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OZET

Balci, B., isitme kaybindan sorumlu Connexin 26 (Cx26/GJIB2) geni 35delG
mutasyonunun populasyonumuz icin atasal haplotipinin belirlenmesi, Hacettepe
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Program Bilim
Uzmanh@ Tezi, Ankara, 2002. Cx26 geninde goriilen mutasyonlar, birgok farkli
populasyonda otozomal resesif kalitilan prelingual nonsendromik isitme kayiplarmin
temel nedeni olarak gosterilmistir. Beyaz irkta, Cx26 geninde en sik goriilen
mutasyon, 35delG’dir. Atasal mutasyon oldugu diigiiniilen 35delG mutasyonun,
populasyonlardaki tasiyici frekanslarmin dagilimi onun populasyonlara yayilisim
ortaya ¢ikarmugtir. Buna gore, 35delG mutasyonu Orta Dogu’dan koken almakta ve
iki ayr rota izleyerek Avrupa’ya yayilmaktadir. Tiirkiye cografi konumu ile bu iki
rotanim arasinda yer almaktadir. Yapmus oldugumuz 6n ¢alismamizda, iki genis Dogu
Karadeniz kokenli ailemizdeki bireylerde (37 saglikli, 33 hasta) mutasyon bolgesine
en yakin D13S141, D13S175 ve D13S143 polimorfik belirleyicileri kullamilarak
haplotip analizi yapilmis ve 2-6-4 haplotipi, ortak haplotip olarak tespit edilmistir.
Tarih o6ncesi zamanlarda yerlesimi nedeniyle, irksal ve Kkiiltiirel agidan farkli
populasyonlarin goglerine maruz kalan Dogu Karadeniz Bolgesi, ikinci go¢ rotasi
lizerinde yer almaktadir. Calismanuzda, 35delG mutasyonunun tasindif
kromozomlarda saptanan 2-6-4 haplotipinin, Dogu Karadeniz Boélgesi icin atasal
haplotip olma 6zelligi arastinimistir. Iki genis Dogu Karadeniz kokenli ailemize ek
olarak, yine aym bolgeden sekiz ve Tiirkiye genelinden 13 hastada haplotip analizi
yapilmustir. 35delG mutasyonu tagiyan kromozomlarda, 2-6-4 haplotipinin Tiirkiye
genelindeki goriilme siklign (%9.52) ile Dogu Karadeniz Bélgesi’ndeki goriilme
sikligr (%39.13) karsilagtirilmig ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (x*=5.13/ df=1/ p=0.023). Mutant kromozomlarda saptanan 2-6-4
disindaki diger haplotiplerin goriilme sikliklari, Tiirkiye geneli ve Dogu Karadeniz
Bolgesi arasinda karsilastinldiginda, istatistiksel olarak anlaml bir fark ortaya
¢ikmamustir. Bununla beraber 2-6-4 haplotipinin, Dogu Karadeniz Bélgesi’ndeki
sagliklh ve mutant kromozomlardaki gorilme sikliklan kargilastinldiginda
aralarindaki fark anlamli bulunmustur (x’=7.46 /df.=1/ p<0,01). Istatistiksel olarak
bulunan bu anlaml farkliliklar, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 35delG mutasyonunun
tagindig1 atasal kromozomlarin haplotipinin 2-6-4 oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: prelingual nonsendromik isitme kaybi, Cx26, 35delG, atasal

haplotip
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ABSTRACT

Balci, B., Identification of the ancestral haplotype of 35delG mutation in the
Connexin 26 (Cx26/GJB2) gene responsible for hearing loss in Turkish
population, Hacettepe University Health Sciences Institute, MSc Thesis in
Medical Biology, Ankara, 2002. Mutations in the Cx26 gene, have been shown to
be the major cause of autosomal recessively inherited, prelingual non-syndromic
hearing loss. 35delG was found to be the most frequent mutation among Caucasoids.
The distribution of the population specific carrier frequencies of the 35delG mutation
explains its widespread occurrence. The mutation originated somewhere in the
Middle East and was spread throughout Europe along two routes. The geographical
position of Turkey is located between these two routes. In a preliminary study, we
performed haplotype analysis of two large families from Trabzon (33 having hearing
loss, 37 healthy) by using D13S141, D13S175 and D13S143 tightly linked
polymorphic markers near 35delG mutation and identified 2-6-4 common haplotype.
Position of the East Black Sea, which has allowed immigrations of racially and
culturally distinct groups since prehistoric times,. is on the second mutation route. In
this study, we analyzed the 2-6-4 haplotype of the chromosomes associated with
35delG mutation, as an ancestral haplotype for the East Black Sea Region. In
addition to our two families from the East Black Sea Region, we performed
haplotype analysis on eight patients from the same region and 13 patients from
Turkey. The frequency of the mutant chromosomes bearing the 2-6-4 haplotype was
compared between the East Black Sea Region (%39.13) and general population
(%9.52). The difference was found significant between these two groups (y*=5.13/
df.=1/ p=0.023). The other haplotypes of the mutant chromosomes except 2-6-4, was
not found statistically different when compared with the East Black Sea Region and
general population. In addition, when the frequency of mutant and healthy
chromosomes bearing 2-6-4 haplotype was compared, statistically significant
difference was observed in the East Black Sea Region (x*=7.46 /df.=1/ p<0,01). The
results of this study demonstrates that 35delG mutation originated the East Black Sea
Region with ancestral 2-6-4 haplotype.

Key words: prelingual non-syndromic hearing loss, Cx26, 35delG, ancestral

haplotype
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GIRIS

1.1. Amag ve Hipotez

Isitme kaybi, i¢ kulakta (sensér organ / koklea) goriilen hatalarm en sik
rastlanani olup, insidans1 yaklagik 1/1000 olarak saptanmakla beraber prevelans: yasa
bagl olarak artmaktadir (1). Geligmis iilkelerde isitme kayiplarinin yaklagsik olarak
%601 genetik bir nedene, geriye kalan %40’lik kism ise ¢evresel etmenlere bagh

olarak meydana gelmektedir (2).

Kalitsal igitme kayiplari, sendromik ve nonsendromik olmak {izere ikiye
ayrilir (3). Prelingual nonsendromik (izole form) isitme kayiplari; sik karsilagilan
kalitsal sensor hatalardan olup, yaklasik olarak %80’i otozomal resesif kalittm
(DFNB) gostermektedir (4). Populasyonumuz i¢in yapilan bir calismada, ileri
derecede sensorinéral isitme kayipli ¢ocuklarm etyolojik incelemeleri sonucunda, en

onemli etkenin otozomal resesif gecis oldugu (%42.3) ortaya konmustur (5).

Bugiine kadar 33 farkli DFNB lokusu tanimlanmis olup, bunlardan 14’{iniin
geni bilinmektedir (6).

Nonsendromik isitme kaybma neden olan genler icinde en 6nemli yeri,
DFNBI1 lokusunda sorumlu gen olan “Connexin 26” (GJB2 / Cx26) tutmaktadir.
“Gap junction” kanallarinin olusumundan sorumlu olan “Connexin 26” proteinini
kodlayan bu gendeki mutasyonlarin, resesif kalitilan prelingual nonsendromik isitme

kayiplarinin yaklasik %50’sinden sorumlu oldugu gosterilmistir (7,8).

Cx26 genindeki mutasyonlar arasinda, arka arkaya gelen 6 guanin bazindan
birinin delesyonu sonucunda olugsan 35delG (30delG) mutasyonu, en sik rastlanan
mutasyondur. Bu mutasyon sonucunda, 13. pozisyonda dur kodonu olusumu ile 12

aminoasitlik erken sonlanmus kisa bir polipeptid meydana gelir (9).



35delG mutasyonu Cx26 mutant allellerinin %82’sinde bulunmakla beraber,
otozomal resesif kalitim godsteren ailelerde ve sporadik vakalarda genetik nedene
bagl isitme kaybimin temel etkeni olarak goésterilmektedir (10). Otozomal resesif
kalitilan igitme kaybi olgularinin yaklasik %S50’sinin, Akdeniz ¢evresi, Kuzey
Avrupa ve Kuzey Amerika kokenli populasyonlarda, 35delG mutasyonuna bagli

olarak ortaya ¢ikt1g1 saptanmstir (11).

35delG mutasyonu igin ilk yapilan arastirmalarda bazi populasyonlarda
goriilen yiiksek tastyici frekansi degerleri, 35delG’nin, Cx26 geninin sicak mutasyon
bolgesinde oldugu diisiincesini dogurmus ve bu mutasyon populasyonlar arasinda sik

tekrarlayan (“recurrent”’) bir mutasyon olarak kabul edilmistir (4,12).

Daha sonra yapilan arastirmalarda; 35delG mutant allelinin beyaz irkta
yiiksek frekansta bulunmasia kargmn, beyaz olmayan irkta diisiik tasiyici frekans:
degerleriyle karsilagilmistir. Baz1 populasyonlarda, Cx26 geninde goriilen diger
mutasyonlar, 35delG’nin tastyic1 frekansindan daha yiiksek degerlere ulagirken, bazi
populasyonlarda ise 35delG mutasyonu saptanamamuistir. Cografi, etnik ve kiltiirel
acidan farkl: populasyonlar arasinda, 35delG mutasyonu tasiyici frekansinda goriilen
degisiklikler, bu mutasyonun ¢ok eski dénemlerde olusan, ortak bir atadan tiireyen
atasal (“‘founder”’) bir mutasyon oldugu diisiincesini ortaya ¢gikarmigtir (10). Yapilan
hesaplamalarla 35delG’nin, yaklagik olarak 500 kusak once olugmus ve 10.000
yasinda olan bir mutasyon oldugu saptanmustir (13). Belcika, Ingiltere ve
Amerika’daki beyaz 1rkta, 35delG mutasyonunun ayni haplotipe sahip
kromozomlarda tagindigimin gozlenmesiyle, bu mutasyonun atasal bir mutasyon

oldugu yoniindeki kanitlar artmistir (14).

35delG mutasyonunun, Orta Dogu’dan koken aldigy ve populasyonlarin
gocleriyle iki farkli rota izleyerek Avrupa’ya yayildigi diisiinilmektedir. Birinci
mutasyon go¢ rotast Akdeniz kryilarim takip ederken, ikinci rota Tuna ve Ren

vadilerini takiben Kuzey Avrupa’ya ulasmaktadir (13).



Yiizyillar boyunca etnik, irksal ve kiiltiirel agidan birgok farkli populasyonu
blinyesinde barmdirmus olan Tiirkiye cografi konumu nedeniyle iki mutasyon gég
rotasininda tizerinde yer almaktadir. Atasal mutasyon oldugu diisiiniilen 35delG’nin
¢ok eski bir mutasyon oldugu diisiiniilecek olursa, populasyonumuz gen havuzuna
katildig1 bolge/bolgeler ve Tiirkiye populasyonu i¢in atasal haplotipi/haplotipleri

olmasi gerekmektedir.

Yapmis oldugumuz On calismamizda; 6nemli bir liman kenti ve ticaret
merkezi olma niteligini koruyan Dogu Karadeniz Boélgesi’nin Trabzon ilinde
yasamakta olan iki genis ailemizde; 35delG mutasyonunun tagindigt kromozomlarda
saptanan 2-6-4 haplotipi, ortak haplotip olarak tespit edilmistir. Dogu Karadeniz
Bolgesi’'nin Trabzon ili ve ¢evresi, ikinci mutasyon go¢ rotasi iizerinde yer
aldigindan 35delG mutasyonunun Tiirkiye populasyonuna katildig1 bir béige olma
thtimali ytiksektir.

35delG mutasyonunun populasyonumuz igin atasal haplotipini belirlemek
iizere planladigmmz bu ¢alismamizda; mutasyonun tasindidi kromozomlarin
haplotiplerinden biri olan 2-6-4 haplotipinin, Dogu Karadeniz Bolgesi’ne 6zgiil

atasal bir haplotip olma 6zelligi arastirilmistir.



GENEL BILGILER

2.1. Isitme Sistemi

Kulak; dis, orta ve i¢ kulak olmak iizere ii¢ ana kisimda incelenir. Kulak
kepgesi ve onu takiben kisa ve dar bir tiip seklinde olan dig kulak kanali, dig kulag:
olugturmaktadir. Kulak zan ile i¢ kulak arasinda bir koprii gorevini iistlenen orta
kulak, elastik bir yapiya sahip olan kulak zari, orta kulak kavitesi, kemikcik zinciri
ve orta kulak kavitesini 6rten mukoz zardan meydana gelir. Temporal kemigin i¢inde
yer alan i¢ kulak ise, yuvarlak ve oval pencereler ile orta kulakla baglantilidir. Isitme

ve denge organlarint igeren i¢ kulak, kemik labirent ve zar labirentten olusmaktadir.

Isitme sistemi; iletim mekanizmasi, sensérindral mekanizma ve santral

mekanizma olarak li¢ ana boliimde incelenir.

Iletim mekanizmasi, kulak kepcesinden ya da dis kulaktan baslar. Bu
mekanizmanin en onemli fonksiyonu disardan gelen titresimli (vibrasyon halinde
olan) ses enerjisini, sensorindral mekanizma tarafindan kullamilacak olan kulagin ig

kismina iletmektir.

Sensorinoral mekanizma, koklea’dan baglar. Koklea igitmenin sensor organt
olup iletim mekanizmas: tarafindan tasinan ses enerjisini, elektrik enerjisine ¢evirir.
Isitsel uyaran: temsil eden bu uyari, 8. Kranial sinir tarafindan tasir ve daha sonra
santral isitme mekanizmasi tarafindan yorumlanir. Bu nedenle koklea ve 8. Sinir

isitme fonksiyonunun sensorinéral kismindan sorumludurlar.

Santral mekanizma, isitsel bilginin tanimlanmasindan, yorumlanmasindan ve
entegrasyonundan sorumludur. Beyin sapt ve korteks’de bulunan alanlar santral

isitsel sistemi olusturur (15,16).



2.2. isitme Kaybimin Genetik Ozellikleri

Cogu isitme kaybi; iletim mekanizmasinda veya sensérindral mekanizmada
meydana gelen hatalar sonucunda, dig ve/veya orta kulagin veya koklea’nin, ya da

ticiiniin birden etkilenmesiyle meydana gelir (17).

Dogumdan ileri yaslara kadar, insan hayatinin her déneminde karsilagilabilen
isitme kaybimin insidansi yaklagik olarak 1/1000 olmakla beraber prevelans: yasa
bagl olarak artmaktadir (1). Gelismis tilkelerde isitme kayiplarimin yaklasik olarak
%60’1 genetik bir nedene, geriye kalan %40’lik kismi ise ¢evresel etmenlere (erken
dogum, farmakolojik ototoksite, dogum Oncesi gecirilmis kizamikgik,

sitomegalovirus infeksiyonu vb.) bagli olarak meydana gelmektedir (2,18).

Genetik temeli kesin olarak belirlenmis olgular, sendromik ve nonsendromik
olmak {iizere ikiye ayrilir. Sendromik formlar ¢ocuklardaki igitme kaybimin %30’unu
kapsar ve sendromlarin ¢ogunlugu kulagin embriyolojik gelisimi sirasindaki genetik
hatalar sonucu olusur (19). Bunlarin biiyiik bir kismi Mendel kalititmina uymakta, bir
kismi ise mitokondriyal kalitim gostermektedir. Isitme kaybina, baska hicbir
patolojik organ veya laboratuar bulgusunun eslik etmedigi durumlarda nonsendromik
isitme kayb1 stozkonusudur. Genetik isitme kayiplarinin yaklasik %70°i bu gruba
girmektedir (15).

Prelingual nonsendromik (izole form) isitme kayiplari; ozellikle gelismekte
olan iilkelerde sik karsilagilan kalitsal sensor hatalardandir (10). %70-80°1 otozomal
resesif kaliim (DFNB) gosterirken, otozomal dominant formlar1 (DFNA) %23-30,
X’e bagl kalitim gosteren formlar1 (DFN) %2-3 oraninda goriiliir (17).

Bugiine kadar 33 DFNB lokusu tanimlanmis olup bunlardan 14’iinlin geni
bilinmektedir. (DFNB1-Cx26/“Connexin 26 gene”, DFNB2-MYOVIIA/ “Myosin7A4
gene”, DFNB3-MYOXV/“Myosinl5 gene”, DFNB4-PDS/“Putative sulphate
transporter gene”’, DFNB7/DFNB11-TMC1/ “Transmembrane cochlear expressed
gene 1”7, DFNB8/DFNB10-TMPRSS3/“Transmembrane serine protease gene”,



DFNB9-OTOEF/ “Otoferlin  gene”, = DFNB12-CDH23/“Cadherin-like ~ gene”,
DFNB16-STRC/ “Sterocilin gene”, DFNB18-USHIC/“Usher syndrome type IC
gene”, DFNB29-CLDN14/“Claudin 14 gene”, DFNB21-TECTA/“Alpha tectorin
gene”) (6).

Yapilan ¢aligmalar, DFNB1 lokusunda sorumlu gen olan “Connexin 26”
(Cx26 / GIB2)’nin genetik isitme kayiplarinda en 6nemli yeri aldigim1 gostermektedir
(20). Bu gen kiigiik molekiillerin ve iyonlarin hiicreler arasindaki difiizyonunu
saglayan “gap junction” (baglant: araliklar1) kanallarinin olusumunda gérevli protein

ailesinin bir tiyesi olan “Connexin 26" (Cx26) proteinini kodlamaktadir (9).
2.3. “Gap Junction” Kanallar1

Isitmenin sens6r orgam olarak bilinen koklea; iletim mekanizmasi tarafindan
i¢ kulaga iletilen ses enerjisini elektrik enerjisine gevirirken yapisinda bulundurdugu
“gap junction” kanallarindan yararlanir (21). Iyon ve metabolitlerin difiizyonunu
saglayarak hiicreler arasinda iletisimi saglayan “gap junction” kanallari, ¢ok hiicreli
organizmalarda hiicresel aktivitelerin koordineli bir bigimde devamui i¢in gereklidirler
(22).

Iyon kanallarina gore daha kompleks bir yaptya sahip olan “gap junction”
kanallari, duyu hiicreleri hari¢ kokleadaki biitiin destek hiicreleri arasinda iletisimi
saglar (21). Bu hicreler arasi kanallar “connexin” proteinleri ad: verilen 12 alt
iiniteden olusur (23). “Gap junction” kanal yapisinin ii¢ boyutlu modeli Sekil 2.1°de

gosterilmisgtir.
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Sekil 2.1. “Gap junction” kanal yapisinin {i¢ boyutlu modeli (24)

“Connexin” proteinleri endoplazmik retikulumda sentezlendikten sonra 6

H

tanesinin oligomerizasyonu sonucunda “connexon” adi verilen yarim kanallar
olusur. Bunlar aynm1 “comnexin” alt Unitelerinden olugsmussa homomerik, farkli
“connexin” alt initelerinden olusmuslarsa heteromerik olarak adlandirilirlar. Bu
yarim kanallar, ilk Once cis daha sonra trans golgi’ye gecer ve buradan koparak
plazma membranina katilirlar. Plazma membraninda birden ¢ok “connexon’un
birlesmesiyle plak yapisi olusur. Daha sonra, komsu hiicrelerdeki “comnnexon”lar

birlesir ve “gap junction” dedigimiz bir biitlin kanal yapisini olustururlar (22).

Bu kanallar diger hiicre membran kanallarindan, segicilik o6zellikleriyle
ayrilirlar. “Gap junction” kanallarindan ~1kD agirliga kadar olan molekiillerin,
metabolitlerin ve Ca*?, IP3, cAMP ve ATP gibi ikincil mesajcilarin gegisi saglanir
(23).



Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda ilging olarak, “gap junction”
kanallar: bulunduran hiicrelerin sitoplazmasinda birden ¢ok konnekson’dan olusan
yogun olarak paketlenmis vezikiiler yapilar goriilmiis (“annular gap junctions”)
fakat bu yapilarin nasil olustugu konusunda kesin bir bilgi elde edilememistir (25).

2.4. “Connexin” Proteinleri (Cx)

“Gap junction” kanallarmm yapism olusturan “connexin” proteinlerinden
giiniimiize kadar 15°i tamimlanabilmigtir. Farkli tiplerdeki “connexin” proteinleri,
farkli hiicre tipi ve organlardaki “gap junction” kanallarmin yapisma katilirlar. Bu
proteinler molekiiler agwrhklarina gore isimlendirilir ve a, B, y olarak ii¢ ana gruba
aynhr. Iclerinde en son olarak tammlanam, memeli beyninde eksprese oldugu
bulunan ve 3.grup olarak kabul edilen y grubuna dahil edilen “Connexin 36~
proteinidir. Bu protein hari¢ biitiin “connexin” proteinleri, aminoasit seviyesinde
%350 dizi homolojisi gosteren gen ailesi tarafindan kodlanirlar (22,23). Tablo 2.1°de
“connexin” proteinlerinin smiflandirtimas: verilmistir.

Tablo 2.1. “Connexin” proteinlerinin smiflandiriimasi (23)

“CONNEXIN” TIPi | LOKALIZASYONU

1.GRUP (B “CONNEXIN”LER)

Cx26 13q11-12

Cx30 -

Cx30.3 -

Cx31 1p35.1

Cx31.1 -

Cx32 Xq13.1
2.GRUP ( o “CONNEXIN”LER)

Cx33 -

Cx37 1p35.1

Cx40 1q21.1

Cx43 6q21-23.2

Cx45 -

Cx46 13q11-12

Cx50 1q21.1

Cx57 -

3.GRUP (v “CONNEXIN”LER)

Cx36 15q14




Insan “comnexin” proteinleri arasinda yapisal olarak korunmus benzer
motifler vardir. Bunun yanisira insanda ve farede bulunanlar arasinda da hem yapisal
hem de molekiiler agirlik bakimindan benzerlikler saptanmasi, bize bu proteinlerin

evrim siirecinde bilyiik oranda korundugunu gostermektedir (24).

Herbir “connexin” proteini; dort transmembran domain (M1, M2, M3, M4),
iki ekstraselliiler (E1, E2) ve bir sitoplazmik ilmek yapilarinin yaninda sitoplazmik
amino (NT domain) ve karboksil (CT domain) uglar1 icerirler. Ekstraselliiler ilmek
yapist bu proteinler arasinda yapisal olarak biiyiik oranda korunmus olup, her ilmek
yapisimda bulunan ii¢ sistein aminoasitinin yeri 12 “connexin” proteininde aym
pozisyondadir. Bu aminoasitler her bir “connexon”un digerine baglanip “gap
Junction” kanal yapisi olusturmasi i¢in gerekli olan ii¢ boyutlu yapiyi saglamaya
yardimc1 olurlar (26). Sekil 2.2’de “connexin” proteinlerinin ortak yapisi

gosterilmistir.

Sitoplazmik

Transmembran

Ekstraselliiler

Sekil 2.2. “Connexin” proteinlerinin ortak yapisi (24)
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Ortak yapilar gosteren “connexin” proteinleri arasindan Cx26, Cx31 ve Cx32
proteinlerini kodlayan genlerde olusan mutasyonlarin isitme kaybina neden oldugu
bilinmektedir. Cx30 proteininin de memeli kokleasinda bazi hiicre tiplerinde

bulundugu gézlenmis fakat isitme kaybi ile baglantis1 aciklanamamistir (26).
2.5. “Connexin26” (Cx26) Proteini ve Isitme Kayiplarindaki Rolii

“Connexin 26" (Cx26), “gap junction” kanallar1 yapisinin olusmasmdan
sorumiu, 26kD agirliginda bir protein olup “Connexin 26”7 geni tarafindan
kodlanmaktadir (9). Kii¢iik molekiillerin ve iyonlarin bir hiicreden digerine
gegmesini saglayarak komsu hiicrelerin iletisiminde gérev alan Cx26 proteini, ayni
zamanda genis “connexin” proteinleri ailesinin bir iiyesidir (24). I¢ kulakta yer alan
kokleadaki potasyum (K") homeostazinda gérev alan baslica proteinlerden biri

olmas1 nedeniyle kokleanin sensoérindral fonksiyonlari i¢in gerekli bir proteindir (27).

Yapilan immiinohistokimyasal c¢aligmalarla “Connexin” 26 proteininin
kokleada; “stria vascularis "deki bazal hiicreler arasinda, “spiral ligament ’de tipl ve
tiplI fibrositlerin bulundugu bolgelerde, “suptrastrial zone ”da ve korti organindaki
destekleyici hiicreler arasinda bol miktarda bulundugu tespit edilmistir (Sekil 2.3)
(28).

Kokleanin normal fonksiyonunu devam ettirebilmesi i¢in Cx26 proteinine
gereksinimi vardir. Cx26 geninde goriilen mutasyonlar sonucunda, Cx26 proteininde
olusan bozukluklar, otozomal resesif nonsendromik igitme kayiplarinin temelini

olusturur (4,12).

Kokleada bulunan endolenfte tity hiicrelerinin apikal yiizeyinde yiiksek K"
konsantrasyonu (~100mV) mevcuttur. Tiy hiicreleri, iletim mekanizmasi tarafindan
i¢ kulaga ulasan ses ile uyarildiklari zaman, reseptor hiicrelerde elektriksel bir
degisme olur ve endolenften baglayan K' dongiisii gergeklesir. Voltaj degisikligine

duyarli Ca™ yollarmin agilmasiyla, hiicreye Ca™ iyonlan: girer. Hiicre membranimin



pood
pond

i¢ kisminda Ca™ miktarin artmasiyla, Ca™ a duyarl olan K~ gecis yollar agiiir. K.
tly hiicrelerinin art: yone hareketiyle iceriye alimir, buradan destek hiicrelerine gecer
ve “stria vascularis”deki bazal hucreler vardmvla endolenfe geri ddnmesi
sonucunda hiicre istirahat potansiveline dontiglir. Lateral duvardaki “stria
vascularis” K ’un pompalanmasmda ¢ok kritik rol oynar. Destek hiicreleri ve
fibrositler arasindaki “gap junction” kanallar1 da K™ dongistinde rotay: tespit eder
(28.29). Koklear “gap junction” kanallariyla gerceklesen potasyum dongiisti Sekil
2.3°de gosterilmistir.

Sekil 2.3. Koklear “gap junction” kanallartyla gerceklesen potasyum dongisii (27)

Cx26 proteinini kodlayan gende herhangi bir mutasyon mevcut ise “gap
Junction” kanal yapist etkilenir, kokleadaki K iyon akismda bozukluk olusur ve K~
dongiistt durur. Endolenfte, korti orgamnda ve tity hiicrelerinde yiiksek derecede K
birikerek lokal bir toksik etki yaratir. Tily hiicrelerinin normal fonksiyon gérememesi
ve kokleadaki potansiyelin diigmesi nedeniyle bireylerde isitme kayb: meydana gelir
(26,30).
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2.6. “Connexin26 - Gap Junction Beta 2” (Cx26 / GJB2) Geni

Kiigiik molekiillerin ve iyonlarin hiicreler arasindaki diflizyonunu saglayan
“gap junction” kanallarinin olusumunda gorevli, 226 aminoasitlik Cx26 proteinini
kodlayan “Connexin 26 - Gap Junction Beta 2’ (Cx26 / GIB2) geni, nonsendromik
isitme kaybindan sorumlu oldugu kamitlanan ilk gendir. 1997 yilinda Kelsell ve
arkadaglart tarafindan 13ql1-ql2’de lokalize oldugu tespit edilen bu gen, 5456
nitkleotid igermekte ve tek bir ekzondan olusmaktadir (9). Insan viicudunda; i¢ kulak,
beyin, kas dokusu, prostat, plasenta, deri, bobrek ve akciger dahil olmak iizere birgok

farkli dokuda bol miktarda eksprese oldugu bilinmektedir (31).

DFNBI1 lokusunda sorumlu gen olan Cx26, nonsendromik isitme kaybina
neden olan genler arasinda en dnemli yeri almistir (4,12). Kiigiik bir gen olup tek bir
ekzon icermesi, arastiricilara mutasyon taramasi agisindan avantajlar saglamigtir. Su

ana kadar Cx26 proteinini kodlayan bu gende 93 mutasyon tanimlanmustir (6).

Bu gende goriilen mutasyonlarin biiyiik bir ¢ogunlugu otozomal resesif
kalitilan nonsendromik igitme kaybindan sorumlu olup, genellikle proteinin erken
terminasyonu sonucunda disiik molekiil agirlikli protein olusumu gozlenir. Allelik
heterojenite nedeniyle otozomal dominant kaliim gosteren formlarina da
rastlanmustir. Bunlar resesif kalitilanlarin aksine, genelde aminoasit sayisinin sabit

kaldig1 “missense” mutasyonlar olup hastaligin seyri daha hafiftir (9,32).

Cx26 genindeki mutasyonlarin resesif kalitilan prelingual isitme kayiplarinin
yaklagik olarak yarnsmmdan sorumlu oldugu gosterilmesine ragmen bu gendeki
mutasyonlar arasinda, arka arkaya gelen 6 guanin bazindan birinin delesyonu
sonucunda olusan 35delG (30delG) mutasyonu, en sik rastlanan mutasyondur (9).
Cx26 mutant allellerinin %82’sinde bulunan 35delG mutasyonu, otozomal resesif
kalitim gosteren ailelerde ve sporadik vakalarda genetik nedene bagli isitme kaybinin

temel etkeni olarak gosterilmistir (10).
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2.7. 35delG Mutasyonu ve Onemi

Cx26 geninde, 30-35. niikleotidleri olusturan, arka arkaya siralanmig 6 guanin
bazindan birinin delesyonu sonucunda mRNA cer¢evesinin kaymasma neden olan
mutasyona 35delG (30delG) adi verilir. Bu mutasyon sonucunda dur kodonu

olusumu ile 12 aminoasitlik kisa bir polipeptid meydana gelir (9).

Ailesel ve sporadik vakalarda genetik nedene bagh isitme kaybinin temel
etkeni olarak gosterilen 35delG mutasyonu, Cx26 geninde en sik rastlanan
mutasyondur (9). Akdeniz cevresi, Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika kokenli,
otozomal resesif kalitilan isitme kaybi olgularinin yaklasik yaris1 bu mutasyona bagl
olarak ortaya ¢ikmaktadir (11).

Farkli populasyonlarda yapilan ¢alismalarla 35delG mutasyonu tasiyici
frekanslar1 hesaplanmis, bazi populasyonlarda AF508 kistik fibrozis mutasyonundan
daha yiiksek tasiyici frekansi degerlerine ulasilmistir (Estonya’da %4.4,
Yunanistan’da %3.5, Italya’da %3.4 vb.) (11). 35delG mutasyonunun meydana
geldigi T(G)¢T dizisiy, DNA polimerazin replikasyon sirasinda kaymasina
(“replication slippage”) ve yanlis eslesme yapmasima neden olabilecek, mutasyon
agisindan sicak bir bolgedir (9,33). Bu nedenle, bazi populasyonlarda goriillen bu
yiikksek degerler ilk olarak 35delG’nin populasyonlar arasinda sik tekrarlayan
(“recurrent”’) bir mutasyon olarak kabul edilmesine neden olmustur (4,12). 35delG
mutasyon bolgesini ¢evreleyen 2cM’lik genis bir bolgede yapilan haplotip analizi
¢alhismalar1 sonucunda da heterojen bir haplotipin gézlenmesiyle ortaya atilan bu fikir
dogrulanmis, 35delG mutasyonunun birgok farkli kékenden ortaya ciktigi kabul
edilmistir (34).

Daha sonra yapilan aragtirmalarda ise; 35delG mutant allelinin beyaz irkta
yiiksek frekansta bulunmasina karsin, beyaz olmayan irkta diisiik tasiyici frekansi
degerleriyle karsilagilmigtir  (10). Yahudi populasyonunda 167delT, Afrika
populasyonunda R143W, Japonya ve Kore’de 235delC vb. Cx26 geninde goriilen

diger mutasyonlar, 35delG’nin tagiyict frekansindan daha yiiksek degerlere
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ulagmugtir. Afrika ve Asya kokenli Amerikalilar, Misirlilar gibi bazi populasyonlarda

ise 35delG mutasyonu saptanamamistir (34,35,36). Tablo 2.2°de farkli populasyonlar

icin 35delG mutasyonu tasiyici frekans: degerleri verilmistir.

Tablo 2.2. Farkli populasyonlar igin 35delG mutasyonu tasiyict frekans: degerleri

(13)

POPULASYON ] TEST EDILEN BiREY SAYISI L 35delG TASIVICI SAYISI I TASIYICI FREKANSI (%)
AVRUPA
NORVEC 190 1 0,5
DANIMARKA 95 2 2,1
ESTONYA 113 5 4,4
ALMANYA 200 4 2,0
HOLLANDA 89 2 2,2
BELCIKA 190 1 0,5
BELCIKA 360 9 2,5
FRANSA 96 i 1,0
FRANSA 200 1 0,5
FRANSA 68 0 0,0
FRANSA 512 14 2,7
BULGARISTAN 157 1 0,6
CEK CUMHURIYETI 195 4 2,1
SLOVENYA 182 1 0,5
ITALYA 116 4 3.4
ITALYA 255 8 3,1
ITALYA 150 6 4.0
ISPANYA 200 5 2,5
[SPANYA 130 3 2,3
PORTEKIZ 179 4 2,2
MALTA 144 4 2,8
YUNANISTAN 400 12 3,0
YUNANISTAN 395 14 3,5
AMERIKA
AMERIKA 119 0 0,0
BEYAZ IRK 173 1 0,6
BEYAZ IRK 100 1 1,0
BEYAZ IRK 96 2 2,0
BEYAZ IRK 560 14 2,5
AFRIKA KOKENLi 173 0 0,0
AFRIKA KOKENLI 190 0 0,0
ASYA KOKENLI 53 0 0,0
YAHUDI KOKENLI] 551 4 0,7
DiIGER POPULASYONLAR
MISIRLILAR 95 0 0,0
ARAPLAR 58 1 1,7
KORELILER 100 i 1

35delG mutasyonu tagiyici frekansinin belirli populasyonlarda yiiksek

olmasmin nedeni, mutasyon agisindan tasiyici olan bireylerin belirli bir hastaliga

kars1 diren¢ kazandig heterozigot avantaji ile agiklanabilirmi sorusu ortaya ¢ikmugtir.

Cx26 geni birgok farkli dokuda eksprese olmaktadir. Farkli cografik ve kiiltiirel




15

kosullar altinda, koklea disindaki dokulardan birindeki “gap junction” kanallarmin;
iklim, besin, enfekte edici ajanlar vb. birtakim faktorlere kargi tasiyici bireylerde
6zgiil fonksiyon gérmesiyle heterozigot avantaji saglayabilecegi distiniilmiis, fakat

bu goriis kanitlanamamaistir (11).

Bunun yamsira, 2001 yilinda Belgika, Ingiltere ve Amerika’daki beyaz irkta,
35delG mutasyonunu gevreleyen dar bir bolgede ayni haplotipin gézlenmesi; bu
mutasyonun ¢ok eski donemlerde ortaya ¢iktig1, ortak bir atadan tiiredigi dolaysi ile
atasal (“‘founder”) bir mutasyon oldugu diiglincesini ortaya c¢ikarmistir. Arastirma
srasinda 6 farklt SNP (“single nucleotide polymorphism”) kullanilarak
genotiplendirme yapilmis, mutasyon bolgesine 731bg¢. uzaklikta olan bir SNP ile
35delG mutasyonunun birlikteligi arasinda x* analizleri sonucunda, anlamli bir iliski

bulunmustur (13).

Avrupa ve Akdeniz {ilkelerini kapsayan bir baska caligmada iilkeler i¢in
35delG mutasyonu tasiyict frekanslari hesaplanmigtir. Musevi populasyonlardaki
35delG mutasyonu tasiyict frekanslart, Musevi olmayan komsu populasyonun
degerleriyle karsilastirildiginda, belirgin bir fark géze ¢arpmamaktadir. Bu da bize,
mutasyonun olustuktan sonra, gen akisi sayesinde komsu populasyonlarin gen
havuzuna katildigint ve cografi olarak birbirine yakin iilkeler arasinda benzer tasiyici
frekansi degerleri olustugunu gostermektedir (11). Sekil 2.4’de Avrupa ve Akdeniz
populasyonlar1  arasimndaki  tasiyict  frekanst  degerleri  harita  {izerinde

karsilastirilmagtar.
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*koyu renkten agik renge dogru gidildik¢e 35delG mutasyonu tasiyic: frekanslar diigmektedir.
*beyaz renkle gosterilen bélgelerde tastyic1 frekanslar hesaplanmarustir.
* = Musevi populasyonlar (a:Ashkenazi, b:Kuzey Afrika, c:Persiyan, d:Irak, e:Yemen)

Sekil 2.4.  Avrupa ve Akdeniz populasyonlarinda 35delG mutasyonu tasiyici
frekanslar (11)

Yapilan hesaplamalarla 35delG’nin, yaklasik olarak 500 kusak dnce olusmus
ve 10.000 yasinda olan bir mutasyon oldufu saptanmigstir. Atasal bir mutasyon
oldugu diisiincesinin dogrultusunda; 35delG mutasyonunun Orta Dogu’dan kdken
aldigi ve Neolitik populasyonlarin gogleriyle, Akdeniz ve Karadeniz kryilarm

takiben iki ayri rota izleyerek Avrupa’ya yayildig: diistintilmektedir (13).

Asya ve Avrupa arasinda koprii gorevi goren Tiirkiye, iki mutasyon gog
rotasinin da iizerinde yer almaktadir. 35delG mutasyonu atasal bir mutasyon da olsa,
populasyonlar arasinda sik tekrarlayan bir mutasyon da olsa, populasyonumuz gen
havuzuna katildigi bir bolge/bdlgeler ve atasal bir haplotip/haplotipler olmasi
gerekmektedir.

Mutasyonun atasal mutasyon oldugu yoniindeki diisiinceler kuvvetlenmis de
olsa, populasyonlara ve etnik kokenlere ozgiil ¢alismalar yeterli olmadigindan, bu
goriis halen kesin olarak kanitlanamamigtir. 35delG mutasyonunun atasal mutasyon
oldugunun kanitlanmas: ancak, populasyonlara 6zgiil haplotiplerin ¢ikartilmas: ve bu
haplotiplerin gé¢ yollar: iizerinde yer alan diger populasyonlarda da gbzlenmesiyle

miimkiin olacaktir.
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BIREYLER VE YONTEM

e Bu ¢aligma kapsaminda, 114 hasta ve 106 saglikli birey olmak lizere, toplam
220 birey, Cx26 geninde gorilen 35delG mutasyonu agisindan incelenmis

olup, 94 bireyde haplotip analizi yapilmustir.

e Inceledigimiz hastalardan 107’sinin; klinik, odyolojik ve impedansmetrik
incelemeleri H.U. Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali ve
Odyoloji ve Konusma Bozukluklar1 Bilim Dali’nda yapilmustir. inceleme
sonucunda isitme kaybi disinda bagka sikayetlerin goriilmedigi hastalar,

prelingual nonsendromik igitme kaybi tanisi almislardir.

e K.T.U. Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nda nonsendromik
prelingual isitme kaybi tamist almus olan 8 Dogu Karadeniz kékenli hastanin
mutasyon analizleri K.T.U. Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda
yapilmistir.
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3.1) Cahiymada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.A) DNA izolasyonu

Lizis Tampon (pH 8.2)

%10 SDS (Merck)

Proteinaz K (Sigma)

Satiire amonyum asetat (Carlo-Erba)

Tris-EDTA tampon (pH 7.5)

- Tris-HCI (Sigma) 10 mM

NaCl (Merck) 400 mM
Na,EDTA (Merck) 2mM

: Sodyum dodesil siilfat

10 gr/100 ml distile su

: 10 mg/ml ImM Tris HCI

: Amonyum asetat

74 gr/100 ml distile su

: Tris-HCI (Sigma) 10 mM

NaEDTA (Merck) 1mM

3.1.B) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA Amplifikasyonu

Taq DNA polimeraz tampon
(10X) (Fermentas)

Taq DNA polimeraz (Fermentas)
MgCl, (Fermentas)
dNTP karisimi (Epicentre)

: 750mM Tris-HC1 (pH 8.3, 25°C)

200mM(NH4),SO4
%0.1 Tween 20

: 50/l
: 25mM
: 2.5 mM dATP, 2.5 mM dCTP

2.5 mM dGTP, 2.5 mM dTTP

Cx26 geni ekzon bélgesi primer dizileri (35delG mutasyonu DNA dizi analizi)

E:
R:

5’ CCT ATG ACA AACTAA GTT GGTTC 3’
5 GAC AGC TGA GCA CGG GTTGCC TC 3°
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SSCP analizi i¢cin kullamilan primer dizileri (35delG mutasyon analizi)

F: 5* CATTCG TCT TTT CCA GAG CA 3°
R: 5’ TTC CAA TGC TGG TGG AGT G 3°

Haplotip analizi icin kullanilan primer dizileri

D13S141 F: 5 GTCCTCCCGGCCTAGTCTTA ¥
R: 5" ACCACG GAGCAAAGAACAGA Y

D13S175 F: 5 TAT TGG ATACTT GAATCT GCT G 3’
R: 5 TGC ATC ACCTCA CAT AGGTTA 3’

D13S143 F: 5 CTC ATG GGC AGT AACAACAAAA S
R: 5’ CTT ATT TCT CTA GGG GCCAGCT ¥’

3.1.C) Agaroz Jel Elektroforezi

e Agaroz (Sigma) : Molekiiler biyoloji kullanimi safliginda

e Tris-asetat tamponu (TAE) (pH 8.0) : Tris baz (Merck) 2M
Glasiyal asetik asit (Merck) 1.14 ml
Na,EDTA (Merck) 0.5M

¢ Yiikleme tamponu : Gliserol (Merck) 5.5ml
1XTAE tamponu (Merck) 4.5 ml
Orange G boya (Merck) 0.01 gr

e Etidyum bromiir : 10 mg/mi distile su

e Molekiiler agirlik belirleyicisi : ®X174/Haelll (Sigma) ile kesilmis

(1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 234,
194, 118, 72 baz ¢ifti)

Gene Ruler™ 50bp DNA Ladder
(1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 250, 200, 150, 100, 50 baz ¢ifti)



3.1.D) Poliakrilamid Jel Elektroforezi

%40 Akrilamid/bisakrilamid soliisyonu

Tris-borat tampon
(TBE) (pH 8.3) (10X)

Amonyum persiilfat (Sigma)
(APS)(%10)
TEMED (Sigma)

Yapistirici soliisyon

Silikon soliisyon (Stratagene)

Yiikleme tamponu (6X)

Molekiiler agirlik belirleyicisi

20

: Akrilamid (Sigma) 415 gr

Bisakrilamid (Sigma) 1gr

Distile su ile 115 ml’ye tamamlanur.

: Tris baz (Merck) 09M
Borik asit (Merck) 0.9 M
Na,EDTA (Merck) 25 mM

: 0.1 gr/1 ml distile su

: 35 ul/100 ml jel soliisyonu
: Bind silane (Sigma) 50 ul

Glasiyal asetik asit (Merck) 50 pl
Etil alkol (%95) (Sigma) 10 m]

: 2 ml/ cam tizerine

: %40 Siikroz (Sigma)

%0.25 brom fenol mavisi (Sigma)

%0.25 ksilen siyanol (Sigma)

: ®X174/Haelll (Sigma) ile kesilmis

(1353, 1078, 872, 603, 310, 281,
234, 194, 118, 72 baz ifti)

Gene Ruler™ 50bp DNA Ladder
(1031, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 250, 200, 150, 100, 50
baz ¢ifti)
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3.1.D.1) Nondenatiire Poliakrilamid Jelde “Single Strand Conformational
Polymorphism,, (SSCP) Bantlarimin Gézlenmesi

¢ Nondenatiire jel soliisyonu (%8) :Akrilamid/bisakrilamid (%40) 20 ml

TBE (10X) 10 ml
%10 APS 350 pl
TEMED 35 pl

Distile su ile 70 ml’ye tamamlanir.

3.1.D.I1) Denatiire Poliakrilamid Jelde Haplotip Analizi

e Denatiire jel solitsyonu (%7) : Ure \ 42 gr
Akrilamid/bisakrilamid (%40) 17.5 ml
TBE (10X) 10 ml
%10 APS 350 ul
TEMED 35ul

Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

3.1.E) Poliakrilamid Jellerdeki DNA Bantlarinin Giimiis Boyama ile

Goriintiilenmesi

e Fiksasyon soliisyonu : Glasiyal asetik asit (Merck) 100 ml
Distile su 900 ml

e Giimiis nitrat soliisyonu (%1) (Sigma) : 1 gr/L

o Formaldehit (%1) (Sigma) : 1 ml/L

e Sodyum tiyosiilfat (Sigma) : 10 mg/ml

e Sodyum karbonat soliisyonu (Merck) : 30 gr/LL

3.1.F.) Giimiis Boyama Sonrasi Poliakrilamid Jellerdeki DNA Bantlarimin

Fotograflarimin Eldesi

e APC (Automatic Processor Compatible) film (Promega)
mﬁxocamm mm?’
Tgbmmm On BRI
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3.2.) Yontemler

3.2.A) DNA Izolasyonu

Prelingual nonsendromik igitme kayb1 goriilen hasta ve ailelerinden, EDTA’l
tiiplere alman 10 ml periferik kandan DNA izolasyonu yapildi. Total DNA izolasyonu
sirasinda, yiiksek tuz konsantrasyonunda ¢éktiirme yoéntemi kullanildi. 10 m! kan 50
ml’lik tiiplere alindi ve eritrositlerin pargalanmasi amaciyla 40ml soguk distile su ilave
edilerek 2-3 dk. hizh olarak calkalandi. Tiipler 15 dk. 2500 rpm’de oda sicakliginda
santrifiij (IEC International Santrifuge Model K) edilerek lokositlerin dipte toplanmasi
saglandi. Ust faz atilarak pellet iizerine 30 ml soguk distile su eklendi ve calkalanarak
pellet yikandi. 2500 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi ve siipernatan yavas ve dikkatli bir
sekilde dokiildii. Pellet {izerine 3 ml liziz tamponu eklendi ve hiicreler vorteksle
karigtinldiktan sonra iizerine 200 pl %10 SDS, 150 pl Proteinaz K eklendi. Tiipler
dikkatli bir sekilde alt st edilerek 37°C’lik etiivde 16 saat inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda karisim lizerine 1 ml satiire amonyum asetat eklenerek 30 sn. hizlica
calkalandi. Oda sicakliginda 15 dk. bekletildikten sonra 4500 rpm’de 20 dk. santrifiij
edildi. Siipernatan bagka bir tiipe alinarak {izerine 15 ml etanol eklendi ve DNA nin
toplanmas1 saglandi. Toplanan DNA %70 etanolle yikandi ve alkol uguruldu. DNA,
TE tamponu igeren tiipe alind1 ve erimesi igin bir gece oda isisinda veya 37°C’lik

etilvde birakildiktan sonra analizine kadar +4°C’de sakland1 (37).
3.2.B) Mutasyon Analizi
Bu ¢alismada, 35delG mutasyon analizi i¢in iki farkli yol uygulanmastir.
L Iki biiyik Dogu Karadeniz kokenli ailemizden segilen bireylerde,
942b¢.’lik Cx26 geni ekzon bolgesi polimeraz zincir reksiyonu (PCR) ile

cogaltildi. Bu bireyler, Cx26 genindeki mutasyonun belirlenmesi amaciyla

DNA dizi analizine alinds.
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IL. Se¢ilen bireyler digindaki, tiim prelingual nonsendromik isitme kaybi
goriilen hastalar ve ailelerinde, 35delG mutasyonunu igeren gen bolgesini
kapsayan 102bg¢.’lik bolge PCR ile ¢ogaltildi. Cogaltilan 6rneklerin 35delG

mutasyon analizleri, SSCP metodu ile yapildu.
3.2.B.1) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), DNA iizerinde incelenmesi istenen bolgenin,
o bolgeye 6zgiil oligoniikleotid primerler kullanilarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Bu
yontem; sicaklik ile DNA molekiiliniin ¢ift zincirinin birbirinden ayrilmasi,
primerlerin ayrilmig olan DNA zincirine baglanmasi ve DNA polimeraz enzimi
tarafindan hedef bolgenin sentezlenmesi olarak iic asamadan olusur. Bu agamalarin
35-40 dongii halinde tekrarlanmasi sonucunda, incelenmek istenilen DNA bolgesi

cogaltilmis olur (38).

Calismamizda kullandifimiz polimeraz zincir reaksiyonu i¢in uygulanan protokol

Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu protokolil

25 ul iCIN SON

STOK KULLANILAN KONSANTRASYON
10X tampon 2.5l 1X
25 mM MgCl, 1.5 ul 1.5 mM
2.5 mM dNTP 1ul 0.01 mM
primer “forward” 20ng/pl 1l 20 ng
primer “reverse” 20ng/pl 1yl 20 ng
Taq DNA polimeraz SU/ul 0,1 pl 05U
Genomik DNA 1wl 50-100 ng
dH,O 16.9 ul
TOPLAM 25ul
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Polimeraz Zincir Reaksivonu Kosullari:

Cx26 geni ekzon bolgesi'nde DNA dizi analizi i¢in kullanilan primerlerin

amplifikasyon kosullar1 asagida verilmistir.

94°C 5 dk.

94°C 1 dk.

60°C 1 dk. 34 dongii
72°C 1.5 dk.

72°C 8 dk.

35delG mutasyon bolgesinin SSCP analizi i¢in kullanilan primerlerin amplifikasyon

kosullar agsagida verilmistir.

94°C 5 dk.

94°C 30 sn.

58°C 1 dk. 35 dongii
72°C 1 dk.

72°C 5 dk.

Haplotip analizi i¢in kullanilan primerlerin (D13S141, D13S175, D13S143)

amplifikasyon kosullar1 asagida verilmistir.

95°C 5 dk.

95°C 30 sn.

55°C 30 sn. 35 dongti
72°C 30 sn.

72°C 5 dk.

Amplifiye edilen 6rnekler %2’lik agaroz-TAE jel elektroforezi ile kontrol edilmistir.



25

3.2.B.1II) Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP) analizi

SSCP analizi; giiniimiizde pek ¢ok kalitsal hastalifa neden olan mutasyonlarin
ve bilinmeyen mutasyonlarin bulunmasi i¢in bir 6n tarama metodu olarak
kullamlmaktadir. Bu yontemde, ilgilenilen hedef dizi PCR ile c¢ogaltilir ve
nondenatiire kosullar altinda tek zincirli molekiillerin birbirinden ayrilmasi saglanir.
Mutasyonun tersiyer yapida meydana getirdigi farkhilik nedeni ile, mutant zincirlerin

jeldeki mobiliteleri saglikli kontrolden farkli olur (39).

Calismamzda, 35delG mutasyonunun incelenmesi amaciyla SSCP yontemi
kullamildi. Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda cogaltilan DNA ornekleri (7 pl),
yiikleme tamponu (3 pl) ile karistinlip, 94°C’de 10 dk. denatiire edildi. Buz tizerine
alinan ornekler ve Onceden 30 dk. yiiritiliip, homojen duruma getirilen %8’lik

nondenatiire poliakrilamid jelde SSCP analizi (250V, 10mA, 17 saat) ile incelendiler.

Elektroforez isleminden sonra jel, DNA bantlarinin goriintiilenmesi igin giimiis
nitrat ile boyandi. Bu islem i¢in, jel 6nce %10’luk asetik asit soliisyonunda fiksasyon
amaciyla 30 dk. calkalandi. Daha sonra distile su ile iki kez 5 dk. olacak sekilde
yikandi ve i¢ine formaldehit ekledigimiz giimiis nitrat soliisyonunda 30 dk. boyandi.
En son olarak, sodyum karbonat ile hazirlanan “developer” soliisyonunda (%30
sodyum karbonat, 2 ml formaldehit, 0.4 ml sodyum tiyosiilfat) bir siire ¢alkalanarak

bantlar gériiniir hale getirildi.

DNA dizi analizleri sonucunda, 35delG mutasyonunu homozigot/heterozigot
olarak tasiyan ve her iki allelinde de tagimayan kontrol DNA’lar, inceleyecegimiz
bireylerin DNA bantlan ile kargilagtirarak; mutasyonu tasiyan, tasimayan veya bir

allelinde tastyan bireyleri SSCP analizi ile saptamak miimkiin olmustur.



26

3.2.C) Haplotip Analizi

SSCP analizi ile 35delG mutant allelini tasidig: tespit edilen bireylere, DFNB1
lokusunda, gen bolgesine en yakin polimorfik belirleyiciler kullamlarak haplotip
analizi yapildi (40). Atasal haplotip analizi ¢ahsmalarmmzda; Genome Database’den
(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/map search) elde ettigimiz D13S141,
D13S175 ve D13S143 polimorfik belirleyicileri kullanildi. Sekil 3.1°de {i¢ polimorfik
belirleyicinin 35delG mutasyon bolgesine uzakliklari, 13. kromozoma ait taslak baz
dizisi (gl: 200548892) iizerinde gosterilmistir.
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g
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E @& E2 g £ g g
baz — ™ b= y % =
| 1 1 P l’
U1 30204 baz 1 84.718 baz | ‘
[ | 1
1.510.295 baz

Sekil 3.1. Haplotip analizi i¢in kullandigimz D13S141, D13S175 ve D13S143
polimorfik belirleyicilerinin 35delG mutasyon bolgesine uzakliklar:

Her ii¢ belirleyici i¢in; polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda ¢ogaltilan hedef
DNA bolgesi (7 ul), yiikleme tamponu (5 pl) ile kangtirihp, 94°C’de 10 dk. denatiire
edildikten sonra buz iizerine alind1 ve %7°lik denatiire poliakrilamid jelde yiiriitiildii
(1600V, 34mA, 2.5 saat).
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Elektroforez isleminden sonra jel, DNA bantlarim goriintiilemek igin giimiis
nitrat ile boyandi. Hasta bireylerin allelleri, CEPH kontrol bireyi (1347-02) ile
kargilagtiritlarak numaralandirildi  ve her belirleyiciye ait alleller birarada
degerlendirilerek hastalara ait haplotipler olusturuldu. Bazi hastalarin ebeveynleri,
allellerin kromozom {iizerindeki dizilislerinde hata olmamast igin haplotip analizine
dahil edildi.

3.2.D) Istatistiksel Analizler (y° Testi)

Ki-kare testi; gozlenen frekansla beklenen frekanslar arasindaki farkin anlaml
olup olmadigimin analiz edilmesi temeline dayanir (41). Yapmis oldugumuz
¢alismamizda, Dogu Karadeniz Bolgesi ve Tiirkiye genelindeki haplotip frekanslar, x>
Testi (2x2) kullamlarak karsilastinldt ve Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadiklar1 incelendi. (STATS Istatistik Programu, 1.1 versiyonu, 1998, Decision

Analyst, Inc.)



28

BULGULAR

4.1. Dogu Karadeniz Kokenli iki Ailemizdeki Hasta Bireylerde DNA Dizi Analizi
ile 35delG Mutasyonunun Saptanmasi

En az ii¢ kusak boyunca Dogu Karadeniz Bolgesinin Trabzon ilinde yasamakta
olan iki ailemizdeki hasta bireylerde klinik, odyolojik ve impedansmetrik incelemeler
yapilmig; inceleme sonucunda hastalar, isitme kayb1 disinda bagka sikayetlerin
goriilmedigi nonsendromik prelingual isitme kayb: tanis almstir.

Ailelere ait detaylh aile agaci ¢izilmesi ile hastalifin otozomal resesif kalitildig1
tespit edilmigtir. Ailelerimizden birincisi ¢ok genis oldugu i¢in c¢aligma kolaylig:
acisindan bes dala aynlmigtir (Sekil 4.4). Aileye ait genis aile agac1 EK 1°de verilmigtir.

Dogu Karadeniz kokenli iki ailemizdeki saglikli ve hasta bireyler, Cx26 geninde
goriilen 35delG mutasyonu agisindan incelenmistir. Ik olarak, iki ailemizden segilen
bireylerde, Cx26 geninin 942bg¢.’lik ekzon bolgesi DNA dizi analizine alinmis ve
hastalarin 35delG mutasyonunu homozigot (mutasyonun her iki allelde tagimmasi) olarak
tagidiklan1 tespit edilmistir. 35delG mutasyonunun DNA dizi analizi Sekil 4.1°de
verilmistir.

—E— —L__
. GA CGATCCTGGGGGGTGTGAAL
1A CGA TCCTGGG G GNNNNAA NNA 500 210 2:
190 200 210

HASTA KONTROL

Sekil 4.1. 35delG mutasyonunun DNA dizi analizi
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4.2. Dogu Karadeniz Kokenli Iki Ailemizdeki 69 Bireyde SSCP Yéntemi ile 35delG
Mutasyon Analizi

Ikinci adim olarak, Dogu Karadeniz kdkenli iki ailemizdeki tiim hasta ve saglikli
bireylerde, 35delG mutasyonunu kapsayan 102bg¢.’lik boige PCR ile ¢ogaltilarak, SSCP

analizine almmigtir 35delG mutasyonunun SSCP metodu ile analizine ait dmek fotograf,
Sekil 4.2°de verilmistir.

¥ oo~

¥ F ¥

o o g

2 8 3

z 28

M 1 2 3 4 6 7 g 9 10 11 12 15 16 17

Sekil 4.2. 35delG mutasyonunu kapsayan 102bg.’lik bdlgenin SSCP metodu ile analizi

M » Molekiler afirlik belirleyicisi (bx174/Hae 1)

1,2,3,4,5,6,7,8,9 —7 35delG mutasyonunu homozigot olarak tasiyan bireyler {35delG+/+)
10,11

35delG mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan bireyler (35delG+/-)
12,13,14 3 35delG mutasyonunu her iki allelinde de tagimayan bireyler (35delG-/~)
15,16,17 e p Kontrol bireyler

(%8’lik nondenatiire poliakrilamid jel, 250V, 10mA, 17 saat)
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Dogu Karadeniz koékenli iki ailemizdeki 69 bireyin 35delG mutasyon analizi
sonuglart Tablo 4.1°de verilmistir. Sonuglarn aile agaglar tizerindeki yerlesimi Sekil

4.4’de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Dogu Karadeniz kokenli iki ailedeki bireylerin 35delG mutasyon analizi

sonuglar1
35delG +/+ 35delG +/ - 35delG -/ -
1. AILE | 21 hasta birey 21 - -
34 saghkl birey - 31 3
2. AILE | 11 hasta birey 10 1 -
3 saghkh birey - 3 -

35delG mutasyonunu, birinci ailemizdeki tiim hastalarin homozigot olarak
tasidig1 bulunmustur. Ikinci ailemizde, 35delG mutasyonunun 10 hastada homozigot, bir

hastada ise heterozigot olarak (mutasyonun tek bir allelde tasinmasi) tasindigy tespit

edilmistir.

4.3. Dogu Karadeniz Kokenli iki Ailemizde Haplotip Analizi ve Mutant
Kromozomlarda 2-6-4 Ortak Haplotipinin Tespiti

Her iki Dogu Karadeniz kokenli ailemizde, 35delG mutasyon analizleri yapilmig
olan saglikhi ve hasta bireylerde, Cx26 gen bolgesine en yakm D13S141, D13S175 ve
D13S143 polimorfik belirleyicileri kullanilarak haplotip analizi yapilmistir. Polimorfik
belirleyicilerin 35delG mutasyon bolgesine uzakliklar sirastyla 39.204bg., 84.718bg., ve
1.510.295b¢. dir. Birinci ailemizden 47 birey ve ikinci ailemizdeki tiim bireyler haplotip

analizine alinmustir. Haplotip analizlerine ait 6rnek fotograflar Sekil 4.3’ de verilmigtir.
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yapilan haplotip analizier:

Sekil 4.3. D13S141, D13S175 ve D13S143 polimorfik belirleyicileri kullanilarak
(%7°1ik denatiire poliakrilamid jel, 1600V, 34mA, 2.5 saat)
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Iki ailemize ait haplotip analizi sonuglari Sekil 4.4°de aile agaglan {izerinde

gOsterilmistir.

(a) Dogu Karadeniz kokenli birinci ailemize ait haplotip analizi sonuclar

DAL 1
D13s141 2 2 :? ?
D13S1752 7 2 7
01351437 2 ? 2

D13S141 7 7
D138176? 7
D1351437 ?

D13S§141 (2) U 3]
D135175 (6)
(4)

D135143 (4)
+i- -{= -1~ + -
2 3 « s —
D13S141 2 3 2 3 ? ? 2 ? ? ?
D135175 6 3 1 3 7?7 (5}
D135143 4 3 4 4 ? 72 4

9 1
D135141 2 2 2 2)2 3 2 3
0135175 6 6 6 5186 5 6 5
0138143 4 4 4 414 4 4 4

3 4 5
D135141 2 2 3 22
D135175 6 6 5 6 6
D135143 4 4 4 4 4

+/+ = 35delG mutasyonunu homozigot olarak tagiyan bireyler
+/— = 35delG mutasyonunu heterozigot olarak tagiyan bireyler
—/— = 35delG mutasyonunu her iki alellinde de tagimayan bireyler

* Haplotiplerin aile agact iizerinde daha kolay izlenebilmesi acisindan tagtyici bireyler +/— sembolii ile
gosterilmistir.
*  Sonuclarin detayh aile agaci (EK 1) ile kargilagtirilabilmesi igin sadece incelenen bireylere numara

verilmistir.
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DAL 2

D138141 2 2
D13s175 2 ? ? 7
D138143 2 2 ? 7

D13S141 2 7
D138176? 2
D13S143 7 7

N30

D135141 2 7
D13s175 2 2
D135143 2?2 7

01351412 2
D13§1756 2?2 2 ? 2
013514327 2 ? 7

D138175 (6) (6)
D1385143 (?) “4)

-1+
22
138141 3[ |8 2
0135175 6| |[ 3
D13s143 2| | 2

D135141 (3) I(z)

(2) 3) 2 3
3 U ) 6 IU 3
@ (?) 4 4

DAL 3

D135141 2 7
D13S176 7 7
D1351437 7

D135141 7 2
01381752 7
D135143 7 ?

+1-  +]- + 14 + |-
36 37 38 39
? 7?7 2
?2 7 6

D135141 7 2 2 7
D138175 72 2 ?7 7 6 7
01381437 7 ? 7 4 4 7

FORRENY

0135141 7

2?2 ?27? 2
D13s175? 2 2?2 2?2 ? 6
D1381432 2?2 2 ? 4




D13S141 72 2
D138175 72 7
D135143 7 7

+ |+
50

D13S141 2 2
D138176 6 6
D138143 4 4

Q

AP IR
RV IRV IS

D135141 ?
D138175 ?
D13S143 ?

?

?
?

+ |+
53

D135141 2 2
D135175 6 6
D135143 4 4
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l — 35delG mutasyonunu tasiyan 2-6-4 haplotipli kromozomlar

—  35delG mutasyonunu farklt haplotiplerle tasiyan kromozomlar

— 35delG mutasyonunu tagimayan kromozomlar
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(b) Dogu Karadeniz kokenli ikinci ailemize ait haplotip analizi sonuglar

D138141 2 2 ?
0138176 2 ?
D13§143 7 7

!

Di381412 7
m3s175? 2
01351437 2

REN
EERRINY

D138141 27 2 ?0?
D138175 2 2 ? 2
D13s143 2 2 ? ?

O
O

D13§141 2 7 2 7 @ Pt
0138175 2 7 [N EOS
D135143 2 7 7 2@ 2 2

==
O___
=
O__

6
D135141 3 [
D13§175 5
D13§143 2

NREEN)

=3

2 2 2 2 9
6 72 7 7 7
4 2 2 2 2

p13s1ai 3Pl 3FiM2
D135175 5 g 5 576
piasteazAls  2{M«

* 35delG mutasyonunu heterozigot olarak tek bir allelinde tastyan 12 no’lu hasta, ikinci allelinde Cx26

geninde goriilen 184-186delGAG mutasyonunu tagimaktadir.

- 35delG mutasyonunu tasiyan 2-6-4 haplotipli kromozomlar

NS

% —» 35delG mutasyonunu farkl: haplotiplerle tastyan kromozomlar

B — 35delG mutasyonunu tasimayan kromozomlar

Sekil 4.4 Dogu Karadeniz kokenli iki ailemize ait haplotip analizi sonuglari
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D13S141, D13S175 ve D13S143 polimorfik belirleyicileri kullamlarak yapilan
haplotip analizleri sonucunda birbirleriyle akrabalik iligkisi olmayan Dogu Karadeniz
kokenli iki ailemizde, mutant kromozomlarda goriilen 2-6-4, ortak haplotip olarak
belirlenmigtir. Bu iki ailemizde, 2-6-4 haplotipli mutant kromozomlar sayildigmnda,
birinci ailemizde, ailesel 2-6-4 haplotipinin disinda, aile ile akrabalif1 olmayan dort
Dogu Karadeniz kdkenli bireyin 35delG mutasyonunu, 2-6-4 haplotipli kromozomlar ile
aile icine tasih@1 saptanmmgtir. ikinci ailemizde ise, 35delG mutasyonunu 2-6-4
haplotipli kromozomlarda tagiyan (birbirleriyle ve aile ile akrabalik iligkisi bulunmayan)
1k1 birey tespit edilmigtir. Sonug olarak iki ailemizde, 2-6-4 haplotipli toplam 7 mutant
kromozom tespit edilmistir (Tablo 4.2).

2-6-4 haplotipi her iki ailede de, sadece 35delG mutasyonunun tagindig
kromozomlarin haplotipi olup, mutasyonun taginmadifn sagliklh kromozomlarda
bulunmamaktadir. Dogu Karadeniz kokenli iki ailemizde 35delG mutasyonunun
tagindig1 kromozomlarda saptanan tiim haplotipler Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Dogu Karadeniz kokenli iki ailemizde 35delG mutasyonunun tasindig:
kromozomlarn haplotipleri (Kaynak: Sekil 4.4, EK 1)

AILENO 35delG mutasyonu tasiyan Haplotiplerin kikeni
kromozomlarm haplotipleri

2-6-4 ailesel haplotip
2-6-4 7 no’lu birey

1) 2-6-4 52 no’lu bireyin annesi
2-6-4 52 no’lu bireyin babasi
2-6-4 53/54/55 no’lu bireylerin annesi
2-3-2 ailesel haplotip
2-6-4 6/7/8 no’lu bireylerin annesi

) 2-6-4 3/4/5 no’lu bireylerin annesi
3-5-2 6/7/8 no’lu bireylerin babast
3-5-4 ailesel haplotip
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4.4, Tiirkiye Genelinde, Dogu Karadeniz Bolgesi Disinda Farkh Kokenlerden
Gelmis Olan 13 Hastanin 35delG Mutasyonu Tasiyan Kromozomlarinda 2-6-4

Haplotipinin Analizi

Tiirkiye genelinde farkli kokenlerden gelmis olan, 35delG mutasyonunu
homozigot veya heterozigot olarak tasiyan hastalarin mutant kromozomlarinda, Dogu
Karadeniz Bolgesi igin atasal haplotip oldugunu disiindiigiimiiz 2-6-4 haplotipinin
durumunu analiz etmek amaciyla, nonsendromik prelingual isitme kaybi tanisi alan 72
hasta incelemeye almmustir. 72 hasta ilk olarak Cx26 geninde goriilen 35delG
mutasyonu agisindan incelenmistir. SSCP metodu kullanilarak yapilan analizler
sonucunda; 72 hastamin 9’unun 35delG mutasyonunu homozigot olarak, 7’sinin
heterozigot olarak tasidig: tespit edilirken, 56 hastanin mutasyonu her iki allelinde de
tagimadig1 sonucuna ulagilmistir. 72 hastanin 35delG mutasyon analizi sonuglart Tablo

4.2’de verilmistir.

Tablo 4.3. Nonsendromik prelingual isitme kaybi tanisi alan 72 hastaya ait 35delG

mutasyon analizi sonuglari

HASTA SAYISI (n: 72)

35delG +/+ 9
35delG +/- 7
35delG -/- 56

35delG mutasyonunu homozigot veya heterozigot olarak tasidig: tespit edilen
toplam 16 hastadan, ebeveynlerine ulasabildigimiz 13’{i ¢alismamiz kapsamina
alinmistir. 13 hastada da, 35delG mutasyonunun ailesel olarak kalitildifr gosterilmistir
(Sekil 4.5).

35delG mutasyonunu homozigot veya heterozigot olarak tasidig tespit edilen 13

hastaya ait bilgiler ve hastalara verilen numaralar Tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.4. 35delG mutasyonunu homozigot veya heterozigot olarak tasidigi tespit

edilen 13 hastaya ait bilgiler ve hasta numaralar

KOKEN BILGISI
35delG HASTA | AKRABALIK ANNE BABA
NO
4)) yok Isparta/Yalvag(Ayiplar Isparta/Yalvag(Yarnkkaya
Kéyii) Koyi)
) yok Bolu/Gerede Ankara/Camhdere
3) var Corum/Dagonii Koyt Corum/Dagonii Koyii
HOMOZIGOT @) |yok Denizli/Acipayam Burdur/Yesilova
+/4) (5) | bilinmiyor Ankara/Cubuk Ankara/Cubuk
6) var Ankara/Cubuk Ankara/Cubuk
@) var Bingol/Solhan Bing6l/Solhan
® yok Kirsehir Merkez Konya/Karaman
) yok Kayseri Merkez Kayseri Merkez
(10) |yok Isparta Merkez Isparta Merkez
HETEROZIGOT | (11) |yok Bolu/Civril K&yt Bolu/Asagikarakdy
+7-) (12) |yok Kastamonw/inebolu Kastamonu/Inebolu
(13) |yok Mardin Merkez Kusehir Merkez

13 hastanin mutant kromozomlarinda, 2-6-4 haplotipinin durumunu analiz etmek
amactyla; D13S141, D13S175 ve DI13S143 polimorfik belirleyicileri kullanilarak
haplotip analizi yapilmigtir. Allellerin  kromozom iizerindeki dizilimlerinin
kesinlestirilip, 35delG mutasyonunu tagiyan kromozomlarin haplotiplerinin belirlenmesi
amaciyla, gerekli olan hastalann (1, 9, 10, 11, 12 ve 13 no’lu hastalar) ebeveynleri

haplotip analizi galismalarina dahil edilmistir.

35delG mutasyonunu homozigot veya heterozigot olarak tasidig: tespit edilen 13

hastanin haplotip analizi sonuglan Sekil 4.5°de aile agaglar lizerinde gosterilmistir.
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(a) 35delG mutasyonunu homozigot olarak tasidigi tespit edilen 8 hastamin haplotip
analizi sonuglart

+ + + o+ E T 4 - + -
g—ro0

135141 28313 D13§1412 2 7 2 D, : 0138141 7 7 2
D13S175 5 éﬂs D1IS1757 7 7 7 Diowt? 2 22 01381757 2 7 2
0135143 4 4 D13S143 2 2 2 2 0135143 7 2 o 5 D13st143 > 2 ? 2
! +
o +4+
0138141 7 7 135141 1E1 B 2 p13s141 3[AF 3
DHSI752 2 D138175 5 4R35 D138141 3 Pt ’ 2 0138175 5 N[ 1
D135143 7 2 D138143 4 45 4 D138175 5 2 e 2o 2 2 D136143 4 N A 1
D13§143 2 a 27 2 9 7 2

5 6 7 8

+ o+ e + o+ :
- D13S141 7 7 L] 7[]9 707 __O
01381412 7 ] 01381757 7 (] D135141 2 7 ? 9 s A
0138176 7 2 2 9 01351437 7 ? 2 D13s175 2 7 7 2 D135141 2 2 2 9
D135143 7 7 2 2 D13s143 7 ? 2 7 D13S175 2 2 ? 2
C ’ 01351437 2 7 9
‘' D13s141 7 27
2 B D135141 ?
p13s141 2[R 3 2 7 135143 ? 2 O138141 2 2
D135175 5 2 § 5 7 2 01351753 ? Draaire s
D135143 4 ) 4 ? 7 ——_ ESEER Dtac14s 2 2
D13SI75 2 7

01351437 ?

t D13S141 2 2 ? 2

D13S175 2 2 7 7

D13S141 2 2 LR D13S143 7 2 ? 7
01381752 2 7?7
0135143 7 7 ? 7

+ l +

0135141 3131y 3 ? 0?2 ? 2

D135141 7 7: 2 22 2 2 PR D13$17555 ? 7 ? 9

DI13S1757 7 & LR T 2 2 D135143 4 [N 4 2 2 2 9

D138143 7 7 4 4 ? 7 2 2 2?7

* 35delG mutasyonunu homozigot olarak tagiyan 3 no’lu bireyin ebeveynlerinin akraba olduklan

bilinmektedir. Aile sorgulamasi sirasinda yeterli bilgi alinamadigimdan, akrabalik derecesi aile agaci

lizerine yerlestirilememistir.
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(b) 35delG mutasyonunu heterozigot olarak tasidig: tespit edilen 5 hastanin haplotip

analizi sonuglar

9 10 11

D135141 2 3 2 2 D135141 3 2 3 3 p13s141 23] 2 3 3
D138175 5 5 6 8 D138175 4 4 5 5 D13S175 1 5 1
D138143 4 4 4 4 D135143 4 4 4 4 D135143 4 i} ] 4 4 4
* é é 6

P!
D138141 3 2 D138141 3 3 D13s141 2 72 ?7 7
D135175 5 ] D138175 4 5 D138176 2 7 7?7
0138143 4 4 D138143 4 4 D13S143 7 7 7?7

12 13

O

D138141 1 3
D138175 3 5
D138143 4 4

D135141 3
D138176 5
D138143 4

]]2
N| |3
HlE

0135141 1
D138176 3
D135143 4

D136141 3 2
D138175 5 5
D135143 4 4

* 35delG mutasyonunu heterozigot olarak tek bir allelinde tasiyan hastalar, ikinci allellerinde Cx26

geninde goriilen ikinci bir mutasyon tagimaktadirlar.

Sekil 4.5. 35delG mutasyonunu homozigot veya heterozigot olarak tagidigi tespit edilen

13 hastanin haplotip analizi sonuglar

13 hastada yapilan haplotip analizi ¢ahgmalari sonucunda, Tirkiye genelinde
35delG mutasyonunun farkh haplotipli kromozomlarda tagindif1 sonucuna varilmgtir.
Dogu Karadeniz Bolgesi i¢in atasal haplotip oldugunu diisiindiigiimiiz 2-6-4 haplotipi;
mutasyonu homozigot olarak tasiyan 1 no’lu hastanin kromozomlarindan birinde ve
mutasyonu heterozigot olarak tasiyan 9 no’lu hastanin 35delG mutasyonunu tastyan
kromozomunda saptanmgtir. Aile sorgulamast sonucunda, hastalarin kokenlerinin

sirastyla Isparta’nin Yalvag ilgesine ve Kayseri iline dayandig: tespit edilmistir.
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Tiirkiye genelinde incelenen 13 hastanin 35delG mutasyonunu tasiyan
kromozomlarinda, 2-6-4 haplotipinin goriilme sikli1 %9.52 olarak saptanmistir.
Tiirkiye genelinde incelenen 13 hastada 35delG mutasyonunun tasindig kromozomlara

ait haplotipler Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5. Tiirkiye genelinde incelenen 13 hastada 35delG mutasyonunun tagindig:

kromozomlarin haplotipleri

35delG mutasyonunun tasimdig: Kromozom sayisi
kromozomlarin haplotipleri (n=21)
2-6-4
2-5-4
3-5-4
3-5-2
3-4-4
2-5-1
3-1-1
1-5-4

o | ek |k |k LN [N | OR[N

4.5.Dogu Karadeniz Kokenli 8 Hastanin 35delG Mutasyonu Tagsiyan

Kromozomlarinda 2-6-4 Haplotipinin Analizi

Calisilan 13 hasta arasinda kokeni Dogu Karadeniz Bélgesi’ne dayanan
bulunmamaktadir. Bu nedenle; en az ii¢ kusak boyunca Dogu Karadeniz Bolgesi’nde
(Trabzon/Rize) yasamis olduklari bilinen 8 hastanin mutant kromozomlarinda, atasal

haplotip oldugunu diisiindiigiimiiz 2-6-4 haplotipinin durumu analiz edilmigtir.

8 hastanin mutasyon analizleri, KTU. Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yapilmig
olup, hastalarin 35delG mutasyonunu homozigot olarak tasidiklar1 ve ebeveynlerinin bu

mutasyon agisindan tagiyict bireyler olduklar saptanmustir.

35delG mutasyonunu homozigot olarak tasiyan Dogu Karadeniz kokenli 8
hastada, D13S141, D13S175 ve D13S143 polimorfik belirleyicileri kullanilarak haplotip
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analizi ¢alismalan yapilmistir. Tablo 4.6’da, c¢alisilan 8 hastaya ait haplotip analizi

sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.6. 35delG mutasyonunu homozigot olarak tasiyan 8 Dogu Karadeniz kékenli

hastanin haplotip analizi sonuglari

HASTA NUMARALARI
MARKER 1* 2 3* 4* 5 6* 7 8
HASTA D13S141 2(3 33 32 32 23 213 22 22

HAPLOTIPLERI | D13S175 65 553 6 5 6 1 55 6}5
D13S143 414 1 44 | 44 44| 44 114/4 | 44| 44

AKRABALIK - + - - + - + +

* Hastalarm ebeveynleri haplotip analizi ¢aligmalarma dahil edildiginden allellerin kromozom

tizerindeki diziliminde hata yoktur.

Dogu Karadeniz kokenli 8 hastanin haplotip analizleri sonucunda, atasal haplotip
oldugunu diisiindiigiimiiz 2-6-4 haplotipi, iki hastanin (1 ve 6 numarali hastalar) birer

kromozomlarinda saptanmustir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde 35delG mutasyonu tasiyan kromozomlarda, 2-6-4

haplotipinin goriilme siklig1 %39.13 olarak saptanmustir (Tablo 4.2 ve Tablo 4.6).

Tiirkiye geneli ve Dogu Karadeniz Boélgesi’nde, 2-6-4 haplotipinin 35delG

mutasyonu tagiyan kromozomlardaki dagilimi Tablo 4.7’ de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Tiirkiye geneli ve Dogu Karadeniz Bélgesi’nde, 2-6-4 haplotipinin 35delG

mutasyonu tagiyan kromozomlardaki dagilimi

. . Dogu Karadeniz Bolgesi
Kromozomlar Titrkiye Geneli g(Trabzon&Rize)g
2-6-4 haplotipi (+) 2 9*
35delG mutasyonu (+) (%9.52) (%39.13)
2-6-4 haplotipi (-) 19 14
35delG mutasyonu (+) (%90.48) (%60.87)
TOPLAM 21 23

*  Dogu Karadeniz kokenli 8 hastanin iki kromozomunda ve iki genis Dogu Karadeniz kokenli ailemizin
yedi kromozomunda 35delG mutasyonu 2-6-4 haplotipi ile tasimmaktadir.

4.6. Mutant Kromozomlarda 2-6-4 Haplotipinin Gériilme Sikhgmn, Tiirkiye

Geneli ve Dogu Karadeniz Bolgesi Arasinda Karsilastirilmasi

35delG mutasyonu tagtyan kromozomlarda Dogu Karadeniz Bolgesi igin atasal
haplotip oldugunu diisiindiigiimiiz 2-6-4 haplotipinin, Tiirkiye genelindeki goriilme
siklig1 (%9.52) ile Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki goriilme siklig1 (%39.13 ) i Testi
(2x2) kullanmilarak karstlagtinnlmistir. Aralanindaki farkin istatistiksel olarak anlamh
bulunmas: ile (x*.=5.13 / df=1/ p=0,023) Dogu Karadeniz Bolgesi’ne 6zgiil olarak,

mutasyonun 2-6-4 haplotipli kromozomlarinda tagindig saptanmustir.

4.7. Mutant Kromozomlarda Saptanan Tiim Haplotiplerin Goriilme Sikhklarinin,

Tiirkiye Geneli ve Dogu Karadeniz Bolgesi Arasinda Karsilastirilmasi

35delG mutasyonunun tagindigi kromozomlarda saptanan tiim haplotiplerin
goriilme sikhiklari, Tiirkiye geneli ve Dogu Karadeniz Bolgesi arasinda
karsilagtirildiginda da, 2-6-4 haplotipinde istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya
cikmugtir. (x2.=4.1 / df=1/ p=0,04). Mutant kromozomlarda saptanan, 2-6-4 disimdaki
diger haplotiplerin her iki grup y6niinden gériilme sikliklar1 arasinda belirgin bir fark
saptanamamugtir. Tiirkiye geneli ve Dogu Karadeniz Bélgesi’nde, 35delG mutasyonunun
tasindigi kromozomlarda saptanan haplotiplerin goriilme sikliklari Tablo 4.8°de

gosterilmektedir.
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Tablo 4.8. Tiirkiye geneli ve Dogu Karadeniz Bélgesi’nde, 35delG mutasyonunun

tasindig1 kromozomlarda saptanan haplotiplerin goriilme sikliklari

35delG MUTASYONU TASIYAN KROMOZOM SAYISI
KROMOZOMLARIN TURKIYE GENELI |[DOGU KARADENIZ
HAPLOTIPLERI BOLGESI
2-6-4 2 (%9.52) 9 (%34.5)
2-5-4 8 (%38.1) 4 (%16.7)
3-5-4 5 (%23.8) 6 (%23.1)
3-5-2 2 (%9.52) 1 (%3.8)
3-4-4 1 (%4.8) - (%0)
2-5-1 1 (%4.8) - (%0)
3-1-1 1 (%4.8) - (%0)
1-5-4 1 (%4.8) - (%0)
3-6-4 - (%0) 2 (%7.7)
2-1-4 - (%0) 1 (%3.8)
2-3-4 - (%0) 2 (%7.7)
2-3-2 - (%0) 1 (%3.8)
TOPLAM 21 26

4.8. Dogu Karadeniz Bolgesi Kontrol Populasyonundaki Tasiyica Bireylerin Mutant

Kromozomlarinda 2-6-4 Haplotipinin Analizi

Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki kontrol populasyonunda (isitme kaybi
goriilmeyen, en az ii¢ nesil boyunca bu bolgede yasamakta olan ve birbirleriyle
akrabalifi olmayan bireyler), 35delG mutasyonu tasinan kromozomlarda 2-6-4
haplotipinin goriilme sikhifina bakmak amaciyla, 50 kiside (100 kromozom) 35delG
mutasyonu taramasi yapilmiustir. Dogu Karadeniz Bolgesi kontrol populasyonunda

taranan 100 kromozom i¢inde 35delG mutasyonunu tasityan kromozom saptanamamigtir.

4.9. 2-6-4 Haplotipinin Goriilme Sikhiginin, Dogu Karadeniz Bélgesi’ndeki Saghklh

ve Mutant Kromozomlar Arasinda Karsilagtiriimasi

Dogu Karadeniz Bolgesi igin, 2-6-4 haplotipinin atasal haplotip oldugunun

desteklenmesi amaciyla, bu haplotipin Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki saghklh
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kromozomlardaki goriilme siklifi ile 35delG mutasyonu tastyan kromozomlardaki
goriilme siklig1 kargilagtinlmugtir. Saghkl kromozomlarda 2-6-4 haplotipinin goriilme
sikhgini belirlemek i¢in, ¢alisilan bireylerin anne ve babalarina ulasmak gerekmektedir.
Ancak bu sekilde, allellerin kromozom {izerindeki dizilimleri tespit edilerek haplotipler
olugturulabilir. Saglikli bireylerin ebeveynlerine ulagmanin imkansizlif1 nedeniyle;
Dogu Karadeniz Bélgesi’nde 35delG mutasyonu ile beraber kalitildi§ini diistindiigiimiiz
6 no’lu allelin frekansi Dogu Karadeniz kékenli kontrol populasyonunda hesaplanmis
(%14.3) ve tim 6 no’lu alleli bulunduran kromozomlarin 2-6-4 haplotipli oldugu
varsayilmustir. (Caligmalarimiz sirasinda 6 no’lu allel, Dogu Karadeniz Bélgesi’ndeki
saglikli kromozomlarin aksine, 35delG mutasyonu tastyan kromozomlarda sik goriilmiis,
mutasyon ile birlikteligi arasinda anlamh bir iliski oldugu diisiiniilmiistir. Bunun
yanmisira, tiim ailelere ait aile agacglann incelendiginde; D13S141’in 2 no’lu, ve
D13S143’{in 4 no’lu allelleri mutant ve saglikh tiim kromozomlarda ¢ok sik goriiliirken,
D13S175’¢ ait 6 no’lu allel 6zellikle 35delG mutasyonunun tasindig: kromozomlarda stk

goriilmiistiir).

2-6-4 haplotipinin; Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki saglikli kromozomlardaki
goriilme siklig1 (%14.3) ile 35delG mutasyonu tasiyan kromozomlardaki goriilme siklig
(%39.13) y* Testi (2x2) kullamlarak karsilastirilmis ve aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (x°.=7.46 / df =1/ p<0,01).

Orta Dogu’dan kdken alip Neolitik populasyonlarin gogleriyle iki ayn rota
izleyerek Avrupa’ya yayildig: diisiiniilen 35delG mutasyonu, ikinci rotayi takiben Tuna
ve Ren vadileri ile Kuzey Avrupa’ya dogru ilerlerken, populasyonumuz gen havuzuna
2-6-4 atasal haplotipli kromozomlar ile Dogu Karadeniz Bolgesinden girmis olabilir.
Calismalarimiz  sonucunda 35delG  mutasyonunun; Tiirkiye genelindeki diger
bolgelerden farkli olarak, Dogu Karadeniz Bélgesi’nde 2-6-4 haplotipli kromozomlarda
tasindif1, dolayist ile bu bolgede mutasyonun tasindigt atasal kromozomlarm

haplotipinin 2-6-4 oldugu sonucuna varilnustir.
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TARTISMA

Isitme kayby, i¢ kulakta goriilen hatalarin en sik rastlanani olmakla beraber,
gelismis iilkelerde igitme kayiplarinin yaklasik olarak %60°1 genetik bir nedene bagh
olarak meydana gelmektedir (2). Prelingual nonsendromik (izole form) isitme
kayiplari; sik kargilagilan kalitsal sensor hatalardan olup, otozomal resesif kalitim
gosteren formlart (DFNB), isitme kayiplarinmn yaklasik %80’inden sorumludur (4).
Nonsendromik isitme kaybina neden olan genler iginde en 6nemli yeri, DFNBI

lokusunda sorumlu gen olan “Connexin 26” (GJB2 / Cx26) tutmaktadir (4,12).

Bu gendeki mutasyonlarin, resesif kalitilan prelingual isitme kayiplarmin
yaklasik %50’sinden sorumlu oldugu gdsterilmistir (8). Su ana kadar Cx26 proteinini
kodlayan bu gende 93 mutasyon tanimlanmis olup arka arkaya gelen 6 guanin
bazindan birinin delesyonu sonucunda olusan 35delG (30delG) mutasyonu, en sik
rastlanan mutasyondur (6,9). Cx26 mutant allellerinin %82’sinde bulunan 35delG
mutasyonu, otozomal resesif kalitim gosteren ailelerde ve sporadik vakalarda genetik

nedene bagh isitme kaybinin temel etkeni olarak gosterilmistir (10).

Ik yapilan ¢aligmalar sonucunda, Akdeniz ¢evresi, Kuzey Avrupa ve Kuzey
Amerika kokenli, otozomal resesif kalitilan isitme kaybi olgularinin yaklagik yarisi
bu mutasyona bagli olarak ortaya ¢iktigindan; 35delG populasyonlar arasinda sik
tekrarlayan (“recurrent”) bir mutasyon olarak kabul edilmistir (4,12). Fakat ilerleyen
zamanlarda cografi, etnik ve kiiltiirel agidan farkli populasyonlar arasinda, 35delG
mutasyonu tasiyici frekansinda goriilen degisiklikler, bu mutasyonun ok eski
donemlerde olusan, ortak bir atadan tiireyen atasal (“founder”’) bir mutasyon oldugu

diistincesini ortaya gikarmistir (10).

35delG mutasyonunun iilkeler arasindaki tasiyict frekansi degerleri ve
hesaplanan yasi, onun Avrupa, Akdeniz Bolgesi ve Ingiltere’ye yayihs1 hakkinda
birtakim ipuglar1 vermektedir. Mutasyonun Orta Dogu’dan koken aldif1 ve Neolitik
populasyonlarin  gogleriyle iki ayn rota izleyerek Avrupa’ya yayildig

disiiniilmektedir. Buna gore birinci rota Akdeniz kiyilarim takiben Italya ve Ispanya,
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ikinci rota ise Tuna ve Ren vadileri ile Kuzey Avrupa olmakla beraber gégler

sonucunda Avrupa’dan Amerika’ya dogru ilerlemistir (13).

Tiirkiye cografi konumu nedeniyle bu iki mutasyon go¢ rotasmin da {izerinde
yer almaktadir. Orta Dogu’nun basli bagma biiyiik tilkelerinden biri olan Tiirkiye;
Asya ve Avrupa arasinda koprii gérevi gérmesi nedeniyle, tarih 6ncesi zamanlarda
etnik, wrksal ve kiiltiirel agidan birgok farkli populasyonu biinyesinde barmdirmis ve
Cin’i Bat1’ya baglayan eski bir ticaret yolu olan Ipek Yolu’nun iizerinde yer almistir
(42,43). Bu nedenle, genetik heterojenitenin goruldugit {ilkemizin, 35delG
mutasyonunun populasyonlarin gen havuzlarina katilmasinda 6nemli bir rol oynadigi

diistiniilebilir.

Populasyonlarda, ortak atadan bahsetmek, ancak populasyonlar arasinda
yapilan haplotip analizi g¢aligmalar1 sonucunda ortak haplotipin tespit edilmesiyle
miimkiindiir (13). Ortak haplotipin bulunmasi, mutasyon ile komsu polimorfizmlerin
birlikte kahitildigim1 gostermektedir. Haplotip analizi ile gene yakin veya gen ici
polimorfik  belirleyiciler kullanilarak mutant ve normal kromozomlar
tiplendirilmektedir (40). Kullanilan polimorfik belirleyici ve hastalik lokusu birbirine
ne kadar yakinsa, rekombinasyon olasilig1 o kadar kiigiiktiir ki, bu da ortak haplotipin

ortaya ¢ikarilmasinda 6nemlidir (44).

35delG mutasyonunun ¢ok eski donemde olusmus bir mutasyon olmasi
nedeniyle, ortak haplotip ancak ¢ok dar bir kromozom araliginda
gézlenebileceginden, yapilan haplotip analizi ¢alismalarinda mutasyon bolgesine en
yakin polimorfik belirleyiciler kullamlmalhidir (13,14). Nitekim, Belgika, Ingiltere ve
Amerika’daki beyaz irkta yapilan haplotip analizi ¢aligmalarinda, {i¢ populasyon
arasinda, 76 kb.’lik bir bolgede ortak haplotip gézlenmis, mutasyon bolgesine 731bg.
uzaklikta bulunan bir SNP ile mutasyonun birlikteligi arasinda anlamli bir iligki
bulunarak, mutasyonun atasal bir orijini olabilecegi yoniinde ilk kesin kanitlar elde
edilmistir (13). Haplotip analizi ¢alismamizda, SNP polimorfik belirleyicilerinin
calisiimasindaki zorluklar nedeniyle, Cx26 gen bolgesine en yakin D13S5141,
D13S175 ve D13S143 (CA)n polimorfik belirleyicileri kullaniimigtir. Belirleyicilerin
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35delG mutasyon bolgesine uzakliklart sirasiyla 39.204bg., 84.718bg., ve
1.510.295b¢.’dir. Tiirkiye populasyonunda akraba evliligi oranmin yiiksek oldugu
(%20-25) (45) disiiniilecek olursa, mutasyon bolgesini gevreleyen 1.471.091bg.’lik
bir bolgede de ortak haplotip gozlemek miimkiindiir.

Yapmis oldugumuz 6n g¢aliymamizda; en az i¢c kusak boyunca Dogu
Karadeniz Bolgesi’nin Trabzon ilinde yasamakta olan iki genis ailemizde, 35delG
mutasyonunun tagindigi kromozomlarda saptanan 2-6-4 haplotipi, ortak haplotip
olarak tespit edilmistir. Dogu Karadeniz Bolgesi (Trabzon ili ve ¢evresi), 35delG
mutasyonunun gé¢ rotast Uzerinde yer aldigindan, bu mutasyonun Tiirkiye
populasyonuna katildigi bolgelerden biri olma ihtimali yliksektir. Bu nedenle
planladigimiz bu c¢alismamizda; 35delG mutasyonunun tasindifi kromozomlarda
saptanan 2-6-4 haplotipinin, Dogu Karadeniz Bolgesi igin atasal haplotip olma

ozelligi aragtiritmistir.

Yiizyillar boyunca onemli bir liman kenti ve ticaret merkezi olma niteligini
koruyan, 35delG mutasyonu ikinci go¢ rotasinin tizerinde yer alan Dogu Karadeniz
Bolgesinin Trabzon ili, M.0O.7. yiizyilda kurulmus olup, aym yiizyilda sirastyla Iyon
kokenli Miletostular, Kafkasya’dan gelen Kimmerler ve Iskitlerin akinina ugramustir.
M.0.6. yiizyilda ise Perslerin egemenligine giren Trabzon M.O. 280 yilinda Pontus
devleti smirlan iginde kalmustir. M.O 66 yilinda Roma yonetimine girmis, 276
yilinda Dogu Karadeniz Bolgesi’ne akinlar yapan Gotlarin saldirisina ugramis ve 395
yilinda Roma/Bizans Imparatorlugu’na dahil edilmigtir. Miisliman Araplar 8.
yiizyilin baglarindan itibaren Dogu Karadeniz Bolgesi ve Trabzon’a go¢ etmiglerdir.
1297-1330 yillar1 arasinda ise italya’dan gelen denizciler Trabzon ydnetimini ellerine
gecirmislerdir. Birinci Diinya Savasi’nda Ruslar tarafindan iggal edilen kent 1918
yilinda Tiirkiye sinirlarina dahil edilmistir (46). Biitlin bu tarih siireci boyunca birgok
populasyonun dis goglerine maruz kalan ve ¢ok eski bir yerlesim bolgesi olan
Trabzon, yaklagik olarak 500 jenerasyon 6nce olusmus bir mutasyon olan 35delG’nin
populasyonumuz gen havuzuna katildifi bolgelerden biri olma olasihigim

tagimaktadir.
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Iki genis Dogu Karadeniz kokenli ailemize ek olarak, en az ii¢ kusak boyunca
Dogu Karadeniz Bolgesi’nde (Trabzon & Rize) yasamus olduklar: bilinen 8 hasta,
Cx26 gen bolgesine en yakin D13S141, DI3S175 ve D13S143 polimorfik
belirleyicileri  kullanilarak haplotip analizine alinmugtir. Haplotip  analizi
caligmalarimiz sonucunda, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 35delG mutasyonu tasiyan
kromozomlarda, 2-6-4 haplotipinin goriilme sikligi %39.13 olarak hesaplanmigtir.
Tiirkiye genelinde, Dogu Karadeniz Bolgesi disinda farkli kdkenlerden gelmis olan,
35delG mutasyonunu homozigot veya heterozigot formda tasiyan hastalarin mutant
kromozomlarinda da, 2-6-4 haplotipinin durumu analiz edildiginde; Dogu Karadeniz
Bolgesi igin atasal haplotip oldugunu disiindiigimiiz 2-6-4 haplotipi, 35delG
mutasyonu tasiyan 21 kromozomdan sadece ikisinde saptanmistir. Hastalarin aile
sorgulamasinda kokenlerinin Dogu Karadeniz Bolgesine dayanmadigi tespit
edilmistir. Tiirkiye geneline bakildiginda, 13 hastanin 35delG mutasyonu tagiyan

kromozomlarinda, 2-6-4 haplotipinin goriilme siklif1 %9.52 olarak saptanmugtir.

35delG mutasyonu tasiyan kromozomlarda; Dogu Karadeniz Bolgesi i¢in
atasal haplotip oldugunu diistindiiglimiiz 2-6-4 haplotipinin, Tiirkiye genelindeki
goriilme sikhig1 (%9.52) ile Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki goriilme sikhigi (%39.13 )
x> Testi (2x2) kullanlarak karsilastirilmis ve aralarndaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. (x2=5.13/ df=1/ p=0.023). 35delG mutasyonunun tasindig
kromozomlarda saptanan tim haplotiplerin goriilme sikliklar, Tiirkiye geneli ile
Dogu Karadeniz Bolgesi arasinda karsilastirildifinda da; 2-6-4 disindaki diger
haplotiplerin her iki grup yoniinden mutant kromozomlardaki goriilme sikliklar
arasinda belirgin bir fark saptanamazken, 2-6-4 haplotipinde istatistiksel olarak

anlamlt bir fark ortaya ¢ikmustir (y*=4.1/ df.=1/ p=0.04).

Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde, 35delG mutasyonu tasiyan 2-6-4 haplotipli
kromozomlar i¢in Tiirkiye genelinin aksine saptanmus olan bu yiiksek deger
(%39.13) ve sagliklh kromozomlar ile 35delG mutasyonunun tasindif:
kromozomlarda 2-6-4 haplotipinin goriilme sikliklar1 arasinda gdzlenen anlamli
farklilik (y°=7.46/ df.=1/ p<0,01), bize mutasyonun Dogu Karadeniz Bolgesi’ne 2-6-
4 haplotipli kromozomlar ile katildigint kanitlamus, bélgeye ve o bolgede yasayan
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populasyona Ozgiil bir profil ortaya ¢ikarmustir. 35delG mutasyonu, Tiirkiye
populasyonu gen havuzuna Dogu Karadeniz Bélgesi’nden atasal 2-6-4 haplotipli
kromozomlar ile girdikten sonra, zamanla {ilkemizin diger bolgelerine kaymis ve
uzun yillar siirecinde birgok farkli etnik koékenlerin populasyonumuza dahil
olmasiyla Tiirkiye genelindeki mutant kromozomlarda 2-6-4 haplotipinin gériilme

siklig1 diigmiistiir.

Tiirkiye, Dogu Karadeniz Bolgesi disinda, Akdeniz Bolgesi ile birinci
mutasyon gé¢ rotasinin da iizerinde yer almaktadir. Bu bize, 2-6-4 haplotipi disinda
Tiirkiye genelinde 35delG mutasyonunun tagindifn kromozomlarda goriilen diger
haplotiplerin, farkli atalar ile Akdeniz kiyilarindan populasyonumuza dahil
edilebilecegini diisiindirmektedir. Bu olasilifin kesinlik kazanmasi ancak farkli
haplotipli kromozomlar: tasiyan bireylerin  kokenlerinin detayli olarak
arastiriimasiyla miimkiin olacaktir. Bunun yanisira, 35delG mutasyonunun yaklastk
500 kusak Once meydana gelen bir mutasyon oldugu disiinillecek olursa,
populasyonumuza 2-6-4 haplotipli kromozomlarla girdikten sonra, 10.000 yillik bir
zaman siireci igerisinde rekombinasyonlarla haplotipin degismis olma olastlig:
g6zoniinde bulundurulmalidir. Mutant kromozomlarda goriilen 2-6-4 haplotipi
digindaki haplotiplerin, 3-6-4, 2-5-4 gibi benzer haplotipler olmas1 bu olasilif: da
kuvvetlendirmektedir. Tiirkiye genelinde 35delG mutasyonu tasiyan kromozomlarda
goriilen haplotiplerin ¢ok gesitli olmasin bir baska olasi nedeni de; mutasyon
olustuktan sonraki bu uzun zaman siireci icerisinde, populasyona o6zgiil olarak
35delG’nin farkli haplotiplerle yeniden olusmas: olabilir. Fakat 2-6-4 haplotipi,
Tiirkiye populasyonunda her ne kadar farkl: haplotipler arasinda diliie olmus da olsa,
Dogu Karadeniz Bolgesi'ne 6zgiill olarak 35delG mutasyonunun tasindigi
kromozomlarda gézlenmektedir. Bu da bize 2-6-4 haplotipinin Tirkiye i¢in cografi
kokeninin Dogu Karadeniz Bolgesi oldugunu, populasyonumuz gen havuzuna bu

bolgeden atasal bir etki ile girdigini gdstermektedir.

Tiirkiye genelinde, 35delG mutasyonunun tasindigi kromozomlarda goriilen
diger haplotipler, saglikhh kromozomlarda sik olarak goriiliirken, 2-6-4 haplotipinin

Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki 35delG  mutasyonu tagimayan saglikh
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kromozomlarda diisiik frekansta goriilmesi, bunun yanisira ¢alistiimiz hastalar
arasinda 35delG disindaki farkli mutasyonlar tasiyan kromozomlarda da
goriilmemesi, Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde 35delG mutasyonunun tasindif: atasal

kromozomlarin haplotipinin 2-6-4 oldugunun kanitidir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki kontrol populasyonunda (isitme kayb:
goriilmeyen), 35delG mutasyonu taginan kromozomlarda 2-6-4 haplotipinin goriilme
sikligima bakmak amaciyla; kokenleri en az i kusak boyunca Dogu Karadeniz
Bolgesine dayanan 50 bireyde 35delG mutasyonu tasryici frekans: hesaplanmus,
yapilan mutasyon analizleri sonucunda tasiyici birey saptanamamistir. Daha 6nce
yapilan ii¢ ayn g¢aligmada, Tirkiye igin 35delG mutasyonu tasiyici frekanslan
hesaplanmis, %0.8 (47) , %2.7 (14) ve %1.8 (11) oranlarinda tasiyict frekansi
degerleri elde edilmistir. Dogu Karadeniz Bolgesi i¢in inceledigimiz birey sayist 50
kisiyle simirli kaldigindan, %0.8’lik en diisiik tasiyic1 frekans: degerini gézoniine
aldizimizda bile bir tagiyict birey saptayabilmemiz i¢in en az 120 birey ¢alismamiz
gerekirdi. Dogu Karadeniz Bolgesi icin hesaplamis oldugumuz 35delG mutasyonu
tagiyic1 frekansi degerinin, Wollnik ve grubu tarafindan Tiirkiye populasyonu i¢in
hesaplanmis olan %0.8’lik degere yakin oldugu disiiniildiigiinde, Dogu Karadeniz
Bolgesi igin hesaplanan tasiyici frekansi degerinin Tiirkiye i¢in hesaplanan degerle
yaklasik olarak aym ¢ikmasi normaldir. Mutasyonun ¢ok eski bir mutasyon oldugu
diistiniilecek olursa, gergeklesen i¢ ve dis gogler, mutasyonun bolgeye ilk girdigi
zamanki tasiyici frekanst degerini bu uzun zaman periyodunda biiyiik oranda
diigiirecektir. Bununla beraber, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde sanayi; daha ¢ok tarim,
ormancilik ve balikgihga dayanmaktadir. Bolge sanayi kuruluslan agisindan kisitl
oldugundan, Tiirkiye’nin baska bolgelerine go¢ oram fazladir. Bunun yamisira, son
yillarda isitme engelliler i¢in kurulmus olan okullar, genellikle Ankara gibi
Tiirkiye nin merkez illerinde bulundugundan, isitme engelli ¢gocuklari olan ailelerin
okullarin bulundugu illere yerlesmeyi tercih ettikleri de unutulmamalidir. Bu
olasiiklar g6zoniinde bulunduruldugunda, Dogu Karadeniz Boélgesi igin hesaplanan
35delG mutasyonu tagiyici frekans: degerinin, Tiirkiye i¢in daha o6nce hesaplanmis

olan %0.8’lik degerin iistiine ¢ikmamasi beklenilendir.



52

Orta Asya’h Tiirk populasyonlarina (Tiirkiler) ait 35delG mutasyonu frekansi
hesaplamalar1 sonucunda, Tiirkiye populasyonu i¢in hesaplanan degere yakin tasiyici
frekanslar1 (%0.5-1.8) elde edilmistir (48). 2002 yilinda yapilan bir baska ¢alismada
ise, Tiirkiye’ye komsu iilkelerden biri olan ve bircok farkli etnik populasyondan
olusan Iran’da da %1 oraminda 35delG mutasyonu tasiyici frekansi hesaplanmistir
(49). Bu bize; ¢ok eski bir mutasyon olan 35delG’nin olustuktan sonra, genetik
kayma ile birbirine komsu olan populasyonlarin gen havuzlarina katildigim ve
cografi konumu birbirine yakin olan populasyonlar arasinda benzer tastyici frekansi

degerleri olustugunu gostermektedir.

35delG mutasyonu rekombinasyonlarm ve mutasyonlarin olugma olasilig
yiiksek bir bolgede yer almasma ragmen, tekrarlayan bir mutasyon oldugu ile ilgili
kesin kanitlar1 elde etmek miimkiin olmamaktadir. Bunun yanisira, ayn1 mutasyon
bir populasyonun gen havuzuna atasal bir etkiyle katilirken bagka bir populasyona
tamamen bagimsiz olarak katilabilir. Bu nedenle birbirlerinden cografi, dini, ve diger
nedenlerle ayr1 olan populasyonlarda aym mutasyonun farkli haplotipli
kromozomlarda goriilmesi mutasyonun tekrarlayan bir mutasyon oldugunu her
zaman kanitlamaz. Hatta bizim populasyonumuz gibi farkli etnik kokenleri
barindiran bir populasyonda, ayn1 mutasyon, atasal etkinin yaninda zaman siirecinde
kendiliginden de ortaya ¢ikmis olabilir. Nitekim, 35delG’nin Dogu Karadeniz
Bolgesi’'nde (Trabzon ve Rize g¢evresi) 2-6-4 haplotipli kromozomlarda taginirken,
Tirkiye genelinde farkl: haplotipli kromozomlarda tasinmasi yukarda ifade edilen
goriigiimiizii desteklemektedir. 1999 yilinda Glaser ve arkadaslarinin ailesel
hiperinsiilinemi hastalarinda SUR 1 (sulfonil iire resept6rii) mutasyonlar i¢in yapmis
olduklar: haplotip analizi ¢aligmalarinda da sik goriilen 3992-9g—a mutasyonunun 9
farkli intergenik haplotiple iligkili oldugu ve Yahudi hastalarda tek bir atasal
mutasyondan koken almasina ragmen Yahudi olmayan hastalarda bu mutasyonun
bagimsiz olarak olustugu gosterilmistir (44). Ayrica, populasyonlar arasinda 35delG
mutasyonu igin benzer tasiyici frekanslarmin goriilmemesi bu mutasyonun sik
tekrarlayan bir mutasyon olmas: olasiligmi azaltirken, atasal mutasyon oldugu

yoniindeki goriisleri kuvvetlendirmektedir.
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Populasyonlarda yapilacak olan haplotip analizi ¢alismalari ile mutant ve
normal kromozomlarin polimorfik belirleyicilerle tiplendirilmesi 35delG
mutasyonunun kokeni hakkinda yeni ipuglart saglayacaktir. Bu nedenle, ileri
dénemde yapmamiz gereken, Dogu Karadeniz Bolgesi icin atasal 2-6-4 haplotipinin,
ikinci gog rotasi tizerinde yer alan diger populasyonlarin 35delG mutasyonu tagiyan
kromozomlarindaki durumunun belirlenmesi olacaktir. 2-6-4 haplotipinin ¢alisilan
populasyonlarin mutant kromozomlarinda da gozlenmesi durumunda, 35delG
mutasyonunun atasal niteliginin oldugu yo6niinde yeni bir kanit daha elde edilmis

olacaktir.
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SONUCLAR

D13S141, D13S175 ve D13S143 polimorfik belirleyicileri kullanilarak yapilan
haplotip analizleri sonucunda; birbirleriyle akrabalik iligkisi olmayan iki genis
Trabzon kokenli ailemizde, 35delG mutasyonunun tasimndigi kromozomlarda

saptanan 2-6-4 haplotipi, ortak haplotip olarak tespit edildi.

Trabzon kokenli iki ailemize ek olarak, en az ti¢ kusak boyunca Dogu Karadeniz
Bolgesi'nde (Trabzon ve Rize) yasamis olduklart bilinen 8 hastanin 35delG
mutasyonu tastyan kromozomlarinda 2-6-4 haplotipinin durumu analiz edildi.

Calisilan 16 mutant kromozomdan ikisinde, 2-6-4 haplotipi saptandi.

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 35delG mutasyonu tagiyan kromozomlarda, 2-6-4
haplotipinin goriilme siklig1 %39.13 olarak hesapland.

Tiirkiye genelinde, Dogu Karadeniz Bolgesi disinda farkli kokenlerden gelmis
olan, 35delG mutasyonunu homozigot veya heterozigot olarak tasiyan 13
hastanin mutant kromozomlarinda, 2-6-4 haplotipinin durumu analiz edildi.

Incelenen 21 mutant kromozomdan ikisinde, 2-6-4 haplotipi saptandi.

Tiirkiye genelinde 35delG mutasyonu tasiyan kromozomlarda, 2-6-4 haplotipinin
goriilme siklig1 %9.52 olarak hesaplandi.

35delG mutasyonu tasiyan kromozomlarda 2-6-4 haplotipinin, Tiirkiye
genelindeki goriilme siklig1 (%9.52) ile Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki goriilme
sikhg (%39.13) y* testi kullamlarak karsilastinldt ve aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu. (>=5.13 / df.=1/ p=0.023).
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35delG mutasyonunun tasindigr kromozomlarda saptanan tiim haplotiplerin
goriilme sikliklan, Tirkiye geneli ve Dogu Karadeniz Bolgesi arasinda y” testi
kullanilarak karsilagtirildi. 2-6-4 disindaki diger haplotiplerin her iki grup
yoniinden mutant kromozomlardaki goriilme sikliklar1 arasinda belirgin bir fark
saptanamazken, 2-6-4 haplotipinde istatistiksel olarak anlamh bir fark ortaya
¢ikt1 (y’=4.1/ df.=1/ p=0.04).

2-6-4’tn, Dogu Karadeniz Bolgesi i¢in, 35delG mutasyonu tasiyan
kromozomlarda goriilen atasal haplotip oldugunun kanitlanmasi amaciyla, Dogu
Karadeniz Bélgesi’'ndeki 35delG mutasyonu tagimayan saglikli kromozomlardaki

goriilme sikhi1 hesaplandi. Yaklagik %14.3 oraninda deger elde edildi.

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde, 2-6-4 haplotipinin saglikli kromozomlardaki
gorilme sikligi (~%14.3) ile 35delG mutasyonu tasiyan kromozomlardaki
goriilme sikhif1 (%39.13) Xz Testi (2x2) kullanilarak karsilastirildi ve aralarmda
istatistiksel olarak anlamh bir fark bulundu (y’=7.46 / df=1/ p<0.01). 2-6-4
haplotipinin sadece 35delG mutasyonu tasiyan kromozomlarda gorildiigi
dolayisi1 ile Dogu Karadeniz Bolgesi'nde bu mutasyonun tasindigi atasal

kromozomlarin haplotipinin 2-6-4 oldugu kanitlandz.

Dogu Karadeniz Bolgesi’'ndeki kontrol populasyonunda (isitme kaybi
goriilmeyen), 35delG mutasyonu tasmnan kromozomlarda 2-6-4 haplotipinin
gorilme sikligina bakmak amaciyla, kokenleri Dogu Karadeniz Bolgesi’ne
dayanan 50 bireyde 35delG mutasyonu taramasi yapildi ve tasiyici birey

saptanmada.
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