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KABUL ONAY



OZET

Giineydogu Anadolu’daki Isitme Engellilerde GIJB2 Mutasyonlarinm Siklig1

Yaklasik olarak her 1000 cocuktan biri dil gelisimi Oncesinde isitme kaybi ile karsilagsmakta-
dir.Gelismis iilkelerde prelingual (dil gelisimi 6ncesi) isitme kaybinin %50’sinden fazlasi genetik

faktorlere baglidir; diger boliimii ise ¢evresel nedenli olusan isitme kayiplaridir.

Genetik temeli kesin olarak belirlenmis olgular sendromik veya sendromik olmayan olarak ikiye
ayrilirlar. Genetik sebepli isitme kayiplarimin yaklagik %70’ini sendromik olmayan genetik nedenli
isitme kayiplar1 olusturur. Genetik isitme kaybinin en yaygin formu otozomal resesif sendromik
olmayan isitme kaybidir. Sendromik olmayan isitme kayiplarn ailesel veya sporadik olabilir. Birgok
populasyonda GJB2 genindeki mutasyonlar belirlenmis ve 35delG beyaz irkta en yaygin mutasyon
olarak bulunmustur. GJB2 geni DFNBI1 lokusunda kromozom 13ql12’de lokalize olmustur ve

prelingual isitme kaybi i¢in ana gendir.

Bu giine kadar Tiirkiye’de yapilan ¢aligsmalarda isitme engelliler arasinda GJB2 mutasyon sikligi-
nin bolgeler arasinda farkililik gdsterdigi saptanmistir. Bu ¢alismalarda Gilineydogu Anadolu bol-
gesinden koken alan igime engelliler yeterince incelenememistir. Bu ¢alismada Giineydogu Anado-
lu Bolgesi’nden koken alan ve birbiriyle akrabaligi olmayan sendromik olmayan dogustan veya
prelingual isitme kaybi olan 45 proband calisilmistir. GJB2 geninin kodlayan ve kodlamayan
eksonlarindaki mutasyonlar PCR-RFLP, PCR-SSCP ve DNA dizi analizi teknikleri ile arastirilmis-
tir. Toplam 7 ailede biallelik GJB2 mutasyonlar1 saptanmustir (7/45=%15,5, %95 giivenirlik araligi,
%5-%26).

Sonuglar Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde GJB2 mutasyonlarinin énemli bir isitme kaybi sebebi
oldugunu ancak goreceli olarak Tiirkiye’deki diger bolgelerden daha diisiik bir oranda gézlendigini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Isitme kaybi, otozomal resesif, sagirlik, GIB2, cx26
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ABSTRACT

Frequency Of GJB2 Mutations in a Hearing Impaired Population from Southeastern

Anatolia

Prelingual deafness occurs with a frequency of approximately 1 in 1000 children. More than 50%
of prelingual deafness is caused by genetic factors in developed countries, while remaining is

environmentally caused.

Affected individuals who are classified certainly of the genetic cases are divided into syndromic
and non-syndromic forms. 70% of these cases with genetic origin are referred to as having the
non-syndromic form because of absent additional findings. The most common form of hereditary
hearing loss is transmitted with autosomal recessive inheritance. Non-syndromic hearing loss may
be familial or sporadic. Mutations in GJB2 have been identified among the deaf living in many
countries, 35delG being the most common mutation in Caucasoid populations. The GJB2 gene is

mapped to the DFNB1 locus at chromosome 13q12, is the main gene for prelingual hearing loss.

Previous studies completed in Turkey have determined that the mutation frequency of GJBZ2 in the
deaf population varies from region to region. In those studies, the number of included families from
Southeast Anatolia was not sufficient. In this study, unrelated 45 probands, who originated from
Southeast Anatolia, with non-syndromic congenital or prelingual onset sensorineural hearing loss
have been studied. Mutations in the coding and not coding exons of the GJB2 gene were screened
with PCR-RFLP, PCR-SSCP and DNA sequencing methods. Biallelic GJB2 mutations were
detected in seven families (7/45=15.5% ; 95% confidence interval of 5% to 26%).

Our results show that GJB2 mutations are an important cause of the hearing loss in Southeast
Anatolia. However, they are relatively less common compared to those observed in other parts of

Anatolia.

Keywords : Autosomal recessive, cx26, deafness, GJB2, hearing loss

i1



ONSOZ

Laboratuvardaki ¢aligmalarim sirasinda destegini ve bilgisini her zaman arkamda hissetti-
gim, beni her zaman yonlendiren ve bundan sonraki ¢alisma hayatim boyunca tecriibesi ve
yardimina ihtiya¢ duyacagim danmigsman hocam Dog¢.Dr.Mustafa TEKIN’e; caligmalarim
strasinda her tiirlii imkani1 saglayan, yardimini esirgemeyen hocam Prof.Dr.Nejat AKAR’a;
ilgi ve sevgisini her zaman hissettiren Uzm.Bio.Ece AKAR’a; beraber calistigim bu tezi
yaparken ve yazarken bana biiyiik destek ve yardimda bulunan calisma arkadaglarim
Uzm.Bio.Duygu DUMAN, Uzm.Bio. Ashi SIRMACI, Uzm.Bio.idil ASLAN,
Uzm.Bio.Filiz Basak CENGIZ, Uzm.Bio Aysenur OZTURK, Bio. Zehra VELI, Dr. Erkan
YILMAZ, Kadir SIPAHI ve ismini sayamadigim tiim Pediatrik Molekiiler Genetik Ailesi-
ne paylasimlarindan dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Calismada kullanilan kan or-
neklerinin saglanmasindaki katkilarindan dolay1 Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi’nden
Yard.Dog¢.Dr.Hatice OZTURKMEN-AKAY’a tesekkiir ederim. Bana verdikleri sonsuz

sevgi, sabir, destek ve imkan i¢in aileme ¢ok tesekkiir ederim.

Doruk Taylan
Ankara. Eyliil 2008

v



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY .ottt ettt ettt se et e et e s e st te e esenene i
OZET oot ii
ABSTRACT .ttt ettt et e bt et e s bt et e b e e it e nbeeabeesbeeeeas 111
ONSOZ ..ot v
TCINDEKILER ... v
SEKILLER DIZINT ...ttt eeeene vii
CIZELGELER DIZINI......coooiiiiiiioeeeeee e viii
DIZILER DIZINIL....oiiiiiiiiiiee ettt ix
SIMGELER DIZINIL....ccoooouiiiiiiiriineiieceie s ssessssss st ssses st sssesie e e X
Lo GERIS ...t eeen 1
L1, GeNel BIlGIIOT.....ceiiiiieciieece ettt e e et e e e eas 2
1.1.1. Isitme Kaybinm Genetik Tarihi ............cccceeveruereieererreereeeeeceesese e, 2
1.1.2. ISitme MeKANIZMAST «......o.veveeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e 4
1.1.3. Isitme Kaybimin Smiflandirilmast ............ocoeveveveeiveveeeeeeeeeeeee e 8
1.1.4. Sendromik Olmayan Isitme Kaybi ...........cccocovvveviiveeeeeeeeeeeeeees 10
1.1.5. Konneksin — Konnekson — Gap Junction..........c..cccceeevevienieniicneencnecneenne. 12
1.1.6. Gap Junction Beta 2 (GJB2; Connexin 26) Geni.........cccevereererrereeieneenens 15
1.2. Molekiiler TeKNiKIer ........cccuevieiiiriiirieieeeeeee e 17
1.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)..........cccceeviiiiniiiiieeecee e, 17
1.2.2. DNA'"IN enzimatik KeSIMi.......c.cccciieeiiieeiiieecieeeieeeee e 19
1.2.2.1. Restriksiyon Endoniikleazlar..............cccocceeviieniiniiinniiiiicieciceeeeeeeeen 19
1.2.2.2. Restriksiyon Enzim Kesimleri.........cccccveviiiiiiiniieiiienieeieeeie e 20
1.2.3. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi.............ccccvvevcivieniiiencieeeniee e, 20
1.2.4. DNA DiZl ANALIZI.....ooooiiiieiieeiiecieece ettt e e veeesaee e 21
2. MATERYAL VE YONTEMLER ........ccooocoomiiiimmriinriinneieseesesssesseseesnns 23
2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi...........ccceeeevieeiieeeiieeeereeeeee e 23
2.2, Kullanilan YOntemler.........c.coiuiiiiiiiiiiiieiieeieetee et 24
2.2.1. DNA EKStraKSTYONU.......cccuiiiiiiiieiieeie ettt ettt st 24
2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ........cccccoeiiiiiiiiniiiieieecece e 25
2.2.2.1. GIB2 35delG Mutasyon Taramasl.............cccveeeveereeerreeneeesieenieereeneneeneens 25
2.2.2.2. PCR i¢in Agaroz Jel Elektroforezi ........c.cooevvveviiveniieeiieeiee e 28



2.2.3. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesimi.............ccccoeuuu..... 28

2.2.3.1. BseLI Restriksiyon Endoniikleazi i¢in Agaroz Jel Elektroforezi................ 29
2.2.4. Poliakrilamid Jel EleKtroforezi..........cccccvvurueuerininnieeeininineecrcnreieceseeeeeee 31
2.2.4.1. SSCP igin Poliakrilamid Jel Hazirlanis............cceeevvveinieenieenieieieiecieeen 32
2.2.4.2. GUMUS BOYAMA.......cciiiiieiiiieieeeeeee ettt ens 33
2.2.5. DNA DiZi ANALIZI...c.ooiiiiiiiiieiiieeeeeee ettt 35
2.2.5.1. PCR ve Piirifikasyon ISIemleri...........cccoovurrurreemrerrreereeerieeeeeieeseeees s 35
2.2.5.2. DNA Dizi ANAIZI...c.coiviiieiiiiiiiieiiinisieieciseectresee et 37
2.2.5.2.1. DNA Dizi Analizi ReaKSIyONU.........cccceceeirreirieirieirieeieeceeeeeeereeeeenes 37
2.2.5.2.2. Etanol COKIUIMESI......cccvevuieiierieieeieete ettt ettt ae v eaean 38
3. BULGULAR ...ttt 39
4. TARTISMAL. ...ttt ettt 44
5. REFERANSLAR ..ottt 49

vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Kulagin anatomik yapis1 ve kohlea kanali ile tiiy hiicrelerinin ayrintili sekli........ 6
Sekil 1.2. Kohleanin i¢indeki yapilart gosteren Kesiti.........ccevueeveeeerienienieienenieeeeeeesieeeneen 7
Sekil 1.3. Konneksinlerin kohleadaki 0rganizasyonu............ccccoceeerueinieenieininenieencneeeeenn 14
Sekil 1.4. Gap Junction Protein Beta 2 Genin Sematik Yapist......cccoveveevennneercccnnieeerccnennns 15
Sekil 2.1. GIB2'deki 35delG mutasyonu i¢in yapilan PCR {iriinlerinin elektroforez fotografi........ 27
Sekil 2.2. GIB2 35delG mutasyonunun BseLI restriksiyon endoniikleazi ile kesimini gosteren

agaroz jel eleKtroforez fotOZrafl.........covviririerieieieeee e e 30
Sekil 2.3. Band farklilig1 goriilen bir SSCP jel gOrtntlisii........coeovvveveueenirirereenniriereeerieeenee 34

Sekil 2.4.GJB2'nin birinci bolgesinin PCR iiriinlerini gdsteren agaroz jel elektroforez fo-

Sekil 2.5. GIB2'nin ikinci bolgesinin PCR iiriinlerini gosteren agaroz jel elektroforez fo-
BOZTATT. ..ttt ettt h et a ettt b et e e b eab e e bt e enbeenneen 36
Sekil 3.1. 35delG mutasyonunu heterozigot tasiyan probandlarda DNA dizi analizi ile ikin-
Cl MUtasyonun BElITIENMESI. ......coceiruiirieiiieiieeieeeeeet et ebeebeeeeaeenes 39
Sekil 3.2. SSCP'de band farklilig1 goriilen probandlarda DNA dizi analizi ile tespit ediden
MUtasyon Ve POIMOTTIZIMICT . ........coouiiiiiiieiiieieee ettt 40-41

Sekil 3.3. IVS1+1G>A mutasyonunun SSCP teknigiyle taranmasini gosteren SSCP jel goriin-

vil



CIZELGELER DiZIiNi

Tablo 1.1. GIB2 mutasyonlari ile olusan prelingual,senondral sendromik olmayan sagirli-

gin degisik toplumlardaki dagilimi...........oocvieiiiiiiiiiiice e 3
Tablo 1.2. Sendromik olmayan isitme kaybina sebep olan genler...........c.ccocevervinienennen. 11
Tablo 1.3. Konneksin Proteinlerinin isimlendirilmesi...........ccoeceeriiiniiiiienieniienieeieeen 12

Tablo 3.1. Arastirmada bulunan tim GJB2 mutasyonlar1 ve polimorfizmlerinin listesi.....43
Tablo 3.2. Aile gegmisine gore GIJB2 mutasyonlarinin orani............cc.eeeeeveeeneenveenveennnennn. 43

Tablo 4.1. Otozomola resesif isitme kaybindaki GJB2 mutasyonlarinin Tiirkiye Ortalama-

viil



DIiZILER DIiZiNi

Dizin 2.1. GJB2 ikinci ekson dizisi ve PCR tekniginde kullanilan primerleri.................26
Dizin 2.2. GJB2’nin iki eksonun dizini ve PCR-SSCP tekniginde kullanilan primerler....32

X



SIMGELER DiZiNi

Hg

pum

°C

Bg

cAMP
Cx26
Cx32
Cx43
DFN
DFNA
DFNB
DFNBI1
Da

dB

Dk
dNTP
dTTP
dCTP
dGTP
dATP
ddNTP
ddHZO
DNA
EDTA

gr

Mikrogram

Mikrolitre

Mikromolar

Santigrat derece

Adenin

Amerika Birlesik Devletleri

Baz cifti

Sitozin

Siklik Adenozinmonofosfat

Konneksin 26 proteini

Konneksin 32 proteini

Konneksin 43 proteini

X'e bagh kalitim gosteren isitme kayb1 lokusu
Otozomal dominant kalitim goésteren isitme kaybi1 lokusu
Otozomal resesif kalitim gdsteren isitme kaybi1 lokusu
Otozomal resesif sendromik olmayan sagirlik lokusu
Dalton

Desibel

Dakika

Deoksiniikleotit trifosfat

Deoksitimin trifosfat

Deoksisitozin trifosfat

Deoksiguanin trifosfat

Deoksiadenin trifosfat

Dideoksiniikleotit trifosfat

Deiyonize su

Deoksiriboniikleik asit
Ftilendiamintetraasetikasi
Guanin

Gram



GJA1
GJB1
GJB2
GJB3
GJB6
HC1
Hz

KCl
kDa

PCR

pmol
RE
RFLP
RBC
rpm
Sn
SSCP

Tm
Ts
TBE

Gap Junction Alfa-1

Gap Junction Beta 1 geni
Gap Junction Beta 2 geni
Gap Junction Beta 3 geni
Gap Junction Beta 6 geni
Hidroklorik asit

Hertz

Potasyum iyonu
Potasyumkloriir

Kilo dalton
Kromozomun uzun kolu
Molar

Milimolar

Mililitre

Magnezyum iyonu

Magnezyum klortir

Sodyum asetat

Sodyum hidroksit

Hidroksil

Radyoaktif Fosfat

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

bir ¢6zeltinin asitlik veya bazlik derecesini tarif eden 6l¢ii birimi
pikamol

Restriksiyon endoniikleazi

Restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmi
Kirmizi kan hiicresi

Dakikadaki doniis sayisi

Saniye

Tek zincir Konformasyon Polimorfiznu
Timin

Baglanma Sicaklig1

Sicaklik degeri

Tris-Borik asit-EDTA

x1



TEMED
TrisHCL
v

uv

x2

YY1

N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamin
Tris Hidrakloriir

Volt

Ultraviyole

Kikare

Yin ve Yang 1

Xii



1. GIRIS

Isitme kaybi, neden oldugu bozukluklar bakimindan, énemli bir rahatsizliktir. Normal du-
yan bir bebek, dogdugu andan itibaren dinler; ses uyaranlarini, gordiigii objelerle 6zdesles-
tirir; kodlar ve kavram gelistirir; sonra konugmaya baslar. Dogustan, ¢evresel ses uyaranla-

rin1 duyamayacak kadar olusan bir isitme kaybi, kavram gelisimini de engeller.

Isitme kayb1 en sik goriilen duyusal hastaliktir (Bitner and Glindzicz, 2002). Isitme kaybi-
nin nedenleri arastirihirken genetik formlar diger sebeplerden ayrilmaya calisilir. Isitme
kayb1 basit olarak iletim, sensorindral, veya ikisinin birlesimi; sendromik veya sendromik

olmayan; ve prelingual ve postlingual olarak siniflandirilabilir.

Ortalama olarak bin ¢ocuktan birinde ileri veya ¢ok ileri isitme kaybi; dogum veya dogum
sonras1 gelisim doneminde goriilmektedir. Prelingual isitme kaybi lisanin 6grenilmesinden
once dogustan ya da daha sonra kazanilan isitme kaybidir. Isitme kaybina bir¢ok gevresel
ve genetik faktorler sebep olabilmektedir. Genetik nedenler dogustan isitme kayiplarinin
yaklasik %50-60’1n1 olusturmaktadir. Genetik isitme kayiplarimin %70-80’1 sendromik
olmayan isitme kaybidir (Nance 2003). Sendromik olmayan isitme kayiplarinin %80’ini
otozomal resesif isitme kayiplar1 olusturmaktadir. Ayrica otozomal dominant (%20) , X’e
bagh (%1) ve mitokondrial(<%]1) formlar da tanimlanmistir. Otozomal resesif formlar bu
diger tanimlanan formlara gore daha agirdir ve genellikle dogrudan kohlea hasariyla sonug-

lanir (Petersen and Willems 2006).

Bircok toplumda genetik isitme kayiplarmin ¢ok biiyiik bir kismi1 GJB2 geni mutasyonla-
riyla agiklanmaktadir (Kelsell vd 1997). Konneksin 26(Cx26) proteinini kodlayan GJB2
genindeki mutasyonlar kalitimsal , prelingual , sendromik olmayan isitme kaybinin en sik
nedenidir (Erbe vd 2004). Konneksinler, iyon ve molekiillerin hiicreler arasi1 gecisini sag-
layan aralikli bileskelerin alt iinitelerini kodlayan bir gen ailesidir. Bu ailenin bir {iyesi olan

GJB2 geni bir aralikli bileske proteini olan konneksin 26 proteinini kodlar.



Bugiline kadar Tiirkiye’de yapilan caligmalarda isitme engelliler arasinda GJB2 mutasyon
sikliginin bolgeler arasinda farkililik gosterdigi saptanmistir (Tekin vd 2003, Tekin vd
2005, Tekin ve Arict 2007). Kuzey Amerika, Avrupa ve Akdeniz’de bu gendeki en ¢ok
rastlanan mutasyon altili guanin serisinden birinin delesyonuyla olusan 35delG mutasyo-
nudur. 35delG mutasyonunun Bat1 Anadolu’da Dogu ve Giineydogu Anadolu’dan daha sik
oldugu gosterilmistir. Ancak bu caligmalarda Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nden koken

alan isime engelli sayis1 yeterli degildir.

Daha Once az sayida isitme engelli hastaya ve aileye dayanan verilerle yapilan ¢aligmalarla
elde edilen veriler Tiirkiye’de GJB2 mutasyonlarinin sikliginin bélgeler arasinda farkl
oldugunu gostermisti. Bu ¢alismanin amaci Tiirkiye’de isitme kaybi i¢in temel gen olan
GJB2’deki mutasyonlarin sikligini Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bularak Tiirkiye’deki

bolgeler arasindaki farkililigin boyutunun anlasilmasina katkida bulunmaktir.

GENEL BiLGILER

1.1.1 isitme Kaybimin Genetik Tarihi

1994 yilinda ilk otozomal resesif sendromik olmayan isitme kaybi1 lokusu (DFNB1),
prelingual ve ¢ok ileri isitme kaybi1 bulunan iki biiylik Tunuslu ailede tespit edilmis ve bag-
lant1 analizi ile kromozom 13q11’ye haritalanmistir (Guilford vd 1994). Bu olay1 takiben
sendromik olmayan isitme kayipli Yeni Zelanda/Avusturalya (Maw vd 1995) ve Ispan-
yol/italyan (Gasparini vd 1997) ailelerde yapilan baglanti ¢alismalarinda DFNB1’in bu
toplumlarda prelingual isitme kaybina en biiylik katki yapan lokus oldugu kanisina varil-

mistir.



Tablo 1.1. GIJB2 mutasyonlari ile olusan prelingual,sensorindral sendromik olmayan igitme
kaybinin degisik toplumlarda dagilimi. NI; belirlenmedi, ND; tanimlanmadi. * Akrabalik
gostermeyen biallelik GJB2 mutasyonu tasiyan hastalarin yiizdesi (Petersen and Willems
20006)

Ulke Hastalar (n) |GJB2 (%)* | 35delG/35delG (%)
Avusturalya 74 135 4.1
Avusturya 43 233 18.6
Avusturya 69 18.8 10.1
Brezilya 62 12.9 9.7
Cin 118 16.1 0.0
Cek Cumbhuriyeti | 156 37.8 28.8
Danimarka 165 4.2 1.8
Misir 111 14.4 9.0
Fransa 88 39.8 28.4
Almanya 342 6.4 38
Almanya 147 143 8.8
Almanya 228 16.7 8.3
Gana 365 15.6 0.0
Yunanistan 210 333 30.0
Hindistan 215 17.7 0.0
Tran 83 10.8 4.8
Tsrail 75 333 14.7
Italya 155 27.1 21.9
Italya 53 39.6 30.2
Ttalya/Ispanya  |136 36.8 32.4
Ttalya/Ispanya {576 31.6 NI
Japonya 35 28.6 0.0
Japonya 50 10.0 0.0
Japonya 53 15.1 0.0
Urdiin 68 16.2 16.2
Kore 147 8.2 0.0
Kiirt 86 15.1 8.1
Liibnan 48 333 31.3
Oman 51 0.0 0.0
Pakistan 196 6.1 0.0
Filistin 48 229 10.4
Sicilya 71 15.5 11.3
Slovakya 90 45.6 40.0
Slovakya 54 29.6 1.9
Ispanya/Kiiba (422 30.6 N1
Tayvan 169 7.1 0.0
Tayland 166 7.2 0.0
Tirkiye 60 31.7 21.7
Tirkiye 235 ND 20.4
Tirkiye 371 19.7 15.1
Birlesik Krallik |210 14.8 11.9
ABD 99 18.2 2.0
ABD 209 27.3 14.8
ABD 58 345 24.1




Kelsell GJB2’deki mutasyonlarin, otozomal resesif sendromik olmayan isitme kaybindan
sorumlu oldugunu ii¢ Pakistanli ailede gostermis ve immiinokimyasal olarak insan koklea
hiicrelerinde "Gap Junction Beta 2" (GJB2; Connexin 26; Cx26) geninin yiiksek diizeyde
ekspresyonunu ortaya koymustur (Kelsell vd 1997).

Rabionet 2000 yilinda beyaz irktan olusan toplumlardaki 576 sporadik ve otozomal resesif
isitme kayipli ailede yaptig1 calismada, hastalarin %37’sinde GJB2 mutasyonlarint goz-
lemlemistir. Bulgularda 35delG %82’lik oraniyla GJB2 isitme kaybr allellerinde en yaygin

mutasyon olarak tespit edilmistir.

Bu yillar1 takip eden ¢aligmalarda GJB2 ve isitme kaybi arasindaki bag iyi irdelenmis ve
bir¢ok toplumda GJB2’deki mutasyonlarin genetik nedenli isitme kaybinin %50’ sini olus-
turdugu ortaya ¢ikmistir (Bitner and Glindzicz 2002). Kuzey Amerika, Avrupa ve Akde-
niz’de bu gendeki en ¢ok rastlanan mutasyon altili guanin serisinden birinin delesyonuyla
olusan 35delG mutasyonudur (Tablo 1.1.). Tiirk isitme kayipl bireylerde GJB2 mutasyon-
larmin konjenital veya prelingual sendromik olmayan isitme kayipli olgularin yaklagik
%20’sinden sorumlu oldugu gdsterilmistir (Barig vd 2001, Tekin vd 2001, Uyguner vd
2003, Tekin vd 2003, Tekin vd 2005). Isitme kayipli Japon ve Hintli ailelerde yapilan ¢a-
ligmalarda bu mutasyona hi¢ rastlanmamistir (Abe vd 2000, Mukherjee vd 2003).

1.1.2 Isitme Mekanizmasi

Insan kulag1 olduke¢a karmasik bir yapiya sahiptir. Duyma sistemini daha da karmasiklasti-
ran ise iki kulaktan gelen verilerin ¢ok karmasik bir sinir ag1 olan beyinde birlestirilmesi-
dir. Isitme duyusunda reseptdr organ olarak gorev yapan kulak, ses dalgalarini énce meka-
nik bir uyaran tipine doniistiiriir, mekanik uyar1 i¢ kulakta yerlesmis olan reseptorler araci-
1181 ile sinir liflerinde aksiyon potansiyeline doniistiiriilerek isitme siniri yolu ile (nervus

vestibulocochlearis) temporal korteksteki isitme merkezine taginir.



Kulagin anatomik yapisi; dis kulak, orta kulak, i¢ kulak olmak {izere ii¢ boliimden olus-

maktadir (Sekil 1.1.).

Di1s kulakta kulak kepgesi her tarafindan sikica yapismis deri ile kapli, diizensiz sekilli bir
elastik kikirdak tabakadan olusur. Kulak kepcesi sadece memelilerde bulunur. Cok katl
yass1 bir epitel dis kulak yolunu sarar, kil folikiilleri, sebase bezler ve bir tiir modifiye ter
bezi olan kulak kiri bezleri submukozada bulunur. Tiiyler ve kulak kiri olasilikla koruyucu
gorevi Ustlenir. Dig kulak yolunun iigte bir dis kismu elastik kikirdak tarafindan destekle-
nirken, kanalin i¢ kismini temporal kemik destekler. Oval timpanik zar dis kulak yolunun
en sonunda yer alir ve dis ylizeyi ince bir epidermisle, i¢ yiizeyi timpanik kavite ile devam-
lilik gdsteren basit kuboidal epitel ile értiidiidiir. Iki epitel 6rtii arasinda kollajen elastik
lifler ve fibroblastlardan olusmus sert bir bag dokusu tabakasi vardir. Timpanik membran

ses titresimlerini orta kulagin kemikgiklerine iletir (Raphael and Richard 2003).

Orta kulakta timpanik kavite, temporal kemigin i¢inde, timpanik membran ve i¢ kulagin
kemik kismi arasinda yer alan diizensiz bir bosluktur. On tarafta dstaki borusu araciligiyla
farinksle, arkada temporal kemigin mastoid ¢ikintisinin hava dolu bosluklar ile iliskidedir.
Orta kulak periosta sikica yapisik ince lamina proprianin iistiinde yer alan tek katli yassi
epitel ile gevrilidir. Ostaki borusunun yaninda ve i¢ kisimlarinda, orta kulagi cevreleyen
tek katli epitel yavasca, titrek tiiylii yalanci ¢ok kath silindirik epitele déniisiir. Ostaki bo-
rusu yutkunma islemi sirasinda acilarak orta kulaktaki basinci atmosfer basinci ile denge-
ler. Orta kulagin medial kemikli duvarinda oval ve yuvarlak pencere adi verilen iki adet
zarla kapl kemiksiz bolge bulunur. Timpanik membran oval pencereye 3 dizi kiiciik ke-
mikcik ile baglanir; orta kulak kemikg¢ikleri; ¢eki¢ (malleus), 6rs (inkus), lizengi (stapes).
Kemikgikler de tek katli yass1 epitel ile ortiiliidiir ve malleus ile stapese yapisik iki kiigiik

kas bulunur.

Ic kulak, kemik ve membrandz labirentten olusmustur. Membrandz labirent ektodermal
orijinli epitel kapli devamli bir dizi kaviteden olusur. Embriyolojik gelisim esnasinda epitel
ortiistinden farklilasarak utrikiil ve sakkiiliin makulasi, semisirkiiler duktuslarin kristasi ve

koklear kanalin Korti organi gibi 6zellesmis duysal yapilar gelisir.



Koklea yaklagik 35mm uzunlugundadir ve modiolus adiyla bilinen kemik kaide etrafinda
2.5 sarmal yapar. Modiolustan lateral olarak ince kemik yiizey- kemiksi spiral lamina uza-
nir. Bu yapi1 kokleadan bazale dogru uzanir (Sekill.1). Koklea kanali bir ses reseptorii ola-

rak 6zellesmistir.

Sekil 1.1. Kulagin anatomik yapisi ve koklea kanali ile tily hiicrelerinin ayrintili sekli.
Isitme kaybina sebep olan Gap Junction Beta Genleri ve kodladiklar1 {iriinlerin
lokasyonlar1 belirtilmistir (Morton and Nance 2006)



Histolojik kesitlerde kokleanin 3 bosluga ayrildigi goriiliir; skala vestibiili(iistte), skala
media ve altta skala timpani (Sekill.2.). Skala vestibiili ve skala timpani perilenf igerir ve
oval pencereden baslayip yuvarlak pencerede sonlanan uzun birer borudurlar. Koklea kana-
I1 tizerinde bulunan vestibiili, timpani ve media skalalar1 odyolojik fonksiyon i¢in esas olan
iyonca zengin sivilari igerirler. Kokleanin tepesinde helikotrema adi verilen bir agiklikla
birbirleri ile iliskidedirler. Skala mediada endolenf bulunur ve skala mediada bulunan korti

organi degisik ses frekanslarina cevap veren i¢ ve dis tily hiicreleri igermektedir.

Skala vestibuli

Reisner zari

Stria vaskularis

! Spiral Ligament

Skala Media

} Korti organi

.~ Skala timpani

Sekill.2. Kokleanin i¢indeki yapilar1 gosteren kesiti (Jahn 1998)

Hem i¢ hem de dis tiiy hiicreleri motor sinir uclari igerir. Korti organinin bipolar afferent
noronlarinin hiicre govdeleri modiolusta yer alir ve spiral ganglionu olusturur. Vestibiil ve
yarimdaire kanallarinin kemik duvarlari, bir model olusturan ¢ok sayida yass1 bag doku
hiicre tabakalar1 ile kaplidir. Bu tabakadan ince bir trabekiil (ince fibriller ve fibroblastlari
iceren) utrikiil, sakkiil ve semisirkiiler duktuslara uzanarak, membrandz labirentin bu
kisimlarini destekler. Kan damarlar1 da bu bag dokunun i¢inde bulunur. Kemik labirent
ekstraselliiler sivilarin bilesimine benzer ama ¢ok diisiik protein iceren perilenf ile doludur

(Sekill.2). Membrandz labirentte ise endolenf bulunur.



Normal sartlarda skala mediadaki endolenfte yiiksek konsantrasyonda potasyum ve diisiik
konsantrasyonda sodyum ve kalsiyum iyonlar1t mevcutken skala vestibiil ve timpanda du-
rum tam tersinedir. Transdiiksiyon sirasinda tily hiicrelerinde perilenfe akan K iyonlar1
spiral ligament fibrositleri ve stria vaskiilaris epitel marjinal hiicrelerindeki aralikli
bileskeler tarafindan endolenfe geri doniistiiriiliir. Ayrica konneksonlar epitel hiiclererinin
skala yiizeyinde tek iiniteler halinde bulunarak hiicreler ve koklear s1vi arasinda direkt K"
degisim yolu olustururlar. Bu da iyon degisim yolunu tamamlayic1 bir faktérdiir. Bu
asamalar kohleadaki dengeyi ve normal odyolojik fonksiyon i¢in gerekli elektrolit da-

gilimin yiritiirler (Lefebre and Van de Water 2000).

1.1.3 Isitme Kaybinin Simiflandiriimas:

Isitme kayb1 gevresel nedenli ve genetik nedenli olmak {izere temel olarak iki sinifa ayril-
maktadir. Cevresel nedenli isitme kayiplari igitme kayiplarinin yaklasik %40-50’sini olus-
turmaktadir. Bunlar rubella, sitomegaloviriis gibi teratolojik ajanlar, menenjit, kabakulak
gibi enfeksiyonlar, ototoksik ilaglar, akustik travma, erken dogum ve diisiik dogum agirlig1
gibi genetik olmayan nedenlerdir (Tekin vd 2001, Bitner and Glindzicz 2002). Genetik
nedenli isitme kayiplar1 ise isitme kayiplarini yaklasik %50-60’1n1 olusturmaktadir.

Isitme kayplari;

I.Isitme kaybinin frekansma gore,
e Algcak (<500Hz),

e Orta (501-2000Hz),

e Yiiksek (>2000Hz),

I1. Isitme kaybr siddetinin derecesine gore;
e Hafif (26-40 dB),

e Orta (41-55 dB),

e Orta lleri (56-70 dB),

o fleri (71-90 dB),

e Coklleri (>90dB),



I11. isitme kaybinin fenotipe yansimasina gore;

e Sendromik isitme kaybi,

e Sendromik olmayan isitme kaybi,

IV. Isitme kaybmin kalitim sekline gore;

e Tek genli kalitim, Otomozal Dominant (%10-20), OtozomalResesif (%77-88),
X'e bagli (%]l-2), Mitokondrial (< %1),

e (Cokgenli kalitim, Kromozom anomalileri, Oligogenik kalitim.

V. Isitme orgam defektlerine gore;

e Dis veya orta kulak bozukluklarinda iletim tipi isitme kaybu,

e ¢ kulaktan beynin kortikal isitsel merkezlerine kadar olan bélgede meydana gelen bozuk-
luklarda sensorinoral tip isitme kaybi,

e Her iki tipin bulundugu isitme kayiplari da karisik tip olarak,

VI. Isitme kaybimin baslangic yasina gore;

e Dogustan,

e Erken baglangi¢h (Prelingual),

e Geg baslangich (Postlingual),

VII. Isitme kaybimin progresyonuna gore;

e [llerleyici isitme kaybu,

e llerleyici olmayan isitme kayb,

e Degisken progresyon gosteren isitme kaybi olarak siniflandirilabilir.

Isitme kaybina klinik olarak baska higbir bulgunun eslik etmedigi olgularda sendromik olma-
yan isitme kaybmdan s6z edilir (Bitner and Glindzicz, 2002). Genetik isitme kayiplarinin
%70-80’1 sendromik olmayan isitme kaybidir (Nance 2003). Sendromik olmayan isitme
kayiplarinin %80’ini otozomal resesif igitme kayiplar1 olusturmaktadir. Ayrica isitme ka-
yiplarmin sendromik ve sendromik olmayan formlariyla birlikte seyreden mitokondriyal gen

degisimleri de bilinmektedir (Kenneson vd 2002).



1.1.4 Sendromik Olmayan Isitme Kayb1

Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %70'ini sendromik olmayan isitme kayiplar
olusturur (Van Camp vd 1997). Olgular ailesel veya sporadik olarak ortaya cikabilir
(Kenneson vd 2002). Sendromik olmayan isitme kaybi %10-20 otozomal dominant form
(DFNA), %77-88 otozomal resesif form (DFNB) ve %l-2 X'e bagli (DFN) formda kali-
tim gosterir (Nance 2003).

Sendromik olmayan isitme kaybina neden olan gen lokuslar1 “DFN” seklinde gosterilmek-
tedir ve kesfine gore kronolojik olarak numaralandirilmistir . DFNB otozomal resesif kali-
tim gosteren lokuslart belirtmektedir (Willems 2000). Sendromik olmayan isitme kaybi1
oyle yiiksek genetik heterojenligin bir parcasidir ki glinlimiizde 27 DFNB genini de kapsa-
yan 118 lokus haritalanmis ve 43 niikleer gen tanimlanmistir (Hereditary Hearing Loss

Homepage-webhost.ua.ac.be/hhh/ 2008).

Daha once deginildigi gibi bir¢cok toplumda sendromik olmayan isitme kaybinin %50’sine
sadece GJB2’deki mutasyonlarin sebep olmasi oldukca sasirticidir. Diger vakalarda rastla-
nan genlerin ¢ok az sayida ailede isitme kaybina sebep oldugu tespit edilmistir (Scott vd

1998, Zbar vd 1998) .

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

kalitilan genlerdeki mutasyonlarin sendromik olmayan isitme kayb1 yaptig1 gosterilmistir

(Tablo 1.2.).
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Tablo 1.2. Sendromik olmayan isitme kaybina sebep olan genler (Hereditary Hearing Loss
Homepage http://webh01.ua.ac.be/hhh/ 2008)

Lokus Gen Kromozamal lokalizasyon Kalitim Modeli
Yok CRYM Otozomal dominant
DFNA1 DIAPHI1 5q31 Otozomal dominant
DFNA2 GJB3 (Cx31) 1p34 Otozomal dominant
DFNA2 KCNQ1 1p34 Otozomal dominant
DFNA3 GJIB2(Cx26) 13q12 Otozomal dominant
DFNA3 GJB6(Cx30) 13q12 Otozomal dominant
DFNA4 MYH14 19q13 Otozomal dominant
DFNAS DFNAS Tpl5 Otozomal dominant
DFNAG6/14 WES1 4pl6.3 Otozomal dominant
DFNASg/12 TECTA 11q22-24 Otozomal dominant
DFNA9 COCH 14q12-q13 Otozomal dominant
DFNA10 EYA4 6q22-q23 Otozomal dominant
DFNAI11 MYO7A 11q12.3-q21 Otozomal dominant
DFNA13 COLLI11A2 6p21 Otozomal dominant
DFNAIS POU3F4 5q31 Otozomal dominant
DFNA17 MYH9 22q Otozomal dominant
DFNA20/26 ACTG1 17q25 Otozomal dominant
DFNA22 MYO6 6ql3 Otozomal dominant
DFNA28 TFCP2L3 8q22 Otozomal dominant
DFNA36 TMCl1 9q13-q21 Otozomal dominant
DFNA39 DSPP 4q21.3 Otozomal dominant
DFNA48 MYOI1A 12q13-q14 Otozomal dominant
Yok PRES (Prestin) 7q21.1 Otozomal resesif
DFNBI1 GJB2 (Cx26) 13q11-q12 Otozomal resesif
DFNBI1 GJB6(Cx30) 13q12 Otozomal resesif
DFNB2 MYO7A 11q Otozomal resesif
DFNB3 MYOI5A 17pl1.2 Otozomal resesif
DFNB4 SLC26A4 7931 Otozomal resesif
DFNBS5 TMIE 3p21 Otozomal resesif
DFNB7/11 TMCl1 9q13-q21 Otozomal resesif
DFNB&/10 TMPRSS3 21q22.3 Otozomal resesif
DFNB9 OTOF 2p23-p22 Otozomal resesif
DFNBI12 CDH23 10q21-q22 Otozomal resesif
DFNB16 STRC 15q15 Otozomal resesif
DFNBI8 USHIC 11pl5.1 Otozomal resesif
DFNB21 TECTA 11q22-q24 Otozomal resesif
DFNB22 OTOA 16pl2.2 Otozomal resesif
DFNB23 PCDHI15 10q21-q22 Otozomal resesif
DFNB24 RDX 11q.23 Otozomal resesif
DFNB28 TRIOBP 22q13.1 Otozomal resesif
DFNB29 CLDN14 21q22.3 Otozomal resesif
DFNB30 MYO3A 10pl1.1 Otozomal resesif
DFNB31 WHRN 9q32-q34 Otozomal resesif
DFNB35 ESRRB 14q24.3-q34.12 Otozomal resesif
DFNB36 ESPN 1p36.3-p36.1 Otozomal resesif
DFNB37 MYO6 6ql3 Otozomal resesif
DFNB49 TRIC 5q12.3-q14.1 Otozomal resesif
DFNBS53 COL11A2 6p21.3 Otozomal resesif
DFNB59 PJVK 2q31.1-q31.3 Otozomal resesif
DFNB67 TMHS 6p21.3 Otozomal resesif
DFN3 POU3F4 X’e bagli
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1.1.5 Konneksin — Konnekson — Gap Junction

Konneksinler, hiicreler arasinda kanallar araciligi ile iletisimi sagliyan aralikli bileske(gap
junction) isimli O6zellesmis yapilarin alt birimlerini olusturan temel proteinlerdir. Son za-
manlarda konneksinleri kodlayan ¢oklu gen ailesini tanimlamada hizl1 bir siire¢ gézlenmis-
tir. Adlandirma konneksin polipeptidinin molekiiler agirligina ve niikleotidlerinin evrimsel
sekans beznerligine gore iki sekilde yapilmaktadir. Ornegin CX43, GJAL(Gap Junction
Alfa-1) proteini olarak adlandirirken; CX32, GJB1(Gap Junction Beta-1) CX26 ise
GJB2(Gap Junction Beta-2) olarak adlandirilir (Kumar 1996). Bu adlandirma CX32 ve
CX26’ni, CX43’e gore birbirlerine daha fazla homolog oldugunu gostermektedir (Tab-

lo1.3)).

Tablo 1.3. Konneksin proteinlerinin isimlendirilmesi (Kumar 1996)

Evrimsel Sekans | Molekiiler | Molekiiler Eskpresse
Benzerligine Agirhgma | Agirhk Edildigi
Gore Gore (kDa) Organ
al Cx43 43 Kalp
o2 Cx38 37.8 Embryo
a4 Cx37 37.6 Akciger
B1 Cx32 32 Karaciger
B2 Cx26 26.5 Karaciger
B3 Cx31 31 Deri
B5S Cx30.3 30.3 Deri
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Konneksin26 proteini, GJB2 geninin iiriiniidiir ve 4 hidrofobik aminoasit alan, 2 ek-
straselliiler bolge (loop), 1 amino ug, 1 intraselliiler bolge (loop) ve 1 karboksi ug'tan
olusur. Hidrofobik aminoasit alanlar, transmembran bolgelere karsilik gelir ve aralikli bile-
ske kanallariin delik bi¢imi ve kanal gegirgenligi i¢cin Onemlidirler. Ekstraselliiler bolge-
ler, konnekson uygunlugu i¢in 6nemlidir. Amino ucu, voltaj kanal kapaklar etrafindaki
aminoasitlerde gap junction 6zelliklerinin diizenlenmesinde rol oynar. Intraselliiler bdlge

ve karboksi ug, konneksinler arasinda ¢ok degiskendir (Chang vd 2003).

Alt1 konneksin alt {initesi, konnekson denilen gap junction yapisinin temeli olan hekzamer
bir yap1 olusturmak i¢in plazma membraninda biraraya gelir. Her konnekson bitigik bir
hiicrede baska bir konneksonla birleserek hiicreler arasi ¢oklu bir kanal olusturarak 6zel bir
membran bolgesinde gap junction seklini almak igin kiimelenirler (Kumar 1996) (Se-
kil1.3.). Konneksonlar homomerik(sabit bir konneksin altiinitesinden olusur) veya hetero-
merik(farkli konneksin altiinitelerinden olusur). Ayni veya farkli yapidaki iki konnekson
birlesebilir. Birlesen her iki konnekson ayni ise homotipik kanal, farkli ise heterotipik

kanal olusumundan bahsedilir (Holt and Corey 1999).

Gap junctionlar komsu hiicreleri birbirlerine baglayan kanallar icerirler. Diger membran
kanallarindan farkli olarak iki hiicre arasinda bulunurlar ve molekiil taginmasi pasif
difiizyonla gergeklesir. Gap junction kanallar1 prensip olarak molekiil agirligina gore
gecirgenlik gosterir ve cAMP gibi 1000 Da‘dan kii¢iik molekiillerin gecisine izin verirler.
Morfojen gibi kiiciik sinyal molekiilleri direkt olarak gap junctionlar tarafindan iletilir

fakat protein ve niikleik asitlerin hareketine izin vermezler.
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Sekil 1.3. Konneksinlerin kokleadaki organizasyonu (Hildebrand vd 2008)

Konneksinler ve gap junctionlar normal odyolojik fonksiyon i¢in olmazsa olmazdir (Mar-

tin vd 1999). Kokleadaki epitel dokuda ve bag dokusu hiicrelerinde bol miktarda bulunur

(Kammen-Jolly vd 2001, Sabag vd 2005). Gap junctionlar hiicreler arasi iyon degisimi

kontrol ederek i¢ kulagin akiciliginda K iyonlarmin yeniden sirkulasyonu igin temel bir

yap1 olustururlar (Castillo vd 2003).
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1.1.6. Gap Junction Beta 2 (GJB2; Connexin 26) Geni

Cx26 26 kDa'luk bir proteindir ve kokleada eksprese edilen konneksinler arasinda en yay-
gin olanidir. Birgok dokuda metabolik ve elektriksel baglantilara aracilik ettigi gosterilmis-
tir (Wang vd 2003). Dis tiiy hiicrelerinin ¢evresindeki duyusal olmayan epitel hiicrelerinde
, korti organinin destek hiicrelerinde, i¢ ve dis sulkus hiicrelerinde ve spiral limbustaki dis-
ler aras1 hiicrelerde tanimlanmigtir. Konneksin 26 ayrica i¢ kulaktaki bag dokuda, vestibiili
skalalasindaki mezenkimal hiicrelerinde ve spiral limbus ve ligamentteki fibrositlerde eks-
prese olur (Kikuchi vd 1995). Ayrica i¢ kulaktan baska embriyonik epidermiste,
palmoplantar epidermiste ve ter bezlerinde de GJB2' nin ekspresyonuna rastlanmistir
(Meyer vd 2002). Yapilan bir¢ok klinik ¢aligmada Cx26 ekspresyonunu kodlayan GJB2
geninde olusan mutasyonlarin K iyonlarmin endolenfaya geri doniisiimiinii bozdugu ve
Korti organinda ilerleyici zedelenmeyle sonuglandigr goriilmiistiir (Lefebre and Van de
Water 2000). Bunlarin hiicresel fonksiyon bozuklugu ve sonunda hiicre liimiine yolagtigi

gozlenmistir.

Ekson2

Eram GJB2 Geni

I Fksonl-Ekson2

[ Fison 2 'deli Kodlayan Balge
Intron 1

Sekil 1.4. GJB2 geninin sematik olarak yapis1
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Gap Junction Protein Beta 2 geni iki eksondan olusan kiigiik bir gendir (Sekil 1.4.) ve
transmembran "gap junction" protein ailesinin bir iiyesi olan Cx26 proteinini kodlar (Yan
vd 2003). Eksonlardan biri kodlama yapmazken digeri 681 baz ciftlik bir bolgeyi kodlar
(Kenneson vd 2002). Insanda 13. kromozomun ql1-12 bodlgesinde lokalize olmustur
(Mignon vd 1996). Promotor bolgesi fare ve insanlarda yiiksek diizeyde korunmus ve alti
GC kutusu, iki GT kutusu, bir TTAAAA kutusu, bir YY1 baglanma bdlgesi ve bir memeli
salg1 faktorii baglanma bolgesi igerir (Kiang vd 1997).

Anormal Cx26 ekspresyonuna sebep olan ve isitme bozukluguyla baglanti kurulan yaklasik
90 tane sendromik olmayan resesif GJB2 mutasyonu belirlenmistir (Azaiez vd 2004, Cryns
vd 2004). Tek bir spesifik mutasyon, 35delG, beyaz irk populasyonlarinda gézlenen GJB2
mutasyonlarinda %85 gibi yiiksek bir yiizdeyle gozlenir (Estivill vd 1998) ve su ana kadar
tanimlanmis en yiiksek frekansli hastalik mutasyonlarindan biridir (Denoyelle vd 1997).
Bu mutasyon Cx26 sekansinda ard arda gelen alt1 guaninden birinin delesyona ugrayarak
38. niikleotidde ¢erceve kaymasi ve dur kodonu olusumuna oOnciiliikk etmesiyle olusur
(Zelante vd 1997, Denoyelle vd 1997). Avrupa ve Akdeniz‘deki 35delG tastyict sikligi,
kistik fibrozise sebep olan AF508 mutasyonu sikligindan daha fazladir (Lucotte and
Mercier 2001). Giiney Avrupa’da %2.8 Kuzey Avrupa’da ise %1.3liik tasiyict sikligr goz-
lenmistir (Gasparini vd 2000). 35delG disinda baska etnik gruplarda yiiksek frekansl
GJB2 mutasyonlart da bulunmustur. Bunlar Askenazi Yahudilerinde 167delT (Morell vd
1998), Japonlarda 235delC (Fuse vd 1999), Afrikalilarda R143W (Brobby vd 1998) mu-

tasyonlar1 olarak siralanabilir.

GJB2 genindeki mutasyonlar ayn1 zamanda bazi sendromik isitme kayiplarinda da tanim-
lanmistir. Bunlar sensorinéral istime kaybiyla beraber otozomal dominant keratoderma
yani Vonwinkel Sendromu, diger otozomal dominant isitme kaybiyla beraber palmoplantar
keratoderma ve ektodermal displasia keratititis-ichtyosis-sagirlik sendromudur (Maestrini
vd 1999, Kelsell vd 2001, Richard vd 2002). GJB2 geni, GJB3 ve GJB6 genleri gibi
sendromik olmayan isitme kaybiyla beraber jenodermatoz ile de baglantist olan bir

konneksin genidir.
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1.2. MOLEKULER TEKNIKLER

1.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), spesifik bir DNA dizisinin in-vitro ortamda c¢ogaltil-
mast yontemidir. Bu yontem bir polimeraz enzimiyle gerceklestirildigi i¢in polimeraz zin-
cir reaksiyonu adin1 almaktadir. i1k kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir
(Akar 1999). Yontem hizli ve az miktarda DNA 6rnegi ile ¢alisma avantaj1 saglamaktadir
ve bu sayede molekiiler biyoloji, adli tip, evrim ¢alismalar1 ve pek ¢ok alanda tercih edilen

Oonemli bir teknik olmustur.

PCR reaksiyonu temel olarak ii¢ asamadan olusmaktadir. Bunlar, DNA’nin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglan-
masi1 (hibridizasyon), son olarak zincirin uzamasi (polimerizasyon)’dur. Bu ii¢ agsamaya bir
PCR dongiisii denir ve ¢ogaltilacak {irtin miktar1 bu dongiiniin tekrar sayisina baglidir. Bu
dongii sayist genellikle 30-40’dir. Bir PCR isleminde “n” dongii sonunda kalip DNA’nin
istenilen bir bolgesi yaklagik 2" kez ¢ogaltilmis olur .

[k adimda, ¢ift zincirli DNA 90-95°C’de yaklasik 5-10 dk siireyle tek zincirli hale gelin-
ceye kadar 1sitilir. Ardindan sicaklik 50-70°C arasinda bir degere diistiriiliir ve DNA’nin ug
kisimlarina komplementer olan oligoniikleotidlerin tek zincirli DNA'ya 6zgiil olarak bag-
lanmas1 saglanir. Bu oligoniikleotidler kalip DNA’nin sentezi i¢in baslangic noktasi olarak
gorev yaparlar. DNA sentezi 70-75°C arasindaki sicakliklarda gergeklestirilir. Polimeraz
enzimi, niikleotidleri 5’ ucundan 3’ ucuna dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar

ve hedef DNA'nn iki zincirli kopyasmi olusturur (Oner 2002).

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

sentezi yapmas1 nedeni ile tercih edilmektedir.
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PCR’dan iy1 sonug¢ alinabilmesi bir¢cok faktére baglidir. DNA polimerazin ¢alisabilmesi
icin en etkin oldugu pH degerinin tiim uygulama boyunca korunabilmesi gereklidir. Bu
amagla reaksiyonlarda son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde Tris.HCI pH: 8,4 tampon
olarak kullanilmaktadir. Ayrica tampon karisiminda 50-60 mM diizeyinde K*  ve 100

pug/ml jelatin bulunmasinin ¢gogalmay1 6nemli 6l¢giide arttirdig1 saptanmastir.

Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma sicakligi kabaca Tm: 4(GC)+2(AT) formiiliiyle hesap-
lanir. Bu deger oligoniikleotidlerin niikleotid konsantrasyonlarina baglidir ve hesaplanan
uygun sicaklik degeri PCR spesifikligini arttirmaktadir. Spesifikligi arttiran bir diger unsur
oligoniikleotidlerin uzunlugudur. Optimal uzunluk yaklagik 15-30 niikleotid olmalidir.
Kullanilan oligontikleotidlerin se¢imi PCR islemi i¢in ¢ok énemlidir. Oligontikleotid dizi-
sinin c¢ogaltilmas: hedeflenen DNA bolgesi icinde sadece bir kez bulunmasina dikkat
edilmelidir. Ayrica, kullanilan oligoniikleotid ciftinin ug boélgelerinde ve dizisi igeri-
sinde  birbirine  uygunluk  gdsteren  bolgeler  bulunmamalidir; aksi takdirde
oligoniikleotidin ug¢ bolgeleri birbiri iizerine kivrilarak ya da uygunluk gosteren bolgeler

birbirine baglanarak PCR’1n olumsuz olarak etkilenmesine neden olur.

Oligoniikleotidlerin niikleotid igerikleri de rasgele ancak orantili olmali, tekrarlayan dizi-

ler igermemeli ve guanin, sitozin niikleotidleri %50’yi gegmemelidir.

Kullanilan deoksiniikleotid trifosfatlar (INTP); son konsantrasyonlar1 2 mM olacak sekilde
kullanilmalidir. Reaksiyon sirasinda ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP’nin bulunmast
gereklidir. Kullanilan her bir deoksiniikleotid trifosfatin (dNTP) konsantrasyonunun
esit olmasi dogru iiriin elde edilmesi agisindan onemlidir. ANTP’nin az miktarda kul-
lanim1 olusan PCR iirlinlinlin miktarinin azalmasina; fazla miktarda kullanimi yanlis

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

Mg, DNA polimerazin ¢aligmasini saglayan en 6nemli faktdr olup pozitif yiikii saye-
sinde, negatif yiiklii DNA molekiilii arasina girerek oligoniikleotidlerin DNA molekiilii-
ne baglanmasin kolaylastirir. Fazla Mg miktar1 enzimin spesifikligini azaltirken, az mik-
tarda olmas1 enzimin aktivitesini diisiiriir ve enzimin inaktive olmasina neden olur (Akar

1999).
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1.2.2. DNA'nin enzimatik kesimi

DNA'nin enzimatik kesimi Restriksiyon Endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilir.

1.2.2.1. Restriksiyon Endoniikleazlar

PCR iiriinlerinin incelenmesinde degisik molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Bunlardan
birisi, PCR {iriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz (RE) enzimleri ile muamele edilerek
incelenmesidir (Sambrook vd 1989). RE'ler cift zincirli sarmal DNA molekiillerinde 6zel
niikleotit dizilerini tantyan ve DNA'nin her iki zincirini kesen enzimlerdir. Bu enzimler
DNA'da 6zgiin kisa dizileri tanir ve kesme islemini tanima yerinde veya tanima yerinin
disinda baska bir 6zel dizide gergeklestirirler. Kesim sonucunda kiit veya yapiskan uglu

DNA pargalari olusur (Temizkan 1999).

RE enzimleri bakterilerden izole edilirler. Bakteriyi istila eden viral DNA'y1 parcalayarak,
viriis enfeksiyonunu onledigi icin bu ismi almislardir (Oner 2002). Yabanci DNA girisine
kars1 ilgili DNA kesimlerinde metilasyon yapmak suretiyle bir savunma mekanizmasi
olarak islev yaparlar. Bugiin i¢in 400'den fazla RE tanimlanmistir ve bunlarin 100 kadar

tanima bolgeleri bulunmaktadir (Temizkan 1999).

Bakterilerin biiylik bir boliimii bir veya birka¢ tiirde RE sentezlerler. Esas gorevleri
disaridan bakteriye giren bazi 6zel gen veya belirleyicileri tasiyan genetik materyalleri
ayristirarak mutasyonlara mani olmak ve tiirlerin genetik yonden stabilitesini korumak-
tir. Bu gercekte bir ¢esit savunmadir. Bakteriye 6zgii bu enzimler, ¢ift sarmalli DNA {iz-
erinde Ozgiin bir bolgeyi tanirlar ve ¢ift sarmalli DNA'nin her iki zincirindeki fosfodiester
bagini1 keserek DNA'y1 iki pargaya ayirirlar. Bu enzimlerin bir ¢ogunun tanidigi bolge pal-

indromiktir. Yeni olusan pargalar birbirine iki yonlii olarak simetriktir (Akar 1999).
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Ayn1 DNA dizisini tantyip kesebilen farkli RE'ler de vardir ve bunlar izosizomer olarak ad-

landirilir (Temizkan 1999).

1.2.2.2. Restriksiyon Enzim Kesimleri

DNA'daki gen degisimleri, bir restriksiyon enzimi kesme bolgesinin yok olmasina ya da
yeniden olugmasina neden oluyorsa kolaylikla saptanabilirler. DNA, bu enzimlerle kesildi-
ginde farkli uzunlukta parcalar olusur ve analizlerde degisik pozisyonlarda goriiliirler. RE
kesimlemesi ile olusturulan bu par¢a uzunluklarindaki farkliliklar, restriksiyon fragmani uzun-
luk polimorfizmleri (Restriction Fragment-Length polymorphisms; RFLP) olarak adlandirilir
(Akar 1999).

1.2.3. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (Single Strand Conformational

Polymorphism)

PCR teknigi kullanilarak mutasyon saptama yontemlerinden biri de tek zincir konformasyon

polimorfizmi (Single Strand Conformational Polymorphism) teknigidir.

PCR teknigi kullanilarak uygulanan bu yontem; denatiire edici olmayan jellerde tek iplikli
DNA’da olusan degisimin, jeldeki yiriime farkliligina dayanarak belirlenmesini saglar.
Bu yontem ile niikleotid dizisinde mutasyon ya da polimorfizm sonucu olusan tek baz

degisikliklerini, delesyon ve insersiyonlar1 belirlemeyi miimkiin kilar (Akar 1999).

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

ile elektroforetik hareket yeteneginin degismesine neden olur (Oner 2002).
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SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde, mutasyon taranacak DNA bolgesi 6nce PCR ile
cogaltilir. Cogaltilacak bdlgenin baz icerigine gore bir sicaklik hesab1 yapilir. PCR iiriinii-
niin spesifikligini arttirmak i¢in belli oranda oligoniikleotid ve formamid igceren yiikleme
boyasi ile karistirilir ve yiliksek 1sida (99°C) tek zincirli hale getirilip, vertikal elektroforez
jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel hesaplanan sicaklik degerinde belirli bir voltajda yiiriitii-
lir. G6¢ hizlarina bakilarak sonuglar degerlendirilir. Baz dizisi farkli olan DNA pargacigi

normal DNA parcacigina gore bant kaymasi gosterir.

SSCP teknigi birgok 6rnege ayn1 anda mutasyon taramasini yapabilmeyi sagladigi i¢in mo-
lekiiler genetik calismalarina hiz kazandirmaktadir. Yontemden en iyi sekilde sonug ala-
bilmek i¢in, kullanilan PCR iirlinliniin 200 baz ¢iftini gegmemesi Onerilmektedir (Akar
1999). Bu yontemle 200 baz ¢iftlik bir dizide mutasyon belirleme orani %90; 400 baz ¢ift-

lik bir dizide mutasyon belirleme oran1 %80 dir.

SSCP tekniginin mutasyon belirleme yetenegi mutasyonun tek zincirli DNA’da olusturdu-

gu konformasyonun elektroforetik hareketini nasil etkiledigine baglhdir (Oner 2002).

1.2.4. DNA Dizi Analizi

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

gelmektedir ve bunun igin iki temel teknik geligtirilmistir.

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA’nin belirli bazlardan kirilmasi-
na dayanmaktadir. Dizisi saptanacak DNA par¢aciginin komplementer zincirleri ayrilip,
zincirlerden biri kullanilir. Dizisi saptanacak zincir 5 ucundan poliniikleotid kinaz enzimi
kullanilarak radyoaktif 32p jle isaretlenir. Bu isaret, elektroforez sonrasi belirli bir DNA
pargacigmin taninmasini saglamaktadir. ikinci adim, her birinde bazlardan biri igin kimya-
sal kesimin meydana geldigi dort ayr1 reaksiyon karisiminda gergeklesir. Reaksiyon igin

kisith bir siire verilerek her tiipte farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmis mo-
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lekiiller elde edilir. Sonugta, kir1ldig1 noktaya gore, hepsi 5 ucundan isaretli ancak boylar
farklr bir dizi parcacik elde edilir. Dért 6rnek karistmi daha sonra uzunluklarina gore
elektroforetik olarak ayrilacaklari poliakrilamid jel {izerinde, yan yana dort paralel
kuyuya uygulanir (Liileci vd 2000). DNA parcaciklarinin uglar radyoaktif olarak isaretli
oldugu i¢in otoradyografi yontemiyle bantlar gériintiilenir (Akar 1999, Oner 2002).

Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise, belirli bir bazda sonlanan
bir DNA zinciri sentezi gergeklestirilmektedir (Oner 2002). Dizisi saptanacak DNA zinciri
yeni sentezlenecek DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir. Sentez reaksiyonu DNA
polimeraz ile kataliz edilir. Tepkime karisiminda; dizisi belirlenecek DNA 6rnegi,
polimeraz enzimi, oligoniikleotid, dort farklt ANTP, dort farklt ddNTP ile enzimin ¢alisma-

st i¢in tampon gorevi gorecek olan maddeler bulunur.

PCR’da oldugu gibi denatiirasyon, yapigma, uzama sikluslarinin belirli sayida tekrarlanma-
styla gergeklestirilir (Akar 1999). Yontemde kullanilan ddNTP’lerin 3° ucunda hidroksil
(OH) grubu bulunmamaktadir. Bu durumda molekiil yeni sentezlenen DNA’ya katilir an-
cak 3°-OH grubu tagimadig i¢in kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi son-
lanarak bir DNA parcacigi elde edilir. Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir
reaksiyon karisimi kalip DNA zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin
dordii ve az miktarda ddNTP’den sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon
tiipiinde farkli bir ddNTP bulunur. Elektroforez sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile
goriintiilenir. Bu bantlar yukaridan asagrya dogru okunarak dizi saptanir (Akar 1999, Oner

2002).

Gilintimiizde dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analiz cihazlari, radyoaktif izotoplar yeri-
ne de floresan boyalar kullamlmaktadir (Oner 2002). Sistem, iizerindeki lazer 15181 ile
farkl1 ozellikteki florasan boyalar1 algilar, her niikleotid i¢in ayr1 renkte bir pik olustura-

rak niikleotid dizisini belirler.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu aragtirma Ankara Universitesi T1ip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim Dali Laboratuari’'nda yapilmistir. Bu aragtirmada
Diyarbakir ve ¢evre illerinden kdken alan; sendromik bulgulari olmayan , sensorinoral ve
dogustan ya da prelingual isitme kaybi1 bulunan 45 proband (ailenin incelenmesine neden
olan genetik degisikligin ilk saptandigi birey) ve ailelerinin kan 6rnekleri temin edilmistir.
Tiim ailelerde en az iki etkilenmis birey bulunmakta ve kalitim otozomal resesif gecise
uymaktadir. Caligmaya katilan tiim ailelere ¢alismanin olasi sonuglar1 hakkinda bilgi ve-
rilmis ve goniillii olarak katildiklarina dair onam formu alinmistir. Bu ¢aligma i¢in Ankara

Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan formlar kullamlmistir.

Sendromik olmayan kalitimsal isitme kaybinin tanisi, otolojik, odyolojik, fizik muayane ve
aile oykiisii ile konulmustur. Isitme kayb1 icin belirgin bir ¢evresel nedeni olan veya
sendromik bulgulari1 olan hastalar ¢calismaya dahil edilmemistir. En az iki kardeste isitme
kayb1 olan ve anne baba arasinda akrabalik olan veya anne babanin ayni koyden kdken
aldig1 aileler secilmistir. Sorgulama sirasinda en az ii¢ kusagi iceren aile agaclari ¢izilmis

ve Glineydogu Anadolu Bolgesi’nden kdken almayan aileler dahil edilmemistir.
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2.2 Kullanilan Yontemler

2.2.1 DNA Ekstraksiyonu

DNA izolasyonu klasik fenol/kloroform yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Arastir-
maya katilan bireylerden 1 ml 0,5 M Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA) (Sigma, ABD)
polietilen tiip igerisine 9 ml kan 6rnegi alinmistir. Bu kan 6rnegi falkon tiiptine (50 mL)
konur ve igerisinde 25 ml RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum
Klorid (AppliChem, Almanya); 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM
EDTA (AppliChem, Almanya) eklenir, 20 dk buzda bekletilir. +4°C, 4000 rpm’de 15 dk
santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiiliir. Tiipiin dibindeki pellet
tizerine tekrar RBC lizis soliisyonu ilave edilir. Bu islem tiim eritrositler giderilene kadar
tekrarlanir. Son kez silipernatant dokiildiikten sonra dipte kalan 16kositler tizerine 1000 pl
RBC lizis soliisyonu eklenir ve bu karigimin 800 ul’si ependorf tiipiine alinarak -20°C’de
stok olarak saklanir. Geriye kalan 200 pl bir ependorf tiipiine alinarak {izerine 20 pg/mL
olacak sekilde Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5
olacak sekilde %10’luk Soydum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin 2,5
kat1 olacak sekilde niikleaz soliisyonu 10 mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100 mM
Sodyum Klorid (Merck, Almanya), 1 mM pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya) eklenerek

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

Ertesi giin tiiplere 1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform
(Merck, Almanya), izoamilalkol (Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk calkalanir ve buz
igerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. iki faza
ayrilan karigimin iist kismi baska bir ependorf tlipline alinarak {izerine toplam hacmin
1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kat1 kadar %95°lik
alkol (Tekel, Tiirkiye) eklenir. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale getiril-
dikten sonra -20°C’de bir gece bekletilir.
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Ugiincii giin tiipler +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA c¢oktiiriiliir.
Siipernatant kismi dokiilerek tiipe 500 pl %70’lik alkol eklenir ve +4°C 4000 rpm’de 20 dk
santrifiij edilir. Santrifiij sonunda alkol dokiiliir ve tiipler kurutma kagidi tizerinde kapakla-
1 agik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiip igerisine Tris-EDTA (10
mM Tris-HCI, | mM EDTA) soliisyonu eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek DNA’nin
¢oziilmesi saglanir. Izole edilen DNA +4°C veya -20°C ‘de saklanabilmektedir.

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu caligmada o6rnekler oncelikle GIB2 geninde bildirilen 35delG mutasyonu i¢in tarandi.
PCR teknigi kullanilarak GJB2'de 35delG mutasyonunu kapsayan gen bolgesinin
amplifikasyonu gerceklestirildi.

2.2.2.1. GIB2 35delG Mutasyon Taramasi

GJB2 35delG mutasyonunu saptamak i¢in GJB2'nin ikinci eksonunun gen degisimini
iceren bolgesi PCR teknigi ile ¢ogaltildi. Yapilan PCR'da son konsantrasyonlari 0,6
pikomol/ul olacak sekilde iki primer (Dizin 2.1.) kullanildz:

Fas: 5'GGT GAG GTT GTG TAA GAGTTG G 3
Ry3: 5'CTG GTG GAG TGT TTG TTC CCA C 3’
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B s AGCGGTTGCCCGGCCGCGTGGGTCTCGGGGAACCGGGGGGCT
AATTACTCAGGTGAACAAGCTACTTTTTATCAGAGAACACCTAAAAACACGTTCAAGAGG
GTTTGGGAACTATACATTTAATCCTATGACAAACTAAGTTGGTTCTGTCTTCACCTGTTT
TGGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGGTGTTTGCTCAGGAAGAGATTTAAGCATGCT
TCTCCCTGTTCTGTCCTAGCTAGTGATTCCTGTGTTGTGTGCATT
CGTCTTTTCCAGAGCAAACCGCCCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGAT
CCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTT
CATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGC
CGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGETIGEAAGAACETGTGETACEATCACTACTT
CCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCT
CCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGG
GGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATCGA
AGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTCG
TATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAGTG
CAACGCCTGGCCTTGTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGAAGAC
TGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGAATTTGCATCCTGCTGAATGTCACTGA
ATTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTCAAAAAAGCCAGTTTAACGCAT
TGCCCAGTTGTTAGATTAAGAAATAGACAGCATGAGAGGEATCACECAACCCETEETCAG
CTGTCAAGGCTCAGTCGCTAGCATTTCCCAACACAAAGATTCTGACCTTAAATGCAACCA
TTTGAAACCCCTGTAGGCCTCAGGTGAAACTCCAGATGCCACAATGGAGCTCTGCTCCCC
TAAAGCCTCAAAACAAAGGCCTAATTCTATGCCTGTCTTAATTTTCTTTCACTTAAGTTA
GTTCCACTGAGACCCCAGGCTGTTAGGGGTTATTGGTGTAAGGTACTTTCATATTTTAAA
CAGAGGATATCGGCATTTGTTTCTTTCTCTGAGGACAAGAGAAAAAAGCCAGGTTCCACA
GAGGACACAGAGAAGGTTTGGGTGTCCTCCTGGGGTTCTTTTTGCCAACTTTCCCCACGT
TAAAGGTGAACATTGGTTCTTTCATTTGCTTTGGAAGTTTTAATCTCTAACAGTGGACAA
AGTTACCAGTGCCTTAAACTCTGTTACACTTTTTGGAAGTGAAAACTTTGTAGTATGATA
GGTTATTTTGATGTAAAGATGTTCTGGATACCATTATATGTTCCCCCTGTTTCAGAGGCT
CAGATTGTAATATGTAAATGGTATGTCATTCGCTACTATGATTTAATTTGAAATATGGTC
TTTTGGTTATGAATACTTTGCAGCACAGCTGAGAGGCTGTCTGTTGTATTCATTGTGGTC
ATAGCACCTAACAACATTGTAGCCTCAATCGAGTGAGACAGACTAGAAGTTCCTAGTGAT
GGCTTATGATAGCAAATGGCCTCATGTCAAATATTTAGATGTAATTTTGTGTAAGAAATA
CAGACTGGATGTACCACCAACTACTACCTGTAATGACAGGCCTGTCCAACACATCTCCCT
TTTCCATGACTGTGGTAGCCAGCATCGGAAAGAACGCTGATTTAAAGAGGTCGCTTGGGA
ATTTTATTGACACAGTACCATTTAATGGGGAGGACAAAATGGGGCAGGGGAGGGAGAAGT
TTCTGTCGTTAAAAACAGATTTGGAAAGACTGGACTCTAAAGTCTGTTGATTAAAGATGA
GCTTTGTCTACTTCAAAAGTTTGTTTGCTTACCCCTTCAGCCTCCAATTTTTTAAGTGAA
AATATAGCTAATAACATGTGAAAAGAATAGAAGCTAAGGTTTAGATAAATATTGAGCAGA
TCTATAGGAAGATTGAACCTGAATATTGCCATTATGCTTGACATGGTTTCCAAAAAATGG
TACTCCACATATTTCAGTGAGGGTAAGTATTTTCCTGTTGTCAAGAATAGCATTGTAAAA
GCATTTTGTAATAATAAAGAATAGCTTTAATGATATGCTTGTAACTAAAATAATTTTGTA
ATGTATCAAATACATTTAAAACATTAAAATATAATCTCTATAATAATTTAAAATCTAATA
TGGTTTTAATAGAACAGCAAATTTTAATTTCATCTATCACT v 3”

Dizin 2.1. GJB2 Ikinci ekson dizisi ve primer 35delG taramasinda kullanilan F48-R233,

B sckans 1 kisim PCR’inda kullamilan F4-R3, primer sekans 2 kisim PCR’inda kulla-
nilan F7-R1 primerlerini belirtmektedir.
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Reverse primer iizerinde, enzimle kesim isleminde mutasyonun saptanmasi amaci ile

restriksiyon endoniikleaz tanima bolgesi olusturulmustur (site directed mutagenesis).

Diger PCR bilesenleri; son  konsantrasyon 0,2 mM olacak sekilde
deoksiniikleotittrifosfatlar [dATP, dGTP, dCTP, dTTP (MBI Fermentas, Litvanya)], Taq
DNA Polimeraz ( MBI Fermentas, Litvanya), 10 mM TrisHCI (25°C pH:8,8), 50 mM KCL
%0,8 Nonidet P40 ve 15 mM MgCl,'dir. Total hacim 25 pl'ye ddH,0 ile tamamlanilarak
PCR gergeklestirilmistir.

GJB2 35delG mutasyonu i¢in PCR sicaklik kosullan, 95°C'de 5 dk denatiirasyon; bunu
izleyen 35 siklusta; 94°C'de 1 dk, 61°C'de 1 dk, 72°C'de 1 dk'dir. Son siklus 72°C'de 7 dk
olarak gerceklestirilmistir (BioRad, A.B.D.). PCR sonunda 207 Bg¢. uzunlugunda iiriin elde
edilmigstir. PCR firtinleri %2'luk agaroz jele 5 ul yiiklenerek agaroz jel elektroforezinde kont-
rol edilmistir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. GIB2'deki 35delG mutasyonu igin yapilan PCR iiriinlerinin elektroforez fotografi. ilk
ornek marker diger ornekler ise (1-9) ¢ogaltilan gen bolgesine ait PCR {iriinii olan 207 bg.'lik
bandlan gostermektedir. Son 6rnek DNA icermeyerek ddHZO ile PCR reaksiyonuna sokulmustur
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2.2.2.2. PCR i¢in Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, ABD) jel, degerlendirilecek PCR 6rneginin baz ¢ifti uzunluguna gore belirli
konsantrasyonlarda hazirlanir. Bu ¢alismada PCR iiriinleri %2'lik agaroz jelde degerlendiril-

di. Jel i¢in 1 gr agaroz tartilip ve TBE 1X soliisyonu ile 50 ml total hacme tamamlanda.

TBE 1X soliisyonu, stok olarak hazirlanan TBE 5X soliisyonundan deiyonize su (ddH,O) ile
1/5 oraninda seyreltilerek hazirlanir. TBE 5X soliisyonu; 54 gr Tris (Amresco, Ohio, ABD),
27,5 gr Borik asit (AppliChem, Almanya), 20 mililitre 0,5 M EDTA (AppliChem, Almanya)
ddH,O ile 1 litre hacme tamamlanarak yapilir. Agaroz istenilen konsantrasyonda hazirlandik-
tan sonra mikrodalga firmnda kaynatilir (Beko, Tiirkiye). Uzerine 2 pl Etidyum Bromid
(AppliChem, Almanya) ilave edilir. Iyice karistirildiktan sonra jel tabagia (Owl Scientific,
ABD) dokiiliir. Agarozun donmas i¢in 25-30 dk beklenir. PCR f{iriinlerinden 5 pl Brom-
fenol mavisi (Merck, Almanya) ile muamele edilerek jele yiiklenir. PCR iiriinlerinin deger-
lendirilebilmesi ve reaksiyon sonucu istenilen uzunluktaki dogru bolgenin ¢ogaltildiginin
goriilebilmesi i¢in 18-20 pl kadar Marker (®X174 DNA/BsuRI(Hae III)) (MBI Fermentas,
Litvanya) PCR f{iriinleri ile birlikte jele yiiklenir. 90-100 V akimda 30-50 dk kadar yiiriitiiliir
(SCIE-PLAS, ingiltere). Ultraviyole 1sikta (Light VU™, Owl Scientific, ABD) incelenir.
Image Analyser'da (Alpha Imager, ABD) fotograflanir.

2.2.3. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesimi

PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yapilan kontroliinde, dogru gen bdlgesinin

amplifikasyonu goriilmiigse restriksiyon endoniikleaz ile kesimlemeye gidilir.
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GJB2 35delG mutasyon taramasi i¢in kullanilan endoniikleaz BseLI (BsiYI)'dir. PCR iiriinle-
ri BseLI (MBI Fermentas, Litvanya) enzimi ile kesilmistir. PCR {irliniinde, BseLI enzimi i¢in
tek bir kesim noktasi bulunmaktadir. BseLI enzimi mutant1 tantyan bir enzimdir. Kesim yeri

5'...CCNs/N,GG...3' ve 5'...GGN,/NsCC...3' dizileridir.

Kesim gergeklesmisse 207 be.'lik PCR {iriinii, 186 bg.'lik ve 21 be.'lik iki parcaya ayrilir.
21 be."lik tiriin ¢ok kiigiik oldugu i¢in jelde goriilmez. Bireyler 207 ve 186 bg.'lik bandlara
gore degerlendirilir, %3'liik agaroz jelde yiiriitillen 6rnekler UV 151k altinda degerlen-

dirilir (Storm vd 1999).

12,5 pul hacimdeki PCR f{irtinleri, 33 mM Tris-asetat, 10 mM Magnezyum asetat, 66 mM
Potasyum asetat ve 0,1 mg/ml BSA (37°C, pH:7,9) iceren RE Tamponu ve her birey i¢in 10
tinite/fil BseLI olacak sekilde hazirlanan tampon-enzim karisimi ile muamele edilmistir.
PCR fiirlinli-enzim-tampon karigimi, enzimin optimum ¢alisma sicakligi olan 55°C'de 14-16

saat inkiibasyona birakilmustir.

2.2.3.1. BseLI Restriksiyon Endoniikleaz icin Agaroz Jel Elektroforezi

RE kesim sonuglar1 %3'liikk agaroz jelde degerlendirildi. Bu jel i¢in de 1,5 gr agaroz tarti-
lip TBE 1X soliisyonu ile 50 ml total hacme tamamlanir. TBE 1X soliisyonu, stok
olarak hazirlanan TBE 5X soliisyonundan ddH,O ile 1/5 oraninda seyreltilerek hazirlanir.
TBE 5X soliisyonu; 54 gr Tris (Amresco, ABD), 27,5 gr Borik asit (AppliChem, Almanya),
20 mililitre 0,5M EDTA (AppliChem, Almanya) ddH,O ile 1 litre hacme tamamlanarak ya-
pilir. Agaroz istenilen konsantrasyonda hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda kaynatilir
(Beko, Tiirkiye). Uzerine 2 pl Etidyum Bromid (AppliChem, Almanya) ilave edilir. Tyice
karistirildiktan sonra jel tabagina (SCIE-PLAS, Ingiltere) dokiiliir. Agarozun donmasi igin
25-30 dk beklenir.
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BseLl enzimi ile kesim yapilmig PCR iirlinlerine Brom-fenol mavisi (Merck, Almanya)
ilave edilip yaklasik 15-20 pl hacimdeki iiriin jele yiiklenir. Enzimle kesim iiriinlerinin de-
gerlendirilebilmesi igin 18-20 pl kadar Marker (®X 174 DNA/BsuRI(Hae I1I), MBI Fermentas,
Litvanya) kesilmemis PCR {irtinii (Uncut) ve kesimlenmis drnekler ile birlikte jele yiiklenir.

90-100 V akimda 30-50 dk kadar yiiriitiiliir (SCIE-PLAS, Ingiltere).

Ultraviyole 1sikta (Light VU™, Owl Scientific, ABD) incelenir. Image Analyser'da (Al-
pha Imager, ABD) fotograflanir.

%?3'liik agaroz jelde yiiriitiilen 6rnekler UV 1s1k altinda degerlendirildiginde; her iki allelde
bu mutasyonu tagimayan (negatif) bireylerde kesilmemis PCR iirlinii seviyesinde tek bir
band (207 bg./207 bg.), 35delG mutasyonunu tek allelde tasiyan (heterozigot) bireylerde
biri kesilmemis PCR iiriinii seviyesinde digeri onun altinda iki band (207 b¢./186 bg.), iki
allelde de bu mutasyonu tasiyan (homozigot) bireylerde ise tek bir band (186 bg./186 bg.)

oldugu goriilmistir (Sekil 2.2.).

bg

Sekil 2.2. GJB2 35delG mutasyonunun BseLl restriksiyon endoniikleazi ile kesimini gosteren
agaroz jel elektroforez fotografi.”M” marker; 1.6rnek heterozigot, 4.6rnek homozigot kontrolii;
9. ornek BseLl enzimi ile muamele edilmemis PCR 6megi (207 bg.); 2, 3. drnekler heterozigot
olarak bu mutasyonu tastyan bireyleri; 5, 6. drnekler homozigot olarak bu mutasyonu tasiyan bireyle-
11; 7, 8. drnekler normal bireyleri gostermektedir
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2.2.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

GJB2 35delG mutasyon taramasinda negatif sonug veren probandlardan aile dykiisii olanlar
secilmis ve GJB2, PCR-SSCP teknigi ile taranmistir. PCR-SSCP i¢in GJB2'nin kodlayan tek

ekzonu 3 kisma ayrilmastir.

Birinci kisim 353 bg. olup,

F: SGCT TAC CCA GAC TCA GAG AAG 3

R: 5GGA CAC GAA GAT TCA GCT GCA GG 3,
ikinci kisim 308 bg. olup,

F: 5 CTG CAA GAACGT GIGCTAGG3

R: 5 AGA AGC CGT CGT ACATGA CA 3,
ticiincii kisim 347 bg. olup,

F: 5 GIG GACCTA CACAAGCAGCA3

R 5 TGA GCA (GG GIT GCC TCA TC 3 primerleriyle (Dizin 2.2.) ¢ogaltilmis ve
denatiire edici olmayan %?7'lik vertikal poliakrilamid jele ytliklenmistir. Jel elektroforez son-
ras1 giimiis boyama teknigi ile boyanmig band farklilig1 sergileyen probandlara direkt DNA

dizi analizi yapilmistir.

Ayrica GJB2 geninin kodlamayan 1.eksonunda kirpilma yeri(splice site) mutasyonu olan
IVS1 +1G > A (Denoyelle vd 1999), 35delG ve GJB2 2.ekson mutasyon taramasinda nega-
tif sonu¢ veren probandlarda arastirilmistir. Bu bolge icin primer baz cifti dizisileri (Dizin
2.2.): F: 5° CCG GGA AGC TCT GAG GAC 3, R: 5 GCA ACC GCT CTG GGC CTC 3’

olarak kullanilmustir.

Olgular bu primerlerle amplifiye edilmis ayni teknikle poliakrilamid jele yiiklenmistir. Gii-
miis boyama teknigi sonrast band farklilig1 sergileyen probandlara yine direkt DNA dizi

analizi yapilmistir.
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57 s GGGGTTCGCGGACCCEEEAAGCTCTCAGGACCCAGAGGCCGGGCGCGCT
CCGCCCGCGGCGCCGCCCCCTCCGTAACTTTCCCAGTCTCCGAGGGAAGAGGCGGGGTGT
GGGGTGCGGTTAAAAGGCGCCACGGCGGGAGACAGGTGTTGCGGCCCCGCAGCGCCCGCG
CGCTCCTCTCCCCGACTCGGAGCCCCTCGGCGGCGCCCGGCCCAGGACCCGCCTAGGAGE
GCAGGAGCCCCAGCGCAGAGACCCCAACGCCGAGACCCCCGCCCCGGCCCCGCCGCGCTT
CCTCCCGACGCAGGTGAGCCCGCCGGCCCCGGACTGCCCGGCCAGGAACCTGGCGCGGGG
AGGGACCGCGAGACCCAGAGCGETTECCCGGCCGCGTGGGTCTCGGGGAAC. - - « - - - - -
................................ GAGAACACCTAAAAACACGTTCAAGAGG
GTTTGGGAACTATACATTTAATCCTATGACAAACTAAGTTGGTTCTGTCTTCACCTGTTT
TGGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGGTGTTTGCTCAGGAAGAGATTTAAGCATGCT
TCTCCCTGTTCTGTCCTAGCTAGTGATTCCTGTGTTGTGTGCATT

CGTCTTTTCCAGAGCAAACCGCCCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGCACGCTGCAGACGAT
CCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCCTCTT
CATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTGTGGGGAGATGAGCAGGC
CGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGG ATCACTACTT
CCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGC CGCCAGCGCT
CCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGG
GGAGATAAAGAGTGAATTTAAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCATCGA
AGGCTCCCTGTG TCTTCTTCCGGGTCATCTTCGAAGCCGC
CTTCATGTACGTCTTCT, CCATGCAGCGGCTGGTGAAGTG
CAACGCCTGGCCTTGTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGAAGAC
TGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGAATTTGCATCCTGCTGAATGTCACTGA
ATTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTCAAAAAAGCCAGTTTAACGCAT
TGCCCAGTTGTTAGATTAAGAAATAGACAGCATGAGAGG e
CTGTCAAGGCTCAGTCGCTAGCATTTCCCAACACAAAGATTCTGACCT TAAATGCAACCA
TTTGAAACCCCTGTAGGCCTCAGGTGAAACTCCAGATGCCACAATGGAGCTCTGCTCCCC
TAAAGCCTCAAAACAAAGGCCTAATTCTATGCCTGTCTTAATTTTCTTTCACTTAAGTTA
GTTCCACTGAGACCCCAGGCTGTTAGGGGTTATTGGTGTAAGGTACTTTCATATTTTAAA
CAGAGGATATCGGCATTTGTTTCTTTCTCTGAGGACAAGAGAAAAAAGCCAGGTTCCACA
GAGGACACAGAGAAGGTTTGGGTGTCCTCCTGGGGTTCTTTTTGCCAACTTTCCCCACGT
TAAAGGTGAACATTGGTTCTTTCATTTGCTTTGGAAGTTTTAATCTCTAACAGTGGACAA
AGTTACCAGTGCCTTAAACTCTGTTACACTTTTTGGAAGTGAAAACTTTGTAGTATGATA
GGTTATTTTGATGTAAAGATGTTCTGGATACCATTATATGTTCCCCCTGTTTCAGAGGCT
CAGATTGTAATATGTAAATGGTATGTCATTCGCTACTATGATTTAATTTGAAATATGGTC
TTTTGGTTATGAATACTTTGCAGCACAGCTGAGAGGCTGTCTGTTGTATTCATTGTGGTC
ATAGCACCTAACAACATTGTAGCCTCAATCGAGTGAGACAGACTAGAAGTTCCTAGTGAT
GGCTTATGATAGCAAATGGCCTCATGTCAAATATTTAGATGTAATTTTGTGTAAGAAATA
CAGACTGGATGTACCACCAACTACTACCTGTAATGACAGGCCTGTCCAACACATCTCCCT
TTTCCATGACTGTGGTAGCCAGCATCGGAAAGAACGCTGATTTAAAGAGGTCGCTTGGGA
ATTTTATTGACACAGTACCATTTAATGGGGAGGACAAAATGGGGCAGGGGAGGGAGAAGT
TTCTGTCGTTAAAAACAGATTTGGAAAGACTGGACTCTAAAGTCTGTTGATTAAAGATGA
GCTTTGTCTACTTCAAAAGTTTGTTTGCTTACCCCTTCAGCCTCCAATTTTTTAAGTGAA
AATATAGCTAATAACATGTGAAAAGAATAGAAGCTAAGGTTTAGATAAATATTGAGCAGA
TCTATAGGAAGATTGAACCTGAATATTGCCATTATGCTTGACATGGTTTCCAAAAAATGG
TACTCCACATATTTCAGTGAGGGTAAGTATTTTCCTGTTGTCAAGAATAGCATTGTAAAA
GCATTTTGTAATAATAAAGAATAGCTTTAATGATATGCTTGTAACTAAAATAATTTTGTA
ATGTATCAAATACATTTAAAACATTAAAATATAATCTCTATAATAATTTAAAATCTAATA
TGGTTTTAATAGAACAGCAAATTTTAATTTCATCTATCACTTTTTATATAA ..ovvsv 3”

Dizin 2.2. GJB2’nin iki eksonun dizini ve PCR-SSCP tekniginde kullanilan primerler.
Primer GJB2 1.ckson i¢in; Piiliel GJB2 SSCP 1. kisim igin, Piillel GJB2 SSCP 2. kisim
icin, PllG GJB2 SSCP 3. kisim i¢in kullanilan forward ve reverse primerleri GJB2 dizisi
izerinde belirtmektedir.
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2.2.4.1. SSCP icin Poliakrilamid Jel Hazirlamsi

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

sina 1 mm kalinliginda spacerlar yerlestirilip, camlar sabitlenmistir.

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

vd 1989).

Jel yapimu i¢in kullanilan TBE 5X soliisyonu, 54 gr Tris (Amresco, ABD), 27,5 gr Borik
asit (AppliChem, Almanya), 20 ml 0,5 M pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya) distile su

ile 1000 ml hacime tamamlanarak yapilmistir.

Jelin polimerlesmesi ic¢in kullanilan %10’luk Amonyum Persiilfat; 1 gr Amonyum
Persiilfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 10 ml’lik hacime tamamlanarak hazirlan-

mistir.

Jel; 12,34 ml %40’lik akrilamid/bisakrilamid soliisyonu, 14 ml TBE 5X soliisyonu, 40,16
ml distile su ve 3.5 ml gliserol kullanilarak hazirlanmigtir. Karigim 0.22 um filtreden sii-
ziildiikten sonra vakum ile havasi alinmistir. Ardindan bu jel igerigine 0,6 ml %10’ luk
Amonyum Perstilfat ve 40 ul TEMED (N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamid) (Sigma, Al-
manya) eklenerek hazirlanan camlar arasina dokiilmiistiir. Jel polimerlestikten sonra 1
mm’lik tarak camlar arasina yerlestirilerek 6rneklerin yiiklenecegi kuyularin olusmasi sag-

lanmastir.
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Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikartilmis ve camlar vertikal jel elektroforez sistemine

(BioRad, A.B.D.) yerlestirilmistir.

PCR o6rneklerinin igerdigi adenin ve sitozin niikleotid sayilarini baz alarak asagida belirti-
len formiil ile bir sicaklik degeri (Ts) hesaplanmistir ve 6rnek yiiklenmeden dnce jeller
hesaplanan bu sicaklik derecesine getirilmistir (Li vd 2003). Ts= [80XC/(A+1)] /
{2,71+[C/(A+1)]}

PCR iiriinlerine spesifikligi arttirmak amaciyla belli bir oranda denatiire edici yiikleme
boyasi ve oligoniikleotid eklenmistir. Kullanilan yiikleme boyas1 toplam hacminde %95
formamid, 20mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol, %0,05 Brom-fenol mavisi igermektedir.
2 ul PCR iirtiniine 7ul yiikleme boyasi, 1’er pl 3 pmol diiz ve ters oligoniikleotid eklenerek

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

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

sonrast jel giimiis boyama ile boyanarak bantlar goriiniir hale getirilmistir.

2.2.4.2. Giimiis Boyama

Glimiis boyama i¢in %1 lik giimiis nitrat, %15'lik Sodyum Hidroksit (NaOH), %7,5’lik
Sodyum Bikarbonat soliisyonlar1 kullanilmistir. Boyamanin yapilacagi kabin hacmine
gore her ii¢ soliisyon da 1:9 oraninda ddH,O ile seyreltilerek kullanilir. 1. soliisyon i¢in
%1’lik stok glimiis nitrat %0,1’lik olacak sekilde 100 ml %1lik stok giimiis nitrat soliisyo-
nu, 900 ml distile su kullanilarak seyreltilir. Jeller bu soliisyonda 10 dk bekletilmistir.
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Daha sonra formaldehit ilave edilmis %1,5’1ik sodyum hidroksit soliisyonu ile boyanmustir.

Jel %0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu ile muamele edilerek boyama islemi sonlandi-

rilmustir. Boylelikle jeller goriiniir hale getirilerek bant farklilig1 olan 6rnekler belirlenmis-

tir (Sekil 2.3.) .

Sekil 2.3. Band farklilig1 goriilen bir SSCP jel goriintiisii. 3. 6rnek yabanil tip i¢in kontrol,
4. d6rnek V271 polimorfizmi i¢in, 5. 6rnek ise M34T polimorfizmi i¢in jele kontrol amagl
yiiklenmistir. 7,10 ve 11. 6rnekler V271 polimorfizmini tasiyan bireyleri gostermektedir.

Bu asamadan sonra band farklilig1 gosteren 6rneklere DNA dizi analizi yapilmistir.
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2.2.5. DNA Dizi Analizi

2.2.5.1. PCR ve Piirifikasyon Islemleri

GJB2 35delG mutasyonu i¢in negatif olup PCR-SSCP tekniginde farkli band sergileyen
probandlara DNA dizi analizi yapilmistir. Bu nedenle GJB2 iki kisma ayrilip uygun

primerler (Dizin 2.1.) kullanilarak kodlayan ekson ¢ogaltilmistir.

Birinci kisim igin;
F4:5' GCT TAC CCA GAC TCA GAG AAG 3'
R3: 5'GCC GCC TTC ATG TAC GTC TTC 3,
ikinci kisim i¢in;
F7:5' CTG CAA GAA CGT GTG CTA CG 3'
R1: 5" GAT GAG GCA ACC CGT GCT CA 3'

primerleri kullanilmistir.

PCR reaksiyonundan sonra iirlinler piirifikasyon islemine sokulmustur. Piirifikasyon sonra-
st temizlenen Ornekler DNA dizi analizinde kullanilacak uygun miktarlarin belirlenmesi

icin agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir (Sekil 2.4., 2.5.).
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Sekil 2.4. GJB2min birinci bolgesinin PCR iiriinlerini gosteren agaroz jel elektroforez
fotografi. Son ©rnek marker, digerleri birinci bolgeye ait F4 ve R3 primerleri ile
cogaltilmig PCR iiriinlerini gdstermektedir. 8. 6rnek DNA igermeyerek ddH20 ile PCR

reaksiyonuna sokulmustur

Sekil 2.5. GJB2'nin ikinci bolgesinin PCR f{iriinlerini gdsteren agaroz jel elektroforez
fotografi. Son 6rnek marker, digerleri ikinci bolgeye ait F7 ve R1 primerleri ile cogaltilmis
PCR firiinlerini gostermektedir. 7. 6rnek DNA icermeyerek ddH2O ile PCR reaksiyonuna

sokulmustur
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2.2.5.2. DNA Dizi Analizi

Piirifikasyon islemininin ardindan PCR iirlinleri DNA dizi analizi i¢in bir dizi islemden

gecirilir.

2.2.5.2.1. DNA Dizi Analizi Reaksiyonu

DNA dizi reaksiyonu temelde PCR iiriinlerinin floresan isaretli dideoksiniikleotitler kul-
lanilarak isaretlenmesine dayanir. Bu amagla iirlinler cycle sequencing denilen yeni bir
PCR dongiisiine sokulur. Cycle sequencingte PCR iirtinleri kalip DNA islevini goriir. DNA
polimeraz varliginda primer yardimiyla floresan isaretli dideoksiniikleotitler (ddNTP) zin-
cire girer ve reaksiyon normal PCR dongiisii gibi devam eder. Aradaki fark primerin

uzamasi sirasinda igaretli ddNTP' lerin baglanmasi ile zincirin sonlanmasidir.

Bu caligmada niikloeotit dizinin saptanmasi i¢in otomatik DNA dizi analizi cihaz1 kul-
lanilmistir (CEQ2000XL, Beckman Coulter, ABD). 0,5 ml'lik ependorf i¢ine 12 pl premiks
(her 6rnek i¢in 2 ul 10X reaksiyon tamponu, 1 pul ANTP karigimi(2 pl ddUTP, 2 pl ddGTP,
2 ul ddCTP, 2 pl ddATP ve 1 pl polimeraz enzimi), piirifiye edilmis PCR {irtinii (0,5-6 ul)
ve primer (2 pl) koyulup toplam hacim dH,O ile 20 pl'ye tamamlanir. Sicaklik kosullan,
denatiirasyonu takiben 96 °C'de 20 sn, 50 °C'de 20 sn, 60 °C'de 4 dk'dir ve bu dongii 30 kez

tekrarlanir.
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2.2.5.2.2. Etanol Coktiirmesi

Cycle sequencing isleminin ardindan reaksiyonun durdurulmasi i¢in 2 pul NaOAc (1,5 M),
2 ul EDTA (50 mM) ve 1 pl glikojen (20 mg/mL) 6rneklere eklenir. 60 ul %95'lik soguk
etanol muamelesinden sonra +4 °C 14000 rpm'de 15 dk santrifiij edilir (Beckman Coulter
Mikrofuge 18, ABD). Ardindan {ist stvi dokiiliip iki kez 200 pl %70'lik soguk etanol ek-
lenerek +4 °C 14000 rpm'de 2 dk tekrar santrifiij edilir. Etanol ¢oktiirmesinin ardindan
ornekler liyofilizatér (Christ, Almanya) cihazinda yiiksek vakum altinda birakilarak ku-

rutulur.

Bu asamadan sonra 6rnekler DNA dizi analizi cihazina yiiklenir. Elde edilen sonuglar CEQ
Sequencing Software programi kullanilarak dalgalar halinde goriiniir hale getirilmistir ve

mutasyonlar i¢in degerlendirilmistir.
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3.BULGULAR

Bu arastirma sendromik olmayan isitme kaybina sahip 45 proband ile yapilmistir. Calisma
grubu ailesel (probanddan bagka en az bir etkilenmis olgunun bulundugu) olgularla olustu-
rulmustur. GJB2 mutasyon taramasi sonucu, 3 probandda homozigot, 2 probandda hetero-
zigot olarak 35delG mutasyonu saptanmigtir. 40 proband 35delG mutasyonu i¢in negatif

sonug¢ vermistir.

35delG mutasyonunu heterozigot tasiyan iki probandda GJB2'nin kodlayan eksonu i¢in
DNA dizi analizi yapilmistir. Probandlarin bir tanesinde kodlayan bdlgede isitme kaybi
nedeni olarak ikinci bir mutasyon 167delT saptanmustir (Sekil 3.1.).

P CCTOOCTOCHN OO TIFT 06 Ca L FPoCTOCLAOOO TOT TOCA o4 CAn.n

Heterozigot Mutant Dizi Normal Dizi

Sekil3.1. 35delG mutasyonunu heterozigot tagiyan probandlarda DNA dizi analizi ile ikinci
mutasyonun (167delT) belirlenmesi
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Bir sonraki asamada 35delG mutasyonu i¢in negatif sonu¢ veren 40 probanddan GJB2’ nin

kodlayan eksonu PCR-SSCP teknigi ile taranmustir. SSCP taramasinda band farkliligi

gosteren probandlara DNA dizi analizi yapilmistir.

Yapilan degerlendirmede bir olguda R143W mutasyonu homozigot olarak (Sekil3.2.-A);

V271 polimorfizmi bir probandda heterozigot olarak (Sekil3.2.-B); M163V polimorfizmi

bir probandda heterozigot olarak (Sekil3.2.-C) olarak saptanmuistir.

k1

Aoa o T oo CCooo o 030

1 LTl =N Il
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Homozigot Mutant Dizi

AT O LL L334T 233 TO.L0 CCo

V271 Polimorfizmi

A0 34T oL CCCE 0 00 3.0

LT 1 1 1 iy 1 die | [

Normal Dizi

T 3403 433 403 @3TO A3 CCA

Normal Dizi
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D CTOCA TEO A G L 00 C GO BCTECATOE 340 30 0030 C0

M163V Polimorfizmi Normal Dizi

Sekil3.2. SSCP'de band farklilig1 goriilen probandlarda DNA dizi analizi ile tespit ediden
homozigot R143W mutasyonu (A). V271 polimorfizmi (B) ve M163V polimorfizmi (C)

35delG i¢in heterozigot ve 35delG dahil diger mutasyon taramalarinda negatif sonug veren
probandlara GJB2 geninin kodlamayan 1. eksonunda kirpilma yeri(splice site) mutasyonu
olan IVS1+1G>A i¢in SSCP taramanasi yapilmistir. 35delG mutasyonu heterozigot olan bir
proband IVS1+1G>A igin heterozigot sonug verirken, bir probandda homozigot IVS1+1G>A

mutasyonu saptanmustir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. IVS1+1G>A mutasyonunun SSCP teknigiyle tespit edilmesi. M marker, 9. kuyuya
homozigot kontrol, 10. kuyuya heterozigot kontrol yiiklenmistir. 4,5,6 ve 7. Ornekler
heterozigot; 8. 6rnek homozigot; 1,2,3. 6rnekler ise normal bireyleri gdstermektedir

Arastirma bulgular: toplu halde Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.”de goriilmektedir.
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Isitme Kayiph Birey

Cx26 Genotipi Aile No Memleket Sayisi Protein Bolgesi
R143W /R143W 778 | Urfa/Siverek 5 ™3
M163V/ wt 794 Diyarbakir/Cinar 3 EC2
V271 / wt 820 Mardin/Midyat 3 T™1/-
IVS1+1G>A /IVS1+1G>A 849 Mardin 2 yok(intronik)
35delG/IVSI + 1G>A 848 | Mardin 2 IC1/yok
35delG / 167delT 845 Mardin 2 IC1/EC1
35delG / 35delG 814 Diyarbakir/Lice 2 ICI/IC1
35delG] / 35delG 809 Diyarbakir/Hazro 6 IC1/IC1
35delG / 35delG 805 Diyarbakir/Egil 3 IC1/IC1

Tablo 3.1. Bu arastirmada bulunan tiim GJB2 mutasyonlar1 ve polimorfizmlerinin listesi.
TMI1=1 numarali transmembran bolge, TM3=3 numarali transmembran bdlge, EC1=1 nu-
maralr ekstraselliier bolge, EC2=2 numarali ekstraselliier bdlge, IC1=1 numaral

intraselliier bolge

[sitme Kayipli Proband Sayist

GJB2 Sonucu

+H+ /-
HxH 43 6 37
DxH 1 1 0
DxD 1 0 1

Tablo 3.2. Aile ge¢gmisine gére GJB2 mutasyonlarinin orani. HxH duyan ebeveynleri, HxD
duyan ve sagir ebeveynleri, DxD sagir ebeveynleri gostermektedir
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4-TARTISMA

Bu ¢alismanin amaci Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki isitme engellilerde GJB2 mutas-
yon sikliginin saptayarak, bu verilerle GJB2 mutasyonlariin Tiirkiye’deki bolgeler arasi
farkililigini gostermektir. GIJB2 mutasyonlarinin Cx26 baglantili, sendromik olmayan isit-
me kaybimin patofizyolojisinde 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir(Stacey vd 2007).
Arastirmamizda elde edilen verilere gore Gilineydogu Anadolu’da otozomal resesif isitme
engellilerde biallelik GJB2 mutasyon siklig1 7/45 (%15.5, %95 giivenirlik araliginda, %5-
26 arasinda degiskenlikle) bulunmustur. Bu rakam daha 6nce Tiirkiye’de yapilan ¢alisma-
larda Tiirkiye geneli i¢in tanimlanan rakamlara (Uyguner vd 2003, Tekin ve Aric1 2007)
gore degerlendirildiginde diisiiktiir (Tablo 4.1). Bir kiyaslama yapilirsa daha 6nce Bati
Anadolu’da bulunan otozomal resesif biallelik mutasyon siklig1 %31.4, I¢ Anadolu’da ise
%34.3’tiir (Tekin ve Aric1 2007). Her iki rakam da Gilineydogu Anadolu’da saptadigimiz
rakamdan daha yiiksektir (Ege ile Gilineydogu Anadolu arasindaki fark p=0.038, x2 =
4.759. I¢ Anadolu ile Giineydogu Anadolu arasindaki fark p=0.031, y2=4.838).

Tablo 4.1. Otozomola resesif isitme kaybindaki GJB2 mutasyonlarinin Tiirkiye ortalamala-
r1

Taranan isitme engelli Sayis1 | Biallelik Cx26 siklig1 (%)

Uyguner vd 2003 60 31.7

Tekin ve Arici1 2007 214 23.4
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Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde isitme engelliler arasinda GJB2 mutasyonlarinin orani-
nin diisiik olmasi, bu bélgede GJB2 mutasyon sikliginin diisiik oldugunu gostermeyebilir.
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’'nde 6zellikle akraba evliliginin daha yogun yapilmasi gene-
tik nedenli isitme kayiplarinin sikliin1 artirtyor olabilir. Bu durumda bu bolgede GJB2
mutasyon siklig1 diger bolgelerle ayn1 olmasina ragmen, gorece daha diisiik bulunuyor
olabilir. Akraba evliliginin GJB2 mutasyon sikligina etkisinin, daha nadir mutasyonlara
bagh diger isitme kaybi genleri kadar yiliksek olmadigi gosterilmistir (Tekin ve Arict
2007). Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde GJB2 mutasyonlarinin saglikli bireylerdeki sikli-

ginin ¢alisilmasi daha net bir sonug elde edilmesini saglayabilir.

35delG mutasyonu alti guanin niikleotidinin olusturdugu seriden tek bir guaninin
delesyona ugramasi sonucu olusur (Cohn vd 1999) ve cerceve kaymasina neden olarak 13.
pozisyonda dur kodonu (UGA) olusur (Zelante vd 1997). Mutasyonun protein diizeyindeki
sonucu; 226 aminoasitlik normal protein yerine, 12 aminoasitlik islevsel olmayan bir

Cx26 proteininin olusumudur (Cohn vd 1999).

2001 yilinda Belgika, Ingiltere ve Amerika’daki beyaz irkta, 35delG mutasyonunu gevrele-
yen dar bir bolgede ayn1 haplotipin gozlenmesi, bu mutasyonun ¢ok eski donemlerde orta-
ya ¢ikan ve ortak bir atadan tiireyen atasal (founder) mutasyon oldugu diislincesini ortaya
cikarmustir. Yapilan arastirmalarla, 35delG’nin yaklagik olarak 500 kusak dnce olusmus ve
10.000 yasinda olan ¢ok eski bir mutasyon oldugu saptanmistir. Mutasyonun Orta Do-
gu’dan koken aldig1 ve popiilasyonlarin gocleriyle Akdeniz ve Karadeniz kiyilarini takiben
iki ayr rota izleyerek Avrupa’ya yayildigr diisiiniilmiistiir (Van Laer vd 2001). 35delG
mutasyonu beyaz irktan gelen toplumlarda en yaygin goriilen mutasyondur (Gasparini
vd 1999) ve beyaz irkta tiim patolojik GJB2 allellerinin yaklagik %80'ini olusturur (Yan vd
2003). Bu bilgilere paralel olarak arastirmamizda 35delG mutasyonunun allelik orani,
%15.5 ile Gilineydogu Anadolu’da en sik rastlanan GJB2 mutasyonu olarak goze

carpmaktadir (Tablo 4.2.).
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Gilineydogu Anadolu Bolgesi Kuzey Mezopotamya’y1 da igeren tarihteki en eski yerlesim
bolgelerinden biridir. Bu durumda 10.000 y1l 6nce ortaya ¢iktigi diisiinlilen ve su anda
yiiksek sikliga sahip oldugu gosterilen bu bolge, mutasyonun ilk olarak ortaya ¢iktig1 yer

olabilecegi ihtimalini diislindiirmektedir.

Tablo 4.2. Olgularda bulunan GJB2 mutasyonlarinin allelik siklig1

Mutasyon Allelik Siklig1 (%)
35delG 15.5
IVS1I+1G>A 6.6
R143W 4.4
167delT 1.1

IVS1+1G>A ayn1 zamanda -3170 G’den A’ya olarak da bilinir. ilk kez Denoyelle tarafin-
dan GJB2’nin kodlama yapmayan 1.eksonunda saptanmigtir. Bu mutasyon kirpilma islevi-
ni bozarak hastaliga sebep olmaktadir (Denoyelle vd 1999). Onceki yillarda GJB2 mutas-
yonlar1 taramasinda IVS1+1G>A mutasyonu tespiti laboratuarda ¢ok sik ¢alisilmazken, za-
manla bir¢ok toplumda tespit edilmistir (Snoeckx vd 2005, Seeman and Sakmaryova 2006).
Bu mutasyonun Mardin’den koken alan iki ailede tespit edilmesi dikkat cekicidir.
IVS1+1G>A mutasyonunun Avrupa ve Asya i¢in bir ge¢is konumu olusturmus olan {ilke-
mizdeki 6nemi, Gilineydogu Anadolu Bolgesi'nde elde etmis oldugumuz bu sonugla bir kez

daha gosterilmistir.

R143W mutasyonu, Brobby ve arkadaglar tarafindan Ganali ailelerde yapilan bir ¢aligma-
da tanimlanmistir. Mutasyon, sitozinin timine doniismesi ile 143. kodonda arjinin triptofan
degisimi ile sonuglanir (Brobby vd 1998). Arastirmamizda bu mutasyon bir probandda

homozigot olarak saptanmustir.
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167delT mutasyonu ilk kez Zelante ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada tanimlanmistir
(Zelante vd 1997). Delesyon 56. kodonda cerceve kaymasina yol acar ve ilk 55 aminoasidi
saglam olan fakat karboksi ucunda 25 yeni aminoasit igceren bir polipeptid olusumuna ne-
den olur (Kelley vd 1998). Askenazi Yahudi toplumuna bakildiginda 35delG mutasyonunun
tastyict siklig1 %0,73 iken bir baska GJB2 mutasyonu olan 167delT'nin tasiyici sikliginin
%4,03 oldugu goriilmektedir (Morell vd 1998). 167delT mutasyonu i¢in korunmus bir
haplotipin olmasi, bu mutasyonu tasiyan allelin tek bir kokenden ortaya ¢iktigini diisiindiir-
mektedir (Morell vd 1998). Bu c¢alismada Askenazi Yahudi toplumunda sikca rastlanan
167delT mutasyonu Mardin’den koken alan probandlardan birinde 35delG ile birlikte

heterozigot olarak belirlenmistir.

V271 polimorfizmi ilk kez Kelley tarafindan tanimlanmigtir. Uzakdogu’daki toplumlarda
sik olarak rastlanmakta olan bu degisim (Fuse vd 1999, Abe vd 2000), 27. kodonda valin
aminoasidinin izoldsine doniigiimiine sebep olmaktadir (Kelley vd 1998). Bizim ¢aligsma-

mizda, V271 bir olguda heterozigot olarak bulunmustur.

M163V polimorfizmi ilk kez Marlin tarafindan 487. bazda adeninin guanine doniismesi
olarak tanimlanmistir (Marlin vd 2001). Bu degisim metionin aminoasitinin valine donii-
simiiyle sonu¢lanmaktadir. Bizim c¢alismamizda, M163V bir olguda heterozigot olarak

sonug¢ vermistir.

Genetik hastaliklar hakkinda toplumsal bilincin daha fazla artmasiyla, isitme kayipli birey-
ler ve ailelerinin odyolojik rahatsizliklarinin sebebini 6grenme ve genetik orijinleri igin
yapilan teshisleri kabul etme ve onaylamalar1 daha da yaygmlasmistir. Isitme kaybinin
etiyolojisinin sorusturulmasinda ve genetik testlerle heterozigot ve homozigot bireylerin
tanimlanmasinda hizli ve efektif tan1 konabilmesi, hasta tabanl genetik danigsmanlik igin
son derece onemlidir. Ancak mutasyonlarin siklig1 ve dagilimi iilkemiz i¢inde bile farklilik

gosterebilmektedir.
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Tirkiye’nin geneli lizerine yapilan arastirmalardan sonra bizim arastirmamizdaki gibi bol-
gesel mutasyon sikliklarinin saptanmasi, ailelere molekiiler taninin bulunmasinin kolay-
lagmasini saglayarak daha dogru klinik degerlendirme ve genetik danigmanlik yapilmasini

saglayacaktir.

49



REFERANSLAR

Abe, S., Usami, S., Shinkawa, H., Kelley, P. & Kimberling, W. 2000.
Prevalent connexin 26 gene (GJB2) mutations in Japanese. J Med Genet., 37(1);
41-43.

Akar, N. 1999. Klinik Molekiiler Patolojiye Giris, AUTF Antip AS Yaynlari,
508 sayfa, Ankara.

Azaiez, H., Chamberlin, G.P., Fischer, S.M., Welp, C.L., Prasad, S.D. 2004.

GJB2: the spectrum of deafness-causing allele variants andtheir phenotype.
Hum Mutat., 24 (4); 305-311.

Baris, 1., Kilinc, M.O., Tolun, A. 2001. Frequency of the 35delG mutation in the
connexin 26 gene in Turkish hearing-impaired patients. Clin Genet., 60(6); 452-
455.

Bitner-Glindzicz, M. 2002. Hereditary deafness and phenotyping in humans. Br Med Bull.,
63(1); 73-94.

Brobby, G.W., Muller-Myhsok, B. & Horstmann, R.D. 1998. Connexin
26 R143W mutation associated with recessive nonsyndromic sensorineural
deafness in Africa. N Engl J Med., 338(8); 548-550.

Castillo, 1., Moreno-Pelayo, M.A., del Castillo, F.J., Brownstein, Z., Marlin, S.

2003. Prevalence and evolutionary origins of the del(GJB6-D13S1830) mutation in
the DFNBI1 locus in hearingimpaired subjects: a multicenter study. Am J Hum
Genet., 73(6); 1452-1458.

Chang, E.H., Van Camp, G. & Smith, R.J.H. 2003. The Role of Connexins in
Human Disease. Ear Hear., 24(4); 314-323.

Cohn, E.S., Kelley, P.M., Fowler, T., Gorga, M.P., Lefkowitz, D., Kuehn, H., Schaefer,
G.B., Gobar, L.S., Hahn, F.J., Harris, D.J. & Kimberling, W.J. 1999. Clinical
studies of families with hearing loss attributable to mutations in the connexin 26
gene (GJB2/DFNBI). Pediatrics 103(3); 546-550.

Cryns, K., Orzan, E., Murgia, A., Huygen, P.L., Moreno, F. 2004. A genotype
phenotype correlation for GJB2 (connexin 26) deafness. J Med Genet., 41(3); 147-
154.

Denoyelle, F., Weil, D., Maw, M., Wilcox, S., Lench, S. 1997. Prelingual deafness:
high prevalence of a 30delG mutation in the connexin 26 gene. Hum Mol Genet.,
6(12); 2173-21717.

Erbe, C.B., Harris, K.C., Runge-Samuelson, C.L., Flanary, V.A. & Wackym, P.A.

2004. Connexin 26 and connexin 30 mutations in children with nonsyndromic
hearing loss. Laryngoscope, 114(4); 607-611.

Estivill, X., Fortina, P., Surrey, S., Rabionet, R., Melchionda, S. 1998. Connexin-26
mutations in sporadic and inherited sensorineural deafness. Lancet., 351(9100);
394-398.

Fuse, Y., Doi, K. Hasegawa, T. Sugii A, Hibino H, Kubo T. 1999. Three novel connexin26
gene mutations in autosomal recessive non-syndromic deafness. NeuroReport.,
10(9): 1853-1857.

Gasparini, P. Estivill, X. Volpini, V. Totaro, A. Castellvi-Bel, S. Govea, N. Mila,

M. Della Monica, M. Ventruto, V. De Benedetto, M. Stanziale, P. Zelante, L.
Mansfield, ES. Sandkuijl, L. Surrey, S. Fortina, P. 1997. Linkage of DFNBI to
non-syndromic neurosensory autosomal-recessive deafness in Mediterranean
families. Eur ] Hum Genet., 5(2); 83—88.

50



Gasparini, P.; Rabionet, R. Barbujani, G. Melchionda, S. Petersen, M.

Brondum-Nielsen, K. Metspalu, A. Oitmaa, E. Pisano, M. Fortina, P. Zelante, L.
Estivill, X. 2000. High carrier frequency of the 35delG deafness mutation in
European populations. Eur ] Hum Genet., 8(1); 19 - 23.

Guilford, P., S.B. Arab, S. Blanchard, J. Levilliers, J. Weissenbach, A. Belkahia, and
Petit,C. 1994. A non-syndromic form of neurosensory, recessive deafness maps to
the pericentromeric region of chromosome 13q. Nat Genet., 6(1); 24-28.

Hereditary Hearing Loss Homepage. 2008. http://webh01.ua.ac.be/hhh/

Hildebrand, M. S., Newton, S. S., Gubbels, S. P., Sheffield, A. M., Kochhar, A., de
Silva, M. G., Dahl, H. H. M., Rose, S. D., Behlke, M. A., and Smith, R. J. H. 2008.
Advances in molecular and cellular therapies for hearing loss. Mol Ther, 16(2);
224-236.

Holt, J.R. Corey, D.P. Ion channel defects in hereditary hearing loss. 1999. Neuron.,

22(2); 217-219.

Kammen-Jolly, K., Ichiki, H., Scholtz, A., Gsenger,M., Kreczy, A. 2001. Connexin
26 in human fetal development of the inner ear. Hear Res., 160(1-2); 15-21.

Kelley, P.M., Harris, D.J., Comer, B.C., Askew, J.W., Fowler, T. 1998. Novel
mutations in the connexin 26 gene (GJB2) that cause autosomal recessive (DFNB1)
hearing loss. Am J Hum Genet., 62(4); 792-799.

Kelsell, D. P., Dunlop, J., Stevens, H. P., Lench, N. J., Liang, J. N., Parry, G., Mueller, R.
F.Leigh, I. M. 1997. Connexin 26 mutations in hereditary non-syndromic
sensorineural deafness. Nature, 387(6628); 80-83.

Kelsell, D.P., Di, W.L. and Houseman, M.J. 2001. Connexin mutations in skin
disease and hearing loss. Am. J. Hum. Genet., 68(3); 559-568.

Kenneson, A., Van Naarden Braun K., Boyle, C. 2002. GJB2 (connexin 26) variants and
nonsyndromic sensorineural hearing loss: a HuGE review. Genet. Med., 4(4); 258-
274.

Kiang, D. T.; Jin, N.; Tu, Z.-J.; Lin, H. H. 1997. Upstream genomic sequence of the
human connexin26 gene. Gene, 199(1-2); 165-171

Kikuchi, T., Kimura, R., Paul, D. & Adams, J. 1995. Gap junctions in the rat
cochlea: immunohistochemical and ultrastructural analysis. Anat Embryol., 191(2);
101-118.

Kumar, N.M., Gilula, N.B. The gap junction communication channel. 1996. Cell,

84(3); 381-388.

Lefebvre, P.P. & Van De Water, T.R. 2000. Connexins, hearing and deafness: clinical
aspects of mutations in the connexin 26 gene. Brain Res Brain Res Rev., 32(1);
159-62.

Li, W., Gao, F., Liang, J., Li, C., Zhang, H., Tang, Z., Chen, L., Jin, Q.Tang, W.

2003. Estimation of the optimal electrophoretic temperature of DNA
single-strand  conformation polymorphism by DNA base composition.
Electrophoresis, 24(14); 2283-2289.

Lucotte, G. Mercier, G. 2001.Meta-analysis of GJB2 mutation 35delG frequencies
in Europe. Genet Test., 5(2); 149-152.

Liileci, G. Sakizli, M. Alper, 0. 2000. Renkli Genetik Atlasi. Istanbul, Nobel Tip Kitapevi.

Maestrini, E., Korge, B. P., Ocana-Sierra, J. 1999. A missense mutation in
connexin26, D66H, causes mutilating keratoderma with sensorineural deafness
(Vohwinkel’s syndrome) in three unrelated families. Hum Mol Genet., 8(7); 1237-
1243.

Marlin, S., Garabedian, E., Roger, G. & Moatti, L. 2001. Connexin 26 gene

51



mutations in congenitally deaf children: Pitfalls for genetic counselling. Arch Oto-
laryngol Head Neck Surg., 127(8); 927-936.

Martin, P.E., Coleman, S.L., Casalotti, S.O., Forge, A. & Evans, W.H. 1999.

Properties of connexin26 gap junctional proteins derived from mutations associated
with nonsyndromal hereditary deafness. Hum Mol Genet., 8(13); 2369-2376.

Maw, M.A. Allen-Powell, D.R. Goodey, R.J. Stewart, [.A. Nancarrow, D.J.

Hayward, N.K. and Gardner, R.J.M. 1995 The contribution of the DFNBI locus to
neurosensory deafness in a Caucasian population. Am J Hum Genet., 57(3); 629-
635.

Meyer, C.G., Amedofu, G.K., Brandner, J.M., Pohland, D., Timmann, C. and
Horstmann R.D. 2002. Selection for deafness. Nat Med., 8(12); 1332-1333

Mignon, C., Fromaget, C., Mattei, M. G., Gros, D., Yamasaki, H., and. Mesnil, M.

1996. Assignment of connexin 26 (GJB2) and 46 (GJA3) genes to human
chromosome 13q11-q12 and mouse chromosome 14D1-E1 by in situ hybridization.
Cytogenet Cell Genet., 72(2-3); 185-186.

Morell, R.J., Kim, H.J., Hood, L.J., Goforth, L., Friderici, K., 1998. Mutations in the
connexin 26 gene (GJB2) among Ashkenazi Jews with nonsyndromic recessive
deafness. N Engl J Med., 339(21); 1500-1505.

Morton, C. C. and Nance, W. E. 2006. Newborn hearing screening--a silent revolution.

N Engl J Med., 354(21); 2151-2164.

Mukherjee, M, Phadke, S. R. Mittal, B. 2003. Connexin 26 and autosomal recessive
non-syndromic hearing loss.Ind J Hum Genet., 9(2); 40-50

Nance, Walter E. 2003. The Genetics of Deafness Ment Retard Dev Disabil Res
Rev., 9(2); 109-119.

Oner, C. 2002. Genetik Kavramlar. Ankara, Palme Yaymcilik.

Petersen, MB. Willems, PJ. 2006. Non-syndromic, autosomal-recessive deafness.

Clin Genet., 69(5); 371-392.

Rabionet, R. Gasparini, P. & Estivill, X. 2000. Molecular genetics of hearing
impairment due to mutations in gap junction genes encoding beta connexins. Hum
Mutat., 16(3); 190-202.

Raphael, Y., Altschuler, Richard A. 2003. Structure and innervation of the cochlea Brain
Res Bull., 60(5-6); 397-422.

Richard, G. Rouan, F. Willoughby, C.E. Brown, N., Chung, P. 2002. Missense
mutations in GJB2 encoding connexin-26 cause the ectodermal dysplasia keratitis-
ichthyosis-deafness syndrome. Am J Hum Genet., 70(5); 1341-1348.

Sabag, A.D., Dagan, O. & Avraham, K.B. 2005. Connexins in hearing loss: a
comprehensive overview. J Basic Clin Physiol Pharmacol., 16(2-3); 101-116.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. 1989. Molecular Cloning A Laboratory Manual.
(2" Ed.). Cold spring Harbor Laboratory Press, 253 sayfa, New York.

Jahn, A.F., Santos-Sacchi, J. 1998. Physiology of the Ear. Raven Press, 689 sayfa,

New York.

Scott, D., Kraft, M., Carmi, R., Ramesh, A., Elbedour, K. 1998. Identification of
mutations in the connexin 26 gene that cause autosomal recessive nonsyndromic
hearing loss. Hum Mutat., 11(5); 387-394.

Seeman, P., Sakmaryova, 1. 2006. High prevalence of the IVS 1 +1 G to A/

GJB2 mutation among Czech hearing impaired patients with monoallelic mutation
in the coding region of GJB2. Clin Genet., 69(5); 410-413

Snoeckx, R. L. Hassan, D. M. Kamal, N. M. Van Den Bogaert, K. Van Camp, G.

2005. Mutation analysis of the GJB2 (connexin 26) gene in Egypt. Hum Mutat.,
26(1); 60-61.

52



Stacey, A.Apps. Wayne, A. Rankin. Andrew, P. Kurmis. 2007. Connexin 26 mutations
in autosomal recessivedeafness disorders: A review. Int J Audiol., 46(2); 75-81

Storm, K; Willocx, S; Flothmann, K; Van Camp, G. 1999. Determination of the carrier
frequency of the common GJB2 (connexin-26) 35delG mutation in the Belgian
population using an easy and reliable screening method. Hum Mutat., 14(3); 263-
266.

Tekin, M. Akar, N. Cin, S. Blanton, S.H. Xia, X.J. Liu, XZ. Nance, W.E. Pandya,

A. 2001. Connexin 26 (GJB2) mutations in the Turkish population: implications for
the origin and high frequency of the 35delG mutation in Caucasians. Hum Genet.,
108(5); 385-389.

Tekin, M., T. Duman, Bogoglu, G. Incesulu, A. Comak, E. Ilhan, I. Akar N. 2003.
Spectrum of GJB2 mutations in Turkey comprises both Caucasian and Oriental
variants: roles of parental consanguinity and assortative mating. Hum Mutat 21(5);
552-553.

Tekin, M. Bogoclu, G. Arican, S.T. Orman, M.N. Tastan, H. Elsobky, E. Elsayed,

S. Akar, N. 2005. Evidence for single origins of 35delG and delE120 mutations in
the GJB2 gene in Anatolia. Clin Genet., 67(1); 31-37.

Tekin, M. Arici, Z.S. 2007. Genetic Epidemiological Studies of
Congenital/Prelingual Deafness in Turkey : Population Structure and Mating Type
Are Major Determinants Of Mutation Identification. Am J Med Genet A.,
143A(14); 1583-1591.

Temizkan, G. Yilmazer, S. Oztiirk, M. Ar1, S. Ertan, H. Topal, A. Arda, N.

2004. Molekiiler Biyolojide Kullanilan Yontemler (genisletilmis 2. Baski). Nobel
Tip Kitabevleri, 345 sayfa, Istanbul

Uyguner, O. Emiroglu, M. Uzumcu, A. Hafiz, G. Ghanbari, A. Baserer, N. Yuksel-

Apak, M. Wollnik, B. 2003. Frequencies of gap- and tight-junction mutations in
Turkish families with autosomal-recessive non-syndromic hearing loss. Clin
Genet., 64(1); 65-69.

Van Camp, G. Willems, P.J. Smith, R.J.H. 1997. Nonsyndromic hearing
impairment: unparalleled heterogeneity. Am J Hum Genet., 60(4); 758-764.

Van Laer, L. Coucke, P. Mueller, R F. Caethoven, G. Flothmann, K. Prasad,

S D. Chamberlin, G P. Houseman, M. Taylor, G R. Van de Heyning, C M. Fransen,
E. Rowland, J. Cucci, R.A. Smith, R.J.H. Van Camp, G. 2001. A common founder
for the 35delG GJB2 gene mutation in connexin 26 hearing impairment. J] Med
Genet., 38(8); 515-518.

Wang, Hung-Li. Chang, Wen-Teng. Li, Allen H. Yeh, Tu-Hsueh. Wu, Ching-

Yi. Chen, Mei-Shin. Huang, Pei-Chen. 2003. Functional analysis of connexin-26
mutants associated with hereditary recessive deafness. J Neurochem, 84(4); 735-
742.

Willems, PJ. 2000. Genetic causes of hearing loss. N Engl J Med., 342(15); 1101-1109.

Yan, D. Park, H.J. Ouyang, X.M. Pandya, A. Doi, K. Erdenetungalag, R. Du,

L.L. Matsushiro, N. Nance, W.E. Griffith, A.J. Liu, X.Z. 2003. Evidence of a
founder effect for the 235delC mutation of GJB2 (connexin 26) in east Asians.
Hum Genet., 114(1); 44-50.

Zbar, R.1., Ramesh, A., Srisailapathy, C.R.S., Fukushima, K., Wayne, S.

Smith, R.J.H.1998 Passage to India: the search for genes causing autosomal
recessive non-syndromic hearing loss. Otolaryngol Head Neck Surg., 118(3 Pt 1);
333-337.

Zelante, L. Gasparini, P. Estivill, X. Melchionda, S. D'Agruma, L. Govea, N. Mila, M.

53



Monica, M.D. Lutfi, J. Shohat, M. Mansfield, E. Delgrosso, K. Rappaport, E. Sur-
rey, S. Fortina P. 1997. Connexin26 mutations associated with the most common

form of non-syndromic neurosensory autosomal recessive deafness (DFNB1) in
Mediterraneans. Hum Mol Genet., 6(9); 1605-1609.

54



