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OZET

GENETIK iSITME KAYIPLARINA NEDEN OLAN
CONNEXIN 26 (GJB2) GENINDEKiI MUTASYONLARIN
NANOCHIP- MiKRODIZiN YONTEMI iLE BOLGESEL

ARASTIRILMASI

Bir gap junction proteinini kodlayan GJB2 gen bolgesindeki mutasyonlar tiim
diinyada non sendromik otozomal resesif sagirligin 6nemli bir kismini olusturmaktadir.
Dogu Anadolu Bolgesinden segilen birden fazla isitme kayipli ¢ocuga sahip ailelerde,
otozomal resesif igitme kaybi1 olan 56 probandin GJB2 ekzon 2, IVS 1+1 G>A,
mitokondrial A1555G degisimleri arastirildi. Ilk olarak 56 proband ve ailelerine
calisilacak bolgelerdeki degisimlerin tespiti i¢cin mikrodizin analizi yapildi. Mutasyon
goriilmeyen ve birlesik heterozigot olgular i¢in DNA dizi analizi yontemi uygulandi.
Tim GJB2 mutasyonlar1 arasinda en sik allel frekansi 35delG (%13.4) de bulundu.
Diger saptanan mutasyonlarin allel frekanslar1 delE120 (%4.5), W24X (%1.8), R184P
(%0.9) dir.

Olgu gurubunda, 2 olguda daha 6nce literatiirde tanimlanmayan (%2.7)’lik allel
frekansi ile 327-328delGGinsA mutasyonu belirlendi. Ayrica V271 (9%0.9) ve V1531

(%1.8) polimorfizmleri belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Otozomal resesif sagirlik, Connexin 26, mtA1555G, Dogu
Anadolu, Mikrodizin, DNA dizi analizi
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ABSTRACT

EVALUATION OF MUTATIONS IN THE CONNEXIN 26(GJB2) GENE
CAUSING GENETIC HEARING DEFICIENCY BY MICROARRAY-
NANOCHIP METHOD; REGIONAL INVESTIGATION

Mutations at the GJB2 region that encodes one of the gap junction protein covers
high partion of non syndromic deafness in the world. Enrolled families for the study
whose at least one proband has deafness have been examined for GJ/B2 exon 2, IVS 1+1
G>A and mt A1555G. Initially, choosen probands and their families were searched for
the SNPs by microarray method. The samples which have no SNP got diverted to DNA
sequence analysis. The most frequent mutated allele was 35delG (%13.4). Other allels
apparence was as follow delE120 (%4.5), W24X (%1.8), R184P (%0.9).

Our work’s contribution was to find out GJB2 gene mutation of 327-328
delGGinsA (%2.7), which has not been come across in the literaturate. Moreover, two
polymorphisms V271 (9%0.9) and V1531 (%1.8) have been maintained by the sequence

analysis.

Key Words: Non-syndromic deafness, Connexin 26, mtA1555G, East of
Turkey, Microarray, DNA sequence



GIiRiS ve AMAC

[sitme kayb1 diinya da ve Tiirkiye’de en yaygm goriilen duyusal bozukluktur.'
Diinyada her 1000 ¢ocuktan 1 yada 2’sinde konjenital isitme kaybi1 goriiliirken yetmis
milyondan fazla insanin da isitme kaybindan etkilendigi bilinmektedir.” Isitme kaybi1
yenidoganda dil kazanimini ve egitiminin ilerlemesini, ¢ocukluk ve yetiskin donemde

ise kisilerin sosyal ve is yasamlarini ciddi sekilde etkilemektedir.

Isitme kayb1 klinik ve genetik agidan heterojen bir yap1 gosterir. Isitme kaybinin
cok sayida sebebi vardir. Genetik ve cevresel sebeplerin katkisi olabilecegi gibi genetik
ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynayabilecegi durumlarda sdz konusudur. Isitme
kaybma endiistrilesmemis {ilkelerde cevresel sebepler daha ¢ok katkida bulunurken,

gelismis tilkelerde genetik faktorler katkida bulunur.

Sagirligin epidemiyolojik arastirmalar1 gostermistir ki; cocukluk cagi sagirhigma
genetigin katkis1 %50 dir. Ciinkii bu arastirmalar da kisilerin 6nemli bir kisminda sebep
belirlenememistir. Son molekiiler ¢aligsmalar, sagirligin bilinmeyen sebepleri grubunda

genetik sebeplerin yaygin ve heterojen oldugunu gostermektedir.

Sesin taninmasi ve iletiminin hayatimizdaki roliinii disiindii§limiizde insan
genomunda 130°dan fazla lokus ve 54 otozomal dominant, 67 otozomal resesif, sekiz
X’e bagli, bir Y kromozomuna bagl ve iki mitokondrial genin belki de daha fazlasinin
isitme sistemi i¢in gerekli oldugu bugiin artik bilinmektedir.” isitme kaybi basit olarak
iletim, sensorindral veya ikisinin birlesimi; sendromik veya sendromik olmayan;
prelingual ve postlingual olarak siniflandirilabilir. Sendromik ve sendromik olmayan
grupta, klasik Mendel kalitim tiplerinden biri veya mitokondriyal kalitim sekli
goriilmektedir. Sendromik olmayan isitme kaybi genetik isitme kaybmin %70’ini
olusturur. Sendromik olmayan isitme kaybina neden olan genler iginde onemli yeri,
DFNBI lokusunda yer alan “Connexin 26” (GJB2/Cx26) tutmaktadir. Isitme kaybr ile
ilgili gen tanimlanmasi ve mutasyon taramasi konusunda en 6nemli adim 1997°de
Kelsell’in GJB2 genini bulmasi ile atilmistir. “Gap Junction” kanallarinin olusumundan
sorumlu olan “Connexin 26” proteinini kodlayan bu gendeki mutasyonlarin, resesif
kalitilan prelingual sendromik olmayan isitme kayiplarinin yaklasik %50’sinden

sorumlu oldugu gosterilmistir.*



Genel olarak isitme bozuklugu ile iligkili oldugu bilinen genlerin bir toplumdaki
sikligmin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bir¢cok sagir kisi ve aileleri sagirliklarinin
sebebini bilmeyi ister, Ozellikle de genetik olup olmadiginin belirlenmesini ister.
Genetik teshisler, dogru genetik danigsmanlik ve aile planlamasina izin verir. Akrabalar
icin tasiyict testleri ve cevresel risk faktorleri hakkinda gerekli bilgiyi saglarlar.
(6rnegin, mtDNA 12S rRNA genindeki A1555G mutasyonlu kisilerde aminoglikozid
antibiyotiklerinin kullanimi) Buna ek olarak prenatal donemde yapilacak molekiiler tani
testlerine zemin hazirlanmasi, koklear implant ve gelecekte gen terapisi gibi terapilerin

basariya ulasmasi ve planlamasmimn yapilmas igin de énemlidir.’

Diinyada bir¢ok laboratuar ve merkez isitme kaybinin genetik haritasini
tamamlamak i¢in ugras vermektedirler. Bu caligmalar isitme kaybi1 i¢in genetik tarama
programlarinin yapilmasini saglayarak hastaligin daha erken teshisine yardimci olmaya
yoneliktir. Tiirk toplumunda isitme kaybinin genetik etyolojisinin aydinlatilmasina
yonelik yapilan calismalar sonucunda LHFPLS, ESSRB, LRTOMT (DFNB63), FGF3

genleri Tiirk bilim adamlar1 tarafindan tanimlanmstir.

Bu tez calismasinin amaci, otozomal resesif non sendromik isitme kaybi ile
iligkili oldugu bilinen GJB2 ve mtDNA 12S rRNA gen bdlgesi degisimlerini Dogu
Anadolu bolgesinde goriilen non sendromik isitme kaybi vakalarinda arastirmaktir. Non
sendromik sagirliga yol acan genler arasinda connexin 26 proteinini kodlayan GJB2
geni ve mitokondrial 12S rRNA secilmistir. Bu genlerin baska populasyonlarda da
sagirlik lizerine biiylik Olgtide etki gosterdikleri literatiir galismalari ile tespit edilerek bu
calisma organize edilmistir. Bu calismada polimeraz zincir reaksiyonu, daha &nce
yapilan caligsmalar ile toplumda sik¢a rastlanan mutasyonlarin belirlenmesini saglayan
mikrodizin analizi ve DNA dizi analizi yontemleri kullanilip, secilen gen bdlgelerdeki

degisimler tespit edilmeye caligilmistir.



1. GENEL BILGILER
1.1. Kulagin Yapisi

[sitmenin meydana gelebilmesi igin bir ses kaynagi, ses dalgalarini ileten bir
ortam ve bunlar1 algilayan reseptor organ, kulak gereklidir. Olduk¢a karmasik bir
yapiya sahip olan insan kulagi, dis, orta ve i¢ kulak olmak f{izere ii¢ kisimdan
olugsmaktadir. Dis kulak, kulak kepgesi, kulak kanali ve kulak zarmi; orta kulak, isitme
kemiklerini; i¢ kulak ise isitme ile ilgili olan koklea ve akustik olmayan vestibular

organi tasir.’

Dis kulagin gorevi ses dalgalarmi toplayarak kulak zarina iletmektir. Havada
yayilan ses dalgalar1 kulak zarini titrestirir. Bu titresimler orta kulaktan i¢ kulaga
hareketli ii¢ kemikten olusan sistem araciligiyla iletilir. Boylece ses basing dalgalar
mekanik harekete doniistiiriiliir. Isitme sistemindeki bu kemikler; kulak zarma bagl
olan 6rs, vestibulum oval penceresine tutunmus olan ¢ekic ve Ors ile ¢ekic arasinda her
ikisiyle de temas halindeki 6zengidir. Kulak kemikleri kulak zar1 ile i¢ kulak arasinda
baglantiy1 saglarlar. Kulak zarmim yilizey alani, iizengi kemiginin taban alanindan
yaklagik 25 defa daha genistir. Buna gore, iizengi kemiginin i¢ kulak {izerine yaptigi
basing, kulak zarini titreten hava basmncindan kat kat fazladir. Boylece, kulak zarmin

hafif titresimleri, bircok kez biiyiitiilmiis olarak i¢ kulaga yansitilir.®’

I¢ kulak, temporal kemigin petroz kisminm igindeki kemik labirentten olusur.
Kemik labirent vestibuler ve isitme sistemlerinin her ikisininde bulundugu membranéz

labirenti i¢ine alir.

Semisirkiiler kanallar, vestibul ve koklea olmak {izere 3 yap1 igermektedir.
Semisirkiiler kanallar olarak adlandirilan 3 lob ve onlara bitisik yer alan utrikiil ve
saccul vestibular yapiy1 olusturmakta olup yatay ve acisal hizlanma sonucunda olusan

stv1 hareketlerine yanit vererek viicudun dengede kalmasini saglamaktadir.®’

1.1.1. Koklea ve korti orgam

I¢ kulagin isitmeden sorumlu olan kismi kokleadir. insan kokleas: 20Hz ile
20kHz arasindaki ses frekanslarini taniyabilir. Koklea 2,5 devir yapan ve isitme

reseptdrlerini tasiyan spiral bir borudur. i¢inde iki membranla ayrilmis ii¢ farkl kanal



bulunur. Kokleada 3 ekstraselliiler siv1 belirlenmistir. Endolenf, perilenf ve intrastrial
sivilar. Kanallardan skala vestibuli ve skala timpani yiiksek sodyum ve diisiik potasyum
iyonu konsantrasyonuna sahip kimyasal olarak serebrospinal siviya benzeyen perilenf
ile dolu olup, birbirinden kokleanin iigiincii kanali olan skala media ile ayrilir. Skala
media ise stria vaskularis tarafindan salgilanan endolenf sivisi ile doludur. Intrastrial

swvilar stria vaskularisteki kiigiik ekstraselliiler yiizeyleri doldurur.®

Kokleanin iistiin hassasligi, sinir impulslarma ses dalgalarmin transdiiksiyonuna
aracilik eden, endokoklear potansiyele baglidir ve sensor fonksiyonun ayakta kalmasini
saglayan oOzellesmis bir cevre gerektirir. Endolenfin igerigi intraselliiler sivilarin
icerigine benzer. Sitozolde de en fazla bulunan iyon olan K, sensor transduksiyonu i¢in
major yik saglar ve ideal yiik tasiyicisidir.” Endolenf sadece yiiksek K ve diisiik Na”
icin muhtesem bir s1v1 degil ayrica diisiik Ca™, yitksek HCOs™ konsantrasyonu ve diisiik
protein igerigiyle de oOzellikli bir sividir. Yiiksek HCOj;  konsantrasyonunun pH
ayarlanmasinda gerekli oldugu, diisik Ca™ konsantrasyonun ise kokleadaki sensor
transduksiyon i¢in énemli oldugu diisiiniilmektedir. K™ ve Ca™ birlikte tiiy hiicrelerine
girer, transduksiyon mekanizmasmin adaptasyonuna ek olarak mekano-elektriksel

akimin olusmasini saglar.7

Endolenf, sensor ve epitelyum hiicrelerini iceren yaklasik 12 farkli heterojen
yapida epitelyumla kaphdir’ (Sekil 1.1). Endolenf, skala medianmn dis duvarinda yogun

olarak bulunan vaskularize epitelyum “Stria vaskularis” tarafindan salgilanar.

Skala media bolmesini skala vestibuli den aywran zarsi yapiya Reissner
membrant adi verilir. Reissner membraninin gorevi, ses alict tily hiicrelerinin normal
fonksiyonu i¢in gerekli siviy1 skala media i¢inde tutmaktir. Baziller membran ise skala
media ile skala timpaniyi ayirmaktadir. Endolenf ile perilenf arasinda her zaman +80 ile
100 mV’luk bir elektropotansiyel fark bulunmaktadwr. Bu potansiyele endokohlear
potansiyel denir. Boylece skala medianin i¢i pozitif, dis1 negatif tutulmaktadir. Baziller
membran yukar1 hareket edince, bu potansiyel fark azalir, aksi yonde harekette ise

10, 11
artar.” %



Sekil 1.1 Koklea, korti organi ve tiiy hiicreleri (A) Salyangoz bi¢imindeki koklea. (B) Korti

organt. (C) Kokleadaki tiiy hiicreleri. Solda 3 sira halinde dis tiiy hiicresi, sagda bir sira ig tily
hiicresi (D) Dis tiiy hiicrelerinin biiylitiilmiis goriintiisii, 5 wm.

Isitme reseptorii olan korti organi koklea i¢inde konumlanmistir. Korti organi
basillar membranin iist yiizeyinde yerlesen, birgok hiicreden yapilmis bir organdir ve
tektorial membran tarafindan sarilmistir. Burada duyu ve destek olmak tizere iki tip
hiicre grubu vardir. Korti organi, Claudius, Boettcher, Hensen, Deiters, Pillar ve i¢ sinir
hiicreleri denen destek hiicreleri icermektedir. Bu hiicreler tiiy hiicrelerini
desteklemektedirler. Ses iletimini saglayan duyu hiicreleri, iist ylizeylerinde bulunan
mikrovililer nedeniyle tiiy hiicreleri (hair cell) olarak isimlendirilirler. Bunlar i¢ kulagin

mekanik reseptorleridirler.”’

1.2. isitme Fizyolojisi

Isitme, basin gevresinde olusan ses dalgalarmin dis kulak, orta kulak ve i¢ kulak
araciligi ile beyin sapindan gecip korteksteki isitme merkezi tarafindan algilanmasidir.

Dis ortamdan gelen ses dalgalarinin karsilastigi ilk organ kulak kepgesidir. Kulak



kepcesi, sesleri toplamaya ve dis kulak yoluna iletmeye yarar. Ayrica yapi ozelligi
nedeniyle sesi siizme ve amplifiye etme gorevi de vardir. Kulak zar1, dis kulak yolundan
gelen ses dalgalarmi kulak kemikgikleri aracilii ile oval pencereye iletirken, bu ses
dalgalarmin yuvarlak pencereye ulagsmasini da engeller. I¢ kulaktaki kokleaya ulasan ses
dalgalar1 kokleanin perilenf s1vis1 ile dolu olan skala vestibuli bolgesinde baski dalgalar1
yaratir. Perilenfin hareketi tektoriyal membrami hareketlendirir ve bazilar membranin
titresimine neden olur. Tektoriyal membran alfa ve beta-tektorin proteinleri icerir ve
kemik spiral laminanin spiral limbusundan sensori epitel iizerinden disa dogru uzanir.
Tektoriyal membran tiily demetlerinin uzun stereosiyalar1 ile yakin iliskidedir. Baziller
membran ve korti organi yer degistirdiginde birbirlerine kopriiler yardimi ile tutunmus
kisadan uzuna siralanan stereosilyalar tektoriyal membrana ¢arpar. Bu egilme
hareketiyle tiiylerin tektoriyal membrana siirtlinmesi tily hiicresinde 200-300 adet
katyon iletici kanalin agilmasmi saglar ve yiiksek potasyum konsantrasyonu iceren
endolenf sivisindan tiiy hiicrelerine dogru pozitif yiiklii potasyum iyonlar1 akar. Bu
pozitif yiik tiiy hiicresinin depolarizasyonuna neden olur. Baziller zarin asagi dogru
hareketi ile silyalar zit yonde biikiiliir, hiicre i¢indeki Ca™ artisi, kalsiyuma duyarh
potasyum gecis yollarini agar; potasyum iyonlar1 hiicreden disar1 ¢ikarlar. Bu durum
hiicreyi normal dinlenme potansiyeline dondiiriir ve yeni bir dongii baslar. Bu sayede
tily hiicrelerinde degisken bir reseptdr potansiyeli yaratilarak hiicrenin tabani ile sinaps
yapan koklear sinir hiicreleri uyarilmis olunur. Son olarak, K iyonlar tiiy hiicrelerinden
ayrildiktan sonra korti organinin destek hiicreleri tarafindan alinir ve gap junction

aracilig1 ile endolenfe pompalanmak iizere stria vaskularise geri gonderilir.*® '?

1.2.1. Ses iletiminde tiiy hiicrelerinin rolii

Ty hiicreleri, hiicre ylizeyinden sert cubuklar seklinde tipik bir org borusu
diziliminde uzayan, ¢apraz bagli aktin iplikcikleri ile dolu ve bileteral simetrik olarak
stralanmig, 50-150 adet kinosilyumu olmayan dev mikrovillusa (sterosilya) sahiptir. Bu
tip her bir dizilimin boyutlari, olaganiistii bir dogrulukla, tiiy hiicresinin kulaktaki
yerlesimine ve yanitlamasi gereken sesin frekansina uygun olarak belirlenmistir. Tiy
demetleri ses kaynaklt mekanik uyariyr elektrik uyarisina doniistiirebilme yetenegine
sahip en etkileyici mekanik reseptorlerdir. Simetri diizlemine paralel olan tiily demetinin

en uzun stereosile dogru yer degistirmesi tiiy hiicresini depolarize, en kisa stereosile



dogru hareketi ise hiperpolarize eder. Tiiy hiicreleri stereosil demetinin bu sekilde yer

degistirmesini 10 mikro saniye gibi kisa siirede elektrik potansiyeline ¢evirebilir.”®

Isitme siireci sirasinda iki faktor rol oynar. Birincisi endolenf igindeki
potasyumun yiiksek konsantrasyonu ile perilenf i¢indeki sodyumun yiiksek
konsantrasyonu elektrik yiik farkliligmi belirler. Iyon konsantrasyonundaki bu fark stria
vaskularisin emici ve salgilayic1 aktivitesi ile diizenlenir. Ikinci ise skala timpani
icindeki sivinin hareketi baziller membranin hareketini saglar. Bu da tektorial
membrandaki uzun sterosilyalar1 hareket ettirir. Bitigik stereosiller gerildikleri zaman
katyon-secici transdiiksiyon kanallarmi agarlar. Hiicre igerisine dogru K’ iyonlarmin
gecmesine izin verirler. Tiy hiicresi -45 ile -60 mV aras1 bir dinlenme potansiyeline
sahiptir. Dinlenme potansiyelindeyken transdiiksiyon kanallarin bir kismi agiktr. Tiy
hiicresi en uzun stereosil yoniine dogru egildiginde daha fazla transdiiksiyon kanal agilir
ve potasyum hiicre igerisine girerek hiicrenin depolarizasyonuna neden olur. Bu olay
tily hiicre membraninda bulunan voltaj-kapili kalsiyum kanallarinin ag¢ilmasma ve
kalsiyum iyonlarmin tiiy hiicresi i¢ine dogru hiicum etmesine yol acar. Kalsiyumun bu
sekilde hiicreye girmesi hiicrenin bazal membranindan isitme sinirlerine dogru
transmitterlerin salimmasma neden olur. Tily hiicreleri ile sinaps yapan koklear sinir
uclar1 uyariyr alir, lifler olusturarak korti organinda yer alan “spiral ganglion™ a gelir.
Buradan da koklear sinir araciligiyla merkezi sinir sistemine ulasir. Boylece tiiy

hiicreleri mekanik enerjiyi nral sinyallere doniistiiriirler.” "’

e e Endolenf: Yiiksek miktarda K* icerir

Dis tiy hilcresi e

Endolenf ve perilenf arasindaki potansi- >
vel farki +80 mV'tur.

Tily hilcresinin istirahatteki hiicreler |
arasi potansiyeli -70 mV" tur. W
CaE+ e e SR ‘

Serit sinaps

' Perilenf: Yiiksek konsantras-
yonla Na* icerir

Sekil 1.2 Tiiy hiicrelerinde depolarizasyon ve hiperpolarizasyon.



Iki cesit tily hiicresi bulunur. I¢ tiiy hiicreleri duyu hiicreleridir ve bazal
yiizeylerinde afferent sinirler ile iliskidedirler. Isitme sinirlerinin yaklasik %90°1 i¢ tiiy
hiicreleri tarafindan uyarilir. Dig tily hiicreleri ise alinan seslerin hassasiyetini ve frekans
seciciligini saglayan sensori ve motor elementlerin her ikisine de sahiptir. Dig tiiy

hiicreleri akustik olarak uyarildiklarinda uzar ve kasilir.”

Stereosilyalar

\Dis tay hticre

____‘____ﬁTektoriyaJ membran

S i .

i tiiy hiicresi

Gap junction

I¢ falangeal
hiicre

Dig falangeal
hicreler

Dis pillar Ig pillar
hiicre hiicre

Sekil 1.3. Korti organindaki i¢ ve dis tily hiicreleri

Insanlarda ve diger memelilerde, isitsel tiiy hiicrelerinin yasam siireleri sonsuz
olmalidir. Hastaliklar, toksinler veya asir1 derece yiiksek ses nedeni ile yok edilirlerse,
yeniden olusmazlar ve sonucta olusan isitme kaybi kalicidir. Diger omurgalilarda ise,
isitsel tily hiicreleri yikildiginda, destek hiicrelerin boliinmesi tetiklenir ve kaybolan tiiy
hiicrelerinin yerini almak i¢in farklilasacak yavrular1 olusturan kok hiicreler olarak
gorev yaparlar. Bu yenilenme isleminin nasil diizenlendiginin daha iyi anlasilmasiyla,

bir giin, insanlarda da isitsel epitelin kendini onarmas: saglanabilir."

Koklear hemostazin bozulmasina neden olan gap junctionlar1 kodlayan
genlerdeki degisimler hem sendromik hem de non-sendromik isitme kayiplarini

olusturan bir¢ok isitme kaybi formuna neden olur.



1.3. isitme Kayiplarinin Simiflandirilmasi

Isitme kayb1 dogustan, cocukluk ya da hayatin ge¢ evrelerinde ortaya ¢ikabilir.
Isitme kayb1 konusmanin gelisiminden dnce ortaya ¢ikmus ise prelingual, hayatimn ileri
evrelerinde ortaya ¢ikmis ise postlingual olarak siniflandirilir. Isitme kayiplari klinik

olarak sensorindral, konduktif, miks ve merkezi tip olmak iizere 4’e ayrilir.

Sensorindral isitme kaybi, isitme sinirlerinin veya i¢ kulaktaki koklea
hiicrelerinin yaslanma, yiiksek ses, hastalik, yaralanma, enfeksiyon, bas travmasi,
ilaglarin toksik etkileri ile zarar gormesi nedeni ile ya da kalitsal olarak ortaya ¢ikar.
Kalitsal isitme kaybinda etkilenmis bireylerde zaman zaman isitme ile ilgisi olmayan ek
klinik 6zellikler goriilmektedir. Bu tip kalitsal isitme kaybimna sendromik isitme kaybi
denir. Sendromik isitme kaybindan daha sik olarak goriilen nonsendromik igitme
kaybinda ise olgular isitme kaybindan baska herhangi bir ek klinik 6zellik tagimazlar.
Nonsendromik igitme kaybi genellikle monogenik olarak goriilse de yiiksek derecede
heterojenite  gostermektedir.  Kalitsal isitme  kaybinin  yaklasitk  %60-70’1
nonsendromiktir ve hasar ¢cogunlukla sensorindral orijinlidir. Sensdrindral isitme kaybi1

toplam isitme kayiplarnmn %90’mdan sorumludur.'* >

Konduktif isitme kaybi, en sik rastlanan isitme kayiplar1 arasinda ikinci siray1
almaktadir. D1s kulakta kulak kiri birikmesi, otitis media veya kulak zarinin delinmesi
gibi dis veya orta kulak hasarlar1 sonucu ses dalgalarmmin yiikseltgenmesinin ve i¢

kulaga gecisinin engellenmesi ile ortaya ¢ikar.
Merkezi tip isitme kaybi beyin sap1 ya da beyinde meydana gelen bir hasar
sonucu olusan ve olduk¢a nadir olarak goriilen bir sagirliktur.

Miks isitme kayb1 ise konduktif ve sensOrindral isitme kaybinin bir

. 16,1
kombinasyonudur.'® !’

1.3.1. isitme seviyesinin belirlenmesi

Isitme, sesin siddetine verilen deger ile dlgiiliir. Sesin siddeti bulundugu ortamda
olusturdugu basing degisikligine gore belirlenir. Ses siddetindeki degisimleri 6lgmek
icin kullanilan birim desibel’dir (dBL). Ses siddetindeki degisiklikleri ifade etmek i¢in
desibel sistemi kullanilmasinin nedeni, iletisimde kullanilan olagan ses siddeti siirlar1

icinde kulaklarin ses siddetindeki yaklasik bir desibellik bir degisikligi ancak
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ayirtedebilmesidir. Desibel, bir hastada isitme esiginin elde edilmesi i¢in gereken
uyaranin akustik giicii ile normal bir bireydeki ayni akustik gilic arasindaki oranin
logaritmik olarak artan birimidir. Lineer olarak artmadigimdan 1dBL ile 5 dBL
arasindaki fark 5 dBL ile 10dBL arasindaki fark ile ayni degildir. Normal isiten
insanlar algilayabildigi en kii¢iik ses 0 dBL’dir ve odyometri testinde bu deger
referans olarak kabul edilir. Her frekansta 6lglime hastay1 rahatsiz etmeyecek miimkiin
olan en yiiksek seviyeden baslanir. Uyar1 siddeti, 10 dBL’lik azaltmalar ile hastanin
duymadig seviyeye kadar indirilir. Daha sonra 5 dBL’lik arttirimlar yapilir. Hastanin
tekrar duymaya basladig1 seviyedeki ses siddeti isitme esigi olarak odiyogram adi
verilen bir grafik iizerinde isaretlenir. Fisilt1 seklinde konusma 0-40 dBL normal
konusma ise 40-80 dBL dir.°

Isitme kayiplar1 birgok sekilde smiflandirilabilmektedir. Genetik sagirhigin

odyolojik kriterleri 1996 yilinda “European Workshop on Genetic Hearing Loss” adli

18,19

calistayda Dbelirlenmistir. Genel olarak odyolojik fenotipe ve etkene gore

Tablo1.1°de simiflandirma yapilmustir.*® >

Tablol1.1. Isitme kaybinin smiflandiriimasi

A.Odyolojik fenotipe gore siniflandirma

1. Tip 2. Ilerleme 3. Frekans 4. Siddet 5. Baslangi¢c

Sensorinoral Mlerleyici Diusiik Normal <20dBL  Dogumsal
(<500 Hz)

Konduktif Duragan Orta Hafif 21-40dBL  Cocukluk
(501-2000Hz)

Miks Degisken Yiiksek Orta 41-70 dBL  Erigkin
(>2000 Hz)

Merkezi Ileri  71-95 dBL

Cok ileri 95> dBL
B.Etkene gore siniflandirma

1.Genetik nedenler (%50-60) 2.Genetik olmayan nedenler (%40-50)

1a. Fenotip 1b. Kahtimsal 1c. Multigenik Teratojen etkiler (CMV, Rubellla)
Sendromik Otozomal resesif ~ Kromozomal Prematiire
(%30-40) (%70-80) anomaliler
Non-sendromik Otozomal dominant Trizomi 13;18;21 Postnatal enfeksiyon
(%60-70) (%10-20) (menengitis,cititis media)

Cinsiyete bagli Mozaik Trizomi 8 Ototoksik ilaglar

(%1-2)

Mitokondriyal Turner sendromu  Akustik ve kranial

(%0-20) travma

22ql1 delesyonu
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Isitme kaybmin genetik formlar1 otolojik, odyolojik, fiziksel muayene, aile
hikayesi, yardimei testler (6rnegin; temporal kemik CT) ve molekiiler genetik testler ile
teshis edilebilir. Molekiiler genetik testler, sendromik ve sendromik olmayan bir¢ok

isitme kaybu tiiriiniin teshis edilmesine imkan tanir.*’

1.4. isitme Kaybinin Genetik Olarak Simiflandirilmasi

Genetik temeli kesin olarak belirlenmis olgular sendromik ve nonsendromik
olarak ikiye ayrilir. Kalitsal sagirlikta, etkilenmis bireyler isitme kaybi ile birlikte baska
klinik belirtiler de gosteriyorsa buna sendromik isitme kaybi denir. Eger tek klinik
belirti igitme kaybi1 ise buna non sendromik isitme kaybi1 denir. Sendromik ve sendromik
olmayan olgularda gozlenen mutasyonlar cok c¢esitlilik gdstermektedir. Ayni gende
meydana gelen farkli mutasyonlar hem non sendromik otozomal resesif igsitme kaybina

hem de bir sendroma neden olabilir.

Bugiine kadar isitme kaybi ile ilgi bir¢ok lokus saptanmistir. Bu lokuslar i¢in
kalitim modelleri g6z Oniline alinarak 06zel isimlendirmeler kullanilmigtir. Non
sendromik isitme kaybina neden olan gen Ilokuslar1 DFN (DeaFNess) olarak
isimlendirilmekte ve kesfedilislerinin kronolojik sirasina gore her lokusa numara

16,22

verilmektedir. 1992 yilinda aktin polimerizasyonundan sorumlu ilk otozomal gen

DFNAI1 haritalanmlstlr.8
e DFNA : Otozomal dominant lokus
e DFNB : Otozomal resesif lokus
e DFN : X kromozomuna bagli lokus
e DFNY : Y kromozomuna bagli lokus

Bu isimlendirmeye gore klasik olarak otozomal dominant formda mutasyonun
allellerden sadece birinde olmasi hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in yeterlidir. Resesif
formda ise hastaligin olmasi i¢in her iki allelde de mutasyonun goriilmesi gereklidir.
Bunlara ek olarak cinsiyete bagli ve mitokondrial kalitim da gozlenir. Modifiye edici
genler, multiallelik kalitim ve epigenetik mekanizmalar da sagirligin genetigine katki da

bulunmaktadir.
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1.4.1. Sendromik isitme kayiplarn

Toplam isitme kaybinim %30-40’1n1 olusturur ve olgularin ¢ogunda konduktif ya
da miks tip isitme kaybi1 goriilmektedir. Bu tiir olgularda isitme kaybi1 sendrom ile
iligkili olarak primer veya sekonder fenotip olarak ortaya c¢ikmaktadir. Birgok
sendromik form Mendel kalitimima uymasina ragmen bazilar1 kromozomal diizensizlik
ve mitokondrial mutasyonlar nedeni ile olabilir. Sebep her zaman genetik olmayabilir
yada bilinmeyebilir. Shprintzen ve ark.”’a gére sendromlar iki gruba ayrilir. Bunlarin
ilki sebebi bilenen sendromlardir. Bu sendromlar kromozomal, genetik, teratojenik yada
mekanik nedenli olabilir. Sebebi bilinmeyen sendromlar ise tekrarlayan bir paterne yada

tek bir paterne uyup uymadigina gore iki kategoriye ayrilir.

Isitme kayb1 ve diger anomalilerin birlikte seyrettigi 440 dan fazla sendromik
durum bildirilmistir. Ornegin Jervell ve Lange-Nielsen sendromu i¢ kulak
homeostatasisi, Vohwinkel gap junction, Alport ve Stickler de ekstraselliiler matriks
eleman1 kollajen, Norrie sendromunda norrin, Waardenburg sendromunda hiicre
iskeleti, Usher de miyozin benzeri proteinlerin, Pendred sendromunda sulfat
tastyicilarinda goriilen mutasyonlarin sendromik isitme kaybina yol agtigi ortaya
konulmustur. En yaygm goriilen sendromlar Waardenburg, Usher, Alport, Pendred,

Brankiootorenal Sendrom (BOR), Treacher-Collins Sendromudur.> '"%*

Waardenburg Sendromu (WS): Cilt anomalileri ve isitme kaybmin birlikte
seyrettigi en yaygin ve en 6nemli sendromlardan biridir. Otozomal dominant gegisli
olup yiiksek penetrans gostermesine ragmen ayni aile i¢cinde bile klinik bulgular

degiskenlik gdsterebilmektedir. Klinik olarak dort tipi vardir.

Tip I: Sagirlik, iki i¢ kantal arasindaki mesafenin artmasi (distopia canthorum),

saglar, gozler ve deride pigmentasyon degisiklikleri vardir.

Tip 2: Sagirhik, saclar, gozler ve deride pigmentasyon degisiklikleri vardir.

Distopia canthorum yoktur.

Tip 3: Sagirlik, distopia canthorum, saglar, gozler ve deride pigmentasyon

degisiklikleri ve ek olarak ekstremitede kontraktiirleri vardir.

Tip 4: Sagirlik, distopia canthorum, saglar, gozler ve deride pigmentasyon

degisiklikleri ve ek olarak Hirschprung hastaligi vardr.*
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Usher Sendromu: Sensorindral isitme kaybi ile birlikte retinitis pigmentosa
bulunmasi Usher sendromunun tipik bulgusudur. Usher sendromunda vestibiiler
bulgular da goriilebilmektedir. Klinik olarak 3 tipi mevcuttur: Tip 1'de dogumsal olarak
siddetli veya derin igitme kaybi, vestibiiler yanit yoklugu ve korlige kadar ilerleyen
retinitis pigmentosa bulgular1 vardir. Tip 2°de vestibiiler fonksiyon bozuklugu yoktur ve
sagirligin siddeti daha azdir. Tip 3 ilerleyici isitme kayb1 ve retinitis pigmentosanin
degisken zamanlarda baslamasi ile karakterizedir. Fonksiyon bozuklugu eslik edebilir.
Usher sendromu genetik olarak heterojendir. Yapilan ¢alismalarda degisik ailelerde 10
farkli gen bolgesi saptanmustir. Incelenen lokalizasyonlarda alt1 farkli gende

mutasyonlar ortaya cikarilmistir.”

Alport Sendromu: Sensorinoral isitme kaybi ile birlikte ilerleyen nefrit goriiliir.
Ilerleyen bobrek yetmezligi ve 6liimle sonuglanir. Bu hastaliktan etkilenen bireylerin

yaklasik %50’si ilerleyen tipte bilateral isitme kaybma sahiptir.*®

Pendred Sendromu: Pendred Sendromu otozomal resesif gegis gosterir.
Pendred sendromunun en 6nemli klinik bulgular1 konjenital sensorindral isitme kaybi
ile guatrdir. Fakat guatr olgularin tiimiinde bulunmayabilir. Hastalarmm yaklasik

yarisinda hipotiroidi saptanmaktadir.

Hastalarin ¢ogunda radyolojik goriintiileme yontemleri ile saptanabilecek
Mondini malformasyonu veya genislemis vestibiiler kanallar gibi i¢ kulak anomalileri
eslik etmektedir. Isitme kayb1 dogustan goriilebildigi gibi erken ¢ocukluk déneminde de
ortaya c¢ikabilir. Pendred sendromuna neden olan “PDS” geni 7q31 kromozomda
lokalizedir ve 21 ekzondan olusur. Bu gen sulfat transportu yapan transmembran
proteinlerine benzer 780 aminoasitten olusan pendrin proteinini kodlamaktadir. Pendrin
proteini iyon/klor tasiyicis1 olarak gorev yapmaktadir. Endolenfatik dengenin
saglanmasinda rol oynadig1 diisiiniilmektedir. PDS mutasyonlar1 non-sendromik igitme

kayiplar1 ile de iliskilidir.> %

Brankiootorenal Sendrom (BOR): Brankial siniis ve fistiiller, basit ve belirgin
dis kulaklar, i¢ kulakta Mondini malformasyonu ve basit T{riner sistem
malformasyonundan renal agenezise kadar degisen {liriner sistem patolojileri ile

. . 2
karakterize bir sendromdur. 2’
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Treacher-Collins Sendromu: Otozomal dominant kalitim goriilebilmektedir.
Anomaliler simetrik ve bilateraldir. Ozellikle dis ve orta kulak malformasyonu goriiliir.
Yiizde simetrik olarak zigomatik kemiklerin az gelismesi, alpebral fissiirlerin asagi

cekikligi, mikrognati ve kulaklar ileri derece kiiciik veya belirgin olabilmektedir.*

Bu sendromlara neden olan genler ve kodladiklar1t molekiiller Tablo 1.2°de

verilmistir.
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Tablo 1.2. Bazi sendromik olgularda tutulum goésteren genler ve islevleri.

Sendrom Kahtim Gen Kodladig1 molekiil  Lokalizasyon Sikhg1
Waardenburg tipl Otz.Dom. PAX3 Transkripsiyon faktorii 2q35-q37 %1-4
Waardenburg tip2 Otz.Dom. MITF Transkripsiyon faktorii 3p14.1-p12.3
Waardenburg tip3 Otz.Dom. PAX3 Endotel ligand ve 2q35

reseptor
Waardenburg tip4 Otz.Dom. EDN3,EDNRB Endothelin-3, ligand ~ 20q13.2-q13.3
Treacher Collins ~ Otz.Dom. TCOF1 Niikleolar fosfoprotein 5q31.3-q33.1 1%
Branchio-oto-renal Otz.Dom. EYAI Transkripsiyon faktorii  8q13.1 2%
Jarvel ve Lange- Otz.Res. KCNQI1,KCNE1  lyon kanah 11pl5.5 9%0.25-0.5
Nielsen
Pendred Sendromu Otz.Res. SLC26A4 Anyon transporter 7931 %4-10
Alport Sendromu X ebagli  COL4AS5/6 Kollagen alfa 5 Xq22 1%
Otz.Res. COL4A3/COL4A4 Kollagen alfa 3 2q35-q37
Muckle Wells Otz.Dom. CIASI1 Pyrin benzeri protein
Non-muscle Otz.Dom. MYHIIA Non-muscle miyozin
miyozin agir zincir agir zincir [IA
ITA
Norrie Xebagli NDP Ekstraselliiler matriks ~ Xp11.3
protein
Stickler Otz.Dom. COL2AI, Yapisal kollajen 12q13.11-q13.2
COLI11Al 1p21
COLI11A2 6p21.3
Usher tip 1A Otz.Res.  Bilinmiyor 14q32
Otz.Res. MYO7A Tip 7 myosin 11q13.5 %4-6
Usher tip 1C Otz.Res. = USHIC PDZ domain protein 11p15.2-pl4
Usher tip 1D Otz.Res. CDH23 Cadherin 10g21-q22
Usher tip 1E Otz.Res. = PCDI15 Protocadherin 10g21-q22
Usher tip 1F Otz.Res. = PCDHIS5 10g21-q22
Usher tip 1G Otz.Res. SANS 17q24-25
Usher tip 2A Otz.Res. = USH2A Ekstraselliiler matriks ~ 1g41
protein
Usher tip 2B Otz.Res. Bilinmiyor 3p23-24.2
Usher tip 2C Otz.Res. VLGRI1
Usher tip 3 Otz.Res. = USH3A Tranmembran protein ~ 3q21-q25
Bartter sendromu  Otz.Res.  BSND Klor kanal Orta
Doguda ¢ok
yaygin
Paratiroidizm, Otz.Dom. GATA3 Transkripsiyon faktorii
sagirlik ve renal
displazi
Piebaldizm ve Otz.Dom. c-KIT Tirozin kinaz reseptor
sagirlik ‘
Renal tiibiiler Otz.Res. = ATPB6BI Iyon pompasi Kuzey
asidozis ve sagirlik Afrikalilarda
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Ayn1 gende meydana gelen farkli mutasyonlarin hem nonsendromik otozomal
resesif isitme kaybma hem de sendroma neden oldugu (6zellikle cilt hastaliklarinda)
gosterilmistir. Ornegin DFNBI1 lokusu hem Palmoplantar Keratoderma ve Keratitis
Ichthyosis deafness sendromunda hem de nonsendromik isitme kaybinda rol oynar.
Yine anyon transport proteinini kodlayan Pendrin geninde meydana gelen mutasyonlar
hem sendromik (Pendred sendromu) hem de nonsendromik (DFNB4) isitme kaybina

yol agmaktadir.”® %

Non-sendromik olgularda yiiksek oranda mutasyon belirlenen GJB2 geninin,
sendromik olgular ile dominant kalitim gdsteren mutasyonlar1 Tablo 1.3’te

gosterilmistir.

Tablo 1.3. Sendromik olgularda dominant kalitim gdsteren G.JJB2 mutasyonlari. KID: Keratitis
ichthyosis sagirlik sendromu HID:Hystrix-like ichthyosis sagirlik sendromu BPS:Bart-
Pumphery sendrom PPK:palmoplantar kerotoderma VS:vohwinkel sendromu.

Mutasyon adi  Sendrom Tanim Etkisi ll))l(;(l);lslll
G12R KID G34C 12. kodon Gly—Arg IC1
S17F KID C50T 17. kodon Ser—Phe IC1
D50N KID-HID G148A 50. kodon Asp—Giln EC1
N54K BPS Tanimlanmamis 54. kodon Asn—Lys EC1
G59A PPK C176G 59. kodon Glu—Arg EC1
D66H VS G196C 66. kodon Asp—His EC1
R75W PPK C223T 75. kodon Arg—Trp EC1
R75Q PPK G224A 75. kodon Arg—Gln EC1

1.4.2. Nonsendromik isitme kayiplan

Nonsendromik igitme kaybinin otozomal resesif formu %70-80 oraninda
prelingual asamada goriilmekte, ¢cogunlukla koklear hasarlara ve ileri derecede isitme
kaybma yol agmaktadir. Connexin 26 (GJBZ2) gen bozukluklari ise bu grubun altinda %
60-70 gibi genis bir olgu potansiyelini kapsamaktadir. Otozomal resesif kalitim modeli

gosteren igitme kayiplari, Tiirkiye gibi, akraba evliligi siklig1 (%20-25) yiiksek olan



17

iilkelerde daha sik goriilmektedir.’® Otozomal dominant isitme kayb1 %10-20 oraninda
goriilmekte, otozomal resesif forma gore daha az siddetli ve ilerleyici tipte isitme
kaybmna yol a¢gmakta ve postlingual olgularm biiyiikk kismini olusturmaktadir. X
kromozomuna bagli isitme kayb1 %1-2 ve mitokondriyal isitme kayb1 %0-20’den daha

az oranda goriilmektedir.”?

Bugiine kadar insan genomunda 130’dan fazla lokusun isitme kayba1 ile iligkili
oldugu goriilmistiir. Pozisyonel klonlama, aday gen yaklasim c¢aligsmalar1 ve fare
modellerinin kullanim1 sayesinde nonsendromik otozomal resesif isitme kaybindan
sorumlu otozomal resesif kalitim gosteren 67 bolge haritalanmis, 28 sagirhik geni
tanimlanmistir. 54 otozomal dominant lokusdan 22 gen, sekiz X-bagl lokusda iki gen,
bir Y kromozomuna bagli gen, iki mitokondrial genin nonsendromik isitme kaybina yol
actigi tespit edilmistir. Hereditary Hearing Loss adh siteden
(http://hereditaryhearingloss.org) de ayrintili bilgiye ulasilabilir.

Nonsendromik isitme kaybindan sorumlu genlerin hiicrede oynadiklar1 islevlere
bakilarak; tiiy hiicre demetlerinin olusumu; hiicre iskelet proteinleri, adhezyon
proteinleri, motor proteinler, iyon homeostasisin saglanmasi, ekstraselliiler matriks
bilesenlerinin kompozisyonunun belirlenmesi ve transkripsiyon faktorleri olmak iizere
genel bir smiflandirma yapllabilir.]’ > Tablo 1.4 ’te non-sendromik isitme kaybn ile ilgili

gen lokuslar1 ve gen iirlinlerinin islevleri verilmistir.
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Tablo 1.4. Nonsendromik isitme kaybi ile ilgili gen iirlinlerinin iglevleri ve gen lokuslari.

Gen Protein Lokus

Tiiy Hiicre Demetlerinin Olusumu
Hiicre iskelet Proteinleri
ACTGI y-actin DFNA20/26
DIAPHI diaphenous 1 DFNAI
ESPN Espin DFNB36
RDX Radixin DFNB24
TRIOBP TRIO ve filamendz actin DFNB28

baglayici protein
CCDC50 Ymer DFNA44
Adhezyon proteinleri
CDH?23 cadherin 23 DFNBI12-USHI1D
PCDHI15 protocadherin 15 DFNB23-USHI1F
TMHS (LHFPLS) lipoma HMGIC fusion partner- DFNB67

like 5
VLGRIb (GPRYS) G protein-coupled receptor 98  USH2C
USH2A4 Usherin USH2A
Motor proteins
MYO6 myosin VI DFNA22-DFNB37
MYO74 myosin VIIA DFNA11-DFNB2-

USHI1B

MYH9 myosin, heavy chain 9, non- DFNA17

muscle
MYOI54 myosin XVA DFNB3
MYO34 myosin [ITA DFNB30
Scaffolding proteinler
WHRN Whirlin DFNB31-USH2D
USHIC Harmonin DFNBI18-USHIC
SANS (USHIG) SANS USHI1G
Ekstraseluler matriks proteinler
TECTA a-tectorin DFNAS8/12-DFNB21
COLI142 collagen, type XI, alpha 2 DFNA13-DFNB53-

STL3

STRC Stereocilin DFNBI16
0104 Otoancorin DFNB22
COCH Cochlin DFNA9




Tablo 1.4. (devam)

19

Iyon homeostasis proteinleri

Connexinler
GJB2

GJB3

GJB6

GJAI

Iyon kanalart
KCNQ4

SLC26A44
SLC2645

Siki Baglantilar
CLDN14
TRIC (MARVELD?2)

Digerleri
CRYM
WFS1

Transkripsiyon faktorler

EYA4

POU4F3

POU3F4

TFCP2L3 (GRHL2)
ESRRB

connexin 26
connexin 31
connexin 30

connexin 43

potayum voltaj kapili kanal,
KQT-benzeri altailesi, liye 4
solute carrier family 26, iliye 4

solute carrier family 26, iiye 5
(prestin)

claudin 14

tricellulin (MARVEL domain
containing 2)

p-crystallin
Wolframin

eyes absent homolog 4
(Drosophila)
POU class 4 homeobox 3

POU smif 3 homeobox 4
grainyhead-like 2 (Drosophila)

estrogen-related receptor beta

Fonksiyonu Tam Anlasilmayan Proteinler

TMPRSS3
T™CI
MYOIA
MYHI4
DFNAS
PJVK
TMIE
OTOF

transmembran proteaz, serine 3
transmembran channel-like 1
myosin la

myosin, heavy chain 14
DFNAS

Pejvakin

transmembrane inner ear
Otoferlin

DFNA3-DFNB1
DFNA2
DFNA3-DFNB1

DFNA2

DFNAB4-PDS

DFNB29
DFNB49

DFNAG6/14/38-WFS

DFNAI10

DFNAIS
DFN3

DFNA28
DFNB35

DFNB&/10
DFNA36-DFNB7/11
DFNA48

DFNA4

DFNAS

DFNB59

DFNB6

DFNB9
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1.5. Gap Junction

Cok hiicreli organizmalarda doku-organ homeostazinin saglanmasi i¢in hiicresel
iletisim 6nemlidir. Hiicreler arasindaki etkilesim, iletisim kuracaklar1 hiicrelere sinyal
yollar1 yada hiicrelerarasi kanallar yoluyla saglanir. Gap junction, tight junction,
adherens junction, desmozom, hemi-desmozom, fokal adhezyonlar, kimyasal sinapslar
ve immunolojik sinapslar ¢ok elemanli kompleks membran yapilaridir. Hiicre
sinyalizasyonu ve yapisal doku organizasyonu saglarlar. Biitiin bu yapilar farkli
transmembran yapilardan olusurlar. Genelde scaffold proteinler, anchor proteinler ve
sinyalizasyon proteinleri transmembran proteinlere yapisiktirlar ve aktin, mikrotubiil ve
intermediate filament agiyla baglantihidirlar. Gelisim, doku fonksiyonu ve hiicre
homeostazisinin hiicreleraras1 koordinasyonuna aracilik etmede 6nemli bir fonksiyona
sahiptirler. Gap junctionlar1 olusturan birimlerin, yani connexinlerin bir araya gelip

toplanmasi karmagik bir mekanizma ile gf:rgze:klesl'r.3l'33

1.5.1. Connexin proteinin genel yapisi

Connexin grubu proteinler gap junctionlar1 olusturan birimler olup hem omurgali
(connexin, pannexin) hem de omurgasiz hayvanlarda (innexin) bulunur. Memelilerde,
gap junction kanallar iki hemi kanaldan olusur, connexon olarak adlandirilan bu yapilar
iki komsu hiicrenin her biriyle olusur. Bitisik hiicre membranlar1 arasinda bir bosluk
birakmasina ragmen iki connexon ektraselliiler yiizeyde siki iliski i¢indedirler. Yapisal
analizler gostermistir ki her bir connexin 6 politopik transmembran altiinitesinden
olusmustur ve connexin denilmektedir. Connexon kanalinda bulunan connexin
proteinleri 6zdes olursa ‘“homomerik”, farkli olursa; ‘“heteromerik” connexon
olugsmaktadir. Kanallarda bu olusuma gore homotipik, heterotipik ve heteromerik kanal

seklinde farkli isimler almaktadir.*
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Sekil 1.4. Connexinler ve gap junctionlarm organizasyonu

Connexinler en az 22 izoformdan olustugu tahmin edilen biiyiik bir gen ailesi
tarafindan kodlanir.”> 25-62 kDa biiyiikligiinde, C terminal domainin uzunlugunda

farklilik gériilen, glikozillenmemis yapisal olarak korunmus 6zellik gosterirler.*®

Connexinler; gen yapilari, gen homolojileri, spesifik sekans motiflerine goére
alfa, beta ve gama gruplarma ayrilir. Ayrica connexinler literatiirde molekiiler
kiitlelerine gore (26kDa=Cx26) ve evrimsel siniflandirmaya gore (GJB2=Cx26)

gruplandirilirlar.

Birgok farkli gap junction kanal alt iinitesi eksprese edilir. Endoplazmik
retikulum membranin da connexin alt unitelerinin biyosentezini i¢eren islemler ¢ok sik1
diizenlenir. Hekzamerik hemi kanallara uygun altunitelerin oligomerizasyonu, plazma
membranma connexinlerin yerlestirilmesi, ektraselliiler alanda connexinlerin uygun
connexinler ile basa bas baglanmalari, dinamik, spatial, temporal organize olmus
plaklarin diizenlenmesi, degradasyon ile kanallarin sitoplazmaya génderilmesini i¢eren

bir¢ok islem gerg:eklesir.33
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Sekil 1.5. Connexin 26 proteinin hiicre membraninda yerlesimi.

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. N terminal alan aminosit ile ¢evrili bir ortamda kovalent ve kovalent
olmayan modifikasyonlar yaparak voltaj degisiminde rol oynar. Zar gecen alanlar gap
junction kanal porlarinin  olusmas1 ve kanal gegirgenliginin belirlenmesini
saglamaktadir. M1 alan1 voltaj sensorii olarak c¢alisir. M2 alant connexinlerin
oligomerizasyonu i¢in gereklidir. M3 alan1 amfipatik 6zellik gosterir. Kanal ayriminda
gereklidir. Ekstraseliiler alan ise connexinler ile bitisiginde bulunan hiicrelerin uygun

bir bigimde drtiismesini saglayacak 3 sistein rezidiilii korunmus bir bdlge igerir.”’
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Sekil 1.6. Connexin 26 protein alanlari. Dort zargeger alan (M1-M4), iki ekstraselliiler alan (E1-
E2), bir sitoplazmik alan (CL), bir N-terminal alan (NH,) ve bir C-terminal alan (COOH).

Plazma membranindaki connexinler dinlenme durumunda kapalidir. Diisiik
ekstraseliiler Ca™, membran depolarizasyonu, membranda olusabilecek mekanik stres
ve metobolik inhibisyon etkisi ile agilabilir. Connexinler; hiicre ici ve dis1 pH,

fosforilasyon, redoks gibi ok sayida faktorden etkilenirler.*

Olgun memeli kohlasinda 5 connexin izoformu vardir. Bunlar; Cx26, Cx29,
Cx30, Cx31 ve Cx43’ tiir.”® Son bulgular gdstermistir ki connexinler tek ve spesifik
fonksiyonlara sahiptirler. Her bir connexin izoformu farkli doku dagilimi saglamasina
ragmen bircok hiicre tipi bir connexin izoformundan daha fazlasini eksprese eder. Farkli
connexin izoformlarmnin oligomerizasyon davranisi arastirildiginda biitiin connexinlerin
heterooligomerik connexin formuna katilmadigi goriiliir. Bu gézlemler gdstermistir ki
connexin izoform interaksiyonu selektiftir. Bir¢ok farkli kanal tipinin ni¢in oldugunu
bilmesek de, muhtemelen ekprese edildikleri ¢esitli hiicrelerin bir¢cok farkli spesifik

ihtiyaglarmni saglamada gerekli olduklari goriilmektedir.*®

1.5.2. GJB2; Connexin 26; Gap Junction protein

Gap junction komsu hiicrelerin karsilikli membranlarin da koprii olarak is goren
hidrofilik kanal formunda hiicreden hiicreye sinyal molekiillerinin direkt gec¢isine izin

veren tek hiicresel yapidir. Iyonlarm (K, Ca), siRNA, ikincil habercilerin (cAMP,
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cGMP ve [P3), kiiclik metabolitlerin (glukoz) ge¢cmesine izin vererek hiicreler arasinda
elektriksel ve biyokimyasal dengenin saglanmasina izin verir . Bu proteinlerden biri
de connexin 26 dir. Protein {riinii 26215 Da olup karacigerden saflastirilmistir (Protein

Data Bank No: P29033).%

1.5.2.1. Connexin 26 proteinin kulak icindeki yerlesimi

Memeli kokleas1 c¢ogunlukla tiily ve destek hiicreleri olarak bilinen sensor
hiicrelerden olusur. Kokleadaki destek hiicreleri pillar, deiter, hensen, claudius,
hiicrelerinden olusur. Bu destek hiicreler elektriksel ve metabolik olarak gap junction
kanallar1 tarafindan esitlenir. Kokleadaki cogu hiicre gap junctionlar tarafindan

baglanmasina ragmen sensor hiicreler “i¢ ve dis tiiy hiicreler” de bulunmaz.
Koklea icerisinde iki farkli gap junction ag1 tanimlanmstir.

e  Non-sensor epitelyum hiicreler arasindaki epitelyal gap junction agi;
nonsensory epitelyal hiicreler, spiral limbusun interdental hiicreleri, i¢ ve dis sulcus
hiicreleri, korti organinin destekleyici hiicreleri ve spiral ligamentin kok 6devi goren
hiicreler.

o  Konnektif doku hiicreleri arasindaki konnektif doku gap junction agi;
spiral ligament ve spiral limbusdaki bir¢ok fibrosit hiicreleri, stria vascularisdeki bazal

. . o . . . . 41
ve intertermediat hiicreler, scala vestibuli boyunca uzanan mezenkimal hiicreler.



25

Sekil 1.7.Kokleanin yapis1 ve GJB2’nin ifade edildigi alanlar. 1. i¢ tiiy hiicresi, 2. Dis tily
hiicresi, 3. Interdental hiicre, 4. i¢ sulkus hiicre, 5. I¢ pillar hiicre, 6. Dis pillar hiicre, 7. Deiter
hiicre, 8. Hensen hiicre, 9. Klaudius hiicre, 10. Spiral ligament, 11. Spiral limbus, 12. Stria
vaskularis, 13. Spiral ganglion, 14. Isitme siniri, 15. Reissner membran, 16. Tektorial membran,
17. Baziller membran, 18. Eksternal sulkus hiicre, 19. Spiral ¢ikinti, 20. Kemiksi spiral lamina,
21. Retikuler lamina, 22. IDC ve TM aras1 bolge, 23. Skala vestibuli, 24. Skala media, 25. Skala
timpani. (G.JJB2’nin ifade edildigi alanlar sar1 renk ile gdsterilmistir.)

1.5.2.2. Connexin 26 proteinin isitmedeki rolii

Hayvan dokularindaki hiicrelerin iskelet kas hiicreleri ve kan hiicreleri gibi son
farklilagsma gegirenler haricinde ¢ogunlugu komsu hiicreler ile aralikli kavsaklar yoluyla
iletisime girerler. Her aralik kavsak, geleneksel elektron mikrograflarinda, iki komsu
hiicrenin zarlarmin 2-4 nm civarinda diizenli, dar bir aralik ile ayrildig1 bir yama olarak
goriinmektedir. Kavsak boyunca kanal olusturan proteinler “connexin’ler uzanmaktadir.
Olusturduklar1 kanallar yani konneksonlar bir hiicrenin sitoplazmasindan, diger

hiicrenin sitoplazmasina, inorganik iyonlarm ve suda ¢dzlinen molekiillerin dogrudan
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gecislerine izin vererek, hiicreleri hem elektriksel hem de metabolik olarak birbirlerine
kenetlerler. Boya enjeksiyon deneyleri, baglayict kanallarm azami gozenek
bliytikligiinii 1.5-2 nm olarak gostermektedir, bu kenetlenmis hiicrelerin kiiclik
molekiilleri birbirleri ile paylastiklarini (inorganik iyonlar, sekerler, amino asitler,
niikleotidler, vitaminler, halkasal amp ve inozitol trifosfat), biiyiik molekiiller
(proteinler, niikleik asitler ve polisakkaritler) i¢in ise bunun s6z konusu olmadigini
diistindiirmektedir. Bu hiicre eslesmesinin, ancak yeni yeni anlasilmaya baslanan bir¢cok

. 41,42
islevsel sonuglar1 vardir.”

Bu gap junction aglar1 koklear iyonik homeostazdan sorumludur. Koklea, sensor
hiicreleri iyonik ¢evreden ayman bir yapidir. Iki ana sivi dolu kompartiman igerir
perilenf ve endolenf. Perilenf ektraselliiler sivilara benzer sekilde yiiksek Na" diisiik K,

buna karsimn endolenf yiiksek K~ diisiik Na” kompozisyonuna sahiptir. '

Gap junctionlar, o6zellikle GJB2 ve GJB6, stria vaskularisin bazal ve
intermediate hiicrelerini baglar. Endokoklear potansiyelin olusumu i¢in dnemlidir ve
isitme i¢in gereklidir. Gap junctionlar hiicreler arasinda metabolitlerin paylasilmasi i¢in
gereklidir. Korti organmin lateral duvarlarinda metabolik esitlik 6nemlidir. Bagh
hiicreler HCOs3", serbest radikal, Ca'? ve metabolitler icin buffer sistemi saglarlar.
Destek hiicrelerindeki gap junction agmimn koklear K iyonlarmm resirkiilasyonunda

kritik bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir.*

Isitme de ses dalgalar1 skala timpani igindeki siviy1 hareketlendirerek baziller
membranin hareketini saglar. Bu da tektoriyal membrandaki uzun sterosilyalar1 hareket
ettirir. Boylece hiicre icine K' akisi baslar. Tiiy hiicrelerinin bazal memranindaki
KCNQ, ve maxi-K iyon kanallarmdan K hiicre disina ¢ikar. Potasyum K'/CI” kanali ve
K" kanal1 gibi is goren Kir 4.1 yardimi ile Deiter hiicrelerinin i¢ine alimir. Bu hiicreleri
baglayan gap junctionlar yardimi ile destek hiicreler arasmnda K dagitilir. ATP gibi ek
sinyaller bu hiicrelerde IP3 ve Ca* un salimimimi saglar. ikincil haberci niteligi tagiyan

bu molekiiller birgok hiicresel fonksiyona aracilik eder.*’**

Ornegin Betramello ve ark. wild tip Cx26 ve sagrrlikla iliskili Cx26 V84L
mutasyonlu hastalarda IP3 iligkili kanali karsilastirmis baslangicta hem wild hem de
mutant kanal esit bir bicimde K" iyonlarii gegirirken IP3 gegisi mutant ve wild tipte

farklilik gdstermistir. V84L mutant kanal K' iyonuna gegirgenken, IP3 transferi mutant
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proteini eksprese eden hiicreler arasinda bozulmustur. Yine Cx30’ un IP3 permeabilitesi
arastirilmis ve Cx26’nin yaklasik yarist kadar oldugu goriilmiistiir. Bu da Koklea
hiicrelerinde her ne kadar Cx30 gereksiz goriinmese de Cx26’nin telafisini

saglamadigini diistindiirmektedir.

Ayrica kokleadaki bu yiiksek metobolizma reaktif oksijen tiirlerinin de artisina
neden olmaktadir. Bu molekiiller gap junctionlarin negatif diizenleyicileridirler.

Yaslanma sonucu ortaya ¢ikan isitme kaybinda rol oynadiklari diisiiniilmektedir.’’
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Sekil 1.8 Kokleadaki potasyum déngiisii’’

1.5.2.3. Farkh connexin tipleri

Kokleada GJB2 ve GJB6 ya ek olarak GJAI, GJA7 ve GJEI connexinleri de
bulunmustur. Ornegin, GJAI ve GJA7 gelisimin ¢esitli hiicrelerinde eksprese edilir.
Yetiskin farelerde, GJAI ekspresyonu spiral ligament, stria vaskularis ve otik kemik

kapsiil ile sinirhidir, GJA7 ekspresyonu ise kapiller endotel hiicrelerine sinirhidir. GJE
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spiral ganglionun schwann hiicrelerinde eksprese edilir. GJA7 ve GJEI mutasyonlarinin
insan sagirhgindan sorumlu olup olmadiklar1 acik degildir. Ayrica farkli connexin
proteinlerinin farkli dokularda ifade edildikleri saptanmistir. Connexin tiplerinden

bazilar1 ve ifade edildigi dokular* Tablo1.5de verilmistir.

Tablo 1.5. Connexin tiplerinden bazilar1 ve ifade edildigi dokular

Gen Ekspresyon Kalitsal Hastahk

GJB7(Cx25)  Bilinmiyor Bilinmiyor

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

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

GJB4(Cx30.3) Deri Eritrokeratoderma cesitleri

GJB3(Cx31)  Deri,plasenta Sagirlik, DFNA2,Eritrokeratoderma

cesitleri

GJB5(Cx31.1) Deri Bilinmiyor

GJEI(Cx31.3) Bilinmiyor Bilinmiyor

GCJ1(Cx31.9) Bilinmiyor Bilinmiyor

GJB1(Cx32) Karaciger,oligodenrosit,schwann Charot-Marie-Tooth hastaligi
hiicreleri

Cx32.4 Bilinmiyor Bilinmiyor

Cx36 Noronlar Bilinmiyor

GJA4(Cx37) Endotelyum Bilinmiyor

GJA5(Cx40) Kalp,endotelyum Bilinmiyor

Cx40.1 Bilinmiyor Bilinmiyor

GJA1(Cx43) Kalp,lens,beyin,adrenal bezler Okiilodentodijital diplazi

GJA7(Cx45) Kalp,diiz kas, noronlar Bilinmiyor

GJA3(Cx46) Lens Konjenital katarakt

GJA12(Cx47) Spinal kord,beyin Bilinmiyor

GJAZ(Cx50) Lens Konjenital katarakt

Cx62 Overler Bilinmiyor
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1.5.3. Connexin GJB?2 geni

Connexin geni ilk kez baglant1 analizleri yardimu ile prelingual, agir isitme kayb1
olan Tunus’lu 2 genis ailede gosterildi.* GJB2 geni, 1997 yilinda ilk kez DFNBIA
lokusunda tanimland1. Kelsell ve ark.* bu calismada GJB2 geninde 3 ailenin tiyelerini
etkileyen homozigot mutasyon tanimlamistir. Immunohistokimyasal boyama yaparak
insan koklea hiicrelerinde Cx26 nin yiiksek diizeyde eksprese oldugunu gostermistir.
Yine Yeni Zellanda, italya ve Pakistanda’ da ayn1 lokusun prelingual sagirliga katki da
bulundugu gosterildi.*® Sitogenetik bandi, 13. kromozomun 13ql1-ql2 bolgesinde
yerlesim gosteren Cx26 geni sentromerik yonde GJA3 ve telomerik tarafta ise GJB6

arasinda yer alir.

19611k~
{ GIA3 OMMMprim  13g11-g12 gap juaction protein, alpha 3|
JBf J43
1962 iK+
e LOC390378 prim 1391211
Bi221
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1 Shats
135551
504490
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Y1 GAFDHL14 13q12
HMGIL 13q12
14967 K
PTPNZP?2 13q12-q13
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LOC43236% 13q12
1961k
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GJIBi T
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Sekil 1.9. 13. kromozom iizerinde GJB2 geninin yerlesimi (NCBI, Mapviewer).
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Gen iki ekzon ve bir introndan olusmaktadir. Gen 5509 nukleotid icermektedir.
Ekzon 1; 158 bazdan olusur ve transkript edilmez. Iki ekzon arasinda genis bir intron
bolgesi bulunmaktadir. Ekzon 2 ise 681 bazdan olusur ve 226 aminoasidlik gen {riiniinii

olusturan kisim bu bolgededir.

exon 1 /// exon 2

Kodlama yapmayan
bdlge
Transmemkran
damain

Sekil 1.10. Cx 26 geni ekzon 1, intron ve ekzon2 bolgesi

Insan GJB2 geninin 5’UTR ve promotor bdlgesi guanin ve sitozince zengindir.
Cx26 proksimal promotor bdlge 128bp den olusmaktadir. Bu bolge iginde TATA motifi
(TTAAAA) -24 bélgesinde yer almaktadir. Iki GC kutusu ise -93 ve -81 bolgelerinde 6
nukleotid ile ayrilmistir (GCGGCQG). Bu bolge Spl transkripsiyon faktorleri tarafindan
taninmaktadir.’ Promotor ve translasyona ugramayan bolgelerdeki mutasyonlar,
GJB2’nin diizenlenmesini etkileyebilmektedir. Bu mutasyonlar, sadece tek allel de
GJB2 mutasyonu tanimlanan, isitme kayb1 olgularinda patogenezin olusumuna katki da

bulunabilir.

-128
CGGGAAGCTCTGAGGACCCAGAGGCCGGGCGCGCTCCGLCLCCGLGGLGLLCGLceeere

CGTAACTTTCCCAGTCTCCGAGGGAAGAGGCGGGGTGTGGGGTGCGGTTAAAAGGCG
-1
CCACGGCGGGAGAC

Sekil 1.11: Cx26’nin 128 bp’lik promoter bolgesi. TATA motifi -24 ile -18 alanda, iki GC
kutusu ise -93 ile -81 alaninda yer almaktadir.

1.5.4. Isitme kaybina yol acan connexin 26 mutasyonlar ve polimorfizmleri

Cx26 da goriilen mutasyonlar dort smifa ayrilabilir. 1. Hiicre membraninda
yerlesim gosterme ve gap junctionlarmn toplanmasi i¢in gerekli hemikanal trafigini

degistirme. 2. Fonksiyonel olmayan kanal formasyonu olusturma. 3. Mutasyonun
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fonksiyonel kanal olusturmasi ancak kanalin agilip kapanmasi ve gegirgenlik
ozelliklerinin degigmesi, Ornegin IP3 gecirgenliginin azalmasi. 4. Mutasyonlarin
fonksiyonel kanallar olusturabilmesi fakat hiicre canliligin1 azaltan yasamsal

metabolitlerin homeostasisini veya iyonik dengeyi etkilemesi.

Mutasyonlar c¢ogunlukla voltaj sensorii, kanal agip kapama ve hemikanal
gecirgenligini saglayan bolgelerde bulunur. GJB2 geninde kodlanmayan bolgedeki
mutasyonlar Ozellikle promoter bodlgedeki mutasyonlar GJB2 transkripsiyonun

diizenlenmesini etkileyebilmektedir.

Bugiin farkli toplumlar {izerinde yapilan c¢alismalar sonucunda, GJB2 geni
iizerinde tanimlanan 100’den fazla mutasyon ve polimorfizmin etkili oldugu
bilinmektedir.*® Biitin Cx26 sendromik mutasyonlar dominant kalitilmaktadir. Non-
sendromik olgularda kalitim sekli olarak en sik otozomal resesif (% 70-80), ikinci
otozomal dominant (% 10-120) ve nadir olarak da X’e bagh (% 1-2) kalitim Oriintiisii

goriilmektedir.”

1.5.4.1. Otozomal Dominant Kalitim Gosteren GJB2 Mutasyonlar

GJB2 geninde tanimlanmis mutasyonlardan ¢ok azmin otozomal dominant
isitme kayb1 ile beraber cesitli tiplerde cilt hastaliklarina neden oldugu saptanmustir.
Palmoplantar kerotoderma gibi cilt fenotipleriyle (misens mutasyonlar G59A, R75W,
DE42), Vohwinkel sendromu (D66H) ve Keratitis ichthyosis-deatness (DSON, G12R ve
S17F mutasyonu) hastaliklarinda da goriiliir. Bu mutasyonlar daha ¢ok hiicre i¢i trafigin
saglanmasindan sorumlu amino u¢ ve birinci ekstraselliiler bdlgede toplanarak
connexonlarin birlesmesinde bozukluklara neden olmaktadirlar. RNA interferans
kullanilarak GJB2 dominant allellerin siipresyonu dominant isitme kaybmin bazi

formlarini tedavi etmek icin uygun bir strateji olabilir.*®

Tablo 1.6 ‘da saptanmis dominant mutasyonlar verilmistir.*®
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Tablo 1.6. Otozomal dominant kalitim gdsteren GJB2 mutasyonlari.

Otozomal Dominant non-sendromik lokuslar

Lokus Lokalizasyon Gen Kodladig1 molekiil Isitme kaybi1 grubu
DFNAI 5q31 HDIA1 Aktin polimerizasyonu  Post-lingual
sensorindral, progresif
DFNA2 1p33-p35 GJB3 Gap junction protein Post-lingual
KCNQ4  Voltaj kapili potasyum  Post-lingual
kanali
DFNA3 13q12 GJB2 Gap junction protein Pre-lingual
GJB6 Gap junction protein Pre-lingual
DFNA4 19q13.33(?) MYHI14  Sinif 2 Non-muscle Sensorindral
myosin agir zinciri
DFNAS Tpl5 DFNAS  Bilinmiyor Post-lingual
DFNA6/14 1pl6.3 WES1 Zargecer protein Pre-lingual
Sensorindral
DFNAS8/12  11q22-q24 TECTA  Tektorial memb yapisal Bilinmiyor
elemani
DFNA9 14q12-q13 COCH Olasilikla ECM proteini  Post-lingual
sensorindral, progresif
DFNAI10 6q22.23 EYA4 Transkripsiyon faktorii  Post-lingual progresif
DFNAI1 11q12.3-g21 MYO7A  Motor molekiil myosin  Post-lingual
DFNAI13 6p21 COL11A2 Yapisal molekiil Pre-lingual non-
progresif,sensorindral
DFNAIS 5q31 POU4F3  Transkripsiyon faktorii ~ Post-lingual,progresif
DFNA17 22ql12.2-13.3 MHY9 Non-musle myosin agir ~ Post-lingual,progresif
zinciri
DFNA20/26 17q25.3 ACTGl  Alfa aktin Sensorindral, progresif
DFNA22 6ql3 MYO6 Motor molekiil myosin  Post-lingual,
sensorinoral
DFNA28 8q22 TFCP2L3 Transkripsiyon faktérii  Post-lingual,
sensorinoral,progresif
DFNA36 9q13-g21 TMCI1 Zargecer protein Post-lingual
DFNA38 4pl16 WES1 Wolframin proteini Post-lingual, progresif
DFNA39 4921 DSPP Sialofosfoprotein Sensorindral, progresif
DFNA48 12q13-ql4 MYOI1A Unconventional myosins Post-lingual
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1.5.4.2. Otozomal resesif kalitim gosteren GJB2 mutasyonlar

Avrupa, Kuzey Amerika ve Akdeniz populasyonlarinda en yaygin mutasyon
35delG olarak bilinen 6 guanin serisindeki tek guanin nukleotidinin delesyonudur.
Yapilan arastirmalar, 35delG’nin yaklasik olarak 500 kusak 6nce olusmus ve 10.000
yasinda olan ¢ok eski bir mutasyon oldugu saptanmistir. Mutasyonun Orta Dogu’dan
koken aldig1 ve popiilasyonlarin gigleriyle Akdeniz ve Karadeniz kiyilarmi takiben iki
ayri rota izleyerek Avrupa’ya yayildig1 disiiniilmiistiir.”’ Bu mutasyon GJB2 mutant
allelerinin yaklasik %70-80’ninden sorumludur. Avrupa ve Akdeniz‘deki 35delG
tastyict sikligy, kistik fibrozise sebep olan AF508 mutasyonu sikligindan daha fazladir.>
Bu mutasyonun tasiyici frekansi biitiin Avrupa da 1/51 olarak belirlenmistir fakat bazi
populasyonlarda bu oranin daha da yiiksek oldugu goriilmiistiir. 35delG’nin hot-spot
delesyon oldugu diisiiniilse de son kanitlar gostermistir ki bu mutasyonun c¢ok eski
donemlerde ortaya c¢ikan ve ortak bir atadan tiireyen atasal (founder) mutasyon oldugu,
bu atasal mutasyonunda heterozigot avantaj nedeniyle genis yayilima sahip olabilecegi

diistiniilmektedir.”" >

Sekil 1.12°de 35delG’nin taginma sikliginin iilkelere gore dagilimi verilmistir.

Sekil 1.12. Diinyadaki 35delG tasiyici frekansinmn dagilimi. Yunanistan, italya, Estonya ve
Venezuela da tasiyici frekansi en yiiksek, Giiney Asya, Gana ve Giiney Misir da en diisiik
tastyici frekansi goriilmektedir.
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Diger etnik grup c¢aligmalar1 gostermistir ki farkli mutasyonlar daha yaygin
olabilir. Ornegin 167delT mutasyonun Ashkenazi Yahudilerinde prevalansi en yiiksek,
tastyici frekansi %3-4 tiir. Yine founder etki nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Dogu
Asya populasyonlarinda 235delC mutasyonu en yaygin mutasyondur, W24X, W77X ve
Q124X mutasyonlar ise Hindistan’m farkli bolgelerinde yasayan ailelerde yaygin

bulunmustur.

Simdiye kadar saptanmis resesif mutasyonlar*® Tablo 1.7°de verilmistir
y P Yy

Tablo 1.7. Otozomal resesif kalitilan GJB2 mutasyonlari

No Mutasyon adi Protein bolgesi

IVS1+1 G >A G -3172A

G-3170A G -3170A

M1V (p.0) AlG IC1
T8M C23T IC1
31del38 31-69del38 nt IC1
31dell4 31-45dell4 nt IC1
GI2V G35T IC1
30delG 30-35delG IC1
35insG 30-35insG IC1
35delG 30-35delG IC1
35delG 30-35delG IC1
K15T A44T IC1
51dell2insA 51-63 12 nt del ve ins A IC1
S19T G56C IC1
120T T59C IC1
Ww24X G71A ™1
V271+E114G G79A +A341G TMI1+IC2
R32C Co4T IC1
R32L GO95T IC1
R32H G95A IC1
V371 G109A ™1
A40E CI119A EC1
A40G C119G EC1
W44X G132A EC1
G45E G134A EC1
E47X G139T EC1
E47K G139A EC1
167delT 167delT EC1
Q57X C169T EC1
176-191dell6 176-192del 16nt EC1
C64X C192A EC1
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Y65X
Y65X
W77R
W77X
235delC
L79P
Q80X
Q80P
Q80R
182M
V84L
S85P
A88S
LIo0OV
L90P
269insT
MO31
VIsM
Y97X
290-291insA
H100Y
H100L
299-300delAT
302del3
E101G
310del14
312dell4
314dell4
333-334delAA
S113R
delE120
K1221
Q124X
R127H
W133X
Y136X
S139N
R143W
E147K
E147X
469delG
486insT
R165W
504insAAGG
509insA
509del14
515dell7
W172X

CI95A

C195G

T229C

G231A
233-235delC
T236C

C238T

A239C

A239G

C246G

G250C

T253C

G262T

C268G

T269C

269insT

G279A

G283A
Tanimlanmamis
Frameshift
C298A

A299T
299delAT
302delAGA
A302G
314-328del 14nt
312-326del 14nt
310-324del 14nt
333-335del AA
T339G
360delGAG
A365T

C370T

G380A

G398A

C408A

G416A

C427T

G439A

G439T

469delG
486insT

C493T
504insAGG
509insA
509-523del 14nt
515-532del 17nt
G516A

EC1
EC1
™2
™2
™2
™2
™2
™2
™2
™2
™2
™2
™2
™2
™2
™2
™2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
IC2
™3
™3
™3
EC2
EC2
EC2
EC2
EC2
EC2
EC2
EC2
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Tablo 1.7. (devam)

C174R T520C EC2
P175T C523T EC2
VI78A T533C EC2
R184W C550G EC2
R184P G551C EC2
572delT 572delT EC2
S199F C596T T™M4
6051ns46 605-6511ns 46 nt T™M4
1203K TC608AA T™M4
N206S A617G IC3
631delGT 631-632delGT IC3
L214P T641C IC3
645-648delTAGA 645delTAGA 1C3

1.5.4.3. Polimorfizmler (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

Diger genomlar gibi, insan genom DNA's1 da statik degildir, aksine, degisik
tiplerde kalitsal degisikliklere (mutasyon orant 1.6) maruz kalmaktadir. Yeni
mutasyonlar bir bireyin germinal veya somatik hiicrelerinde olusur. Eger germinal
hiicrelerde gergeklesen bir mutasyon bireyin liremesine engel olmuyorsa gelecek
nesillere aktarilabilir ve populasyondaki frekansi artabilir. Allelik dizilerdeki varyasyon,
(eger bir varyantin frekansi 0,01'den biiyiikse) DNA polimorfizmi olarak tanimlanir
(sansla agiklanamayacak kadar biiyiik bir oran). Insan genomik DNA'smin ortalama
heterozigotluk orani 0,0037 olarak hesaplanmistir (allelik diziler yaklasik her 250 - 300
bazda bir farklilik gostermektedir). Allelik dizilerdeki varyasyon, mutasyon orani relatif
olarak diisiik oldugundan nadiren yeni mutasyonlarin bir sonucu olarak meydana gelir.
Bu nedenle, bir bireydeki farkli allelik diziler de novo mutasyonlarla ortaya ¢ikmaz,

kalitlanir.”>

Genomik DNA {izerinde gozlenen polimorfizmler; populasyon genetigi, ilag
calismalari, adli tip caligmalari, organ nakli, kanser ve genetik hastaliklarin

arastirilmasinda 6nemli bakis agilar1 olusturmaktadir.

Cx26 geni iizerinde bircok polimorfizm saptanmistir. Genel olarak toplumlarda

goriilen polimorfizmler ve isitme kaybr ile birliktelik gosteren degisimler verilmistir.*®
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1.6. Mitokondrial mutasyonlar ve isitme kaybi

Mitokondrial DNA (mtDNA)’nin sekans analizi ilk kez 1981 yilinda
yapilmistir. Her mitokondride sayis1 2-10 arasinda degisen mtDNA vardir. Ancak bu
sayr ayn1 dokuyu olusturan hiicreler arasinda bile farkhilik gostermektedir. insan
mtDNA’s1 16,569 b¢ uzunlugunda biri agir digeri hafif olmak lizere ¢ift zincirli ve
dairesel formda olup replikasyon ve transkripsiyonu mitokondri i¢inde olmaktadir. 2
rRNA, 22 tRNA ve 13 mRNA olmak iizere toplam 37 gen bulunmaktadir. Genler i¢inde

intron bdlgeleri yer almaz.>

MtDNA kalitimi sitoplazmik bir kalitim olup, bu kalitim anne yoluyla yavrulara
aktarilmaktadir. Boylece hasta annenin ¢ocuklarmin cinsiyet ayrimi olmaksizin
tamaminin hasta olmasi, hasta babanin ise tiim ¢cocuklarinin saglikli olmasi sitoplazmik

kalitimin karakteristik 6zelligidir.

Mitokondrial DNA, niikleer DNA’dan bagimsiz olarak replikasyon yapar.
Mitokondrinin bu otonom &zelligi nedeniyle hiicre boliinmesi sirasinda mtDNA
heteroplazmik bir segresyon gosterebilir. mtDNA’da olusabilecek mutasyonlar sonucu
hiicre i¢ginde mutant ve normal mtDNA’lar yavru hiicrelere rastgele dagilir. Bu durum

mtDNA ile gecis gdsteren hastaliklarm kliniginde farkliliklar olusturmaktadir.

Mitokondrial sagirlik sensorineural, bilateral ve genellikle progresif seyreder.
Mitokondrial genler prelingual isitme kaybmin nadir sebebi olarak goriiliir. Non
sendromik, sendromik olabilir ayrica bir ailedeki bireyler arasinda bile isitme farklilik

arz eder.>¢

Isitme kaybmnmn nedeni Korti, stria vaskularis ve destek hiicrelerini iceren
koklear dejenerasyondur. MtDNA mutasyonlarinin nasil igitme kaybma neden oldugu
hala ¢ok a¢ik olmasada, isitme kaybinin dis tiiy hiicre fonksiyonun kaybi nedeniyle
kokleada oldugu bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve apoptotik
sinyalizasyonun degismesi ana patojenik faktorlerdir. Korti organi yogun enerjiye
ihtiya¢ duymaktadir. Azalan ATP iiretimi, ATPaz ve ndrotransmitterlerin salinimini

baskilar.’’

Bir bagka goriiste iyon transportunun bozulmasi yOniindedir. ATP bagimh

calisan pompalar iyonik gradiente karsi endolenfe potasyum iyonlarini geri pompalar.
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Mitokondrial mutasyonlar nedeni ile ATP {iretimin azalmasi bu pompalarin daha yavas
calismasina neden olur. Bu durum i¢ kulak da iyonik dengenin bozulmasina yol agar.
Azalan ATP iiretimi secici olmayan katyon kanallarini, strial marjinal hiicrelerdeki Isk

kanallarmi ve dis tity hiicrelerindeki Ca"*-ATPaz’1 inaktive eder.’®

Koklear sinir hiicreleri etkilenmemis ise koklear implantasyon basarilidir.”’

1.6.1. Mitokondrial mutasyonlar

Birka¢ mitokondrial mutasyon tanimlanmaistir. Bunlarin en 6nemlisi 1992 yilinda
bir Arab-israil ailesinde tamimlanmis 12S rRNA MTRNRI geninde ki A1555G
mutasyonudur.” Etkilenen kisilerin ¢ogunda ¢ocukluk déneminde agir ve derin isitme
kayb1 goriilmiis, diger aile iiyelerinde ise yetiskinlikte isitme kaybi veya bazilarinda
normal igitme goOrilmiistiir. Mutasyon, 12S rRNA’nin yliksek korunumlu bélgesinde,

aym1 zamanda bakterilerde de aminoglikozidlerin baglandig1 noktada olmaktadir.”

Gentamisin, streptomisin, kanamisin ve tobramisin gibi aminoglikozid
antibiyotikler aerobik gram negatif bakterilerin yol actig1 infeksiyonlarin tedavisinde
kullamlir®. Aminoglikozidlerin kullanimu sik sik renal, vestibiiler ve isitme sisteminde
toksisiteye yol acar. Bu ilaglar bobrek tubullerindeki hiicrelerde, i¢ kulaktaki perilenf ve
endolenftde toplanabilir. Streptomisin ve gentamisin vestibuler hasara neden olurken,
neomisin ve kanamisin koklear hasara neden olur. Tobramisin ise esit oranda

etkilemektedir.®!

Aminoglikozidler antibakterial etkilerini bakteri ribozomlarinin 16S rRNA’nin
spesifik bir G niikleotidine baglanarak yapmaktadirlar.®*® 12S rRNA bolgesinde
meydana gelen mutasyon ribozomun aminoglikozid duyarliligini degistirmektedir.
Mitokondriyal DNA iizerinde, 12S rRNA kodlayan bolgede 1555. adenin yerine guanin
nukleotidi gelmesiyle olusmaktadir. 12S rRNA daki 1555. niikleotiddeki olusan
degisiklik Escherichia coli bakterisinin 16S rRNA dizine cok benzemektedir.
Aminoglikozidler mutant 12S rRNA’ya baglanarak i¢ kulakta ototoksik etkilere neden

4
olmaktadir.>® % ¢
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Sekil 1.13. 12S rRNA geninde A1555G mutasyonunun konumu

Niikleer genler, mtDNA haplotipleri, ¢evresel ajanlar, doku-spesifik etkiler gibi

bircok faktor bagimsiz veya birlikte klinik ekspresiviteyi etkilemektedir®.

Ispanya, Japonya ve Cin de yapilan ¢aligmalar, sensdrinoral duyma kaybindan
etkilenmis ancak aminoglikozid kullanmamis kisilerde de bu mutasyona siklikla
rastlanildigini goéstermistir. Bu durum karsisinda MTRNRI genini modifiye eden bagka
bir genin varlig1 diisliniilmiis ve baglant1 (/inkage) analizi yapilan A1555G mutasyonu
tastyan birgok aile ile yapilan ¢alismalar sonucunda bu modifiye edici gen 8p23.1

bdlgesinde haritalanmustir.*®

Ozetle non-sendromik mitokondrial sagirlik ¢oklu jenerasyonlu ailelerde
diistiniilmesi gerekir. Aminoglikozid antibiyotikler kullanilsin kullanilmasin bir

erkekten sagirlik gegisi bilgisi olmadikca boyle diistiniilmelidir.®

Isitme kaybi1 ve aminoglikozidle iliskili diger mutasyonlar’” Tablo 1.8’de

verilmistir.
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Tablo 1.8. Isitme kaybu ile iliskili mitokondrial mutasyonlar

Gen Mutasyon Hastahk Ammogl.llfon.d
ototoksisitesi
12S rRNA A1555G Non-sendromik SNHL +
C1494T Non-sendromik SNHL +
T961G Non-sendromik SNHL +
T961delT/insC Non-sendromik SNHL +
T1095C Non-sendromik SNHL +
T1005C Non-sendromik SNHL +
Al1116G Non-sendromik SNHL +
T1243C Non-sendromik SNHL +
T1291C Non-sendromik SNHL +
AR827G Non-sendromik SNHL +
tRNA
tRNASTIN A7445G Non-sendromik SNHL, +
palmoplantar keratoderma
7472insC Non-sendromik SNHL, -
norolojik bozukluk
T7510C Non-sendromik SNHL -
T7511C Non-sendromik SNHL -
T7512C Progresif myoclonic epilepsy, -
ataxia ve isitme kaybi
G7444A Non-sendromik SNHL +
tRNAM YR A3243G MELAS ve MIDD1 -
C3256T MERRF -
tRNAM® A8344G MERRF -
T8356C MERRF -
AR296G MIDD -
tRNAY T14709C MIDD -
Cesitli Genis delesyon KSS -
Cesitli Genis MIDD -
delesyon/duplikasyon

Cesitli Rastgele Presbycusis -
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A1555G mutasyonun farkli toplumlardaki goriilme sikligi®®” Tablo 1.9°da

gosterilmistir.

Tablo 1.9. A1555G mutasyonunun igitme kaybi olan gesitli toplumlarda goriilme siklig

Ulke adi Goriilme sikhgi
Brezilya 4/203 (Kis1)
Endonezya 4/75 (Kisi)
Ingiltere 0/75 (Kisi)
Ispanya 21/6 (Kisi)
Italya 2/128 (Kisi)
Rusya 3/410 (Kisi)
Tunus 1/100 (Kisi)
Yunanistan 2/478 (kisi)

1.7. Mikrodizin Teknolojisi

Temeli Northern ve Southern blot tekniklerine dayanan mikrodizin teknolojisi,
oligoniikleotidlerin veya cDNA par¢alarmin yiliksek yogunlukta yan yana dizilmeleri ile

ortaya ¢ikmistir. YOntemin temelini baz eslesmesi yani hibridizasyon olusturmaktadir.

1.7.1. Molekiiler hibridizasyon

Molekiiler hibridizasyon metodu baz dizisi bilinen prob ile baz dizisi arastirilan
niikleik asit molekiiliiniin belirlenmesinde kullanilir. Molekiiler hibridizasyon biri
etiketli prob digeri hedef olmak iizere iki farkli kaynaktan gelen tek zincirli nukleik
asitlerin karistirilmasidir. Cift zincirli olan molekiiller kullanilmadan 6nce tek zincirli
hale getirilir. Hibridizasyonun amaci, proba benzer diziler tasiyan fragmentleri tespit

etmektir.

Calismada nukleik asit veya oligonukleotid problar kullanilir. Nukleik asit prob,
benzer dizileri tamimlamak amaciyla hibridizasyon c¢alismalarinda kullanilan
etiketlenmis herhangi bir DNA (veya RNA) parcgasidir. Nukleik asit problar1 tek zincirli
veya c¢ift zincirli olabilir fakat calisma aninda mutlaka tek zincirli olmalidir.
Oligonukleotid problar ise tipik olarak 15-50 nukleotid uzunlugunda, tek zincirli ve

kimyasal olarak sentezlenen DNA parcaciklaridir. Oligonukleotid problar genellikle
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hedef DNA hakkindaki bir 6n bilgi 15181nda tasarlanirlar. 5' u¢larina “p eklenerek yada

floresan boya ile etiketlenirler.”®

1.7.1.1. Erime sicakhg ve hibridizasyon ozgiilliiiiniin saglanmasi

Prob DNA’nin denatiirasyonu genellikle 1sitilarak komplementer zincirleri bir
arada tutan hidrojen baglarinin kopartilmasi ile gergeklesir. Tamamen komplementer iki
zinciri birbirinden ayirmak i¢in gerekli olan enerji birkag faktore baghdir. Bu faktorler
zincir uzunlugu, baz kompozisyonu ve kimyasal ortamdir. Zincir uzunlugu; uzun
homodupleksler ¢ok sayida hidrojen bagi icerdiginden bunlar1 kirmak i¢in daha fazla
enerji gerekmektedir. Baz kompozisyonu; GC baz c¢iftleri bir fazla hidrojen bagi
icerdiklerinden GC oram yiiksek zincirleri ayrmak daha zordur. Kimyasal ortam; Na"
gibi monovalent katyonlarin varlig1 ¢iftzinciri daha kararli yaparken formamid, iire,

NaOH gibi denaturantlar hidrojen baglarmi koparak ¢iftzinciri kararsiz yapar.>®

Nukleik asitlerin kararliligini ifade eden kullanish bir 6l¢iim, c¢ift zincirli
formdan tek zincirli forma gecisteki sicaklik degisim araliginin orta noktasma tekabiil
eden erime sicakligidir (7,,). Bu gecis DNA'nin optik yogunlugunu dlgerek takip edilir.
Nukleik asid bazlar1 260 nm dalga boyundaki ultra viyole (UV) 15181 gii¢lii bir sekilde
absorbe ederler. Cift zincirli DNA'nin absorbsiyon miktar1 serbest nukleotidlerden daha
azdir. Hypochromic etki denen bu fark yanyana bulunan ve DNA'da paralel bir sekilde
dizilmis olan bazlarin elektron sistemlerinin etkilesmesinden kaynaklanmaktadir. Cift
zincirli DNA 1sitilmaya baslandiginda 260 nm'de (optik yogunluk — OD5) absorbe olan
1s1kta serbet bazlari karakterize eden diizeye dogru bir artis olur. Bu degisimin orta

noktasimi belirleyen sicaklik 7,, olarak alinir.”

Baz kompozisyonunun %40 '1 GC olan memeli genomu fizyolojik sartlarda
yaklasik olarak T,, 87 “C'de denature olur. Hibridizasyon sartlar1 genellikle heteroduplex
formasyonuna imkan verecek sekilde diizenlenir ve hibridizasyon sicaklig1 7,,'nin 25 °C
altina kadar diisiiriiliir. BOoylece hibridizasyon ve fazla problarin uzaklastirilmasindan
sonra, hibridizasyona daha siki ve spesifik sartlarda devam edilerek birbiriyle ¢ok siki
bir sekilde baglanan dizilerin disinda kalan tiim ¢iftzincirlerin ayrilmas1 ve ortamdan
uzaklagsmas1 saglanir. Eger komplementasyon tam olarak gercgeklesirse prob-hedef

heteroduplexleri ¢ok kararhdir. Iki zincir arasinda yanhs eslesmelerin  olmasi



43

heteroduplexin 7, degerini diisiiriir; normal DNA problarinda %]1'lik bir yanls eslesme
T,, 'yi yaklasik 1 °C diisiiriir. Prob homodupleksleri daha kararhdir, heteroduplexlerde
de yeterince uyum varsa (>100 bp) smirl diizeylerdeki uyumsuz eslenmeler tolere
edilebilir. NaCl konsantrasyonunu artirp sicakligi diistiriirsek hibridizasyon 6zgiilliigii
azalir ve yanlis eslesmeleri kararli hale getiririz. Hibridizasyon 6zgiilliigiinii yiikseltmek
icin uyumsuz eslenmeler tasiyan heteroduplexlerin denaturasyona ugrayacaklari sekilde
tuz konsantrasyonunu azaltip sicakligi artirabiliriz. Eger komplementer bdlge
oligonukleotid problarda oldugu gibi kiiciikse (tipik olarak 15-20 nukleotid)

hibridizasyon sartlar1 tekbir yanhs eslenmeyi bile tolere etmez.”

Mikrodizin teknolojisinde tek zincirli isaretlenmis DNA molekiilii chipin
iizerindeki oligoniikleotidlere baglandig1 gibi yine tek zincirli DNA molekiiliiniin chipin
iizerine baglanmas1 saglanarak isaretli oligonukleotidlerin chipe baglanan DNA ile
eslesmesi saglanir. Boylece mikrodizin cihazi isaretli Orneklerden yayilan 1simayi

degerlendirerek 6rnegin genotiplendirilmesini yapmaktadir.”

1.7.2. Mikrodizin teknolojisinde SNP degisimlerinin saptanmasi

Onceden tanimlanmis tek niikleotid degisimlerinin giivenilir, kisa ve verimli bir
metod 1ile teshisi Ozellikle rutin tan1 ve genetik epidemiyoloji ¢aligmalari agisindan
biiyiik ©6nem tasimaktadir. Insan genomunda yaklasik 30.000 gen bulundugu
varsayllmaktadir. Bu kadar cok genin tek tek analizi miimkiin degildir. Fakat
glinlimiizde, gelistirilen otomasyona dayali sistemlerle ¢ok fazla sayidaki genin ayni

anda analizi miimkiin hale gelmistir.

Mikrodizin  teknolojisi molekiiler biyoloji  yontemleriyle fizikokimya
yontemlerinin ilerlemesinin dogal bir sonucu olarak ortaya ¢ikan ve giinlimiizde halen
gelisimi devam eden bir bilim dalidir. Son yillarda membran yerine camin kullanilmasi,
radyoaktivitenin yerini floresan isaretleyicilerin almasi ve nukleik asit parcaciklarmin
belli noktalara baglanmasini saglayabilecek hassas yontemlerin gelistirilmesi bu tiir
calismalarin verimliligini ve elde edilen bilgilerin miktarmni artirmistir. Eskiden bu
bilgileri birka¢ yiiz insan bir araya gelerek degerlendirirken simdi biyoinformatik
alanindaki gelismeler ve hizli bilgisayar teknolojisiyle kisa zamanda milyonlarca bilgi

bir kisi tarafindan degerlendirilebilmektedir.
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1.7.3 Mikrodizinin kullanim alanlar

Mikrodizin teknolojisi, cesitli fizyolojik veya patolojik silireglerde gen
ekspresyon paternlerindeki degisimi izleme, farmakolojik uyarilara karsi ekspresyon
degisikliklerini inceleme, kanser genlerinde heterozigot mutasyonlar1 tespit etme,

polimorfizm ve toksikoloji ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.

1.7.4. Mikrodizinin ¢alisma prensibi

Bu ¢alismada kullanilan Nanochip 100 adet test alanina sahip olan mikrodizin
platformudur. Chip yiizeyindeki DNA test alanlar1 ve ek olarak bulunan kanal sistemi
orneklerin test alanlarma gonderilmesi, hibridizasyon ve yikama islemlerinin

yapilmasini saglar.

Kullanilan chipler nonizotopik etiketleme prensibine gore dizayn edilmistir.
Nonizotopik sistemlerin cogunda modifiye edilmis bir isaretleyici molekiil bir nukleotid
onciisiine kimyasal olarak eklenir. DNA’ya katildiktan sonra isaretleyici molekiile karsi
yiiksek afinite gdsteren bir ligand kendisine eklenen marker grupla beraber isaretleyici
molekiile baglanir. Yaygin olarak kullanilan bu nonisotopik etiketleme sistemi, birbirine
kars1 ¢ok yliksek afinite gosteren iki ligant kullanir. Bunlar biotin (dogal bir vitamin) ve
bakteriyel protein streptavidin. Biotin eklenmis nukleotidler DNA’nin ¢ogaltilmasi
esnasinda kolayca DNA’ya katilabilirler. Ayrica probe, DNA’ya katildiklarinda
molekiilden disa dogru cikint1 yaparak ligandlar1 tarafindan kolayca tesbit edilmelerini

saglayacak bir ara grup ihtiva ederler.””

Chip yiizeyindeki DNA test alanlar1 streptavidin molekiilleri ile kaplidir. DNA
molekiilleri sahip olduklar1 negatif elektrik yiikii sayesinde chip yiizeyindeki test
alanlarina elektronik olarak gonderilirken ulastiklar1 test alanlarina sabitlenebilmeleri
icin 5’ wuclarmda bulunan biotin molekiiliinden yararlanirlar. Uriiniin biotinle
isaretlenmesi, kullanilan primerlerden birinin biotinli olarak kullanilmasi ile saglanur.

Boylece DNA’ya bagl biotin molekiilii streptavidin ile 6zgiil ve giiclii bir bag kurar.”
80

Tanimlanmak istenen SNP nin yaklasik olarak ¢cogaltilacak PZR iiriiniiniin (200-
400 bg) ortalarma gelmesi istenir. Test alanlarina stabil bir sekilde baglanan PZR

iirlinlerinin analizi mutant ve yabanil tip problarla hibridizasyona tabi tutularak yapilir.
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1.7.4.1. Mutant - yabanil tip isaretleyici

SNP analizlerinde isaretleyici (raportor) prob ile tanimlanmak istenen SNP,
5’ucunda tasiyan bir yabanil tip bir de mutant tip yaklasik 10-12 baz ¢iftlik

oligonukleikasitler tasarlanir.

Hedef dizi ile alakasi olmayan ve uygulanan biitiin testler i¢in kullanilan bu
fluoresan isaretli raportorlerin 6zgiil diziye baglanabilmesini saglayabilmek i¢in mutant-
yabanil tip prob dizisinin 5’ucuna evrensel raportoriin dizisi de bir kuyruk olarak takilir.
Boylece hibridizasyon sirasinda fluoresan isaretli tiniversal raportdrler 6zgiil diziye ait

problara baglanabilir.*

1.7.4.2. Stabilizer (Sabitleyici)

Nanogen sisteminde tek niikleotid degisimlerinin yabanil tip veya mutant
problarin hibridizasyonu 1ile teshisine kesinlik kazandirmak i¢in bagimsiz DNA
molekiilleri arasinda baz etkilesimleri enerjisinden faydalanmaktadir. Diziye 6zgiil
raportdr probun 5’ ucunun hemen bitiminden baslayan 25-35 niikleotidlik stabilizor
olarak tabir edilen bir ikinci oligo hibridizasyon asamasina eslik eder. Hibridizasyon

sirasinda stabilizér ve diziye 6zgiil prob dibdibe PZR iiriiniine baglanir™ (Sekil 1.14).

5 3

Evrensel kuyruk

3 Sabitleyici 5' 3''reterd
'%\

Hedef dizi I

SNP
Sekil 1.14. Hibridizasyon sirasinda stabilizor ve diziye 6zgiil probun hedef bolgeye baglanmasi
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Dibdibe yerlesen stabilizor 5° ucundaki baz ile raportoriin 3’ ucundaki baz
arasinda olusan (base stacking) enerjisi hibridizasyonun kuvvetini artiran bir etken
olarak belirir. Soyle ki, chip hibridizasyon sonras1 6zgiil olmayan baglanmalardan
arindirilmak tizere yikamalara ve artan sicakliga maruz birakilir (bu yikama ve 1s1
protokolii herbir SNP testi i¢in optimize edilmistir). Yabanil tip probun mutant allele,
mutant probun ise yabanil allele baglanmasi aralarindaki fark yalnizca bir bazdan ibaret
oldugu i¢in miimkiindiir. Nanochip sisteminde uygulanan 1s1 ve yikama islemlerine ek
olarak stabilizOriin yaratti§1 base-stacking enerjisi 6zgiil olmayan baglarin saf disi

edilmesinde etkinlik kazanir.®°

TACGTAGGC TACGTALGGLC
AGTGLOAL AGTGCAL

PCR
LIrini

o

Mutation
noktasi

STABILIZER

rH-HEORAQORAORAQRPAQRA-AOA0OR
s-=-0EAORPAORAORA BRA-AON0R

PEA-OMA=00=0M0=0

Y
T
C
G
T
C
G
T
C
L
T
C
&
P
T

;
'

Sekil 1.15. PZR iiriiniine stabilizor (sabitleyici) ve isaretleyici (reporter)’nin base stacking
enerjisi ile baglanmasi
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Nanochip sisteminde uygulanan 1s1 ve yikama iglemlerine ek olarak stabilizoriin
yarattig1 base stacking enerjisi 6zgll olmayan baglanmalarin saf dis1 edilmesinde
etkinlik kazanir. Farkli baz ciftler1 arasinda farkli diizeyde base stacking enerjisi
mevcuttur. Dolayisiyla SNP analizlerinde meydana gelebilecek yanlis eslesmelerde test
alanindaki DNA ya baglanmayan tek baz, stabilizér ile raportdr oligo arasindaki
etkilesimi degistirecek bu da yikama ve 1s1 uygulamalar1 sirasinda sézkonusu yanlis

eslesmis problarin uzaklastirilmasini iyice kolaylastiracaktir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. incelenen Orneklerin Toplanmasi

Bu ¢alisma 2007-2010 yillar1 arasinda Atatiirk Universitesi, T1p Fakiiltesi, T1bbi
Biyoloji ve Kulak Burun Bogaz Anabilim dallarinda gerceklestirildi. Caligmaya katilan
hastalara, yapilacak islemler hakkinda bilgi verilerek c¢aligmaya katilim onaylar

alinmustir.

Tez caliymasinda materyal olarak kullanilan isitme kayipli hasta bireyler iki
gruba ayrildi. Birinci grubu, KBB poliklinigine basvuran 35 proband olusturmaktadir.
Bu hastalarin aileleri de ¢alismaya dahil edildi. Ikinci grubu, 6-16 yas arasinda dagilim
gosteren, Erzurum Dedekorkut Isitme Engelliler [Ikdgretim Okulunda egitim goren 21
proband secildi, hastalarin isitme kaybi olan kardesleri de calismaya dahil edildi.
Calisma toplam 56 proband ile yapildi. Her iki grubun da aile hikayeleri alindi, hastalar
veya aileleri, ailenin kokeni, hastaliktan etkilenen bagka bireylerin olup olmadigi,
ailedeki akraba evlilikleri ve diger kalitsal hastaliklar1 tasiyip tasimadiklari agisindan
sorguland1. Isitme kaybinin otozomal resesif gegis gosterdigi diisiiniilen aileler
calismaya alind1. Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesine gelen bu hastalarin klinik
bulgular1 Kulak-Burun-Bogaz bdliimiinde detayl incelendi. Isitme engelliler okulundan
gelen bireylerin klinik bulgular1 ise okuldaki dosyalarinda olan bilgiler kadariyla

bilinmektedir.

Bu calisma iki farkli yontem kullanilarak gergeklestirildi. Hastalarin tiimii ilk
olarak Nanogen mikrodizin analiz sistemi ile daha sonra otomotik dizi analiz yontemi

ile arastirild.

2.2. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyon islemi proteinlerin parcalanmasi ve denaturasyonu, proteinden
DNA’nm ayrimi, DNA’nin ¢oktiiriilmesini igerir. Tam kan kullanildig1 i¢in eritrosit
lizisi gereklidir. PCR inhibisyonuna neden olan Heme proteininin ortamdan kaldirilmasi
saglanir. Lisat kullanilarak hiicre c¢ekirdeginin parcalanmasi, DNA’nin hiicresel

proteinlerden ayrilmasi saglanir. Birkag DNA izolasyon protokolii vardir. Ornegin;
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organik solvent ekstraksiyonu:fenol/kloroform/izoamylalcohol, tuzla ¢oktiirme
prosediirii, hipotonik lysis, deterjan temelli lysis (DTAB-CTAB), metal iyonlarmnin
selate edilmesi, afinite kromotagrafisi, immunomagnetik ayrim sayilabilmektedir. Bu
calisma da tuzla ¢Oktiirme yontemi ile DNA eldesi saglayan Gentra DNA izolasyonu

(Gentra, D-5500) kullanild1.

Bu tez ¢alismasinda genomik DNA izolasyonu 168 bireyden EDTA’l1 tiiplere
alman yaklasik 2-3 ml kan Orneklerine asagida belirtilen basamaklari iceren DNA

izolasyon yontemi uygulanarak yapildi.

2.2.1. Hiicrelerin parcalanmast

1. 900 pl RBC Lysis Solution iceren 2 ml’lik Eppendorf tiipiine 300 pl kan
eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda 10 kez yavasca
alt-iist edildi.

2. 13.000-16.000 g de 20 saniye santrifiij (Heraeus, Biofuge) edildi. 10-20 pl
rezidiiel sivi kalacak sekilde ve beyaz pellete dokunmadan, silipernatant pipetle

uzaklastirildi.

3. Beyaz pellet kalan sivinin iginde resiispanse olacak sekilde tiip 10 saniye

hizlica ve beyaz hiicre pelleti kayboluncaya kadar vortexlendi (Vortex Genie).

4. Resiispanse hiicrelere 300 ul Cell Lysis Solution eklenip pipetaj yapildi.

2.2.2. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi
1. Busoliisyona 100 pl Protein Presipitasyon Soliisyonu eklendi.
2. Tiip 20 saniye hizlica vortex yapildi.

3. 13.000-16.000 g ‘de 1 dakika santrifiij yapildi.
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2.2.3. DNA’nin ¢oktiiriilmesi

1. 300ul %100 izopropanol (Merck, UN 1219) igceren 1,5 ml’lik Eppendorf
tiipline DNA’y1 iceren siipernatant eklendi. Ornek 50 kez alt-iist edilerek iyice
karistirildi.

2. 13.000-16.000 g’de 1 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonunda DNA beyaz
kii¢iik bir pellet olarak goriildii.

3. Siipernatant dokiiliir ve tiip kurutma kagidina bastirildi. Tiipe 300 ul %70
Etanol eklendi ve tiip birkac¢ kez alt-iist edilerek DNA pelletinin yikanmasi saglandi.

4. 13.000-16.000 g’de 1 dakika santrifiij edilir. Etanol dikkatlice dokiildii.
Pelletin kaybedilmemesine dikkat edildi.

5. Tip ters gevrilerek 5 saniye kadar kurutma kagidma tutuldu.

6. 100 ul DNA Hidrasyon Soliisyonu eklendi. 5 saniye vortekslendi.

7. 5 dakika 65 °C’de inkiibe edildi. 5 saniye vortekslendi ve santrifiijde spin
edildi.

8. Elde edilen DNA o6rneklerinin optik dansite dlgiimleri spektrofotometre ile
yapildiktan sonra konsantrasyonlari 50 ng/ul olacak sekilde sulandirilip -20 °C de

muhafaza edildi.

2.3. Mikrodizin Analiz Calismast
2.3.1. Mikrodizin ¢calismasinda kullanilan stok c¢ozelitler ve hazirlanislar

50mM L-Histidin: L-Histidine’den (Sigma, H-6034 ) 3,88 g tartildi ve d.H,O
(Dr.Zeydanli, DZWTR-05) ile 500 mL’ye tamamlandi. 2-8°C’de saklandi. En fazla bir
hafta siire ile kullanildi. Kondaktivitesi <100uS/cm 6l¢iildii her kullanimda oda 1sisma

gelen soliisyonun kondaktivitesi mutlaka 6l¢tildii.

100Mm L-Histidin: L-Histidine’den 0,776 g tartildi ve d.H,O ile 50 mL’ye
tamamland1 1.5 ml’lik steril ependorflara 1 ml ‘lik aliquatlar hazirland1 ve -20°C’de
saklandi. Kondaktivite <100-200uS/cm arasinda olgiildii. -20°C’de 2 ay siire ile
kullanilda.
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0,3M NaOH: 50 veya 100 ml’lik 1 M’lik NaOH stoku hazirlandi. d.H,O ile
dilusyon yapilarak 0.3M ‘lik NaOH karisim elde edildi. 1.5 ml’lik ependorflara 1 ml
‘lik aliquatlar hazirland1 ve -20°C’de saklandi. Aliquatlar -20°C’de 2 ay siire ile
kullanilda.

1M Sodium phosphate, monobazik stok: 68,99 g Sodium phosphate (Merck,
A821274 709) , monobasic ve d.H,O ile 500 mL’ye tamamlandi. Oda 1sisinda saklanda.

IM Sodium phosphate, dibazik stok: 70,93 g Sodium phosphate
(Merck,F1395686 538) dibasic ve d.H,O ile 500 mL’ye tamamlandi. Oda 1sisinda

sakland..

IM Sodium phosphate, pH 7,4 stok: 400 mL 1 M Sodium phosphate,
dibazik+100mL Sodium phosphate, monobazik 10 dakika karistirildi. pH diisiirmek i¢in
monobazik, pH yiikseltmek i¢in ise dibazik kullanildi. Oda 1sisinda sakland.

1M Sodium phosphate, pH 7 stok: 350 mL 1 M Sodium phosphate, dibazik +
150mL Sodium phosphate, monobazik 10dakika karistirildi. pH dislirmek i¢in
monobazik, pH yiikseltmek i¢in ise dibazik kullanildi. Oda 1sisinda sakland.

Low salt buffer: 25 mL 1 M Sodium phosphate, pH 7 ile 475 mL d.H,O
karistirildi. Oda 1s1sinda saklandi.

High salt buffer: 25 mL 1 M Sodium phosphate, pH 7,4 ile 14,58 g Sodium
chloride (Carlo Erba, 368257) karistirildi ve d.H,O ile 500 mL’ye tamamlandi. Oda

1s1sinda saklandi.

2.3.2. Mikrodizin analiz yontemi ile mutasyon analizi

DNA mikrodizin analiz (Nanogen Advanced Diagnostics, 903-NMW-1000)
yontemi; PZR, PZR Orneklerinin saflastirmasi, 6rneklerin cihaza yiiklenmesi,
okutulmast ve analiz asamalarin1 igerir. Bu yontem ile 35delG, 167delT, 235delC,
delE120, W24X, M34T, L90P, R184P, Q124X, IVS1+1 G>A, A1555G degisimleri

arastirildi.
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2.3.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) (Polymerase Chain Reaction, PZR) ve

gen bolgelerinin cogaltilmasi

Bu calismada 56 proband ve yakinlarmin (168 bireyin) kan 6rneklerinden izole
edilen genomik DNA’lardan connexin 26 genin ilk ekzonundaki 5° UTR bolgesi,

connexin 26 geninin exon 2 bolgesi ve mitokondrial 12S rRNA bdlgeleri ¢cogaltilda.

2.3.2.1.1. Connexin 26 ekzon 2, connexin 26 5> UTR (promoter bélge), 12S rRNA

bolgesinin ¢calisilmasi

Connexin 26 ekzon 2, connexin 26 5’ UTR (promoter bolge), 12S rRNA
bolgesinin ¢alisilmasinda Nanogen Advanced Diagnostic firmasmin sagladigi “Genetic
Deafness Detection” kiti (Nanogen Advanced Diagnostics, NGN02P2) kullanilmistir.
Calisilacak her bir geni amplifiye edebilmek i¢in polimorfik bdlgeyi de igine alacak
sekilde uygun primer setleri kullanildi. Connexin 26 geni ve connexin 26 + 5’UTR 12S
rRNA bolgesi iki ayr1 parca seklinde amplifiye edildi. Bundan dolay1 her iki parcaya
Ozgii forward (ileri) ve revers (geri) primer setleri kullanilarak PZR yapildi. Connexin
26 ekzon 2, ve mitokondrial 12S rRNA bolgesini ¢ogaltan forward primer ile connexin
26 geninin promoter bdlgesini ¢ogaltmaya yardimer olacak revers primer biyotin ile
modifiye edilmis olarak kullanildi (Tablo 2.1).

TGCTTGCTTACCCAGACTCAGAGAAGTCTCCCTGTTCTGTCCTAGCTAGTGATTCCTGTGTTGTGTGCAT
TCGTCTTTTCCAGAGCAAACCGCCCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGG
TGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATC
CTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAG
GCTGCAAGAACGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGAT
CTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAG
TTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATCG
AAGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGAAGCCGCCTTCATGTA
CGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCAACGCCTGGCCTTGTCCC
AACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGAAGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGT
CTGGAATTTGCATCCTGCTGAATGTCACTGAATTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTC

Sekil 2.1. Connexin 26 ikinci ekzon primer oturma bdlgeleri (alt1 ¢izili ve renkli harf) ve
amplifiye edilecek gen bolgesi. GenBank accession No. NM_ 004004
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GGGTTCGCGGACCCGGGAAGCTCTGAGGACCCAGAGGCCGGGCGLCGCTCCGCLCGLGGLGLLGLCeeCeTC
CGTAACTTTCCCAGICTCCGAGGGAAGAGGCGGGGTGTGGGGTGCGGTTAAAAGGCGCCACGGCGGGAGA
CAGGTGTTGCGGCCCCGCAGCGCCCGCGCGCTCCTCTCCCCGACTCGGAGCCCCTCGGCGGCGCCCGGCC
CAGGACCCGCCTAGGAGCGCAGGAGCCCCAGCGCAGAGACCCCAACGCCGAGACCCCCGLCCCGGLeCea
CCGCGCTTCCTCCCGACGCAGGTGAGCCCGCCGGCCCCGGACTGCCCGGCCAGGAACCTGGCGCGGGGAG
GGACCGCGAGACCCAGAGCGGTTGCCCGGCCGCGTGGGTCTCGGGGAACCGGGGGGCTGGACCAACACAC
GTCCTTGGGCCGGGGGCGGGGGCCGCCTTCTGGAGCGGGCGTTTCTGCGGCCGAGCTCCGGAGCTGGAAT

Sekil 2.2. Connexin 26 promoter bdlge primer oturma boélgeleri (alt1 ¢izili ve renkli harf) Yesil
renk ile gosterilen alanlar GC ve TATA kutulari, mavi alt1 ¢izili alan trankripsiyon baglama
bolgesi. Sar1 gosterilen alan IVS1+1 G>A mutasyonunu gostermektedir. GenBank Accession
No. NM_004004

GAAACTTAAGGGTCGAAGGTGGATTTAGCAGTAAACTAAGAGTAGAGTGCTTAGTTGAACAGGGCCCTGA
AGCGCGTACACACCGCCCGTCACCCTCCTCAAGTATACTTCAAAGGACATTTAACTAAAACCCCTACGCA
TTTATATAGAGGAGACAAGTCGTAACATGGTAAGTGTACTGGAAAGTGCACTTGGACGAACCAGAGTGTA

Sekil 2.3. Mitokondrial genomda A1555G i¢in primer oturma bdolgeleri. (alt1 ¢izili ve renkli
harf). GenBank Accession No. NC_012920

Tablo 2.1. Connexin 26 ekzon 2, connexin 26 5> UTR (promoter bolge), 12S rRNA bdlgesini
cogaltmak icin kullanilan forward (ileri) ve revers (geri) primer dizileri. Biotin ile modifiye
edilmis diziler kalin yazi tipi ile yazild.

Primer adi Primer Dizileri
CX F bio Bio- TCG TCT TTT CCA GAG CAA ACC
CXR TCA GCA GGA TGC AAATTC CAG
Promoter F CCC TCC GTA ACT TTC CCA GT
Promoter R bio Bio- AAG GAC GTG TGT TGG TCC AG
MIT F bio Bio- GGT CGA AGG TGG ATT TAG CA
MIT R GCA CTT TCC AGT ACACTT ACC A

PZR’nin hazirlamsi: Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde Tablo
2.2°deki bilesenler smrasiyla 0.2 pl steril tiiplere (Axigene) eklenerek karistirildi.
Hazirlanan PZR karisimima Taq DNA polimeraz en son eklendi. Connexin 26 promoter

ve mitokondrial DNA 12S rRNA bolgesi coklu PZR reaksiyonu ile c¢alisilacagindan
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ayni tiip icerisinde karisim hazirlandi. Bu PZR i¢in 2.5 pl dimethyl sulfoxide (Amresco,
0231) kullanild1 (Tablo 2.3). Karisim iyice homojenize edildi. PZR islemi otomotik
sicaklik dongiisii saglayan alette (Applied Biosystem PE Thermal Cycler) yapildi
(Tablo 2.4).

Tablo 2.2. Connexin 26 geni i¢cin 50 pl’lik PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve
miktarlari

Connexin 26 Geni Miktar
PZR icerigi (1]
dH,O 30.7
10 x PZR Tampon 5
MgCl, [25 mM] 4
dNTP Mix [herbir baz i¢cin 10 mM] 1
Primer Mix Connexin Gen (CX) 4
[herbir primer i¢in 5 mM]

Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.3
DNA (50 ng/pl) 5
Toplam 50

Tablo 2.3. Connexin 26 promoter bolge ve 12S rRNA bolgesi i¢in 50 ul’lik PZR
reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Connexin promoter ve 12S rRNA Miktar
PZR icerigi (1]
dH,O 27.2
10 x PZR Tampon 5
MgCl, [25 mM] 4
dNTP Mix [herbir baz i¢cin 10 mM] 1
Primer Mix Connexin promoter 4
[herbir primer i¢in 5 mM]

Primer Mix A1555G 1
[herbir primer i¢in 5 mM]

Taq Polimeraz (5 U/ul) 0.3
DMSO 2.5
DNA (50 ng/pl) 5

Toplam 50
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PZR sartlar:

Tablo 2.4. Connexin 26 e¢kzon 2, connexin 26 promoter bolge ve 12S rRNA da bulunan
A1555G mutasyonun tespiti i¢in kullanilan PZR 1s1l degiskenleri

Basamak Sicakhik Zaman Dongii sayisi
| 95 °C 15 dk 1
5 95°C 1dk 15 sn )
72 °C 4dk 15 sn
94 °C 1 dk 15 sn

3 70 °C 3dk 15sn 2
72 °C 1 dk 15 sn
94 °C 1 dk 15 sn

4 68 °C 3dk 15 sn 2
72 °C 1 dk 15 sn
94 °C 1 dk 15 sn

5 66 °C 3dk 15 sn 2
72 °C 1 dk 15 sn
94 °C 1 dk 15 sn

6 64 °C 3dk 15 sn 2
72 °C 1 dk 15 sn
94 °C 1 dk 15 sn

7 62 °C 3dk 15 sn 35
72 °C 1 dk 15 sn

g 72 °C 10 dk 1

9 4°C 00

Agaroz jelin hazirlamisi: PZR iirliniin boyutuna gore %2.5 luk jel icin 1.25 g
agaroz (Sigma, A5093-5006) tartilarak 200 ml’lik erlen igerisine eklendi. Uzerine son
hacim 50 ml olacak sekilde 1X TBE (Dr. Zeydanli, 090557) tamponu ilave edilerek
mikrodalga firmda (Beko, Md 1500) kaynatilarak ¢oziildii. U¢ ul ethidium bromide

ilave edilerek karistirildi.
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Hazirlanan jel, mini jel yatag: igerisine dokiildii ve igine yiikleme kuyulari
olusturmak i¢in taraklar yerlestirilip oda sicakliginda donmaya birakildi. Jel donduktan
sonra taraklar dikkatlice c¢ikarilarak Ornek yiiklenmesi i¢in elektroforez tankina

(Protrans, 001) yerlestirildi.

PZR iiriinlerinin Agaroz jele yiiklenmesi: Tankayerlestirilen jelin {izerine 1X
TBE tamponu ilave edildi. PZR iiriniinden 5pul, yiikleme boyasindan (Amresco, E190)
Iul almarak ayr1 bir yerde karistirildi. Karisim jelde olusturulan kuyulara sirasiyla
yiiklendi. Jele yiiklenen PZR iiriinleri 80 V sabit gerilim ve 30 mA akim(Biometra,
PP3000) kosullarinda 100 bp DNA belirteci ile birlikte ytiriitiildi.

2.3.2.2. PZR iiriinlerinin saflastiriimasi

PZR iiriinleri primer ve tuzlardan armndirilmak tizere Millipore saflastirma tabagi
(Millipore, MANUO03010) kullanilarak vakum cihazi1 (Millipore, MAVMO0960R)
yardimi ile saflastirildi. Saflastirma islemine baglanmadan Once saflagtrma igin
kullanilacak saflagtirma tabagi (piirifikasyon plate) ile sistemin basing kontrolii yapildi.
Saflagtirma isleminde kullanilacak dH,O’nun iletkenliginin 15 uS/cm den az olmasi
beklenir. dH,O (Sigma, W-4502)’nun iletkenligi iletken dlcer ile Slgiildii. Saflastirma

islemi birka¢ asamadan olusmaktadir.
1. PZR sonrasi elde edilen iirtinler d.H,O ile 100ul’ye tamamlandi.
2. Piirifikasyon plate kuyucuklarma 100ul’ye tamamlanan iirtinler eklendi.

3. Basing acildiginda ilk birkag¢ saniye plate iizerine baski uygulandi. Basing 8-

10 mbar arasinda olacak sekilde purifikasyon islemine baslandi.
4. Filtreler kurumaya baslamadan hemen 6nce 100ul d.H,O pipetlendi.
5. Yukaridaki igslem bir kez daha tekrarlandu.
6. Son olarak kurumanin hemen 6ncesinde 60-65ul d.H,O pipetlendi.

7. Yatay calkalayic1 (Biosan, PSU-ZT) da 15dakika karistirildi.
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8. Calkalayic1 da karisan PZR fdiriinii 10-15 kez hizlica pipetaj yapilarak
kuyucuklardan tiiplere alind1.

9. PZR iirlinleri (5 pl) saflastirmadan sonra %?2’lik jelde kontrol edildi. Kaliteli

bant goriilen triinlerle ¢calismaya devam edildi.

2.3.2.3. Orneklerin cihaza yiiklenmesi

1. Yikleyici (Loader), secilmis alanlar da elektrik akimi olugmasini saglayarak
biotinlenmis niikleik asit dizilerinin streptavidinle kapl nanochip iizerine baglanmasini
saglar. Bunun i¢in Loader Protocols’dan ‘“’new’’ se¢ilir ve yeni bir Loader Map
olusturuldu. Submap tipi olarak capture secildi ve bir yada iki alana histidin
yerlestirildi. Target/amplicon submapi secildi sirasiyla ¢alisilacak iiriinler yerlestirildi.
0.3 N NaOH’1n kullanilacagi passive submapi secildikten sonra herhangi bir yerlestirme

yapilmada.

2. Orneklerin ¢alisilacagn plate (NUNC, 442587)’in, 1 kuyucuguna 50 mM
Histidin,1 kuyucuguna 0.3 M NaOH (denatiirasyon); 1 kuyucuguna da swrasiyla
tuzlardan armdirilmis PZR iiriinleri (30 pl PZR iirtintii+30 pl 100 mM’lik L-Histidin),
tuzlardan arindirilmis DNA Kontrolleri, wild/mutant kontrol i¢eren heterozigot karisim
I ve II’den 60 pl pipetlendi. A1555G mutant ve wild kontrol, chip (Nanogen Advanced
Diagnostics, 903-800240) {izerinde ayr1 alanlara yiiklendi. Kontroller Tablo 2.5’e gore

hazirlandi.
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Tablo 2.5. Chipe yiiklenen kontrol 6rneklerinin bilesenleri ve miktarlari

Heterozigot Heterozigot A1555G mutant  A1555G wild
karisim I karisim 11
Kontrol (nL) Kontrol (nL) Kontrol (nL) Kontrol (pL)
167delT 2 35 delG 2 A1555G 12 Al1555G 12
M34T 2 IVS 1+1G>A 2 dH,O 18  dH,O 18
L90OP 2 R184P 2 100 mM histidin 30 IQO.H.IM 30
histidin

235delC 2 dH,O 24
dH,O 22 100 mM histidin 30
100 mM
histidin >0

3. 96’lik plate ve chip cihazin yiikleyici kismina yerlestirilerek yiikleme baglatildi.

2.3.2.4. Orneklerin Nanogen molekiiler biyoloji ¢ahsma istasyonu ile hibridizasyon

ve okutmasinin yapilmasi

Reader’in ¢alisma Oncesi en az 45 dakika 1sinmas1 beklendi. Reader’a High ve
Low salt buffer yerlestirildi ve yikama (prime) yaptirildi. Chip +4°C’den ¢ikarildi ve
oda 1sisina gelmesi beklendi. Chip ylizeyi High salt buffer ile iic kez yikand1 ve son
olarak ta chip yiizeyinde High salt buffer birakildi ve 10-15dakika bekletildi. Chip
ylizeyine baglanmis olan amplikonlara spesifik olarak baglanacak oligonukleotid
karigimi (wild, mutant, stabilizer, universal) Tablo 2.6’daki gibi hazirlanarak chip

ylizeyine yayilmasi saglandu.
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Tablo 2.6. Hibridizasyon asamasinda kullanilacak wild, mutant, stabilizer, universal(Ur)
oligonukleotidlerin miktarlar

)
5 B £
] o ]
Mutasyon :..:::’ S = =
SEEE E - 4w e o F
=X T X =) o = o
2z § 5 5 5 5 &
35 delG 1.2 1 1 1.5 1.25 - - 94 100
IVS1+1 G>A 1.2 1 1 1.25 1.5 - - 94 100
A1555G 1 1 1 1.25 1.25 - - 94.5 100
R184P 1 1 1 1.25 1.25 - - 94.5 100
LooP 1 1.4 1 1.25 1.75 - - 93.6 100
M34T 1 1.2 1 1.25 1.5 - - 94.3 100
167 delT 1 1.2 1 1.25 1.5 - - 94 100
235 delC 1 1.2 1 1.25 1.5 - - 94 100
W24X 1 1 1 - - 1 1 95 100
delE120 1 - - - 1 1 96 100
Q124X 1 1 1 - - 1 1 95 100

Okutma sirasinda kullanilan mutant, wild, stabilizor oligo dizileri EK1’de
verilmigtir. Oligonukleotid karisimi chipin {izerinde 3 dakika bekletildi ve cihaza
yerlestirilerek okutuldu. Her oligonukleotid karigimi i¢in hazirlanmis okuma protokolii
Tablo 2.7’ye gore yapildi. Hibridizasyon ve okutmalar Tablo 2.7’ deki siraya dikkat
edilerek yapildh.

Tablo 2.7. Her bir mutasyona dogru analiz yapilabilmesi igin gerekli okutma sirast

.35 delG
. 167 delT
IVS1+1 G>A
. W24X

. A1555G
. M34T

. L90P

. 235 delC
.R184P
10.delE120
11.Q124X

O 00 1 N L A W N =
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Her bir okutma protokolii mikrodizin cihazinda Tablo 2.8-9-10-11°de

gosterildigi gibi hazirlanarak her bir mutasyon i¢in ayr1 ayr1 uygulandi.

Tablo 2.8. 35delG, 167delT, IVS 1+1 G>A okutma protokolii

35delG 167delT IVS1+1 G>A
Islem Asama Asama Asama islem ad1 islem
sirasi
1 General General General General
56°C  56°C 56 °C Environment  Sicakligin
yiikseltilmesi
4 60 s 60 s 60 s Wait 60s bekleme
5 43°C  51°C 51°C Environment  Sicakhigin diistiriilmesi
6 60 s 60 s 60 s Wait 60s bekleme
7 X5 FillB FillB(HSB) FilB Fluidics Yiiksek tuz
(HSB) (HSB) tamponu(HSB) ile 5
kez kartujun
yikanmasi
12 24°C  24°C 24°C Environment Okumadan 6nce
sicakligm diisiiriilmesi
13 Scan Scan 167 Scan Fluorescence Kirmizi ve yesil
35delG delT IVS1+1G>A sinyallerin toplanmasi

Tablo 2.9. W24X, LI90P, delE120, Q124X okutma protokolii

W24X L90P  delE120 Q124X
Islem Asama Asama Asama Asama  Islem adi islem
sirasi
1 General General General General  General
3 56°C  56°C  56°C 56 °C Environment  Sicakligin
yiikseltilmesi
4 60 s 60 s 60 s 60 s Wait 60s bekleme
5 45°C  41°C  41°C 41°C Environment  Sicakligin distirilmesi
6 60 s 60 s 60 s 60 s Wait 60s bekleme
7X5 FillB  FillB  FillB Fill B Fluidics Yiiksek tuz
(HSB) (HSB) (HSB) (HSB) tamponu(HSB) ile 5
kez kartujun yikanmasi
8 24°C  24°C  24°C 24°C Environment Okumadan 6nce
sicakligm diisiiriilmesi
9 Scan Scan Scan Scan Fluorescence  Kirmizi ve yesil
W24X  L90P delE120 delE120 sinyallerin toplanmasi
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Tablo 2.10. M34T, R184P, A1555G okutma protokolii

M34T R184P A1555G

Islem Asama Asama Asama islem adx islem
sirasi
1 General General General General
FillB Fill B FillB . R . .
3 (HSB) (HSB) (HSB) Environment Sicakligin yiikseltilmesi
4 41°C  41°C  41°C Wait 60s bekleme
5 30s Environment Sicakligin diisiiriilmesi
FilC Fill C FillC - Diisiik tuz tamponu(LSB) ile 4
6X4  (LsB) (LSB) (LSB) Fludies 4 kartujun yikanmasi
7 24°C  24°C  24°C Environment Crumadan once sicakligin
diistiriilmesi
3 Scan Scan Scan Fluorescen Kirmiz1 ve yesil sinyallerin
delE120 L9OP  delE120 UOTESCENCE ) blanmast
Tablo 2.11. 235delC okutma protokolii
235 del C
Islem Asama Islem ad1 islem
sirasi
1 General General
2 56 °C Environment  Sicakligin yiikseltilmesi
3 60 s Wait 60s bekleme
4 44 °C Environment  Sicakligin distirilmesi
53 Fill C Fluidics Diisiik tuz tamponu(LSB) ile 8 kez kartujun
(LSB) yikanmasi
6 24°C Environment Okumadan 6nce sicakligin diistiriilmesi
Scan o .
7 235 delC Fluorescence  Kirmizi ve yesil sinyallerin toplanmasi

Her bir okutma protokoliinden sonra oligonukleotidleri ortamdan uzaklastirmak

icin chip temizleme protokolii Tablo 2.12’ye gore uygulandi.
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Tablo 2.12. Herbir calisma sonunda uygulanan chip temizleme protokolii

Islem Asama islem adx islem

sirasi

1 General General

2 56 °C Environment  Sicakligin yiikseltilmesi

3X4 fﬁlé ]g) Fluidics }],)lisalrlll;agz tamponu(LSB) ile 4 kez kartujun
6 f}iIHSB) Fluidics Yiiksek tuz tamponu(LSB) ile kartujun yikanmasi
7 24°C Environment Okumadan 6nce sicakligin diistiriilmesi

8 Scan Fluorescence  Kirmizi ve yesil sinyallerin toplanmasi

Tim orneklerin cihazda okutulmasi tamamladiktan sonra ‘“Analysis Tools”

yardimu ile verilerin analizi yapild1.

2.3.2.5. Okuma sonuc¢larimin degerlendirilmesi

Veri analiz programinda oOrneklerden alman sinyaller degerlendirilirken
oncelikle bir 6rnekten alinan kirmiz1 ve/veya yesil sinyallerin en az 50 diizeyinde olup
olmadig1 kontrol edilmistir. Sinyallerden en az biri bu diizeyi asmiyorsa s6z konusu
ornek degerlendirmeye alimmamustir. Veri analizin degerlendirilmesinde iki tiirli sinyal
bulunmaktadir. Bunlar geri plan kirmizi/yesil sinyaller ve o6zgil kirmizi/yesil
sinyallerdir. Geri plan sinyalleri; chipe yiiklenen histidin iizerinden alman 6zgiil
olmayan yesil ve kirmizi sinyallerdir. Geri plan sinyalleri ile 6rneklerden alinan 6zgiil
sinyallerden biri arasinda, 6zgiil sinyallerin saglikli smnirda degerlendirilebilmesi i¢in,
5’e 1 veya daha fazla oranda bir fark bulunmasi gerekmektedir. Geri plan kirmizi veya
yesil sinyallerinden en az birine gore Ozgiill sinyalleri 5’¢ 1 veya {izeri orani
tutturamayan Ornekler degerlendirilmeye almmamistir. Bu oran istatistiksel olarak
hesaplanmis standart sapma degerinin 3 kati kullanilarak ve kesin dogruluk arz eden
sonuclar elde etmek iizere belirlenmistir. Dogru belirlemelerin yapilabilmesi ic¢in
heterozigot kontrollerde, hem kirmizi hem de yesil kanallarin 5:1 kriterini ge¢cmis

olmas1 gerekmektedir. Homozigot 6rneklerde ise kirmizi veya yesil kanalin bu orani
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yakalamas1 esastir. Ozgiil sinyaller; orneklerden alinan 6zgiil yesil ve kirmizi
sinyallerdir. Bu sinyallerin birbirine olan orani ile drnegin genotipi belirlenmistir. 1:1 —
1:2 arasindaki oranlarda 6rnek heterozigottur. 1:5 ve iizerindeki oranlarda yiiksek olan
sinyal kirmizi ise mutant, yesil ise yabanil tiptir. 1:2°den fazla ve 1:5°den az ise

genotipleme yapilamaz.®

2.4. DNA Dizi Analiz Calismast
2.4.1. DNA Dizi analizi ve hazirhik asamalarn

Mikrodizin analiz sonucu mutasyon bulunamayan ve heterozigot 6rnekler icin
DNA dizi analizi yapilmistir. Connexin 26 exon 2 bdlgesi bu nedenle mikrodizin

analizinde kullanilan primerlerden farkli primerler kullanilarak ¢ogaltild:.

TCAGAGAACACCTAAAAACACGTTCAAGAGGGTTTGGGAACTATACATTTAATCCTATGACAAACTAAGT
TGGTTCTGTCTTCACCTGTTTTGGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGGTGTTTGCTCAGGAAGAGATTTAAGCA
TGCTTGCTTACCCAGACTCAGAGAAGTCTCCCTGTTCTGTCCTAGCTAGTGATTCCTGTGTTGTGTGCAT
TCGTCTTTTCCAGAGCAAACCGCCCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGGG
TGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATC
CTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAG
GCTGCAAGAACGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGAT
CTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAG
TTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATCG
AAGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCGAAGCCGCCTTCATGTA
CGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTGCAACGCCTGGCCTTGTCCC
AACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGAAGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGT
CTGGAATTTGCATCCTGCTGAATGTCACTGAATTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTC
AAAAAAGCCAGTTTAACGCATTGCCCAGTTGTTAGATTAAGAAATAGACAGCATGAGAGGGATGAGGCAA
CCCGTGCTCAGCTGICAAGGCTCAGTCGCTAGCATTTCCCAACACAAAGATTCTGACCTTAAATGCAACC

Sekil 2.4 Dizi analizi i¢in kullanilan 943 bp lik connexin 26 Exon 2 bolgesi ve primer oturma
bolgeleri.
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Tablo 2.13. Dizi analizi i¢in kullanilan forward (ileri) ve revers (geri) primer dizileri

Primer adi  Primer Dizileri
CXF CCT ATG ACA AACTAA GTT GGT TC

CXR GAC AGC TGA GCA CGG GTT GCC TC

2.4.1.1. PZR’1n hazirlanisi

Toplam reaksiyon hacmi 30ul olacak sekilde Tablo 2.14° deki bilesenler
sirastyla 0.2 pl steril tiiplere eklendi. Kullanilan master mix (Promega, M7502)
nukleazlardan armdirilmis dH,O, 50 U/ml Tag DNA polimeraz ve enzimin tamponu,
400 uM dNTP ve 3 mM MgCl, icermektedir. Ayrica GC bdlgelerinin sebep oldugu
ikincil yapilarin azalmasini saglayan sivi betaine 5 M (Sigma, B 0300-5 VL) kullanild.
Karigim 1yice homojenize edildi. PZR islemi otomotik sicaklik dongiisii saglayan alette

(Applied biosystem PE Thermal cycler) yapildi (Tablo 2.15).

Tablo 2.14. Connexin 26 geni i¢in 30 pl’lik PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve
miktarlari

Connexin 26 Miktar

PZR icerigi (1]
Master mix 14
Betaine (0.67 M) 4
Primer Mix Connexin Gen

[herbir primer i¢in SmM] :
DNA (50 ng/pl) 3
dH,O 6

Toplam 30
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2.4.1.2. PZR sartlan

Tablo 2.15. Connexin 26 ekzon 2 PZR 1s1l degiskenleri

Basamak Sicakhik Zaman  Dongii sayisi
1 95 °C 5dk 1
94 °C 45 sn
2 58 °C (0.1 °C}) 45 sn 40
72 °C 1dk 30 sn
3 72 °C 10 dk 1

PZR iirtinleri %2°lik agaroz jele 5 pl yiiklenerek elektoroforez isleminden sonra

goriintiilendi.

2.4.1.3. PZR iiriinlerinin saflagtirilmasi

Connexin 26 geni ilk PZR islemi ile ¢ogaltildiktan sonra PZR iiriinleri tuz ve
dNTP lerin uzaklastirilmasi icin Agencourt® AMPure® (Beckman Coulter, APN
000130) piirifikasyon kiti kullanilarak temizlendi. Dizi analizi yapilacak {iriinlerin
temiz olmasi reaksiyon sonunda olusacak arka plandaki bantlarin o6nlenmesinde

Onemlidir.

1. 30 pl PZR iirlinii, 84 pl manyetik boncuklar igeren soliisyonla homojenize
olana kadar pipet ile plakada karistirildi. Bu islem sirasinda 100 b¢’den uzun olan PZR
iirlinleri manyetik boncuklara baglandi. 3 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
magnetin lizerine yerlestirilerek 10 dk bekletildi. DNA’y1 baglayan boncuklar
kuyucuklarm etrafinda halka olusturarak bulanik olmayan temiz bir goriintii olusturdu.

Manyetik boncuklara dokunmadan siipernatant ortamdan uzaklastirildi.

2. Plaka magnetin disina alindiktan sonra 200 upl %70’lik ethanol (Merck,
32221) ilave edildi ve tekrar magnetin lizerine yerlestirilerek 30 saniye bekletildi.
Boncuklar yapisinca ethanol ortamdan uzaklastirildi ve bu islem bir kere daha

tekrarland1. Siipernatant pipetle uzaklastirilarak dérnekler 20 dakika kurumaya birakild.
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3. Ornekler kuruduktan sonra 40 pl ddH,O ile sulandirilarak homojenize bir

goriintii olusana kadar pipet ile karistirildi.

Piirifikasyon sonrasi temizlenen ornekler DNA dizi analizinde kullanilacak

uygun miktarlarm belirlenmesi i¢in %2’lik agaroz jel de kontrol edildi.

2.4.2. DNA Dizi analiz reaksiyonu

DNA dizi reaksiyonu daha 6nce elde edilen PZR iiriinlerinin floresan isaretli
dideoksiniikleotitler kullanilarak isaretlenmesine dayanir. Bu amagcla {riinler “cycle
sequencing” denilen yeni bir PZR dongiistine sokulur. Cycle sequencing isleminde PZR
dirtinleri kalip DNA islevini goriir. DNA polimeraz varliginda tek bir primer yardima ile
floresan isaretli dideoksiniikleotitler (ddNTP) zincire girer ve reaksiyon normal PZR
dongiisii gibi devam eder. Aradaki fark primerin uzamasi sirasinda isaretli ddNTP' lerin
baglanmas1 ile zincirin sonlanmasidir. Reaksiyon sonucunda olusan renkli DNA
fragmentleri, kapiller tiip i¢ine doldurulan polimerde ayristirilir. Yiirlime sonucunda
ortaya cikan renkli pikler, lazer okuyucu tarafindan saptanarak analiz programina

aktarilir.

Bu calismada toplam reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde Tablo 2.16’daki
bilesenler sirastyla 0,2 ml’lik, 96 tane kuyucuk igeren plaklara konuldu. Dizi analizi i¢in
ilk PZR’da kullanilan forward primer ve DTCS Quick Start Master Mix (Beckman
Coulter, PN 608120) kullanildi. Karisim iyice homojenize edildi. PZR islemi otomotik
sicaklik dongiisii saglayan alette (Applied biosystem PE Thermal cycler) yapildi (Tablo
2.17).
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Tablo 2.16. Connexin 26 Ekzon 2 bdlgesinin isaretli ddNTP’ler ile ¢ogaltilmasi igin 20 pl’lik
PZR reaksiyonunda kullamlan bilesenler ve miktarlari

Connexin 26 Miktar

PZR icerigi (1]
DTCS Quick st.mix 10
Primer (Forward)

[primer i¢in SmM] 07
dH,O 6.3
PZR iiriinii 3
Toplam 20

2.4.2.1. PZR sartlan

Tablo 2.17. Connexin 26 Ekzon 2 bdlgesinin isaretli ddNTP’ler ile ¢ogaltilmasinda kullanilan
PZR 1s1l degiskenleri

Basamak Sicakhk Zaman Dongii sayisi

1 95 °C 2 dk 1
96 °C 20 sn

2 54 °C 20 sn 30
60 °C 4 dk

3 72 °C 10 dk 1

Bu islem tamamlandiktan sonra {iriinler tekrar bir temizleme isleminden

gecirildi.
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2.4.2.2. Dizi analizi yapilacak PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

Elde edilen PZR firiinleri tekrar manyetik boncuk yardimi (Agencourt Clean

SEQ) ile saflastirild.

1. PZR iirlnlerinin iizerine reaksiyonun durdurulmasi i¢cin 5 pl durdurma

soliisyonu (1,5 M C;H30,Na, 50 mM EDTA, 20 mg/ml’lik Glikojen) eklendi.

2. Karisim 96’lik temiz PZR tiiplerine aktarildi. Manyetik boncuk igeren 25 pl
Agencourt Clean SEQ (Beckman Coulter, APN 000121)’ den herbir kuyucuga eklendi

ve homojenize olana kadar karistirild1.

3. Uzerine 110 pl %73 liik izopropanol (Merck, UN 1219) eklendi. Pipetaj
yapildi. 15 dakika oda 1sisinda bekletildi. DNA’larin manyetik boncuklara yapismasi

saglandu.

4. Ornekler magnete yerlestirildi. 5 dakika bekletildi. Boncuklara yapisan
DNA’lar miknatisin etkisiyle tiipiin ¢ceperine yapisir. Manyetik boncuklara dokunmadan

siipernatant ortamdan uzaklastirildi.
5. 200 ul %73 lik izopropanol eklenip 3 dk bekletildi. Siipernatant atildi.

6. Tekrar 200 pl %73 lLik izopropanol eklenip 5 dk etiivde bekletilerek

izopropanolun tamamen uzaklagmasi saglandu.

7. Herbir 6rnegin tizerine 40 pl Hidi formamid eklendi ve 10 dk bekletildi.
Boylece hem DNA’lar manyetik boncuklardan ayrilir hem de DNA zincirlerinin
birbirinden ayr1 tutulmasi saglanmis olur. Manyetik boncuklar tiipiin ¢eperine yapisir.
35 ul DNA tiipten alinarak sekans cihazinda kullanilmak iizere iiretilmis temiz 96’lik
plakaya aktarildi. Her bir 6rnegin iizerine 1 damla mineral oil damlatildi. Plak DNA dizi

analizi cihazina yerlestirildi.

GJB2 geninin ekzon 2 niikleotid dizilerinin belirlenmesi i¢in kapiller sistem

otomatik dizi analiz cihaz1 CEQ8000 (Beckman Coulter, ABD) kullanild1.

2.4.3. Kromatogramlarin degerlendirilmesi

DNA dizi degisimleri, GJB2 geninin referans dizisi ile karsilastirilarak

tanimlandi. http://genome.ucsc.edu internet adresinden (Genbank Accession Number
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NM_004004) “Homo sapiens connexin 26 (GJB2) mRNA, complete CDS (CoDing
Sequence)” kullanildi. GJB2 nukleotidlerinin numaralandirilmasi, exon 2’deki baslama
kodonu olan ATG’nin adenin bazma 1 verilerek baslandi. CEQ8000 dizi analiz
cithazindan elde edilen ham veriler CEQ8000 Genetic Analysis System adl1 genotipleme
yazilim programina aktarilarak karsilagtirma (alignment) yapildi. Heterozigot ve
homozigot baz mutasyonlari, delesyon ve insersiyonlar da bu program araciligi ile
analiz edildi. DNA dizindeki yeni degisim http:/www.hgvs.org/mutnomen/recs-
DNA.html adresinde yer alan talimatlar cergevesinde yapildi. Aminoasid sekans
degisimleri http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/  internet adresi kullanilarak

tespit edildi.

Mikrodizin analizi ile sonug¢ alinan birka¢ 6rnege dizi analizi yapilarak dnceki

sonuclar1 dogrulandu.
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3. BULGULAR
3.1. Mikrodizin Sonuglari

Bu arastirma sendromik olmayan isitme kaybma sahip 56 proband ile
yapilmistir. Calisma grubu ailesel (probanddan baska en az bir etkilenmis olgunun

bulundugu) olgularla olusturulmustur.

3.1.1. Connexin 26 Ikinci Ekzonun ¢ogaltilmast ve PZR Uriiniiniin Saptanmast

Ikinci Ekzon dan 651 bp’lik alan cogaltildi. Oncelikle 56 proband ve aile
bireylerinden (toplam 168 bireyden) olusan olgu grubuna ait DNA orneklerine PZR
islemi uygulandi. Biitiin 6rneklerde PZR iirlinliniin olustugu saptandi. Sekil 3.1°de

ekzon 2 PZR iirlinlerinin %2,5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii goriilmektedir.

Sekil 3.1 Connexin 26 Ekzon 2 PZR f{irlinlerinin agaroz jel goriintii

3.1.2. Connexin 26 promoter bolge (5’ UTR) ve 128 rRNA bolgesinin ¢ogaltilmast ve

PZR Uriiniiniin Saptanmasi

Iki set primer kullanilarak, Connexin 26 promoter bdlge (5> UTR) ve 12S rRNA
bolgesi ¢oklu PZR yapilarak ¢ogaltilmistir. 361 bp ve 179 bp lik tirlinler elde edilmistir.

Sekil 3.2” de PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Connexin 26 promoter bolge (5’UTR) ve 12S
jel gorlintiisii

361bp
179bp

rRNA bolgesi PZR iiriinlerinin agaroz

3.2. Mikrodizin Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Islenmemis okuma sonuglari, yabanil tip all

kirmiz1 renkte sayisal degerler halinde goriintiilenir.

el i¢in yesil ve mutant tip allel i¢in

Data analiz programina heterozigot

oldugu daha 6nceden saptanmis olan bir heterozigot kontrol, normalizér olarak tanitilir.

Heterozigot oOrnekte yabanil tip ve mutant tip allel dozu birbine esit oldugundan,

program bu kontrol o6rneginin kirmizi ve yesil

sinyal degerini birbirine esitler,

degerlendirilecek diger orneklere ayni islemi uygular ve sonuclar1 hem diyagram hem

de yazili olarak verir. Sekil 3.3-4-5" de 35delG’ye

verilmektedir.

[ Omrmiend
EAnahysis

% prief  © Detailed

) §717031-026 (Readin 0301-013(1.14.141)
zusrgnanngen[usersgcunnexindnaf{SSDELGZ.naf

ait analiz Oncesi ve sonrasi goriintii

08/05/2007 at 09:08:2C

& SYu

=l | [#] scan_3sDELG_Low
u EBnVironmeant

Total Elapsed Time: 24:02
Stage Time: 05:31

ﬁ SCAMN 35DELG LOW [

Absolute Start Time: 18: 33
Process Time: 05: 29

* fluorescence fluorescence
£ Lsw

O flud PMT Gain: Low [/ Low
ﬁ HSW Accumulation Time: AUTO / AUTO

0 fud Fluorescence Scan Results:
& 2ac

Il : Laser Colar: ICDmpDSitB 'i

environment
Style; | Calor -

# SCAN 35DELG LOW

* flusrescence

COMMNEXIN.Temizleme 60

‘6 General
S general
& Lsw
O fuid
£ s6C

Sekil 3.3. Mutasyon okutmasi yapildiginda chipe yliklenen orneklerden elde

edilmemis goriintii. (6rnek: 35 delG )

Dynarmic Range: |3UUU

edilen analiz
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mutart
homozigot

grafigi.(6rnek: 35 delG )

V7

O Brief ™ Detailed

> ligt Analysis Tools ﬂ
# Activation Quick Check

@ Exzport History

35DELG.naf
‘ General
D ganera
& s6C

ﬂ environment

E environment

A& Hsw
{0 Auid
& Hsw

O Auid

20|
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Sekil 3.4. Nanogen mikrodizin cihazinda ¢alisilmis wild, heterozigot, mutant drneklerin analiz

Sample Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designation

£ Hsw

Sekil 3.5. Nanogen mikrodizin analiz yontemi ile g¢alisilmis connexin 26 genindeki bir

08.13 | o 110 1 Inf weild fild
08.14 of 130 1 Inf weild il d
08.15 0| 125 1 Inf wiildfweild
08.16 | &4 31 | 281 mutmut
08.17 85 2l 1 42.5 12 1 it rnut
0g8.18 Hi& Mgl 0 & Mi'&

08.19 Mia| Mal D M (RIES

08.20 116 31 [ 38.67 :: 1 Utk
08.21 108 2l 1 53 i1 it
0g.22 1 94| 1 1:: 94 weild fweild
08.23 0| 1z21] 1 Inf wiildfweild
0824 | o 134 1 Inf wildfweild
08.25 78 51 15.6 12 1 it rnut
08.26 11 261] 1 |1 :: 23.73 weild fwild
08.27 325 33 1 9,85 :: 1 Ut/
08.23 241 la 1 |12.68 :: 1 it rnut
0g8.29 20| 43 1 |1 :: 32.15 weil ol il ol
08.20 6 513 1 |1 :: 52.17 weild fwild
08.31 23] 13ls] 1 |1 =: 57.22 wild fweild
02.22 | 6 4szl 1 |1 :: @0.33 wild fild
08.23 369 45 1 7.69 :: 1 it rnut
08.34 13 543 1 |1 :: 41.77 weildfweild
08.35 10| 664| 1 1 66.4 weild fweild
08.36 16| 1076] 1 |1 :: &67.25 weild il dl
08.27 9 543 1 |1 :: 60.33 weil ol il dl
08.38 9 625 1 |1 :: 69.44 weildfweild
07.08 11] 657 1 |1 =: 59.73 wild fweild

mutasyonunun floresan sinyal oranlari, analiz sonucunda belirlenen genotip (6rnek: 35delG)
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3.2.1. Connexin 26 exon 2 mikrodizin analiz sonuclart

Probandlarin mikrodizin analiz degerlendirme sonuglar1 Tablo 3.1° de ayrmntili
olarak verilmistir. Buna gore en sik 35delG olmak iizere 4 farkhi niikleotid degisimi
saptandi. Mikrodizin yontemiyle herhangi bir mutasyon saptanamayan probandlar igin

DNA dizi analiz yontemine basvuruldu.

Tablo 3.1. Cx26 geninin ikinci ekzonun da mikrodizin analiz verilerine gére mutasyon saptanan
olgular

Hasta Protein

Kkodu Degisim adi Tamm Etkisi bolgesi Tiiri
7006  p.[W24X]+[W24X] G71A 24. kodon Trp-Stop TM1 Mutasyon
7010  p.[delE120]+ [delE120] 360delGAG 119-120del Glu 1C2 Mutasyon
7051  p.[R184P]+ [wt] G551C 184. kodon Arg-Pro EC2 Mutasyon
7061  c.[35delG]+[wt] 35delG Frameshift IC1 Mutasyon
7083  p.[delE120]+ [delE120] 360delGAG 119-120del Glu 1C2 Mutasyon
8006  c.[35delG]+[delE120] ggggle?é AG ﬁ%mlezs(})‘égl/ - IC1-IC2  Mutasyon
8016  c.[35delG]+[35delG] 35delG Frameshift IC1 Mutasyon
8020  c.[35delG]+[35delG] 35delG Frameshift IC1 Mutasyon
8025  c.[35delG]+[35delG] 35delG Frameshift IC1 Mutasyon
8027  c.[35delG]+[35delG] 35delG Frameshift IC1 Mutasyon
8028  c.[35delG]+[35delG] 35delG Frameshift IC1 Mutasyon

il Il ]

8033  c.[35delG]+ 35delG Frameshift IC1 Mutasyon
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Tablo 3.2. Mutasyon saptanan olgularda aile mikrodizin analizi verileri (A: anne, B: baba, K:
Kardes, A.O:amca oglu)

Aile Olgu no Mutasyon Fenotip (isitme kayb1) Akrabahk

3 7006 p.[W24X]+[W24X] var Var
7007K p.[W24X]+[wt] yok
7008K [wt]+[wt] yok

5 7010 p.[delE120]+ [delE120] var Var
7011A p.[delE120]+ [wt] yok
7012B p.[delE120]+ [wt] yok

17 7051 p.[R184P]+ [wt] var Yok
7052K p.[R184P]+[wt] var
7053K [wt]+[wt] var
7054B p.[R184P]+[wt] yok
7055A [wt]+[wt] yok

19 17061 c.[35delG]+H[wt] var Var
7059A c.[35delG]+[wt] yok
7060B [wt]+[wt] yok
7062K c.[35delG]+H[wt] var

25 17083 p.[delE120]+ [delE120] var Var
7084K p.[delE120]+ [delE120] var
7085K p.[delE120]+ [delE120] var
7086A p.[delE120]+[wt] yok
7087B p.[delE120]+[wt] yok

30 8006 c.[35delG]+[delE120] var Yok
8007K c.[35delG]+[delE120] var

31 8016 c.[35delG]+[35delG] var Var
8017A.0 c.[35delG]+[35delG] var
8018K c.[35delG]+H[wt] var

32 8025 c.[35delG]+[35delG] var Var
kardes - var
8034 A.O [wt]+[wt] var

33 8027 c.[35delG]+[35delG] var Yok
Anne - var
Baba - var
Kardes - yok

34 8020 c.[35delG]+[35delG] var Var
8021K c.[35delG]+[35delG] var

35 8028 c.[35delG]+[35delG] var Var
Kardes - var

36 0833 c.[35delG]+[35delG] var Var
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3.2.2. GJB2 5°UTR Promoter bélge IVSI+1G>A mutasyonu mikrodizin analiz

sonuclari

56 probandin ve ailelerindeki diger kisilerin GJB2 5’UTR promoter bolgesini
iceren PZR {riinlerinin analizi sonucu higbir olguda [VSI+1G>A mutasyonu

saptanmadi.

3.2.3. Mitokondrial DNA 128 rRNA A1555G mutasyonu mikrodizin analiz sonuclart

56 probandin ve ailelerindeki diger kisilerin /28 rRNA bolgesini iceren PZR

irlinlerinin analizi sonucu hi¢bir olguda A1555G mutasyonu saptanmadi.

3.3. DNA Dizi Analizi
3.3.1. Connexin 26 ikinci ekzonun ¢ogaltilmasi ve PZR Uriiniiniin Saptanmasi

Connexin 26 geninden 943 bp’lik alan cogaltildi. 46 proband ve aile
bireylerinden olusan olgu grubuna ait DNA 6rneklerine PZR islemi uygulandi. Biitiin
orneklerde PZR iiriiniiniin olustugu saptandi. Sekil 3.6’da ekzon 2 PZR iiriinlerinin

%2,5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii gériilmektedir.

Sekil 3.6. Connexin 26 Ekzon2 PZR {irlinlerinin agaroz jel goriintiisii

3.1.2. Connexin 26 ikinci ekzonunun DNA dizi analizi sonuclart

Bu grupta bulunan her bir olgu i¢in dncelikle tek yonlii DNA dizi analizi ve

degerlendirilmesi yapildi. Ik degerlendirme sonuglarma gore, herhangi bir niikleotid
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degisimi goriilen bireylerin diger zincirden DNA dizi analizi gergeklestirildi. Analiz

sonucunda gozlenen degisimler Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Cx26 geninin ikinci ekzonun da DNA dizi analiz verilerine gére mutasyon ve
polimorfizm saptanan olgular

Hasta <. . - Protein -
No Kkodu Degisim ad1 Tamm Etkisi bolgesi uri
c.[327-328delGGins A+ Frameshift/
1 7018  [327-328delGGinsA] E110RfsX2 110.kodon Glu-Arg IC2 Mutasyon
c.[35delG]+[327- Frameshift/
2 8043  328delGGinsA] 35delG/E110RfsX2 110.kodon Glu-Arg IC2 Mutasyon
3 8035  p.[G79A]+[wt] V271 27 kodon Val-lle ™1 SNP
4 8036  p.[G45T7A]+[wt] V1531 153.kodonVal-Ile T™M3 SNP
5 7045  p.JGA5TA]+[wt] V1531 153.kodonVal-Ile TM3 SNP

Tablo 3.4. Mutasyon saptanan olgular ve aile DNA dizi analizi verileri (A: anne, B: baba,K:

Kardes)
No Hasta Fenotip
kodu Degisim adi (isitme kaybi) Akrabalk
1 7018 ¢.[327-328delGGinsA]+[327-328delGGinsA] Var Var
7019K ¢.[327-328delGGinsA]+[327-328delGGinsA] Var
7098A c¢.[327-328delGGinsA]+ [wt] Yok
7099B c¢.[327-328delGGinsA]+ [wt] Yok
2 8043 c.[35delG]+[327-328delGGinsA] Var Yok
8042B ¢.[327-328delGGinsA]+ [327-328delGGinsA] Var

Daha 6nce literatiirde bulunmayan, bu ¢aligmada tespit edilen mutasyonun (wild

ve homozigot) kromatogram goriintiisii Sekil 3.7°de verilmistir. Diger olgularin

kromatogram goriintiileri EK-2’de verilmistir.
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c327-328delG GinsA
Lys Phe Jle Asn Gly Arg Siop

AAGTTCATCAAGGGAAGATAA

NMutant allel

Lys Phe 1Jle Asn Gly Glu Ile
AAGTTCATCAAGGGGGAGATA

Normal allel

Sekil 3.7. Isitme kayipli olgularda 327-328delGGinsA mutasyonu ve ayni bdlgenin saglikli
olgulardaki kromatogram goriintiisii

3.4. Probandlarda saptanan mutasyonlar ve isitme kaybi sonuclari

56 probandin mutasyon analizi sonuglar1 ve 46’siin isitme test sonuglar1 Tablo

3.5°de gosterilmistir. 10 probandin igitme testi sonuglari alinamamastir.
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Tablo 3.5. Probandlarda (56 olgu) saptanan mutasyonlarm olgu grubu igindeki yiizdeleri, allelik frekanlar1 ve
sag ve sol kulak isitme kaybi1 seviyeleri, yiizdeleri *(4:¢ok ileri, 3:ileri, 2:orta derece, 1:hafif)

Genotip Fenotip (isitme kaybi seviyesi) (¥)
Hasta sayisi Allelik
Mutasyon adi o Y frekans 4/4* 4/3*  4/2*  3/3*  3/2%  2/2* 2/1*  1/1*
(%) N
(%)
¢.[35delG]+[35delG] 6 (10.7) 10.7 1 1 1 2
c. [35delG]+.[327-
328delGGinsA] 1 (1.8) 0.9 1
c.[35delG]+p.[delE120] 1 (1.8) 09 1
c.[35delG]+[wt] 1 (1.8) 0.9 1
p.[delE120]+[delE120] 2 (3.6) 3.6 1 1
p.[W24X]+[W24X] 1 (1.8) 1.8 1
p-[R184P]+[wt] 1 (1.8) 0.9 1
¢.[327-328delGGinsA]+
[327-328delGGinsA] 1 (1.8) 1.8 1
Polimorfizm adi
p.[V271]+[wt] 1 (1.8) 0.9 1
p.[V1531]+[wt] 2 (3.6) 1.8 1
[wt]+[wt] 39 7 1 13 9 2
Toplam(%) 56 11(24) 3(6.5) 2(4.3) 17(37) 1(2.2) 10(21.7) 1(2.2) 2(4.3)

3.5. Olgu grubunda akrabalik ve seg¢ici eslesme sonuclari

Otozomal resesif kalitim gosteren ailelerde 35delG mutasyonuna sahip

probandlar ve akraba evliligi 6ykiileri Tablo 3.6 da gosterilmistir.



Tablo 3.6. Olgularin oykiileri (A;anne, B;Baba, C;Cocuk, A.O;Amcaoglu, AH;Atesli hastalik ,

IK; isitme kaybu.
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Fenotip
Aile Olgu no Mutasyon (isitme  Akrabahk IK oykiisii
kaybi)
19 7061 c.[35delG]+H[wt] var 1.derece
7059A  c.[35delG]+[wt] yok
7060B [wt]+[wt] yok
7062K  c.[35delG]+[wt] var
30 8006 c.[35delG]+[delE120] var yok
8007K  c¢.[35delG]+[delE120] var
Ebeveynlerin
31 8016 c.[35delG]+[35delG] var var ailelerinde 1K
8017A.0 c.[35delG]+[35delG] var
8018K  c.[35delG]+[wt] var
Kardesinde IK,
ebeveynlerin
32 8025 c.[35delG]+[35delG] var l.derece  ailelerinde IK
8034A.0  [wt]+[wt] var
Ebeveynlerin her
33 8027 c.[35delG]+[35delG] var yok ikisinde 1K
34 8020 c.[35delG]+[35delG] var l.derece  Baba tarafinda IK
8019K  c¢.[35delG]+[35delG] var
8021K  c¢.[35delG]+[35delG] var
Kardesinde IK
35 8028 c.[35delG]+[35delG] var l.derece  Anne tarafinda IK
36 8033 c.[35delG]+[35delG] var 1.derece
c.[35delG]+[327- Anne ve baba
37 8043 328delGGinsA] var l.derece tarafinda IK

56 probandin akrabalik ve se¢ici eslesme sonuclar1 Tablo 3.7°de gosterilmistir.

Tablo 3.7. Akrabalik ve secici eslesmenin olgu gurubu i¢indeki yiizdeleri

Akrabahk Secici eslesme
Toplam  Var (%) Yok (%) Var (%) Yok (%)
GJB2+/+ 12 8 (67) 4 (33) 3 (25) 9 (75)
GJB2+/- 2 1 (50) 1 (50) - 2 (100)
GJB-/- 42 30(71)  12(29) - 42 (100)
Toplam 56 39 (70) 17 (30) 3(5) 53 (95)
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3.6. Tiirkiyede GJB2’nin cografik dagilimi ve bu ¢alisma sonuclari

Tiirkiyede GJB2’nin cografik dagilimi® ve bu g¢aligma sonuglari Tablo 3.8°de
verilmistir.

Tablo 3.8. Tiirkiye’de GJB2’nin cografik dagilimi (akrabalik ve se¢imli es segimi disinda)

Cografik Proband Homozigot

bolgeler sayisl GJB2+/+ 35delG
Bat1 Anadolu 44 16 (%35) 15 (%33)
Orta anadolu 26 10 (%38) 7 (%27)
Dogu Anadolu 20 1 (%5) 1 (%5)
Bu ¢alisma 56 12 (%21.4) 6 (%10.7)

3.7. Cahisma sonucunda bulunan mutasyonlarin Cx26 iizerindeki yerlesimi

ECA g» %0

EC2
00000y

Hiicredisi V1531

«—— R184P
40 73 149 187
™A M2 M3 T4
Oge— v271
W24X
20 a3 130
Hucreigi
327-328delGGinsA
T 354elG

£120del q}.*itb

Variable Average

1 2 3 A 5 G 7 8 9

Sekil 3.7.: Calisma sonucunda Connexin 26 proteinin de bulunan tiim degisimlerin protein
tizerindeki konumlar1
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3.8. Ulkemizde GJB2 geni ile ilgili cahsmalarda saptanan mutasyon ve

polimorfizmlerin bu calisma ile karsilastirilmasi

Ulkemizde GJB2 geni ile ilgili calismalarda saptanan mutasyon ve polimorfizmlerin bu
calisma ile karsilastiriimasi®****>% Tablo 3.9. da verilmistir.
Tablo 3.9. Ulkemizde GJB2 geni ile ilgili calismalarda saptanan mutasyon ve polimorfizmlerin

bu calisma ile karsilagtirilmasi. Kalin alti ¢izgili degisimler polimorfizm, kalin yazilmig
degisimler bu ¢aligmada saptanan mutasyonlardir.(*: Calisilmadi)

25 L
Referans — & 2 ES 2 2 % gz 7‘1 § & % §
51 2% &

Mutasyonun Adi
c[35delG]+[35delG] 1/14  22/151 595  56/371 20/93 13/60 @ 6/56 | 14.8 10.7
c[35delG]+[wt] - 4/151 295 18371 2/60 1/56 3.2 1.8
c[35delGJ+[IVS1+1G>A] - - 195 - - - - 0.1
c[35delG]+[167delT] - - - 1371 - - - 0.1
c[35delG]+ [236_239del
TGCAinsAGATCCG] - - - 1371 - - - 0.1
c[35delG]+p.[W24X] - - - 1371 - - - 0.1

c[35delG]+p.[
T55N] - - - 1371 - - - 0.1
c[35delG]+p.[R143W] - - - 1371 - - - 0.1
c[35delG]+p.[P184R] - - - - 193 - - 0.1
c[35delG]+p.[P184P] - 2/151 - - - - - 0.2
c[35delG]+[310del14] - - - 1371 193 - - 0.2
c[35delG]+p.[P173S] - - - - 193 - - 0.1
c[35delG]+p.[L205V] - /151 - - - - - 0.1
c[35delG]+p.[Q80K] - - - - 193 - - 0.1
c[35delG]+[328delG] - - - 1371 - - - 0.1
c[35delG]+
[327-328delGGinsA] - - - - - - 1/56 0.1 1.8
c[35delG]+[333-
334delAA] - - - 1371 - - - 0.1
c[35delG]+[299delAT] - - - 1371 - - - 0.1
c[35delG]+p.[Y155X] - - - 1371 - - - 0.1
c[35delG]+[delE120] - - - 1371 - - - 0.1
p-[W24X]+p.[W24X] - - - - 393 - 1/56 1 0.5 1.8
p-[W24X]+[wt] - - - 1371 - - - 0.1
p-[V271]+[E114G] - - - 1371 - - - 0.2
p-[V2711+[V271] - - - 1371 - - - 0.3
pIV271]+[wt] - - - 8/371 - - 1/56 1.1 1.8
p-[IM34V]+[wt] - /151 - - - - - 0.1
p-[G71A]+[G71A] - - - - -- 1/60 - 0.1
p-[G71A]+Hwt] - - - - - 1/60 | - 0.1
p-[L9OP]+[LIOP] - /151 - - - - - 0.1
¢.[299-300delAT]+[299-
300delAT] 1714 - - - - - - 0.1
p-[310del14]+[310del14] - - - - 193 - - 0.1

¢[327-328delGGinsA]+

[327-328delGGinsA] - - - - - 1/56 0.1 1.8

p-[R184P]+[R184P] - - - - - 0.1
p-[R184P]+[wt] - - 295 - - 1/60 [ 1/56 0.5 1.8
p-[A239G]+[A239G] - - - - - 1/60 | - 0.1
c.[delE120]+[delE120] - 3/151  2/95 - 193  1/60 2/56 | 1.1 3.6
p.IV1531]+[wt] 1714  1/151 - - - 1/60 [ 2/56 0.6 3.6
c.[511insAACG]+

[511insAACG] - - 1371 - - - 0.1

c.[IVS1+1G>A]+
[IVS1+1G>A] * * 195 * * * 0/56 0.6 0.0
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Ulkemizde IVS1+1G>A calisma sonuglarinin bu ¢alisma ile karsilastiriimasi®™'**

Tablo 3.10° da verilmistir.

Tablo 3.10. Ulkemizde IVS1+1G>A ¢alisma sonuglarinin bu ¢alisma ile karsilastiriimasi

Cahsilan kisi Pozitif

Mutasyon adi sayisi olgu Orani (%) Referans
IVS1+1G>A 295 8 2.7 5

63 2 3.1 "

95 3 3.1 5

56 0 0.0 Bu ¢alisma

Ulkemizde A1555G galisma sonuglarinin bu calisma sonuglari ile karsilastiriimasi®*®*

Tablo 3.11°de verilmistir.

Tablo 3.11. Ulkemizde A1555G ¢alisma sonuglarmin bu ¢alisma sonuglari ile karsilastirilmasi

Cahsilan kisi Pozitif

Mutasyon adi Orani (%) Referans

sayisi olgu
A1555G 168 3 1.8 8
95 0 0.0 84

56 0 0.0 Bu ¢alisma
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4. TARTISMA

Isitme kayiplar1 populasyonda sik rastlanan, sendromik veya non-sendromik
seyreden hastaliklardir. Diinyada 70 milyondan fazla isitme kaybindan etkilenen birey
oldugu diisiiniilmektedir. Pre-lingual veya konjenital isitme kayb1 ise en sik rastlanan

duyusal yitim olup, her 1000 yeni doganda 1 gézlenebilmektedir™.

Bebeklerin dil yetenegi, lisan becerilerini kazanabilmesi, ¢evreyle uyum ve
iletisimi, zeka, sosyal ve duygusal gelisimi acisindan isitme duyularmin dogustan
itibaren normal sinirlarda olmasi gereklidir. Bu nedenle saglikli yenidoganlarda en
yaygin dogustan anomaliler arasinda gézlenen dogustan isitme kayiplar1 ve nedenlerinin

erken donemde saptanmasi ¢ok dnemlidir.

Tirkiye de sagirligin etyolojisi lizerine en genis kapsamli ¢aligmalardan biri 840
sagir 6grencinin pedigri analizlerinin yapildigi calismadir. Bu ¢alismada sagirligin %51
oraninda genetik kokenli oldugu %15 sonradan kazanilmis %34 probandda ise sagirlik
nedeninin bilinmedigi rapor edilmistir.”’ Gelismis iilkelerde genetik kokenli isitme
kayiplarinin %70-80 otozomal resesif, %10-20 oraninda ise otozomal dominant
kalhtildigr bildirilmistir. Kalitimsal isitme kayiplarmin yaklasik olarak % 30’u diger
organ ve yapi sistemlerini de etkileyen sendromik olgulardir. Tekin ve ark.*”’larmin
3638 sagir cocuk lizerinde yaptigi bir ¢calismada Tiirkiye’de genetik sebeplerin %76.8
oraninda rol oynadigi non-sendromik olgularda ise kalitimsal isitme kayiplarmin
yaklasik 9%93.4’1i otozomal resesif, %6.6 dominant kalitildigini belirtmislerdir. Bu fark,
populasyonda olusan yeni mutasyonlarin fenotipe yansiyan etkilerine akrabaligin uzun

stireli etkide bulunmasi a¢isindan 1yi bir 6rnek olusturmaktadir.

Calisma grubumuzda yer alan olgularin bir kismmin toplandigi Erzurum
Dedekorkut  isitme Engelliler okulunda, Uslu ve ark.”” 2003 yilinda 110 6grenci
iizerinde yaptiklar1 calismaya gore isitme kayiplariin, %46.4 postnatal enfeksiyonlar
ve travmalar, %37.3 oraninda genetik nedenler ve %9.1 oraninda prenatal ve/veya
perinatal nedenler oldugu goriilmiistiir. Postnatal nedenler arasinda en c¢ok,
tanimlanamayan atesli hastalik (%33.7) ve menenjit (%10.9) bulunmustur. Genetik
nedenler, pedigri analizlerine dayanilarak incelendiginde otozomal resesif sagirlik

%380.5, otozomal dominant sagirlik %14.5, X'bagh gecis %2.5 ve maternal kalitimli
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mitokondrial sagirliklar %?2.5 oraninda tespit edilmistir. Calismada sendromik
sagirliklara rastlanmamustir.

Bu veriler dikkate almarak kendi calismamizda olgu grubunun ozellikleri
belirlenirken iki 6nemli nokta, non-sendromik ve sensorindral igitme kaybi, 6n planda
tutuldu ve bu kistaslara uyan bireyler ¢aligmamiza dahil edildi. Hastaliin genetik
nedenlere dayandirilmasi i¢in her aileden alman ayrintili soyge¢mis, ailede birden fazla

sagir birey olmasi1 kalitimsal isitme kaybini destekleyici sonuglar alinmasini sagladi.

Non sendromik otozomal resesif isitme kaybma yol agan yaklasik 114 bolge
tanimlanmustir.*® Sendromik olmayan isitme kayiplarmm en sik genetik nedeni DFNB1
lokusunda bulunan GJB2 (connexin 26) genindeki homozigot veya birlesik heterozigot
mutasyonlardir. GJB2 deki mutasyonlar non-sendromik resesif sagirligin en yaygin

sebebi olmakla birlikte mutasyonlar sporadik durumlarin da en 6nemli sebebidir."’

Bazi GJB2 mutasyonlar1 bazi populasyonlarda yliksek prevalans gosterirler.
Ornegin; 35delG Avrupa’da”, 167delT Askenazi Yahudilerinde™, 235delC Dogu Asya
toplumlarinda® W24X Cingenelerde”® ve RI143W Afrika’da yiiksek oranda
goriilmektedir.”” Calismamiz ve diger bolgesel ¢alismalar toplumumuzdaki mutasyon

prevalansini yansitmaya yardimei olacagimi diisiiniiyoruz.

Isitme kayb1 olan kisilerde GJB2 geninin molekiiler analizi 2 ekzondan olusan
kiigiik bir genin arastirilmasi ile saglanir. Bu yiizden diagnostik testlerde genin analizi
kolaydir. Bu ekzondan sadece biri protein kodlar. Bu protein Connexin 26 (Cx26) dur.
Cx26 proteini connexon yapisina diger connexinler ile birlikte girerek “gap junction”
yapilarini olusturmaktadir. Son bulgular gostermistir ki connexinler bir¢ok yerde ifade
edilmelerine ragmen tek ve spesifik fonksiyonlara sahiptir. Her bir connexin izoformu
farkli doku dagilimina sahip olup ekprese edildikleri ¢esitli hiicrelerin bir¢cok farkli

spesifik ihtiyaglarini saglamada gereklidirler.

Anormal Cx26 ekspresyonuna yol agan yaklagik 150 den fazla GJB2 mutasyonu,
polimorfik degisim ve hastalik ile iliskisi heniiz belirlenemeyen degisiklikler
bildirilmistir. Bu bdlgedeki mutasyonlar1 truncuate ve nontruncuate olmak tizere ikiye
ayirabiliriz. Homozigotlarda truncuate mutasyonlar Cx26’nin tamamen ekspresyon
kaybma yol acgarken heterozigotlarda bazen ekspresyonun normal olmasmna yada

cogunlukla azalmasina neden olur. Truncate mutasyonlar nonsense (stop) mutasyonlar,
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splice-site, insersiyon ve delesyonlarin sebep oldugu frameshift mutasyonlardir.
Nontruncate mutasyonlar okuma ¢ergevesini degistirmeyen insersiyon ve delesyonlar,
olusan proteinlerin hiicre i¢i trafigini ve post translasyonel islenmesini degistirmeyen

anormal aminoasid degisimlerini iceren missense mutasyonlar1 igermektedir.

GJB2’deki mutasyonlar arastirilirken, isitme kayipli bireylerde fenotip
farkliliklar1 dikkate alinmadi. GJB2’deki mutasyonlar ve isitme kaybi arasindaki iliski
cok 1yi anlasilmasmna ragmen genotip ile fenotip arasindaki iliski heniiz agikliga
kavusturulamamistir. Temporal kemik CT taramasinda anormallik ve vestibuler
anormallikler ile iliski bulunamamistir. GJB2’deki mutasyonlardan kaynaklanan
sagirlik sik sik ileri veya cok ileridir, aileler ig¢inde bile isitme kaybmin agirliginda
onemli varyasyonlar goriilebilir. Sagirlik genellikle stabildir ama ilerleme gosterdigi de
rapor edilmistir. Cogunlukla prelingual goriiliir fakat her zaman konjenital degildir,
isitme dogumda olabilir, yasamin ilk birkag¢ ay1 siiresince hizli ilerme gostererek isitme
kayb1 yasanir. GJB2 geninde mutasyon tasiyan bazi bebekler yeni dogan isitme testini

gecsede cocukluk siiresince sagirlik ilerleyebilir.””**

GJB2 geninin calisilmaya deger goriilmesinde en Onemli noktalar, korti
organinda gen ifadesinin yaygin goriilmesi ve non-sendromik olgular arasinda en sik

mutasyon bulunan gen bolgesi olmasidir.

Isitme kaybina katkida bulunmasi agisindan GJB2’nin kodlama yapmayan
bolgelerindeki degisimler 6nem arzetmektedir. Isitme engelliler arasinda GJB2 geninin
intron bdlgesinde bulunan IVS1+1G>A (-3172G>A) mutasyonu G.JB2 mutasyonlarmi
heterozigot tastyan kisilerde isitme kaybma yol agmaktadir. Tekin ve ark.'°larinin
yaptig1 calismada GJB2 geninin kodlayan ekzonunda yalnizca heterozigot mutasyon
bulunan olgularin yarisinda IVS1+1G>A mutasyonu heterozigot olarak bulunmustur.
Calismamizda GJB2 ¢alisilan olgularin tiimiinde intron bdlgesindeki bu mutasyonun
calisilmasi hedeflendi ve heterozigot olan bireyler de isitme kaybima katkida bulunup

bulunmadigi arastirildi.

Non sendromik sagirligin bilinmeyen sebebini teshis etmede isitme kayipl
bireylerde ekstra kromozomal mutasyonlarda arastirilmaktadir. MtDNA da 12S rRNA
geninde mutasyon tasiyan bebekler yeni dogan isitme testini gecebilirler ama
aminoglikozid tiirevi antibiyotik kullanimi c¢ocukluk siiresince sagirliga neden

olmaktadir. Bizde ¢alismamizda tiim probandlarda 12S rRNA bolgesindeki A1555G
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mutasyonunu  c¢alisarak, toplumumuzda mitokondrial mutasyonlarm  isitme

kayiplarindaki roliine iligkin veri elde etmeye calistik.

GJB2 ikinci ekzon bolgesinde ¢esitli populasyonlarda siklikla saptanmis 11
farkli mutasyon (35delG, 167delT, 235delC, delE120, W24X, M34T, L90P, R184P,
Q124X), promoter bolge (IVS 1+1 G>A) ve mtDNA 12S rRNA (A1555G) bolgesindeki
mutasyonlar mikrodizin analiz yontemi ile arastirildi. GJB2 ekzon2 bdlgesinde
mutasyon bulunamayan veya heterozigot mutasyon bulunan olgularda DNA dizi analizi

yontemine basvuruldu. Bu bdlgede yer alan tiim degisimler gézlemlenebildi.

Sonu¢ olarak sagirliga neden olan 5 farkli mutasyon (35delG, delE120, 327-
328delGGinsA, W24X, R184P) ve iki polimorfizm (V271, V153I) bulundu.

35delG mutasyonu: Homozigot 35delG en sik mutasyon olarak goriilmiistiir
(56 probandin 6’snda). Bu mutasyonun bizim ve diger c¢alismalarda yiiksek
bulunmasinin sebebleri, mutasyonun Orta Dogu’dan koken aldigi1 ve popiilasyon
gogleriyle Akdeniz ve Karadeniz kiyilarini takiben iki ayri rota izleyerek Avrupa’ya
yayildig1 diisiiniilmiistir.” Beyaz irkta 35delG mutasyonunun, bir ‘hot spot’ bolge
olabilecegi diisiiniilmiistiir. ikinci ekzonun 30-35. niikleotidleri arasinda alt1 G tekrar
olmasi, DNA polimeraz alfa i¢in bir hata noktas1 olabilecegini ve bununda mutasyonel
hot spotlara neden oldugu calismalarda bildirilmistir. Ancak SNP belirtegleri
kullanilarak yapilan diger arastirmalar gostermistir ki; 35delG bir ‘hot spot’
mutasyondan ¢ok ‘founder effect’ ile populasyonda frekansi artmis bir mutasyondur.
Isitme kayipli bireylerin birbirleri ile segimli olarak birlesmesi, gen havuzunda bu
patolojik allellerin artmasina, toplumlardaki mutasyon sikliklarinin genetik kurallar:

1

bagh kalmaksizin yiiksek ¢ikmasma neden olmaktadir.’' Ayrica kistik fibrozisde

goriildigii gibi heterozigot avantaj gosterdigi diistiniilmektedir.'"’

Bu mutasyon kodon
12 de bulunan glisin aminoasidinin valine donlismesine neden olarak erken bir stop
kodon olugsmasna neden olmaktadir. Mutasyon bazen 30delG olarak da
isimlendirilmektedir. Bu mutasyon i¢in homozigot olan kisilerin klinik fenotipleri orta
derecede isitme kaybindan ¢ok ileri derece isitme kaybima kadar degisebilmektedir.
Bizim calismamizda 35delG mutasyonunu homozigot yada heterozigot tasiyan
bireylerin %88’1 ¢ok ileri derecede isitme kaybi gdstermektedir. Ayni aile icerisinde
35delG’yi heterozigot tasiyan isitme kayipl olan kardesler arasinda isitme derecesinde

farklilik goriilmiistiir. Bu kardeslerden biri ¢ok ileri derece isitme kaybina sahipken
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digeri orta derecede isitme kaybina sahiptir. Buna neden olarak genetik modifiye edici

faktorler ve ¢evrenin rolii oldugu diistiniilmektedir.

Anormal Cx26 ekpresyonuna 35delG mutasyonun katkisinin arastirildigr 1998-
2008 yillarin1 kapsayan meta analiz ¢alismasinda 23187 birey (rastgele sec¢ilmis kontrol)
iizerinde 35delG’nin tasiyict frekansi arastirilmis en yiiksek Avrupa (%1.89) da en
diisiik Dogu Asya (%0.125) populasyonlarinda gdzlenmistir.'”? 17 avrupa iilkesinde
yapilan diger bir calismada 35delG’nin ortalama tasiyict frekansi 1.96(1/51)
bulunmustur. Kuzey Avrupa’ya dogru gidildik¢e bu oranin %2.86 oldugu goriilmiistiir.
>0 35delG’nin tastyici frekansi Yunanistan (%3.5), Giiney Italya (%4.0), Fransa (%3.4)

gibi Akdeniz populasyonlarinda daha da yiiksektir.'”

Avrasya bolgesinde 2308 saglikl
bireyi igeren 18 etnik populasyon ile yapilan ¢alismada Tiirk¢e konusan Kazak (%0.8),
Uygur (%0.9), Yakut (%0.4) toplumlarmda 35delG frekansi diisiik bulunmustur. Ozbek
ve Altay toplumlarinda ise bu mutasyona hi¢ rastlanmamistir. Yine Baskir (9%0.3) ve

1% Ulkemizde bu konuda yapilan

Tatar (%]1) larda 35delG diisiik oranda goriilmiistiir.
calismalar, 35delG’nin popiilasyondan rastgele se¢ilmis bireylerdeki tasima sikliginin
% 1.3 ila %1.8 arahgmnda oldugunu ortaya koymustur.'” Non sendromik isitme
kayiplarinda 35delG mutasyonunun Tiirkiye’de en yaygin patojenik allel oldugu

gosterilmistir, % #7190

Bizim ¢alismamizda en sik olarak saptanan 35delG heterozigot ve homozigot
mutasyonlarm tiim olgular arasindaki oram1 %14.3, allelik frekans1 %13.4 (112 allel
i¢in) olarak bulundu (Probandlar; 19, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37). Ulkemizde yapilan
calismalar ile bu ¢aligmada saptanan oranin, 35delG mutasyonunu tasiyan bireyler i¢in
uyumlu oldugu gézlendi. Cx26 i¢cin mutasyon ¢alismalarinda en sik rastlanan mutasyon
35delG olup, Kalay ve ark.® tim olgular icindeki oran1 %17.5, Tekin ve ark. %21.7

105, 106
bulmustur. ™

Tekin ve Arici®® Tirk populasyonunda saglikli bireyler arasinda 35delG’nin
heterozigotluk frekansin1 %1.78 bulmustur. Rastgele evliliklerde homozigotlarin
frekans1 0.00007921, birinci dereceden kuzen evliliklerinde 0.00063051 olarak
bulunmustur. Bu yiizden 35delG i¢in homozigot olma riski akraba olan ailelerin
cocuklarinda birinci dereceden akraba olmayanlara gore 7.96 kat daha yiiksektir.
35delG mutasyonu agisindan Tiirkiye’nin homojen bir yapr gostermedigini,

Tiirkiye’nin batis1 ile dogusu arasinda 6nemli derecede fark oldugunu, akraba evlilik
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orant yiiksek olmasma ragmen 35delG homozigot frekansinin doguda daha diisiik
oldugunu bildirmistir. Bizim ¢alismamizda 56 probandda 35delG i¢in homozigot
frekanst %10.7 bulunmustur. Ayrica GJB2’de homozigot yada birlesik heterozigot
mutasyon tagityan probandlarda yaklasik %16 oraninda akraba evliligi hikayesi oldugu

goriilmektedir.

delE120 mutasyonu: 120. kodonda sitoplazmik alanda iki korunmamis
bolgedeki glutamik asidin (358 360delGAG) delesyonu sonucu olusur. Ilk olarak
Avrupa toplumlarmnda rapor edilmistir.”® Mutant delE120 defektif aktivite gosterse de

cogunlukla membran da bulunur ¢ok az miktarda sitoplazmada bulundugu gézlenmistir.
107

Calismamizda (5, 25 ve 30. probandlarda) delE120 mutasyonu belirlenmistir. 5
nolu probandin anne babast delE120 mutasyonunun tasiyicist durumdayken, orta
derecede isitme kaybi (sol 40 dbL, sag 50 dbL) goriilen ¢ocuk bu mutasyonu homozigot
tasimaktadir. Ayrica ailede akraba evliligi 0ykiisii bulunmaktadir. 25 nolu probanda
ayni sekilde anne baba tasiyici, li¢ ¢ocugunda delE120 mutasyonunu homozigot
tasidiklar1 belirlenmistir. Bir ¢ocuktaki igitme testine gore sag 85dbL sol kulak ise 100
dbL isitme kayb1 tespit edilmistir. Anne baba akraba evliligi yapmustir. ileri derecede
isitme kaybi olan 30 nolu probandin bu mutasyonu 35delG ile birlesik heterozigot
tasidig1 belirlenmistir. Kardesinde de benzer durum tespit edilmistir. Kardesinde isitme
kayb1 (Sol 75 dbL sag 100 dbL) olarak tespit edilmistir. Ailede akraba evliligi oykiisii

bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada mutasyonun hastalarda heterozigot ve homozigot tasinma orani
%5.4 bulunmustur. Bolgede 35delG den sonra en sik rastlanan ikinci mutasyondur.
Ulkemizde yapilan diger c¢alismalarda, bu mutasyon agisindan hem homozigot
bireylerin hemde saglikli kisiler igerisinde tastyicilarin yiiksek oranda oldugu
goriilmiistir.**° Diger iilkelerdeki ¢alismalarda bu mutasyon birlesik heterozigot olarak
bildirilmis, sadece Almanya da yapilan bir ¢calismada homozigot mutasyon tasiyan bir
kisi rapor edilmistir. Bu kisinin de etnik orjini bildirilmemistir. Bu mutasyonun diger
populasyonlarda tasiyic1 frekansinin belirlenmesi, kisilerin ayni orjinden kdken alip
almadigini anlama acgisindan 6nem tasimaktadir. Gen havuzunun olusumunda atasal

faktorlerin “founder effect” izleri gé‘)riilebilir.85
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W24X mutasyonu: W24X mutasyonun da 24.aminoasitte erken bir stop kodon

olusur ve protein hiicre icinde yerlesim gosterir.'"’

W24X mutasyonu ilk olarak Pakistanh iki ailede tamimlandi® Slovak ve
Ispanyol ¢ingelerinde ve Hint populasyonunda en yaygmn (%2.4) connexin 26
mutasyonudur.'® Uyguner tarafindan Tiirk populasyonunda tanimlanmustir®’. Kalay ve
ark.®® W24X’in Tiirk populasyonda sik rastlanan ikinci mutasyon oldugunu, GJB2

mutasyonlarmin %10 ’undan sorumlu oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada bir olguda (3. proband) saptanan homozigot W24X mutasyonu,
heterozigot mutasyon tasiyicis1 anne-baba tarafindan {i¢ ¢ocugundan sadece probanda
aktarilmis, bir ¢ocugun ise bu mutasyonu heterozigot tasidigi mikrodizin analizi ile
belirlenmistir. Ailede sadece proband ileri derecede isitme kayipli olup, anne-baba

akraba evliligi yapmustur.

RI84P mutasyonu: ik kez Denoyelle ve ark.”’ tarafindan Avusturalyali bir
ailede delE118 ile birlesik heterozigot olarak tanimlanan bu mutasyon, 551. niikleotidde
guanin yerine sitozin gelmesi sonucu 184.kodonda korunmus bdlgedeki arjininin
proline doniismesi sonucu olusur. R184P mutasyonu connexon-connexon etkilesiminde
ikinci ekstraselliiler alanda bulunmaktadir. Connexonlarmm bir araya gelmesini
etkileyerek hizli yikimlarina neden olur. Daha 6nce diinyada %0.74 ve Tiirkiye de
yapilan calismalarda R184P mutasyonu 9%0.2, bu calismada ise allel frekansi %0.9

1,1
oraninda bulunmustur.®"* '

Calismamizda bir olguda (17.proband) heterozigot saptadigimiz R184P
degisimi, mutasyonu heterozigot olarak tasiyan, isitme kaybi olmadigini bildigimiz baba
tarafindan iki cocuguna da aktarilmistir. Anne de isitme kaybi1 bulunmamaktadir fakat
ailesinde isitme kaybi olan bireyler bulunmaktadir. Anne ve baba arasinda akrabalik
bulunmamaktadir. Proband ileri derece isitme kaybi gosterirken diger iki kardesin
birinde sol kulakda ileri derecede sag kulakta orta derecede isitme kaybi tespit

edilmistir. Diger kardesin ise orta derece isitme kaybina sahip oldugu goriilmiistiir.
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Literatiirde Tamimh Olmayan DNA dizi analizi ile tespit edilen yeni

Degisimler

327-328delGGinsA (p.E110RfsX2) mutasyonu: c.327delGGinsA degisimini
daha onceden bildiren bir calisma bulunmamaktadir.”® Ancak Tekin ve ark.® 2005
yilinda 371 proband {izerinde yaptiklar1 caligmada iki kardeste 35delG ile birlikte 328.
nukleotidde guanin nukleotidinin delesyonunu bildirmislerdir. Anne ve baba bu
mustayonlarm heterozigot tasiyicisi bulunmustur. 327delG, 324-328. nukleotidler
arasinda tekrar eden 5 guanin tekrarinin oldugu bdlgede, 327. nukleotiddeki guanin
nukleotidin delesyonu sonucu 109. kodonda c¢er¢eve kaymasina neden olmustur. Bu
sekilde tekrarlayan diziler DNA mutasyonlarmin siklikla goriildiigii noktalardir (hot
spots). Ayrica 328. niikleotidde guanin yerine adenin gelmesi sonucu 110. kodonda
korunmamis bolgedeki glutamikasit arjinine doniismiistiir. Bu degisim (p.E110RfsX2)

connexin 26 proteinin sitoplazmik alaninda yer almaktadir.

327-328delGGinsA (p.E110RfsX2) mutasyonunun allel frekanst %2.7 olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada degisim 37. ve 28. probandlarda goriilmektedir. Isitme
kaybinin ileri olarak belirlendigi bir probandda, birinci derecede akraba evliligi yapan
anne ve baba bu mutasyonu heterozigot tasirken ¢ocuklarin her ikisinde homozigot
olarak bulunmustur. Cok ileri isitme kaybi olan bir probanda ise 35delG ile birlikte
birlesik heterozigot olarak bulunmaktadir. Bu probandin babasinda 327-328delGGinsA

homozigot bulunmustur.

Connexin 26’nin  ekzon 2 bolgesinde saptanan polimorfizmlerin

degerlendirilmesi

V271 polimorfizmi: 79. niikleotidde guanin yerine adenin gelmesi ile birinci
transmembran bdlgede 27. kodondaki valinin izolosine ddniismesi sonucu olusur. ilk
kez 96 kontrol ile yapilan c¢alismada tek bir hastada belirlenmistir.*>  Avrupa
toplumlarida sikligi %’lin altinda bulunmustur.'” Bizim bulgularimizdaki allel
frekans1 da %’1’in altindadir. V271 Asya toplumlarinda V371 dan sonra yaygin ikinci
polimorfizmdir. Cinliler iizerinde yapilan bir ¢alismada 100 kisiden olusan kontrol
grubunda 8 kisi de (%8) bu polimorfizme rastlanmustir.''® Asya toplumlarindaki bu

yiiksek oranin “founder effect” nedeni ile olabilecegi diistiniilmektedir.
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V1531 polimorfizmi: 171. nonpolar alanin aminoasidi ile polar 6zellik tasiyan
threonin ikinci ekstraselliiler alanda yer degistirmektedir. Bazi ¢aligmalarda mutasyon
bazilarinda ise polimorfizm olarak degerlendirilmistir. Ornegin DHPLC teknigi ile
yapilan bu ¢alismada bizim ¢alismamizda oldugu gibi bir hastada heterozigot mutasyon
tespit edilmistir. Hastada cohlear sinirde apilazi, internal isitme kanalinda daralma gibi
radyolojik bulgular ile iliski gdsteren c¢ok ileri igitme kaybi bildirilmistir. Bu degisimin
111

hem dominat hem de resesif etki gosterdigi diisiiniilmektedir.

(16 iilke) kapsayan 1531 olgudan olusan ¢alismada allelik frekans 3062 allelde %0.16(5

Tiim Avrupa tlkelerini

allel) olarak bildirilmistir.'” Ulkemizde 14 aile yapilan bir calismada sadece 2 hastada
bulunmus ve polimorfizm olarak degerlendirilmistir.*> Bizim ¢alismamizda V1531 56

probandin ikisinde heterozigot olarak bulunmus, allel frekansi 1.8 belirlenmistir.

GJB2 geninde tanimlanan dizi degisimlerinin ¢ogu genin ikinci ekzonunda
birka¢1 da genin kodlanmayan bolgesinde saptanmistir. Genin kodlanmayan bolgesinde
saptanan iki mutasyon donor splays bolgesi resesif mutasyonlaridir. Kodlanmayan
bolge degisimlerinin geri kalam1 ekzonl’in yukari bolgesinde, ekzon 1°de, intronda,
ekzon 2°’nin 5’UTR yada 3’UTR boélgesinde saptanmistir. Bu g¢alismada kodlamaya
yapmayan bolgede yeralan IVS1+1G>A degisimine higbir olguda rastlanmamustir.

Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayipli 56 probanddan olusan
calisma grubumuzda her iki allelinde GJB2 mutasyonu saptanan proband sayis1 12 dir.
Literatlirde GJB2 genindeki mutasyonlar1 sendromik isitme kayipli vakalarin yarisindan
fazlasindan sorumlu oldugu gosterilsede, bu calismada her iki allelinde GJB2
mutasyonu tastyan birey % 21.4, bir allelinde mutasyon tagima orani %3.6 bulunmustur.
Caligmaya katilan hasta grubunun biiyiik bir bdliimiiniin sagirlik ile ilgili patolojileri
saptanamamistir. Elde edilen sonuglar gostermistir ki, Tirk toplumunda GJB2 geni

disindaki genlerin sagirlik tizerindeki etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Isitme Kaybinin Fenotipe Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu calismada yer alan isitme kayipli bireyler isitme kaybi araliklarina gore
siniflandirildiklarinda olgularin yaklasik %40’ nin cok ileri derecede, %35 nin ise ileri
derecede duyu yitimi gosterdikleri goriildii. 35delG homozigot ve farkli bir mutasyon

icin birlesik heterozigot olan probandlar 35delG’den farkli iki mutasyon i¢in heterozigot
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olan probandlardan daha yiiksek isitme kaybima sahip olduklar1 goriilmektedir. 35delG
homozigot mutasyon tasiyan probandlarin iki kulak arasinda bile isitme kayiplarinin
farkli oldugu goriilmektedir. Bu probandlarin kardesleri arasinda ayni mutasyonu
tasimalarina ragmen farklik goriilmektedir. Buna neden olarak birden fazla modifiye
edici genin isitme iizerine etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica bu ¢alismada
saptanan 327-328delGGinsA mutasyonlu olgularda, ¢ok ileri derecede isitme kaybi

goriilmektedir.

12S rRNA Bolgesindeki A1555G Mutasyonunun Degerlendirilmesi

Yaklasik 10 yildir agikliga kavusmus olan maternal kalitimli igitme kaybimin
onemi mitokondrial genomdaki mutasyonlar nedeniyledir. Mitokondrial bir mutasyon
olan AI1555G mutasyonunun aminoglikozid antibiyotiklere maruziyete bagli isitme
kaybr ile iligkili oldugu bilinmektedir. Bu mutasyon 12S rRNA geninde olugmakta ve

isitme kayiplarinda en sik goriilen mitokondrial mutasyon olarak bilinmektedir.

Amerika da her yil yaklasik 4 milyon kisi aminoglikozid tiirevi antibiyotik
kullanmakta, bu antibiyotikler ile tedavi géren hastalarin %2-5’inde isitme kayb1 oldugu
bilinmektedir. Cinde ise bu antibiyotiklerin kullanimi daha da yaygindir. Biitiin
sagirlarin %22’sinin bu tiir antibiyotikleri kullandiklar1 i¢in isitme kaybina ugradigi

belirtilmistir.!

A1555G Ispanya ve bazi Asya populasyonlarinda da %2.4 siklikla goriilen
yaygin mutasyon olarak rapor edilmistir. A1555G mutasyonun insidansi Japonlarda
%33, lic Cinli grupta %13, %10.4, %35, birka¢ beyaz irk iizerinde yapilan ¢alismada ise

%0.3-%2.5 arasinda bulunmugtur, 7% 112113

Tiirkiye’de Tekin ve ark.*’larmin yaptiklar1 calismada 35delG negatif olan 168

probandda A1555G mutasyonu arastirilmis ve prevelansi %1.8 olarak bulunmustur.

Yapmis oldugumuz arastirma sonucunda 9 hastanin cocukluk doneminde
antibiyotik tedavisi aldig1 bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda olgularin hi¢ birinde bu

mutasyona rastlanmamaistir.

Diger c¢alismalardan elde edilen sonuglar goz Oniine alindiginda iilkemizde

aminoglikozid tedavisi baslanmadan once ailede bu mutasyon ile iliskili bir dykiiniin
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olup olmadig1 sorgulanmalidir. Aminoglikozitlere bagli isitme kaybina neden olan bu
mutasyonun Tiirkiye’de varligi bu tiir antibiyotiklerin kullanimmin daha dikkatli

yapilmasini gerektirmektedir.

Kullamlan Yontemin Degerlendirilmesi

Literatiirde GJB2 gen bolgesinde bulunan niikleotid degisimlerini saptamak i¢in,
restriksiyon enzimlerinin kullanimi1 (RFLP), allele spesifik polimeraz zincir reaksiyonu
(ASPCR), tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP), heterodupleks analizi,
DHPLC, ELISA ve DNA dizi analiz gibi bir¢ok strateji kullanilmistir. Bu metodlardan
SSCP ve heterodupleks analizi kullanilan en popiiler metodlar arasmndadir. Bu
calismada kullanilan mikrodizin analiz metodu heterodupleks metodlardan biridir.
Toplumda sikca rastlanan degisimlerin kisa siirede belirlenmesine imkan vermektedir.
Ancak isitme kayipli bireylerde az rastlanan veya daha once hi¢ rastlanilmamis
mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilmasi gereken altin standard metod DNA dizi
analiz yontemidir. GJB2 gen bdlgesinin tek ekzondan olusmasi ve kiiciik bir alani
icermesi DNA dizi analizinin diisiik bir maliyet ile ve kisa siirede yapilmasina imkan

vermektedir.



94

SONUCLAR

Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayipli 56 probanddan olusan
calisma grubumuzda her iki allelinde GJB2 mutasyonu saptanan proband sayis1 12 dir.
Toplumumuzda sagirlik ile iligkili olarak her iki allelinde GJB2 gen mutasyonu
tastyanlarm oran1 %21.4, tek allelinde mutasyon tasiyanlarm orani %3.6 bulunmustur.
Arastirmada elde edilen veriler bolgemizde sendromik olmayan isitme kayiplarinda
GJB2 mutasyonlarinin 6nemli bir yer tuttugunu gostermektedir. Bu sonuglar gézoniine
alnarak laboratuarimizda GJB2 mutasyon taramast DNA dizi analizi yontemi ile rutin

olarak yapilmaya baslanmistir.

Ozellikle 35delG (%10.7) mutasyonunun sik goriildiigii bu populasyonda
sendromik isitme kaybi olgularinda yapilacak genetik analizler i¢in en iyi strateji, ilk
olarak GJB2 genindeki 35delG mutasyonunun taranmasidir. 35delG mutasyonunun
saptanamadig1 hastalarda GJB2 geni, DNA dizi analizi yapilarak diger mutasyonlar

acgisindan analiz edilmelidir.

Elde edilen sonuglar kodlayan ve kodlamayan ekzonlar1 taradiktan sonra, GJB2
geni heterozigot kalan igitme engellilerde isitme kaybinin baska bir nedenle olustugunu
disiindiirmektedir. Bu ¢alismada GJB2 geninin sadece ekzon 2 bolgesi DNA dizi
analizi ile taranmistir. Kodlama yapilmayan bdlgede ise en yaygin goriilen degisim
(IVS1+1G>A) tespit edilmeye ¢alisilmistir. Bolgemizde bu mutasyona rastlanmamastir.
Isitme kaybina neden olan diger bolgelerin de ayrintili bicimde incelenmesi

gerekmektedir.

Bu calismada kullanilan mikrodizin analiz metodu ile mtDNA da bulunan
A1555G mutasyonuna bolgemizde rastlanmamistir. Aminoglikozitlere baglh isitme
kaybima neden olan bu mutasyonun Tirkiye’de varligi diger ¢alismalarda gosterilse de
calisilan isitme kayipli hastalarda ve ailelerde bu mutasyona rastlanilmamistir. Bu
bolgedeki diger degisimlerin isitme kaybina neden olabilecegi bu yiizden DNA dizi

analizi ile daha ayrmtili analiz edilmesi gerekmektedir.

Milli Egitim Bakanliginin 2009-2010 yili kayitlarina gore isitme engellilere
egitim veren 66 okulda toplam 6420 6grenci egitim gérmektedir. Okullarda yapilan bu
calismalarin sonuglar1 Saglik Bakanlig: ile paylasilabilir. isitme engelli cocuklar ve

aileleri hastaligin genetik sonuglar1 hakkinda bilgilendirilebilir.
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EK1:Mirodizin ¢alismasinda kullanilan mutant, wild, stabilizor oligo dizileri

GCA GTA TAT CGC TTG ACA ATC AGC TGC AGG

Oligo ad1 Oligo tiirii Oligo dizileri (5' -> 3")
35 delG W CTG AGT CCG AAC ATT GAG TCA CAC CCC CCA
35 delG M GCA GTA TAT CGC TTG ACA TTC ACA CCC CCA
35 delG S GGA TCG TCT GCA GCG TGC CCC AAT
IVS1+1 G>A W CTG AGT CCG AAC ATT GAG AAC CCG ACG CAG G
IVS1+1 G>A M GCA GTA TAT CGC TTG ACA AAT CCC GAC GCA GA
IVS1+1 G>A S TGA GCC CGC CGG CCC CGG ACT
A1555G W CTG AGT CCG AAC ATT GAG AAT TAC GAC TTG T
A1555G M GCA GTA TAT CGC TTG ACA AAT ACG ACT TGC
A1555G S CTC CTC TAT ATA AAT GCG TAG GGG TT
R184P W CTG AGT CCG AAC ATT GAG TCC GTG GGC C
R184P M GCA GTA TAT CGC TTG ACA TCC GTG GGC G
R184P S GGG ACA CAA AGC AGT CCA CAG T
L90P W CTG AGT CCG AAC ATT GAG AAT GCA TGG CCA CTA
L9oP M GCA GTA TAT CGC TTG ACA AAG CAT GGC CAC TG
L90 P S GGA GCG CTG GGC TGG ACA
M34T W CTG AGT CCG AAC ATT GAG TTA ACG AGG ATC A
M34T M GCA GTA TAT CGC TTG ACA TTA CGA GGA TCG
M34T S TAA TGC GAA AAA TGA AGA GGA CGG TGA G
167delT W CTG AGT CCG AAC ATT GAG AGC CTG GCT GCA
167delT M GCA GTA TAT CGC TTG ACA CAG CCT GGC TGC
167delT S GGG TGT TGC AGA CAA AGT CGG CCT
235 delC W CTG AGT CCG AAC ATT GAG ACA GCT GCA GGG
235 delC M

S

235delC

CCC ATA GCC GGA TGT GGG AGA TG
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EK 2: Probandlara ait saptanan degisimlerin kromotogramlardaki goriiniimii

Hasta

kodu Degisimin adi

Normal dizi TTCAT CAAGGGGGAGATAAA GAGTGA ATT TAAGGA

0718 T TaC ;"'I:r C (1} G AJA -_'. ; TAAA GAG T -:‘J‘. ATT TAA G G A
327-328delGGinsA : \
Homozigot ' |

I\ TRYAN - L2 . .
Normal dizi TT CA T CAAGGGGG AG ATAAA GAGTGAATT TAAG G
0719K ] o 1 S e a TR TTH Ty
327-328delGGinsA TT GAT C.A A|G AlG"A T AE BE B GAGTGLEALETI TAAL G G
Homozigot
J
I (™ " Y S | 0 e e Pl e ] Sl A il [t e Sl i s e e el O ™
I I I I I I
Normal dizi A GGGGGAG ATAAAG AG TG AATT TAAGGCATC
07998 TR TR
327-328delGGinsA
Heterozigot
Normal dizi A TCAA GGGGG A GATA AAGAGTGAATTTAAGGACATCG AGG
0798A 7 ca El A WTR A GARTKRA TTT AL A6 Pl CITYOR AR & AW
327-328delgGinsA i
Heterozigot |f 'I\_1

IJlII|JlIJlIIJlIIlllilIIJlIIJlIJllIJlIIJlI!l
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0842

0843

0835

0836

0745

Normal dizi

327-328delGGinsA
Homozigot

Normal dizi

35delG
Heterozigot

Normal dizi

V27i
Heterozigot

Normal dizi

V153l
Heterozigot

Normal dizi

V153l
Heterozigot

T TCA TCAAGGGG

T TCAT Culd G

G AGAT AAAGAGTGA ATT TAA GGA

340
G AT AAAA GA G T 0AL'TT T MAG

- O

20 0
CAGACGATCCTGGGGG

A0 S0 &0
HKEHEERAMCALACMM YV CMMCMRCMTTHKGRAARR

CTGGCT CACCGT CCTCTTCATTTTTCG CAT

T

C C|IR

]
-
)
¥

C.T GG

T CCTCTTOCH

T ACG TC TT CTA TG TCA TGTACG AC

G CCGCC TTCATG

450
5 CCGCC TTCATG

4a £
TACQA|TCTT C.TA TG TCATG TACGAC

CGCC TTCATGTACGTC TT CTA TGTCATG TACGAC GGCT

4ED
COCS TT A TO Ta o

40
Gac OO C T

D

ST TT S T& TG T CGA .T-:- Ta &




