotiklerin ¢cogu zaman bilingsizce kullanildig1 géz 6ne alindiginda g¢aligmanin bu
ayaginin 6nemi kavranabilir (Klinisyenlerle kisisel iletigim).

Iki ekzonu bulunan Cx-26 geninin ¢alisilan ikinci ekzonun tamami DNA dizi analizi
yontemiyle incelendi. Boylelikle gen iizerinde olabilecek herhangi bir degisimin her noktada
saptanmast saglandi. Nitekim, birgok arastirict bu yontem ile yeni mutasyonlar
tanimlamusglardir (1,22,45,74,75).

Olgu gruplarinda 35delG mutasyonunun yiiksek c¢ikabilecegi oOngoriilerek, bu
mutasyonun probandlarin DNA dizi analizi sonuglarina gore ailelerde de calisilmasi
planlandi. Modifiye bir primer esliginde amplifiye edilip restriksiyon enzimi ile kesim
prensibine dayanan yontem kullanildi (69). Ayn1 zamanda 35delG mutasyonunu tasiyan
probandlarda sonuglarin bir saglamasi olarak bu yontem tercih edildi. Bu yoOntemin
kullanilmastyla, 35delG mutasyonunu tasiyan probandlarin soyagaci bilgileri ile birlikte

karsilastirilarak kalitim oriintiileri hakkinda ¢ikarimlar yapilmistir.
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Mitokondriyal mutasyonlarin belirlenmesinde de restriksiyon enzim kesim yontemi
tercih edildi. Bir¢ok arastirici tarafindan kullanilan ve ayni mutasyon bdlgeleri i¢in etkin
olarak calistig1 bilinen enzimler tercih edildi (56,57,62,66,70). Sonug¢ olarak, enzimin
ozgiilliigiine bagli olarak PCR iirlinlinii kesip kesmemesine gdre mutasyon var veya yok

seklinde sonuglar elde edildi.

42 Connexin 26 Geni Ikinci FEkzonunda Saptanan Mutasyonlarin

Degerlendirilmesi

DNA dizi analizi sonuglarina gore Cx-26 geni ikinci ekzonunda probandlarda birgok
farkli degisimler saptandi. Hastalardan alinan bilgiler dogrultusunda hazirlanan soyagaglari ve
aile oykiistii ile ilgili veriler, tiim sonuclar ile birlikte degerlendirilerek her aile i¢in kalitim

ortintiisii ¢ikarildi. Tablo 4.1°de tiim veriler 6zetlenmistir.

Probandlarda gozlenen mutasyonlar; dort farkli niikleotid delesyonu (35delG,
247delTTC, 299delAT, 358delGAG) ve ii¢ farkli niikleotid degisimi (A88G, T269C,
G380A)’dir.

35delG Mutasyonu

Bu ¢alismada en sik olarak saptanan 35delG heterozigot ve homozigot mutasyonlarin
tim olgular arasindaki orami % 18.18, allelik frekansi % 13.06 (176 allel igin) olarak
hesaplandi. Toplam 16 olgunun (14 aile) bu mutasyonu tasidig1 belirlendi (Probandlar; 14, 15,
22,26, 28, 32,38, 41, 52, 59, 60, [61, 62, 63], 70 ve 79). Ulkemizde yapilan calismalar ile bu
calismada saptanan oranin, 35delG mutasyonunu tasiyan bireyler i¢cin uyumlu oldugu
gozlendi. Ulkemiz Avrupa, Asya, Akdeniz iicgeni arasinda yer aldig1 icin, etnik agidan bu
bolgelerin 6zelliklerini tasimaktadir. Cx-26 i¢in yapilan mutasyon caligmalarinda en sik
rastlanan mutasyon 35delG olup, tiim olgular i¢indeki oran1 % 17.5 ila % 21.7 arasinda
bulunmustur (74-77). Ancak, Beyazit ve ark. (78) bu oran1 % 7.1 olarak belirtmislerdir. Buna

neden olarak, ¢alisma evreninin 14 aileden olusturulmasi gosterilebilir (78).
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Tablo 4.1 Olgularin Oykiileri ve kalitim sekilleri (A; Anne, B; Baba

normal, OR; Otozomal Resesif, deN; de nova,

11313

gozlenmedi veya yok anlaminda).

Aile Olgu 16 Akrabahk Kalitim
No No Mutasyon Grubu dligkisi Oykii IK  Sekli

14 35delG/+ 4

1 14B - - ATIK - - OR
14A  35delG/+ -

2 15 35delG/35delG 4 ) OR?
15A - - deN ?
22 35delG/35delG 4 Anne tarafinda

3 22B 35delG/+ - - menenjite bagh  OR
22A  35delG/+ - IK
26 35delG/35delG 4 . Ebeveynlerin

4 26B 35delG/+ - ATIK - ailelerinde IK OR
26A  35delG/+ -
28 35delG/+ 4

5 28B 35delG/+ - - - OR
28A - -
32 35delG/+ 4
328 - - ocuklar ayri

6 32]3C - - YFIK B Sumurta ikiyzi OR
32A  35delG/+ -
38 35delG/+ 4 Ebeveynlerin

7 38B  35delG/+ B - ailelerinde IK OR
38A - -
41 35delG/+ 4

8 41B 35delG/+ - YFIK - - OR
41A - -
52 35delG/+ 4 ) Anne tarafinda

9 52B 35delG/+ - ATIK - bir bireyde ileri OR
52A - - yas IK
59 35delG/35delG 4 Baba tarafinda

10 59B 35delG/+ - l.derece  menenjite bagh ~ OR
59A  35delG/+ L2RN IK
60 35delG/35delG 4 Ebeveynlerin

11 60B 35delG/+ - 1.derece ailelerinde IK OR
60A 35delG/+ -
61 35delG/35delG 4
62 35delG/+ LNR1/2

12 63 35delG/35delG L3R4 1.derece - OR
61A 35delG/+ -
61B 35delG/+ -
70 35delG/+ 4 Anne tarafinda

13 70A  35delG/+ - Lderece ottt OR
70B - - IK’11 bir birey

, SC; Saglam Cocuk, ATIK; Akustik
travmaya bagl isitme kaybi, YFIK; yiiksek frekans isitme kayb, IK; isitme kaybu, L; sol kulak, R; sag kulak, N;
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Aile Olgu iK Akrabahk Kahtim
No No Mutasyon Grubu Iliskisi Oykii IK Sekli

79 35delG/+ 4 Ebeveynler OR ?
14 0 - 4 - K’ ve o
S0A - 4 ailelerinde i)k~ deN ?
18 G380A/+ 4
15 18A - 1.derece - OR

18B  G380A/+ -

_l’_
gg C 299delAT/ 4 Anne tarafinda

i iki bireyde 1K
16 30B 299delAT/+ i 2.derece iki bireyde OR
30A - -
43 T269C/+ 3
43C T269C/H -
17 438 T269C/+ i - - OR
44A - -
45 358delGAG/+ 4
18 45B - - - Biliiribin artis1 OR
45A  358delGAG/+ -
ggc iggg; + 4 Anne tarafinda
+ - atesli hastalik
19 ssp - i 1.derece 6ykisiine bagl OR
55A  A88G/+ _ IK’11 iki birey
83 G380A/ 4 Ebeveynlerin
20 Sgi G380A/+ - 2.derece ailelerinde 1K OR
84 247delTTC/+ 4 Anne IK°]
21 84C 247delTTC/+ 4 - e Ve OR?

IK’I1 bireyler

Avrupa toplumlarinda yapilan ¢aligmalarda; olgu grubunda 35delG mutasyonun orant
degiskenlik gostermektedir. Cek’lerde yapilan ¢alismada 156 kisilik isitme kayipli evrende 66
bireyde (% 42.31) (1), Fransiz’larda yapilan diger bir calismada bu oranin % 52.17 (184 de 96
birey) (79), Macaristan’da % 46 (212 de 97 olguda) (80) iilkemize oranla daha yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Tiim Avrupa llkelerini kapsayan 1,531 duyu yitimi olan olgulardan olusan
calismada allelik frekans; 3,062 allelde % 72.44 (2218 allel) olarak bildirilmistir (81).

Ancak 35delG mutasyonunun toplumlardaki (rasgele se¢ilmis bireyler i¢in) taginma
sikliklarina bakildigr zaman bu oranin Avrupa , Amerikan beyaz irktaki taginma sikliginin
%1.3 ila 2.8 arasinda oldugu rapor edilmistir (27). Ulkemizde bu konuda yapilan ¢alismalar,
popiilasyonda taginma sikligiin % 1.3 ila %]1.8 araliginda oldugunu ortaya koymustur

(27,37). Tablo 4.2°de mutasyon taginma sikliginin iilkelere gére dagilimi verimistir.
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Tablo 4.2 Ulkelere gore 35delG mutasyonu tasinma sikligi (27), # (6), * (75), ** (34).

Ulke Saptanan/Calisma Tasinma sikhigi %
Tiirkiye 4/150 (5/429%) (12/674#) 2 6 (1.17%) (1.78%)
Danimarka 2/95 1.05

Norveg 1/190 0.53

Estonya 5/113 4.42
Almanya 4/200 2.0

Belcika 1/190 (9/360%) 0.53 (2.5%)
Hollanda 2/89 2.25

Fransa 2/296 (14/512%#) 0.67 (2.73#)
Cek Cumhuriyeti 4/195 2.05
Slovenya 1/182 0.55
Bulgaristan 1/157 0.64

Portekiz 4/179 2.23

Ispanya 5/200 2.5

Italya 12/371 (6/150%) 3.23 (3.54%) (4.0%)
Malta 4/144 2.78
Yunanistan 12/400 3.0 (3.54%)
Liibnan 7/300 2.33

Tunus 3/236 1.28

Iran 2/59  (59%*%*) 3.39 (3.4*%%)
Irak 1/115 0.87

Yemen 0/13 0

Askenazi Amerika 0/89 0

Arap 1/58 1.72

Misir 0/95 (1/94#) 0 (1.3»
Beyaz itk (Kuzey Avrupa) 1826%** 2.8

Beyaz itk (Giiney Avrupa) 1444** 1.3

Avrupa (Toplam) 64/32704 1.96#

Beyaz irk (Amerika) 560%** 2.5

Beyaz itk (Belgika) 360** 2.5

Beyaz irk (Ispanya ve Italya) — 280** 3.2

Beyaz itk (Yunan) 395%* 3.5

Asyal1 53 0

Afrikalt Amerikan 173** (0/190%) 0 (04)
Avustralya 10/1000# 1.0#

Brezilya 6/6204 0.973#

Israil Ashkenazi 1/467# 0.21#

Kore 1/100+ 1.0#

Umman 0/280# 04

Polonya 3/150¢ 2.0#

Rusya 12/560% 2.144
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EC1 EC2
m /-\ Hiicre IThs
TM1 | TMBZ2 | TM3 T4

J

d u Hiicre Iei
Sdel KI

IC1 IC2
I1C3

Sekil 4. 1 Cx-26 proteini tizerinde 35delG mutasyonunun hiicre zarindaki konumu.
Mutasyon birinci hiicre i¢i alaninda yer almaktadir (IC1).

247delTTC Mutasyonu

Ikinci saptanan delesyon 247. niikleotidden itibaren 248. ve 249. niikleotidlerin
delesyonu, “247delTTC” bir proband (84. proband) ve kardesinde heterozigot olarak saptandi.
Ailede annenin isitme kayipli oldugu babanin ise isitme bakimindan normal oldugu
bilinmektedir. Anneye ait kan Orneginden DNA izolasyon asamasinda ¢ikan problemler
nedeniyle sonu¢ alinamadi. Babaya ait kan ise alinamamustir. Literatiirde ve isitme
kayiplarinda gézlenen mutasyonlar ile ilgili veri tabaninda bu mutasyona rastlanmamustir.
Proteinde 83. kodonda bulunan “Fenilalanin” amino asitin delesyonuna neden olan bu

mutasyon ikinci zargeger alaninda yer almasi bakimindan énemlidir (Sekil 4.2).

EC1 EC2
m /-\ Hiicre Ths

TM1 |TM2 |TM3 | Th4
®

J

_// 247.134(:\\/ i Hiicre Tgi

IC1 IC2

1C3

Sekil 4. 2 Cx-26 proteini lizerinde 247delTTC mutasyonunun hiicre zarindaki konumu.
Mutasyon ikinci zargeger alaninda yer almaktadir (TM2).
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299delAT Mutasyonu

Diger bir mutasyon 299. ve 300. niikleotidlerin (AT) delete olmasiyla gergeve kaymasi
biciminde olusmaktadir. Calismamizda bir olguda (30. proband) saptanan heterozigot
299del AT mutasyonu, heterozigot mutasyon tasiyicisi baba tarafindan iki ¢ocugundan sadece
probanda aktarildig1, ancak babanin isitme kaybinin olmadigi belirlenmistir. Ailede sadece
probandin isitme kayipli olup, olgunun anne tarafinda isitme kayb1 olan bireyler
bilinmektedir. Babanin olgu gibi heterozigot mutasyon tasiyicist olmasina karsin fenotipe
yanstyan bir degisimin olmamasi “compound heterozigotluk” veya gap junction yapisina
katilan proteinin normal allelden olugmus olabilecegi Ongoriilmektedir. Kanal normal
olusumuna katilan connexinlerin herhangi birinin mutasyonu tasiyan allelden translasyonu
durumunda, yapit olusumundan kaynakli problemler olusabilecek ve isitme kayiplar
gozlenebilecektir. Compound heterozigotluk durumunda ise, kanal yapisina katilan Cx-26’dan
farklt bir connexin proteininde bir gen defekti olmasi olasidir. Bu durumda i¢ kulaktaki
dengelerin bozulmasina neden olacaktir.

Ikinci hiicre i¢i Cx-26 protein bolgesinde (Sekil 4.3) gozlenen bu mutasyona
toplumumuzda rastlanmigtir. Beyazit ve ark. 14 aile ile yaptiklar1 ¢aligmada homozigot
mutasyon tasiyan birey bildirmistir (78). Japonya’da 23 ailede yedi olgu (82), Amerika’da
234 isitme kayipli olguda 5 bireyde rapor edilmistir (12). Tiim Avrupa iilkelerini kapsayan
1,531 isitme kayipli olgulardan olusan ¢alismada allelik frekans; 3,062 allelde % 0.13 (4 allel)
olarak bildirilmistir (81).

EC1 E(2
Hiicre Disa
T4
J Hiicre Ici
¥58delGAG
IC1 IC2 k,
1C3

Sekil 4.3 Cx-26 proteini iizerinde 299delAT ve 358delGAG mutasyonlarin hiicre zarindaki konumu.
Mutasyonlar ikinci hiicre i¢i protein alaninda yer almaktadir (IC2).
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358delGAG Mutasyonu

Proteinde 120. amino asitin (Glutamik asit) kaybina neden olan bu mutasyon 358.,
359. ve 360. (GAG) niikleotidlerin yitimi ile olugmaktadir. Amino asidin hiicre
membranindaki yerlesimine gore ikinci hiicre i¢i alaninda (IC2) yer almaktadir (Sekil 4.3). Bu
calismada bir olguda (45. proband) saptanan heterozigot 358delGAG mutasyonu probanda bu
mutasyonu heterozigot tasiyan anne ile aktarilmistir. Anne ve babanin isitmeleri normaldir.
299delAT mutasyonu tasiyan aileye benzer olarak burada da compound heterozigotluk veya
kanal yapisina katilan proteinlerin durumu farkli bir bakis agis1 ortaya koymaktadir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda 409 olgu igerisinde 3 bireyde homozigot olarak bu
mutasyon rapor edilmistir (57,74,75). Cek’lerde 156 isitme kayiph bireyde bir olguda (1),
Isvec toplumunda ise 34’de bir olguda rapor edilmistir (83). Tiim Avrupa iilkelerini kapsayan
1,531 olgudan olusan calismada allelik frekans; 3,062 allelde % 0.75 (23 allel) bildirilmistir
(81). Bu allelin frekansinin % 1’ in altinda olmas1 ¢alisilan tiim populasyonlardaki bu

degisimin mutasyon oldugunu gdstermektedir.

A88G (130V) Mutasyonu

Genin ikinci ekzonunun 88. niikleotidinde adenin yerine guanin niikleotidinin gegmesi
ile olusmaktadir. Proteinde 30. amino asitte izolosin (I) yerine valin (V) amino asiti
gelmektedir (Sekil 4.4). Calismamizda bir olguda (55. proband) heterozigot saptadigimiz
A88G degisimi, mutasyonu heterozigot olarak tasiyan, isitme kaybi olmadigini bildigimiz
anne tarafindan iki ¢cocuguna da aktarilmistir. Ancak proband disinda ailede isitme kayipl
birey bulunmamaktadir.

Ulkemizde daha once rapor edilen olgu bulunmamaktadir. Tayvanli’larda yapilan
calismada 324 isitme kayipli olgudan sadece bir bireyde heterozigot olarak belirlenmistir.
Aragstirict tarafindan, aday mutasyon olarak gosterilen 130V mutasyonu; goril, orangutan,
gibon maymunu, alyanakli maymun, inek ve fare genomlari ile yapilan Cx-26 gen analizlerine
gore, 30. kodon izolosin tiim bu organizmalarda korunumlu oldugu gosterilmistir. Ayrica bu
mutasyona 432 kisilik kontrol grubunda da rastlanmamistir (84). Bu nedenle ilgili bolge

olusan degisimin fenotipe yansimasi olasidir.
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T269C (L90P) Mutasyonu

Cx-26 geninin 269. niikleotidinde timin yerine sitozin niikleotidinin ge¢mesiyle
proteine yansiyan mutasyonla, 90. amino asiti olan 16sin yerine prolin gelmektedir (Sekil 4.4).
Caligmamizda bir olguda (43. proband) heterozigot saptadigimiz T269C degisimi, mutasyonu
heterozigot olarak tasiyan, isitme kayb1 olmadigini bildigimiz baba tarafindan iki cocuguna da

aktarilmistir. Ancak proband disinda ailede isitme kayipl birey bulunmamaktadir.

Tekin ve ark. 256 olgu igerisinde bir bireyde bu mutasyonu rapor etmislerdir (57).
Amerika’da 88 olguda iki (85), Macaristan’da 212°de bir (80), Cek’lerde 156 olguda iki
bireyde (1) T269C mutasyonu bildirilmistir. Tiim Avrupa iilkelerini kapsayan 1,531 olgudan
olusan caligmada allelik frekans; 3,062 allelde % 1.86 (57 allel) olarak bildirilmistir (81).
Xenopus yumurtalarinda yapilan ¢aligmalarda T269C mutasyonunun, fonksiyon gostermeyen

connexin kanali olusumuyla tiim “gap junction” kanal yapisinit bozdugu gosterilmistir (86).

EC] EC2

LooP /-\ Hiicre Dis1
s

IMI |TM3 | TM4

HT., Hiicre Ici
R12TH
IC1 IC2

IC3

J

Sekil 4.4 Cx-26 proteini lizerinde G88A (130V), C269T (190P), G380A (R127H) mutasyonlarin hiicre zarindaki
konumu. Mutasyonlar sirastyla; birinci hiicre i¢i protein alaninda (IC1), ikinci zargecer alaninda (TM2) ve ikinci
hiicre i¢i protein alaninda (IC2) yer almaktadir

G380A4 (R127H) Mutasyonu

Proteinin 127. amino asitinde arginin yerine histidin amino asitinin gelmesiyle
olugmaktadir (Sekil 4.4). Bu ifade degisimine neden 380. guanin niikleotidi yerine adenin
gelmesidir. Bu calismada iki olguda (18. ve 83. probandlar) R127H mutasyonu heterozigot
olarak belirlendi. Onsekizinci probandin ailesinde baska isitme kayipli birey saptanmadi ve
mutasyonun heterozigot olarak babadan aktarildigi, ayrica ailede akraba evliligi Oykiisii

oldugu belirlendi. Diger probanda ise, ebeveynlerde isitme kayipl birey olmadigi saptandi.
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Mutasyonun heterozigot olarak babadan aktarildigi, ayrica ailede akraba evliligi Oykiisiiniin
yanisira ebeveynlerin ailelerinde isitme kayipl bireyler saptandi.

Uyguner ve ark. 60 olgu icerisinde bir bireyde heterozigot olarak bu mutasyonu
saptamiglardir (75). A.B.D’de 88 olguda yedi (85), Macaristan’da 212’de bir (80), Sudan’da
183 olguda bir bireyde (22) G380A mutasyonu bildirilmistir. Cek’lerde 156 olguda bir birey
polimorfizm olarak rapor edilmistir (1) Tim Avrupa tlkelerini kapsayan 1,531 olgudan
olusan c¢aligmada allelik frekans; 3,062 allelde % 0.07 (2 allel) olarak bildirilmistir (81).

HeLa hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda mutasyonun kanalin olagan olusumunu
etkilemedigi gosterilmis ve bunun fenotipik etkisi olmayan bir mutasyon veya polimorfizm
oldugu distinilmiistiir (86). Farkli olarak, N2A iletisim eksikligi olan hiicre hatlarinda
yapilan c¢aligmalarda, G380A mutasyonu tastyan Cx-26 gen iirlinlerinin bu hiicrelerin
membranlarina ait hiicre-hiicre temas alanlarinda yerlesim gosterdigi, ancak verilen
ndrobiyotinlerin iletiminde biiylik diistisler gozlendigi bildirilmistir. Bu verilerden elde edilen
¢tkarim, bu mutasyona bagl olarak i¢ kulaktaki iyonik bilesenlerin (K") dolasimindaki
aksamalardan dolay1 isitme kayiplar1 oldugu yoniindedir (35).

Calismamizdaki bu olgularin tartismali G380A mutasyonuna bagl isitme kaybi
olabilecegi diistinlilmektedir. Toth ve ark. aym durumdaki bir ailede mikrosatellit
belirteglerden yararlanarak yaptiklar1 ¢alismada bu degisimin mutasyon oldugunu ifade

etmislerdir (80).

4.3 Connexin 26 Geninde Saptanan cSNP Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi

Olgu grubumuzda mutasyonlarin yanisira li¢ farkli niikleotid degisimi belirlenmistir.

Bunlar; G79A, G457A, C570T polimorfizmleridir.

G794 (V271)

Cx-26 geninin 79. niikleotidinde guanin yerine adenin; protein {iriiniinde ise 27. amino
asit olan valin yerine izolosin gegmektedir. Bu ¢alismada bes probandda G79A polimorfizmi
saptanmistir. Ayni zamanda, isitme kaybi1 olmayan kontrol grubunda da polimorfizm siklig
yiiksek oldugu saptandi. Bu polimorfizm 0&zellikle Asya toplumlarinda yaygin olarak
gozlenmektedir. Tayvan’da normal bireylerden olusan kontrol grubunda, 864 allelden

319’unda bu polimorfizmin varlig1 rapor edilmistir (84). Japonya, Kore, Mogolistan’da bu
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SNP’nin bulunma siklig1 % 54-55 civarindadir (57). Ulkemizde yapilan diger ¢alismalarda da
saptanan oran Avrupa toplumlarindan yiiksektir (57). Avrupa toplumlarinda bu mutasyonun
siklig1 diisiiktiir. Beyaz 1rkta yapilan bir ¢aligmada isitme kaybi olmadigi bilinen 96 kisilik
kontrol grubunda 1 bireyde saptanmistir (25). Tiim Avrupa lilkelerini kapsayan 1,531 olguluk
calismada allelik frekans; 3,062 allelde % 0.33 (10 allel) olarak bildirilmistir (81). Her ne
kadar Avrupa toplumlarinda bu degisim allelik frekanstan hareketle mutasyon olarak
tanimlanabilse de (% 1’ in altinda), Asya toplumlarindaki % 50’ leri agsan oranlarin varligi,
degisimin “founder effect” ya da genetik siiriiklenme ile belirli populasyonlarda birikim

gostermis olabilecegini diisiindiirmektedir..

G4574 (V1531)

Bu degisimi cesitli arastirmacilar mutasyon sinifina da konulmaktadir. Ornegin
Fransa’da yapilan bir caligmada 159 ailede bir probandda heterozigot G457A degisimi
saptanmis, olgunun isitme kaybinin orta derecede oldugu bildirilmistir (79). Tayland’da
yapilan diger bir calismada ise 166 olguda ii¢ heterozigot mutasyon tasiyan, sporadik, ileri
derecede isitme kaybi olan bir birey bildirilmistir (87). Farkli olarak Cek’lerde 156 olguda bes
bireyde heterozigot polimorfizm (1), Sudan ve Kenya’da 183 olguda iki bireyde polimorfizm
olarak bildirilmistir (22). Tiim Avrupa iilkelerini kapsayan 1,531 olgudan olusan c¢alismada
allelik frekans; 3,062 allelde % 0.16 (5 allel) olarak bildirilmistir (81).

Calismanizda bir olguda heterozigot G457A degisimi saptandi. Ulkemizde bu degisim

bildirilmemistir. Bunun yanisira, kontrol grubunda da polimorfizm siklig1 yiliksek saptandi.

C570T (V190I)
Polimorfizmlerin bildirildigi veri tabaninda polimorfizm olarak rapor edilen bu
degisime, calismamizda bir olguda tek allelde saptandi. Ulkemizde bu degisim

bildirilmemistir. Kontrol grubunda da V1901 degisimi saptanmamustir.
4.4 Ulkemizde GJB2 Geniyle Ilgili Calismalar ve Saptanan Degisimler
Ulkemiz Avrupa-Asya gecisinde ve go¢ yollar1 iizerinde yer aldigindan her iki

toplumunda populasyon havuzunda bulunan mutasyon ve polimorfizmleri barindirmaktadir.

Buna karsin, Asya ve Yahudi populasyonlarda siklikla goriilen, sirasiyla 235delC ve 167delT
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Tablo 4.3 Ulkemizde isitme kaybi olan olgularda saptanan GJB2 mutasyon ve polimorfizmlerin oranlarinin bu
caligma ile karsilagtirilmasi. Italik yazilan ve alti ¢izilmis degisimler polimorfizmdir. Kalin yazilmis degisimler
ise bu caligmada gosterilen degisimlerdir.

Referans>  (78) (76) 57 (75) (74) < | Toplam Bu
(Aile) (Kisi) (Kisi) (Kisi) (Aile) E | Oram Cahisma

Mutasyon E 5 (%) Oran(%)
35delG -/- 1/14 48/235  37/256  13/60 20/93 | 7/88 | 18.09 7.95
35delG +/- - 5/235 217256 2/60 - 9/88 | 5.08 10.23
35delG/167del T - - 1/256 - - - 0.39 -
35delG/236_239 - - 1/256 - - - 0.39 -
delTGCA
insAGATCCG
35delG/G79A - - 1/256 - - - 0.39 -
35delG/T269C - - 1/256 - - - 0.39 -
35delG/P184R - - - - 1/93 - 1.07 -
35delG/310del14 - - - - 1/93 - 1.07 -
35delG/P173S - - - - 1/93 - 1.07 -
35delG/Q80K - - - - 1/93 - 1.07 -
G71A -/- - - - 1/60 3/93 - 2.61 -
G71A +/- - - - 1/60 - - 1.67 -
G794 +/- - - 3/256 - - 5/88 1.17 5.68
G794 -/- - - 1/256 - - - 0.39 -
V271 E114G/+ - - 1/256 - - - 0.39 -
A88G +/- - - - - - 1/88 | - 1.14
247delTTC +/- - - - - - 1/88 | - 1.14
299-300delAT -/-  1/14 - - - - - - -
299-300delAT +/- - - - - - 1/88 | - 1.14
310del14 -/- - - - - 1/93 - 1.07 -
233delG -/- - - - 1/60 - - 1.67 -
A239G -/- - - - 1/60 - - 1.67 -
T269C +/- - - - - - 1/88 | - 1.14
120delE -/- - - 1/256 1/60 1/93 - 0.73 -
120delE +/- 1/88 | - 1.14
G380A +/- - - - 1/60 - 1/88 1.67 2.28
M163V +/- 1/14 - - - - - - -
G457A4 +/- - - - - - 1/88 | - 1.14

C570T +/- - - - - - ‘ 1/88 ‘ - 1.14
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mutasyonlar1 saptanamamustir. Ulkemiz bu baglamda beyaz ik, Avrupa toplumunda sik
gozlenen 35delG mutasyonun yanisira, Asya toplumlarinda sik rastlanan G79A
polimorfizmlerini barindiran karma bir populasyon havuzuna sahiptir.

Tablo 4.3’de goriildiigii gibi iilkemizde c¢esitli mutasyonlar ve polimorfizmler
bildirilmistir. Ege ve cevresinde ilk kez yapilan bu calismada, bir olguda aday mutasyon
(247delTTC) saptanmustir. Verilere genel olarak bakildiginda iilkemiz i¢in ilk tanimlananlar

hari¢ mutasyon sikliklar1 benzerlik gostermektedir.

4.5 Calisma Grubunda Saptanan Mutasyonlarin Kalitim Oriintiisii

Isitme kayipli olan olgularda saptanan mutasyonlarin, iki olgu disinda otozomal resesif
olarak kalitildig1 saptanmistir (Tablo 4.1). Onbes nolu olgunun 35delG mutasyonu ig¢in
homozigot oldugu ve annenin bu mutasyonu tasimadigi saptanmistir. Ancak bu olguda
babanin kan 6rneginden genomik DNA elde edilemediginden, kalitim Oriintlisii tam olarak
belirlenememistir. Bu olguda annenin mutasyonu tasimiyor olmasi, de nova mutasyon
olasiligin1 akla getirmektedir (Tablo 4.1). Diger bir olgu ise 79. proband, heterozigot 35delG
mutasyonu tasiyan bireydir. Bu olgunun ailesinin tamami isitme kayipli olmasina ragmen
anne ve diger kardesinde mutasyon saptanmamistir. Babanin kan oOrnegindeki sorunlar
nedeniyle genotipi bilinmemesine karsin olasilikla bu delesyon babadan probanda
aktarilmigtir. Diger bir olasilik ise babada da bu mutasyona rastlanmayip, de nova bir

mutasyon olmasidir (Tablo 4.1).

Tablo 4.4 Isitme kayb1 goriilen ailelerin 35delG ve diger mutasyonlar bakimindan kalitim modelleri, akrabalik
iligkileri ve isitme kayb1 dykiilerinin sayisal olarak degerlendirilmesi. iK; isitme kayb1, OR; otozomal resesif.

Kriterler 35delG Diger Toplam
Aile Sayisi 14 7 21
Akrabalik {liskisi 4 4 8
IK Oykiisii 8 4 12
Akrabalik Iliskisi+ IK Oykiisii 3 3 6
IK Oykiisii ve Akrabalik yok 5 2 7
Kalitim Modeli OR 12 7 19
Kalittim Modeli de nova 2 0 2
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Tablo 4.4’de mutasyon belirlenen tiim aileler bazinda isitme kayiplarinin akraba
evlilikleri ve aile Oykiileri ile iligkilendirilmesinde 6nemli oldugu goriilmektedir. 14 ailede
isitme kayb1 Oykiisli ya da akrabalik iliskisi gdozlenmektedir. Bu bulgu mutasyonlarin resesif
aktarilmasini agiklamaktadir. 35delG mutasyonu i¢inde akraba iligkileri ve aile Gykiilerinin

oldukca fazla oldugu goriilmektedir.

4.6 Genetik Siiriiklenme (Gene Drift), “Founder Effect” ve “Assortative Mating”

Etkisinde Cx-26 Mutasyonlarinin Toplumsal Olarak Degerlendirilmesi

35delG, 167delT ve 235delC mutasyonlar1 diinya toplumlarinda % 70 civarinda Cx-26
lizerinde gozlenmekte ve mutasyonlar olup, bu mutasyonlarin goriilme sikliklar1 etnik
kokenlere gore anlamli bir farklilik gostermektedir. Farkli populasyonlarda farkli sikliklarda
gbzlenmesine karsin, bu mutasyonlarin daha yaygin olarak one ¢ikmasini agiklayan birkag
goriis bulunmaktadir. Bu yaklasimlara gore; mutasyonel “hot spot”, gen siiriiklenmesi (gene

drift) ve “founder effect” kavramlari ile agiklanmaktadir (4). Buna gore;

e 35delG: % 70 oraninda Avrupa ve toplumlarinda (27),
e 167delT: % 40 oraninda Yahudi toplumlarinda (15),

e 235delG: % 80 oraninda Asya toplumlarinda goriilmektedir (88).

A.B.D’de isitme kayipli olmayan populasyonda yapilan c¢alismalar, Cx-26 geninde
gbzlenen tiim gen kusurlar i¢in tasinma sikliginin %3.5 diizeyine kadar ¢iktigini géstermistir.
Tiim bu yaklagimlarin yanisira isitme kayipli bireylerin birbirleri ile se¢imli olarak birlesmesi,
gen havuzunda bu patolojik allellerin artmasinda neden olmustur. Ornegin, Bali Adalar
Benkala bolgesinde MYO!15 geninin mutasyon prevalanst duyu yitimi olan olgularda % 2’dir.
Isitme kayb1 olmayanlarda bu gene ait mutasyonlarmn tasinma siklig1 % 17°dir. Benkala’daki
DNFB3 insidansi diinyaya gore 20 kattan daha fazladir. Bu durumun agiklamasi ise; bolgenin
ada modeli olmasi nedeniyle kismi izolasyon ve isitme kayipli bireylerin birbiriyle
evlendirmeleri (“assortative mating”) sayilabilir. Bu Ornekten de anlasilacagi gibi
toplumlardaki mutasyon sikliklar1 genetik kurallara uymaksizin yiiksek ¢ikmaktadir. Bilindigi

lizere, allelik frekansi populasyonlarda %1’in lizerinde gozlenen degisimleri SNP kategorisine
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almaktayiz. Ancak bu noktada 6zellikle “assortative mating” ve “founder effect” kavramlarina
bagli olarak frekans aralig1 yukar1 dogru ¢ikmaktadir (4).

Ulkemiz bir gegis bolgesi iizerinde yer almasi nedeniyle genetik cesitlilige agik bir
populasyon havuzu barindirmaktadir. Ancak, beyaz irkta bircok genetik nedene bagl olarak
stk goriilen 35delG mutasyonuna benzer siklikta rastlanilmasina karsin diger irklara 6zgii
167delT ve 235delC mutasyonlar1 saptanmadi. Tablo 4.5 ve 4.6’da iilkelere ait mutasyon
sikliklar1 verilmistir.

Tablo 4.5 Ulkelere gore 167delT mutasyon dagilimlari (6); *(34)

Populasyon Evren Yiizde
Beyaz irk* 50 0
Beyaz irk (Amerika)* 271 0
Ashkenazi* 546 4
Afrikali Amerikan* 171 0
Asyali* 52 0
Fransa 119 0
Israil Ashkenazi 113/467 24.2
[srail Ashkenazi 20/268 7.46
Italya 150 0
Japonya 209 0
Kore 100 0
Umman 280 0
Ispanya 130 0
Tiirkiye 674 0

Amerika Ashkenazi 22/546
Amerika Ashkenazi 40/1012 3.95
Amerika Ortabati 96 0

>
e
oy}

Tablo 4.6 Ulkelere gore 235delC mutasyonu tasmma sikligi (6); *(34)

Populasyon Evren Yiizde
Japonya * 50 0
Japonya* 96 2.1
Japonya* 203 1.0
Fransa 119 0
Israil Ashkenazi 467 0
Italya 150 0

Kore 100 1
Ispanya 130 0

Beyaz irkta Cx-26 ilizerinde en yaygin olarak gozlenen 35delG mutasyonunun, bir “hot

spot” bolge olabilecegi ongoriilmiistiir. ikinci ekzonun 30-35. niikleotidleri arasinda alt1 G
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tekrar1 olmasi, DNA polimeraz alfa i¢in bir hata noktasi oldugunu diistindiirmiis ve bu
baglamda yapilan ¢alismalarda mutasyonel hot spot kavrami 6n planda tutulmustur (25).
Ancak, diger aragtirmalar gdstermistir ki; 35delG bir “hot spot” mutasyondan ¢ok “founder
effect” ile populasyonda frekansi artmig bir mutasyondur. Birgok SNP belirteci kullanilarak
yapilan ¢aligmalarin sonucunda elde edilen veriler bu bulguyu dogrulamaktadir (89,90).

Asya toplumlarinda sik gozlenen 235delC mutasyonu igin, beyaz irkta gozlenen
35delG mutasyonunun tasinma durumu benzerlik gostermektedir. Bes farklt SNP belirteci ile
yapilan baglanti analizlerine gore, 235delC mutasyonu atasal bir mutasyon olup “founder
effect” ile bu topluma 6zgiil bir mutasyon haline gelmistir (91).

Ulkemiz agik bir sekilde de goriilecegi iizere beyaz irkta gdzlenen mutasyonlar1 ve
polimorfizmleri tasimaktadir. Ozellikle G79A polimorfizmini yiiksek oranda tasimaktadir.
A88G mutasyonu daha oOnce bir Asya toplumunda tanimlanmis olmasi bakimindan da

ilgingtir.

4.7 Olgu Grubunda Mitokondri Genomundaki Mutasyonlara Yonelik Yapilan

Calismalarin Degerlendirilmesi

Giinlimiize kadar tilkemizde mitokondriyal mutasyonlarin isitme kaybi ile iliskisine
yonelik yalnizca bir arastirma vardir. Buna gore isitme kayipli olgular igerisinde A1555G ve
A7445G mutasyonunun goriilme sikligr sirasiyla % 1.8 ve % 0’dir. Bir probandda ailesel
oldugu gozlenmistir (Tablo 4.7 ) (73).

Tablo 4.7 Ulkemizde yapilan ¢alisma sonuglari (73).

Mutasyon Calsilan kisi  Pozitif olgu  Orani (%)

A1555G 168 3 1.8
A7445G 168 - -

Bu mutasyonlar toplumlara gére % 1 ila 20 arasinda olmaktadir (3,7). Ozellikle,
Ispanya (8), Japonya (9), Mogolistan (10) gibi iilkelerde yiiksek siklikta gdzlenmektedir.
Calismamizda, 88 probandin tamaminda yapilan A1555G ve A7445G mutasyon

analizlerine tiim olgularda bu noktalarda bir degisime rastlanmamustir.
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4.8 isitme Kayb1 Bulunmayan Kontrol Grubunda Cx-26 Geni Ikinci Ekzonda

Saptanan Degisimler

Kontrol grubu olarak alman 171 birey isitme duyusu bakimindan herhangi bir
problemi olmayan bireylerden olugsmaktadir. Cift yonli DNA dizi analizi sonuglarina gore
dokuz farkli degisim saptanmistir. Bu sonuglara gore; belirlenen dokuz farkli degisimden ikisi
literatiirde olmayan degisimler (G647C ve C292T), {i¢li daha Onceden mutasyon olarak
bildirilmis degisimler (G79A+A341G, T269C ve C493T) diger dort degisim ise polimorfizm
olarak tanimlanmis degigsimlerdir (G478A, T101C, G79A ve G457A) (Tablo 3.8 ve 4.8).

Literatiirde Tanimli Olmayan Degisimler

Literatiirde tanimlanmamis degisimlerden G647C bir olguda heterozigot olarak
saptand1. Proteinde hiicre i¢i alan {igte yer alan 216. amino asiti bazik argininin yerine notral
izolosin gegmektedir. Ikinci olarak; C292T degisimi de bir olguda heterozigot olarak
tanimlandi. Proteinde hiicre i¢i alan ikide yer alan 98. amino asiti bazik arginin yerine notral
16sin gegmektedir. Bu iki aday SNP’de de bazik amino asitin yerine ndtral bagka bir amino
asit gecmektedir.

Cx-26 proteinin hiicre i¢inde kalan kisimlarinda gozlenen bu degisimlerin, total
protein yiik dengesi degistigi icin minimal konformasyonel bir degisimin kaginilmaz oldugu

disiiniilebilir.

Literatiirde Mutasyon Olarak Tanimlanmis Degisimler

G79A+A341G degisimlerinin ayni bireyde birlikte goriilmesi durumunda allel
patolojik rapor edilmistir (Ek1, Tablo E3). Tek basina G79A sik goézlenen bir SNP olup
Uzakdogu tlkelerinde taginma sikligi % 54-55 civarindadir (57). Calismamizda, iki kontrol
DNA’sinda heterozigot olarak saptandi. G79A degisiminde 27. amino asitte valin yerine
izolosine gecmekte ve total yiik degismemektedir. Ancak 341. niikleotidde olan degisimde ise

114. amino asitte negatif yiliklii glutamik asit yerine notral glisin gegmektedir.
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Tablo 4.8 Kontrol grubunda (171 birey) saptanan niikleotid degisimler ve
bu degisimlerin allelik frekanslarina ait sayisal veriler.

Degisim Birey Tasinma Allelik
Sayisi Sikhig1 (%)  Frekans (%)

G79A 9 5.26 2.63
T101C 1 0.58 0.29
T269C 1 0.58 0.29
C292T 1 0.58 0.29
A341G 2 1.17 0.59
G457A 8 4.68 2.35
C493T 1 0.58 0.29
G478A 3 1.76 0.88
G647C 1 0.58 0.29
Toplam 27 15.78 7.90

Mutasyon olarak tanimlanan diger bir degisim T269C (L90P) olup, bir kontrol
DNA’sinda heterozigot olarak saptandi (Ek1, Tablo E3). Degisimin, Avrupa toplumlar
kapsayan ¢alismada isitme kayipli olgulardaki allelik frekansin % 1.86 (3062 de 57 allel)
olarak saptanmasi (81) ve Xenopus yumurtalarinda yapilan ¢alismalarda kanal yapisini
bozdugu gosterilmesi (86) mutasyona yakin oldugunun gostergesidir. Olgu grubumuzda da
bir bireyde heterozigot gdzlenen bu mutasyonu tastyan heterozigot ebeveyninde isitme kaybi
saptanmamis olmasi yoniiyle degerlendirildiginde, kontrol grubuna ait bu birey i¢inde benzer
bir durumun olabilecegi diisiiniilebilir.

Proteinde 165. amino asit olan pozitif yiiklii arjinin yerine nétral triptofanin gectigi
C493T degisimi (Ek1, Tablo E3), kontrol DNA’larin birisinde heterozigot ve ayni bireyde
yine heterozigot G457A degisimi ile birlikte saptanmustir. Rickard ve grubunun yaptigi bir
calismada; Sri Lankali bir olgunun C493T degisimi icin heterozigot oldugu saptanmigtir.
Olguda orta-ileri (3.grup) isitme kaybi rapor edilmistir. Ayn1 ailede isitme kayipl (3. grup)
babada da heterozigot olarak tasmman bu degisimin dominant olarak kalitildig
diistiniilmektedir. Ayrica 40 normal bireyde bu degisime rastlanmamaistir (92).

Ikinci hiicre dig1 alanda yiiksek korunumlu bélgede yer alan bu amino asitin degisimi

mutasyon olasiligin1 kuvvetlendirmekle birlikte, Rickard’ in ¢aligmasindaki kontrol sayisinin
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az olasi tatmin edici degildir. Bizim ¢alismamizda saptanan bu degisimde fenotipe yansiyan
herhangi bir anormalligin olmamasi; eksik penetrans dominant kalitim, eksprevite farklilig

veya fenotipe yansimayan mutasyon seklinde yorumlanabilir.

Diger Polimorfizmler

Diger calismalarda SNP olarak tanimlanmis olan degisimlerden dordii (G79A, T101C,
G457A ve G478A) bu calismanin kontrol grubunda da tanimlandi (Ekl, Tablo ES5). Olgu
grubunda belirlenen iki SNP (G79A ve G457A) bakimindan, kontrol grubu ile benzerlik

gostermektedir.

Allelik frekans bakimindan yiliksek bulunan G79A degisimi ile ilgili olgu grubunda
gozlenen SNP’ler kisminda genel bilgiler verildi. ilave olarak; Snoeckx ve ¢alisma grubunun
verilerinde tiim Avrupa’da allelik frekansi % 0.33 (3062 de 10 allel) olarak rapor edilmistir
(81). Diger taraftan, Asya kokenli ililkelerde bu oranin % 50’lere ulastig1 bilinmektedir (84).
Avrupa lilkelerine gore daha fazla rastlanan bu degisimi, lilkemizin konumuna ve populasyon
cesitliligine dayandirmak miimkiindiir. Ozellikle korunumlu gen bolgelerinde gériilen bu tiir
polimorfizmleri ortak bir ge¢cmise, cografyaya, gen havuzuna atifta bulunmak olasidir.
Tayvan’da populasyonun yarisindan fazlasinda goriilen bu SNP’yi genetik siiriiklenme veya

“founder effect” ile agiklamak miimkiindiir.

Kontrol grubunda belirlenen ikinci SNP, T101C (M34T) tartismali bir konumdadir. Bu
degisim ilk saptandiginda mutasyon olarak rapor edilmis, daha sonra yapilan ¢aligmalarda ile
benign polimorfizm oldugunu diisiindiirmiistiir. Fakat ilging¢ olarak bazen heterozigot ve nadir
olarak homozigot bireylerde isitme kayiplar1 tespit edilmistir (6). Snoeckx ve calisma
grubunun verilerinde ise tiim Avrupa icin allelik frekans % 4.01 (3062 de 123 allel) gibi
yiiksek oranda saptanmugtir (81). Ulkemizde M34T amino asit degisimi sadece kontrol
grubunda bir bireyde heterozigot gbzlendi. M34T polimorfizminin iilkemizde diisiik diizeyde

gbzlenmesi, G79A i¢in yapilan tartisma ile uyumlu goriinmektedir.

Allelik frekanst bakimimndan G79A polimorfizminden sonra ikinci sirada yer alan
G457A (V1531) polimorfizmi ¢esitli calismalara gére mutasyon olarak da bildirilmistir. Bu
calismalar ile ilgili detaylar olgu grubunda goriilen polimorfizmler kisminda belirtilmistir.
Bizim c¢alismamizda da kontrol grubunda sekiz bireyde heterozigot olarak saptanan bu

degisimin (Allelik Frekans; 2.35; Tasinma Siklig1; 4.68) polimorfizm oldugu teyid edilmistir.
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Kontrol grubunda saptanan son degisim G478A (G160S) tartismali olmasina ragmen
polimorfizme yakin durmaktadir. Calismamizda {i¢ bireyinde tek allelinde gézlenen bu SNP
tilkemiz i¢in ilk kez bildirilmistir. Fransa’da yapilan ¢aligmada bir olguda heterozigot ve ileri
isitme kaybu ile birlikte rapor edilmistir (79). Sudan ve Kenya’da yapilan ¢alismada bir olguda
heterozigot saptanmis ancak tartigmali birakilmistir (22). Avrupa toplumlarini kapsayan ¢ok
merkezli ¢alismada higbir olguda rastlanmamasi bakimindan ilgingtir (81). Bu calismada
kontrol grubunda 0.88 allelik frekansida saptanan bu degisimin benign bir mutasyon oldugu
belirlenmekle birlikte; literatiirde igitme kaybi fenotipiyle birlikte rapor edilen az nadir olgu,
bu mutasyonun eksik penetrans ya da diisiik ekspressivite ozelligi gosteren bir kalitim

Oriintiisli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore populasyonumuzda bazi SNP’lerin 6n
plana ¢iktigin1 gérmekteyiz. Ozellikle G79A degisiminde % 5.26 (n=171) tasinma siklig1 gen
havuzunun profili agisindan o6nemli ip wuclar1 vermektedir. Buradan acilimla, gen
havuzumuzun olusumunda atasal faktorlerin, “founder effect” ve gen siirliklenmesinin izlerini

gormekteyiz.
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SONUC ve ONERILER

Isitme kayiplarinin gériilme sikhiginin 1/1000°den daha sik gdzlenmesi ve bu
hastaliktan muzdarip birey ve ailelerinin yayginlastig1 ger¢egine dayanarak, 6zellikle iilkemiz
icin bu tiir calismalardan elde edilecek verilerin dogrudan isitme kayipl bireylerde olmasa da,
sonraki kusaklar i¢in 6dnemli bir Onleyici tip acilimi getirecegi kanisindayiz. Populasyondaki
gen havuzunun taninmasina yardimci olan bu tiir caligmalarin birikimi, ulusal mutasyon veri
tabanlarin olusumuna katkida bulunacagi goriisiindeyiz. Bdylelikle, toplanan verilerin sonraki
kusaklarda olusabilecek isitme kayiplarinin 6nceden belirlenmesi ve yasam kosullarin1 daha
iyi olmasi saglanabilecektir. Ulkemizde isitme kaybma yol acan ve en sik bulunan
mutasyonlara iliskin molekiiler epidemiyolojik verilerin giivenilir olarak belirlenmesi,
familyal isitme kayb1 bulunan olgularin perinatal analizinin yapilabilirligini ortaya koyacaktir.
Boylece, prenatal ya da postnatal genetik analiz i¢in endikasyon olusturan lokuslar ve ayni
lokus i¢indeki mutasyon tiirlerinin anlamli bir panel haline getirilmesi miimkiin olacaktir.

Elde ettigimiz veriler iki bakimdan énemlidir. ilki, Ege bolgesi ve civarmi kapsayan
bu calisma bu cografyadaki boslugu doldurmaktadir. Verileri diger calismalar ile birlikte
degerlendirdigimizde, mozaik populasyonumuzun yansimasmni gdrmekteyiz. Ikinci olarak,
kontrol grubunda yaptigimiz ¢alisma populasyonumuzdaki polimorfizmlere kaynak olacak
konumdadir. Ulkemiz igin yapilan g¢alismalarda, olgu gruplarm yamisira bu tiir kontrol
gruplarinin da ¢alisilmasi verileri saglamlastirmaktadir.

Literatiirde yeni tanimlanan bir delesyon (247delTTC) ve iki aday SNP (G647C ve
C292T) bakimindan da ilgingtir. Olgu sayisinin 88, kontrol sayisinin 171 oldugu bu ¢alismada
ayrica iilkemiz i¢in bir¢ok yeni mutasyon ve SNP tanimlanmuistir.

Bulgularin ¢aligma grubumuzdaki olgulara ¢ok fazla bir katki saglamasa da, tek
cocuklu ailelerde ikinci bir ¢ocuk asamasinda genotipik durumlari hakkinda bilgi sahibi
olmalar1 ve bu dogrultuda bilinglenmeleri bakimindan 6nemlidir. Ayrica, olgulardaki Cx-26
ekzon iki degisimlerinin belirlenmesi, bu bireylerin kendi ailelerini kurduklarinda
aydinlanmus bir bilingle hareket etmelerini saglayacaktir. Bu noktada isitme kayipl bireylerin
ve ailelerinin bilgilendirilmesi ve bilinglenmesi saglanmustir.

Duyu yitimlerinden sorumlu birgok gen ve bu genler lizerinde bircok mutasyon
tanimlanmis durumdadir. Bu calisma isitme kayiplarindan en fazla sorumlu tutulan Cx-26

geni ekzon iki ile sinirh kalmis goziikse de, bu gen iizerinde saptanan degisimlerin orani
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digerlerine gore oldukca yiiksek hatta en fazla mutasyon goriilendir. Bunun yanisira diisiik
diizeyde mitokondri genomunda goriilen degisimlerin de isitme kayiplarindaki rolii
bilinmesine karsin ¢calismamizda mtDNA’da mutasyon saptanmamustir.

Isitme kayiplariin bu iki dnemli sorumlusunun yamsira Cx-26 ile aymi lokusta
bulunan ve birlikte hareket eden diger iki gap junction proteini Cx-30 ve Cx-46 tizerindeki
degisimlerde dnemlidir. Ozellikle Cx-30 kapsayacak sekilde 342 kb’lik delesyonlarin isitme
kayiplarimna neden olduklari bilinmektedir. Olgu grubunun bu delesyon bakimindan
incelenmesi mutasyona rastlanmayan grup hakkinda bilgi verecektir. Yine, Cx-26
kodlanmayan birinci ekzonu ve intronik bolgedeki degisimlerin belirlenmesi de ayni derecede
onemlidir.

Ozellikle heterozigot olgularda goriilen isitme kayiplarmin agiklanmasinda literatiir
yetersiz  kalmakta, nitekim agiklamalarimizda yetersiz durmaktadir. Bu olgularin
ebeveynlerinin heterozigot olmasina ragmen probandlardaki gibi igitme kayipli olmamasi, bu
durumun klasik genetik ile agiklanmasini olanaksiz kilmaktadir. Bu baglamda, olasilikla
protein-protein, protein-gen etkilesimleri devreye girmektedir. Bu olasiliklarin deneysel
olarak test edilmesi, bulanik olan kavramlarin agiklanmasina yardimci olacaktir.

Ozet olarak; calismanin bizim populasyonumuzdaki polimorfizm ve mutasyonlara
atifta bulunmasi bakimindan ve indeks olgularin literatiire kazandirilmasi bakimindan anlamli
oldugu goriisiindeyiz. Bahsi gecen diger acilimlarin da hayata geg¢irilmesi durumunda, isitme
kayiplarimin ortada kalan kisimlarina, yeni fikirler olusturabilecegimiz kanisindayiz. Veri
birikimleri neticesinde isitme kayiplarinin daha fetiis asamasinda belirlenebilecegi ve
Onlemlerin o6nceden alinarak, bireylerin en az diizeyde magdur olmalarina olanak
saglanacaktir. Tiim bu temennilerin gerceklesmesinde ulusal verilerin dogru kullanimi ve

yeterli teknik ve sistematik alt yap1 ¢caligsmalari ile miimkiin olacaktir.
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EK-1

Tablo E.1 Non-sendromik igitme kaybinda tutulum gosteren genlerden su ana kadar tanimlananlar. (7,13,11,38)

(http://davinci.crg.es/deafness/).

Otozomal Dominant non-sendromik lokuslar

Lokus Lokalizasyon Gen Kodladig1 molekiil Isitme kayb1 grubu
DFNALI 5931 HDIAI Aktin polimerizasyonu Post-lingual
sensorindral, progresif
1p33-p35 GJB3 Gap junction protein Post-lingual
DFNA2 p33-p pJ p g
KCNQO4 Voltaj kapili potasyum kanali Post-lingual
GJB2 Gap junction protein Pre-lingual
DFNA3 13q12
GJB6 Gap junction protein Pre-lingual
DFNA4 19q13.33(?) MYHI14 Simnif 2 Non-muscle myosin agir | Sensorinoral
zinciri
DFNAS Tpl5 DFNAS Bilinmiyor Post-lingual
DFNA6/14 1pl6.3 WFSI Zargecer protein Pre-lingual Sensorinéral
DFNAS8/12 11g22-q24 TECTA Tectorial memb yapisal eleman: | Bilinmiyor
DFNA9 14q12-q13 COCH Olasilikla ECM proteini Post-lingual
sensorindral, progresif
DFNA10 6q22.23 EYA4 Transkripsiyon faktorii Post-lingual, progresif
DFNAI1 11q12.3-g21 MYO74 Motor molekiil myosin Post-lingual
DFNA13 6p21 COL11A42 Yapisal molekiil Pre-lingual non-
progresif, sensorinoral
DFNALS 5q31 POU4F3 Transkripsiyon faktorii Post-lingual, progresif
DFNA17 22ql12.2-13.3 MHY9 Non-muscle myosin agir zinciri | Post-lingual, progresif
DFNA20/26 17925.3 ACTGI Alfa aktin Sensorinoéral, progresif
DFNA22 6ql3 MYO6 Motor molekiil myosin Post-lingual,
sensorindral
DFNA28 8q22 TFCP2L3 Transkripsiyon faktori Post-lingual,
sensorindral, progresif
DFNA36 9q13-g21 TMCI1 Zargecer protein Post-lingual
DFNA38 4pl6 WFS1 Wolframin proteini Post-lingual, progresif
DFNA39 4921 DSPP Sialofosfoprotein Sensorindral, progresif
DFNAA48 12q13-q14 MYOIA Unconventional myosins Post-lingual
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Tablo E.1 (devam) Non-sendromik isitme kaybinda tutulum gosteren genlerden su ana kadar tanimlanlar.

(7,13,11,38)

Otozomal Resesif non-sendromik lokuslar

Lokus Lokalizasyon Gen Kodladig1 molekiil Isitme kayb1 grubu
DFNBI1 13ql1-12 GJB2 Gap junction protein Pre-lingual, sensorinoral
GJB6
DFNB2 11q13.5 MYO74 Motor molekiil myosin Pre-lingual
DFNB3 17p11.2 MYOI5 Motor molekiil myosin Pre-lingual
DFNB4 7q31 PDS Klorit-iyot tranport proteini Pre-lingual
DFNB6 3pl4-p21 TMIE 156 aa protein Pre-lingual
DFNB7/11 19q21-q23 TMCI1 Zargeger protein Pre-lingual
DFNB&/10 219223 TMPRSS3 Trnsmemb.Serin proteaz Pre-lingual
DFNB9 2p22-p23 OTOF Sinaptik vezikiil elemam Pre-lingual
DFNB12 10g921-q22 CDH23 Hiicre adezyon proteini Pre-lingual
DFNB16 15q15 STRC protein-stereocilin Pre-lingual, sensorinoral
DFNB18 ? USHIC PDZ-domain-containing Pre-lingual, sensorindral
protein, harmonin
DFNB21 11g23-25 TECTA Tectorial memb yapisal eleman1 | Pre-lingual, sensorindral
DFNB22 16p12.2 OT0OA Anchoring protein Pre-lingual
DFNB23 10g21.1 PCDHI5 Protochaderin 15 Pre-lingual
DFNB29 21q22 CLND14 Tight junction protein Pre-lingual
DFNB30 10p12.1 MYO34 Sinif 3 myosin Pre-lingual, progresif
DFNB31 9q32-34 WHRN Whirlin proteini Pre-lingual, sensorindral
DFNB36 1p36.3 ESPN Calcium-insensitive actin- Bilinmiyor
bundling protein
DFNB37 6ql13 MYO6 Unconventional myosin Konjenital
Cinsiyete baglh non-sendromik lokuslar
Lokus Lokalizasyon Gen Kodladig1 molekiil Isitme kayb1 grubu
DFNI1 Xq22 DDP Mitokondriyal import protein Post-lingual
DFN3 Xqg21.1 POU3F4 Transkripsiyon faktori Konjenital
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Tablo E.2 Connexin 26 (GJB2) i¢in tanimlanis non-sendromik igitme kaybiyla iligkili otozomal dominant
mutasyonlar (http://davinci.crg.es/deafness/)

Dominant Mutasyonlar

No | Mutasyon Adi Tanmm Etkisi Protein
Bolgesi

1 delE42 125delAGG 142. kodon (Glu) Delesyonu ECI

2 W44S G131C 44. kodon Trp—> Ser EC1

3 W44C G132C 44. kodon Trp—>Cis EC1

4 | R75Q G224A 75. kodon Arg>Gln EC1

5 R143Q G428A 143. kodon Arg=>Gln T™3

6 | Ml63L A487C 163. kodon Met>Leu EC2

7 D179N G535A 179. kodon Asp—>Asn EC2

8 R184Q G551A 184. kodon Arg=>Gln EC2

9 | C202F G605T 202. kodon Cys—> Phe T™M4

Tablo E.3 Connexin 26 (GJB2) igin tanimlanis non-sendromik isitme kaybiyla iliskili otozomal resesif

mutasyonlar (http://davinci.crg.es/deafness/)

Resesif Mutasyonlar
No | Mutasyon Adi Tanim Etkisi Protein
bolgesi
1 IVS1 G+1A G-3172A Splice site -
2 G-3170A G-3170A Splice site -
3 MI1V (p.0) Al1G Protein iiriinii yok IC1
4 T8M C23T 8. kodon Tre>Met IC1
5 31dell4 31-45dell4 nt Frameshift IC1
6 31del38 31-69del38 nt Frameshift IC1
7 GI2V G35T 12. kodon Gly—>Val IC1
8 35delG 30-35delG Frameshift IC1
9 30delG 30-35delG Frameshift IC1
10 | 35insG 30-35insG Frameshift IC1
11 | 35delG 30-35delG Frameshift IC1
12 | K15T A44C 15. kodon Lys>Thr IC1
13 | 51dell2insA 51-63 12 nt del ve insA Frameshift IC1
14 | S19T G56C 19. kodon Ser-> Thr IC1
15 | 120T T59C 20. kodon Ile> Thr IC1
16 | W24X G71A 24. kodon Trp—> Stop ™1
17 | V271, E114G G79A+A341G 27. kodon Val>Ile ve 114. | TMI1+IC2
kodon Glu>Gly
18 | R32C Co4T 32. kodon Arg—>Cis IC1
19 | R32H G95A 32. kodon Arg->His IC1
20 | R32L G95T 32. kodon Arg>Leu IC1
21 | V371 G109A 37. kodon Val->Ile TM1
22 | A40E CI19A 40. kodon Ala=>Glu EC1
23 | A40G C119G 40. kodon Ala>Gly ECI
24 | W44X G132A 44 kodon Trp=>Stop ECI
25 | G45E G134A 45. kodon Gly=>Glu EC1
26 | E47X G139T 47. kodon Glu—>Stop ECI
27 | E47K G139A 47. kodon Glu>Lys ECI
28 | 167delT 167delT Frameshift EC1
29 | Q57X C169T 57. kodon Gln-> Stop ECI
30 | 176-191dell6nt 176-192del 16nt Frameshift ECI
31 | C64X C192A 64. kodon Cys—>Stop ECI
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No | Mutasyon Adi Tanim Etkisi Protein
bolgesi

32 | Y65X C195G 65. kodon Tyr->Stop EC1
33 | Y65X C195A 65. kodon Tyr->Stop EC1
34 | W77R T229C 77. kodon Trp2> Arg ™2
35 | W77X G231A 77. kodon Trp—> Stop ™2
36 | 235delC 233-235delC Frameshift T™M2
37 | L79P T236C 79. kodon Leu—>Pro TM2
38 | Q80X C236T 80. kodon GIn—> Stop ™2
39 | Q80P A239C 80GIn—>Pro TM2
40 | Q80R A239G 80. kodon GIn>Arg TM2
41 | I82M C246G 82. kodon Ile>Met TM2
42 | V84L G250C 84. kodon Val2>Leu TM2
43 | S85P T253C 85. kodon Ser->Pro TM2
44 | A88S G262T 88. kodon Ala—> Ser TM2
45 | LOOV C268G 90. kodon Leu—>Val T™M2
46 | L90OP T269C 90. kodon Leu>Pro TM2
47 | 269insT 269insT Frameshift T™M2
48 | M931 G279A 93. kodon Met>1le TM2
49 | VOsM G283A 95. kodon Val>Met IC2
50 | Y97X Tanimlanmamis 97. kodon Tyr->Stop IC2
51 | 290-291insA Frameshift Frameshift 1C2
52 | HI00Y C298T 100. kodon His> Tyr IC2
53 | 299-300delAT 299del AT Frameshift IC2
54 | HI00L A299T 100. kodon His>Leu IC2
55 | 302del3 302delAGA 102delLys IC2
56 | E101G A302G 101. kodon Glu>Gly IC2
57 | 310dell4 314-328del 14 nt Frameshift 1C2
58 | 312dell4 312-326del 14 nt Frameshift 1C2
59 | 314dell4 310-324del 14 nt Frameshift 1C2
60 | 333-334delAA 333-335del AA Frameshift IC2
61 | S113R T339G 113. kodon Ser>Arg 1C2
62 | delE120 360del GAG 119-120del Glu IC2
63 | K122I A365T 122. kodon Lys—>1le IC2
64 | Q124X C370T 124. kodon GIn—>Stop IC2
65 | R127H G380A 127. kodon Arg—>His IC2
66 | W133X G398A 133. kodon Trp—> Stop IC2
67 | Y136X C408A 136.kodon Tyr—> Stop IC2
68 | S139N G416A 139 kodon Ser->GlIn IC2
69 | R143W C427T 143.kodon Arg>Trp ™3
70 | E147K G439A 147 .kodon Glu>Lys TM3
71 | E147X G439T 147 .kodon Glu—>Stop T™M3
72 | 469delG 469delG Frameshift EC2
73 | 486insT 486insT Frameshift EC2
74 | R165W C493T 165.kodon Arg=>Trp EC2
75 | 504insAAGG 504ins AAGG Frameshift EC2
76 | 509del14 509-523del 14 nt Frameshift EC2
77 | 509insA 509insA Frameshift EC2
78 | 515dell7 515-532del 17 nt Frameshift EC2
79 | WI72X G516A 172.kodon Trp—2>stop EC2
80 | C174R T520C 174.kodon Cys>Arg EC2
81 | P175T C523T 175. kodon Pro>Thr EC2
82 | VI78A T533C 178. kodon Val>Ala EC2
83 | R184W C550G 184. kodon Arg>Trp EC2
84 | R184P G551C 184. kodon Arg—>Pro EC2
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No | Mutasyon Adi Tanim Etkisi Protein
bolgesi

85 | 572delT 572delT Frameshift EC2

86 | SI99F C596T 199. kodon Ser->Phe TMA4

87 | 605ins46 605-651ins 46 nt 202. kodon Stop T™4

88 | 1203K TC608AA 203.kodon Ile>Lys T™M4

89 | N206S A617G 206. kodon Gln—>Ser IC3

90 | 631delGT 631-632del GT Frameshift IC3

91 | L214P T641C 214. kodon Leu=>Pro 1C3

92 | 645- 645del TAGA frameshift IC3

648delTAGA

Tablo E.4 Connexin 26 (GJB2) igin tanimlanis non-sendromik igitme kaybiyla iligkili kalitim1 bilinmeyen
mutasyonlar (http://davinci.crg.es/deafness/)

Kalhitimi Bilinmeyen Mutasyonlar

No | Mutasyon Adi Tamm Etkisi Protein
bolgesi

1 IVS1-12C>T Exon 2C-12T Bilinmiyor ?

2 | N541 Al61T 54. kodon Asn—>1le ECl1

3 V84A T251C 84. kodon Val>Ala ™2

4 T123N C368A 123. kodon Thr>Asn IC2

5 E129K G385A 129. kodon Glu=>Lys IC2

6 | Y155X T465A 155. kodon Tyr-> Stop ™3

7 M163V G487A 163. kodon Met=>Val EC2

8 Al171T G511A 171. kodon Arg>Tre EC2

9 | FI91L T571C 191. kodon Phe>Leu T™M4

10 | A197S G589T 197. kodon Ala—> Ser T™M4
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Tablo E.5 Connexin 26 geninde gozlenen polimorfizmler (http://davinci.crg.es/deafness/)

Polimorfizm Acgiklama Frekans Protein bolgesi
Exonl -493del10 | 493-503del10bp 5' exonl ? 5'UTR
T-3558C T-3558C ? 5'UTR
C-15T C-15T ? 5'UTR
V271 G79A ? ™I
1301 T90A/C ? ™I
M34T T101C 1.72% ™I
A40A A120C ? EC1
R127H G380A ? 1C2
S72C C215G ? EC1
Q80Q G240A ? ™2
F83L C249G 3/200 kontrol kromozom ™2
L89L C267A ? ™2
R104R A310C 1/420 kromozom 1C2
E114G A341G ? IC2
T123A A367G ? IC2
11281 C384T 1% 1C2
V1531 G457A 4/367 kontrol (1%) ™3
G160S G468A 2/200 kontrol kromozom EC2
C169Y G506A ? EC2
Vg2V G546? ? EC2
V190V C570T Tanimlanmamis EC2
1203T T608C ? T™4
C/T at 682 C682T ? 3'UTR
C/T at 765 C765T ? 3'UTR
Hastalikla baglantisi bilinmeyen degisiklikler
IVS1-12C>T C-12T exon 2 Bilinmiyor ?
N541 Al161T Tanimlanmamis EC1
H73R A218G ? EC1
V84A T251C ? ™2
S85Y C254A Tanimlanmamis ™2
R98Q G293A ? IC2
313-314delAA 313del AA Tanimlanmamis 1C2
314delA 314del A Tanimlanmamis 1C2
360delG 360del G Tanimlanmamis IC2
T123N C368A ? IC2
R127C C379T ? 1C2
E129K G385A ? 1C2
Y155X T465A ? T™M3
M163V G487A 1/192 NSHL kromozom EC2
Al171T G511A Tanimlanmamis EC2
F191L T571C Tanimlanmamis TM4
A197S G589T 1/730 etkilenmis kromoz. T™4
K224Q A670C ? IC3
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BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Calisma Bashgi: Kalitimsal ve non-sendromik isitme kaybi olgularimin aday lokuslardaki
mutasyonel analizi.

Isitme kayb1 toplumlarda ¢ok sik rastlanan, konusma geriligi ve bozuklugu ile kendini
gosteren bir rahatsizliktir. Bu rahatsizlik ailesel olarak veya cesitli antibiyotiklerin gebelik
oncesi ve gebelik sirasinda kullanilmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Hastalik anne veya babadan
gecebilmektedir. Ancak, anne ve babada herhangi bir isitme kayb1 yoksa ve ¢ocuk isitme
kayipliysa, akrabalarindan (dede, amca, teyze, hala vs.) herhangi birinde isitme kaybi
bulunabilir ve rahatsizlik yine ailesel yolla gegmektedir. Fakat akrabalarda isitme kayb1 yoksa
bunun antibiyotik ila¢ kullaniminin neden oldugu diisiiniilmektedir. Hastanizda var olan
isitme kaybinin olas1 nedenleri konusunda bu calisma size yardimei olacaktir. Isitme kaybi
konusunda bilinglenmeniz, diger c¢ocuklarinizda onceden Onlem alinmasina yardimci
olacaktir.

Yapmay1 disiindigiimiiz bu ¢alismada isitme kaybi olan bebek, g¢ocuk veya
eriskinlerden ve bu bireylerin anne babalarindan 5 ml toplardamar kami alinip hiicreler
aynistirilarak genetik inceleme yapilacaktir. Analiz sonrasi gerekli veriler elde edildikten
sonra sizden alman kan imha edilecektir. Isitme kayiplarina iliskin testler DEU Tip Fakiiltesi
KBB Anabilim Dali Isitme-Konusma-Denge Unitesinde yapilacaktir. Genetik inceleme ise
DEU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde yiiriitiilecektir.

Bu ¢alismada size herhangi bir ila¢ verilmeyecek ve goérmekte oldugunuz tedavi
degistirilmeyecektir. Bu islemin kan alinmasi disinda sizin {izerinizde higbir etkisi
olmayacaktir. Kan alinmasi sirasinda en sik goriilen yan etkiler, kolunuzda igne yerinde agri
ve morarmadir.

Bu c¢aligmaya goniilli olarak katilmaktasiniz. Calismaya katilmamakta veya
calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Bu caligmaya katilmamaniz veya
basladiktan sonra herhangi bir noktada ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminizi
etkilemeyecektir.

Bu calismaya katildiginiz i¢in size herhangi bir iicret 6denmeyecek ve sizden higbir
ticret talep edilmeyecektir.

Bu c¢alismada yer aldiginiz siire i¢indeki kayitlarin yani sira iliskili saglik kayitlariniz
her zaman kesinlikle gizli tutulacaktir. Bununla birlikte kayitlarimiz calismay1 yiiriiten
arasgtiricilara, kurumun etik komitesine ve Saglik Bakanlifi’na acik olacaktir. Hassas
olabileceginiz kisisel bilgileriniz (6rnegin yas...) yalnizca aragtirma amaciyla toplanacak ve
islenecektir. Calisma verileri yayinlanabilir, ancak herhangi yayinda isminiz kullanilmayacak
ve veriler izlenerek size ulasilmayacaktir.
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Yukarida goniilliilye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum.
Bunlar hakkinda bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu
klinik arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay:1 kabul
ediyorum ve bu formun bir kopyasini aldim.

Goniilliiniin (Velayet sahibinin);

Adr:
Soyadr:
Tarih:
Adres/Tel:
Imza:

*Hasta kii¢iik ¢ocuk ise velayet sahibi belirtilecektir.

Olur Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Tamklhk Eden Kurulus Gorevlisinin

Adr:
Soyada:
Tarih:

Imza:

Arastirma Sorumlular:

Yard. Do¢. Dr. Oguz Altungoz Dog. Dr. Biilent Serbet¢ioglu
Tel: 0232 412 46 05 Tel: 0 232 412 3255

Ar. Gor. Sait Tiimer Dr. Odyolog Giinay Kirkim
Tel: 0232 412 46 21 Tel: 0232412 32 92
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EK-3 Probandlara ait saptanan degisimlerin kromatogramlardaki goriiniimii.

gz(slts Degisim Kromatogram
Normal Dii . GAAAGATCT GGC TCACCGT CC TCTTCA TT TTT C GCATTATG A
0 a0 vooq 100 110

GAAAGATCTGGCTCACCGTCCTC TTCATTTTTCGCATTATGA

e

Normal Dizi AAAGATCT GGC TCACCGT CC TCTTCA TT TTT C GCATTATG AT

7l ol 40 100 110
AAAGATCT GGCTC:—CCGTCCTC TCATTTTTCGCATTATGAT

[
G79A/+

)
GT79A/+

A A (0

Normal Dizi - ACGATCCTGG G GG GTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGA

50 vodp v Gl 0
AGATCCTRGGRG TIGEE A mnccr:c:i‘c: COCACCTTGR AAL

+
14 %
=]
un
en
Normal Dizi - GATCCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGA
30 Yoo 5 50 70
GATCCTRGGGAE TE TG AACBAACAC TCCACCAG CATTE G AAAGATC
15

35delG/35delG
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Hasta  Degisim Kromatogram
Kodu g

NormalDizi ~ A AGGTCC GCATC GAAGGCTCCCTGTG GT GGACCTAC AC AAG

voaa0 A00 410 470
8 AGGTCCOCATCRAAGGOTCCCTEGTRATE G ACCTACACAAR

g
<
18 § !
U |r'|| \ )]l f .
| i .-I / I.' l'. |
'J | ' ! 'J (At ..r
Normal Dizi AAAGATCT GGC TCACCG TCC TCT TCAT TTT TC GCATTAT GAT
40 100 110
—'-.r-.—".G ’_CTGGC TCA CCG TCC T TTCATTTTTCGEA TTATGEAT
g
19 Z
~
© 1
A |'|| A r ‘|
| I'||I ,
ﬁ M‘l N\ M‘
Ly WA
Normal Dizi CAGACGATCCTEGGGG GTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGA
40
o T AT AT CC_EEGGGGTGTGN—C&%L‘-G—\CTCC-‘-HCG-«GC#—T_‘GG—\
>
=
22 &
o
[-*]
=
-
Normal Dizi ATCT T CG AAGCCGCC TT CATGTACGTC T T CTATGT CAT GTAC
44(] 4h0 Q60 ¥ 470 440
ATCTTCGAAGCCGCC TTCATGTACATC TTCTATGTCAT T AT
25

G457A/ G457A

.Ir l
iR 'rII‘ ) If\" r|' » ( gl f\ b !
HM\(\/ ’N\}MW IR
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Hasta  Degisim Kromatogram
Kodu g

NormalDizi  GATCCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAA GA
30 v i) a0 6D 70
GATCCTEEGEGEETE T AA0 AACACTCCACCAGCAT TG GAALGA

26

35delG/35delG

v L
A duy e M MW )

NormalDizi ~ AAAGATCT GGC TCACCGTC C TC TTCA TTTTT C GCATTATG A T
Flt al v 40 100 110
AAAGATCTGGCTCACCGTCC TC TTCATTTTTCGCAT TATGAT

T
277 Z
~
’ 1
\ r
/L MMM *" I ’
Normal Dizi TGCAGACGATCCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAA
T3 AT LCG AT _G GG GGH}G TiT A A ix *—‘-CGL‘CCC{ECCE CCATTG AAA
T
S
28 )
2 M Y |
h - i 5 L
Normal Dizi CGTGGCCTACCGG AGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAG
240 a00 v44 310 320 330
CETEECCTACCERAT AT AR A A AGAAGAASATTCTCCTCAG
30 A

299delAT/+

Dol
il Ml
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Hasta  Degisim Kromatogram
Kodu

Normal Dizi GCTGCAGACGATCCT?GGGGC:TGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGA
30 40 al) Gl
GC T30 GAGATCCTEG GGG TAETGAA AACACTCC C CCACCTTGG

g
<
32 2
un
en
Yo m I\
Normal Dii - CCCAC GGAGAAGACTGTC CTCACAGT GTT CATG A TT GCAGTGT
) 70 v e 590 B0
COCACGE AG AAGACT GTCCTCACAGTGTTCATG ATTGCAGTGT
n
g
= |
34 2 i
w
) ,
ﬂ} i | \I
}\1 /“i | AALE A
Normal Dizi GC TGCAGACGAT CCTGG GGGG TGTG AACA AACACT CCA CCA GCATTG GA
30 v o4V 50 B(
GC T CAG ABATCCTAEGAG TRE TAAAAACONC CCAC CCACATTEG A
g
<
8 3
un
en
Normal Dizi GCTGCAGACGATCC TGG GG GgTGTGAACA AACACTCC ACCA GC ATT GGA
40
Qe me G#@S;—TCCTGGGGGG}G’.G&% rwc COTC CCCA CC’""‘TG aan
41

35delG/+

f |'ll ;\, ) ’\ i
}{\MMU ) HM’%MWFJ Mf\; j
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Hasta  Degisim Kromatogram
Kodu

NormalDizi  CCACG CCAGCGC TCCTAGT GGCCATG CACGTGGCCTACC GG A

250 270 v 200 20 300
CCACGCCAGCGCTCCCAGTGGCCATG CACGTEGECTACCGGA

ittt

Normal Dizi TAAAGA GTGAATTT AAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAA

35[] 360 Ak X S Jal
Tn—HEGnGTG ATTTAAGGACATCGAG ALCATCACCCCCAAGG

43

T269C/+

g
(@)
<
45 O
[P]
=]
¢ o]
&
il N w wmwm
Normal Dizi ATCC TG GGGGG TGTGA ACA A ACACT CC AC CA GC ATT GG AAA GA
_CC’_GGGGGGEG (A8 AL N CC TCC A CCT T GG Auah o a &CCE
+
52 2
=
w
m [y
f
Normal Dizi  GCT CACC GTCCTCTTCATIT TT C GCATTATGA TCC TC G TTGT
il el v 100 110 120
oA G T T T TOA T TTTTC AT TATEATCC TCG TTE T
55

A88G/+

w

I MHH t A A r”-
bl
L&Nﬂh IL ; | II.JI' | .
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Hasta  Degisim Kromatogram
Kodu

NormalDizi  CGATCC TG GGG GGTGTGAACA AACACTCC ACCA GC ATT GGAAAGA
30 v an v i) Gl Rl
g ATCCTRGEEG TG TG AMC AACACT CCACCAG CATTG G AAARG

59

35delG/35delG

iy e M

Normal Dizi ACGATCCT? GGG GETGTGAACA AACACTCC ACCA GC ATT GGAAAGA
30 40 ol fiL
AT ATCCT GGGGGTG_G AMEARACACT CC‘#—‘-CCEGCH TG GAAAMGATC

wwm e,

Normal Dizi ACGATCCTG GGG GGTGTGAACA AACACTCC ACCA GC ATT G GAAAGA

60

35delG/35delG

{‘G#— .CC._GGGGGTG._G A —x-”'CnC [ CG—C&GC—H [ TG GAAAR

9
%}
=
RS
61 §
2 f
* L[ .
J 1 IVATS |
Normal Dizi AGACGATCCT(*}G GGGGTGTGAACA AACACTCC ACCA GC ATT G GAAA
0 B0 g
X KOG ATCCTG GGGG fGGG A4 A m—Cﬂ:C TC CCCACATTEGAAAA
62

35delG/+

fin . i "*"Ih
A AV Y] N\A oY
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Hasta  Degisim Kromatogram
Kodu g

Normal Dizi  AGACGATCCT GG GGG GTGTGAACA AACACTCC ACCA GC ATT G GAAA

S voal v 50 50 70
£ AGATCC TAGEEATE TR AAC AACACTCCACCAG CATTS G AAM

o
[-*]
=
un
63 @
<o
% 1 Iﬂ .‘-,
@ ll-l {L &/{\/M Il.
Wi
A A
Normal Dizi CAGACGATCCT(:GGG GG*TGTGAACA AACACTCCACCA GC ATTG GAAA
30 1
T e e e A S e B e S T T
+
0 2
=
-
f /
ol e o ooy o W
Normal Dizi CAGACGATCCT€ GGGG ETGTGAACA AACACTCCACCA GC ATTG GAAA
40
e T e T e
+
9 % i
= .
@ [ |'I\ r'll
M'" SN M N o
A VAL AL AASAT,) i* /
NormalDii  AGGTCCGOATCGAA GGCT COCTGTGGTG GACCTA CACAA GCA
40 v a0 00 410 420
AGATCCACAT G AAGGCTCOCTATECTRRAN O TACAC AAGCA
83

G380A/+

Ao
WO P e Y
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Hasta  Degisim Kromatogram
Kodu g

NormalDizi - CTGC AGC TGA TC T TCGTGTCCAGCCCAGCGCTCCTAGTGGCCA

24l 250 260 270
CTGCAGCTGATCTT GTCGTCCACACCAC TCCTCCTGGETGA

+
84 =
[
e ]
= lr N
o | ( }u,
Al il
B , | \
Normal Dis  AAGATCT GGC TCACCGTCC TC T TCAT TT T T CGCATTATG ATC
0 all v 0 100 110
AAGATCTGEC TCACCG TCC T TTCATTTTTCGCAT TATG AT
88

I .
e
_‘) MY .J‘ L {k

G79A/+
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EK 4 Kontrol grubunda saptanan degisimlerin kromatogramlardaki goriiniimii

Hasta - Degisim Kromatogram
NormalDizi  GTAC GTC TTCTAT GT CAT GTAC GACGGCTT CTCC A TGCAGCG
450 470 450 v 490 500

GTACGTCTTCTATGTCATGTACGACAGCTTCTCCATGCAGC G

it

Normal Dizi GAA TTGT GTTA TT TG CTAATTAGA TAT T GTTC TGGGAAGTCA

SNy 4l BA0Y Bt 570
GAAT TGTGT TATTTGCTAAT TAGATAT TGTTCTGGGAAGTCA

S4

G478A/+

S11

G647C/+

|r|| P A
rlv,l""l""' | i
e 1180898

NormalDizi - TC TT CATT TT TCG CATTATG A TCC TCG TTG T GGCTGCAAAG

90 100 v o110 120 130
TCTTCATTTTTCGCATTATGATCC TCG TTG TGGC TGCAAAG

e il

Normal Dizi AGAT CTGGC TCACCG TCCTC TTCATT T TTCG CATTAT G ATCC
100 110
—HGA_‘C GGC’_G—CCG cCe CTTCL‘-TTTTTCGCm TATGATCC

S14

T101C/+

S16

G79A/+
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Hasta  Degisim
Kodi Kromatogram

NormalDizi - AGATC TGG C TCACCGTCC TC TTCA TT T TTCGCATTA T G ATCC
il g0 v 40 100 L10
AGATCTGGCTCACCGTCC TC TTCATTTTTCGCATTATGATCC

S24

GT79A/+

Wt

Normal Dizi AAAGATCT GG CTCACCG TCCTC TTCA TTT TTCGCAT TA TG AT

40 100 110
ﬂvnnGn CTa GC TCAC CG CCTCTTCATTTTTCGCATTATGAT

N\\AM Yh A

Normal Dizi CT TCG AA GCCG CCTTCATG TACATCTT CTAT G TCAT GTACGA
450 AG0v 470 4il
CT CEAMGCCGCCTTCATGTACATC TTCTATGTCATGTACGA

GT9A/+

S30

G457A/+

S66

f\ﬁ sl ol

Normal Dizi AAGATCT GG CTCACCG TCC TC TTCA TT T TTCGCATTAT G ATC

100 110
G# CTGGCT CHCCG_‘CC’_C TCATTTTTCGCATTATGATC

f\ I ' & I _.JI | Ny |I1
L e

GT79A/+

S67
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Hasta  Degisim
Kodi Kromatogram

Normal Dizi - AAAGATCT GG CTCACCG TCC TC TTCA TT T TTCGCATT AT G AT

70 a0 v 40 100 110
ALAGATCTEGCTCACCATCC TC TTCATTTTTCGCA TTATE AT

. I'f‘| - . i i fi o |{II A
sl A T aAd A AT AN A f VL
e

GT79A /+

S70

Normal Dizi - AAGTTCA TCAAGGGGGAGAT AAAGAATGAA TTT AAGGACATC

Jz0 330 340 vooh0 J6D
AAGTTCATCAAGGGGEAGAT AAAG AGTGAATTT AAGGACATC

S70

A341G/+

Normal Dizi AGATC TGG CT CACCGTCC TC TTCA TT T TTCGCATT AT GATCC

70 Boov 90 100 110
AGATCTGRCTCACCETCC TC TTCATTTTTCGCATTATG ATCC

W

NormalDizi  GTCCAC GCCAGCGCTCC TAG TGGCCATGCACGTGGCC TACCG

260 <10 i ZH0 300
GTCCACGCC —HGCGCTCCT;—.G TGECCATGCACG TGGCCTACCG

G79A/+

S72

T269C/+

S86
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pasta - Degisim Kromatogram
NormalDizi - ATC TT CG AAGCC GCCTTCA TGTA CGTCT TC TATG TCAT GTAC
440 450 60 v 470 430

S87

S87

S89

S92

G457A/+

Normal Dizi

C493T/+

Normal Dizi

G79A/+

Normal Dizi

G478A/+

ATCTTCGAAGCCGCCT TCATGTACGTCTTCTATGTCATGTAC

v W lonne bt

CTTC TATG TC ATGT ACGACGGCT TCT CC ATGCA GCGGCTG

450 200
CT TC_ ATGTCATGT f—CG ACGGCTTCTCCATGCAGCG GCTG

gl e

AAGATCT GG CTCACCG TCC TC TTCATT T TTCGCATT AT G ATC

100 110
--u—-.G”‘TCTGGC CnCCG CCTCT TCATTTTTCGCATTATGATC

M

GTA CGTCTTC TATGT CATGT A CGACGGCT T CT CCATGCAGCG

460 440 500
G’_nCG CT TC r—TG CA ’_GTL‘-CG-LCHGCTTC CCATGCAGCG

y ot I}\ TN
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Ez(sitj Degisim Kromatogram
NormalDizi - AT C TTCG AAGCCGCCT TCA TGT ACGTCT TC TATG TCATGTA C
440 450 a0 v 470 430

ATCTTCGAAGCCGCCTTCATGTACATCTTCTATGTCATGTALC

W

Normal Dizi CCA TGCACGTGGCC TAC CGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGT

200 20 300 310 Jal
CCATGCACGTGGCCT LHCTGG—GL‘-CB TEAGAAGAAGAGGAAGT

il

Normal Dizi C TT CGAAGCCGCC T TCATGT ACGTCT T CTATG T CATGTA CGA

450 460V A70 480
CT OO AMCCGCCTTCATETACAT CTTCTATGTCATGTACG 4

S93

G457A/+

C292T/+

S105

S115

G457A/+

Normal Dizi ~ AT CT TCGAAGCCGCC T T CATGT ACGTCT TCTA TG T CATGTAC
44 450 460 v 470 4o
ATCTTCGAAGCCGCCT TCATGTACAT CTTC TATGTCATGT AC

f
v ¥ ll.l b .. oy n
II||.||I |Ir||| 'II'| |II |I II|'| '.I s v I'I '|II|' |,-.|I Ir"lll “I Iy .
J\M M‘W A%MM\“‘MM

S127

G457A/+
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Hasta  Degisim
Kodi Kromatogram

Normal Dizi - AAGATC TGGC TCACCG TCC TC TTCA TT T TTCGCATT AT G ATC

i a0 v 40 100 110
AAGATCTOGRC TCACCATCC TC TTCATTTTTC GCAT TATG ATC

ad M\/\f\ f&ﬁ% W\k)(k f&m V! ﬁ- I“N ﬂ/

Normal Dizi AGTTC AT CAAGGGGGAGATAAAGAGT GAATTT AAGGACATCG

3D 330 340 v 3E0 360
SETTCATCAAGGGGGAGAT AAAGAGTG AATTTAAGGACATCG

bbbt

NormalDizi -~ ACGT CT TC TATG T CATGT ACGACGGC TTCT CC ATGCAGCGGC

4610 470 40 v 440 200
ACGTCTTCTATGTCATGTACG ACAGCT TCTCCATGCAGCGGT

S130

GT9A/+

S130

A341G/+

G478A/+

S135

Normal Dizi TT CG AA GCCGCC TT CATGTACGTC TTC TATGT CATGTA CGAC
44( 450 460 470 4a(
TTCGAAGCCGCCTTCATGTACATCTTCTATGTCATGTACG AT

% flﬂe MA {\(\ﬁl

S143

G457A/+
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Hasta  Degisim
Kodi Kromatogram

NormalDizi  CT TCG AAGCCGCC TT CATGTAC GT CTT CT ATGTCA TGTA CGA
44( 450 460 ¥ 470 4d0
CTTCGAAGCCGQCCTTCATGTACGTCTT CTATGTCATGTACG A

"

i it ol

Normal Dizi T CT TCG AAGCCGCCT TCAT GTA CGTCTTC TATG TCATGT AEB%;

_‘C TCGA GCCGCCT CATGT nCG CT TC_-".TGTC”' GTACG

G457A/+

S151

S165

G457A/+

Normal Dizi - AAAGA TCTGG CTCACCGT CCTC T TCATT TT TCGCATT ATGAT
7l gl v 40 100 110
AABTATCTGGCTCACCGTCC TC TTCATTTTTCGCATTATGAT

GT79A/+

S177

. i A a | 1
! { i\l f v/ I Y ||I . | \lf Ill Illl m AII III|| f I|I|| Ifl'| !
e MW W
ﬂ}i‘ A I 1 III ! Il'll — | 4 II I. ! IlIJI : III'! III."l' II'! L I b
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