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OZET

Sendromik Olmayan Otozomal Resesif Isitme Kayiplarindan Sorumlu Genlerin

Yeni Nesil Dizileme Yaklasimi ile Arastirilmasi

Isitme kaybi, tiim yas gruplarmi etkileyebilen en yaygin duyusal bozukluklardan
biridir. Konjenital isitme kayiplart 1000 dogumda bir gériilmektedir. Isitme kayiplarmin
yaklasik %50’sinden fazlasi genetik faktorlere, kalan kismi ise gevresel faktorlere bagh
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Genetik faktorlerin sorumlu oldugu isitme kayiplarinin yaklagik
%70’ini sendromik olmayan isitme kayiplart olusturmaktadir. Sendromik olmayan
dogumsal isitme kayiplarmin yaklasik %70-80°1 otozomal resesif, %20’si otozomal
dominant, yaklasik %2’si X e bagli ve %1°den az1 da mitokondriyel kalitim gostermektedir.
Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybindan sorumlu 114 lokus tanimlanmis ve
bu lokuslarin 23’{indeki sorumlu gen heniiz bilinmemektedir. Sendromik olmayan otozomal
dominant isitme kaybindan sorumlu ise 82 lokus tanimlanmis ve bu lokuslarin 15’indeki
sorumlu gen heniiz bilinmemektedir. Isitme kaybinin genetik etiyolojisini aydinlatma
siirecine katki saglamay1 amaglayan bu tez calismasi kapsaminda, dordii otozomal resesif
(TR-15, TR-37, TR-33, TR-59) ve biri otozomal dominant (TR-16) kalitim gd&steren
sensorindral isitme kayipli toplam bes ailede tim ekzom dizileme yaklasimi ile sorumlu
genetik etiyoloji arastirildi. TR-37 nolu ailede igitme kaybu ile iligkilendirilmis olan GPSM?2
geni iizerinde daha 6nce rapor edilmis olan ¢.1093C>T (p.Arg365*) varyasyonu homozigot
olarak belirlendi. TR-15 ve TR-33 nolu ailelerde ise daha once isitme kaybi ile
iliskilendirilmis olan sirasiyla TBC1D24 ve EPSSL2 genleri iizerinde sirasiyla ¢.889C>T
(p.-Arg297Cys) ve c.1921delG (p.Ala641Profs*13) olmak {izere iki yeni varyasyon
homozigot olarak belirlendi. TR-59 ve TR-16 nolu ailelerde ise daha dnce igitme kaybi ile
iliskilendirilmemis olan sirasiyla DLGAP2 geni 1lzerinde homozigot ¢.2554G>A
(p.Ala852Thr) varyasyonu ve PHTF2 geni lizerinde heterozigot ¢.2141T>G (p.Leu714Arg)
varyasyonu ailelerdeki genetik etiyolojiyi i¢in en giiclii adaylar olarak belirlendi. Ozetle, bes
ailede sensorindral isitme kaybinin genetik etiyolojisini aydinlatmaya yonelik olarak
ylriitiilen bu tez caligmasi1 kapsaminda bir ailede bilinen bir varyasyon, iki ailede bilinen
genler iizerinde iki yeni varyasyon tanimlanirken iki ailede isitme kaybu ile iligkili olabilecek

iki giiclii aday gen belirlendi.

Anahtar Kelimeler: isitme kaybi, sendromik olmayan isitme kaybi, tiim ekzom dizileme
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ABSTRACT

Investigation of Genes Responsible for Non-Syndromic Autosomal Recessive Hearing

Loss with Next Generation Sequencing Approach

Hearing loss is one of the most common sensory disorders that can affect all age
groups. Congenital hearing loss is seen in 1 in 1000 births. More than 50% of hearing loss
is due to genetic factors, while the rest is due to environmental factors. Approximately 70%
of the hearing loss caused by genetic factors is non-syndromic hearing loss. Approximately
70-80% of non-syndromic congenital hearing loss is autosomal recessive, 20% is autosomal
dominant, approximately 2% is X-linked, and less than 1% is mitochondrial inherited. Up to
date, 114 loci have been identified as responsible for non-syndromic autosomal recessive
hearing loss, and the gene responsible for 23 of these loci is not yet known. Similarly, 82
loci have been identified as responsible for non-syndromic autosomal dominant hearing loss,
and the gene responsible for 15 of these loci is not yet known. In this thesis study, which
aims to contribute to the elucidation of the genetic etiology of hearing loss, the responsible
genetic etiologies were investigated in a total of five families with sensorineural hearing loss,
four of which were autosomal recessive (TR-15, TR-37, TR-33, TR-59) and one of which
was autosomal dominant (TR-16). In family TR-37, the previously reported ¢.1093C>T
(p.Arg365*) variation on the GPSM?2 gene, which has been associated with hearing loss, was
determined as homozygous. In families TR-15 and TR-33, two new variations, ¢.889C>T
(p.-Arg297Cys) and ¢.1921delG (p.Ala641Profs*13), were determined as homozygous on the
TBCID24 and EPSSL2 genes, which have been previously associated with hearing loss,
respectively. In families TR-59 and TR-16, the homozygous ¢.2554G>A (p.Ala852Thr)
variation on the DLGAP2 gene and the heterozygous ¢.2141T>G (p.Leu714Arg) variation
on the PHTF?2 gene, which have not been previously associated with hearing loss, were
determined as the strongest candidates for the genetic etiology in the families. In summary,
within the scope of this thesis study conducted to elucidate the genetic etiology of
sensorineural hearing loss in five families, a known variation was identified in one family,
two new variations on known genes were identified in two families, and two strong candidate

genes that may be associated with hearing loss were identified in two families.

Keywords: Hearing loss, non-syndromic hearing loss, whole exome sequencing
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1. GIRIS ve AMAC

Genetik hastaliklar, mutasyonlarin genetik materyali etkileme ve gevresel faktorlerden
etkilenme durumuna gore; tek gen hastaliklari, kromozomal hastaliklar ve multifaktoriyel
hastaliklar olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (1). Isitme kaybi, genetik veya ¢evresel
faktorlere bagli olarak ortaya ¢ikabilen, kismen ya da tamamen isitme yetersizligi olarak
tanimlanan klinik ve genetik olarak heterojen bir duyusal bozukluktur (2). Isitme kaybi yeni
dogan her 1000 ¢ocuktan birinde goriilmektedir (3, 4). Isitme kayb1, konjenital veya dogum
sonras1 donemde ortaya ¢ikabildigi gibi, yalnizca bir kulagi ya da her iki kulagi birden de
etkileyebilmektedir (3).

Isitme kayiplarmnin etiyolojisinin énemli bir kismindan genetik faktorler sorumlu iken
bir kisminda da enfeksiyon, travma, ototoksik ilaglar, prematiire dogum, ila¢ kullanima,
giiriiltii maruziyeti gibi cevresel faktorler rol oynamaktadir (5-7). Isitme kayiplari;
etiyolojisine, baglama yasina, etkilenen anatomik yapiya, fenotipik 6zelligine, kalitim
kalibina ve kayip diizeyine gore ¢esitli siniflandirmalara tabi tutulmaktadir (7-9). Farkli bir
patolojik bulgunun eslik edip etmemesine bagli olarak isitme kayiplari sendromik ve
sendromik olmayan isitme kaybi olarak iki alt gruba ayrilmaktadir (7, 8). Genetik faktorlerin
sorumlu oldugu isitme kayiplarinin yaklasik %70’ini sendromik olmayanlar, %30’unu ise

sendromik isitme kayiplar1 olusturmaktadir (3, 8).

Ozgiin fenotipik bulgular1 sayesinde sendromik isitme kayiplarinda taniin konulmasi
ve sorunlu genin belirlenmesi nispeten daha kolaydir. Bu sayede sendromik isitme
kayiplarindan sorumlu genlerinin neredeyse tamami tanimlanmistir. Buna karsin, sendromik
olmayan isitme kayiplarindaki yiiksek genetik heterojenite ve fenotipik benzerlik sorumlu

genlerin tanimlanmasini zorlastirmaktadir (10).

Sendromik olmayan isitme kayiplari ile iliskili olarak bu zamana kadar 205 lokus
tanimlanmistir. Bu lokuslardan 165’indeki sorumlu gen belirlenmis, 40 lokustaki sorumlu
gen ise halen daha bilinmemektedir (11, 12). Isitme kaybindan sorumlu genlerin
tanimlanmast; hastaligin erken tanis1 ve isitme kaybi diizeyine gore bireye uygun tedavi
stratejisinin belirlenmesinde 6nem arz etmektedir. Siddetli ve derin isitme kayiplarinin
tedavisinde tek alternatif olan koklear implant uygulamasinda da genetik etiyolojinin
biliniyor olmasi tedavide biiyiik dnem tagimaktadir (13). ilgili bireydeki genetik etiyolojinin
biliniyor olmasi ve bu etiyolojinin koklear sinir ve sonrasini etkileyip etkilenmediginin

ortaya konulmus olmasi koklear implant tedavisinin karar siirecinde yol gosterici olmaktadir
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(13). Bu durum, isitme kaybindan sorumlu genlerin tanimlanmasi ve tanimlanan genlerin
isitme sisteminin hangi yapilarinda ifade edildiginin belirlenmesi gerektigini

gostermektedir.

Bu noktadan hareketle, tez calismasi kapsaminda, sendromik olmayan otozomal
resesif sensorindral igitme kayipli bireylerin bulundugu bes ailede tiim ekzom dizileme
yontemi ile genetik etiyolojinin aydinlatilmas1 amaglanmaktadir. Bu yolla tanimlanabilecek
yeni genler ile isitme kaybmin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi ve tedavi

stratejisinin belirlenmesi siirecine katki saglanmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Isitme Fizyolojisi

Isitme; dis kulak, orta kulak, i¢ kulak, koklear sinir (sekizinci kranial sinir/isitme siniri)
ve beyinde isitmenin anlamlandirildigir temporal lob olmak iizere bes anatomik yapi ile
gerceklesmektedir (14, 15). Dis kulak; kulak kepgesi, dis kulak kanali ve kulak zari
(timpanik membran) olmak iizere ii¢ kisimda degerlendirilmektedir (Sekil 1) (15, 16). Orta
kulak; dis kismini1 kulak zarinin olusturdugu disaridan igeri dogru sirasi ile ¢ekig, ors ve
tizengi adindaki ii¢ kemikgikten, dstaki borusundan ve oval pencereden olusmaktadir (15,
16). I¢ kulak ise isitme sisteminin merkezi yapisi olan koklea ve labirent benzeri bir yapiya
sahip olan temporal kemik iizerine yerlesmis denge sisteminden sorumlu vestibiil ve
semisiirkiiler kanallardan olugmaktadir (16). Koklear sinir, spiral ganglionda bulunan
noronlarin aksonlarindan olusur ve i¢ kulaktan aldigi elektriksel sinyalleri temporal loba
tagir. Temporal lob iginde yer alan isitsel korteks, i¢ kulak tarafindan elektriksel sinyallere

doniistiiriilen sesin anlamlandirildigi bolgedir (17-19).
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Vestibiiler sinir
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kepgesi Koklea

Dis kulak kanal Timpanik
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Kulak zan
(timpanik
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Yuvarlak
pencere

Bu sekil Miao’dan modifiye edilerek hazirlanmustur.

Sekil 1. Dis, orta ve i¢ kulagin goriiniimii (Miao’dan, (16))

Ses dalgalarinin tirettigi mekanik hareketi elektriksel sinyallere doniistiiren ve isitme
sisteminin merkezi yapisit olan koklea; baziller membran ve Reissner’s membranin ii¢
bolmeye ayirdigi i¢i sivi ile dolu scala vestibiili (vestibiiler bosluk), scala media (koklear

kanal) ve scala timpani yapilarindan olusmaktadir (Sekil 2). Scala media, stria vaskiilaris



tarafindan salgilanan potasyum miktar1 yiiksek, sodyum miktar1 diisiik endolenf sivist ile
doludur. Scala media kokleanin membran yapidaki kanali olup i¢erisinde mekanik hareketin
eletriksel sinyallere doniistiiriilmesinde rol oynayan korti organini barindirmaktadir. Korti
organti; korti tiineli, i¢ ve dis tiiylii hiicreleri, destek (Supporting) hiicreleri (Deiters, Hensens,
Inner sulcus ve Pillar destek hiicreleri), baziller membran ve tektoriyal memrandan
olugmaktadir. Baziller membranin tektoriyal membrana bakan tarafinda tiiylii hiicreler ve
destek hiicreleri bulunmaktadir (Sekil 2) (20, 21). i¢ kisimda yer alan tiiylii hiicreler tek, dis
kisimda yer alan tiiylii hiicreler ise ii¢ sira halinde dizilmistir (Sekil 3). i¢ tiiylii hiicreler;
koklear sinire ve temporal lobun parcasi olan isitme korteksine sinyal ileten reseptor
hiicreleri olarak gorev yapar. Dis tiiyli hiicreler ise hem seslerin algilanmasina katk1
saglayan sensor elemanlarina hem de sesin isitme seviyesini ve frekans seciciligini
diizenleyen motor elemanlarina sahiptir. Karsilikli olarak i¢ (tek sira) ve dis (V seklinde {i¢
sira) tiiylii hiicreler disaridan iceri dogru biiyiikten kiigiige dogru siralanmis apikal bolgede

yerlesik olan stereosilyalara sahiptir (Sekil 3) (22).
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Sekil 2. Koklea kesiti ve korti organinin yapisi (Audio Archive’den (20))



ANNANABRAANS
NAAANAARN AN

PN ENTS SIS SIS NN

Sekil 3. i¢ ve dis tiiylii hiicrelerin taramali elektron mikroskobu goriintiisii (Grillet’den, (22))

2.2. Isitme Mekanizmasi

Isitme, kulagmn anatomik yapilarinda gerceklesen islemler sonucunda elde edilen
elektriksel sinyallerin koklear sinir ile beynin temporal lobunda bulunan isitsel kortekse
aktarilarak anlamlandirilmasi siirecidir (14, 15). Isitme, kulak kepgesi tarafindan toplanan
ses dalgalarinin dis kulak kanaliyla amplifiye edilerek kulak zarina (timpanik membran)
iletilmesi ile baslar (23). Kulak zar1 gelen ses ile titresir. Bu titresim, orta kulakta bulunan
cekic, ors, lizengi kemikgiklerini hareket ettirir. Hareket eden kemikgiklerden {izengi ile oval
pencereye titresimler iletilir. Vestibiil yardimi ile vestibiiler kanaldaki perilenf sivisinin
dalgalanmasina neden olur. Perilenf sivisindaki dalgalanma hareketi koklear kanaldaki
endolenfe yansiyarak, tektoriyal membranda titresimlere neden olur. Tektoriyal
membrandaki titresimler i¢ ve dis tiiylii hiicreler tizerindeki stereosilyalarin hareket etmesini
saglar. Stereosilyalarin tepe uc¢larindaki harekete duyarli mekanik kanallar agilarak, hiicre
igerisine dogru endolenften potasyum iyonlarinin gegisi gerceklesir ve hiicreler depolarize
olur. Potasyum iyonlarinin silya hiicrelerinin igine girmesi, hiicreyi depolarize eder ve
bazolateral bolgedeki kalsiyum kanallar1 agilir. Kalsiyum kanallarinin agilmasi, hiicre
igerisine kalsiyum iyonlariin girmesine neden olur (Sekil 4) (23). Kalsiyum iyonlari, silya
hiicrelerine girerek bu hiicrelerin bazal bolgelerindeki sinaptik  vezikiillerden
norotransmitterlerin salinimini tetikler. Bu nérotransmitterler, koklear siniri uyararak isitsel

sinyallerin beyne iletilmesini saglar (23).



Mekanik kanallar
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Bu gekil Carlson’dan modifiye edilerek hazirlanmigtir.

Sekil 4. Tiiyli hiicrelerde iyon homeostazi (Carlson’dan, (23)).

Isitme siirecinin devam edebilmesi i¢in tiiylii hiicrelerde aksiyon potansiyeli olusturan
potasyum iyonlarinin endolenfe geri donmesi gerekmektedir. Bunun i¢in potasyum iyonlari
oncelikle KCNQ4 geni tarafindan kodlanan potasyum kanallari1 araciligi ile tiiylii hiicreleri
bazolateral taraftan terk ederek supporting hiicrelerine gecerler (24). Tiyli hiicreler tekrar
polarize olurlar. Potasyum iyonlar1 gap junctionlar aracilig1 ile basit difiizyonla supporting
hiicrelerin bazolateral bolgelerindeki kanallar1 gegerek Stria vaskularise tasmirlar.
Sonrasinda, potasyum iyonlari, KCNQI ve KCNEI genleri tarafindan kodlanan potasyum

kanallari ile tekrar endolenfe taginir (24).
2.3. Isitme Kaybi ve Simiflandirilmasi

Genetik hastaliklar, mutasyonlarin genetik materyali etkileme ve gevresel faktorlerden
etkilenme durumuna gore; tek gen hastaliklari, kromozomal hastaliklar ve multifaktoriyel
hastaliklar olmak {izere ii¢ gruba ayrilmaktadir (1). Isitme kaybi, genetik ve g¢evresel
faktorlere bagli olarak ortaya ¢ikabilen, kismen veya tamamen duyma yetersizligi olarak

tanimlanan, klinik ve genetik olarak heterojen bir duyusal bozukluktur (2). Isitme kaybu,



konjenital veya dogum sonrasi olugabildigi gibi yalnizca bir kulag: da etkileyebilmektedir.
Isitme kaybi; bireylerin konusma yetisini, ¢evresel, biligsel, sosyal ve duygusal gelisimini
dogrudan etkileyebildigi i¢in yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir (3). Isitme
kayiplari; etiyolojisine, baslama yasina, etkilenen anatomik yapiya, fenotipik 6zelligine,
kalitim kalibina ve kayip diizeyine gore cesitli siniflandirmalara tabi tutulmaktadir (Tablo 1)

(7-9).

Tablo 1. Isitme kayiplarinin siniflandiriimasi.

Etiyolojisine Gore Kaynak

= Kalitsal (genetik): Tek bir gendeki varyasyon (monogenik) ya da iki farkli gen

iizerindeki varyasyon (digenik) ile birlikte ¢cevresel faktorlerin kombine etkisi ile

olusabilir. 7
= Kalitsal olmayan (non-genetik): Travma, enfeksiyon ve ototoksik ila¢ kullanimi, uzun

stireli giiriiltilye maruziyet sonucu olusabilir.

Baslama Yasina Gore

Konjenital

Prelingual: Dil Gelisimi Oncesi :0-2 yas

Perilingual: 2-6 yas aralig1

Postlingual: Dil Gelisimi Sonrasi: 6 yas ve lizeri
Etkilenen Anatomik Yapiya Gore

(€))

= [letim Tipi Isitme Kaybi: D1s (kulak zar1 perforasyonu ve orta kulakta olusan
bozukluklar (kemikgiklerde olusan hasar, sivi birikimi sonucu kalic1 olmayan hasarlar
sonucu olusur.

»  Sensérinéral Isitme Kaybi: 1¢ kulakta genellikle de koklea da olusan bozukluklar,
isitsel sinirdeki hasar gordiigiinde veya sesi olmasi gerektigi gibi isleyemediginde
olusur.

»  Karisik (Mikst) Tip Isitme Kaybu: Tletim tipi isitme kayb1 ve sensorinal isitme kaybinin
ayni anda goriilmesi durumunda olusur

Fenotipik Ozelligine Gore

(7

= Sendromik
= Sendromik Olmayan

(7

Kahtim Kahibina Gore

= Otozomal Resesif
*  Otozomal Dominant @)
= (insiyete bagh ve Mitokondriyel Kalitim

Kayip Diizeyine Gore

Hafif Isitme Kaybi: 26-40 dB siddetindeki sesleri isitmeme

Orta Derecede Isitme Kaybi: 41-60 dB siddetindeki sesleri isitmeme

Orta-Siddetli Isitme Kaybi: 61-80 dB siddetindeki sesleri isitmeme @)
Siddetli Isitme Kaybi: 81-95 dB siddetindeki sesleri isitmeme

Derin Isitme Kaybi: 95 dB’den daha yiiksek siddetteki sesleri isitmeme




2.4. Isitme Kayiplarinin Genetigi

Isitme kayb1 yeni dogan her 1000 ¢ocuktan birinde gériilmektedir (3, 4). Diinya Saglik
Orgiitii’'niin acikladig1 giincel verilere gore diinya niifusunun %5’inden fazlasina karsilik
gelen yaklasik 430 milyondan fazla bireyin isitme kayipli oldugu ve bu sayimin yaklasik 34

milyonunun ¢ocuk oldugu rapor edilmistir (25).

Isitme kayiplarmnin etiyolojisinin énemli bir kismindan genetik faktorler sorumlu iken
bir kisminda da enfeksiyon, travma, ototoksik ilaglar, prematiire dogum, ila¢ kullanima,
gliriiltii maruziyeti gibi cevresel faktorler rol oynamaktadir (26). Dogumsal isitme
kayiplarinin %50’si genetik bir etiyolojiye baglidir. Bunlarin ise %30’u sendromik, %70’

sendromik olmayan isitme kayiplaridir (27).

Sendromik isitme kayiplarinda bir veya birden fazla doku ve organdaki patolojinin
isitme kaybina eslik ettigi goriilmektedir (3, 7, 8). Sendromik olmayan isitme kaybinda ise
isitme kaybina eslik eden ikinci bir patoloji veya anomali goriilmemektedir (3, 8). Bununla
birlikte, sendromik isitme kayiplarinda goézlemlenen ilave bozukluklarin bir kisminin
belirlenebilmesi detayli klinik degerlendirmeler gerektirmektedir (10). Bu nedenledir ki,
isitme kayiplari ile iliskilendirilen genlerin bir kism1 baglangigta sendromik olmayan isitme
kayiplar ile iligkilendirilmisken sonrasinda sendromik isitme kayiplarina neden olduklar
gosterilmistir (8). DSPP, MYHY ve GPSM2 gibi genler bu duruma 6rnek verilebilmektedir
(11). Bunun yaninda, bir gendeki varyasyonlarin bir kismi sendromik igitme kaybina neden
olurken diger bir kism1 sendromik olmayan isitme kayiplarina neden olabilmektedir (8).

MYO7A, TBCID24, PCDH15 ve EYA4 gibi genler buna 6rnekler olarak verilebilmektedir
(11).

En sik goriilen sendromik isitme kayiplar1 arasinda Waardenburg sendromu (OMIM
#193500), Alport sendromu (OMIM #203780), Usher sendromu (OMIM #276904), Pendred
sendromu (OMIM #274600), Branchio-Oto-Renal sendromu (OMIM #113650), Mohr-
Tranebjaerg sendromu (OMIM #304700) yer almaktadir (28). Bu sendromlarin klinik olarak
ayrimlarinin kolaylikla yapilabiliyor olmasit ve tek gen kalitimi gostermeleri sorumlu
genlerin daha hizli bir sekilde tanimlanabilmesini miimkiin kilmaktadir (10). Sendromik

isitme kayiplarindan sorumlu 152 gen tanimlanmistir (Tablo 2).



Tablo 2. Sendromik isitme kayiplari ile iliskilendirilmis genler.

Gen adi OMIM Kalitim Kalib1 Gen adi OMIM Kalitim Kalib1
AFG24 616577 OR ZNF469 229200 OR
CEP78 617236 OR CACNAID 614896 OR
ATP6V0A4 602722 OR CDI151 609057 OR
SLC29A43 602782 OR FKBP14 614557 OR
ABHDI12 612674 OR GGPS1 619518 OR
DNAJC3 616192 OR FGFR3 610474 OR, OD
EXOSC2 617763 OR LRP2 222448 OR
DLX5 183600 OD ERCC6 133540 OR
NMNATI 619260 OR SALL4 147750 OD
AFG2B * 619616 OR PRORP 619737 OR
ERALI 617565 OR GPSM2 604213 OR
KITLG * 619947 OR CLPP 614129 OR
PSMC1 620071 OR NAGA 609242 OR
RAII 182290 OR USHIC * 276904 OR
CLRNI1 276902 OR MYO74 * 276900 OR, OD
COL4A44 203780 OD CDH23 * 601067 OR, OD
KCNQI 220400 OR USHIG * 606943 OR
KCNE1] 612347 OR WHRN * 607928 OR
TWNK 616138 OR SLC26A44 * 274600 OR
POLG 157640 OD ESPN * 618632 OR
HSD17B4 233400 OR BSND * 602522 OR
HARS?2 614926 OR IARS?2 616007 OR
COL9A43 620022 OR TCOF1 154500 OD
POLRIC 248390 OR POLRIB 618839 OD
SNAI2 193510 OR POLRID 613717 OR, OD
EDN3 613265 OR, OD PHYH 266500 OR
CIB2 * 614869 OR GPRY98 605472 OR
PNPTI* 614932 OR MYHI4 * 614369 OD
COL9A1 614134 OR DIAPH3 609129 OD
USH2A4 276901 OR EDN3 613265 OR, OD
ATP6VIBI 267300 OR MEOXI 214300 OD
SLC4A11 217400 OR POLRIC 248390 OD
SLITRK6 221200 OR NF2 101000 OD
FOXCI 602482 OD COL4A45 301050 X’e Baglh
ATPIA3 601338 OD SF3B2 164210 OD
ATPI1IA * 620384 OD SALLI 107480 OD
TMEMA43 619832 OD SF3B4 154400 OD
SERPINFI 613982 OR TIMMS8A 304700 X’e Baglh
FOXLI 620576 OD GATA3 146255 OD
SIX5 610896 OD GJBI 302800 X’e Baglh
SIX1* 608389 OD NLRP3 191900 OD
HOXAI 601536 OR CCBEI 235510 OR
MIA3 619269 OR ACTGI* 614583 OD
NDP 310600 X’e Baglh FMNI (29) OR
CISD2 604928 OR IHH (30) OR
ERCCS 216400 OR SLC33A1 3D OR
PEX7 215100 OR SEMA3E (32) OD
ALMS1 203800 OR JAGI 617992 OD
KCNJI 241200 OR USH2C (33) OR
FGF3 610706 OR VTN (34) OD
BCOR 300166 X’e Baglh MPZ 607736 OD
FAT4 615546 OR MEPE (35 OD



https://www.omim.org/entry/610474
https://www.omim.org/entry/276900
https://www.omim.org/entry/605516
https://www.omim.org/entry/618939
https://omim.org/entry/614134
https://www.omim.org/entry/214300
https://www.omim.org/entry/602482
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Tablo 2. (Devam)

Gen ad1 OMIM Kahtim Kalib1 Gen ad1 OMIM Kahtim Kalib1
124000 OR " 619196 OR
BCSIL 262000 OR KARSI 619147 OR
234580 OR 613090 OR
PEXI 601539 OR CLCNKB 607364 OR
607371 OR “ 605472 OR
ACTB 243310 OD PDZD7 276901 OR
620536 X’e Baglt 614116 OD
COL4A3 104200 OD DNMTI 604121 OD
277580 OD 301835 OR
EDNRB 600501 OR PRPSI 300661 X’e bagh
600791 OR 615300 OR
KCNJI0 612780 OD LARS? 617021 OR
616617 OR " 601067 OR, OD
PEX6 614863 OR, OD PCDHI3 602083 OR
215150 OR 614284 OR
%
CORE? 184840 OD QLLpa2 108300 OR
222300 OR 620186 OD
%
WESI 614296 OD RMT20 147920 OD
614609 oD 214800 OD
SMARCA4 620792 OD B 612370 OD
165500 oD 108300 OD
Ol 125520 OD COL24) 132450 OD
101400 OD " 604841 OD
TWISTI 617746 OD s 154780 OD
163950 oD
PTPNI11 151100 oD AQP4 (36,37)
118100 OD 148820 OR
GDF6 617898 OD PAX3 122880 OD
193510 oD 193500 oD
MITF 615338 OR
617306 OR TBCI1D24 * 220500 OR
103500 OD 608105 OR
166200 OD 113650 OD
166210 OD
COLIAI 250420 oD EYAI 166780 OD
166220 OD 602588 OD
611584 OD GRHL2* 616029 OR
SOX10 609136 OD CEP250* 618358 OR
613266 OD MYH9 155100 OD
NDUFS4 252010 OR EYA4* 605362 OD
PTPNI4 600791 OR USP53 619658 OR
HOXA2 612290 OR, OD TRRAP* 618454 OD
NOP10 620425 OR DKCI 301108 X’e bagh
PEX26 OR DIAPHI* 124900 OD
PTRH?2 616263 OR SLCI19A42 249270 OR

(*) isareti, genin sendromik ve sendromik olmayan isitme kaybindan sorumlu oldugunu belirtmektedir.

Sendromik olmayan dogumsal isitme kayiplarinin yaklasik %70-80°1 otozomal resesif,

%20’s1 otozomal dominant, yaklasik %2’si X’e bagli ve %1’den az1 da mitokondriyel
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kaliim gostermektedir (27). Prelingual isitme kayiplar1 otozomal resesif, otozomal

dominant, X’e bagl ve mitokondriyel kalitim gosterirken postlingual isitme kayiplarinda

genellikle otozomal dominant kalitim goriilmektedir (6, 38, 39).

Isitme kaybindan sorumlu gen lokuslar1t DFN (DeaFNess) olarak adlandiriimakta ve

otozomal dominant olarak kalitilanlar DFNA, otozomal resesif olarak kalitilanlar DFNB,

X’e bagh olarak kalitilanlar DFNX ve Y’ye bagli olarak kalitilanlar DFNY olarak

adlandirilirken, kesif sirasina goére de numaralandirilmaktadir (10). Bu zamana kadar

sendromik olmayan isitme kaybindan sorumlu 205 DFN lokusu tanimlanmis olmakla

birlikte, 40 lokustaki sorumlu gen heniiz bilinmemektedir. Sendromik olmayan isitme

kaybindan sorumlu 91 gen otozomal resesif (Tablo 3), 67 gen otozomal dominant (Tablo 4),

7 gen X ve Y’ye bagli, 9 gen mitokondriyel kalitim kalib1 (Tablo 5) gostermektedir.

Tablo 3. Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybindan sorumlu genler.

Lokus Adi Gen Ad1 Gorev/Fonksiyon Kaynak

DFNBIA GJB2 ** Iyon Homeostaz Proteini-Hiicreler arasinda iyon ve molekiil gegisi

DFNBIB GJB6 ** Iyon Homeostaz Proteini -Hiicreler arasinda iyon ve molekiil gegisi

DFNB2 MYO74 *  Motor Protein-Stereosilyalarda yapisal ve fonksiyonel motor proteini

*%

DFNB3 MYOI154 Motor Protein-Sereosilyalarda yapisal ve fonksiyonel motor protein

DFNB4 SLC26A44 *  Iyon Kanali Proteini-Sivi dengesini ve iyon tagmimimi diizenleme

DFNB5 Bilinmiyor

DFNB6 TMIE Transmembran  Protein-Stereosilyalarinin ~ uglarinda ~ bulunan
mekanoelektriksel transdiiksiyon (MET) kompleksinin diizenlenmesi

DFNB7/11 TMC] ** Transmembran Proteini-Ses sinyallerinin algilanmasinda ve doniisiimii

DFNBS8/10 TMPRSS3 Transmembran protein-Ig kulakta ses iletiminde rol oynayan
proteinlerin aktivasyonunda gdrev alir.

DFNB9 OTOF Noral Iletim Proteini-Sinapslarda kalsiyum bagimli nérotransmitter
salinimini diizenleme

DFNBI12 CDH23 * Adezyon Proteini-Kalsiyum bagimli hiicre adezyon proteinleri,
stereosilya organizasyonu ve stabilizasyonu

DFNBI3 Bilinmiyor (11)

DFNB14 Bilinmiyor

DFNBI15/72/95 GIPC3 Adaptdr protein-Tiiylii hiicrelerinin devamliligy, hiicresel sinyal iletimi

DFNBI16 STRC Yapisal Protein- Stereosilyalarinm dogru yapilanmasi, stereosilyalarin
arasindaki baglantilarin olusumu

DFNB17 Bilinmiyor

DFNBISA USHIC * Hiicre Iskeleti Proteini-Stereosilyalarin diizenlenmesi ve stabilizasyonu

DFNB18B oT0G Ekstraseliiler Matriks Proteini-Kalsiyum seviyelerini diizenleme

DFNB20 Bilinmiyor

DFNB21 TECTA ** Yapisal Protein-Tectoriyal membranda yapisal protein

DFNB22 OTOA Transmembran protein- Tiyli hiicrelerin mekanik transdiiksiyon
sisteminde ve sesin elektriksel sinyallere doniisiimiinii saglayan
stereosilyalarin organizasyonu

DFNB23 PCDHI5 * Adezyon Proteini- Stereosilyalarinin normal gelisimi ve islevi

DFNB24 RDX Hiicre Iskeleti Proteini-Aktin organizasyonu

DFNB25 GRXCRI Hiicre Iskeleti Proteini -Aktin organizasyonu
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Tablo 3. (Devam)

DFNB26 GABI Adaptor protein/sinyal iletim proteini-Tiyli hiicreler ve destek
hiicrelerin gelisimi, i¢in gerekli sinyal yollarinin diizenlenmesi

DFNB27 Bilinmiyor

DFNB28 TRIOBP Hiicre Iskeleti Proteini-Aktin filamentlerine baglanarak hiicre
iskeletinin diizenlenmesi

DFNB29 CLDNI14 Tight Junction- Endolenf ve perilenf sivilart arasinda iyon dengesini
saglayan siki baglantilar

DFNB30 MYO34 ** Motor Proteinler-Stereosilyalarda yapisal ve fonksiyonel motor
protein

DFNB31 WHRN * Makromolekiil organizasyonu

DFNB32/105 CDCI144 Hiicre Iskeleti Proteini-Tiiylii hiicrelerin gelisimi ve stereosilya
organizasyonunda gorev alir.

DFNB33 Bilinmiyor

DFNB35 ESRRB Transkripsiyon Faktorii-Ig kulakta iyon dengesi ve hiicre
metabolizmasinin diizenlenmesi

DFNB36 ESPN * **  Hiicre Iskeleti Proteini-Tiiylii hiicrelerin gelisimi ve stereosilya
organizasyonu

DFNB37 MYOG6 ** Motor Proteini-Stereosilyalarda yapisal ve fonksiyonel motor
proteini

DFNB38 Bilinmiyor

DFNB39 HGF Sinyal fletim Proteini-Stereosilyalarin gelisimi ve farklilagmasini
saglama

DFNB40 Bilinmiyor

DFNB42 ILDRI Tight junction-Epitel bariyerin devamlilig1

DFNB44 ADCY1 Integral Membran Proteini-Hiicresel siireclerde ve ikincil haberci
cAMP {iretimi

DFNB45 Bilinmiyor

DFNB46 Bilinmiyor

DFNB47 Bilinmiyor

DFNB48 CIB2 * Membran Proteini-Kalsiyum seviyerleri, MET alt birimi

DFNB49 MARVELD? Tight junction-Siki baglantilar ve epitel bariyer diizenleme (11)

DFNB49/112 BDPI Transkripsiyon faktorii

DFNBS51 Bilinmiyor

DFNB53 COLI]1A2 * Ekstraseliller Matriks Proteini- I¢ kulaktaki kikirdak yapilarin
gelisimi

DFNB55 Bilinmiyor

DFNB59 PJVK Néral letim Proteini-Ses sinyallerinin iletimi

DFNB60 SLC22A44 fyon Kanal Proteini-S1v1 dengesini ve iyon tasmimini diizenleme

DFNB61 SLC2645 fyon Kanal1 Proteini-S1v1 dengesini ve iyon tasmimimni diizenleme

DFNB62 Bilinmiyor

DFNB63 LRTOMT Transmembran proteini-ig kulaktaki yapilarm post-translasyonel
modifikasyonlarinin gergeklesmesi

DFNB65 Bilinmiyor

DFNB66 DCDC2 Hiicre Iskeleti Proteini-Stereosilyalarin yapisal ve islevsel
biitiinliigiinii koruma

DFNB67 LHFPL5 Transmembran proteini-Stereosilyalarin  organizasyonunda ve
mekanik ses sinyallerinin elektriksel sinyallere doniistiiriilmesi

DFNB68 S1PR2 Periferik membran proteini

DFNB70 PNPTI Mitokondriyel Protein

DFNB71 Bilinmiyor

DFNB73 BSND * Iyon Kanal1 Proteini-Kloriir iyonlarinin tagimmasi ve hiicresel iyon
dengesinin saglanmasi

DFNB74 MSRB3 Enzimatik protein-i¢ kulakta oksidatif stresin ydnetilmesinde ve
hiicrelerin korunmasi

DFNB76 SYNE4 Hiicre Iskeleti Proteini-i¢ kulakta bulunan tilylii hiicrelerinin diizgiin
bir sekilde sekillenmesi ve korunmasi

DFNB77 LOXHDI Yapisal Protein- I¢ kulaktaki tiiylii hiicrelerinin fonksiyonu

DFNB79 TPRN Hiicre Iskeleti Proteini-Hem i¢ hem de dig tiiylii hiicrelerin
stereosilyalarin geligimi

DFNB8&0 Bilinmiyor
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Tablo 3. (Devam)

DFNBS1
DFNBS3
DFNBS84A
DFNB84B
DFNBS5
DFNBg6

DFNB88

DFNBS§9
DFNB90
DFNB91

DFNB93

DFNBY%4
DFNB96
DFNB97

DFNB98
DFNB99

DFNB100

DFNB101
DFNB102

DFNB103
DFNB104

DFNB106
DFNB107
DFNB108
DFNB109
DFNBI110

DFNBI11
DFNBI113

DFNB114
DFNBI115

DFNBI116
DFNBI117

DFNBI118
DFNBI119

Bilinmiyor
Bilinmiyor
PTPRQ **
OTOGL
Bilinmiyor
TBCID24 *,

sk

ELMOD3
KARSI *
Bilinmiyor
SERPINBG6
CABP2
NARS?2
Bilinmiyor

MET

TSPEAR
TMEMI32E

PPIP5K2

GRXCR?
EPSS

CLICS
RIPOR?2 **

EPSSL2
WBP2
RORI
ESRPI
COCH

MPZL2
CEACAMI6

sk

GRAP
SPNS2

CLDN9
CLRN2

GDF6
AFG2B *

Integral membran proteini- hiicresel sinyal yollarmni diizenleme
Ekstraseliilermatriks proteini

Noral iletim proteini- Koklear sinir, spiral ganglionun yapisi ve islevi;
sinaptik iletisim sinyallesmesi

GTPase-activating protein (GAP)-aktin iskeletinin dinamigi, algilanmast,
stereosilya morfolojisi

Mitokondriyel Protein

Proteaz inhibitorii -Oksidatif strese karsi koruma saglayarak i¢c kulak
hiicrelerini devamlilig1

Iyon kanali diizenleyici ve néral iletim proteini- kalsiyum iyonlar1 ile
etkileserek hiicresel sinyal iletimini modiile eder

Mitokondriyel Protein

Mekanoelektriksel transdiiksiyon kanali proteini-Tiiylii hiicrelerin
depolarizasyonunu ve elektriksel sinyallerin sinir hiicrelerine iletilmesi
Ekstraseliiler matriks proteini-Hiicresel gelisim ve ECM organizasyonu
Transmembran proteini-I¢ kulaktaki tiiylii hiicreler ve sinaptik iletisim
sinyallesmesi

Hiicre i¢i metabolik dengenin korunmasi ve hiicresel stres yanitlarinn
diizenlenmesi

Hiicresel homeostazin saglanmast

Hiicre Iskeleti Proteini-Stereosilyalarm biiyiime,
hareketliligi

Hiicre Iskeleti Proteini-Aktin filamentlerinin organizasyonu

Hiicre i¢i diizenleyici protein- Mekanoelektriksel transdiiksiyon siireci ve
hiicre i¢i yapilarin diizenlenmesi

Hiicre Iskeleti Proteini-Stereosilyalarm biiyiime,
hareketliligi

Ostrojen ve progesteron reseptdrlerinin (ESR1 ve PGR) transkripsiyonel
koaktivatorii-postsinaptik iskele proteinlerinin diizenlenmesi
Transmembran proteinin-Noral — geligim, hiicre migrasyonu ve
differansiasyon siirecleri

Niikleer protein-Tiiylii hiicresi farklilagsmasi ve koklear epitelyumdaki
genlerin alternatif splicing ile kirpilmasi ve ekspresyonunun
diizenlenmesi

Yapisal protein-Spiral ganglion ve sinir liflerinde

Tiiylii hiicrelerinin yapisal stabilitesi

Yapisal protein-Tectoriyal membran bileseni

farklilagsmasi  ve

farklilagmas1  ve

Integral membran proteini-Sinyal iletimi, hiicre farklilasmas1 ve doku
onarimi gibi siireglerde gorev alir.

Noral iletim proteini-Sinir hiicrelerinin etkilesimini ve biiylimesini
diizenleyerek, sinirsel iletimi destekler.

Tight Junction protein

Transmembran protein-isitme ve denge islevlerinde dnemli olan hiicresel
stireglerin modiile edilmesi

Membran proteini-Koklea ve vestibiiler sistem yapilarinin gelisimi
Hiicresel stres durumlarinda, hasar gormiis veya hatali katlanmig
proteinlerin yikimi
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Tablo 3. (Devam)

DFNB120 MINAR?2 Membran proteini-Mekanik sinyalleri elektriksel sinyallere doniistiiriilmesi
DFNB121 GPRI56 Membran protein-Hiicresel sinyallesmesi, hiicre polaritesi
DFNB122 TMTC4 Transmembran protein-Sinaptik vezikiil flizyonu, protein katlanmas:i ve

protein translokasyonu

DFNB123 STX4 Membran proteini-Vezikiiler tasima, hiicreler arasi iletisim ve noronal
sinyallesme
DFNB124 PKHDILI Membran proteini-Hiicresel polarite, silya fonksiyonu
DFNBI125 GAS2 Hiicre Iskeleti Proteini-Aktin filamentlerine baglanarak hiicre iskeletinin (1)
diizenlenmesi
CEMIP Regiilator protein-ECM'in diizenlenmesi
USHIG * Hicre iskeleti proteini-Stereosilyalarin diizenlenmesi ve stabilizasyonu ve
retinadaki fotoreseptdr hiicrelerin geligimi
LRP5 Transmembran proteini-I¢ kulagin gelisimi sirasinda hiicre farklilagmasi,
proliferasyonu
GOSR2 Periferik membran proteini
CEP250 Hiicre iskeleti proteini-Stereosilya organizasyonu
MAP3K] (40)
IKZF?2 Transkripsiyon faktorii 41
THBSI (42)
(*) isareti, genin sendromik ve sendromik olmayan isitme kaybindan sorumlu oldugunu
belirtmektedir.
(* *) igareti genin hem otozomal resesif hem de otozomal dominant sendromik olmayan isitme
kaybina neden oldugunu belirtmektedir.
Tablo 4. Sendromik olmayan otozomal dominant igitme kaybindan sorumlu genler.
Lokus Adi Gen Ad1 Gorev/Fonksiyon Kaynak
DFNAL DIAPHI * Hiicre Iskeleti Proteini-Stereosilyalardaki aktin
polimerizasyonunu

DFNA2A KCNQ4 fyon Kanali Proteini-Potasyum iyonlarmim hiicreler arasinda

ecisi
DFNA2B GJB3 1gy0n Homeostaz Proteini-Hiicreler arasinda iyon ve molekiil
ecisi

DFNA3A GJB2 ** 1gy0n Homeostaz Proteini-Hiicreler arasinda iyon ve molekiil
gecisi

DFNA3B GJB6 * fyon Homeostaz Proteini-Hiicreler arasinda iyon ve molekiil
gecisi

DFNA4A MYHI4 Motor  Protein-Hiicre  hareketliligi ve hiicre polaritesi
diizenlenmesi

DFNA4B CEACAM]16 ** Yapisal protein-Tectoriyal membran bileseni

DFNAS GSDME Makromolekill Organizasyonu-Piroptozis ile iligkili olarak i¢
kulaktaki hiicrelerin hayatta kalmasi ve islevselligi

DFNAG6/14/38 WFSI * Kalsiyum homeostazi, protein katlanmasi ve hiicredeki stres (11
yanitlari

DFNA7 LMXIA Transkripsiyon faktori

DFNAS/12 TECTA ** Tectoriyal membranda yapisal protein

DFNA9 COCH Ekstraseliiler matriks proteini-Hiicresel gelisim ve ECM
organizasyonu

DFNAI10 EYA4* Transkripsiyon Faktorii

DFNAI11 MYO74 ** Motor Protein-Stereosilyalarda yapisal ve fonksiyonel motor
proteini

DFNA13 COLI11A2* Ekstraseliiler matriks proteini-Hiicresel gelisim ve ECM
organizasyonu

DFNA15 POU4F3 Transkripsiyon =~ Faktorii-Korti ~ organinindaki  hiicrelerin
devamlilig1 igin gerekli olan genlerin transkripsiyonu

DFNA16 Bilinmiyor

DFNA18 Bilinmiyor
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Tablo 4. (Devam)

DFNA20/26
DFNA21

DFNA22

DFNA23
DFNA24
DFNA25

DFNA27
DFNA28
DFNA30
DFNA32
DFNA33
DFNA34
DFNA36

DFNA37
DFNA39
DFNA40
DFNA41

DFNAA43
DFNA44

DFNA47
DFNAA48

DFNA49
DFNAS0

DFNAS51

DFNAS3
DFNAS54
DFNA56

DFNA57
DFNAS5S
DFNAS59
DFNAG60
DFNA64

DFNAG65
DFNAG66
DFNAG67

DFNAG68
DFNA69
DFNA70
DFNA71
DFNA72

ACTGI
RIPOR2 **

MYO6 **

SIX1
Bilinmiyor
SLCI1748

REST
GRHL2
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
NLRP3
TMC1 **

COLI11AI
DSPP *
CRYM
P2RX2

Bilinmiyor
CCDC50

Bilinmiyor
MYOIA4

Bilinmiyor
MIR96

1JP2

Bilinmiyor
Bilinmiyor
INC

Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
SMAC/DIABLO

TBCID24 *, **
CDI164
OSBPL2

HOMER?
KITLG
MCM2
DMXL2
SLC44A44

Hiicre iskeleti Proteini-Aktin organizasyonu

Hiicre ici diizenleyici protein-Mekanoelektriksel transdiiksiyon
stireci ve hiicre i¢i yapilarin diizenlenmesi

Motor Proteini-Stereosilyalarda yapisal ve fonksiyonel motor
proteini

Transkripsiyon Faktorii

Iyon Kanali Proteini-Sivi
diizenlemede gorev alir.
Transkripsiyon Faktorii
Transkripsiyon Faktorii

dengesini ve iyon tasmimini

I¢ kulakta inflamatuvar yanitlarin diizenlenmesinde gorev alir.
Transmembran Proteini-Ses sinyallerinin algilanmasinda ve

doniisiimii

Ekstraseliiler matriks proteini-Hiicresel gelisim ve ECM
organizasyonu

Ekstraseliiler matriks proteini-Hiicresel gelisim ve ECM

organizasyonu, kalsiyum diizenlenmesi

Iyon homeostaz proteini-Kalsiyum homeostazinin diizenlenmesi
ve hiicresel morfogenez

Iyon Kanali Proteini-Kalsiyum, sodyum ve potasyum iyonlarinin
diizenlenmesi ve ¢esitli hiicresel yanitlar

Hiicresel organizasyon ve hiicre iskeleti ile ilgili baz1 biyolojik
stirecler

Motor Protein-Stereosilyalarda yapisal ve fonksiyonel motor
proteini

Koklea ve vestibiiler sistemdeki
diizenlenmesi

Tight junction-fyon gegisini diizenleme ve hiicreler arasi
baglantilar1 saglama

genlerin  ekspresyonunun

Ekstraseliiler Matriks Proteini-Sinaptik plastisite ve ndronal
rejenerasyon

Mitokondriyel protein-Koklea ve vestibiiler sistemde, hiicrelerin
hasar sonrasi 6liimii ve doku onarimi

Noral iletim proteini-Koklear sinir, spiral ganglionun yapisi ve
islevi; sinaptik iletigim sinyallegsmesi

Transmembran protein-i¢ kulakta 6zellikle hasar sonrast doku
onarimi, hiicreler arasi etkilesimler veya hiicresel organizasyon
Transmembran proteini-ic  kulaktaki lipit metabolizmasini
diizenlenmesi

Post sinaptik iskele proteini-sinaptik plastisitede

Membran proteini-Hiicresel gelisim, inflamasyon ve doku onarimi
DNA replikasyonu ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi
Transkripsiyon faktorii

Iyon Kanal1 Proteini-S1v1 dengesini ve iyon tagmimimi diizenleme

an
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Tablo 4. (Devam)

DFNA73
DFNAT74

DFNAT75

DFNA76
DFNAT77
DFNAT78
DFNA79
DFNARS0
DFNAS1

DFNAS2
DFNAS3

DFNAS84
DFNASS
DFNAS86
DFNAS7
DFNASS

DFNAS9
DFNA90

PTPRQ **
PDEIC

TRRAP*

PLSI
ABCCI
SLCI242
SCD5
GREBIL
ELMOD3

ATP2B2
MAPIB

ATPI14
USP48
THOCI
PI4KB
EPHAIO

ATOHI
MYO34 **

GJAI
ESPN **
MYOIC

TMTC2

IFNLRI
NCOA3

Integral membran proteini- hiicresel sinyal yollarin1 diizenleme
Ca?* iyonlarma bagimli olarak aktive olur ve cAMP/cGMP
seviyelerini diistirerek, hiicredeki sinyal yollarin1 modiile etme
Co-aktivator protein-Transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girerek,
i¢ kulaktaki gesitli genlerin transkripsiyonunu diizenleme

Hiicre Iskeleti Proteini-Aktin organizasyonu

Iyon Homeostaz Proteini

fyon Kanal1 Proteini-S1v1 dengesini ve iyon tasmimini diizenleme
Hiicresel metabolizma ve oksidatif stres dengesinin diizenlenmesi
Embriyonik siiregte hiicre farklilasmasi ve diizenlenmesi
Transmembran protein-Hiicresel sinyallesme ve stereosilyalarin
biiyiime, farklilagsmasi ve hareketliligi

Iyon kanal proteini-Hiicresel kalsiyum homeostazim diizenlenmesi
Hiicre iskeleti proteini-Mikrotiibiil organizasyonu ve nd&ronal
farklilagsma

Kalsiyum iyonlarmin taginimi

Embriyonik siirecte i¢ kulak gelisimi

Noéral iletim proteini-i¢ kulaktaki tiiylii hiicreler ve sinaptik iletisim
sinyallesmesi

Transkripsiyon faktorii

Motor Proteinler-Stereosilyalarda yapisal ve fonksiyonel motor
protein

Hiicre Iskeleti Proteini-Stereosilyalarm diizenlenmesi

Motor Protein-Stereosilyalarda yapisal ve fonksiyonel motor
proteini

Transmembran protein-isitme ve denge islevlerinde 6nemli olan
hiicresel siiregleri modiile etme

Regiilator protein-isitme hiicrelerinin gelisimi ve farklilagmasi igin
gerekli genlerin ekspresyonunun diizenlenmesi

(11)

(43)
an
(44)
(45)
(46)
(1)
(47)

(*) isareti, genin sendromik ve sendromik olmayan isitme kaybindan sorumlu oldugunu
belirtmektedir.
(* *) isareti genin hem otozomal resesif hem de otozomal dominant sendromik olmayan igitme
kaybina neden oldugunu belirtmektedir.
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Tablo 5. Cinsiyete bagli ve mitokondriyel kalitilan sendromik olmayan isitme kaybindan
sorumlu genler.

Lokus Ad1 Gen Adi Gorev/Fonksiyon Kaynak
DFNX1 PRPSI* Hiicresel enerji metabolizmasi ve niikleotid sentezi
DFNX2 POU3F4 Transkripsiyon faktorii
DFNX3 Bilinmiyor
DFNX4 SMPX A}(tln ﬁ'lamenFlerl}/le 111$k111. bir protein olarak
hiicresel iskeletin diizenlenmesi an
DFNX5 AIFMI I(’j. kulaktaki .tuy'lu hiicreler ve spiral ganglion
noronlarin oksidatif strese karsi korunmasi
DFNX6 COL4AG Ekstraselule.r matriks proteini-Hiicresel gelisim ve
ECM organizasyonu
DFNX7 GPRASP2 Transmembran proteini-Hiicresel sinyallesme
DFNY1 Bilinmiyor an
DENY?2 TBL1Y
- MT-COI
- MT-TSI
- MT-NDI
- MT-RNR1
- MT-TLI Mitokondriyel Protein (11)
- MT-TS2
- MT-TK
- MT-TH
- MT-TI

Sendromik olmayan isitme kayiplarinda genetik heterojenite ve etnik koken
ozgilliigline ragmen fenotipik benzerliklerin olmamasi, sorumlu genlerin belirlenmesini
zorlagtirmaktadir. Ancak, yeni nesil dizileme teknolojilerinin yayginlagmasi, bu zorlugun

asillmasina 6nemli 6l¢iide katkida bulunmustur (48, 49).
2.5. Isitme Kayiplarinda Tedavi Yaklasimlan

Beyin plastisitesi (noroplastisite); deneyimlere, ¢evresel etkilere ve 6grenmeye bagl
olarak beynin yapisal ve islevsel degisikliklere adaptasyon yetenegi olarak
tanimlanmaktadir. Beyin plastisitesi bebeklik ve erken cocukluk doéneminde oldukc¢a
yluksektir (50). Beyin plastisitesi isitsel kortekste ve diger duyusal bolgelerde meydana gelen
adaptasyonlarla baglantilidir (50). Isitme gelisimi ile ilgili plastisite beynin erken dénemde
duyusal girdilere gore sekillenmesini icermekte ve 6zellikle beyin plastisitesinde oldugu gibi
yasamin erken donemlerinde (0-3,5 yas) maksimum seviyede gerceklesmektedir (51, 52).
Isitme gelisimi ile ilgili plastisite ile dil ve iletisim becerilerinin gelistirilmesine yonelik
tedavilerin en etkili oldugu kritik donem 0-3.5 yas arasinda kalan dénemdir (51, 52). Bu

donemde isitsel sinyallere etkin bir sekilde yanit verme gergeklesir; isitsel/sdzel terapi,
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isitme cihazlar1 veya koklear implantlar gibi uygun isitsel uyaranlar dil ve konusma
gelisimini desteklemek i¢in hayati 6neme sahip olup koklear implant gibi tedaviler kritik
donem igerisinde uygulandiginda, isitsel sinirlerin uyarilmasimi ve isitsel kapasitenin

korunmasini saglayarak dil gelisiminde 6nemli ilerlemeler kaydedebilmektedir (51).

Kritik donemde tedavi ile ilgili yapilan aragtirmalar, {i¢ buguk yasina kadar isitme
cihaz1 veya koklear implant kullanan ¢ocuklarin, konusma gelisiminde biiylik ilerleme
kaydettigini; 6zellikle daha erken donem olan 6-12 ay icerisinde miidahale edilen cocuklarda
sonuglarin daha da etkili oldugunu bildirmistir (51-53). Bu nedenle, isitme kaybinin, isitme
ile ilgili gelisim hizinin en yiiksek oldugu kritik donem sonlanmadan tanimlanmasi ve
gerekli tedavinin bu donem igerisinde verilmesi gerekmektedir (52). Bu durum dikkate
alinarak bir¢ok iilkede oldugu gibi lilkemizde de 2008 yilindan itibaren “Ulusal Yenidogan
Isitme Tarama Program:” uygulanmaya baslamistir. Bu program ile dogumdan sonraki ilk
birka¢ giin icinde bebeklere isitme tarama testi yapilmasi; ilk taramada risk saptanan
bebeklerin ileri teshis ve tedavi merkezlerine yonlendirilmesi ve daha sonrasinda da ilk ii¢
ay i¢inde kesin tan1 konularak, alt1 ay i¢inde rehabilitasyon yontemleri, isitme cihazi ya da

koklear implant ile tedaviye baslanmasi1 hedeflenmektedir (54).

Konjenital isitme kaybinin rehabilitasyonunda, tedavinin etkinligini hastanin yas1
belirlerken, tedavinin ¢esidini ise isitme kaybinin tipi ve diizeyi belirlemektedir (55-57).
Hafif ve orta/orta-siddetli (26-80 dB) diizeyde isitme kaybi olan bebeklerde ilk iki yil
icindeki dil gelisimine yoOnelik rehabilitasyon programlari dil ve iletisim becerilerinin
gelistirilmesinde etkili olmaktadir. Ancak rehabilitasyonun ge¢ kalmasi durumunda ilave
olarak isitme cihazi da kullanilmasi gerekmektedir (55, 56, 58). Siddetli ve derin isitme
kayiplarinda (>81 dB) rehabilitasyon ve isitme cihazi kullanimu ile istenilen diizeyde basar1
elde edilememekte (55, 56, 58); koklear implant uygulamasi olarak adlandirilan koklea ile
koklea oOncesini by-pass ederek ses titresimlerini dogrudan koklear sinire ileten igitme
protezlerinin kullanimi gerekmektedir (13, 59-61). Bununla birlikte, koklear implant her
kosulda istenen katkiy1 saglamamaktadir. Koklear implant tedavisinin bagarisini belirleyen
en onemli faktorlerden birini, isitme kaybinin altinda yatan genetik etiyoloji ve etkilenen
anatomik yap1 olusturmaktadir (62, 63). Koklear sinirin fonksiyonunun bozulmasi
durumunda koklear implant tedavisi beklenen katkiy1 saglamamaktadir. Bu nedenle, koklear
implant yapilacak siddetli ve derin isitme kayipli hastalarda koklear sinirin islevsel

oldugunun gosterilmesi gerekmektedir (13, 62, 64). Koklear sinirin islevsel oldugunun
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gosterilmesi icin ABR (Auditory Brainstem Response); yapisal olarak sinirin hasar goriip
gormedigini belirlemek i¢cinde MRI (Magnetic resonance imaging) ve CT (Computerized
Tomography) gibi goriintiileme yontemleri kullanilmaktadir. Ancak, siddetli ve derin isitme
kayiplarinda ABR ile koklear sinirin iglevsel olup olmadigini géstermek her zaman miimkiin
olmamaktadir (13, 65, 66). ABR testi, isitsel kortekse giden elektriksel sinyalin; koklear
sinirin distal kism1 (dalga I), koklear sinirin proksimal kismi1 (dalga II), koklear ¢ekirdekler
(dalga III), iist oliver kompleksi (dalga IV), lateral lemniskiis (dalga V), medial genikiilat
cekirdek (dalga VI) ve alt kollikulus (dalga VII) bolgelerindeki elektriksel aktivitenin dalga
olarak kaydedilip degerlendirilmesi siirecidir (67). Bu dalgalardan dalga V beyin sapinin {ist
kismindaki isitsel yollarin tamamlayici bir gostergesidir ve beyin sapindaki isitsel yolun son
asamasini temsil etmektedir (67). Dalga V, ABR testi sirasinda en belirgin sekilde goriilen
dalga olup, isitsel yollarin genellikle dogru isledigini ve sesin beyin sapindan isitsel kortekse
(dalga VI ve VII) iletildigini gosterir. Dalga V' in alinabilmesi i¢in koklear sinirin belirli bir
derecede islev gostermesi gerekmektedir (67). Siddetli ve derin isitme kayb1 olan bireylerde
koklear sinirdeki gelisimsel ya da yapisal bir bozukluk nedeniyle beyin sapina yeterli sinyal
iletilememekte, bu sinyaller beyin sapinda islenememekte ve bu da dalga V olusmamasina
neden olmaktadir (67). Bu durum koklear sinirin iglevsel olup olmadigini gostermenin her
zaman miimkiin olmayacagini; koklear implantasyonun karar verme siirecini ve implant
basarisin1 dogrudan etkilemektedir (68). Bu noktada, ilgili bireydeki genetik etiyolojinin
biliniyor olmasi1 ve bu etiyolojinin koklear siniri etkileyip etkilenmediginin ortaya konulmus

olmas1 koklear implant tedavisinin karar siirecinde yol gosterici olmaktadir (13).

Bugiine kadar isitme kaybi ile iliskilendirilen genlerin i¢ kulakta ifade edildigi yerlerin
belirlenmesine dncelik verilmis (60, 63, 64, 69) ve koklear sinirin ve spiral ganglionun yapis1
ve igleviyle ilgili olan CDH23, DIAPH3, PCDHI5, AIFMI, TBC1D24 ve TMPRSS3
genlerinde patolojik varyasyon tasiyan bireylerde koklear implant tedavisinin etkinliginin
diisiik oldugu rapor edilmistir (8, 60, 69-71). Buna karsin, koklea icindeki korti organinda
ifade edilen ve eksikliginde koklear yapinin bozuldugu GJB2, SLC26A44, MYH9 ve
MYOI154, OPAI, TMCI, OTOF genlerinin eksikligine bagh gelisen isitme kayiplarinda
uygulanan koklear implant tedavilerinde ise 6nemli kazanimlarin elde edildigi rapor
edilmistir (60, 63, 72-78). Bu durum, isitme kaybindan sorumlu genlerin tanimlanmasi ve
tanimlanan genlerin hangi dokularda ifade edildiginin belirlenmesi gerektigini

gostermektedir.
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2.6. Yeni Nesil Dizileme

Sanger ve ark. (79) tarafindan ilk kez 1977 yilinda di-deoksi niikleotid ile zincir
sonlanmasi prensibine dayali dizileme yonteminin kesfedilmesiyle birlikte baglayan DNA
dizi analizi, genetik tanida ve arastirmalarda kullanilan en 6nemli tekniklerden biri haline
gelmistir. Mullis ve ark. (80) tarafindan 1985 yilinda kesfedilen PCR (Polymerase Chain
Reaction: Polimeraz Zincir Reaksiyonu) sayesinde ise DNA dizi analizinin kullanimi
yayginlasmistir. Insan Genom Projesinin 2003 yilinda duyurulan ilk sonuglar1 Sanger
dizileme (birinci nesil dizileme) ile elde edilmistir (81-83). Bunun yaninda Sanger
yontemiyle DNA dizi analizi, glinlimiizde altin standart olarak kabul edilse de okuma
uzunlugunun kisa olmasi, analiz siiresi, maliyeti, sadece belirli gen veya bolgeyi dizilemesi,
kopya sayis1 degisikliklerini tespit edememe gibi onemli sinirliliklart mevcuttur ve bu

sinirliliklar yeni nesil dizileme sayesinde biiylik oranda ortadan kalkmistir (84, 85).

2006 yilindan bugiine kadar gegen silirede siirekli gelisen yeni nesil dizileme
teknolojisinin; birbirine paralel milyonlarca kisa DNA fragmanmi (100-300 bp)
okuyabilmesi, yiiksek miktarda okuma verisi elde edebilmesi, hizli ve diisiik maliyette
olmasi, tiim genom, tiim ekzom veya transkriptom seviyesinde dizileme yapabilmesi, nadir
varyantlar1 veya diisiik frekansli varyasyonlari, yapisal varyantlar tespit edebilmesi sebebi
ile Sanger dizilemeden dogan ihtiyaci karsilamis ve ikinci nesil dizileme olarak
tanimlanmistir  (81-83). Milyonlarca farkli dizileme reaksiyonunun paralel olarak
gergeklestigi, klonal olarak c¢ogaltilmis DNA molekiillerinin kisa okumalarla kitlesel

dizilenmesi bu yontemin temel 6zelligidir (85, 86).

Tiim bu avantajlarin yaninda ikinci nesil dizilemede genellikle kisa okuma
uzunluklarinin olmasi (Illumina, Ion Torrent); biiyilk delesyonlar, duplikasyonlar,
inversiyonlar, translokasyonlar ve karmasik tekrar bolgelerinin analizindeki zorluklar gibi
sinirliliklart mevcuttur. Bu siirliliklar, yaklasik 10 kb'ye kadar okumalar yapabilen ve
ticiincii nesil dizileme teknolojisi olarak adlandirilan yaklasimlarla ortadan kaldirilmistir.
DNA’y1 amplifiye etmeden gerceklestirilebilen tigiincii nesil dizileme, genomda tekrarlayan
bolgelerin dizilenmesinde ve translokasyon, delesyon, duplikasyon, inversiyon gibi biiyiik

yapisal degisikliklerin belirlenmesinde etkili olmustur (84-86).

20


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK589663/#:%7E:text=The%20polymerase%20chain%20reaction%20is,also%20known%20as%20Taq%20polymerase.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK589663/#:%7E:text=The%20polymerase%20chain%20reaction%20is,also%20known%20as%20Taq%20polymerase.

2.6.1. Tiim Ekzom Dizileme

Ikinci nesil dizileme teknolojisi ile tiim genom dizilenebilirken tiim ekzom ve gen
paneline yonelik hedefli dizilemeler de yapilmaktadir (85, 86). Tiim ekzom dizileme
yontemi Ng ve ark. (87) tarafindan 2009 yilinda genomun tiim protein kodlayan bolgelerini
dizilemek amaci ile gelistirdikleri hedefli dizileme prensibine dayali bir yontemdir (87).
Yaklasik 3,2 milyar baz ¢iftinden olusan insan genomunun yaklasik %1,5’lik kismini protein
kodlayan diziler olusturmaktadir ve hastaliga neden oldugu bilinen varyasyonlarin yaklagik
%85°1 bu kodlayan dizileri etkilemektedir (87-89). Tiim ekzom dizileme, ekonomik ve
yiiksek verimli bir yontem olarak, genomdaki 20 000’den fazla genin tiim ekzonlarini ve
ekzon-intron baglant1 bolgelerini es zamanli analiz etme olanagi tanimaktadir (87, 88). Tiim
ekzom dizileme; hedef bolgelerin yakalanmasi ve zenginlestirilmesi (target capture and
enrichment) ve dizilenmesi (Read) olarak iki basamakta gergeklesmektedir. Capture
basamaginda sonikasyon gibi fiziksel yontemler ya da enzimatik yontemler ile DNA rastgele
veya belirli bolgelerden kesilerek fragmente edilir. Fragmantasyonun ardindan DNA
fragmanlarina dizileme islemi sirasinda tanimlanmalarini saglayan adaptor dizileri eklenir.
Bu adaptorler, dizileme platformuna 6zgii olup dizileme platformlarinda DNA dizilerinin
okunmasi i¢in gereklidir. Adaptdr baglanmig DNA fragmanlari, PCR ile ¢ogaltilir.
Zenginlestirme asamasinda hedef bolgelere 6zgii tasarlanmis prob dizileri kullanilarak
ekzon bolgeleri hedeflenir ve problarin hedef kiitiiphane fragmanlari ile hibridizasyonu
gergeklestirilir. Hibridizasyon isleminden sonra manyetik boncuklar ile hedef kiitiiphane
parcalarinin se¢imi ve segilen parcalarin saflastirma ve yikama islemleri gerceklestirilir (90,
91). Kiitiiphane olusturma ve zenginlestirme asamasinda tiim ekzonlar, bilinen hastaliklarla
iligskilendirilen genlerin (gen paneli) dizilenmesi gibi istenilen hedef bolgeye 6zgii farkli
firmalar tarafindan dretilen ticari kiitiiphane olusturma ve zenginlestirme Kkitleri
bulunmaktadir. Bu kitler klinik ekzom dizileme, tiim ekzom dizileme ve hastalikla iliskili
bilinen gen panellerine yonelik olarak tasarlanmis sekilde amaca hizmet etmektedir. Bu
kitler Integrated DNA Technologies (92), Twist Biosciences (93), MGI Tech (94), Roche
NimbleGen (95), Agilent Technologies (96), Illumina (97) firmalar tarafindan gelistirilmis
ve her firmanin {irettigi kitin tasarimi, kapsama bolgesi, igerdikleri prob alani ve

performanslari birbirlerinden farklilik géstermektedir (Tablo 6) (90, 91).
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Tablo 6. Ekzom yakalama kitleri ve hedeflenen bolgeleri.

Kit Adi-Referans Veri Tabanlari Hedef Prob Gen Ekzon Derinlik Kaynak
(Mb)
Agilent Technologies
SureSelect Clinical Research Exome
V2 (2017) 63.7 71 1099 - %99 (98)
-Disease-associated  regions  from >20X

OMIM, HGMD, ClinVar, and ACMG

SureSelect Focused Exome (2016)
-Disease-associated  regions  from 12 } } ) %98 220X (99)
HGMD, OMIM and ClinVar

SureSelect All Exon V4 (2011)

-Coding regions from CCDS, RefSeq, 51
and GENCODE v6, miRBase vl17,
TCGA v6, and UCSC known genes

SureSelect All Exon V4 + UTRs
(2011)

-Coding regions and 5' and 3' UTR 71
sequences from CCDS, RefSeq, and
GENCODE v6, regions from miRBase

v17, TCGA v6, and UCSC known genes

SureSelect All Exon V5 (2012)

-Coding regions from  Refseq, 50
GENCODE, UCSC, TCGA, CCDS, and
miRBase

SureSelect All Exon V5 + UTRs
(2012)

-Coding regions and 5' and 3' UTR
sequences from Refseq, GENCODE,
UCSC, TCGA, CCDS, and miRBase
SureSelect Human All Exon V6
(2016) 60 ~20M  ~21000 - %98 >50X  (96)
Coding regions from RefSeq, CCDS,

GENCODE, HGMD, and OMIM

; 20965 334378 0,08 >20X  (100)

; 20965 335765 9498 >20X  (100)

- 21522 357999 %99 >20X  (101)

74 - 21522 359555 o408 >20X  (101)

SureSelect Human All Exon

V6+UTR r2 (2021)

-Coding regions and 5' and 3' UTR 91 ~21M  ~20000 - %98 >50X  (96)
sequences from RefSeq, GENCODE,

CCDS, and UCSC known genes,and

miRNAs and IncRNA sequences
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Tablo 6. (Devam)

Roche NimbleGen

SeqCap EZ Exome V3 (2018)
-Coding regions from RefSeq RefGene
CDS, CCDS, and miRBase v14
databases, plus coverage of 97% Vega,
97% Gencode, and 99% Ensembl

~20 000

(102)

SeqCap EZ Exome V3+UTR (2018)
-Coding sequences from RefSeq
RefGene, CCDS, and miRBase vl14,
plus coverage of 97% Vega, 97%
Gencode, and 99% Ensembl and UTRs
from RefSeq RefGene table from UCSC
GRCh37/hgl9 March 2012 and
Ensembl (GRCh37 v64)

~20 000

(102)

Illumina

Nextera Rapid Capture Exome
(2013)

-212,158 targeted exonic regions with
start and stop chromosome locations in
GRCh37/hg19

37

~20 000

212158

%80 >10X

(103)

TruSeq DNA Exome V1.2 (2017)
-Coding regions from RefSeq, CCDS,
and Ensembl

45

~21 000

214405

%85 >10X

(104)

Twist Biosciences

Human Core Exome Panel
-Protein coding genes from CCDS

33 ~3 M

~18 000

%99.3>
20X

(105)

Exome 2.0
-RefSeq, CCDS, GenCode, Clinvar,
ACMGT73

36.5

~19 000

%99> 20X

(106)

Comprehensive Exome Panel (2020)
-Protein coding genes from RefSeq,
CCDS, and GENCODE

36.8 -

226179

%99> 20X

(107)

IDT (Integrated DNA Technologies)

Exome Research Panel v2.0 (2020)
-Coding sequences from RefSeq 109

19 433

%99 >20X

92)

MGI Tech

Easy Exome Capture V5
-CCDS, GENCODE, RefSeq,
miRBase, and MGI Clinical Database

69 -

~20 000

%99> 20X

(108)
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Kiitliphane olusturma ve zenginlestirme asamasindan sonra fragmanlarin okumalari
cesitli firmalar tarafindan gelistirilmis olan platform ile gerceklestirilir. Okuma i¢in [llumina
Platformlar1 (NovaSeq, HiSeq, MiSeq), Thermo Fisher Scientific (Ion Torrent Proton, Ion
S5), BGI Genomics (DNBSEQ/MGISEQ), Pacific Biosciences (PacBio) ve Oxford
Nanopore Technologies (ONT) gibi platformlar kullanilmaktadir (90, 109). Platform, DNA
fragmanlarin1 baz baz okuyarak diziler olusturur ve bu okumalar sonucunda belirli okuma
uzunluklarina sahip ¢ok sayida DNA dizilimi elde edilir. Elde edilen okumalarin referans
genoma hizalanmasi1 (110), varyant ¢agirma (111) ve varyasyonlarin ileri diizeyde
filtrelenmesi (110) gibi biyoenformatik analizler ¢esitli araglar kullanilarak ger¢eklestirilir

(87, 88).
2.6.1.1. ACMG/AMP Kriterleri

Dizileme verilerinin biyoenformatik analizleri sonucunda tespit edilen varyantlarin
siiflandirilmasi, yorumlanmasi, patolojik olup olmadiginin belirlenebilmesi; hastanin
klinik faydasin1 en iist diizeye ¢ikarmak ve olasi zararlar1 en aza indirmek adina dogruluk ve
tutarlilik ihtiyaci gerektiren 6nemli bir siirectir (112). Gelisen dizileme teknikleri, hizla artan
sayida yeni hastalik geninde yeni varyantlarin tespitinin artmasina yol acmis ve genetik
varyantlarin  klinik yorumlanmasinda bir standardizasyon ihtiyact dogurmustur. Bu
dogrultuda 2013 yilinda ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics) ve
AMP (Association for Molecular Pathology) c¢alisma gruplari tarafindan; kanita dayali
olarak, dizileme sonuglarindan elde edilen varyantlar1 siniflandirmak ve ortak terminolojinin
kullaniminmi saglamak amaci ile uluslararasi kriter kilavuzu olusturulmustur (112). ACMG
kriterleri; uzman goriisli, ampirik veriler ve genetik varyantlarin klinik 6nemini belirlemek
icin cesitli veri tabanlarin1 ve biyoinformatik tahmin araglarini kullanarak degerlendirme
yapmaktadir. Bu siirecte, popiilasyon veri tabanlar1 varyantlarin popiilasyon frekanslarini;
hastalik veri tabanlar1 varyantlarin klinik siniflandirmasini ve hastalik iligkisini; dizileme
veri tabanlar1 biyolojik ve referans dizilere erisim saglayarak, varyantlarin genetik,
popiilasyon, fonksiyonel ve klinik 6zelliklerinin degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir
(Tablo 7). Bu veri tabanlar1 ile varyantlarin tiriine baglh olarak proteinin
yapisina/fonksiyonuna, evrimsel korunumuna ve etkilesim aglarina gore patolojik olup
olmama durumunu belirlemek i¢in Tablo 8’de belirtilen in silico tahmin araglari

kullanilmaktadir (112).
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Tablo 7. ACMG tarafindan varyasyonlarin patolojik olup olmama durumunu belirlemede
kullanilacak kriterler olusturulurken kullanilan veri tabanlari.

Veri Tabam

Adres/Uzant1

Kullanim Amaci

Popiilasyon Veri Tabanlari

The Exome . Varyantlarin popiilasyon frekanslarini

Aggregation hitp://exac.broadinstitute.org belri}rllemek i@ﬁl IIZullar}lIﬂmaktadlr.

Consortium (ExAC)

Exome Variant Server | http://evs.gs.washington.edu/EVS

1000 Genomes http://browser.1000genomes.org

dbSNP http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp SNP ve yapisal varyantlarin,
popiilasyon frekansi bilgilerini ve

dbVar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar klinik o6zelliklerini belirlemek i¢in

kullanilmaktadir.

Hastalik Veri Tabanlan

ClinVar

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar

OMIM

http://www.omim.org

Hastaligin fenotipik 6zelligi, iliskili
genleri, etiyolojisi, kalitim modeli
hakkinda bilgiler sunmaktadir.

Varyantlarin adlandirilmasi,
Human Gene Mutation . bulundugu bolge, fonksiyonel etkisi,
Database 1Y ‘hgmd.org klinik yorumlamasi icin

kullanilmaktadir.

Varyantlarin adlandirilmasi,

Locus/Disease/Ethnic/
Other-Specific
Databases

http://www.hgvs.org/dblist/dblist.html
http://www.lovd.nl

bulundugu bolge, fonksiyonel etkisi,
klinik  yorumlamasi, varyantlarin
depolanmast ve varyantlarin klinik

olarak anlamlandirilmasi igin
kullanilmaktadir.
Varyantlarin depolanmast ve
DECIPHER http://decipher.sanger.ac.uk varyantlarin Klinik 01‘?“?1‘
anlamlandirilmasi i¢in
kullanilmaktadir.
Dizileme Veri Tabanlari
NCBI-Genome http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome Birgok  organizmanin  genomik

bilgilerini igeren, genomlarin yapisini,
fonksiyonlarini ve evrimsel iligkilerini

RefSeqGene http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg incelemek  igin  gerekli araclar
sunmaktadir.
Mitokondriyal ~DNA  (mtDNA)
varyasyonlarini analiz etmek,
siiflandirmak ve bireylerin
MitoMap http://www.mitomap.org/MITOMAP mitokondriyal DNA’ sinda bulunan

varyasyonlara dayanarak filogenetik
iligskilerini ve cografi dagilimlarini
anlamak i¢in kullanilmaktadir.
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Tablo 8. ACMG tarafindan varyasyonlarin patolojik olup olmama durumunu belirlemede
kullanilacak kriterler olusturulurken kullanilan in silico araglar.

Arag adi Adres/Uzanti Temeli/Prensibi
Yanhs Anlamh Varyantlarin Tahmin Programlari
ConSurf http://consurftest.tau.ac.il Evrimsel korunum
FATHMM http://fathmm.biocompute.org.uk Evrimsel korunum
MutationAssessor http://mutationassessor.org Evrimsel korunum
PANTHER http://www.pantherdb.org/tools/csnpScore Evrimsel korunum
PhD-SNP http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html  Evrimsel korunum
SIFT http://sift.jcvi.org Evrimsel korunum
SNPs&GO http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and- Protein yapisi/fonksiyonu
. ) . . Protein yapisi/fonksiyonu ve
Align GVGD http://agvgd.iarc.fr/agvgd _input.php evrimsel Korunum
MAPP http://mendel.stanford.edu/SidowLab/downloa Protein yapisi/fonksiyonu ve
ds/MAPP/index evrimsel korunum
MutationTaster http://www.mutationtaster.org Pro't cin yapisi/fonksiyonu ve
evrimsel korunum
MutPred http://mutpred.mutdb.org Pro't cipggPisy fonksiyonu ve
evrimsel korunum
PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2 ProF ein yapisv/fonksiyonu ve
evrimsel korunum
PROVEAN http://provean.jcvi.org/index.php Pro.t cin yapisv/fonksiyonu ve
evrimsel korunum
SIFT, PolyPhen-2 ve
Condel http://bg.upf.edu/condel/home MutationAssessor’un birlesimi

Insanlarda sabit ya da neredeyse

sabit hale gelmis tiire 6zgii
CADD http://cadd.gs.washington.edu allellerin anotasyonlarimni, simiile

edilmis varyantlarla karsilastirir.

nsSNPAnalyzer http://snpanalyzer.uthsc.edu Coklu dizi hizalamas1 ve protein
yapisinin analizi

Kesip ekleme (splicing) Bolgesi Tahmin Programlar:

GeneSplicer http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplic Markov modelleri

Human Splicing Finder  http://www.umd.be/HSF Pozisyona bagli bolge
MaxEntScan http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/ Maksimum entropi prensibi
NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2 Etkilesim aglari

NNSplice http://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html  Etkilesim aglar

Niikleotit Korunmuslugu Tahmin Programlari
http://mendel.stanford.edu/sidowlab/download

GERP s/gerp/index.html ] ]
Niikleotit korunmusluk tahmin

PhastCons http://compgen.bscb.cornell.edu/phast/ programlari

PhyloP http://compgen.bscb.cornell.edu/phast/

ACMG tarafindan varyantlarin patolojik olup olmama durumlarini degerlendirmek
icin kullanilan veri tabanlar1 (Tablo 7) ve in silico tahmin programlar1 (Tablo 8) ile

degerlendirilen kriterler dogrultusunda varyantlar; patojeniteye dair ¢ok giiclii (PVS1), giiclii
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(PS1-4), orta (PM1-6), destekleyici (PP1-5); benign etkiyi tek basina destekleyen (BA1),
giiclii (BS1-4), destekleyici (BP1-6) ve dnemi belirsiz olarak Tablo 9 ve Tablo 10°da
belirtilen kanitlar ile kategorize edilmistir (112).

Tablo 9. Patojenik varyantlart siniflandirmak i¢cin ACMG tarafindan belirlenen kriterler.

Patojeniteye Dair Cok Giiclii Kanitlar

PVS1: Fonksiyon kaybinin (LOF), hastaligin bilinen bir mekanizmas1 oldugu bilinen genlerde null varyant
(nonsense, frameshift, canonical +1 or 2 splice sites, initiation codon, single or multiexon deletion)

Patojeniteye Dair Giiclii Kanitlar

PS1: Niikleotit degisikliginden bagimsiz olarak, daha 6nce rapor edilmis bir patojenik varyantla ayni amino
asit degisikligi
PS2: Hastalig1 olan ve aile 6ykiisli olmayan bir hastada de novo varyant (anne ve babalik dogrulanmalr)

PS3: Gen veya gen iirlinii lizerinde hasar verici bir etkiyi destekleyen in vitro veya in vivo fonksiyonel
calismalar

PS4: Etkilenen bireylerde varyantin prevelansi, kontrollerdeki prevelansa kiyasla dnemli 6lgiide artmasi

Patojeniteye Dair Orta Derecede Kanitlar

PM1: Varyantin hot-spotta ve/veya iyi bilinen kritik fonksiyonel domainde yer almasi

PM2: Exome Sequencing Project, 1000 Genomes veya ExAC veri tabanlarinda bulunmamasi (veya hastalik
resesif ise diisiik allel frekanst)

PM3: Resesif hastaliklar i¢in bagka bir patojenik varyantla trans halinde tespit edilme

PM4: Tekrar olmayan bir bdlgedeki gerceve ici insersiyon/delesyon veya dur kodonu kaybi (stop-loss)
varyantlar1 nedeniyle protein uzunlugu degisikligi

PMS: Daha 6nce patojenik oldugu bilinen yanlig anlamli bir varyantin goriildiigi amino asit kalintisinda
yeni bir yanlis anlamli varyantin goriilmesi

PM6: De novo oldugu varsayilmakta, ancak annelik ve babalik dogrulanmamuistir.

Patojeniteye Dair Destekleyici Kanitlar

PP1: Hastaliga neden oldugu kesin olarak bilinen bir gendeki varyantin birden ¢ok etkilenmis bireyin
bulundugu ailede ko-segregasyonu/hastalikla birlikte kiimelenme

PP2: Yanlis anlamli varyant orani diisiik olan ve yanlis anlamli varyantlarin hastaligin yaygin bir
mekanizmasi oldugu bir gendeki yanlis anlamli varyant

PP3: In silico tahmin araglari tarafindan yikici etkinin desteklenmesi
PP4: Hastanin fenotipi veya aile oykiisii tek bir genetik nedene sahip bir hastalik i¢in oldukga spesifik

PPS: Giivenilir bir kaynak yakin zamanda varyant1 patojenik olarak rapor etmis ancak laboratuvarin
bagimsiz bir degerlendirme yapmasi icin yeterli kanit mevcut degilse
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Tablo 10. Benign varyantlar siniflandirmak i¢in ACMG tarafindan belirlenen kriterler.

Benign Etkiyi Tek Basina Destekleyen Kanitlar

BA1: Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, veya Exome Aggregation Consortium'da allel
frekans1 >%5

Benign Etkiyi Giiclii Destekleyen Kanitlar

BS1: Allel frekans1 hastalik i¢in beklenenden daha yiiksek

BS2: Saglikli bir yetiskin bireyde, erken yasta tam penetrans beklenen ¢ekinik bozukluk i¢in homozigot,
dominant bozukluk i¢in heterozigot veya X'e bagli bozukluk i¢in hemizigot gdzlemlenmesi

BS3: lyi tasarlanmis in vitro veya in vivo fonksiyonel ¢alismalar, proteinin fonksiyonu veya splaysing
iizerinde zararli bir etki géstermemektedir.

BS4: Etkilenmis aile tiyelerinde segregasyon eksikligi

Benign Etkiyi Destekleyici Kanitlar

BP1: Kirpma (Truncating) varyantlarin hastaliga neden oldugu bilinen bir gendeki yanlis anlamli varyant

BP2: Tam penetransa sahip dominant bir gen/hastalik icin patojenik bir varyant ile trans olarak
gozlemlenmesi veya herhangi bir kalitim paternine sahip patojenik bir varyant ile cis olarak gdzlemlenmesi

BP3: Bilinen bir fonksiyonu olmayan tekrar bolgesindeki ¢ergeve ici delesyon/insersiyon

BP4: Birden fazla in silico tahmin aracinin gen veya gen lriinii lizerinde herhangi bir etkinin olmadigimni
gostermesi

BP5: Varyantin, hastalik i¢in alternatif bir molekiiler temele sahip bir vakada bulunmasi

BP6: Giivenilir bir kaynak yakin zamanda varyant1 benign olarak rapor etmis ancak laboratuvarin bagimsiz
bir degerlendirme yapmasi i¢in yeterli kanit mevcut degilse

BP7: Splaysing tahmin algoritmalarinin, splaysing konsensus dizisini veya yeni bir splaysing bolgesi
olusturulmasim etkilemeyecegini tahmin ettigi ve niikleotidin yiiksek oranda korunmadigi bir sinonim
varyant

Varyantlarin patojenik (Tablo 9) veya benign (Tablo 10) olarak siiflandirilmasi igin
belirlenen kriterler dogrultusunda her bir varyant Tablo 11°de belirtilen kriterleri kombine
etme kurallarina gore birlestirilerek siniflandirilir. Varyantlar kombine etme kurallarina gore
patojenik (P), muhtemel patojenik (LP), benign (B), muhtemel benign (LB) ve 6nemi belirsiz
(VUS) olarak belirtilen bes alt gruba ayrilmaktadir (Tablo 11).
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Tablo 11. ACMG'ye gore dizi varyantlarini siniflandirmak igin kriterleri kombine etme
kurallart.

Patojenik (Pathogenic-P)

1. Cok giiclii (PVS1) ve
a. >1 Gigli (PS1-PS4) veya
b. >2 Orta (PM1-PM6) veya
c. 1 Orta (PM1-PM6) ve 1 destekleyici (PP1-PP5) veya
d. >2 destekleyici (PP1-PP5)
2. >2 Giiglii (PS1-PS4) veya
3. 1 Giiglii (PS1-PS4) ve
a. 23 Orta (PM1-PM6) veya
b. 2 Orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) veya
c. 1 Orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)

Muhtemel Patojenik (Likely Pathogenic-LP)

1. 1 Cok Giic¢li (PVS1) ve 1 orta (PM1-PM6) veya

2. 1 Giiglii (PS1-PS4) ve 1-2 orta (PM1-PM6) veya

3. 1 Giicli (PS1-PS4) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) veya
4.2>3 Orta (PM1-PM6) veya

5.2 Orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5) veya
6. 1 Orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)

Benign (Benign-B)

1. 1 Tek Basina Benign Kriter (BA1) veya
2. >2 Giiclii (BS1-BS4)

Muhtemel benign (Likely Benign-LB)

1. 1 Gugli (BS1-BS4) ve 1 Destekleyici (BP1-BP7) veya
2. >2 Destekleyici (BP1-BP7)

Onemi Belirsiz (VUS: variants of uncertain significance)

(1) Yukaridaki kriterlerle drtiismeyen farkl kriter
(i1) Benign ve patojenik kriterlerinin gelismesi

Tim bu bilgiler 1s5181nda tez ¢alismasi kapsaminda sendromik olmayan otozomal
resesif sensorindral isitme kayipli bireylerin bulundugu bes ailede yeni nesil dizileme
yaklasimi ile genetik etiyolojinin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Bu yolla tanimlanabilecek
yeni genler ile isitme kaybmin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi ve tedavi

stratejisinin belirlenmesi siirecine katki saglanmasi amaglanmaistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Calisma Grubu

Bu caligsma; sensorindral isitme kayiplarimin genetik etiyolojisini aydinlatmaya
yonelik olarak Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji Anabilim Dali ile
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dal1 arasinda
1997°den bu yana siiregelen is birligi kapsaminda yiiriitiilen ¢calismalarin devam niteliginde
gergeklestirildi. Tez kapsaminda sendromik olmayan sensorindral isitme kaybi tanisi
konulmus en az iki etkilenmis bireyin bulundugu daha Once yiiriitilen caligmalar
kapsaminda GJB2 (113), TMCI (114), TMPRSS3 (115), USHIG (116), MYOI154 (117),
LRTOMT (118), LHFPL5 (119), ESRRB (120), PJVK (121) ve OTOG (122) genlerinde
mutasyon olmadig1 gosterilmis olan TR-15 (Sekil 5), TR-37 (Sekil 6), TR-33 (Sekil 7), TR-
59 (Sekil 8) ve TR-16 (Sekil 9) nolu bes ailedeki genetik etiyoloji arastirildi. Bu tez
calismasi, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 2002/6
protokol numarasi (Ek 1) ve 2022/88 protokol numarasi (Ek 2) ile onaylanmaistir.

1:2
u O
: 1I:3
I11:1 I11:2 III:3 III:4

v HOe0eOol N

v:1 Vv:2 v:3 IvV:4  TV:5 1v:6 w7

I

Sekil 5. TR-15 nolu aile. Daireler disi, kareler erkek, i¢i dolu daireler etkilenmis disi, ici
dolu kareler etkilenmis erkek, {izeri ¢izilmis olan daire ve kareler 6lmiis bireyleri
gostermektedir. Cift ¢izgi akraba evliligini gosterirken her bir bireyin numarasi
ilgili bireyin altinda verilmektedir. Kusak numaralari ise aile agacinin sol tarafinda
gosterildi.
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Sekil 6. TR-37 nolu aile. Daireler disi, kareler erkek, i¢i dolu kareler etkilenmis erkek, tizeri
cizilmis olan daire ve kareler 6lmiis bireyleri gostermektedir. Cift ¢izgi akraba

evliligini gosterirken her bir bireyin numarasi ilgili bireyin altinda verilmektedir.
Kusak numaralar1 ise aile agacinin sol tarafinda gosterildi.

' 0O

I:1 I:2
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mr:2  1II:3
v
A%
Vil V:2
v i O lj
VI:1 VI:2 VI:3

Sekil 7. TR-33 nolu aile. Daireler disi, kareler erkek, i¢i dolu daireler etkilenmis disi ve ici
dolu kareler etkilenmigs erkek bireyleri gostermektedir. Cift ¢izgi akraba evliligini

gosterirken her bir bireyin numarasi ilgili bireyin altinda verilmektedir. Kusak
numaralari ise aile agacinin sol tarafinda gosterildi.
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Sekil 8. TR-59 nolu aile. Daireler disi, kareler erkek, i¢i dolu daireler etkilenmis disi, i¢i
dolu kareler etkilenmis erkek, tizeri ¢izilmis olan daire ve kareler 6lmiis bireyleri
gostermektedir. Cift ¢izgi akraba evliligini gdsterirken her bir bireyin numarasi
ilgili bireyin altinda verilmektedir. Kusak numaralari ise aile agacinin sol tarafinda
gosterildi.
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a) TR-16
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Sekil 9. TR-16 nolu aile. a) TR-16 nolu ailenin ¢alismaya dahil edildigi ilk aile agaci, b) TR-16 nolu ailenin giincellenmis aile agaci. Daireler
disi, kareler erkek, i¢i dolu daireler etkilenmis disi, i¢i dolu kareler etkilenmis erkek, iizeri ¢izilmis olan daire ve kareler 6lmiis bireyleri

gostermektedir. Cift ¢izgi akraba evliligini gosterirken her bir bireyin numarasi ilgili bireyin altinda verilmektedir. Kusak numaralari
ise aile agacinin sol tarafinda gosterildi.
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3.1.2. Kimyasallar

Agaroz

Deoksinuiikleotit trifosfat (AINTPs)
EDTA disodyum dihidrat (Nax EDTA.2H>0)
Etidyum bromiir (C12H20N3Br)

Etil alkol (C2HsOH)

Glasiyel asetik asit (C2H40O»)
Kalsiyum kloriir (CaCly)

Orange G

Oligoniikleotit primer

Potasyum bikarbonat (KHCO3)
Proteinaz K

Sephadex®G-50

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum kloriir (NaCl)

Tris-Baz (C4H11NO3)

Tris-HCI (C4H12CINO3)

3.1.3. DNA markirlar
100 bp plus DNA ladder

3.1.4. Kitler ve Enzimler

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

PCR Clean-up Gel Extraction Kit
POP-7™ Polymer

GoTaq® G2 Flexi DNA polymerase
GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard

3.1.5. Diger Sarf Malzemeler

Falkon tiip (50 mL)
Mikrosantrifiij tiipler (1.5 mL)
Pipet ucu (1 - 200 uL)

Pipet ucu (1000 nL)

Pipet ucu (10 uL)
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Lonza, 50004

NEB, N0446S
AppliChem, A2937.0500
Sigma, E-7637
AppliChem, A 8075,1000
Merck, 1.00056.2500
Merck, 910TA654681
Sigma, O-1625
Macrogen

AppliChem, A2375.1000
Promega, V3021

Sigma, S5897-25G
Merck, 822050

Merck, 1.01540.0500
Sigma, T6791

Sigma, 93363

Thermo, SM0321

Thermo, 4337455
Macherey-Nagel, 740609.50
App. Biosystems, 4352759
Promega, M7808

Applied Biosystems, 4322682

Thermo, 339652
Greiner bio-one, 616201
Axygene, 301-02-301
Axygene, 21418430
Isolab, 1.00501001901



3.1.6. Cihazlar

Bulagik makinesi
Buzdolab1 (4 °C)

Buz makinesi

Derin dondurucu (-20 °C)
Distile su cihazi
Genetik analizor cihazi
Hassas terazi

Jel goriintiileme sistemi
Manyetik karigtirict
Mikrodalga firin
Mikrosantrifiij

Nanodrop® 2000 UV-Vis Spektrofotometre

Otoklav

Pastor firmi

pH metre

Santrifiij

Sogutmal1 santrifiij

Thermal cycler

Vorteks

Yatay elektroforez diizenegi

-80 °C dondurucu

3.1.7. Soliisyonlar

Bosch, Almanya

Bosch, Almanya
Hoshaizaki, Japonya
Bosch, Almanya

GFL, Almanya

ABI 3130, ABD

OHAUS, ABD

Gel Logic 2000, ABD
IKA, ABD

Argelik MD554, Tiirkiye
Thermo IEC, ABD
Thermo, ABD

Tutnauer 3150 ELV, Italya
Memmert, Almanya
Hanna, Portekiz
Eppendorf 5810, Almanya
Eppendorf 5804R, Almanya
Techne TC512, Ingiltere
IKA, ABD

HU13, Ingiltere

Thermo Scientific, ABD

3.1.7.1. DNA izolasyonu Soliisyonlar

Eritrosit Lizis Tamponu (ELB) (10X) (pH 7.4)

155 mM NH4C1

10 mM KHCO;3
0.5M Na;EDTA
Hazirlanisi:

82.9 g NH4Cl, 10 g KHCO3; ve 20 mL 0,5 M Na EDTA ddH>O’da ¢oziilerek pH 7.4°e
ayarlandiktan sonra son hacim 1000 mL’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavlandi. Oda 1sisinda saklandi.
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Nuclei Lizis Tamponu (NLB) (pH 8.2)

10 mM Tris-Base

400 mM NaCl

2 mM Na;EDTA
Hazirlanisi:

1.21 g Tris-Base, 23.4 g NaCl ve 0.74 g Na,EDTA ddH»>O’da ¢oziilerek pH 8.2’ye
ayarlandiktan sonra son hacim 1000 mL’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavlandi. Oda 1sisinda saklandi.

Proteinaz K Sevreltme Tamponu (pH 8.0)

0.05 M Tris-HCI
1 mM CaCl,
Hazirlanisi:

0.788 g Tris-HCI, 0.011 g CaCl, ddH,O’da ¢oziilerek pH 8.0°e ayarlandiktan sonra
son hacim 100 mL’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi. Oda

1s1sinda saklandi.
Proteinaz K Cozeltisi (10 mg/mL)
Hazirlanisi:

100 mg liyofilize haldeki Proteinaz K, 10 mL Proteinaz K seyreltme tamponunda son
konsantrasyon 10 mg/mL olacak sekilde buz {izerinde ¢oziilerek hazirlandi. Proteinaz K
cozeltisi 600 pL olacak sekilde 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplere boliindii ve -20°C’de

saklandi.

%10°luk (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Soliisyonu

Hazirlanisi:

10 g SDS ddH»O ile 100 mL’ye tamamlanarak 68°C’de 1sitilarak ¢oziildii. Oda 1sisinda

saklandi.

Sodyum Kloriir (6 M)

Hazirlanisi:

58.4 g NaCl ddH»O0 ile 100 mL’ye tamamlanarak ¢oziildii. Oda 1s1sinda saklandi.
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0.1 M Na2EDTA (pH 8.0)

Hazirlanisi:

37,22 g Na;EDTA ddH»>O’da ¢oziilerek 10 M’lik NaOH ile pH 8.0’e ayarlanarak son
hacim 1000 mL’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

1 M Tris-HCI (pH 7.4)

Hazirlanisi:

157. 6 g Tris-HC1 ddH>O’da ¢oziilerek pH 7.4’ye ayarlandi. Son hacim deiyonize su
ile 1000 mL’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

TE Tamponu (pH 7.5)

10 mM Tris-HC1
1 mM Na;EDTA
Hazirlanisi:

0.394 g Tris-HCI, 0.093 g Na,EDTA ddH»O’da ¢oziiliirek pH 7.5’e ayarlandi. Son
hacim deiyonize su ile 250 mL’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavlandi.
3.1.7.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Soliisyonlar

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu (50X, 1 L)

800 mL ddH»O {izerine 242 g Tris-baz (Mw: 121.14 g/mol), 100 mL 0.5 M EDTA
(pH:8.0) ve 57.1 mL glasiyal asetik asit eklendikten sonra manyetik karistiricida Tris-baz
¢cOziinene kadar karistirildi. Sonrasinda pH 8.5’e ayarlandi ve son hacmi ddH>O ile 1000

mL’ye tamamlandi.

Etidyum Bromiir (1 mL)

10 mL steril ddH>O’de 0.1 g etidyum bromiir ¢oziildii. Kullanilmak {izere 1siktan

korunmasini saglayacak renkli bir plastik kap i¢inde muhafaza edildi.

Orange G DNA Yiikleme Tamponu (10X, 25 mL)

20 mL ddH>0’da 10 g siikroz ¢oziildii ve tizerine 0.05 g Orange G ¢oziildiikten sonra

hacim 25 mL’ye tamamlanda.
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3.2. Yontem
3.2.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Tez calismasina dahil edilen TR-16 nolu ailenin Goniillii Onam Formu’nu imzalayarak
caligmaya katilmay1 kabul eden 1V:2, V:2, VI:1, VI:2, V:11, VI.7 ve VI:8 numaral
bireylerinden 8-10 mL EDTA’l1 periferik kan 6rnegi alind1. Periferik kan 6rneklerinden tuzla
¢oktiirme (salting-out) yontemi ile DNA izolasyonu gerceklestirildi (123). Ozetle; EDTA’I1
periferik kan 50 mL’lik falkon tiiplere alind1 ve {izerine 40 mL eritrosit lizis tamponu ilave
edilip c¢alkalanarak eritrositlerin parcalanmasi saglandi. 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi ve silipernatant uzaklastirildi. Bu iglem tii¢ kez tekrarlandiktan sonra pellet {izerine 4
mL niiklear lizis tamponu ve 125 pL Proteinaz K (10 mg/mL) eklenerek homojen hale gelene
kadar ¢alkalandi. Sonrasinda siispansiyon {izerine %10’luk 425 pL SDS eklenerek hafifce
alt iist edilerek karistirildi1 ve 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Etiivden ¢ikartilan tiipler oda
sicakligina gelene kadar bekletildikten sonra iizerlerine 1,4 mL 6 M NaCl eklenerek 15 sn
hizli bir sekilde calkalandi. lyice calkalanan tiipler 4500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.
Stipernatant temiz bir tiipe alind1 ve ikinci kez 4500 rpm’de 15 dk daha santrifiij edilerek
siipernatant tekrar temiz bir tiipe alindi. Temiz tlipe alinan siipernatantin iizerine iki kati
kadar %96°lik soguk etil alkol eklendi. Tiipler nazikge alt {ist edilereck DNA’nin presipite
olmas1 saglandi ve presipite olan DNA pipet ucuyla 1,5 mL’lik vidali kapakli tiipe alinarak
tizerine 500 pL %70’lik etil alkol eklendi ve alt-iist edilerek santrifiijde 45 sn ¢evrilerek
DNA’nin ¢okmesi saglandi. Hizli santrifiij islemi tekrarland1 ve tlipte kalan etil alkol pipet
ucu ile alindi. Alkol ucana kadar tiiplin kapagi a¢ik tutularak kurumaya birakildi. Alkol
uctuktan sonra DNA’nin tizerine 500 pL. TE tamponu eklenerek ¢dziilmesi i¢in dnce oda
sicakliginda sonra +4 °C de bekletildi. Etiketlenerek Anabilim Dalimizin DNA arsivinde

muhafaza edildi.

T1bbi Biyoloji Anabilim dali DNA arsivinde muhafaza edilen 6rneklerinin Nanodrop®
2000 UV-Vis spektrofotometre’de DNA konsantrasyonlari 6l¢iildii ve her bir 6rnek i¢in 100

ng/uL ve 25 ng/uL konsantrasyonda ¢aligma soliisyonu hazirlandi.
3.2.2. Tiim Ekzom Dizileme

Ekzom dizileme i¢in ¢alismaya dahil edilen TR-15, TR-37, TR-33, TR-59 ve TR-16
nolu bes ailenin dizilmeye tabi tutulmak iizere belirlenen her bir bireyine ait 2-5 pg genomik
DNA 0Ornegi, hizmet alimi yapilan NGST Saglhk Hizmetleri Arastirma Gelistirme
Damismanlik Tic. Ltd. Sirketi ve MSM Uriin ve Hizmet Sirketleri ne gonderilmek iizere 100
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ng/uL olacak sekilde hazirlandi. Dizileme islemi tarafimizca belirlenen teknik sartname

dogrultusunda (Ek 3, Ek 4) gerceklestirildi.

Tim ekzom dizileme i¢in her bir aileden bir bireyin dizilenerek sorumlu varyasyonun
belirlenmesi, bir birey iizerinden sorumlu varyasyonun belirlenememesi durumunda ise
aileden ilave bireylerin dizilenerek siirece dahil edilmesi yaklagimi kullanildi. Bu yaklagim
cergevesinde calismada 12’°si IDT-xGen Exome Research Panel V2.0 kiti (92) (Sekil 8)
kullanilarak MGI-DNBSEQ-T7 platformunda ve besi Agilent SureSelect Human All Exon
V6 +UTR r2 kiti (96, 124) (Sekil 8) kullanilarak Illumina-NovaSeq 6000 platformunda
“paired-end” tiim ekzom dizileme islemi gerceklestirildi (Tablo 12). Elde edilen okumalar
dizileme hizmeti satin alinan firma tarafindan fastq formatina doniistiiriilerek tarafimiza

iletildi.

Tablo 12. Tiim ekzom dizilemeye tabi tutulan bireyler ve dizileme kitleri.

Aile xGen Exome Research Panel V2.0 SureSelect Human All Exon V6 +UTR r2
TR-15 1V:7

TR-37 VI3

TR-33 VI:2

TR-59 1V:1,1V:2,1V:4

TR-16 1V:3,1V:4,V:4,V:8, V:10, VI:1 V:2, V:11, VI:2, VI:7 ve VI:8

3.2.3. Tiim Ekzom Dizileme Veri Analizi
Ekzom dizileme ile elde edilen verilerin biyoenformatik analizleri “Galaxy Europe

Platformu (https.//usegalaxy.eu)” lizerinden gergeklestirildi. Galaxy Europe Platformu;

RNA-seq, WGS, WES, metagenomik analizler, filogenetik analizler, protein yapisi ve
fonksiyonu ile ilgili biyoenformatik analizler yapilmasina imkéan sunan agik erisimli “Galaxy
Platformuy”nun Avrupa sunucusudur. Sunucu, arastirmacilarin kodlama bilgisine ihtiyag
duymadan; kalite kontrolii, tercih edilen bir referans genoma hizalama, varyant ¢agirma,
anotasyon, diferansiyel ekspresyon analizi gibi islemlerde kullanilmak iizere gelistirilmis
FastQC, Cutadapt, TrimGalore, RNA-STAR, HISAT2, Bowtie2, Salmon, FeatureCounts,
DESeq2, BWA-MEM, FreeBayes, DeepVariant, SnpEff Eff ve GEMINI gibi cok sayida

araci grafik arayiiziinde sunan web tabanli bir platformdur. Platform; her bir islem i¢in
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alaninda kabul gormiis ve yaygin olarak kullanilan farkli araglara bilinyesinde yer vererek
arastirmacinin ihtiyacina gore is akislar1 olusturmasina firsat veren esneklige sahip olup
olusturulan is akislarini1 kayit altinda tutarak ¢aligsmalarda tekrarlanabilirlik saglamaktadir.
Ayrica, analizin ilgili asamalarinda dbSNP, ClinVar, OMIM, KEGG, Pfam, Ensembl, ESP,
1000G, CADD, PolyPhen2, SIFT, ENCODE, UCSC Human Genom Browser, COSMIC,
GnomAD, Gerp, FitCons, VISTA ve HPRD gibi farkli veri bankalarin1 otomatik olarak
kullanmaktadir. Platform kullanilan araglarin yeni versiyonlarinin gelistirilmesine paralel
olarak giincellenmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda degerlendirilen isitme kayipl ailelerdeki
sorumlu genetik varyasyonu belirlemeye yonelik olarak elde edilen ekzom dizileme
verilerinin analizi Galaxy Europe Platformu {izerinde belirledigimiz is akisi kullanilarak

asagida belirtilen sekilde gerceklestirildi (Sekil 10) (125, 126).
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Varyasyon Listesinin GEMINI inheritance
G| S
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Excel file (xiIsx)

Sekil 10. Tim ekzom dizileme ile elde edilen verilerin Galaxy Europe Platformu
kullanilarak varyasyon listesinin olusturulmasi icin kullanilan is akisi
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3.2.3.1. Ham Veri ve Hizalama Kalitesinin Kontrolii

Ekzom dizileme ile elde edilen verilerin kalite kontroliinii yapmak {izere 6ncelikle her
bir bireyin iki yonlii okuma verileri fastq formatinda Galaxy Europe Platformu’na ytiklendi.
Ekzom dizileme hizmetinin teknik sartnamede belirtilen %90 ve iizerinde Q30 kalitesinde
ve 100x sekans derinligi ile dizilenip dizilenmedigi, kitin kapsami, toplam okuma sayisi,
dizilenen bdlgelerin okuma derinlikleri, iki yonlii (paired-end) okumalarin eslesip
eslesmedigi ve okumalarin referans genoma ne diizeyde hizalandigi QualiMap BamQC
(Galaxy Version 2.3+galaxy() araci kullanilarak kontrol edildi (127). Okumalarin Q20-Q30
degerleri fastp fast all-in-one preprocessing for fastq files (Galaxy Version 0.23.4+galaxyl)
aract ile analiz edildi (128). Dizileme hizmetinin teknik sartnamede belirtilen Q30
kalitesinde gergeklestirilip gerceklestirilmedigi (kalite skor grafikleri (phred score)), GC
icerigi ve adaptor igerip igermedigi FastQC Read Quality reports (Galaxy Version
0.74+galaxy0) araci ile kontrol edildi (129). Dizileme i¢in kiitiiphane olusturma agamasinda
kullanilan adaptor dizileri ilgili firmadan istendi. Adaptor iceren okumalardaki belirlenen
adaptorler 7rim Galore! Quality and adapter trimmer of reads (Galaxy Version

0.6.7+galaxy() araci ile iki yonlii okumalardan kirpildi (130).
3.2.3.2. Okumalarin Referans Genoma Hizalanmasi

Adaptorleri uzaklastirilan iki yonlii (paired endd) fastq okuma verileri Map with BWA-
MEM (Burrows-Wheeler Aligner-Galaxy Version 0.7.18) araci ile birlestirilerek UCSC
Human GRCh37/hgl9 referans genomuna hizaland1 (110, 131). Kiitiiphane hazirlanmasi
asamasinin DNA parcalarinin  PCR ile amplifikasyonu sirasinda olusan PCR
duplikasyonlari, iki yonlii okumalarda ug¢ birlesmesi yapilamayan parcalar ve genoma
hizalanamayan okumalar RmDup (Galaxy Version 2.0.1) aract ile kirpild1 (132, 133). Daha
sonra elde edilen dizilerdeki in-del’ler bcftools norm (Galaxy Version 1.15.1+galaxy4) aract

kullanilarak sola hizalandi ve normalize edildi (132, 134).
3.2.3.3. Varyantlarin Cagrilmasi ve Anotasyonu

Referans genoma hizalanan bam formatindaki okumalarda bulunan varyasyonlarin
cagrilma islemi FreeBayes (Galaxy Version 1.3.6+galaxy0) araci ile gergeklestirilerek vetf
(variant caller format) formatinda dosyalar elde edildi (132, 135). Bu asamada tek bir birey
izerinden sorumlu varyasyonun belirlenmesi beklenen ailelerde tek bireyin varyantlar
cagrilirken; birden fazla bireyin dizilendigi ailelerde bireylerin genotiplerini ayr1 ayri
siitunlarda belirtilecek sekilde ¢agrilan tiim varyantlar program {izerinden birlestirilerek tek
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bir dosya haline getirildi. Sonrasinda, varyasyonlarin hangi kromozomda yer aldigi,
kromozom {iizerindeki baslangi¢ ve bitis pozisyonlari, varyasyonun yerlesim yeri ve tiiri,
varyasyonun her bir bireydeki genotip bilgisinin olacagi anotasyon islemi SnpEff eff (Galaxy
Version 4.3+T.galaxy2) araci kullanilarak yapild1 (136, 137).

3.2.3.4. Varyasyonlarin GEMINI Veri Tabamina Gore Anote Edilmesi ve Kalitim

Kalibina Gore Filtrelenmesi

Varyasyon listesinin kalitim kalibina gore filtrelenebilmesi icin 6ncelikle her aileden
dizilemeye tabi tutulan bireye/bireylere ait aile agaci bilgilerini iceren ped formatindaki
dosyalar olusturularak Galaxy Europe Platformu’na yiiklendi. Daha sonra SupEff Eff araci
ile elde edilen vcf dosyalar1 ve analizi yapilacak her bir ailenin ped dosyast GEMINI Load
(Galaxy Version 0.20.1+galaxy?) araci ile GEMINI platformuna yiiklendi. GEMINI
platformu; dbSNP, ClinVar, OMIM, KEGG, Pfam, Ensembl, ESP, 1000G, CADD,
PolyPhen2, SIFT, ENCODE, UCSC, COSMIC, Gerp, FitCons,VISTA ve HPRD veri
tabanlarmi kullanarak dizilerde belirlenen varyasyonlarin anotasyonunu gerceklestirdi
(138). Anote edilerek olusturulan varyasyon listesi GEMINI inheritance pattern (Galaxy
Version 0.20.1) araci ile ailedeki kalitim kalibina gore analiz edildi (138). Her bir aileden
dizilenen bireyde/bireylerde kalitim kalibina gore elde edilen varyasyonlarin ileri diizeyde
filtrelenebilmesi icin tabular formatindaki dosya excel formatina doniistiiriilerek filtreleme

icin hazir hale getirildi.
3.2.4. Isitme Kaybindan Sorumlu Varyasyonun Tespiti

Ailedeki kalitim kalibina gore, excel formatinda elde edilen varyasyon listesindeki
varyasyonlarin ileri diizeyde filtrelenmesinde, sorumlu patolojinin isitme kaybi ile
iligskilendirilmis bir gen {izerinde veya yeni bir gen lizerinde olma durumuna gore iki farkli
strateji kullanildi. En son basamakta filtrelenen (aday olarak segilen) varyant hastaligi

aciklamaya aday olarak degerlendirildi.

I. gnomAD v2.1.1 (139) veri tabanindaki saglikli popiilasyondaki bir bireyde
homozigot olarak goriilmiis olma homozigot kalitim goriilen ailelerde belirlenen homozigot
varyasyonlarin diglanmas1 i¢in, sagliklt popiilasyondaki bir bireyde heterozigot olarak
goriilmiis olma dominant kalittim goriilen ailelerde belirlenen heterozigot varyasyonlarin
dislanmasi i¢in kriter olarak belirlendi. Bu cergevede, otozomal resesif kalitim gosteren
ailelerde belirlenen varyasyonlardan, gnomAD v2.1.1 veri tabanindaki saglikl
popiilasyonda homozigot olarak goriilmemis olan varyasyonlar filtrelendi. Otozomal
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dominant kalitim gdsteren ailede ise gnomAD veri tabanindaki saglikli popiilasyonda bir

bireyde dahi heterozigot goriilmemis olan varyasyonlar filtrelendi.

ii. Patolojik etki potansiyeli diisiik olan intronik ve sinonim varyasyonlar dislanirken
protein fonksiyonunu ve ekspresyonunu etkileme potansiyeline sahip olan missense,

nonsense, frameshift, splicing bolge varyantlar1 ve UTR varyantlari filtrelendi.

iii. Ailedeki sorumlu varyasyonun isitme kaybi ile daha 6nceden iligkilendirilmis bir gen
tizerinde aranmasi durumunda; ClinVar veri tabaninin isitme kaybi1 fenotipi ile
iliskilendirdigi ve ClinVar veri tabaninda olmayip literatiir taramasi ile olusturdugumuz
isitme kaybu ile iligkilendirilen gen listesindeki genler (Tablo 2-5) iizerindeki varyasyonlar
filtrelenerek diger genler iizerinde kalan varyasyonlar dislandi. Ailedeki sorumlu
varyasyonun yeni bir gen lizerinde aranmasi durumunda ise bu basamak atlanarak dérdiincti

basamaktan filtreleme islemine devam edildi.

iv. Varyantlarin anotasyonu gerceklestirilicken GEMINI aracinin  gnomAD veri
tabaninin giincel siirtimlerindeki (v4.1.0) veriyi kullanmadig: i¢in filtrelenen varyasyonlar
gnomAD’in giincel versiyonunda (gnomAD v.4.1.0) kontrol edilerek birinci basamaktaki

kriterler kullanilarak filtreleme gerceklestirildi.

12 Tespit edilen varyasyonlarin okumalarin dogru mu yoksa okuma hatast m1 oldugu
IGV (Integrative Genomics Viewer) programi iizerinden bam formatindaki dosyalarda
kontrol edildi (140, 141). Varyasyonlar arasinda homozigot olarak ifade edilen bir bazin
%80 ve lizeri bir oranda okunmasi (baz kalitesi > Q20) dogru okuma olarak kabul edildi,

%20’nin altindaki okumalar ise hatali okuma olarak kabul edildi ve disland1 (142, 143).

Vi. Filtrelenen aday varyasyonlar Sanger dizileme ile dogrulanirken ailedeki isitme
kaybr ile segregasyonu kontrol edildi. Ailedeki isitme kaybi ile kalitilmayan varyasyonlar
dislanirken isitme kaybi ile segrege olan varyasyonlar isitme kaybindan sorumlu varyasyon

olarak degerlendirildi.

3.2.5. Isitme Kayb ile Iliskilendirilen Varyasyonlarin Dogrulanmasi ve Ailedeki

Segregasyonunun Belirlenmesi
3.2.5.1. Varyasyonun Bulundugu Bolgenin PCR ile Amplifikasyonu

Isitme kaybindan sorumlu olabilecegi tespit edilen varyasyonlarin dogrulanmasi ve

ailedeki segregasyonunun gosterilebilmesi i¢in her bir ailede tespit edilen varyasyonun
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bulundugu bolgeye 6zgii primerler “Primer3” programi kullanilarak dizayn edildi (Tablo 13)

(144).

Tablo 13. Varyasyonlarin Sanger dizileme ile dogrulanmasi i¢in kullanilan primerler.

Gen Adi ve Ekzon Pr no Primer dizisi (5°-3’) Primer ad1 uzli:.lllll?gu
(bp)
1970 tctttgacgtcttectggtgg TBC1D24 Ex2 Fl1

TBCID24_Ekzon2 1971  (coacetacctetictgoticac TBCID24_Ex2 Rl 290
e L U Ve MM 736
EPSL Blaants 00 e hh mao R 5
WHRN_EKSnl 303 it amimesnaac WHRN RI_Amp Seq 8
DLGAPZ Bleonl2 3170 S eeinetcie DLGAP2 il Exi2 k2 28
PHTF2EKSNI 55 o ossgomnge. PHTF2 In18 Bnlo kI 458
EIFAL 330 coummsagectontne EIFIAL e200A Ry2 4
PCDHIS Blon®0 3300 \iceicocumagecnigiae  PCDHIS cdlzeon R 42
SHROOMI Ekaond 3177 0 ecagettc. SHROOMIFxd R 532
BAZABRinS 5179 piticncoumingotsee | BAZ2A Ins_xg Rl 00

Varyasyon bulunan bolgelerin amplifikasyonu i¢in dizayn edilen primerler

kullanilarak PCR reaksiyonu asagida belirtildigi sekilde gergeklestirildi.
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PCR Karisimi

5X Colorless GoTaq® Reaction Buffer 5
MgCl (25 Mm) 1.5
Dntp karisimi (10 Mm) 1

Pr F (10 pmol/uL) 1

Pr R (10 pmol/uL) 1
GoTaq® DNA Polymerase (5u/ uL) 0.1
Gdna (25 ng/uL) 3
Dh,O 124
Toplam 25
PCR Kosullar Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 6 dk
Denatiirasyon 94 30s
Baglanma 55-60 45s 35-37 Dongii
Sentez 72 45s
Son sentez 72 6 dk
Bekleme 10 o0

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen 46mplikonlar %2’lik agaroz jelde ytiriitiilerek
goriintiilendi. Her bir birey i¢in elde edilen 46mplikonlar MN PCR Clean-up Gel Extraction
Kit (Macherey-Nagel Cat No0:740609.50) kullanilarak iiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda temizlendi.
3.2.5.2. Varyasyonun Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

Tespit edilen varyasyonun dogrulugu ve ailedeki segregasyonu Sanger dizileme ile
belirlendi. Sanger dizileme reaksiyonu amplifikasyon primerleri (Tablo 13) ile BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kiti (Thermo, Cat No:4337455) kullanilarak asagida
belirtilen karigim ve kosullarda gerceklestirildi.

Sanger Dizileme Reaksiyonu 1X (uL.

Big Dye 1

Big Dye Buffer 1.5

Pr F (10 pmol/uL) 0.32

Kalip PCR iiriinii -

Dh,O 2.18

Toplam 10

Sanger Dizileme Reaksiyon Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 2 dk
Denatiirasyon 96 15s
Baglanma 50 15s } 25 Dongii
Sentez 60 2 dk
Son sentez 10 5dk
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Sanger dizileme i¢in yapilan PCR sonunda elde edilen firiinler Sephadex G-50
boncuklari kullanilarak temizlendi ve 3130 Genetik Analizor (ABI) cihazina yiiklendi. Elde
edilen okumalar ilgili genin referans dizisi ile karsilastirildi. Sanger dizileme ile dogrulanan

varyasyonlarin ailedeki segregasyonu aile agaci tizerinde gosterildi.
3.2.5.3. Varyasyonlarin in silico Analizleri

Sanger dizileme ile dogrulanan varyasyonlar arasindan ailede igitme kaybu ile kalitilan
yanlis anlamli varyasyonlarin patolojik olup olmadigini belirlemeye yonelik ¢oklu hizalama
analizleri ile amino asitlerin omurgalilar arasindaki korunmuslugu (145) ve PolyPhen2
(146), SIFT (147), Mutation Taster (148), AlphaMissense (149) gibi in silico araglar ile
patojeniteleri analiz edildi. Varyasyonlar Tiirk popiilasyonundan 557 bireyin tim genom
dizileme sonuglarindan elde edilen varyasyonlarin bulundugu Tiirkiye Genom Projesi Veri
Paylasim Portali’'nda (Tiirkiye Genom Projesi-TUSEB) (Erisim Tarihi: 30 Ocak 2025)
(150) kontrol edildi. Her bir ailede tespit edilen aday varyantlar ACMG varyant
siiflandirma kriterleri dogrultusunda patojenik (P), muhtemel patojenik (LP); benign (B),
muhtemel benign (LB) ve klinik 6nemi bilinmeyen (VUS) olarak belirtilen bes kategoriden
birine dahil edildi (Tablo 11) (112).

3.2.5.4. Haplotip Analizi

TR-59 ve TR-16 nolu ailelerde isitme kaybindan sorumlu olabilecegi belirlenen
varyasyonun bulundugu sirasiyla 8p23.1-23.3 ve 7q11.23-21.11 kromozomal bdolgelerinin
isitme kaybi1 ile birlikte kalitilip kalitilmadiginin gosterilebilmesi icin UCSC Genome
Browser on Human (GRCh37/hg19) (131) kullanilarak, bolgeye karsilik gelen informatif
STR markirlar1 ve SNP’ler belirlendi (Tablo 14).
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Tablo 14. Haplotip analizi i¢in kullanilan STR markirlari ve SNP’ler.

Uriin

Markir Primer Uzunluk I’leri ’ ’Geri’
no (bp) -3 5°-3)

D8S504 C8-06 193-203  tgtaaaacgacggccagtactgggtcacgaggga catgcccattttecag
D8S264 C8-07 121-145  tgtaaaacgacggccagtacatctgegtegtcttcata ccaacacctgagtcagcata
D8S201 C8-08 170-274  tgtaaaacgacggccagttggctaacacggtgaaacca atcagaccaataaccccagg
D8S1781 C8-09 214-272  tgtaaaacgacggccagtcactgggggctaacctt ttttgaatcgtgtcagea
D8S1824 C8-10 226-248  tgtaaaacgacggccagtaaagtgtcttcgaggtee tgaaaattgtatcctacctgag
D8S1798 C8-11 145-165  tgtaaaacgacggccagttttgtggagtttatnctetg tgcaccagtatgtatctaagttga
D8S1742 C8-12 130-150  tgtaaaacgacggccagtcceccaccaagacaca ctcaagggatatgaagggca
D8S1706 C8-13 257-281  tgtaaaacgacggccagtagacagcgacatgcag ggaaaaatcacaatagaaattac
D7S1870 C7-04 108-132  tgtaaaacgacggccagtttcactcaggaagtgge tggtgatgtgctttactacg
D7S52518 C7-05 139-159  tgtaaaacgacggccagttttgataaaaacaagcaaaag caaaactagcatctggga
D752455 C7-06 172-211  tgtaaaacgacggccagtcttgagectgggagtacgagac tcagaaattgcaccaagtgcta
D7S52204 C7-07 217-269  tgtaaaacgacggccagttcatgacaaaacagaaattaagt agtaaatggaattgcttgttacc
D7S52443 C7-08 137-157  tgtaaaacgacggccagtaataggggtttcattttatce cttatgtcattttatgtgttaatca

2223 ttcttctatettettecggeec
182906362 2224 600 actgtctcccaacatctagagg
£s116847950 2225 498 tggtaattcactgctttggtatge

2226 agtttctctacttgctccaattgg
18755544 2229 aagtggetggaaggtatttgge
15755542 2230 %3 tgggccactgataaccaage

Belirlenen her bir STR markirinin amplifikasyonunda kullanilacak primer ¢iftlerinden

ileri primerin 5’ ucuna iiniversal M13 (-21) primer dizisi (5’ tgtaaaacgacggccagt 3’) eklendi

(Tablo 14). Her bir primer ¢ifti ile 6n PCR ve isaretleme PCR olmak iizere ardisik iki PCR

gerceklestirildi.
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On PCR Karisim 1X (uL
5X Colorless GoTaq® Reaction Buffer 5
MgCl, (25 Mm) 1.5
Dntp karisimi (10 Mm) 1

Pr F (10 pmol/uL) 1

Pr R (10 pmol/uL) 1
GoTaq® DNA Polymerase (5u/ uL) 0.1
Gdna (12.5 ng/uL) 4
Dh,O 114
Toplam 25

On PCR Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 6 dk
Denatiirasyon 94 30s
Baglanma 56 40 s 36 Dongii
Sentez 72 40 s
Son sentez 72 6 dk
Bekleme 10 00

On PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde vyiiriitiilerek goriintiilendi. On PCR sonucu elde
edilen 49mplikonlar isaretleme PCR’1 i¢in kalip olarak kullamldi. Isaretleme PCR’1inda &n
PCR’dan elde edilen firiinler kalip olarak kullanilirken ileri primer olarak FAM™ (mavi)
floresan boyanin takili oldugu M13 (-21) primeri, geri primer olarak ise 6n PCR’da
kullanilan geri primer kullanildi. Isaretleme PCR’1 i¢in yapilan bir reaksiyonluk karisim

asagidaki gibi hazirlandi.

Isaretleme Reaksiyonu 1X (uL
5X Colorless GoTaq® Reaction Buffer 2
MgCl (25 Mm) 0.6
Dntp karisimi (10 Mm) 0.2
M13 (-21) Pr F (10 pmol/uL) 0.1

Pr R (10 pmol/uL) 0.1
GoTaq® DNA Polymerase (5u/ uL) 0.02
PCR iiriinii 2
Dh,O 4.98
Toplam 25
Isaretleme Kosullar Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 1 dk
Denatiirasyon 94 30s
Baglanma 56 30s 11 Dongii
Sentez 72 30s
Son sentez 72 1 dk
Bekleme 10 ')
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[saretleme reaksiyonundan elde edilen PCR iiriinlerinden 5 puL alinarak iizerine 6,6 uL
Hi-Di™ Formamid ve 0,4 pL GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard markir klenerek 10
uL’lik karisim elde edildi. Hazirlanan karis1 kapiller elektroforez islemi i¢in 3130 Genetik
Analizoér (ABI) cihazinda yiiriitiildii. Kapiller elektroforez islemi yapildiktan sonra elde
edilen sonuclar, GeneMapper® v4.1 & Data Collection v3.1 programi kullanilarak analiz
edilerek calisilan STR markirlarinin genotipleri belirlenerek ilgili bolgelerin haplotipleri

olusturuldu.
3.2.5.5. Baglant1 Analizi

Genetik baglanti, iki lokusun genetik olarak birbirine yakin olmasini ve birlikte
kalitilma durumunu ifade etmektedir (151). Iki genetik lokusun birbirine yakin olmasi bu iki
lokusun birbiri ile baglantili oldugunu, birbirine uzak ise birlikte kalitilmadiklarini yani
baglantili olmadigini ifade etmektedir. Lokuslarin birlikte ya da bagimsiz kalitilmalar
crossing-over ile diizenlenmektedir (151, 152). Crossing-over sonucu olugsan rekombinasyon
ile genetik ¢esitlilik ortaya ¢ikmaktadir. Mayoz sirasinda crossing-over olma olasiligi
rekombinasyon sikligi olan 0 degeri ile ifade edilmekte ve bu deger 0 ise (6=0)
rekombinasyon olmadigini, 0-0,5 arasinda ise rekombinasyon oldugunu ifade etmektedir.
©=0 oldugunda iki bolgenin birbiriyle baglantili oldugu anlamima gelmektedir (151, 152).
Baglanti analizi, hastalikla iligkili genlerin yerini belirlemek, aile iiyelerinin genetik verileri
tizerinden, genetik belirteclerin (SNP, STR) bir hastalik ile birlikte nasil aktarildigini analiz
etmek icin ve O degerinin istatistiksel analizi i¢in kullanilan bir yontemdir. Baglant1 analizi,
LOD (Logarithm of Odds) baglanti saptanmasi olasiliginin baglanti gézlenmemesi
olasiligma oraninin  logaritmik degeridir ve bu deger istatistiksel olarak
degerlendirilmektedir. LOD skorun 3 ve iizeri olmasi baglantiy1 desteklemesi agisindan
anlaml kabul edilirken, 2 ve altinda kalan degerler baglant1 olmadigini1 tagimaktadir. LOD
skor analizi, iki noktal1 (two-point) ve ¢cok noktali (multi-point) olarak yapilabilmektedir. Iki
noktali analizde bir genetik belirte¢ ve bir hastalikla iligkili bolge arasindaki baglanti
arastirilmaktadir. Cok noktali analizde ise birden fazla genetik belirte¢ kullanarak, birden
fazla genetik lokus arasindaki iligki incelenir (151, 152). Baglant1 analizinde parametrik
(model bagimli-kalitim kalib1 biliniyor) ve parametrik olmayan yaklasimlar (Mendelyen
kalitimin yetersiz kaldig1 durumlar) kullanilarak yaygin olarak Allegro (153), Merlin (154),
GeneHunter (155), SimWalk (156), FastLink (157) ve SuperLink (158) gibi programlar
kullanilmaktadir. Bu programlar EasyLinkage (159) arayiizii ile ¢alistirilarak istatistiksel
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analizler yapilabilmektedir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda da EasyLINKAGE Plus v5.02

programi lizerinden model bagimli parametrik yaklasim ile LOD skor hesaplandi.
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4. BULGULAR

Tez calismast kapsaminda TR-15, TR-37, TR-33, TR-59 ve TR-16 nolu bes ailede
(Sekil 5-9) isitme kaybindan sorumlu varyasyonlarin tiim ekzom dizileme yaklasimi ile
tespit edilmesi amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda TR-15, TR-37 ve TR-33 nolu ailelerde
birer bireyde, TR-59 nolu ailede ii¢ bireyde ve TR-16 nolu ailede 11 bireyde olmak {izere
toplam 17 bireyde tiim ekzom dizileme gerceklestirildi (Tablo 15). Yiiriitiilen ¢aligmalar

kapsaminda gergeklestirilen islemler asagida sirasiyla verildi.
4.1. Tim Ekzom Dizileme Veri Analizi

Belirtilen teknik sartnameler (Ek 3, Ek 4) dogrultusunda gerceklestirilen tiim ekzom
dizileme ile ilk asamada IDT xGen Exome Research Panel V2.0 kiti ile bir bireye ait iki
yonlii (paired end) okuma i¢in okuma basina yaklasik 14 GB; Agilent SureSelect Human All
Exon V6 +UTR 12 kiti ile gergeklestirilen dizilemede yaklagik 20 GB fastq verisi elde edildi.
Tiim ekzom dizilemesi gergeklestirilen her bir bireyin dizileme verileri Galaxy Europe
Platformu’na yliklenerek ham verilerin ve hizalama kalitesinin kontrolii i¢in analizler
gergeklestirildi. Analizler sonucunda IDT-xGen Exome Research Panel V2.0 kiti ile eld
edilen okumalarda adaptdr igerigi tespit edildi ve bu adaptorler ¢ikartildi. Agilent SureSelect
Human All Exon V6 +UTR 12 kiti ile dizilenen drneklerde adaptdr icerigi yiiklenici firma
tarafindan kirpildig1 igin tespit edilmedi. Iki dizilemede de kitin kapsam1 (genomun yiizde
kagina karsilik geldigi %), okunan toplam baz sayis1 (bp) ve toplam okuma sayis1 degerleri
belirlendi. Iki dizilemenin de Phred skorlarinin 36-39 arasinda oldugu; okumalarin Q20 ve
Q30 degerlerinin %90 {izeri oldugu, okumalarin %40-60 araliginda GC igerigine sahip
oldugu tespit edildi. Her iki dizilemenin de %95’inin 50X ve iizeri derinlikte

gerceklestirildigi tespit edildi (Tablo 15).
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Tablo 15. Tiim ekzom dizileme ham verilerinin kalite ve hizalama degerleri.

IDT xGen Exome Research Panel V2.0

Aile Birey l;lcl::g Kalf)itam Toplam okuma TOPE::EI) baz % Q30 % GC
TR-15 V7 37 64,070,884 5715738018 943 522
TR-37 VI3 37 68,063,087  6110,921,780 957 509
TR-33  VI2 37 72,037,700  6,659,558,579 969  50.5

v:1 37 71,869,085  6,528,808,589 964 481
TR39 " wva 36 86,152,922 7927,595311 960 475
IV4 36 o136 86,160,616 7986947859 969  50.7
IV:3 36 85,156,839 7.861,603,881 968 504
V4 36 97,027,396  8943,079,760 957 474
s VA 36 103,575.983  9,544,028,878 960 4738
V8 36 107,009,551  9.884,325,516 958 475
Vo 36 58,341,186 5035043754 952 495
VI 36 108,933,139  9,997,096225 959 476

Agilent SureSelect Human All Exon V6 +UTR r2
Aile Birey Is)lcl(l;ig KaI;itam Toplam okuma TOpzzgl) iz (;{;’0 (0;/2:
V2 39 109,207,948 16490,400,148  95.6  48.6
Vil 39 04405276 14255,196,676 954  49.1
TRA6 yrp 30 7282 101510976 15328,157376 955 48.9
VL7 39 105203374  15885,700474 954 49,0
VI:8 39 100208674  15131,500,774 957 483

4.2. Ailelerdeki Isitme Kaybindan Sorumlu Varyasyonun Tespiti

Galaxy Europe Platformu kullanilarak her bir aile i¢in olusturulan varyasyon listeleri

filtrelendi ve tespit edilen aday varyasyonlar ACMG varyant siiflandirma kriterlerine gore

degerlendirildi.

Ekzom dizilemede, yalnizca protein kodlayan genlerin ekzonlarini hedefleyen kisa
okuma dizilerinin olmas1 ve kopya sayisi degisikliklerinin de (Copy Number Variation:
CNV) biiyiik bir kisminin kodlamayan bdlgelerde meydana gelmesinden dolayi, bu
varyantlarin tespit edilmesinin sinirlamalart vardir. Ekzom dizileme ile kisa okuma

uzunluklarin hedeflenmesi, okuma derinligindeki heterojenlik, genomda tekrarlayan
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bolgelerin olmasi ve bu bdlgelerin dizileme sirasinda yanlis hizalanmasi CNV tespitini
zorlagtirmaktadir. Bu sebeple tez calismasinda elde edilen ekzom verileri ile kopya sayisi

degisiklikleri incelenemedi (84, 85, 160-163).

Bu ¢er¢evede her bir ailede elde edilen bulgular bagimsiz bagliklar altinda asagida

sunuldu.
4.2.1. TR-15 Nolu Ailede Isitme Kaybindan Sorumlu Varyasyonun Belirlenmesi

Sensorindral isitme kaybi tanist konulmus dort etkilenmis bireyin bulundugu TR-15
nolu ailedeki (Sekil 5) III:1 ile I1I:2 numaral1 saglikli bireyler arasindaki akraba evlilikleri
ve bu evliliklerden isitme engelli ve saglikli ¢ocuklarin diinyaya gelmis olmalar1 dikkate
alinarak ailedeki isitme kaybinin otozomal resesif kalitildigi kanaatine varildi. Ailedeki
sorumlu varyasyonun belirlenebilmesi i¢in IV:7 numarali etkilenmis birey ekzom
dizilemeye tabi tutuldu. Elde edilen ekzom verileri, Galaxy Europe Platformu is akisi
kullanilarak analiz edildi (Sekil 10). Analizler sonucunda otozomal resesif kalitim kalibina
gbre homozigot olarak kalitilan 20737 varyasyon belirlendi. Tarafimizca olusturulan
filtreleme stratejisi (Sekil 11) kullanilarak belirlenen 20737 varyasyon ileri filtrelemeye tabi
tutuldu.

Filtreleme sonucunda; daha 6nce sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayb1
(DFNBS86) (164), otozomal dominant isitme kayb1 (DFNA65) (165) ile isitme kaybinin eslik
ettigi “Developmental and Epileptic Encephalopathy (OMIM #615338)” (166), “Deafness,
Onychodystrophy, Osteodystrophy, Impaired Intellectual Development, and Seizures
Syndrome-DOORS syndrome (OMIM #220500)” (167) ve etmedigi “Epilepsy, Rolandic,
With Paroxysmal Exercise-Induced Dystonia and Writer’s Cramp (OMIM #608105)” (168),
“Myoclonic Epilepsy, Familial Infantile (OMIM #605021)” (169) ¢esitli sendromlarla
iliskilendirilmis olan 7BCID24 (NM_001199107) geni iizerinde yeni bir varyasyon
(c.889C>T) tespit edildi (Sekil 11-12).
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Varyasyon Sayisi

1. Galaxy is akisi sonunda elde edilen excel

dosyasindaki homozigot varyasyonlar 20737
2. gnomAD v2.1.1°de homozigot goriilmeyen

varyasyonlar 10150
3. Missense, nonsense, frameshift, splicing 3126

bolge ve UTR bilge varyasyonlari

4. Isitme kaybu ile iliskilendirilmis genler 59
(Tablo 2-5) iizerindeki varyasyonlar

5.1. gnomAD v4.1.0°da homozigot 1
giriilmeyen varyasyonlar

5.2. bam dosyalarinda IGV
5. Aday varyasyonlar |, programi ile kontrol edilip dogru 1
okunan varyasyonlar

5.3. Sanger dizileme ile dogrulanan TBCID24
— ve ailedeki segregasyonu gosterilen 1 c.880C>T
varyasyon
p-Arg297Cys

Sekil 11. TR-15 nolu ailede IV:7 numarali etkilenmis bireyde tespit edilen homozigot
varyasyonlarin filtrelenmesi.

TBCID24 geni lizerinde tespit edilen ¢.889C>T varyasyonu, 559 amino asitlik
proteinin TBC (170) ve TLDc (171) domainleri arasinda lokalize olan 297°nci pozisyondaki
pozitif yiiklii arjinin amino asidinin polar, yiiksliz bir amino asit olan sisteine doniismesine

(p.Arg297Cys) neden olmaktadir (Sekil 12).
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p-Vall37Ala

p-Thr182Serfs*6

p-l1e276Thr

 Aspl85A.
p-Prol3sLeu pAse n p.Arg297C‘yS
Argd0Cys  P-Arg6SLen R Len333Phe p.Ala500Val
p-Ala39Val P-Arg63His pArel p.Cly428Arg p-His487GIn
p.Prol02Ser kp..—lrgiél}Leu | .
p-Aspl1Gly |

TBCID24 1 TBC domain TLDc domain 550

GCIn20Gln |} | | [y ‘ i

aa a2 254 2 p.Vald30Glyfs * 32 ‘ ®

Gly110Ser

p-Serd73Argfs * 43
p- His487Leu

Arg40Leu p-AspT0Tyr His336GInfsTer12*
p.Ser324Thris*3
p-Asn307His
p-Arg203Pro

Cys105Arg Arg242Cys

p.Glul57Lys
p-Serl78Len
p-Arg214His

Arg2T0His
Lys266Asn

Hearing loss (OD+OR)

Developmental and Epileptic Encephalopathy

DOORS sendromu (Deafness, Onychodystrophy, Osteodystrophy, Impaired Intellectual Development, and Seizures Syndrome)
Epilepsy, Rolandic, With Parexysmal Exercise-Induced Dystonia and Writer's Cramp

Sekil 12. TBC1D24 iizerinde daha dnce tanimlanan varyasyonlar ve TR-15 nolu ailede tespit
edilen p.Arg297Cys varyasyonunun protein lizerindeki yerlesimi

TBC1D24 geni lizerinde tespit edilen ve gnomAD v4.1.0 veri tabaninda allel frekansi
0.000004339 olan ¢.889C>T varyasyonunun ailedeki igitme kaybiyla birlikte kalitildig:
gorildii (Sekil 13a-c).

TBC1D24 iizerinde sisteine doniistiigli tespit edilen 297°’nci pozisyondaki arjinin
amino asidinin patolojik olup olmadigini belirlemeye yonelik yiiriitiilen ¢oklu hizalama
analizi sonucunda bu varyasyonun omurgalilar arasinda korunmus oldugu goriildi (Sekil
13d). Belirlen p.Arg297Cys varyasyonunun PolyPhen-2 (Sekil 14), SIFT (Sekil 15) ve
Mutation Taster (Sekil 16) ile yapilan in silico analizler sonucunda patolojik olabilecegi

gorildii.
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a)
2 Leu Phe Ser Cys Lys Glu _Ile
CTCTTCICCTGCAAGG AGATC
= E o Homozigot
R ! 5 p.Arg297Cys
= z w2 = .889C=T
bp — s
M- - Leu Phe Ser Aw/Cys Lys Glu Tl
. CTCTTCTCCUIGCAAGG AG ATC
i ] - : Heterozigot
500 | T
300 — S - —-— — 290 Leu Phe Ser Arg Ly Glu _Te
e, CTCTTCTCCCGCAAGG AGATC
) TR-15 ) H. sapiens LEKAFATRLFSRKETQLLOMANEE 309
P. troglodytes LEKAFATRLFSRKETQLLOMANER 309
G. gorilla LEKAFATIRLFSREEIQLLOMANEK 309
P. anubis LEKAFATRLFSRKEIQLLOMANEK 309
M. mulatta LEKAFATRLESRKETQLLOMANER 309
M. musculus LEKAFAIRLFSRKEIQLLOMANEK 309
R. norvegicus LEKAFATRLFSRKEIQLLOMANER 309
5. scrofa LEKAFATIRLFSREEIQLLOMANEK 309
B. taurus LEKAFAIRLFSRKEIQLLOMANEK 309
€. familiaris LEKAFATRLFSREKETQLLOMANEK 309
E. caballus LEKAFAIRLFSREKEIQLLOMANER 309
T. latirostris LEKAFATRLFSRKEIQLLOMANEK 309
E. edwardii LEKAFATRLFSREEIQLLOMANEK 310
M. domestica LDKAFSIRLFSRKEIYLLOMANEA 309
0. anatinus LERAFATRLFSRKEIQLLHMANER 312
M. gallopavo LEKAFATRLFSRKEIQLLOMANER 307
G. gallus LEKAFATRLFSRKETQLLOMANEK 307
x. tz’opicalis LERAFAIRLFSREEIQLLOMANER 309
D. rerio LEKAFSIRLFSRKEITLLOLANEK 354
0. latipes LEKSFSIRLFSRKEITLLQLTNEK 317
D. mlanogaszsr LHAAFSIRGLSTQYISRIFIKTEM 351

Sekil 13. TR-15 nolu ailede TBC1D24 geni lizerinde tespit edilen ¢.889C>T varyasyonunun
dogrulanmasi. a) Varyasyonun bulundugu 290 bp’lik bolgenin Pr.1970 ve
Pr.1971 nolu primerler ile amplifikasyonu. (Size marker: Gene Ruler 100 bp Plus
DNA Ladder-SM0321), b) c¢.889C>T varyasyonun Sanger dizileme ile
dogrulanmasi, ¢) ¢.889C>T varyasyonunun ailedeki isitme kaybi ile kalittminin
gosterilmesi, d) TBC1D24 {izerinde degisim tespit edilen 297 nci pozisyondaki
arjinin amino asidinin ¢oklu hizalama ile analizi. 297°nci pozisyondaki arjinin
amino asidi kirmizi ile renklendirildi.

PolyPhen-2 report for QQULP9 R297C

Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description

QOULPY 297 R C  Canonical; RecName: Full=TBC1 domain family member 24; Length: 559
Results

Prediction/Confidence
HumDiv

PolyPhen-2 v2.2.3r406|

This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

a.2e .40 a.80 1.00

Sekil 14. TBC1D24 iizerinde tespit edilen p.Arg297Cys varyasyonunun PolyPhen-2 araci
ile analizi
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SIFT version 5.1.1, SIFT database release February 27, 2012
RefSeq Known CCDs R
Coordinates Codons E”sembl. Transcript Transcript||Transcript Ensembl Protein REfSE?
Transcript ID ID Protein ID
1D ID ID
16,2547037- |[cGC- o
2547038,1,C/T||t6C ENSTO2DR0434757 ||M! |_9@11991@7‘ ucee2cql.z ‘ ENSPEEE2O390106 |NP_©011860386
Known . # Seqs
. - . - NP . . M
Protein||Substitution|[Region dbsN SNP Type Prediction||Score Median at yser
ID Info A Comment
ID | | position
EXON
QauULPe ||R287C DS novel|[Nonsynonymous ||DAMAGING e.02 ||2.77 34

Sekil 15. TBC1D24 iizerinde tespit edilen p.Arg297Cys varyasyonunun SIFT araci ile
analizi

Mutat

i 1 mutationit@sting

Prediction disease causing

Model: simple_aae, prob:
Summary 0.999999999993391  (explain)
« amino acid sequence changed
« protein features (might be) affected hyperink
+ splice site changes

analysed issue analysis result
name of alteration no title

alteration (phys. chr16:2547038C>TN/A show varant in all franscripts  1GY.

Iocation)

HGMC symbol  IBC1D24
Ensembl MST 567
transcript ID

Genbank NM 001199107

transcript 1D

UniProt peptide  Q9ULPS

alteration type single base exchange
alteration region CDS

DMNA changes €.889C>T
CONA, 1029C>T
g.21892C>T

AA changes R297C Score: 180 explain score(s)

Sekil 16. TBC1D24 iizerinde tespit edilen p.Arg297Cys varyasyonunun Mutation Taster
araci ile analizi

TR-15 nolu ailede TBCI1D24 geni lizerinde tespit edilen ¢.889C>T (p.Arg297Cys)
varyasyonu Tiirkiye Genom Projesi Veri Paylasim Portal’inda yer almadig1 goriildii. Ayrica,
AlphaMissense verilerinde varyasyonun patojenite skorunun 0.5192 oldugu ve belirsiz

“ambiguous” olarak smiflandirildig: tespit edildi.
4.2.2. TR-37 Nolu Ailede Isitme Kaybindan Sorumlu Varyasyonun Belirlenmesi

Sensorindral isitme kaybi tanis1 almis iki etkilenmis bireyin bulundugu TR-37 nolu
ailede (Sekil 6) V:1 ile V:2 numarali saglikli bireyler arasindaki akraba evliligi ve bu
evlilikten hasta ve saglikli cocuklarin diinyaya gelmis olmasi dikkate alinarak ailedeki isitme
kaybinin otozomal resesif kalitildigi degerlendirildi. Ailede isitme kaybindan sorumlu
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varyasyonun belirlenebilmesi i¢in VI:3 numarali birey tim ekzom dizilemeye tabi tutuldu.
Elde edilen ekzom verileri, Galaxy Europe Platformu is akisi (Sekil 10) kullanilarak analiz
edildi. Analiz sonucunda ailedeki VI:3 numarali bireyde homozigot olarak kalitilan 28123
varyasyon belirlendi. Tarafimizca belirlenen filtreleme stratejisi kullanilarak bu
varyasyonlar filtrelemeye tabi tutuldu (Sekil 17). Filtreleme soncunda, daha 6nce DFNB83
lokusu iizerinden sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybu ile iligkilendirilmis olup
sonrasinda isitme kaybinin da eslik ettigi kismi korpus kallozum agenezi gibi ¢esitli merkezi
sinir sistemi anomalileri ile karakterize Chudley—McCullough Sendromu (OMIM #604213)
ile 1iligkilendirilen GPSM2 (NM _001321038.1) (172, 173) geni iizerinde, Chudley—
McCullough Sendromu (OMIM #604213) tans1 konulan dizigotik iki kardeste rapor edilmis
olan ¢.1093C>T (p.Arg365%*) varyasyonu tespit edildi (174) (Sekil 18).

Varyasyon Sayisi

1. Galaxy is akis1 sonunda elde edilen excel

dosyasmdaki homozigot varyasyonlar 28123
2. gnomAD v2.1.1’de homozigot giriilmeyen

varyasyonlar 17948
3. Missense, nonsense, frameshift, splicing 3004

bolge ve UTR bolge varyasyonlar

4. Isitme kaybu ile iliskilendirilmis genler 36
(Tablo 2-5) iizerindeki varyasyonlar

5.1. gnomAD v4.1.0°da homozigot 5
giriillmeyen varyasyonlar

5.2. bam dosyalarinda IGV
5. Aday varyasyonlar |, program ile kontrol edilip dogru 1
okunan varyasyonlar

5.3. Sanger dizileme ile dogrulanan GPSM?2
— ve ailedeki segregasyonu gisterilen 1 c.1093C>T
varyasyon
p.Arg365%

Sekil 17. TR-37 nolu ailede VI:3 numarali etkilenmis bireyde tespit edilen homozigot
varyasyonlarin filtrelenmesi

Ekzom dizileme ile GPSM?2 geni lizerinde tespit edilen ¢.1093C>T varyasyonunun
bulundugu bolge ailedeki tiim bireylerde PCR ile amplifiye edildi (Sekil 18a). Elde edilen
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amplikonlar Sanger dizileme ile dizilenerek tespit edilen varyasyon dogrulanirken (Sekil

18b) bu varyasyonun ailedeki isitme kaybiyla birlikte kalitildig1 goriildi (Sekil 18c).

R L R T
CTAACAGCATGACTTAAT

Homozigot
p-Argl6s*
¢1093C>T

CTAACAGCAOrGACTTAAT

VI3
Kontrol
ddH,0

bp

g

=

=

=

—— [

e
800 — ==
500—1

R

100—

— 736

Heterozigot

T T T i T Kontroel

o

Crl

C/1

B0 =

VIl Vi:2 VI:3
T/T C/1 T/T

Sekil 18. TR-37 nolu ailede GPSM?2 geni iizerinde tespit edilen ¢.1093C>T varyasyonunun
dogrulanmasi. a) Varyasyonun bulundugu 736 bp’lik bolgenin Pr.1968 ve Pr.1969
nolu primerler ile amplifikasyonu. (Size marker: Gene Ruler 100 bp Plus DNA
Ladder-SM0321), b) c.1093C>T varyasyonun Sanger dizileme ile dogrulanmasi,
¢) ¢.1093C>T varyasyonunun ailedeki isitme kaybi ile kalittminin gosterilmesi

TR-37 nolu ailede GPSM2 geni iizerinde tespit edilen c.1093C>T (p.Arg365%)

varyasyonun Tiirkiye Genom Projesi Veri Paylagim Portal’inda yer almadig1 gortldi.
4.2.3. TR-33 Nolu Ailede Isitme Kaybindan Sorumlu Varyasyonun Belirlenmesi

Sensorindral isitme kaybi tanis1 almis iki etkilenmis bireyin bulundugu TR-33 nolu
ailede (Sekil 7) V:1 ile V:2 numarali saglikli bireyler arasindaki akraba evliligi ve bu
evlilikten hasta ve saglikli cocuklarin diinyaya gelmis olmasi dikkate alinarak ailedeki isitme
kaybinin otozomal resesif kalitildigi degerlendirildi. Ailedeki sorumlu varyasyonun
belirlemek lizere VI:2 numarali birey tiim ekzom dizilemeye tabi tutuldu. Elde edilen ekzom
verileri, Galaxy Europe Platformu is akist (Sekil 10) kullanilarak analiz edildi. Analizler
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sonucunda VI:2 numarali bireyde homozigot olarak kalitilan 22820 varyasyon tespit edildi.
Belirlenen varyasyonlarin filtrelemesi sonucunda DFNB106 lokusunda sendromik olmayan
otozomal resesif igitme kaybi ile iliskilendirilmis olan EPSSL2 (NM_022772.3) geni (175)
tizerinde bir niikleotitlik yeni bir delesyon (c.1921delG) tespit edildi (Sekil 19). Proteinin
okuma cergevesi incelendiginde tespit edilen bu delesyonun, gen iizerinde daha &nce
tanimlanan iki varyasyon gibi (175, 176) protein sentezinin erken sonlanmasina

(p.-Ala641Profs*13) neden oldugu goriildi (Sekil 20a).

Varyasyon Sayisi

1. Galaxy is akis1 sonunda elde edilen excel

dosyasimdaki homozigot varyasyonlar 22820
2. gnomAD v2.1.1°de homozigot giriillmeyen

varyasyonlar 12524
3. Missense, nonsense, frameshift, splicing 2615

bolge ve UTR bdélge varyasyonlari

4. Isitme kaybu ile iliskilendirilmis genler 48
(Tablo 2-5) iizerindeki varyasyonlar

5.1. gnomAD v4.1.0°da homozigot 2
™ Pr
giriilmeyen varyasyonlar

5.2. bam dosyalarinda IGV
5. Aday varyasyonlar |, programu ile kontrol edilip dogru 1
okunan varyasyonlar

5.3. Sanger dizileme ile dogrulanan EPSSL2
— ve ailedeki segregasyonu gisterilen 1 c.1921delG
varyasyon
p-Ala641Profs*13

Sekil 19. TR-33 nolu ailede VI:2 numarali etkilenmis bireyde tespit edilen homozigot
varyasyonlarin filtrelenmesi

Ekzom dizileme ile EPSSL2 geni lizerinde tespit edilen c¢.1921delG varyasyonunun
bulundugu bolge PCR ile amplifiye edildi (Sekil 20a). Elde edilen amplikonlar Sanger
dizileme ile dizilenerek tespit edilen varyasyon dogrulanirken (Sekil 20b) varyasyonun

ailedeki isitme kaybuiyla birlikte kalitildig: goriildii (Sekil 20c¢).
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a) b)

Marker
Kontrol
ddH,0

VI:2

bp

(I

500—| -— .- — 535

300—

<)
TR-33

VI:1 VI:2 VI:3

delG/delG  delG/delG ~/delG

Ala Lys Pro Ser Ala Arg
GCCAAGCCTTCAGCCCGC

ol

Ala Lys ProAls SerPhe AlaSer ArglPro

GCCAAGCCTTCAGCCCGC
G C TCAG cCG

sl neaVlan

Ala Lys Ala Phe Ser Pro
GCCAAGGCCTTCAGCCCG

o W

Homozigot
p-Ala641fs
c.1921del G

Heterozigot

Kontrol

Sekil 20. TR-33 nolu ailede EPSSL2 geni iizerinde tespit edilen ¢.1921delG varyasyonunun
dogrulanmasi. a) Varyasyonun bulundugu 535 bp’lik bélgenin Pr.1999 ve Pr.2000
nolu primerler ile amplifikasyonu. (Size marker: Gene Ruler 100 bp Plus DNA
Ladder-SM0321), b) c.1921delG

dogrulanmasi, ¢) ¢.1921delG varyasyonunun ailedeki isitme kaybi ile kalitiminin

gosterilmesi

EPS8L2 (Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-like protein 2) proteini
715 amino asitten olusmaktadir ve baska bir izoformu bulunmamaktadir. Pfam araci
kullanilarak yapilan analiz sonucunda EPS8L2 proteini iizerinde bir adet PTB
(Phosphotyrosine-Binding domain); bir adet SH3 (Src homology domain 3) ve bir adet SAM
(Sterile alpha motif) domaini oldugu belirlendi. Ailede tespit edilen varyasyonun ise

proteinin SAM domaininin bir kismindan sonrasinin delesyonuna neden oldugu goriildii

(Sekil 21).
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p. Ala641Profs*13

p-Ser339Alafs*15 |
Ers2 1 s H s ’.
p- Ala246Alafs*6 I I I I
aa 51 181 682

500 540 621

Sekil 21. EPS8L2 iizerinde daha 6nce tanimlanan varyasyonlar ve TR-33 nolu ailede tespit
edilen p.Ala641Profs*13 varyasyonunun protein {izerindeki yerlesimi.

TR-33 nolu ailede EPSSL2 geni lizerinde tespit edilen ¢.1921delG (p.Ala641Profs*13)

varyasyonunun Tiirkiye Genom Projesi Veri Paylasim Portal’inda yer almadigi goriildii.
4.2.4. TR-59 Nolu Ailede Isitme Kaybindan Sorumlu Varyasyonun Belirlenmesi

Sensdrindral isitme kaybi tanisi almig {i¢ etkilenmis bireyin bulundugu TR-59 nolu
ailede (Sekil 8) III:1 ve IIl:2 numarali saglikli bireyler arasindaki akraba evliligi ve bu
evlilikten hasta ve saglikli cocuklarin diinyaya gelmis olmasi dikkate alinarak ailedeki isitme
kaybinin otozomal resesif kalitildigi degerlendirildi. Ailede sorumlu varyasyonun
belirlenebilmesi i¢in IV:4 numarali birey ekzom dizilemeye tabi tutuldu. Elde edilen ekzom
verileri Galaxy Europe Platformu is akis1 (Sekil 10) kullanilarak analiz edildi. Analizler
sonucunda otozomal resesif kalitim kalibina gore IV:4 numarali bireyde homozigot olarak
kalitilan 23795 varyasyon tespit edildi. Ailedeki sorumlu varyasyonu isitme kaybi ile
iligskilendirilmis genler iizerinde aramaya yonelik olarak uygulanan filtreleme sonucundan
WHRN (DFNB31 lokusu) geni (177, 178) lizerinde ¢.302C>T (p.Ser101Phe) varyasyonuna
ulasildi (Sekil 22).
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Varyasyon Sayisi
1. Galaxy is akis1 sonunda elde edilen excel
dosyasindaki homozigot varyasyonlar 23795
2. gnomAD v2.1.1°de homozigot giriilmeyen
varyasyonlar 13548
3. Missense, nonsense, frameshift, splicing 2656
bilge ve UTR bilge varyasyonlari
4. Isitme kaybz ile iliskilendirilmis genler 52
(Tablo 2-5) iizerindeki varyasyonlar
_, 5.1. gnomAD v4.1.0°da homozigot 1
giriillmeyen varyasyonlar
5.2. bam dosyalarinda IGV WHRN
5. Aday varyasyonlar |, program ile kontrol edilip dogru 1 €.302C>T
okunan varyasyonlar p.Ser101Phe
5.3. Sanger dizileme ile dogrulanan
— ve ailedeki segregasyonu gosterilen 0
varyasyon

Sekil 22. TR-59 nolu ailede 1V:4 numarali etkilenmis bireyde tespit edilen homozigot
varyasyonlarin filtrelenmesi

Tespit edilen varyasyonun gnomAD v4.1.0 (Erisim Tarihi: 22 Ekim 2024) veri
tabaninda minér alele frekansinin 0.0000006214 olmasi ve homozigot olarak goriilmemis
olmast dikkate alinarak varyasyonun ailedeki isitme kaybindan sorumlu olabilecegi
degerlendirildi. Sanger dizileme sonucunda okumanin dogru oldugu goriiliirken,
varyasyonun ailedeki iki etkilenmis bireyinde (IV:1 ve IV: 3) heterozigot oldugu goriildii.
Bu sonug, WHRN geni iizerinde tespit edilen ¢.302C>T varyasyonunu dislarken ailedeki
isitme kaybindan sorumlu varyasyonun yeni bir gen iizerinde olabilecegi seklinde
degerlendirildi. Ailedeki isitme kaybindan sorumlu varyasyonu yeni bir gen iizerinde
aramak tizere biri etkilenmis (IV:1) ve digeri saglikli (IV:2) olmak iizere iki birey daha tiim
ekzom dizilemeye tabi tutuldu. Ailedeki ii¢ bireyin (IV:4, IV:1, IV:2) tiim ekzom dizileme
verileri Galaxy Europe Platform’unda analiz edildi (Sekil 10). Etkilenmis iki kardeste
homozigot (IV:1 ve 1V:4) ve saglikli kardeste (IV:2) ayn1 homozigotlugu tagimayan toplam
1827 varyasyon belirlendi. Yeni gen tanimlamaya yonelik olarak olusturulan filtreleme

stratejisi (Sekil 23) uygulandiginda 1826 varyasyon dislandi ve ailedeki isitme kaybinin
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etiyolojisini tanimlamaya yonelik aday olabilecek DLGAP2 geni iizerindeki tek bir
varyasyona ulasildi (Tablo 16).

Varyasyon Sayisi

1. Galaxy is akisi sonunda elde edilen excel 1827
dosyasmdaki varyasyon sayisi

2. gnomAD v2.1.1°de homozigot giriilmeyen 1026
varyasyonlar
3. Missense, nonsense, frameshift, splicing bolge 243

ve UTR bélge varyasyonlari

4. gnomAD v4.1.0°’da homozigot giriilmeyen 1
varyasyonlar
5. bam dosyalarinda IGV programi ile kontrol 1

edilip dogru okunan varyasyonlar

6. Sanger dizileme ile dogrulanan ve ailedeki DLGAP2
segregasyonu gosterilen varyasyon 1 c.2554G>A
p.Ala852Thr

Sekil 23. TR-59 nolu ailede IV:1, IV:2 ve IV:4 numarali bireylerin biyoenformatik analizleri
sonucunda tespit edilen homozigot varyasyonlarin filtrelenmesi

Tablo 16. TR-59 nolu ailede IV:1, IV:2 ve IV:4 numarali bireylerin biyoenformatik
analizleri sonucunda tespit edilen aday varyasyon.

. DNA Amino asit -
Kromozom  Gen Ismi Transkript Degisimi Degisimi Varyasyon Tiirii
chr8p23.3 DLGAP2 NM 001346810.2 ¢.2554G>A p.Ala852Thr Missense
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4.2.4.1. TR-59 Nolu Ailede DLGAP2 Geni Uzerinde Tespit Edilen ¢.2554G>A

Varyasyonunun Dogrulanmasi ve Segregasyonunun Belirlenmesi

TR-59 nolu ailede DLGAP2 (NM_001346810.2) geni iizerinde tespit edilen
¢.2554G>A (rs781504764) varyasyonunun dogrulanmasina yonelik olarak varyasyonun yer
aldig1 gen bolgesi tiim aile bireylerinde PCR ile amplifiye edildi (Sekil 24a). Elde edilen
amplikonlar Sanger yontemi ile dizilendi (Sekil 24b) ve varyasyonun ailedeki isitme
kaybiyla birlikte kalitildig1 goriildii (Sekil 24¢). Farkl tiirlerdeki DLGAP2 ortologlari ¢oklu
hizalama ile analiz edildiginde 852°nci pozisyonundaki alanin amino asidinin omurgalilarin

tamaminda korunmadigi, alanin amino asidi yerine serin amino asidinin geldigi goriildii

(Sekil 24d).

3 . - b) Glu _Pro Thr _le
g E o, GAGCCCACCRATCGAC
= : £
E = § 3 Homozigot
bp p.Ala852Thr
c2554G=A
Glu_ _Pro_ awms _Tle _ASp
GAGCCCanCCATEGAC
Heterozigot
500
300
Glu Pro _Ala Tle _Asp
100 GAGCCCGCCATCGAC
Kontrol
) d)
H, sapiens TLPPPDPWLEPAIDTVETGRMS 862
P. trogleodytes TLPPPDPWLEPAIDTVETGRMS 1027
M. mulatta TLPPPDPWLEPAIDTVETGRVS 926
M. musculus TLPPPDPWLEPSLDTVETGRMS 866
R. norvegicus TLPPPDPWLEPSLDTVETGRMS 866
B. taurus NLPPPDPWLEPSLDAVDGGRVS 862
Ini:1 II:2 E. caballus NLPPPDPFWLEPSIETVETGRMS 864
G/A GIA G. gallus NLPPPEPWLEPAIETVETGRMS 850
D. rerio LPELDPWPSLESLELNVSGSQS 956
| | ‘ | | | C. milii NLPPPDPWLESAHQPVEAGHMS 779
Vil V2 Vi3l IV IViS IVi6
A/A G/IA A/A A/A G/A G/A

Sekil 24. TR-59 nolu ailede DLGAP2 geni lizerinde tespit edilen c¢.2554G>A
varyasyonunun dogrulanmasi. a) Varyasyonun bulundugu 398 bp’lik bolgenin
Pr.2172 ve Pr.2173 nolu primerler ile amplifikasyonu (Size marker: Gene Ruler
100 bp Plus DNA Ladder-SM0321), b) ¢.2554G>A varyasyonunun Sanger
dizileme ile dogrulanmasi, ¢) ¢.2554G>A varyasyonunun ailedeki isitme kaybi ile
kalittminin gosterilmesi, d) DLGAP2 iizerinde degisim tespit edilen 852’nci
pozisyondaki alanin amino asidinin (kirmizi ile renklendirildi) ¢oklu hizalama ile
analizi.
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Ailede tespit edilen varyasyonun segregasyonu ile birlikte, yer aldig1 kromozomal
bdlgenin de ailedeki isitme kaybiyla birlikte kalitilip kalitilmadigini géstermek {izere bolgeyi
tutan uygun STR markirlar1 ve yeterince STR markis1 olmadigi i¢in SNP’ler de kullanilarak
haplotip analizi gerceklestirildi. Ozellikle kromozomun kisa kolunun terminalinde ilave
informatif STR markir1 olmadigi icin SNP’lerden kullanildi. Haplotip analizi ile ¢.2554G>A
varyasyonunun da i¢inde yer aldig1 8. kromozomun kisa kolunun terminalindeki 5.10 Mb’lik

bolgenin (8p23.1-pter) ailedeki isitme kaybiyla birlikte kalitildigr goriildii (Sekil 25).

;1 |2
11 12 3 14
1 2

rs2906362 016Mb 1] 1 1 2

rs116847950 038Mb 2 1 1 2

D8S504 102Mb 2 1 1 1

DIGARPZ ¢2314G>A 163 Mb G A A G

rs755544 185Mb 1 2 2 1

rs/s6642 185Mb 1 2 2 1

D8S264 213Mb 2 1 1 1

D8S201 304Mb 3 2 2 1

D8S1824 355Mb 2 2 2 1

D8sS1781 368Mb 2 1 1 1

D8S1798 510 Mb 3 2 2 1

D8S1742 621 Mb 1 1 2NN 2

D8S1706 694 Mb 2| | 1 1 & 3

IV 1 V2 V3 V4 IV'5 V6

1s2906362 016 Mb 1 1 1 2 1 1 1 1 Tl 1 2
rs116847950 038 Mb 1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 2
D8S504 102 Mb 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1
DIGARPZ €.2314G>A 163 Mb A A A G A A A A G A A G
rs755544 185Mb 2 g 9 1 2 2 2 2 1 2 2 1
rs7556542 185Mb 2 2 2 { 2 2 2 2 1 2 2 1
D8S264 213 Mb 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1
D8S201 304 Mb 2 2 2 1 2 2 2 2 3 2 2 1
D8S1824 365Mb 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1
D8S1781 358 Mb 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1
D8S1798 510Mb 3 [ |2 2 T 3 1 2802 3 W2 2 1
D8S1742 621 Mb 1 ? 1 2 1 2 1 ? 1 w2 1 2
pes1706 694Mb 2| IN1 1HN1 1 3 1 BN1T 2LN1T 1 3

Sekil 25. TR-59 nolu ailede haplotip analizi. TR-59 nolu ailede 8p23.1-pter kromozom
bolgesindeki rs2906362-D8S1706 markirlar: arasinda kalan bolgenin haplotipi ve
c.2554G>A varyasyonunun isitme kaybi ile segregasyonu. SNP markirlarinin
allel tanimlamasinda “1” refarans alleli, “2” varyant alleli ifade etmektedir.
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DLGAP2 geni 1055 amino asitlik DLGAP2 (Discs Large-Associated Protein 2)
proteini kodlamaktadir ve protein ilizerindeki domainleri belirlemeye yonelik olan Pfam
aracina gore protein lizerinde bir adet GKAP (Guanylate-kinase-associated protein) domaini
bulunmaktadir. Ailede tespit edilen p.Ala852Thr varyasyonu proteinin GKAP domaini
tizerinde yer almaktadir (Sekil 26).

p.Ala852Thr

NM_001346810.2 1 GKAP domain

I 1
aa 258 292294 307 443 453 540 553 611 625 710 1055
T -T-

Low complexity region

Sekil 26. DLGAP2 proteini iizerindeki domainlerin sematik gosterimi ve tespit edilen
p.-Ala852Thr varyasyonunun protein tizerindeki yerlesimi

DLGAP2 iizerinde tespit edilen p.Ala852Thr varyasyonunun patolojik etkisini
belirlemeye yonelik olarak gerceklestirilen in silico analizler sonucunda PolyPhen-2 (Sekil
27) ve SIFT (Sekil 28) aracglar1 p.Ala852Thr degisimini benign, Mutation Taster (Sekil 29)

ise polimorfizm olarak degerlendirdi.

PolyPhen-2 report for Q9P1A6 A851T
Query

Protein Acc Position AAq AAH Description

Canonical; RecName: Full=Disks large-associated protein 2; Short=DAP-2; AltName: Full=PSD-
Q9P1AB6 851 A T 95/SAP90-binding protein 2; AltName: Full=SAP30/PSD-95-associated protein 2;
Short=SAPAP2; Length: 1054

Results
[+] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv

This mutation is predicted tobe BENIGN with a score of 0.006 (sensitivity: 0.97; specificity: 0.75)

T T T T T 1
e.ee e.2e 8.40 B8.60 8.88 1.88

Sekil 27. DLGAP?2 iizerinde tespit edilen p.Ala852Thr varyasyonunun PolyPhen-2 araci ile
analizi

AMINO . .
; - EEF ALT GENE |[GENE||TRANSCRIPT
SNP ORGANISM/BUILD|([CHR |{COORDINATE ALLFLE |ALLELE .-\Cl'_D NAME| ID D
CHANGE
rz 781504764 Not found
. NOOF AVG EAS AMR AFR ETR S5A8
PR?EED REGION SCS:II:}l_}]{:IE \é]];?,‘_\. SEQS AT PRE]?IIIE'IU\T ALLFLE |ALLFLE | ALLFLE |ALLELE |ALLFLE |ALLELE
: ) POSITION “| FREQ FREQ FREQ FREQ FREQ FREQ

Sekil 28. DLGAP?2 iizerinde tespit edilen p.Ala852Thr varyasyonunun SIFT araci ile analizi
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Mutz documentation

mutation t@sting

(Explain)

Summary Dmerink

= amino acid sequence changed

analysed issue analysis result
name of alteration no title

alteration (phys. chr8:1626645G=AN/A show vardant in all transcripts 1GY

location)

HGMNC symbaol DLGAPZ

Enzembl ENSTOO000421627
transcript 1D

Genbank MM 004745
transcript 1D

UniProt peplide QSP1AG
alteration type gingle base exchange
alteration region CDS

DA changes c.2314G=A
cOMA 2448G=A
g AT71145G=A

AA changes ATT2T Score: 58 gxplain score(g),
position(s) of 772

Sekil 29. DLGAP2 iizerinde tespit edilen p.Ala852Thr varyasyonunun Mutation Taster araci
ile analizi

Bununla birlikte, ¢.2554G>A (p.Ala852Thr) varyasyonun Tiirkiye Genom Projesi
Veri Paylagim Portal’inda yer almadig goriildii.

4.2.5. TR-16 Nolu Ailede Isitme Kaybindan Sorumlu Varyasyonun Belirlenmesi

TR-16 nolu ailede (Sekil 9a) I11:4 ve III:5 numarali bireylerin akraba evliliginden bir
saglikli (IV:2) ve bir etkilenmis bireyin (IV:3) diinyaya gelmis olmas1 dikkate alindiginda
ailedeki isitme kaybinin otozomal resesif kalitildig1 kanaatine varildi. Bu ¢ercevede, ailedeki
sorumlu varyasyonun belirlenebilmesi i¢in IV:3 numarali birey tiim ekzom dizilemeye tabi
tutuldu. Elde edilen ekzom verileri, Galaxy Europe Platformu is akis1 (Sekil 10) kullanilarak
analiz edildi. Analizler sonucunda IV:3 numarali bireyde 23721 homozigot varyasyon
belirlendi. Otozomal resesif kalitim kalibina gore yapilan filtreleme sonucunda daha once
isitme kaybi ile iliskilendirilmis genlerden herhangi birinde patolojik olabilecek bir
varyasyon tespit edilemedi (Sekil 30).
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Varyasyon Sayisi

1. Galaxy is akis1 sonunda elde edilen excel

dosyasmdaki homozigot varyasyonlar 23721
2. gnomAD v2.1.1’de homozigot giriilmeyen

varyasyonlar 13689
3. Missense, nonsense, frameshift, splicing 3069

bilge ve UTR bilge varyasyonlar

4. Isitme kaybi ile iliskilendirilmis genler 63
(Tablo 2-5) iizerindeki varyasyonlar

5.1. gnomAD v4.1.0°da homozigot 3
™ s e
giriilmeyen varyasyonlar

5.2. bam dosyalarinda IGV
5. Aday varyasyonlar |, programn ile kontrol edilip dogru 0
okunan varyasyonlar

5.3. Sanger dizileme ile dogrulanan
— ve ailedeki segregasyonu gosterilen 0
varyasyon

Sekil 30. TR-16 nolu ailede 1V:3 numarali etkilenmis bireyde tespit edilen homozigot
varyasyonlarin filtrelenmesi

Bu durum, ailedeki isitme kaybindan sorumlu varyasyonun yeni bir gen iizerinde
olabilecegi seklinde degerlendirildi. Bu asamaya ge¢gmeden Once, aile ile yeniden iletisime
gecildi ve yapilan goriismelerde, ailede yeni evliliklerin oldugu ve bir kismi isitme engelli
olan yeni bireylerin dogdugu 6grenildi. Alinan yeni bilgiler 15181nda aile agaci giincellendi
(Sekil 9b). Giincellenen ailedeki evlilikler dikkate alinarak aile agaci TR-16 GPGY, TR-16
ve TR-16 ROK olmak iizere {i¢ alt aile olarak degerlendirildi (Sekil 9b). Glincellenen aile
agacinda; aralarinda akrabalik tarif edilmeyen ve isitme engelli olan V:2 ve V:3 numarali
bireylerin evliliginden diinyaya gelen iki ¢ocuktan VI:2 numarali bireyin saglikli olmasi, V:2
numarali bireyin saglikli olan anne (IV:1) ile babasi (I1I:3) arasinda akrabaligin olmasi V:2
numarali bireydeki isitme kaybinin otozomal resesif oldugunu isaret ederken bu durumun
TR-16 nolu ailedeki isitme kaybinin otozomal dominant olarak kalitildigini destekledigi
goriildii. Bununla birlikte, ailenin TR-16 ROK kisminin bir iiyesi olan V:11 numarali

bireyin anne babasinin akraba evliligi yapmis olmas1 ve kendisi gibi iki kardesinin (V:18,
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V:22) daha isitme engelli olmas1 bu bireydeki isitme kaybinin da otozomal resesif kalitimli
olabilecegini destekledigi goriildii. Bu durumda, ailedeki VI:7 ve VI:8 numaral1 bireylerde
goriilen isitme kayb1 fenotipinin, isitme engelli olan V:11 numarali babadan bagimsiz olarak,

TR-16 nolu ailedeki dominant etkinin sonucu oldugu seklinde degerlendirildi.

Bu kosullarda, ailedeki etkilenmis bireylerdeki genetik etiyolojiyi belirlemeye yonelik
olarak I'V:3 numarali bireye ilave olarak, IV:4, V:2, V:4, V:§, V:10, V:11, VI:1, VI:2, VI.7
ve VI:8 numarali bireyler de tim ekzom dizilemeye tabi tutuldu. Bu veriler kullanilarak
asagida verilen yaklasim ile TR-16 nolu ailedeki isitme kaybindan sorumlu gen ve patoloji

arastirildi.

i. 1k asamada VI:1 numarali etkilenmis bireyin, babasindan (V:2) bagimsiz olarak,
annesinden (V:3) kalitilan dominant etkili bir varyasyon sonucu isitme kayipl
oldugunu ortaya koymak iizere V:2 numarali birey otozomal resesif kalitim kalibina
gore analiz edildi.

ii. 1kinci asamada VI:7 ve VI:8 numarali etkilenmis bireylerin, babalarindan (V:11)
bagimsiz olarak, annelerinden (V:10) kalitilan dominant etkili bir varyasyon sonucu
isitme kayipl oldugunu gostermek i¢in V:11 numarali birey otozomal resesif kalitim
kalibina gore analiz edildi.

iii. TR-16 nolu ailedeki otozomal dominant kalitilan isitme kaybindan sorumlu
olabilecek varyasyon, fenotipin oraya ¢ikisinda V:2 ve V:11 numarali bireylerin olas1

etkisi disarda tutulacak sekilde arastirildi.

4.2.5.1. TR-16 GPGY Nolu Ailede Isitme Kaybmmin Genetik Etiyolojisinin

Arastirilmasi

TR-16_GPGY nolu ailedeki V:2 numarali bireyin ekzom verileri Galaxy Europe
Platformu’nda otozomal resesif kalitim kalibina gore analiz edildi (Sekil 10). Analizler
sonucunda V:2 numarali bireyde homozigot olarak kalitilan 90440 varyasyon. ilk asamada
otozomal resesif isitme kaybr ile iligkili genlerde olabilecek bir mutasyonu belirlemeye
yonelik olarak filtreleme islemi uygulandi ve sendromik olmayan otozomal resesif isitme
kayb1 (DFNB23) ve Usher Sendromu (USHI1F) (179, 180) ile iliskilendirilmis olan
PCDHI15 (NM _033056.3) geni iizerinde daha dnce Seco ve ark. (181) tarafindan iki igitme
engelli bir bireyde birlesik heterozigot olarak rapor edilmis olan ¢.4127C>A/p.Alal376Asp
(rs752371584) varyasyonu homozigot olarak tespit edildi (Sekil 31).
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Varyasyon Sayisi

1. Galaxy is akisi sonunda elde edilen excel

dosyasindaki hemeozigot varyasyonlar 90440
2. gnomAD v2.1.1°’de homozigot goriilmeyen

varyasyonlar 79142
3. Missense, nonsense, frameshift, splicing 12500

bolge ve UTR bdilge varyasyonlar:

4. Isitme kayb ile iliskilendirilmis genler 162
(Tablo 2-5) iizerindeki varyasyonlar

5.1. gnomAD v4.1.0°da homozigot 5
giriilmeyen varyasyonlar

5.2. bam dosyalarmda IGV
5. Aday varyasyonlar | , program ile kontrol edilip dogru 1
okunan varyasyonlar

5.3. Sanger dizileme ile dogrulanan PCDHI1j5
— ve ailedeki segregasyonu gisterilen 1 c.4127C>A
varyasyon p-Alal376Asp

Sekil 31. TR-16_ GPGY nolu ailede V:2 numarali etkilenmis bireyde tespit edilen homozigot
varyasyonlarin filtrelenmesi

Ekzom dizileme ile PCDH15 geni lizerinde tespit edilen ¢.4127C>A varyasyonunun
bulundugu bolge, DNA 6rnegi mevcut olan aile bireylerinde PCR ile amplifiye edildi (Sekil
32a) ve Sanger dizileme ile dogrulandi (Sekil 32b). Boylece ekzom verileri dogrulanirken
varyasyonun V:2 numarali bireyde homozigot ve biri etkilenmis (VI:1) digeri saglikli (VI:2)
iki cocugunda heterozigot oldugu goriildii ve varyasyonun TR-16 GPGY nolu ailedeki
isitme kaybiyla birlikte kalitildig: goriildii (Sekil 32¢). PCDH15 geni iizerinde tespit edilen
¢.4127C>A varyasyonu proteinin 1376 nc1 pozisyondaki alanin amino asidini aspartik asite
doniistiirmektedir. Farkli tlirlerdeki PCDHI15 ortologlart coklu hizalama ile analiz
edildiginde 1376’nc1 pozisyonundaki alanin amino asidinin tiim omurgalilarda korunmusg
oldugu goriildii (Sekil 32d). PCDH15 {izerinde aspartik asit amino asidine doniistiigii tespit
edilen 1376’nc1 pozisyondaki alanin amino asidinin, PolyPhen-2 (Sekil 33), Mutation Taster

(Sekil 34) ile yapilan in silico analiz sonucunda patolojik olabilecegi goriildii.
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a) b) Glu Gly Asp Leu Ala Leu
GBAGGGGACTTGTTGGCT

£ t o

-] = mﬂ Homozigot

§ ; 2 = c4127C>A

p-Alal376Asp
bp —

‘:-_’ Glu Gly wamsp Leu Ala Leu

. GAAGGGGVCTTGTTGGCT

-

Heterozigot
300— Glu Gly Ala Leu Ala Leu
GAAGGGGCCTTGTTGGCT
) TR-16_GPGY L))
H. saphiens KRGESLGYTEGALLALAFIIIL 1431
P, troglodytes KRGESLGYTEGALLALAFITIIL 1428
G. gorilla KRGESLGYTEGALLATAFITIL 1427
M. mulatta KRGESLGYTEGALLATAFITIL 1428
M. musculus KRGESLGYTEGALLALAFITIIL 1443
R. norvegicus KRGESLGYTEGALLATLAFITIIL 1443
S. scrofa KRGESLGYTEGALLATLAFITIIL 1435
B. taurus KRGESLGYTEGALLALAFIIIL 1427
C. familiaris KRGESLGYTEGALLALAFIIIL 1431
E. caballus KRGESLGYTEGALLATLAFIIIL 1430
M. domestica KHGQSFGYTEGALLATAMITIL 1429
G. gallus KQAQAVGYTEGALLATAVITIIL 1427
X. tropicalis KQAQAVGYTEGALLALATIIIL 1433
ol D. rerio RAVHSVGYTEGALLATLAVIIIL 1438
AIC  AIC

Sekil 32. TR-16 GPGY nolu ailede PCDHI5 geni lizerinde tespit edilen c.4127C>A
varyasyonunun dogrulanmasi. a) Varyasyonun bulundugu 432 bp’lik bolgenin
Pr.2295 ve Pr.2296 nolu primerler ile amplifikasyonu. (Size marker: Gene Ruler
100 bp Plus DNA Ladder-SM0321), b) c.4127C>A varyasyonun Sanger
dizileme ile dogrulanmasi, ¢) ¢.4127C>A varyasyonunun ailedeki isitme kaybi
ile kalittminin gdsterilmesi, d) PCDH15 iizerinde degisim tespit edilen 1376’nc1
pozisyondaki alanin amino asidinin (kirmizi ile renklendirildi) ¢coklu hizalama
ile analizi.

PolyPhen-2 report for Q96QU1 A1376D

Query
Protein Acc Position AA4 AA; Description
QgeQU1 1376 A D Canonical; RecName: Full=Protocadherin-15; Flags: Precursor; Length: 1955
Results
[#+] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv

This mutation is predicted to be PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

a.08 8.28 8,48 8.68 a.88 1.88

Sekil 33. PCDH15 iizerinde tespit edilen p.Alal376Asp varyasyonunun PolyPhen-2 aract
ile analizi
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M ute documentation

i . mutation t@sting

PI’EdiCtiOﬁ diSEﬂSE causing Model: {:r’:np.fe_aae_. prob: 0.999999999936617

Summary . i Dyperink
= amino acid sequence changed

« known disease mutation at this position (HGMD
CM171709)

s protein features (might be) affected

= splice site changes

analysed issue analysis resuilt
name of alteration no title

alteration {phys. chr10:55591150G=TN/A show varzantin all franscripts  1GY

location)

HGNC symbol PCDH1S

Ensembl ENST00000320301
franscript 1D

Genbank Hb) 023026
franscript 1D

UniProt peptide Q28001
alteration type single base exchange
alteration region CDS

DMNA changes c4127C=A
cDNA 4522C=A
g.1796553C=A

AA changes A1376D Score: 126 explain score(s),
position(s) of 1376
alterad AA

Sekil 34. PCDHIS5 iizerinde tespit edilen p.Alal376Asp varyasyonunun Mutation
Taster araci ile analizi

TR-16_GPGY nolu ailede PCDHIS5 geni {lizerinde tespit edilen c.4127C>A
(p-Alal376Asp) varyasyonuna Tiirkiye Genom Projesi Veri Paylasim Portali’nda
rastlanmadi. AlphaMissense verilerinde, varyasyonun patojenite skorunun 0.9936 oldugu ve
patojenik smifinda yer aldigi tespit edildi. Bu bulgular sonucunda ailedeki VI:1 numarali
etkilenmis bireydeki isitme kaybinin babadan (V:2) bagimsiz olarak anneden (V:3)

dominant olarak kalitildig1 kanaatine varildi.
4.2.5.2. TR-16_ROK Nolu Ailede Isitme Kaybinmin Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi

TR-16 ROK nolu ailedeki sorumlu varyasyonun arastirilmasinda V:11 numaral
bireyin ekzom verileri, Galaxy Europe Platform’unda otozomal resesif kalitim kalibina gore
analiz edildi (Sekil 10). Analizler sonucunda 84481 varyasyon bireyde homozigot olarak
tespit edildi. Tespit edilen varyasyonlar arasinda filtreleme stratejisine gore daha 6nce igitme
kaybi ile iliskilendirilmis bes genin 3 UTR bdlgesinde olacak sekilde bes varyasyon tespit
edilirken kodlayan bolgelerde bir varyasyona rastlanmadi (Tablo 17).

74



Varyasyon Sayisi

1. Galaxy is akis1 sonunda elde edilen excel

dosyasmdaki homozigot varyasyonlar 84481
2. gnomAD v2.1.1°de homozigot gériilmeyen

varyasyonlar 73661
3. Missense, nonsense, frameshift, splicing 12399
bilge ve UTR bilge varyasyonlari

4. Isitme kaybi ile iliskilendirilmis genler 184

(Tablo 2-5) iizerindeki varyasyonlar

5.1. gnomAD v4.1.0°da homozigot
goriilmeyen varyasyonlar

5.2. bam dosyalarinda IGV
5. Aday varyasyonlar |, programi ile kontrol edilip dogru 5
okunan varyasyonlar

5.3. Sanger dizileme ile dogrulanan
— ve ailedeki segregasyonu gosterilen
varyasyon

Sekil 35. TR-16 ROK nolu ailede V:11 numarali bireyde tespit edilen homozigot
varyasyonlarin filtrelenmesi

Tablo 17. TR-16 ROK nolu ailede V:11 numarali bireyin biyoenformatik analizleri
sonucunda tespit edilen aday varyasyonlar.

Kromozom Gen Ismi Transkript QNA . Varyasyon Tiirii Okuma Derinlikleri
Degisimi
Chrl PTPN14 NM 005401.4 c.*6160G>T 3’ UTR 2
Chr6 CLICS NM 001114086.1 c.*2556delT 3’ UTR 2
Chr12 KITLG NM 000899.4 c.*4421C>A 3’ UTR 2
Chrl18 AQP4 NM _001317384.1 c.*1801G>C 3’ UTR 280
Chrl8 AQP4 NM 001317384.1 c¢.*575delGinsAA 3’ UTR 150

Bu asamada TR-16 ROK nolu ailedeki diger bireyler ¢alismaya katilmay1 kabul
etmedikleri i¢in ailede genetik etiyolojinin aydinlatilmasina yonelik ileri bir ¢aligma
ylriitiilemedi. TR-16 nolu ailedeki dominant kalitim kalibina goére yapilacak analizde
V:11 numarali bireyin olas1 etkisi dislanamadig1 i¢in bu bireyin ¢ocuklar1 olan VI:7 ve

VI:8 numarali etkilenmis bireyler hari¢ tutularak ekzom verileri analiz edildi.
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4.2.5.3. TR-16 Nolu Ailede Otozomal Dominant Kahtim Kalibina Gore Sorumlu

Patolojinin Arastiriimasi

Ilk asamada, V:2 numarali birey PCDHI5 ile iliskilendirildigi ve V:11 numarali
bireydeki sorumlu genetik etiyoloji belirlenemedigi i¢in V:11 numaral1 birey ve etkilenmis
iki ¢cocugu (VI:7 ve VI:8) haric tutularak TR-16 nolu ailede (Sekil 10) toplam yedi bireye
(IV:3,1V:4,V:4,V:8,V:10, VI:1 ve VI:2) ait ekzom verileri kullanilarak otozomal dominant
kalittm kalibina gore analiz gergeklestirildi. Analiz sonucunda etkilenmis bireylerde
heterozigot olup saglikli bireylerde goriilmeyen 329 varyasyon tespit edildi. Bu
varyasyonlardan; gnomAD veri tabaninda heterozigot ve homozigot olarak goriilenler,
intronik, sinonim olanlar ve yanlis okumalar diglandi. Filtreleme piramidinin 7. basamag1
sonunda SHROOMI (NM_001172700.1), PHTF2 (NM_001395272.1), BAZ24
(NM_013449.3) ve EIF441 (NM _013449.3) genleri lizerindeki olmak {izere ii¢ii kodlayan
diziyi etkileyen, biri kodlamayan bolgede olmak iizere dort varyasyona ulasildi (Sekil 36)
(Tablo 18).

Varyasyon Sayisi

1. Galaxy is akis1 sonunda elde edilen excel 329
dosyasindaki varyasyon sayisi

2. gnomAD v2.1.1°de homozigot ve heterozigot 125
giriilmeyen varyasyonlar

3. Missense, nonsense, frameshift, splicing bilge 52
ve UTR bilge varyasyonlar

4. gnomAD v4.1.0°da homozigot ve heterozigot 7
goriilmeyen varyasyonlar

5. bam dosyalarmda IGV programi ile kontrol 4
edilip dogru okunan varyasyonlar

6. Sanger dizileme ile dogrulanan ve ailedeki PHTF?2
segregasyonu gisterilen varyasyon 1 c.2141T>G
p.Leu714Arg

Sekil 36. TR-16 nolu ailede 1V:3, IV:4, V:4, V:8, V:10, VI:1 ve VI:2 numaral bireylerin
analizleri sonucunda tespit edilen varyasyonlarin filtrelenmesi
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Tablo 18. TR-16 nolu ailede filtrelemeler sonucunda tespit edilen varyasyonlar.

Kromozom  Gen Ismi Transkript ])'ilg{‘;‘imi A]I)Tgi‘;i?s;t Va;);iz;sgon
chr5qg31.1 SHROOM1 NM 001172700.1 c.373G>A p.Alal25Thr Missense
chr7p21.11 PHTF?2 NM 001395272.1 c.2141T>G p.Leu714Arg Missense
chr12q13.3 BAZ24 NM 0134493 c.1234G>A p-Ala412Thr Missense
chr17p13.1 EIF4A41 NM 013449.3 c.-20C>A - 5’UTR

Tim ekzom dizileme ile 1V:3, 1V:4, V:4, V:8, V:10, VI:1 ve VI:2 numarali toplam
yedi bireyin biyoenformatik analizi sonucunda SHROOM1, PHTF2, BAZ2A ve EIF4A41
genleri iizerinde tespit edilen varyasyonlarin dogrulanmasi ve ailedeki segregasyonunun
belirlenmesi i¢in bulunduklart bélgeler PCR ile amplifiye edildi (Sekil 37). Tim
varyasyonlar Sanger dizileme yontemi ile dogrulandi (Sekil 38). Dizileme sonucunda test
edilen dort varyasyon iginde okumanin dogru oldugu, bunlardan yalmizca PHTF2 geni
tizerindeki varyasyonun VI:7 ve VI: 8 numarali etkilenmis bireyler de dahil olmak iizere
ailedeki isitme kaybi ile birlikte kalitildigr goriildii. Buna karsin SHROOM1, BAZ2A ve
EIF4A1 genleri lizerinde tespit edilmis olan varyasyonlarin ailedeki III:5 ve V:6 numarali

saglikli bireylerden en az birinde heterozigot olarak kalitildig: tespit edildi (Sekil 39).

a - — b [ —
2 E 2 2 £ <
= £ = = m g =
] . C] L] S
p = 2 2 B bp = & 2 B
1000 s 1000 =
el
e
SO0 e - 532 S0 = 458
- 300
300
¢ d -
S, )
T ER - -
bp E bp s B E
1000 = ‘ 10007 .
500 - 500 500 - 137
300 300 -

Sekil 37. TR-16 nolu ailede tiim ekzom dizileme ile tespit edilen varyasyonlarin PCR ile
amplifikasyonu. a) SHROOM] f{izerinde tanimlanan c¢.373G>A, b) PHTF?2
lizerinde tanimlanan ¢.2141T>G, ¢) BAZ2A {izerinde tanimlanan c.1234G>A ve
d) EIF4A1 iizerinde tanimlanan c.-20C>A varyasyonlarin bulundugu bolgelerin
amplifikasyonu. bp: baz cifti, Marker: Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder.
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a
Ala Glu Ala aamee Ala Gln
GCGGEGAGGCCACGEGGCGEGCAG
SHROOMI
J, c373G=A
p-Alal25Thr
Heterozigot
Mutant
Ala Glu Ala Ala Ala Gin
GCGEGEAGGECCGEGCEGECGECAG
SHROOMI
¢.373G>A
p-Alal25Thr
Homozigot
Normal
C
Thr Gln Pro awmr Pro  Asp
ACCCAGCC AMCT CCTGAT
BAZ24
‘ c.1234G>A
p-Alad12Thr
Heterozigot
Mutant
Thr GIn Pro  Ala Pro Asp
RCCCAGECAGCTCC TGAT
BAZ2A
¢.1234G>A
p.Ala412Thr
Homozigot
Normal

b

Leu Tyr Gly rewasThr Met
TTATATGGGCiGTACAATG

PHTF2
1! c2141T>G
p.Leu714Arg
Heterozigot

Mutant

Leu Tyr Gly Leu Thr Met
TTATATGGGCTTACAATG

PHTF?
c.2141T>G
p.Leu714Arg
Homozigot
Normal

d

G GGCACT CcecaG C CCTAG

¢ EiF441
c.-20C>A
Heterozigot

Mutant

G GGCACTCCGCCCTAG

EIF441
c.-20C>A
Homozigot
Normal

Sekil 38. TR-16 nolu ailede tiim ekzom dizileme ile tespit edilen varyasyonlarin Sanger
dizileme ile dogrulanmasi. a) SHROOM] {iizerinde tanimlanan c.373G>A, b)

PHTF2 tzerinde tanimlanan c¢.2141T>G,

¢) BAZ2A iizerinde tanmimlanan

c.1234G>A ve d) EIF4A4l iizerinde tanimlanan c.-20C>A varyasyonlarin
bulundugu bolgelerin dizi kromatogramlari.
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1:4 III:5
SHROOM]1 (c.373G>A) G/G
PHTF2 (c2141T>G) T
BAZ2A_(c.1234G>A) G/G
EIF4A1 (c.-20C>A) C/A
0w
Iv:2 Iv:3 Iv:4
SHROOMI (¢.373G>A) G/A G/G
PHTF2 (c.2141T>Q) T/T T/G T/T
BAZ2A4 (c.1234G>A) G/A G/G
EIF441 (c.-20C>A) C/A C/C

=6 N N OO érm

V:2 V3 V4 V:i5 V6 V:10 V:11
SHROOMI1 (c.373G>A) glg G/A G/A  G/A G/A GG G/A glg
PHTF2 (c2141T>G) T/T /G T/G TG T/T T/T T/G T/T

BAZ24 (c.1234G>A) gla | G/A G/A G/A G/A G/IG GIA | gg
EIF4Al (c-20C>) C/IC | ©/A CA CA CA CA CA | CC

E O o o

VI:1 VI:2 VI:7 VI8
SHROOMI (¢.373G>A) G/A g/g g/g g/g
PHTF2 (c.2141T>G) T/G T/T T/G T/G
BAZ2A4 (c.1234G>A) G/A g/g g/a g/e
EIF441 (c.-20C>A) C/A c/C C/A C/A

Sekil 39. TR-16 nolu ailede tespit edilen varyasyonlarin ailedeki isitme kaybi ile
segregasyonu. Kiigiik harflerle gdosterin genotipler tiim ekzom dizileme
verilerinden alind1.

Ailede PHTF?2 geni lizerinde tespit edilen varyasyonun lokalize oldugu kromozomal
bolgenin de ailedeki isitme kaybi ile kalitilip kalitilmadigini belirlemek tizere STR markirlar
ile gerceklestirilen haplotip analizi sonucunda; ¢.2141T>G varyasyonunun da i¢inde yer
aldig1 7q11.23-21.11 kromozom lokusundaki 5.7 Mb’dan daha genis bir bolgenin ailedeki
isitme kaybiyla birlikte kalitildig: goriildi (Sekil 40). Ayrica, saglikli olan IV:2 ile isitme

engelli olan IV:3 numarali kardeslerin, I11:4 numaral1 babalarindan ayn1 kromozomu almis
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olmalarina ragmen yalnizca etkilenmis kardesin (IV:3) ¢.2141T>G varyasyonunu tasidigi
goriildii. Bu durumun, TR-16 nolu ailede PHTF2 geni iizerinde tespit edilen ¢.2141T>G
varyasyonunu de novo oldugunu gosterirken, ailede IV:3 numarali bireyden once isitme

kaybi1 fenotipinin goriilmeme nedenine de agiklik getirmektedir.

D7S1870 74.1 Mb
D7S2518 75.3 Mb
D782455 77.3 Mb
PHTFZ2_¢c.2141T>G 77.4 Mb
D782204 78.1 Mb
D782443 79.8 Mb

nO—Ho =N

o
.
5

D781870 74.1 Mb
D752518 75.3 Mb
D782455 77.3 Mb
PHTF2_c.2141T>G 77.4 Mb
D752204 78.1 Mb
D752443 79.8 Mb

._
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| —
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._ NOTON WA
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V2 V:3 V:4 V:5 V:6 V7 V:8 V:10 Vi1
D7S1870 74.1Mb 5 4|4 1 4 1 4 1 2 1 2 1 4 11 (3)
D7S2518 75.3Mb 4 213 23 23 2 1 2 1 2 3 2| (@2
D7S2455 77.3Mb 4 512 1 2 1 2 1 5 1 5 1 2 11 (1)
PHTF2 c2141T>G 774 Mb T T|G T G TG T T T T T G T (T)
D7S2204 78.1Mb 3 415 15 1 5 1 5 1 5 1 5 11 (2)
D782443 79.8Mb 3 112 3 2 3 2 3 2 3 2 3 2 31 (@2)
5
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<
N
=
w
=
B
<
=<
o
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Sekil 40. TR-16 nolu ailede haplotip analizi. TR-16 nolu ailede 7q11.23-21.11 kromozom
bolgesindeki D7S1870 ve D7S2443 markirlar arasinda kalan bdlgenin haplotipi
ve ¢.2141T>G varyasyonunun igitme kaybi ile segregasyonu.

D751870 741 Mb 5
D752518 75.3Mb 4
D782455 773 Mb 4
PHTF2 c2141T>G 774Mb T
D782204 78.1Mb 3
D782443 79.8Mb 3

NN WS
b oo s
W AN
N ONW A
NN AW
N ON WA
NN oSN W

Ancak, II1:4 numarali babaya ait DNA 6rnegi olmadigi i¢in s6z konusu bolgenin haplotipi
babada tespit edilememistir. Bu nedenle, varyasyonun yaygin goriilen bir haplotip iizerinde
olusmus olma ve varyant olan ve olmayan ayni haplotipin babada birlikte bulunma olasilig1
dislanamamuigstir. Bu olasilig1 sorgulamak tizere ekzom dizileme verilerindeki 20 SNP’ye ait
bilgiler kullanilarak ¢.2141T>G varyasyonunun da i¢inde kaldig1 rs10953349 - rs17809600
SNP’lerinin arasindaki 427,765 baz cifti uzunlugundaki kromozomal bolgenin haplotipi
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olusturuldu. Olusturulan haplotipin goriilme frekans1 “LDhap (National Institutes Of Health/
LDlink/ LDhap)” arac1 ile hesaplandi (182). PHTF2 geni lizerinde tanimladigimiz varyasyon
ile kalitilan bu haplotipin bir blok olarak herhangi bir popiilasyonda olmadig: goriildii. Bolge
daha da kiictltiildiiglinde rs848486 - rs2072155 SNP’leri arasinda kalan 210,431 baz ¢iftlik
bolgede goriilen haplotipin de herhangi bir popiilasyonda goriilmedigi tespit edildi (Tablo
19). Bu durum, PHTF2 geni lizerinde tanimlamis oldugumuz ¢.2141T>G varyasyonunun
baglant1 dengesi gosteren iki haplotip blogunun bir araya gelmesi ile olusan yeni bir haplotip
tizerinde oldugunu diisiindlirmiistiir. Bu olasilik, SNP’ler arasindaki baglant1 dengesizligi
(D', 1?) hesaplamasinda “GRCh38/hg38-1000G Ph3 Vars” verilerini kullanan “LDpair” araci
kullanilarak hesaplandi (182).

Tablo 19. PHTF?2 geni lizerinde tespit edilen ¢.2141T>G varyasyonunun i¢inde yer aldigi
SNP tabanli haplotip bloklarinin frekanslarinin popiilasyon bazli analizi.

Chrom.o.some Haplotype Allele Frequencies
Position RS Number Mutant | PoPulation Specific Haplotype and Frequencies (1000 Genome)
(GRCh37) (1000 Genome)
chr7:77402746 rs10953349 A A A=0.622, G=0.378
chr7:77423152 rs1045463 C C C=0.806, T=0.194
chr7:77423574 rs7953 G G A=0.567, G=0.433
chr7:77.457.059 rs568285970 C (¢} (¢} C C=1.0, T=0.0
chr7:77.469.486 rs17807802 C (¢} (¢} C C=0.809, T=0.191
chr7:77.523.035 rs3779352 A A A A A=0.867, G=0.133
chr7:77.529.884 rs848450 C (¢} (¢} C C=0.79, T=0.21
chr7:77.531.113 rs78163487 T T T T T=0.861, C=0.139
chr7:77.537.964 rs848494 A A A A A=0.763, G=0.237
chr7:77.539.744 rs711309 A A A A G=0.576, A=0.424
chr7:77.552.127 rs848486 A A A A A A=0.603, G=0.397
chr7:77.583.117  PHTF2 (c.2141T>G)
chr7:77.648.671 rs13438302 G G G G G G=0.588, C=0.412
chr7:77.756.580 rs2074641 C (¢} (¢} cC C C C=0.786, T=0.213
chr7:77.756.724 rs7812015 T T T T T T T=0.786, C=0.214
chr7:77.756.849 rs2074642 T T T T T T T T T T=0.786, C=0.214
chr7:77.756.865 rs2074643 T T T T T T T T T T T=0.929, C=0.07
chr7:77.762.457 rs2072155 T T T T T T T T C=0.715, T=0.285
chr7:77.764.253 rs1465221 G G G G G G=0.727,A=0.273
chr7:77.764.591 rs767682 A A A A A=0.819, C=0.181
chr7:77.830.410 rs17809600 C C C (e} C=0.792, A=0.208
All Populations 0 0.0821 01715 0 O O O 0.0455 0 O
AFR (African) 0 0.0272 0.0492 0 0 0O O 00144 O 0
AMR Ad Mixed American 0 0.1081 02363 0 O O O 0.0677 0 O
EAS (East Asian) 0 0.0724 0.1548 0 0 0 O 0133 0 0
EUR (European) 0 01392 02942 0 0 O O 0 0 0
SAS (South Asian) 0 0.0971 0182 0 O O 0 0.0215 0 O
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Bu dogrultuda PHTF2 geni iizerinde tamimlamis oldugumuz c¢.2141T>G
varyasyonunun iginde yar aldigi haplotipi belirlemede kullanilan SNP’ler kullanildi.
Baglant1 dengesizligi hesaplamalarinda rs10953349 - rs848486, rs848486 - 1s2074641 ve
152074641 - rs2072155 numaral1 SNP ¢iftleri kullanildi. PHTF2 geni lizerinde tanimlamis
oldugumuz c.2141T>G varyasyonunun 5’ tarafinda yer alan rs10953349 ile rs848486
numarali SNP’ler arasinda kalan bolgenin tam baglanti1 dengesizliginde oldugu goriildii (D’
: 0.9737, r* : 0.8745). Aymi sekilde ¢.2141T>G varyasyonunun 3’ tarafinda yerlesik olan
152074641 ile rs2072155 numaralt SNP’ler arasindaki haplotip dagilimi da kendi iginde
degerlendirildi. Bu iki SNP’nin baglanti dengesizliginde oldugunu gosterir sekilde
aralarinda yiiksek diizeyde korelasyon goriildi (D' : 0.9948, > : 0.6746). Buna karsin,
¢.2141T>G varyasyonunun 5’ tarafindaki blogun 3’ ucundaki rs848486 numarali SNP ile
¢.2141T>G varyasyonunun 3’ tarafindaki blogun 5’ ucundaki rs2074641 numarali SNP’nin
birlikte kalitilma olasiliklarinin zayif oldugunu gosteren ¢ok diisiik diizeyde korelasyon

hesaplandi (D' : 0.2462, r*>: 0.0108).

D’ :0.9737 D’ :0.2462 D’ :0.9948
1 : 0.8745 12:0.0108  12:0.6746
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Sekil 41. PHTF?2 geni lizerinde tespit edilen ¢.2141T>G varyasyonunun i¢inde yer aldigi
bolgenin SNP tabanli LD analizi.

Bu hesaplamalar, TR-16 nolu ailede PHTF2 geni iizerinde tanimlamis oldugumuz
c.2141T>G varyasyonunun birlikte kalitildigi haplotip blogunun yaygin bir haplotip
olmadigin1 gostermektedir. Elde edilen bu bulgular ise saglikli babadan ayni haplotip
blogunu alan iki kardesten ¢.2141T>G varyasyonunu tagiyan IV:3 numarali bireyin igitme
engelli olmasina ragmen bu varyasyonu bulundurmayan IV:2 numarali bireyin saglikl

olmasi ¢.2141T>G varyasyonunun de novo oldugunu desteklemektedir.

82



Ayrica, TR-16 nolu ailede isitme kaybiyla kalitilan kritik bolge i¢in STR markir
verileri kullanilarak EasyLINKAGE Plus v5.02 programi ile fenotipin ilk goriildiigii birey
olan IV:3 numarali birey ve sonrasindaki kusaklar dahil edilerek, fenotipin tam penetrans
gosterdigi varsayilarak otozomal dominant kalitim kalibina gére LOD skor analizi
gerceklestirildi. D7S1870-D7S2455 arasinda kalan bolge i¢in maksimum LOD skor kritik
esige yakin olacak sekilde 2.71 olarak hesapland1 (Sekil 42).

Select tabs or from this list of plotsitables: pLOD (SPT) plot: TOTALS
Results | Top LODS | Gap Map | pLOD (SPT) plot TOTALS
Project: STRP_PROJECT Inheritance: Dominant | CHR M LOD Theta
Family name: TOTALS (no loops) Common allele: 99.90 % 7 8332 27093 0.0000
Used map: Marshfield (sex averaged) Disease allele: 0.10% [2.D7825 7 8612 27093 0.0000
Marker positions: 3ok /07?/0 outside LC1PCOPY rate:  000% |3.D7S2455 7 9070 27093 0.0000
Allele frequencies: All individuals (marker file) LC1 PENET wt/me: 100.00 % |4.D7S2204 7 9095 12041 0.0000
CALC interval:  Entire chromosome LC1 PENET mt/mt; 100.00 % | 5.D752443 7 9310 12041 0.0000
pLOD (SPT) FastLink v4.1 - Two-Point Parametric Linkage Analysis
3.00 3.00
PIB  dessacscsasiasancasanaseisnssssssasossinninsiassonnaseronsenTilils oonsiss sostnsesassiussisisss onssns it sesasinsesasssssessassbseiantresnns 275
D80 greeceemeemeocmcoamasassssessemeenscsasnasassnsssesaseesammanass Jl el cosaneecenamannnaannaanannasmnamsenanaanaanasssasmsaasesaanannanasnan 250
225 225
2.00 200
1.75 175
1.50 1.50
125 125
1.00 1.00
0.75 0.7%
0.50 0.50
0.25 0.25
0.00

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

—— sm_pw,.c%“”k" coverage, genetic position from 7pter [cM]

Copynight €, Tom H. Lindner & Katnn Hoffmann
easyL INKAGE Plus v3.02, November 14, 2005

LOD Score at 6=

Markers

0.00 005 010 0.15 020 025 030 035 040 045
D7S1870 2.71 249 225 200 174 146 1.16 085 0.53 0.23
D7S2518 271 249 225 200 174 146 1.16 085 0.53 0.23
D7S2455 271 249 225 200 1.74 146 1.16 085 053 0.23
D7S2204 120 112 102 092 082 070 059 046 032 0.17
D7S2443 120 1.2 1.02 092 082 070 059 046 032 0.17

Sekil 42. EasyLINKAGE Plus v5.02 programi ile dominant kalittm modele gore TR-16 nolu
ailede 7. kromozom iizerinde elde edilen LOD skorun grafiksel goriinimii.
Kirmizi ok: LOD skorun 2.71 olarak goriildiigii bolge.

PHTF?2 (Putative Homeodomain Transcription Factor 2) geni
(ENSG00000006576.17) 7q11.23 kromozom lokusunda yer almaktadir ve tanimlanmis yedi
izoformu  bulunmaktadir (Sekil 43). PHTF2 geninin kanonikal transkripti
(ENST00000422959.8, NM 001395272.1) 751 amino asitlik bir protein kodlamaktadir ve

tizerinde bir adet Phtf-Homeo domaini, bes adet transmembran domaini ve bir adet ¢ekirdek
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lokalizasyon sinyal dizisi bulunmaktadir (183-185). Gen {izerinde tanimladigimiz
¢.2141T>G varyasyonu kanonikal transkript tarafindan kodlanan proteinin besinciye yakin
olacak sekilde dordiincii ile besinci transmembran domain arasinda yer alan 714’ncii
pozisyondaki 16sin amino asidini arjinin amino asidine doniistirmektedir ve proteinin

714’ncii pozisyondaki 16sin amino asidi omurgalilar arasinda korunmustur (Sekil 44).

NLS p-Leu748Arg
NM_001366089.1 1 785
39 Ry 192 Agy 495 517 549 571 634 656 666 685 753 775

Transmembran Domain

NLS p-Len710Arg

NM_020432.5 1 m

£ 151 Ry Am 457 479 511 533 506 618 618 647 715 737
T — i i - I
Transmembran Domain
NLS p.Leu714Arg
5 Riss 158 Ay 461 483 515 537 600 622 632 651 719 741
= T i — - T
Transmembran Domain
NLS p-Leu658Arg
NM_001366081.1 1 Phtf-Homeodomain 695
5 Rz 154 Ayp 457 479 511 533 506 618 656 688
T — 1 ]
Transmembran Domain
NLS
NM_001366088.2 1 Phtf-Homeodomain 546
5 Rim 154 Am 457 479 509 531
—_—T
NLS Transmemhran Domain
NM_001127359.2 1 Phtf Homeodomain 156
5 Riss 158 Ay
NLS
NALO00L127360-2 4 352
5 Rim 154  Am

Sekil 43. PHTF2 proteini iizerindeki domainlerinin sematik gdsterimi ve tespit edilen
p.Leu714Arg varyasyonunun protein iizerindeki yerlesimi, NLS: Cekirdek
lokalizasyon sinyali.
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H. sapiens KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 724
M. mulatta KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 726
M. musculus KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 720
R. norvegicus KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 720
B. taurus KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 756
C. familiaris KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 724
G. gallus KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 729
X. tropicalis KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 730
M. furo KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 720
C. griseus KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 720
M. auratus KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 720
N. galili KELDSPFRLYGLTMNPLLYNIT 720
N. scutatus KELDNPFRLYGLTMNPLLYNIT 729

Sekil 44. PHTF2 {izerinde tespit edilen 714 ’ncii pozisyondaki 16sin amino asidinin ¢oklu
hizalama ile analizi. 714’ncli pozisyondaki 16sin amino asidi kirmizi ile
renklendirildi.

PHTF2 iizerinde tespit edilen p.Leu714Arg varyasyonunun patojenik etkisini
belirlemeye yonelik olarak PolyPhen-2 (Sekil 45) ve Mutation Taster (Sekil 46) araglari
kullanilarak gerceklestirilen in silico analizler sonucunda degisimin sirasi ile “pobably

damaging” ve “prediction disease causing” olarak degerlendirildigi goriildi.

PolyPhen-2 report for Q8BN3S3-2 L714R

Query
Protein Acc Position AA4 AA,; Description
Q8N3S3-2 714 L R Isoform 2 of Putative homeodomain transcription factor 2 OS=Homo sapiens GN=PHTF2
Results
[+] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv

This mutation is predicted to be PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

0.‘00 0.‘29 0:40 0:60 6.80 1.88

Sekil 45. PHTF2 {izerinde tespit edilen p.Leu714Arg varyasyonunun PolyPhen-2 araci ile
analizi
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Mutzs documentation

mutation t@sting

Prediction disease causing G L
Summary bygadink

« amino acid sequence changed
» splice site changes

analysed issue analysis result
name of alterafion no title

alteration (phys. chr7- 77583117 T=GN/A show varant in all transcripts 13Y

location)

HGMNC symbal PHTE2

Ensembl EMSTO0000416283
transcript ID

Genbank M 00127357
transcript ID

UniProt peplide  QAN353
alteration type single base exchange
alteration region CDS

DA changes c.2141T=G
cONA 226TT>G
g.154996T=G

A changes L714R. Score: 102 gxplain score(s)

Sekil 46. PHTF2 iizerinde tespit edilen p.Leu714Arg varyasyonunun Mutation Taster aract
ile analizi

TR-16 nolu ailede PHTF2 geni lizerinde tespit edilen c.2141T>G (p.Leu714Arg)
varyasyonunun Tiirkiye Genom Projesi Veri Paylasim Portali’'nda yer almadigi goriildii.
AlphaMissense verilerinde varyasyonun patojenite skorunun 0.9928 oldugu ve patojenik

sinifinda yer aldig1 tespit edildi.

Ozetle, TR-16 nolu ailede yapilan calismalar sonucunda; TR-16 GPGY nolu ailenin
(Sekil 9b) V:2 numarali bireyi otozomal resesif kalitim kalibina goére analiz edildiginde
sorumlu varyasyonun bilinen bir gen lizerinde olmasi, VI:2 numarali bireyin saglikli olmasi
ve haplotip analiziyle biyolojik babasinin V:2 numarali birey oldugunun gdésterilmesi, TR-
16 nolu ailedeki sorumlu patolojinin otozomal dominant kalitildigin1 ve ailede isitme
kaybindan sorumlu genin PHTF2 oldugunu desteklemektedir. Buna ilave olarak; TR-16
nolu aile (Sekil 9b); TR-16 ROK nolu ailedeki V:11 numarali isitme engelli bireyin ve
etkilenmis kizlarinin (VI:7-VI:8) olas1 etkileri dislanacak sekilde otozomal dominant kalitim
kalibina gore analiz edildiginde de olas1 etkileri dahil edildiginde de ailedeki sorumlu

varyasyonun PHTF2 geni iizerindeki ¢.2141T>G oldugu sonucuna ulasildi. Bu durum, VI:7
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ve VI:8 numarali bireylerin isitme kayipli olmasindaki sorumlu patolojinin PHTF2 geni
tizerindeki varyasyon oldugunu gostermektedir. Tiim bu bilgiler 15181nda TR-16 GPGY ve
TR-16 _ROK ailelerinden bagimsiz olarak TR-16 ailesindeki sorumlu patolojinin PHTF2

geni iizerinde tanimlanan varyasyon oldugu sonucuna ulasildi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢aligmasinda sendromik olmayan otozomal resesif sensorindral isitme kaybi
tanis1 konulmus, aralarinda akrabalik bulunmayan TR-15, TR-37, TR-33, TR-59 ve TR-16
nolu bes ailede tim ekzom dizileme yontemi ile isitme kaybindan sorumlu patoloji

arastirildi. Her bir aile kendi i¢inde degerlendirildi.
5.1. TR-15 Nolu Aile

Otozomal resesif isitme kayipli bireylerin bulundugu TR-15 nolu ailede bir birey
tizerinden gergeklestirilen tiim ekzom dizileme ve biyoenformatik analizi sonucunda daha
once sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybi (DFNB86) (164), sendromik
olmayan otozomal dominant isitme kayb1 (DFNAG65) (165) ve sendromik isitme kayb1 (186)
ile iligkilendirilmis olan 7BCID24 geni tarafindan kodlanan proteinin 297’°nci
pozisyonundaki pozitif yiiklii yan gruba sahip olan arjinin amino asidinin polar ancak yiiksiiz
yan gruba sahip sisteine doniismesine neden olan yeni bir varyasyon p.Arg297Cys
(c.889C>T) tespit edildi (Sekil 11). Yaklasik 20’li yaslarin basinda ilk belirtilerini gosteren
otozomal dominant sendromik olmayan progresif isitme kaybina neden olan TBC1D24
tizerindeki p.Ser178Leu varyasyonunu tagiyan knock-in fare modelinde isitsel sinir ileti

hizinin ve siddetinin azaldig1 hafif isitme kayb1 rapor edilmistir (187).

TBC1D24’nin Drosophila ortologu olan Skywalker (SKY)-TBC1D24 geni tarafindan
kodlanan proteinin TBC domaininin kristalize yapisinin analizi sonucunda domain {lizerinde
K71, R72, K75, R79, K203, K277, R281 ve R335 amino asitleri ile ¢evrili bir katyonik cep
bulunmaktadir. Tiim TBC1D24 aile iiyelerinde korunmus olan bu cep, 3, 4 ve 5.
pozisyonlarindan fosforillenmis fosfoinositler (P1(4,5)P2 ve PI(3,4,5)P3) i¢in baglanma
bolgesi saglamaktadir. Bu cep yapisina katilan K75, R79, K277, R281, R335, G336 ve T339
amino asitleri ise IP3 ile ¢oklu etkilesime girmektedir (188). TR-15 nolu ailede TBC1D24
tizerinde degisim tespit ettigimiz R297 pozisyonu da IP3 baglanma cebi iginde yer
almaktadir ve Sky proteininin IP3 ile etkilesime giren T339 pozisyonuna karsilik
gelmektedir (170). Insandaki R297 pozisyonunda yer alan amino asit kalintismin
Drosophila’da korunmamis olmasi bir sorun olarak goriinse de insan TBC1D24 proteini
tizerindeki S296, R297 ve K298 amino asit kalintilarinin IP3 baglanma boélgesinde oldugu
ve bu motif iizerinden IP3 ile en yiiksek baglanma enerjisine sahip olan amino asit
kalintisinin ise R297 oldugu gdsterilmistir (170). Diger taraftan, Sky proteini iizerindeki
H145, E187, C193, V215, W253, M268 ve G310 pozisyonlarindaki amino asitlerin insan
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TBC1D24 proteininde karsiligi olan sirastyla C105 (DOORS syndrome (OMIM #220500)),
D147 (Myoclonic Epilepsy, Familial Infantile (OMIM #605021)), E153 (Myoclonic
Epilepsy, Familial Infantile (OMIM #605021)), S178 (Otozomal dominant sendromik
olmayan isitme kaybi1), R214 (Otozomal resesif sendromik olmayan isitme kayb1), F229
(Myoclonic Epilepsy, Familial Infantile (OMIM #605021)) ve R270 (DOORS syndrome
(OMIM #220500)) pozisyonlarindaki amino asitleri korunmamis olmalarina ragmen bu
amino asitlerin degisimlerinin hastaliklara neden oldugu rapor edilmistir (170) (Sekil 12).
Ayrica, insanda sendromik olmayan otozomal dominant progresif isitme kaybina neden olan
p-Ser178Leu yanlis anlamli varyasyonu farelerde ifade edildiginde hafif isitme kaybina
neden olmaktadir (187). Bu veriler TR-15 nolu ailede tanimlamis oldugumuz varyasyonun
etkiledigi R297 pozisyonunun, TBC1D24 proteinin fonksiyonu i¢in kritik 6neme sahip
olabilecegini isaret etmektedir. Bununla birlikte TR-15 nolu ailede tespit edilen varyasyonun
ailedeki isitme kaybi ile segregasyonu (Sekil 13c), omurgalilarda korunmus olmasi (Sekil
13d), gnomAD veri tabaninda ve Tiirk popiilasyonuna ait veri tabaninda homozigot olarak
goriilmemesi isitme kaybindan sorumlu olabilecegini desteklemektedir. Diger taraftan, in
silico tahmin araglarina gore p.Arg297Cys degisiminin patolojik olarak degerlendirilmesi

(Sekil 14-16) bu varyasyonun patolojik oldugu yoniinde ilave kanit sunmaktadir.

TR-15 nolu ailede tanimlanan varyasyonun patolojik oldugunu gostermeye yonelik
ulagilan veriler; genetik varyasyonlarin patojenite degerlendirme kilavuzu olan ACMG
kriterlerinden patojeniteyi destekleyen PM1, PM2 PP1 ve PP3 kriterlerini (Tablo 9)
karsilayarak muhtemel patojenik (LP) kategorisine girdigini gostermektedir (Tablo 11).

5.2. TR-37 Nolu Aile

Otozomal resesif sensorindral igitme kayipl bireylerin bulundugu TR-37 nolu ailede
bir birey lizerinden gergeklestirilen tiim ekzom dizileme ve biyoenformatik analizler
sonucunda; ilk asamada sendromik olmayan otozomal resesif igsitme kaybi ile iligkilendirilen
ancak sonrasinda Chudley—-McCullough sendromuna (OMIM #604213) neden oldugu
gosterilen GPSM2 (DFNBS82) geni iizerinde dizigotik iki kardeste homozigot olarak rapor
edilmis olan ¢.1093C>T varyasyonu tespit edildi (174) (Sekil 17). GPSM2 iizerinde tespit
edilen ¢.1093C>T varyasyonu 684 amino asitten olusan proteinin 365’nci pozisyonunda
erken sonlanma kodonu (p.Arg365*) olusturmaktadir (Sekil 18b). GPSM2, isitsel ve
vestibiiler tiiylii hiicrelerinin aktin a¢isindan zengin stereosilyalarinin uzamasinda, néronal

biliylime, néronal progenitér hiicre boliinmesinde gorev almaktadir (173, 189). GPSM2
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tizerinde rapor edilen varyasyonlarin i¢ kulakta stereosilya uzamasini engelleyerek isitme

kaybina ve korpus kallozum agenezisine neden olmaktadir (173, 189).

GPSM?2 {izerinde tespit edilen c.1093C>T varyasyonunun; daha 6dnce otozomal resesif
kalittimli sensorindral isitme kaybinin eslik ettigi Chudley-McCullough sendromlu bir
ailedeki iki bireyde gosterilmis olmasi, ailedeki isitme kaybi ile segregasyonu (Sekil 18c¢),
erken sonlanma kodonu olugturmasi (Sekil 18b), gnomAD ve Tiirk popiilasyonuna ait veri
tabaninda homozigot olarak goriilmemis olmasi ailedeki isitme kaybindan sorumlu patoloji

olabilecegini desteklemektedir.

TR-37 nolu ailede tanimlanan varyasyonun patolojik oldugunu gostermeye yonelik
ulagilan veriler genetik varyasyonlarin patojenite degerlendirme kilavuzu olan ACMG
kriterlerinden patojeniteyi destekleyen PVS1, PM2, PM4 ve PP1 kriterlerini (Tablo 9)
karsilayarak patojenik (P) kategorisine (Tablo 11) girmektedir.

5.3. TR-33 Nolu Aile

SensoOrindral otozomal resesif isitme kayipl bireylerin bulundugu TR-33 nolu ailede
bir birey lizerinden gergeklestirilen tiim ekzom dizileme ve biyoenformatik analizler
sonucunda daha Once iki ailede sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybi
(DFNB106) ile iliskilendirilmis olan EPS8L2 geni iizerinde (176) bir niikleotitlik yeni bir
delesyon (c.1921delG) tespit edildi (Sekil 19). Tespit edilen bu delesyon, gen iizerinde daha
once tanimlanan iki varyasyon gibi protein sentezinin erken sonlanmasina
(p.Ala641Profs*13) neden olmaktadir (Sekil 20). EPS8L2 proteini iizerinde 51-181’nci
amino asitleri arasinda PTB (Phosphotyrosine-Binding Domain), 500-540°nc1 amino asitleri
arasinda SH3 (Src Homology 3 Domains) ve 621-682’nci amino asitleri arasinda SAM
(Steril Alpha Motif) olmak iizere ii¢ farkli domain bulunmaktadir (185). Gen iizerinde daha
once tanimlanmis olan iki varyasyon proteinin PTB ile SH3 domainleri arasinda yer
almaktadir ve SH3 ile SAM domainlerinin delesyonuna neden olmaktadir (Sekil 21). Bu
calisma kapsaminda TR-33 nolu ailede tanimlanmis olan varyasyon ise SAM domaininin bir
kismin1 da kapsayacak sekilde N-terminalin delesyonuna neden olmaktadir. Bu durum
EPS8L2 proteini iizerindeki N-terminale yakin yerlesimli olan SAM domaininin protein

fonksiyonu igin kritik 6neme sahip oldugunu gostermektedir.

EPS8L2 i¢ kulaktaki tiiylii hiicrelerin mekanosensér olan stereosilyalarinin ug

kisimlarinda lokalizedir (190). EPS8L2 knock-out farelerin isitme engelli dogduklari, bu
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farelerin i¢ ve dig tiiylii hiicrelerin stereosilyalardaki aktin dinamiklerinin bozdugu ve

silyalarin uzayamadigi gosterilmistir (190).

EPSSL2 geninin daha once sendromik olmayan isitme kaybi ile iligkilendirilmis
olmasi, gen iizerinde tespit edilen c.1921delG varyasyonunun ailedeki isitme kaybi ile
segregasyonu  (Sekil 20c), EPS8L2 tarafindan kodlanan protein iizerindeki
p-Ala641Profs*13 varyasyonunun gnomAD veri tabaninda homozigot olarak goriilmemesi
ve Tirk popiilasyonuna ait veri tabaninda bulunmamasi ailedeki isitme kaybindan sorumlu

olabilecegini desteklemektedir.

TR-33 nolu ailede tanimlanan varyasyonun patolojik oldugunu gostermeye yonelik
ulasilan veriler; ACMG kriterlerinden PVS1, PM1 PM2 ve PP1 kriterlerini (Tablo 9)
karsilayarak varyasyonu patojenik (P) kategorisinde degerlendirmektedir (Tablo 11).

5.4. TR-59 Nolu Aile

Otozomal resesif sensorindral isitme kayipl bireylerin bulundugu TR-59 nolu ailedeki
lic birey iizerinden gerceklestirilen tiim ekzom dizileme ve biyoenformatik analizler
sonucunda belirlenen varyasyonlar arasindan intronik ve sinonim olanlar ile gnomAD veri
tabaninda homozigot goriilenler dislandiktan sonra, DLGAP2 geni iizerindeki ¢.2554G>A
(p-Ala852Thr) varyasyonunun ailedeki isitme kaybiyla kalitildig: tespit edildi (Sekil 24,
Sekil 25).

DLGAP? ilk olarak epilepsi ve mental retardasyon goriilen bir ailedeki fenotip ile
kalitilan 8p23 kromozom bdlgesinin arastirilmasi ile karakterize edildi (191). Ekzom
dizileme ve kopya sayisi degisikligi analiz yontemleri kullanilarak yapilan ¢alismalar ile
DLGAP2’nin otizm ve sizofreni gibi norogelisimsel bozukluklar ile iligkili olabilecegi
gosterildi (192-197). DLGAP2’nin sinaps olusumundaki roliinii ve davranis iizerine etkisini
arastirmaya yonelik gelistirilen Digap2”~ farelerde davranis degerlendirmesi yapmak iizere
68-77 dB siddetinde ses kullanilarak irkilme testi yapilmis ve DIgap2” ile normal fare
arasinda bir fark gosterilememistir (198, 199). Ancak, irkilme testi isitme bozukluklarinin
belirlenmesinde diisiik hassasiyete sahip bir test olarak degerlendirilmektedir (200). Bu
nedenle Dlgap2” farelerin irkilme testinde normal farelerle ayni tepkiyi vermesi
DLGAP2’nin TR-59 nolu ailedeki isitme kaybi i¢in aday olma durumunu ortadan

kaldirmamaktadir.
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DLGAP2, post-sinaptik yogunlugun bir bileseni olup DLGAP (Discs Large
Associated Proteins) ailesinin bir iiyesidir. DLGAP protein ailesinin DLGAP 1-5 olmak
lizere bes tiyesi bilinmektedir ve bunlardan DLGAP1, DLGAP2, DLGAP3 ve DLGAP4
post-sinaptik yogunlugun bilesenlerinden olan norogelisimsel bozukluklarla iliskili olan

DLG (Disc Large Protein) ve SHANK proteinleri ile etkilesmektedir (201).

TBC1D24, WBP2, HOMER, TRRAP, DIAPH3, WFS1, AFG2B ve GABBR?2 genleri
lizerinde tanimlanan varyasyonlar norogelisimsel bozukluklar ve/veya isitme kaybi ile
iliskilendirilmistir. Bu genlerden 7TBC1D24, WBP2, TRRAP, DIAPH | iizerinde rapor edilen
varyasyonlarin bir kismi1 sendromik olmayan isitme kaybina (202-207) neden olurken bir
kism1 isitme kaybinin eslik ettigi norolojik sendromlara (164, 166, 208-210) neden
olmaktadir. Bununla birlikte hem sendromik hem de sendromik olmayan isitme kaybina
neden olan TBCI1D24, TRRAP ve DIAPH1I genleri lizerinde rapor edilen varyasyonlardan
bir kismi ise yalnizca norogelisimsel bozukluklara (168, 209, 211-215) neden olmaktadir.
Bu genlerden TBC1D24, HOMER ve WBP?2 tarafindan kodlanan protein, DLGAP2 gibi
postsinaptik yogunluk bdlgesinde lokalize olmaktadir (206, 207, 216). Ozetle, post sinaptik
bolgede yer alan bazi proteinlerin varyasyonlarinin bir kismi veya yoklugu nérogelisimsel
hastaliklarla iligki olurken bazi varyasyonlarimin sendromik olmayan isitme kaybi ile
iligkilendirilmis olmast; yoklugu farelerde noérogelisimsel bozukluklarla iliskilendirilmis
olan DLGAP2’nin yanlis anlamli varyasyonlarinin sendromik olmayan isitme kaybina da

neden olabilecegine bir kanit olarak degerlendirilmektedir.

I¢ kulaga yonelik gerceklestirilen ¢alismalar kapsaminda ise DLGAP2’nin tiiylii
hiicrelerde ifade edildigi (217) ve yeni dogan farelerin vestibiiler epitel tiiylii hiicrelerinde
de az da olsa ifade edildigi gosterilmistir (218). Bu durumda TR-59 nolu ailedeki isitme
kayb1 ile kalitilan varyasyonun ailedeki isitme kaybinda sorumlu olabilecegine yonelik

destekleyici kanit sunmaktadir.

DLGAP?2 iizerinde tespit edilen homozigot c.2554G>A varyasyonunun ailedeki igitme
kayb1 ile segregasyonu (Sekil 24b-c), varyasyonun bulundugu 4.94 Mb’lik bdlgenin
etkilenmis bireylerde homozigot kalitilmast (Sekil 25), bu varyasyonun ailedeki isitme
kaybindan sorumlu olabilecegini desteklemektedir. Buna karsin, PolyPhen, SIFT ve
Mutation Taster araglar1t DLGAP2 iizerinde tanimlanan varyasyonu patolojik olarak
degerlendirmemektedir (Sekil 27-29). Ancak, PolyPhen ve SIFT araglarinin sensitivitesi

strastyla %68 ve %69 olup, spesifisitesi %16 ve %13’tiir ve amino asit degisimlerinde
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etkilenen amino asit kalintisinin korunmusluk diizeyi daha giivenilir bir degerlendirme
sunmaktadir (219). Ancak, DLGAP2 tarafindan kodlanan protein iizerindeki degisime
ugrayan 852’nci pozisyondaki alanin amino asidinin omurgalilarin tamaminda korunmamis
olmasi (Sekil 24d), organizmanin ¢evresel degisimlere uyum saglamasina olanak taniyan bir
ozellik olabilir ve genetik drift veya notr evrimsel siireglerle evrimlesmis olabilir. Alanin
amino asidinin degisikligi domain iizerinde oldugu i¢in bu amino asit degisikligi kritik
fonksiyonel degisiklige neden olabilir. Bununla birlikte Pleiotropik etki ile organizmanin
biyolojik islevlerinde bozulmaya yol agabilir ve patolojik sonuglarda dogurabilir. DLGAP?2
geni lizerinde tanimlanan varyasyonun gnomAD veri tabaninda homozigot olarak
goriilmemesi ve Tiirk popiilasyonuna ait veri tabaninda bulunmamasi, ailede tanimladigimiz
varyasyonun ailedeki isitme kaybindan sorumlu olabilecegi yoOniindeki c¢ikarimi

giiclendirmektedir.

Ozetle, TR-59 nolu ailede tanimlanan varyasyon ACMG kriterlerinden PM1, PM2,
PP1 ve BP4 kriterlerini (Tablo 9) karsilayarak dnemi belirsiz (VUS) kategorisinde (Tablo
11) degerlendirilmektedir. Sonucun DLGAP2 knock-out farelerde yapilacak ABR testi ve

fonksiyonel ¢alismalarla desteklenmeye ihtiyaci vardir.
5.5. TR-16 Nolu Aile

Otozomal dominant sensorindral isitme kaybi goriilen TR-16 nolu ailede 11 birey
tizerinden gerceklestirilen tiim ekzom dizileme ve biyoenformatik analizler sonucunda daha
once herhangi bir hastalikla iligkilendirilmemis olan PHTF2 geni iizerinde amino asit
degisimine neden olan de novo ¢.2141T>G varyasyonu tespit edildi (Sekil 36, Sekil 40, Sekil
41, Tablo 19). PHTF2 (Putative Homeodomain Transcription Factor 2) proteini 751 amino
asitten olusan bir aday transkripsiyon faktoriidiir ve tanimlanmis yedi izoformu
bulunmaktadir (Sekil 43). Doku diizeyinde yapilan caligmalar kapsaminda PHTF2’nin en
fazla iskelet kasinda ve daha diisiik diizeyde beyinde ifade edildigi gosterilmistir (220). i¢
kulaga yonelik gergeklestirilen caligmalar kapsaminda ise PHTF2 nin i¢ ve dis tiiylii hiicreler
ile utricle yapisinda ifade edildigi gosterilmistir (218, 221). In silico analizler ile PHTF2
tizerinde bir Phtf-Homeo domain, bes transmembran domain ve ¢ekirdek lokalizasyon

sinyal dizisinin varlig1 belirlenmistir (Sekil 43) (220, 222).

Cesitli  kanser tiirlerinde biyo-belirteg tanimlama, mutasyon tarama amach
gerceklestirilen yiiksek ciktili dizileme ¢alismalarinda (223, 224) ve veri tabanlarindan

aliman gen ekspresyon sonuglar1 kullanilarak gerceklestirilen in silico analizler sonucunda
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(225-227) PHTF2’nin timor gelisimi ile ilgili olabilecegi Onerilmis olmakla birlikte
fonksiyonu hakkinda heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bununla birlikte, protein-protein
etkilesim verilerinin paylasildigi BioGRID veri tabaninda PHTF2 proteininin biiyiik 6l¢cek
afinite yakalama (Affinity Capture) - Kiitle Spektrometresi (MS) yaklagimi ile 16 farkli
proteinle (LYPD3, GPR156, BTRC, DHRS2, ELAVLI1, FBXW11, KIAA1429, OSBPL3,
OSBPL6, PHTF1, STXBP1, STXBP2, TRIM25, TTYHI1, VAPA, SPPL3) etkilestigi rapor
edilmistir (228). Bu proteinlerden ise GPR156 (OMIM #620551), FBXWI11 (OMIM
#618914), STXBP1 (OMIM #612164) ve STXBP2 (OMIM #613101) olmak tizere dordii
bir hastalikla iliskilendirilmis olup bunlardan GPR156 (229, 230) ve STXBP2 (231) isitme
kaybr ile iligkilidir. Bu durum PHTF2’yi igitme kaybi i¢in giiclii bir aday olarak 6n plana
¢ikartmaktadir.

PHTF?2 ile etkilesen bu proteinlerden GPR156, spesifik olarak, isitsel epiteldeki tiiylii
hiicrelerde ifade edilmektedir (217, 218). GPR156, G-protein eslikli bir reseptér olup
transkripsiyon faktorii olan EMX2 tarafindan kontrol edilerek Gai iizerinden kokleadaki
tiiylli hiicrelerin oryantasyonunun diizenlenmesinde gorev almaktadir (232). EMX2 ve Gai
proteinlerinin her ikisi de tiiylii hiicrelerin polaritesi i¢in kritik 6neme sahiptir ve
eksikliklerinde stereosilyalarin oryantasyonu bozulmaktadir (232, 233). GPRI56 nin
fonksiyon kaybina neden olan varyasyonlari ise sendromik olmayan konjenital otozomal

resesif isitme kaybina neden olmaktadir (229, 230).

PHTF?2 ile etkilesimi rapor edilen ikinci protein olan STXBP2 (Munc18-2) ise isitsel
epiteldeki tiiylii hiicrelerde ifade edilmekle birlikte (217, 218) fonksiyonunu arastirmaya
yonelik olarak hiicre hatlarinda yiiriitiilen ¢alismalar kapsaminda salgi keseciklerinin zarinda
ve plazma zarinda lokalize oldugu gosterilmistir (234). STXBP2, kalsiyum varligina bagh
olarak membran flizyonunda ve ekzositozda gorev alan SYNTAXIN 3 proteini ile
etkilesmektedir (235). STXBP2’nin yoklugunda, hiicre apikalindeki kargo trafigi
bozulmakta, apikalde lokalize olmasi gereken proteinler hiicre ig¢inde dagilarak hiicre
polaritesi bozulmaktadir (236). Hiicre polaritesi i¢in gerekli olan STXBP2’nin fonksiyon
kayb1 varyasyonlari, hastalarin bir kisminda sensorinéral igsitme kaybinin da rapor edildigi
Hemophagocytic Lymphohistiocytosis Tip 5’e (OMIM #613101) neden olmaktadir (231,
237, 238).

PHTF?2 ile etkilesen GPR156’nin i¢ kulakta mekanosensor epitel tizerindeki tiiylii

hiicrelerin polaritesini diizenlerken, STXBP2’nin de hiicre polaritesinde gorev almasi
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PHTF2’nin de tiiyli hiicrelerin polaritesinin diizenlenmesinde goérev alabilecegini isaret
etmektedir. PHTF2 ile etkilesimi rapor edilen proteinlerden OSBPL3 (ORP3) (239),
STXBP1 (240), TTYHI (241) ve VAPA (VAP33) (242) proteinlerinin de hiicre polaritesi
ile iligkili olmasi ise bu ¢ikarimi desteklemektedir. PHTF2 ile etkilestigi rapor edilen
GPR156 ve STXBP2 proteinleri yeni dogan farelerin mekanosensor epitel tiiylii hiicrelerde
ifade edilmektedir (217, 218, 221). Bu durum, PHTF2’nin isitme i¢in Onemini ortaya
koyarken TR-16 nolu ailedeki isitme kaybi ile kalitilan varyasyonun ailedeki isitme

kaybindan sorumlu olabilecegine yonelik ilave kanit sunmaktadir.

Tim bu bilgiler 1s18inda; PHTF2 geni lizerinde tespit edilen c¢.2141T>G
varyasyonunun de novo olmasi ve varyasyonun i¢inde yer aldig1 5.7 Mb’den daha genis bir
bolgenin ailedeki isitme kaybiyla segregasyonu (Sekil 40), ailede baglanti analizi ile
hesaplanan max LOD skorun 2.71 olmasi (Sekil 42), 714’ncii pozisyondaki 16sin amino
asidinin tiim omurgalilarda korunmus olmasi (Sekil 44), in silico araglarla yapilan analizler
sonucunda patolojik olarak degerlendirilmesi (Sekil 45-46), i¢ kulakta tiiylii hiicrelerde ifade
edildiginin gdsterilmis olmasi ve etkilestigi iki proteinin de isitme kayb ile iligskilendirilmis

olmasi ailede sorumlu varyasyonun olabilecegini desteklemektedir.

Genetik varyasyonlarin patojenite degerlendirme kilavuzu olan ACMG kriterlerine
gore PHTF2 geni lizerinde tanimladigimiz varyasyon; patojeniteyi destekleyen PS2, PM2,
PP1 ve PP3 kriterlerini (Tablo 9) karsilayarak muhtemel patojenik (P) kategorisine (Tablo
11) girmektedir. Bu durum PHTF2’yi otozomal dominant sensdrindral isitme kaybi i¢in yeni

bir gen olarak 6n plana ¢ikartmaktadir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi kapsaminda dordii otozomal resesif ve biri otozomal
dominant kalitim gosteren bes ailedeki sendromik olmayan isitme kaybindan sorumlu
genetik etiyoloji tiim ekzom dizileme yaklagimi ile arastirildi. Gelinen asamada, TR-37 nolu
ailede daha once isitme kayb ile iliskilendirilmis olan GPSM?2 geni lizerinde bilinen bir
varyasyon (¢.1093C>T; p.Arg365*), TR-15 ve TR-33 nolu ailelerde daha 6nce isitme kaybi1
ile iligkilendirilmis olan sirasiyla 7TBC1D24 geni iizerinde ¢.889C>T (p.Arg297Cys) ve
EPSSL2 geni iizerinde ¢.1921delG (p.Ala641Profs*13) olmak iizere isitme kaybindan
sorumlu olabilecek iki yeni varyasyon tespit edildi. TR-59 ve TR-16 nolu ailelerde ise
sirastyla daha once isitme kaybi ile iliskilendirilmemis olan DLGAP2 geni iizerindeki
c.2554G>A (p.Ala852Thr) varyasyonunun ve PHTF2 geni {lizerindeki ¢.2141T>G
(p.Leu714Arg) varyasyonunun bu ailelerdeki en giiglii aday varyasyon olarak belirlendi.
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Boylelikle, insan genom projesinin devami olarak yiritiilen genlerin hastaliklarla
iligkilendirilmesi kapsaminda bu c¢alismamiz ile iki genin daha hastalik iliskisinin

kurulmasinda yonelik 6nemli bir mesafe kaydedilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

1.

Calisma kapsaminda sendromik olmayan isitme kaybi olarak degerlendirilen bes aile
incelendi. Bu ailelerden ikisinde, sorumlu varyasyon, daha once sendromik isitme
kayiplari ile iligkilendirilmis olan genler lizerinde tespit edildi. Bu durum, isitme kaybinin
genetik etiyolojisini arastirmaya yonelik ¢alismalarda isitme testlerinin 6tesinde bir klinik

degerlendirmenin yapilmasinin gerekliligi 6n plana ¢ikmustir.

Calismaya dahil edilen bes aileden yalnizca birinde daha Onceden isitme kaybi ile
iliskilendirilmis olan bir varyasyonun tespit edilmis olmasi; kendi toplumuzun isitme
kaybindan sorumlu patolojik varyasyonlarinin yeterli diizeyde bilinmiyor oldugu ve ilave

caligmalarla bu eksigin giderilmesinin gerekliligi bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

Yeni nesil dizileme teknolojileri genetik hastaliklardan sorumlu olabilecek
varyasyonlarin belirlenmesi siirecinde Onemli bir hiz kazandirmistir. Ancak, bu
yaklasimin daha etkin kullanilabilmesi i¢in tanimlanan varyasyonlarin patolojik etkilerini

belirlemeye yonelik ¢alismalara 6nem verilmesi gerekmektedir.

Sendromik veya sendromik olmayan isitme kayiplari ile ilgili olarak 350 nin iizerinde
gen biliniyor olmasina ragmen c¢alismaya dahil edilen bes aileden ikisinde bilinen genler
tizerinde patolojik olabilecek bir varyasyona rastlanmamig olup isitme kaybinin genetik

etiyolojisini aydinlatmaya yonelik ilave ¢aligmalarin yapilmas: gerekmektedir.

97



7. KAYNAKLAR

1. Nussbaum RL, McInnes RR, Willard HF (2015). Thompson & Thompson genetics in
medicine. Sekizinci baski. Elsevier, Philadelphia; Sayfa 1-2.

2. Nance WE (2003). The genetics of deafness. Ment Retard Dev Disabil Res Rev 9(2): 109-
119.

3. Morton N (1991). Genetic epidemiology of hearing impairment. Annals of the New York
Academy of Sciences 630: 16-31.

4. Marazita ML, Ploughman LM, Rawlings B, Remington E, Arnos KS, Nance WE (1993).
Genetic epidemiological studies of early-onset deafness in the US school-age population.

American Journal of Medical Genetics 46; 486-491.

5. Yavuz E, Sagsozlii S (2018). Yenidoganda isitme taramasinin izlenmesi. Istanbul Gelisim

Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi 6: 620-630.

6. Petit C, Levilliers J, Hardelin J-P (2001). Molecular genetics of hearing loss. Annual
Review of Genetics 35: 589-645.

7. Tekin M, Arnos KS, Pandya A (2001). Advances in hereditary deafness. Lancet 358:
1082-1090.

8. GeneReviews®[Internet] (2024). Genetic hearing loss overview [online]. Available from:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 1434/. [Accessed 15 Haziran 2024].

9. Choe G, Lim JW, Chun YJ, Han JH, Kim BJ, Choi BY (2024). Clinical characteristics
and hearing loss etiology of cochlear implantees undergoing surgery in their teens, 20s, and

30s. Eur Arch Otorhinolaryngol 281: 5169-5177.

10. Vona B, Nanda I, Hofrichter MA, Shehata-Dieler W, Haaf T (2015). Non-syndromic
hearing loss gene identification: a brief history and glimpse into the future. Mol Cell Probes
29: 260-270.

11. Hereditary Hearing Loss Homepage (2024). Hearing loss homepage [online]. Available
from: https://hereditaryhearingloss.org/. [Accessed 25 Aralik 2024].

12. National Center for Biotechnology Information-PubMed Central (2024). Pubmed
[online]. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/. [Accessed 22 Aralik 2024].

98


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1434/
https://hereditaryhearingloss.org/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

13.  Dazert S, Thomas JP, Loth A, Zahnert T, Stover T (2020). Cochlear implantation:
diagnosis, indications, and auditory rehabilitation results. Deutsches Arzteblatt International

117: 690-700.

14. Erdogan AA (2015). Hearing loss and approaches to hearing loss in elderly. The Turkish
Journal of Family Medicine and Primary Care (TJFMPC) 10: 25-33.

15. Musiek FE, Baran JA (2018). The auditory system: Anatomy, physiology, and clinical
correlates. Tkinci baski. Plural Publishing. Canada; Sayfa: 1-87.

16. Miao W, Li J, Tang M, Xian J, Li W, Liu Z, Liu S, Sabel B, Wang Z, He H (2013).
Altered white matter integrity in adolescents with prelingual deafness: a high-resolution
tract-based spatial statistics imaging study. American Journal of Neuroradiology 34: 1264-

1270.

17. Kelley MW (2006). Regulation of cell fate in the sensory epithelia of the inner ear.

Nature Reviews Neuroscience 7: 837-849.

18. Petit C, Levilliers J, Hardelin JP (2001). Molecular genetics of hearing loss. Annu Rev
Genet 35: 589-646.

19. Kelley MW (2006). Regulation of cell fate in the sensory epithelia of the inner ear. Nat
Rev Neurosci 7: 837-849.

20. Audio Archive (2024). Koklea ve korti organinin yapist [online]. Available from:
https://audioarchivel.blogspot.com/2020/12/periferik-isitme-sistemi.html. [Accessed 28
Kasim 2024].

21. Dror AA, Avraham KB (2010). Hearing impairment: a panoply of genes and functions.
Neuron 68: 293-308.

22. Grillet N (2022). High-resolution imaging of the mouse-hair-cell hair bundle by scanning
electron microscopy. STAR Protoc 3: 101213.

23. Carlson BM (2019). Special senses—vision and hearing. The Human Body 3: 177-207.

24. Grunert SC, Bodi I, Odening KE (2017). Possible mechanisms for sensorineural hearing

loss and deafness in patients with propionic acidemia. Orphanet J Rare Dis 12: 30.

99


https://audioarchive1.blogspot.com/2020/12/periferik-isitme-sistemi.html

25. World Health Organization (2024). Deafness and hearing loss [online]. Available from:
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/deafness-and-hearing-loss. [Accessed 22

Haziran 2024].

26. Morton CC, Nance WE (2006). Newborn hearing screening--a silent revolution. N Engl
J Med 354: 2151-2164.

27. Sheffield AM, Smith RJH (2019). The epidemiology of deafness. Cold Spring Harb
Perspect Med 9: a033258.

28. StatPearls [Internet] (2018). Syndromic sensorineural hearing loss [online]. Available

from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK526088/. [Accessed 22 Haziran 2024].

29. Dimitrov BI, Voet T, De Smet L, Vermeesch JR, Devriendt K, Fryns JP, Debeer P
(2010). Genomic rearrangements of the GREM1-FMNI1 locus cause oligosyndactyly, radio-
ulnar synostosis, hearing loss, renal defects syndrome and Cenani--Lenz-like non-syndromic

oligosyndactyly. J Med Genet 47: 569-574.

30. Tsukahara M, Azuno Y, Kajii T (1989). Type Al brachydactyly, dwarfism, ptosis, mixed

partial hearing loss, microcephaly, and mental retardation. Am J Med Genet 33: 7-9.

31. Horvath R, Freisinger P, Rubio R, Merl T, Bax R, Mayr JA, Shawan, Muller-Hocker J,
Pongratz D, Moller LB, Horn N, Jaksch M (2005). Congenital cataract, muscular hypotonia,
developmental delay and sensorineural hearing loss associated with a defect in copper

metabolism. J Inherit Metab Dis 28: 479-492.

32. Lalani SR, Safiullah AM, Molinari LM, Fernbach SD, Martin DM, Belmont JW (2004).
SEMA3E mutation in a patient with CHARGE syndrome. J] Med Genet 41: €94.

33. Reiners J, van Wijk E, Marker T, Zimmermann U, Jurgens K, te Brinke H, Overlack N,
Roepman R, Knipper M, Kremer H, Wolfrum U (2005). Scaffold protein harmonin
(USHI1C) provides molecular links between Usher syndrome type 1 and type 2. Hum Mol
Genet 14: 3933-3943.

34. Wonkam A, Manyisa N, Bope CD, Dandara C, Chimusa ER (2021). Whole exome
sequencing reveals pathogenic variants in MYO3A, MYO15A and COL9A3 and differential
frequencies in ancestral alleles in hearing impairment genes among individuals from

Cameroon. Hum Mol Genet 29: 3729-3743.

100


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/deafness-and-hearing-loss
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK526088/

35. Schrauwen I, Valgaeren H, Tomas-Roca L, Sommen M, Altunoglu U, Wesdorp M,
Beyens M, Fransen E, Nasir A, Vandeweyer G, Schepers A, Rahmoun M, van Beusekom E,
Huentelman MJ, Offeciers E, Dhooghe I, Huber A, Van de Heyning P, Zanetti D, De
Leenheer EMR, Gilissen C, Hoischen A, Cremers CW, Verbist B, de Brouwer APM,
Padberg GW, Pennings R, Kayserili H, Kremer H, Van Camp G, van Bokhoven H (2019).
Variants affecting diverse domains of MEPE are associated with two distinct bone disorders,

a craniofacial bone defect and otosclerosis. Genet Med 21: 1199-1208.

36. Nicchia GP, Ficarella R, Rossi A, Giangreco I, Nicolotti O, Carotti A, Pisani F, Estivill
X, Gasparini P, Svelto M, Frigeri A (2011). D184E mutation in aquaporin-4 gene impairs

water permeability and links to deafness. Neuroscience 197: 80-88.

37. Eckhard A, Gleiser C, Arnold H, Rask-Andersen H, Kumagami H, Muller M, Hirt B,
Lowenheim H (2012). Water channel proteins in the inner ear and their link to hearing

impairment and deafness. Mol Aspects Med 33: 612-637.

38. Alshuaib WB, Al-Kandari JM, Hasan SM (2015). Classification of hearing loss. Update
On Hearing Loss 4: 29-37.

39. Finsterer J, Fellinger J (2005). Nuclear and mitochondrial genes mutated in
nonsyndromic impaired hearing. International Journal of Pediatric Otorhinolaryngology 69:

621-647.

40. Faridi R, Yousaf R, Inagaki S, Olszewski R, Gu S, Morell RJ, Wilson E, Xia Y, Qaiser
TA, Rashid M, Fenollar-Ferrer C, Hoa M, Riazuddin S, Friedman TB (2024). Deafness
DFNB128 Associated with a Recessive Variant of Human MAP3K1 Recapitulates Hearing
Loss of Map3k1-Deficient Mice. Genes (Basel) 15: 845.

41. Velde HM, Vaseghi-Shanjani M, Smits JJ, Ramakrishnan G, Oostrik J, Wesdorp M,
Astuti G, Yntema HG, Hoefsloot L, Lanting CP, Huynen MA, Lehman A, Turvey SE,
Consortium D, Pennings RJE, Kremer H (2024). Exome variant prioritization in a large
cohort of hearing-impaired individuals indicates IKZF?2 to be associated with non-syndromic

hearing loss and guides future research of unsolved cases. Hum Genet 143: 1379-1399.

42. Bharadwaj T, Acharya A, Khan FU, Khan S, Ullah I, Schrauwen I, Ahmad W, Leal SM
(2024). THBS1 is a new autosomal recessive non-syndromic hearing impairment gene.

BMC Med Genomics 17; 291.

101



43. Liu XZ, Xia XJ, Adams J, Chen ZY, Welch KO, Tekin M, Ouyang XM, Kristiansen A,
Pandya A, Balkany T, Arnos KS, Nance WE (2001). Mutations in GJA1 (connexin 43) are

associated with non-syndromic autosomal recessive deafness. Hum Mol Genet 10: 2945-

2951.

44. Donaudy F, Zheng L, Ficarella R, Ballana E, Carella M, Melchionda S, Estivill X, Bartles
JR, Gasparini P (2006). Espin gene (ESPN) mutations associated with autosomal dominant

hearing loss cause defects in microvillar elongation or organisation. J] Med Genet 43: 157-

161.

45. Zadro C, Alemanno MS, Bellacchio E, Ficarella R, Donaudy F, Melchionda S, Zelante
L, Rabionet R, Hilgert N, Estivill X, Van Camp G, Gasparini P, Carella M (2009). Are
MYOI1C and MYOIF associated with hearing loss? Biochim Biophys Acta 1792: 27-32.

46. Runge CL, Indap A, Zhou Y, Kent JW, Jr., King E, Erbe CB, Cole R, Littrell J, Merath
K, James R, Ruschendorf F, Kerschner JE, Marth G, Hubner N, Goring HH, Friedland DR,
Kwok WM, Olivier M (2016). Association of TMTC2 with human nonsyndromic
sensorineural hearing loss. JAMA Otolaryngol Head Neck Surg 142: 866-872.

47. Salazar-Silva R, Dantas VLG, Alves LU, Batissoco AC, Oiticica J, Lawrence EA,
Kawafi A, Yang Y, Nicastro FS, Novaes BC, Hammond C, Kague E, Mingroni-Netto RC
(2021). NCOA3 identified as a new candidate to explain autosomal dominant progressive

hearing loss. Hum Mol Genet 29: 3691-3705.

48.Zhou Y, Tarig M, He S, Abdullah U, Zhang J, Baig SM (2020). Whole exome sequencing
identified mutations causing hearing loss in five consanguineous Pakistani families. BMC

Medical Genetics 21: 1-8.

49.LiuY, Tan M, Cai L, Lv L, Chen Q, Chen W, Yang H, Xu Y (2022). Genetic profiles of
non-syndomic severe-profound hearing loss in Chinese Hans by whole-exome sequencing.

Gene: 146258.

50. Marzola P, Melzer T, Pavesi E, Gil-Mohapel J, Brocardo PS (2023). Exploring the role

of neuroplasticity in development, aging, and neurodegeneration. Brain Sciences 13: 1610.

51. Persic D, Thomas ME, Pelekanos V, Ryugo DK, Takesian AE, Krumbholz K, Pyott SJ
(2020). Regulation of auditory plasticity during critical periods and following hearing loss.
Hearing Research 397: 107976.

102



52. Sharma A, Campbell J (2011). A sensitive period for cochlear implantation in deaf
children. The Journal of Maternal-Fetal & Neonatal Medicine 24: 151-153.

53. Sharma A, Dorman MF, Spahr AJ (2002). A sensitive period for the development of the
central auditory system in children with cochlear implants: implications for age of

implantation. Ear and hearing 23: 532-539.

54. T.C. Saglik Bakanlig1 Halk Saglig1 Genel Midiirliigii (2023). Yenidogan isitme tarama

programi [online]. Available from: https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/haberler/ulusal-isitme-

tarama-programi?format=html. [Accessed 1 Ocak 2023].

55. Tait M, Nikolopoulos T, Lutman M (2007). Age at implantation and development of
vocal and auditory preverbal skills in implanted deaf children. International Journal of

Pediatric Otorhinolaryngology 71: 603-610.

56. Tomblin JB, Oleson JJ, Ambrose SE, Walker E, Moeller MP (2014). The influence of
hearing aids on the speech and language development of children with hearing loss. JAMA

Otolaryngology—Head & Neck Surgery 140: 403-409.

57. Yoshinaga-Itano C, Sedey AL, Coulter DK, Mehl AL (1998). Language of early-and
later-identified children with hearing loss. Pediatrics 102: 1161-1171.

58. Kennedy CR, McCann DC, Campbell MJ, Law CM, Mullee M, Petrou S, Watkin P,
Worsfold S, Yuen HM, Stevenson J (2006). Language ability after early detection of
permanent childhood hearing impairment. New England Journal of Medicine 354: 2131-

2141.

59. Stover T, Diensthuber M (2011). Molecular biology of hearing. GMS Current Topics In
Otorhinolaryngology, Head And Neck Surgery 10: 1-15.

60. Thorpe RK, Smith RJ (2020). Future directions for screening and treatment in congenital

hearing loss. Precision Clinical Medicine 3: 175-186.

61. Copeland BJ, Pillsbury HC (2004). Cochlear implantation for the treatment of deafness.
Annu Rev Med 55: 157-167.

62. Sinnathuray AR, Toner JG, Geddis A, Clarke-Lyttle J, Patterson CC, Hughes AE (2004).
Auditory perception and speech discrimination after cochlear implantation in patients with

connexin 26 (GJB2) gene-related deafness. Otology & Neurotology 25: 930-934.

103


https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/haberler/ulusal-isitme-tarama-programi?format=html
https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/haberler/ulusal-isitme-tarama-programi?format=html

63. Raphael Y, Altschuler RA (2003). Structure and innervation of the cochlea. Brain
Research Bulletin 60: 397-422.

64. Collin RW, Kalay E, Tariq M, Peters T, van der Zwaag B, Venselaar H, Oostrik J, Lee
K, Ahmed ZM, Caylan R (2008). Mutations of ESRRB encoding estrogen-related receptor
beta cause autosomal-recessive nonsyndromic hearing impairment DFNB35. The American

Journal of Human Genetics 82: 125-138.

65. Kabatova Z, Profant M, Simkova L, Groma M, Nechojdomova D (2009). Cochlear

implantation in malformed inner ear. Bratislavske Lekarske Listy 110: 609-613.

66. Kim AH, Kileny PR, Arts HA, El-Kashlan HK, Telian SA, Zwolan TA (2008). Role of
electrically evoked auditory brainstem response in cochlear implantation of children with

inner ear malformations. Otology & Neurotology 29: 626-634.

67. StatPearls [Internet] (2023). Auditory brainstem response [online]. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK564321/. [Accessed 20 Mayis 2024].

68. Usami Si, Nishio Sy, Moteki H, Miyagawa M, Yoshimura H (2020). Cochlear
implantation from the perspective of genetic background. The Anatomical Record 303: 563-

593.

69. Miyagawa M, Nishio S-y, Ikeda T, Fukushima K, Usami S-i (2013). Massively parallel
DNA sequencing successfully identifies new causative mutations in deafness genes in

patients with cochlear implantation and EAS. PLoS One 8: €75793.
70. Wu C-C, Lin Y-H, Liu T-C, Lin K-N, Yang W-S, Hsu C-J, Chen P-L, Wu C-M (2015).
Identifying children with poor cochlear implantation outcomes using massively parallel

sequencing. Medicine 94: e107394.

71. Corvino V, Apisa P, Malesci R, Laria C, Auletta G, Franzé A (2018). X-linked

sensorineural hearing loss: a literature review. Current Genomics 19: 327-338.

72. Connell SS, Angeli SI, Suarez H, Hodges AV, Balkany TJ, Liu XZ (2007). Performance
after cochlear implantation in DFNB1 patients. Otolaryngology—Head and Neck Surgery
137: 596-602.

73. Popov TM, Stancheva I, Kachakova DL, Rangachev J, Konov D, Varbanova S, Mitev
VI, Kaneva RP, Popova DP (2014). Auditory outcome after cochlear implantation in patients

104


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK564321/

with congenital nonsyndromic hearing loss: influence of the GJB2 status. Otology &

Neurotology 35: 1361-1365.

74. Wu C-M, Ko H-C, Tsou Y-T, Lin Y-H, Lin J-L, Chen C-K, Chen P-L, Wu C-C (2015).
Long-term cochlear implant outcomes in children with GJB2 and SLC26A4 mutations. PloS
One 10: e0138575.

75. Miyagawa M, Nishio S-y, Hattori M, Moteki H, Kobayashi Y, Sato H, Watanabe T,
Naito Y, Oshikawa C, Usami S-i (2015). Mutations in the MYO15A Gene are a significant
cause of nonsyndromic hearing loss: massively parallel DNA sequencing—based analysis.

Annals of Otology, Rhinology & Laryngology 124: 158-168.
76. Xia H, Huang X, Guo Y, Hu P, He G, Deng X, Xu H, Yang Z, Deng H (2015).

Identification of a novel MYOI15A mutation in a Chinese family with autosomal recessive

nonsyndromic hearing loss. PLoS One 10: e0136306.

77. Pecci A, Verver EJ, Schlegel N, Canzi P, Boccio CM, Platokouki H, Krause E, Benazzo
M, Topsakal V, Greinacher A (2014). Cochlear implantation is safe and effective in patients
with MYH9-related disease. Orphanet Journal of Rare Diseases 9: 1-9.

78. Pecci A, Ma X, Savoia A, Adelstein RS (2018). MYH9: Structure, functions and role of

non-muscle myosin IIA in human disease. Gene 664: 152-167.

79. Sanger F, Nicklen S, Coulson AR (1977). DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proc Natl Acad Sci U S A 74: 5463-5467.

80. Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB, Horn GT, Erlich HA, Arnheim N (1985).
Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and restriction site analysis for

diagnosis of sickle cell anemia. Science 230: 1350-1354.

81. Atik T, Bademci G, Diaz-Horta O, Blanton SH, Tekin M (2015). Whole-exome

sequencing and its impact in hereditary hearing loss. Genet Res (Camb) 97: e4.

82. Rabbani B, Tekin M, Mahdieh N (2014). The promise of whole-exome sequencing in
medical genetics. ] Hum Genet 59: 5-15.

83. Yan D, Tekin M, Blanton SH, Liu XZ (2013). Next-generation sequencing in genetic
hearing loss. Genet Test Mol Biomarkers 17: 581-587.

84. Gilissen C, Hoischen A, Brunner HG, Veltman JA (2012). Disease gene identification

strategies for exome sequencing. Eur J Hum Genet 20: 490-497.

105



85. Bamshad MJ, Ng SB, Bigham AW, Tabor HK, Emond MJ, Nickerson DA, Shendure J
(2011). Exome sequencing as a tool for Mendelian disease gene discovery. Nat Rev Genet

12:745-755.

86. Duman D, Tekin M (2012). Autosomal recessive nonsyndromic deafness genes: a

review. Front Biosci (Landmark Ed) 17: 2213-2236.

87. Ng SB, Turner EH, Robertson PD, Flygare SD, Bigham AW, Lee C, Shaffer T, Wong
M, Bhattacharjee A, Eichler EE, Bamshad M, Nickerson DA, Shendure J (2009). Targeted

capture and massively parallel sequencing of 12 human exomes. Nature 461: 272-276.

88. Makalowski W (2001). The human genome structure and organization. Acta Biochim

Pol 48: 587-598.

89. Majewski J, Schwartzentruber J, Lalonde E, Montpetit A, Jabado N (2011). What can
exome sequencing do for you? J Med Genet 48: 580-589.

90. Satam H, Joshi K, Mangrolia U, Waghoo S, Zaidi G, Rawool S, Thakare RP, Banday S,
Mishra AK, Das G, Malonia SK (2023). Next-generation sequencing technology: current
trends and advancements. Biology (Basel) 12: 997.

91. University of California, Santa Cruz

Genome Browser (2023). Genome Browser exome probekit [online]. Available from:

https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTables?db=hg19&hgta_group=map&hgta track=exomeProbesets&hgta table=nexte

rarapidcapture expandexome targetedregions&hgta doSchema=describe+table+schema.

[Accessed 1 Ocak 2023].

92. Integrated DNA Technologies (2023). IDT-xGen™ Exome Hybridization [online].

Available from: https://www.idtdna.com/pages/products/next-generation-

sequencing/workflow/xgen-ngs-hybridization-capture/pre-designed-hyb-cap-

panels/exome-hyb-panel-v2. [Accessed 1 Ocak 2023].

93. Twist Bioscience (2024). TWIST [online]. Available from:

https://www.twistbioscience.com/. [Accessed 1 Ocak 2024].

94. MGI Tech (2024). MGI [online]. Available from: https://en.mgi-tech.com/. [Accessed 1
Ocak 2024].

106


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables?db=hg19&hgta_group=map&hgta_track=exomeProbesets&hgta_table=nexterarapidcapture_expandexome_targetedregions&hgta_doSchema=describe+table+schema
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables?db=hg19&hgta_group=map&hgta_track=exomeProbesets&hgta_table=nexterarapidcapture_expandexome_targetedregions&hgta_doSchema=describe+table+schema
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables?db=hg19&hgta_group=map&hgta_track=exomeProbesets&hgta_table=nexterarapidcapture_expandexome_targetedregions&hgta_doSchema=describe+table+schema
https://www.idtdna.com/pages/products/next-generation-sequencing/workflow/xgen-ngs-hybridization-capture/pre-designed-hyb-cap-panels/exome-hyb-panel-v2
https://www.idtdna.com/pages/products/next-generation-sequencing/workflow/xgen-ngs-hybridization-capture/pre-designed-hyb-cap-panels/exome-hyb-panel-v2
https://www.idtdna.com/pages/products/next-generation-sequencing/workflow/xgen-ngs-hybridization-capture/pre-designed-hyb-cap-panels/exome-hyb-panel-v2
https://www.twistbioscience.com/
https://en.mgi-tech.com/

95. Roche (2024). Hybridization-based target enrichment [online]. Available from:

https://sequencing.roche.com/global/en/products/product-category/hybridization-based-

target-enrichment.html. [Accessed 1 Ocak 2024].

96. Agilent: Chemical Analysis, Life Sciences, and Diagnostics (2024). Agilent sure select

[online]. Available from: https://www.agilent.com/en/product/next-generation-

sequencing/ngs-assays-panels. [Accessed 1 Ocak 2024].

97. illumina (2024). Targeted sequencing:exome sequencing [online]. Available from:

https://www.illumina.com/techniques/sequencing/dna-sequencing/targeted-

resequencing/exome-sequencing.html. [Accessed 1 Ocak 2024].

98. Agilent: Chemical Analysis, Life Sciences, and Diagnostics (2024). Sureselect1 [online].
Available from:
https://www.agilent.com/cs/library/brochures/SureSelect%20CREV2%20Brochure%20599
1-7572EN%204.9%20(Single%20Page).pdf. [Accessed 10 Haziran 2024].

99. Agilent: Chemical Analysis, Life Sciences, and Diagnostics (2024). Sureselect2 [online].
Available from: https://hpst.cz/sites/default/files/oldfiles/focused-exome-datasheet-5991-

5202en.pdf. [Accessed 10 Haziran 2024].

100. Agilent: Chemical Analysis, Life Sciences, and Diagnostics (2024). Sureselect3
[online].  Available  from:  https://www.agilent.com/cs/library/flyers/public/5990-

9857en_lo.pdf. [Accessed 10 Haziran 2024].

101. Agilent: Chemical Analysis, Life Sciences, and Diagnostics (2024). Sureselect4
[online]. Available from:
https://www.agilent.com/cs/library/datasheets/public/AllExondatasheet-5990-9857EN.pdf.
[Accessed 10 Haziran 2024].

102. Roche (2024). Roche [online]. Available from:
https://www.pubcompare.ai/product/mDHiCZIBPBH{-iFtO0J/. [Accessed 10 Haziran
2024].

103. illumina (2024). Nextera rapid capture exome kit [online]. Available from:
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing kits/nextera-rapid-capture-exome-

kit/downloads.html. [Accessed 10 Haziran 2024].

107


https://sequencing.roche.com/global/en/products/product-category/hybridization-based-target-enrichment.html
https://sequencing.roche.com/global/en/products/product-category/hybridization-based-target-enrichment.html
https://www.agilent.com/en/product/next-generation-sequencing/ngs-assays-panels
https://www.agilent.com/en/product/next-generation-sequencing/ngs-assays-panels
https://www.illumina.com/techniques/sequencing/dna-sequencing/targeted-resequencing/exome-sequencing.html
https://www.illumina.com/techniques/sequencing/dna-sequencing/targeted-resequencing/exome-sequencing.html
https://www.agilent.com/cs/library/brochures/SureSelect%20CREV2%20Brochure%205991-7572EN%204.9%20(Single%20Page).pdf
https://www.agilent.com/cs/library/brochures/SureSelect%20CREV2%20Brochure%205991-7572EN%204.9%20(Single%20Page).pdf
https://hpst.cz/sites/default/files/oldfiles/focused-exome-datasheet-5991-5202en.pdf
https://hpst.cz/sites/default/files/oldfiles/focused-exome-datasheet-5991-5202en.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/flyers/public/5990-9857en_lo.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/flyers/public/5990-9857en_lo.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/datasheets/public/AllExondatasheet-5990-9857EN.pdf
https://www.pubcompare.ai/product/mDHiCZIBPBHhf-iFtO0J/
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/nextera-rapid-capture-exome-kit/downloads.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/nextera-rapid-capture-exome-kit/downloads.html

104. [llumina (2024). [Mlumina truseq [online]. Available from:
https://support.illumina.com/downloads/truseq-dna-exome-product-files.html.  [Accessed

10 Haziran 2024].

105. Twist Bioscience (2024). Twist human core exome [online]. Available from:
https://www.twistbioscience.com/products/ngs/fixed-panels/human-core-exome. [Accessed

10 Haziran 2024].

106. Twist Bioscience (2024). Twist exome 2.0 [online]. Available from:
https://www.twistbioscience.com/products/ngs/fixed-panels/exome2. [Accessed 10 Haziran

2024].

107. Twist Bioscience (2024). Twist comprehensive exome kit [online]. Available from:
https://www.twistbioscience.com/resources/product-sheet/twist-comprehensive-exome.

[Accessed 10 Haziran 2024].

108. MGI Tech (2024). MGIEasy exome capture V5 probe set [online]. Available from:
https://jp.mgi-tech.com/products/reagents info/id/10. [Accessed 10 Haziran 2024].

109. Su Z, Ning B, Fang H, Hong H, Perkins R, Tong W, Shi L (2011). Next-generation
sequencing and its applications in molecular diagnostics. Expert review of molecular

diagnostics 11: 333-343.

110. Li H, Durbin R (2010). Fast and accurate long-read alignment with Burrows-Wheeler

transform. Bioinformatics 26: 589-595.

111. McKenna A, Hanna M, Banks E, Sivachenko A, Cibulskis K, Kernytsky A, Garimella
K, Altshuler D, Gabriel S, Daly M (2010). The genome analysis toolkit: a mapreduce
framework for analyzing next-generation DNA sequencing data. Genome Research 20:

1297-1303.

112. Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J, Grody WW, Hegde M,
Lyon E, Spector E, Voelkerding K, Rehm HL, Committee ALQA (2015). Standards and
guidelines for the interpretation of sequence variants: a joint consensus recommendation of
the American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular

Pathology. Genet Med 17: 405-424.

108


https://support.illumina.com/downloads/truseq-dna-exome-product-files.html
https://www.twistbioscience.com/products/ngs/fixed-panels/human-core-exome
https://www.twistbioscience.com/products/ngs/fixed-panels/exome2
https://www.twistbioscience.com/resources/product-sheet/twist-comprehensive-exome
https://jp.mgi-tech.com/products/reagents_info/id/10

113. Kalay E, Caylan R, Kremer H, de Brouwer AP, Karaguzel A (2005). GJB2 mutations
in Turkish patients with ARNSHL: prevalence and two novel mutations. Hear Res 203: 88-
93.

114. Kalay E, Karaguzel A, Caylan R, Heister A, Cremers FP, Cremers CW, Brunner HG,
de Brouwer AP, Kremer H (2005). Four novel TMC1 (DFNB7/DFNBI11) mutations in
Turkish patients with congenital autosomal recessive nonsyndromic hearing loss. Hum

Mutat 26: 591.

115. Wattenhofer M, Sahin-Calapoglu N, Andreasen D, Kalay E, Caylan R, Braillard B,
Fowler-Jaeger N, Reymond A, Rossier BC, Karaguzel A, Antonarakis SE (2005). A novel
TMPRSS3 missense mutation in a DFNB8/10 family prevents proteolytic activation of the
protein. Hum Genet 117: 528-535.

116. Fuster-Garcia C, Garcia-Bohorquez B, Rodriguez-Munoz A, Aller E, Jaijo T, Millan
JM, Garcia-Garcia G (2021). Usher Syndrome: Genetics of a Human Ciliopathy. Int J Mol
Sci 22.

117. Kalay E, Uzumcu A, Krieger E, Caylan R, Uyguner O, Ulubil-Emiroglu M, Erdol H,
Kayserili H, Hafiz G, Baserer N, Heister AJ, Hennies HC, Nurnberg P, Basaran S, Brunner
HG, Cremers CW, Karaguzel A, Wollnik B, Kremer H (2007). MYO15A (DFNB3)
mutations in Turkish hearing loss families and functional modeling of a novel motor domain

mutation. Am J Med Genet A 143A: 2382-2389.

118. Ahmed ZM, Masmoudi S, Kalay E, Belyantseva 1A, Mosrati MA, Collin RW,
Riazuddin S, Hmani-Aifa M, Venselaar H, Kawar MN, Tlili A, van der Zwaag B, Khan SY,
Ayadi L, Riazuddin SA, Morell RJ, Griffith AJ, Charfedine I, Caylan R, Oostrik J, Karaguzel
A, Ghorbel A, Riazuddin S, Friedman TB, Ayadi H, Kremer H (2008). Mutations of
LRTOMT, a fusion gene with alternative reading frames, cause nonsyndromic deafness in

humans. Nat Genet 40: 1335-1340.

119. Kalay E, Li Y, Uzumcu A, Uyguner O, Collin RW, Caylan R, Ulubil-Emiroglu M,
Kersten FF, Hafiz G, van Wijk E, Kayserili H, Rohmann E, Wagenstaller J, Hoefsloot LH,
Strom TM, Nurnberg G, Baserer N, den Hollander AI, Cremers FP, Cremers CW, Becker
C, Brunner HG, Nurnberg P, Karaguzel A, Basaran S, Kubisch C, Kremer H, Wollnik B
(2006). Mutations in the lipoma HMGIC fusion partner-like 5 (LHFPL5) gene cause

autosomal recessive nonsyndromic hearing loss. Hum Mutat 27: 633-639.

109



120. Weber ML, Hsin HY, Kalay E, BroZkova DS, Shimizu T, Bayram M, Deeley K,
Kuchler EC, Forella J, Ruff TD, Trombetta VM, Sencak RC, Hummel M, Briseno-Ruiz J,
Revu SK, Granjeiro JM, Antunes LS, Antunes LA, Abreu FV, Costa MC, Tannure PN,
Koruyucu M, Patir A, Poletta FA, Mereb JC, Castilla EE, Orioli IM, Marazita ML, Ouyang
H, Jayaraman T, Seymen F, Vieira AR (2014). Role of estrogen related receptor beta
(ESRRB) in DFN35B hearing impairment and dental decay. BMC Med Genet 15: 81.

121. Collin RW, Kalay E, Oostrik J, Caylan R, Wollnik B, Arslan S, den Hollander Al,
Birinci Y, Lichtner P, Strom TM, Toraman B, Hoefsloot LH, Cremers CW, Brunner HG,
Cremers FP, Karaguzel A, Kremer H (2007). Involvement of DFNB59 mutations in

autosomal recessive nonsyndromic hearing impairment. Hum Mutat 28: 718-723.

122. Schraders M, Ruiz-Palmero L, Kalay E, Oostrik J, del Castillo FJ, Sezgin O, Beynon
AJ, Strom TM, Pennings RJ, Zazo Seco C, Oonk AM, Kunst HP, Dominguez-Ruiz M,
Garcia-Arumi AM, del Campo M, Villamar M, Hoefsloot LH, Moreno F, Admiraal RJ, del
Castillo I, Kremer H (2012). Mutations of the gene encoding otogelin are a cause of
autosomal-recessive nonsyndromic moderate hearing impairment. Am J Hum Genet 91:

883-889.

123. Miller SA, Dykes DD, Polesky HF (1988). A simple salting out procedure for extracting
DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Res 16: 1215.

124. The High-Throughput Genomics (2024). HTG exome enrichment [online]. Available
from: https://uofuhealth.utah.edu/huntsman/shared-resources/gcb/htg/library-prep/exome-

enrichment. [Accessed 10 Haziran 2024].

125. Galaxy Europe (2024). Galaxy Europe [online]. Available from: (https://usegalaxy.eu/).
[Accessed 22 Kasim 2024].

126. Blankenberg D, Von Kuster G, Coraor N, Ananda G, Lazarus R, Mangan M,
Nekrutenko A, Taylor J (2010). Galaxy: a web-based genome analysis tool for
experimentalists. Curr Protoc Mol Biol Chapter 19: Unit 19 10: 1-21.

127. Garcia-Alcalde F, Okonechnikov K, Carbonell J, Cruz LM, Gotz S, Tarazona S,
Dopazo J, Meyer TF, Conesa A (2012). Qualimap: evaluating next-generation sequencing

alignment data. Bioinformatics 28: 2678-2679.

128. Chen S, Zhou Y, Chen Y, Gu J (2018). fastp: an ultra-fast all-in-one FASTQ

preprocessor. Bioinformatics 34: 1884-1890.

110


https://uofuhealth.utah.edu/huntsman/shared-resources/gcb/htg/library-prep/exome-enrichment
https://uofuhealth.utah.edu/huntsman/shared-resources/gcb/htg/library-prep/exome-enrichment
https://usegalaxy.eu/

129. Fast Quality Control (2024). Fastqc [online].  Available from:

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/. [Accessed 22 Haziran 2024].

130. Trim  Galore! (2024). Trim  Galore [online].  Available from:
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/. [Accessed 22 Haziran

2024].

131. University of California, Santa Cruz

Genome  Browser  (2024). genome  browser [online].  Available  from:

https://genome.ucsc.edu/. [Accessed 31 Aralik 2024].

132. Li H, Handsaker B, Wysoker A, Fennell T, Ruan J, Homer N, Marth G, Abecasis G,
Durbin R, Genome Project Data Processing S (2009). The sequence alignment/map format

and SAMtools. Bioinformatics 25: 2078-2079.

133. Ebbert MT, Wadsworth ME, Staley LA, Hoyt KL, Pickett B, Miller J, Duce J,
Alzheimer's Disease Neuroimaging I, Kauwe JS, Ridge PG (2016). Evaluating the necessity
of PCR duplicate removal from next-generation sequencing data and a comparison of

approaches. BMC Bioinformatics 17: 239.

134. Binary Call Format Norm Tool (2024). Bcftools norm [online]. Available from:
https://bio.tools/bcftools. [Accessed 22 Haziran 2024].

135. FreeBayes (2024). Freebayes tool [online]. Available from: https://bio.tools/freebayes.
[Accessed 22 Haziran 2024].

136. Chang CC, Chow CC, Tellier LC, Vattikuti S, Purcell SM, Lee JJ (2015). Second-
generation PLINK: rising to the challenge of larger and richer datasets. Gigascience 25: 4-

7.

137. Cingolani P, Platts A, Wang le L, Coon M, Nguyen T, Wang L, Land SJ, Lu X, Ruden
DM (2012). A program for annotating and predicting the effects of single nucleotide
polymorphisms, SnpEff: SNPs in the genome of Drosophila melanogaster strain w1118; iso-
2; is0-3. Fly (Austin) 6: 80-92.

138. Paila U, Chapman BA, Kirchner R, Quinlan AR (2013). GEMINI: integrative

exploration of genetic variation and genome annotations. PLoS Comput Biol 9: €1003153.

139. The Genome Aggregation Database (gnomAD™) (2025). gnomAD [online]. Available
from: https://gnomad.broadinstitute.org/. [Accessed 30 Ocak 2025].

111


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/
https://genome.ucsc.edu/
https://bio.tools/bcftools
https://bio.tools/freebayes
https://gnomad.broadinstitute.org/

140. Robinson JT, Thorvaldsdottir H, Winckler W, Guttman M, Lander ES, Getz G, Mesirov
JP (2011). Integrative genomics viewer. Nat Biotechnol 29: 24-26.

141. Thorvaldsdottir H, Robinson JT, Mesirov JP (2013). Integrative Genomics Viewer
(IGV): high-performance genomics data visualization and exploration. Brief Bioinform 14:

178-192.

142. Coonrod EM, Durtschi JD, Margraf RL, Voelkerding KV (2013). Developing genome
and exome sequencing for candidate gene identification in inherited disorders: an integrated

technical and bioinformatics approach. Arch Pathol Lab Med 137: 415-433.

143. Neuman JA, Isakov O, Shomron N (2013). Analysis of insertion-deletion from deep-

sequencing data: software evaluation for optimal detection. Brief Bioinform 14: 46-55.

144. Primer3web (2023). Primer3 [online]. Available from: https://primer3.ut.ee/. [Accessed
31 Aralik 2023].

145. National Center for Biotechnology Information (2023). NCBI-COBALT [online].
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi. [Accessed 22 Aralik
2023].

146. Adzhubei I, Jordan DM, Sunyaev SR (2013). Predicting functional effect of human

missense mutations using PolyPhen-2. Curr Protoc Hum Genet Chapter 7: Unit7 20.

147. Sim NL, Kumar P, Hu J, Henikoff S, Schneider G, Ng PC (2012). SIFT web server:
predicting effects of amino acid substitutions on proteins. Nucleic Acids Res 40: W452-457.

148. MutationTaster evaluates disease-causing potential of sequence alterations (2024).

https://www.mutationtaster.org/ [online]. [Accessed 20.12.2024].

149. Cheng J, Novati G, Pan J, Bycroft C, Zemgulyte A, Applebaum T, Pritzel A, Wong LH,
Zielinski M, Sargeant T, Schneider RG, Senior AW, Jumper J, Hassabis D, Kohli P, Avsec
Z (2023). Accurate proteome-wide missense variant effect prediction with AlphaMissense.

Science 381: eadg7492.

150. Tiirkiye Saglik Enstitiileri Bagkanhg (TUSEB) (2025). TUSEB-Tiirkiye [online].
Available from: https://tgd.tuseb.gov.tr/tr/. [Accessed 30 Ocak 2025].

151. Ott J, Wang J, Leal SM (2015). Genetic linkage analysis in the age of whole-genome
sequencing. Nat Rev Genet 16: 275-284.

112


https://primer3.ut.ee/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi
https://www.mutationtaster.org/
https://tgd.tuseb.gov.tr/tr/

152. Akarsu AN, Lileci G (2002). Gen Haritalamasi: Ne Demek, Haritalar Nasil
Olusturuluyor, Neler Iceriyor, Nasil Yorumlaniyor? Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi Sayfa: 29-
39.

153. Gudbjartsson DF, Jonasson K, Frigge ML, Kong A (2000). Allegro, a new computer
program for multipoint linkage analysis. Nat Genet 25: 12-13.

154. Rampersaud E, Scott WK, Hauser ER, Speer MC (2005). Potential for expanded power
in linkage studies using the ALLEGRO and MERLIN software programs. J] Med Genet 42:
e68.

155. Kruglyak L, Daly MJ, Reeve-Daly MP, Lander ES (1996). Parametric and
nonparametric linkage analysis: a unified multipoint approach. Am J Hum Genet 58: 1347-

1363.

156. Sobel E, Lange K (1996). Descent graphs in pedigree analysis: applications to
haplotyping, location scores, and marker-sharing statistics. Am J Hum Genet 58: 1323-1337.

157. Fast Probabilistic Record Linkage with Missing Data (2024). Fastlink [online].
Available from: https://softlib.rice.edu/fastlink.html. [Accessed 22 Haziran 2024].

158. SuperLink 1.3 — Genetic Linkage Analysis (2024). Superlink [online]. Available from:
https://mybiosoftware.com/superlink-1-7-genetic-linkage-analysis.html.  [Accessed 22
Haziran 2024].

159. Hoffmann K, Lindner TH (2005). easyLINKAGE-Plus--automated linkage analyses
using large-scale SNP data. Bioinformatics 21: 3565-3567.

160. Royer-Bertrand B, Cisarova K, Niel-Butschi F, Mittaz-Crettol L, Fodstad H, Superti-
Furga A (2021). CNV detection from exome sequencing data in routine diagnostics of rare

genetic disorders: opportunities and limitations. Genes (Basel) 12: 1427.

161. Hong CS, Singh LN, Mullikin JC, Biesecker LG (2016). Assessing the reproducibility

of exome copy number variations predictions. Genome Med 8: 82.

162. Koboldt DC (2020). Best practices for variant calling in clinical sequencing. Genome
Med 12: 91.

163. Burdick KJ, Cogan JD, Rives LC, Robertson AK, Koziura ME, Brokamp E, Duncan L,
Hannig V, Pfotenhauer J, Vanzo R, Paul MS, Bican A, Morgan T, Duis J, Newman JH,

113


https://softlib.rice.edu/fastlink.html
https://mybiosoftware.com/superlink-1-7-genetic-linkage-analysis.html

Hamid R, Phillips JA, 3rd, Undiagnosed Diseases N (2020). Limitations of exome
sequencing in detecting rare and undiagnosed diseases. Am J Med Genet A 182: 1400-1406.

164. Rehman AU, Santos-Cortez RL, Morell RJ, Drummond MC, Ito T, Lee K, Khan AA,
Basra MA, Wasif N, Ayub M, Ali RA, Raza SI, University of Washington Center for
Mendelian G, Nickerson DA, Shendure J, Bamshad M, Riazuddin S, Billington N, Khan SN,
Friedman PL, Griffith AJ, Ahmad W, Riazuddin S, Leal SM, Friedman TB (2014).
Mutations in TBC1D24, a gene associated with epilepsy, also cause nonsyndromic deafness

DFNB86. Am J Hum Genet 94: 144-152.

165. Zhang L, Hu L, Chai Y, Pang X, Yang T, Wu H (2014). A dominant mutation in the
stereocilia-expressing gene TBCI1D24 is a probable cause for nonsyndromic hearing

impairment. Hum Mutat 35: 814-818.

166. Strazisar BG, Neubauer D, Paro Panjan D, Writzl K (2015). Early-onset epileptic
encephalopathy with hearing loss in two siblings with TBC1D24 recessive mutations. Eur J

Paediatr Neurol 19: 251-256.

167. Campeau PM, Kasperaviciute D, Lu JT, Burrage LC, Kim C, Hori M, Powell BR,
Stewart F, Felix TM, van den Ende J, Wisniewska M, Kayserili H, Rump P, Nampoothiri S,
Aftimos S, Mey A, Nair LD, Begleiter ML, De Bie I, Meenakshi G, Murray ML, Repetto
GM, Golabi M, Blair E, Male A, Giuliano F, Kariminejad A, Newman WG, Bhaskar SS,
Dickerson JE, Kerr B, Banka S, Giltay JC, Wieczorek D, Tostevin A, Wiszniewska J,
Cheung SW, Hennekam RC, Gibbs RA, Lee BH, Sisodiya SM (2014). The genetic basis of
DOORS syndrome: an exome-sequencing study. Lancet Neurol 13: 44-58.

168. Zimmern V, Riant F, Roze E, Ranza E, Lehmann-Horn F, de Bellescize J, Ville D,
Lesca G, Korff CM (2019). Infantile-onset paroxysmal movement disorder and episodic

ataxia associated with a TBC1D24 mutation. Neuropediatrics 50: 308-312.

169. Falace A, Filipello F, La Padula V, Vanni N, Madia F, De Pietri Tonelli D, de Falco
FA, Striano P, Dagna Bricarelli F, Minetti C, Benfenati F, Fassio A, Zara F (2010).
TBC1D24, an ARF6-interacting protein, is mutated in familial infantile myoclonic epilepsy.
Am J Hum Genet 87: 365-370.

170. Ozieblo D, Leja ML, Lazniewski M, Sarosiak A, Tacikowska G, Kochanek K,
Plewczynski D, Skarzynski H, Oldak M (2021). TBC1D24 emerges as an important

contributor to progressive postlingual dominant hearing loss. Sci Rep 11: 10300.

114



171. Finelli MJ, Oliver PL (2017). TLDc proteins: new players in the oxidative stress

response and neurological disease. Mamm Genome 28: 395-406.

172. Shahin H, Walsh T, Rayyan AA, Lee MK, Higgins J, Dickel D, Lewis K, Thompson J,
Baker C, Nord AS, Stray S, Gurwitz D, Avraham KB, King MC, Kanaan M (2010). Five
novel loci for inherited hearing loss mapped by SNP-based homozygosity profiles in
Palestinian families. Eur J Hum Genet 18: 407-413.

173. Walsh T, Shahin H, Elkan-Miller T, Lee MK, Thornton AM, Roeb W, Abu Rayyan A,
Loulus S, Avraham KB, King MC, Kanaan M (2010). Whole exome sequencing and
homozygosity mapping identify mutation in the cell polarity protein GPSM2 as the cause of
nonsyndromic hearing loss DFNB82. Am J Hum Genet 87: 90-94.

174. Koenigstein K, Gramsch C, Kolodziej M, Neubauer BA, Weber A, Lechner S, Hahn A
(2016). Chudley-McCullough Syndrome: variable clinical picture in twins with a novel

GPSM2 mutation. Neuropediatrics 47: 197-201.

175. Dahmani M, Ammar-Khodja F, Bonnet C, Lefevre GM, Hardelin JP, Ibrahim H, Mallek
Z, Petit C (2015). EPS8L2 is a new causal gene for childhood onset autosomal recessive

progressive hearing loss. Orphanet J Rare Dis 10: 96.

176. Wang R, Han S, Khan A, Zhang X (2017). Molecular analysis of twelve Pakistani
families with nonsyndromic or syndromic hearing loss. Genet Test Mol Biomarkers 21: 316-

321.

177. Mustapha M, Chouery E, Chardenoux S, Naboulsi M, Paronnaud J, Lemainque A,
Megarbane A, Loiselet J, Weil D, Lathrop M, Petit C (2002). DFNB31, a recessive form of

sensorineural hearing loss, maps to chromosome 9q32-34. Eur J Hum Genet 10: 210-212.

178. Mburu P, Mustapha M, Varela A, Weil D, El-Amraoui A, Holme RH, Rump A,
Hardisty RE, Blanchard S, Coimbra RS, Perfettini I, Parkinson N, Mallon AM, Glenister P,
Rogers MJ, Paige AJ, Moir L, Clay J, Rosenthal A, Liu XZ, Blanco G, Steel KP, Petit C,
Brown SD (2003). Defects in whirlin, a PDZ domain molecule involved in stereocilia

elongation, cause deafness in the whirler mouse and families with DFNB31. Nat Genet 34:

421-428.

179. Ahmed ZM, Riazuddin S, Ahmad J, Bernstein SL, Guo Y, Sabar MF, Sieving P,
Riazuddin S, Griffith AJ, Friedman TB, Belyantseva 1A, Wilcox ER (2003). PCDH15 is

115



expressed in the neurosensory epithelium of the eye and ear and mutant alleles are

responsible for both USHIF and DFNB23. Hum Mol Genet 12: 3215-3223.

180. Ahmed ZM, Riazuddin S, Bernstein SL, Ahmed Z, Khan S, Griffith AJ, Morell RJ,
Friedman TB, Riazuddin S, Wilcox ER (2001). Mutations of the protocadherin gene
PCDH15 cause Usher syndrome type 1F. Am J Hum Genet 69: 25-34.

181. Zazo Seco C, Wesdorp M, Feenstra I, Pfundt R, Hehir-Kwa JY, Lelieveld SH, Castelein
S, Gilissen C, de Wijs 1J, Admiraal RJ, Pennings RJ, Kunst HP, van de Kamp JM, Tamminga
S, Houweling AC, Plomp AS, Maas SM, de Koning Gans PA, Kant SG, de Geus CM, Frints
SG, Vanhoutte EK, van Dooren MF, van den Boogaard MH, Scheffer H, Nelen M, Kremer
H, Hoefsloot L, Schraders M, Yntema HG (2017). The diagnostic yield of whole-exome
sequencing targeting a gene panel for hearing impairment in The Netherlands. Eur J Hum

Genet 25: 308-314.

182. Myers TA, Chanock SJ, Machiela MJ (2020). LDIlinkR: An R package for rapidly

calculating linkage disequilibrium statistics in diverse populations. Front Genet 11: 157.

183. Nuclear Localization Signal (2024). cNLS Mapper [online]. Available from: https://nls-
mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS Mapper_ form.cgi. [Accessed 10 Aralik 2024].

184. Nigg EA (1997). Nucleocytoplasmic transport: signals, mechanisms and regulation.
Nature 386: 779-787.

185. Simple Modular Architecture Research Tool (2024). SMART [online]. Available from:
http://smart.embl-heidelberg.de/. [Accessed 20 Ekim 2024].

186. Ngoh A, Bras J, Guerreiro R, McTague A, Ng J, Meyer E, Chong WK, Boyd S,
MacLellan L, Kirkpatrick M, Kurian MA (2017). TBC1D24 mutations in a sibship with
multifocal polymyoclonus. Tremor Other Hyperkinet Mov 7: 452.

187. Chen P, Hou S, Li G, Lin Y, Lu J, Song L, Li GL, Pang X, Wu H, Yang T (2025). The
p- S178L mutation in Tbc1d24 disrupts endosome-mediated synaptic vesicle trafficking of

cochlear hair cells and leads to hearing impairment in mice. Clin Genet 107: 67-77.

188. Fischer B, Luthy K, Paesmans J, De Koninck C, Maes I, Swerts J, Kuenen S,
Upytterhoeven V, Verstreken P, Versees W (2016). Skywalker-TBC1D24 has a lipid-binding
pocket mutated in epilepsy and required for synaptic function. Nat Struct Mol Biol 23: 965-
973.

116


https://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi
https://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi
http://smart.embl-heidelberg.de/

189. Mauriac SA, Hien YE, Bird JE, Carvalho SD, Peyroutou R, Lee SC, Moreau MM,
Blanc JM, Geyser A, Medina C, Thoumine O, Beer-Hammer S, Friedman TB, Ruttiger L,
Forge A, Nurnberg B, Sans N, Montcouquiol M (2017). Defective Gpsm2/Galpha(i3)
signalling disrupts stereocilia development and growth cone actin dynamics in Chudley-

McCullough syndrome. Nat Commun 8: 14907.

190. Furness DN, Johnson SL, Manor U, Ruttiger L, Tocchetti A, Offenhauser N, Olt J,
Goodyear RJ, Vijayakumar S, Dai Y, Hackney CM, Franz C, Di Fiore PP, Masetto S, Jones
SM, Knipper M, Holley MC, Richardson GP, Kachar B, Marcotti W (2013). Progressive
hearing loss and gradual deterioration of sensory hair bundles in the ears of mice lacking the

actin-binding protein Eps8L2. Proc Natl Acad Sci USA 110: 13898-13903.

191. Ranta S, Zhang Y, Ross B, Takkunen E, Hirvasniemi A, de la Chapelle A, Gilliam TC,
Lehesjoki AE (2000). Positional cloning and characterisation of the human DLGAP2 gene
and its exclusion in progressive epilepsy with mental retardation. Eur J Hum Genet 8: 381-

384.

192. Chien WH, Gau SS, Liao HM, Chiu YN, Wu YY, Huang YS, Tsai WC, Tsai HM, Chen
CH (2013). Deep exon resequencing of DLGAP2 as a candidate gene of autism spectrum
disorders. Mol Autism 4: 26.

193. Li JM, Lu CL, Cheng MC, Luu SU, Hsu SH, Hu TM, Tsai HY, Chen CH (2014). Role
of the DLGAP2 gene encoding the SAP90/PSD-95-associated protein 2 in schizophrenia.
PLoS One 9: e85373.

194. Shi S, Lin S, Chen B, Zhou Y (2017). Isolated chromosome 8p23.2-pter deletion: Novel
evidence for developmental delay, intellectual disability, microcephaly and neurobehavioral

disorders. Mol Med Rep 16: 6837-6845.

195. Sagar A, Pinto D, Najjar F, Guter SJ, Macmillan C, Cook EH (2017). De novo
unbalanced translocation (4p duplication/8p deletion) in a patient with autism, OCD, and

overgrowth syndrome. Am J Med Genet A 173: 1656-1662.

196. Catusi I, Garzo M, Capra AP, Briuglia S, Baldo C, Canevini MP, Cantone R, Elia F,
Forzano F, Galesi O, Grosso E, Malacarne M, Peron A, Romano C, Saccani M, Larizza L,
Recalcati MP (2021). 8p23.2-pter Microdeletions: seven new cases narrowing the candidate

region and review of the literature. Genes (Basel) 12: 652.

117



197. Chien WH, Gau SS, Wu YY, Huang YS, Fang JS, Chen YJ, Soong WT, Chiu YN,
Chen CH (2010). Identification and molecular characterization of two novel chromosomal

deletions associated with autism. Clin Genet 78: 449-456.

198. Jiang-Xie LF, Liao HM, Chen CH, Chen YT, Ho SY, Lu DH, Lee LJ, Liou HH, Fu
WM, Gau SS (2014). Autism-associated gene Dlgap2 mutant mice demonstrate exacerbated

aggressive behaviors and orbitofrontal cortex deficits. Mol Autism 5: 32.

199. Hsieh MY, Tuan LH, Chang HC, Wang YC, Chen CH, Shy HT, Lee LJ, Gau SS (2023).
Altered synaptic protein expression, aberrant spine morphology, and impaired spatial

memory in Dlgap2 mutant mice, a genetic model of autism spectrum disorder. Cereb Cortex

33:4779-4793.

200. Lauer AM, Behrens D, Klump G (2017). Acoustic startle modification as a tool for
evaluating auditory function of the mouse: Progress, pitfalls, and potential. Neurosci

Biobehav Rev 77: 194-208.

201. Rasmussen AH, Rasmussen HB, Silahtaroglu A (2017). The DLGAP family: neuronal

expression, function and role in brain disorders. Mol Brain 10: 43.

202. Ali RA, Rehman AU, Khan SN, Husnain T, Riazuddin S, Friedman TB, Ahmed ZM,
Riazuddin S (2012). DFNB86, a novel autosomal recessive non-syndromic deafness locus

on chromosome 16p13.3. Clin Genet 81: 498-500.

203. Bakhchane A, Charif M, Salime S, Boulouiz R, Nahili H, Roky R, Lenaers G, Barakat
A (2015). Recessive TBC1D24 mutations are frequent in Moroccan non-syndromic hearing

loss pedigrees. PLoS One 10: e0138072.

204. Xia W, Hu J, Ma J, Huang J, Wang X, Jiang N, Zhang J, Ma Z, Ma D (2019). Novel
TRRAP mutation causes autosomal dominant non-syndromic hearing loss. Clin Genet 96:

300-308.

205. Lynch ED, Lee MK, Morrow JE, Welcsh PL, Leon PE, King MC (1997).
Nonsyndromic deafness DFNA1 associated with mutation of a human homolog of the

Drosophila gene diaphanous. Science 278: 1315-1318.

206. Buniello A, Ingham NIJ, Lewis MA, Huma AC, Martinez-Vega R, Varela-Nieto I,
Vizcay-Barrena G, Fleck RA, Houston O, Bardhan T, Johnson SL, White JK, Yuan H,

118



Marcotti W, Steel KP (2016). Wbp2 is required for normal glutamatergic synapses in the
cochlea and is crucial for hearing. EMBO Mol Med 8: 191-207.

207. Lachgar M, Morin M, Villamar M, Del Castillo I, Moreno-Pelayo MA (2021). A novel
truncating mutation in HOMER2 causes nonsyndromic progressive DFNA68 hearing loss

in a Spanish family. Genes (Basel) 12: 411.

208. Zhang N, Hou M, Ma S, Liu Y, Wei W, Chen Z (2021). Novel variants in TBC1D24
associated with epilepsy and deafness: Report of two cases. Int J Dev Neurosci 81: 98-105.

209. Cogne B, Ehresmann S, Beauregard-Lacroix E, Rousseau J, Besnard T, Garcia T,
Petrovski S, Avni S, McWalter K, Blackburn PR, Sanders SJ, Uguen K, Harris J, Cohen JS,
Blyth M, Lehman A, Berg J, Li MH, Kini U, Joss S, von der Lippe C, Gordon CT,
Humberson JB, Robak L, Scott DA, Sutton VR, Skraban CM, Johnston JJ, Poduri A,
Nordenskjold M, Shashi V, Gerkes EH, Bongers E, Gilissen C, Zarate YA, Kvarnung M,
Lally KP, Kulch PA, Daniels B, Hernandez-Garcia A, Stong N, McGaughran J, Retterer K,
Tveten K, Sullivan J, Geisheker MR, Stray-Pedersen A, Tarpinian JM, Klee EW, Sapp JC,
Zyskind J, Holla OL, Bedoukian E, Filippini F, Guimier A, Picard A, Busk OL, Punetha J,
Pfundt R, Lindstrand A, Nordgren A, Kalb F, Desai M, Ebanks AH, Jhangiani SN, Dewan
T, Coban Akdemir ZH, Telegrafi A, Zackai EH, Begtrup A, Song X, Toutain A, Wentzensen
IM, Odent S, Bonneau D, Latypova X, Deb W, Study C, Redon S, Bilan F, Legendre M,
Troyer C, Whitlock K, Caluseriu O, Murphree MI, Pichurin PN, Agre K, Gavrilova R, Rinne
T, Park M, Shain C, Heinzen EL, Xiao R, Amiel J, Lyonnet S, Isidor B, Biesecker LG,
Lowenstein D, Posey JE, Denomme-Pichon AS, Deciphering Developmental Disorders s,
Ferec C, Yang XJ, Rosenfeld JA, Gilbert-Dussardier B, Audebert-Bellanger S, Redon R,
Stessman HAF, Nellaker C, Yang Y, Lupski JR, Goldstein DB, Eichler EE, Bolduc F,
Bezieau S, Kury S, Campeau PM (2019). Missense variants in the histone acetyltransferase
complex component gene TRRAP cause autism and syndromic intellectual disability. Am J

Hum Genet 104: 530-541.

210. Schoen CJ, Emery SB, Thorne MC, Ammana HR, Sliwerska E, Arnett J, Hortsch M,
Hannan F, Burmeister M, Lesperance MM (2010). Increased activity of Diaphanous

homolog 3 (DIAPH3)/diaphanous causes hearing defects in humans with auditory
neuropathy and in Drosophila. Proc Natl Acad Sci U S A 107: 13396-13401.

211. Thurnham DI (1985). Antimalarial effects of riboflavin deficiency. Lancet 2: 1310-
1311.

119



212. Shang KW, Zhang YH, Yang XL, Liu AJ, Yang ZX, Liu XY, Jiang YW, Wu XR
(2016). Clinical features and gene mutations in epilepsy of infancy with migrating focal

seizures. Zhonghua Er Ke Za Zhi 54: 735-739.

213. Doummar D, Mignot C, Apartis E, Villard L, Rodriguez D, Chantot-Bastauraud S,
Burglen L (2015). A Novel Homozygous TBC1D24 mutation causing multifocal myoclonus
with cerebellar involvement. Mov Disord 30: 1431-1432.

214. Mavros CF, Brownstein CA, Thyagrajan R, Genetti CA, Tembulkar S, Graber K,
Murphy Q, Cabral K, VanNoy GE, Bainbridge M, Shi J, Agrawal PB, Beggs AH, D'Angelo
E, Gonzalez-Heydrich J (2018). De novo variant of TRRAP in a patient with very early onset
psychosis in the context of non-verbal learning disability and obsessive-compulsive

disorder: a case report. BMC Med Genet 19: 197.

215. Al-Maawali A, Barry BJ, Rajab A, ElI-Quessny M, Seman A, Coury SN, Barkovich AJ,
Yang E, Walsh CA, Mochida GH, Stoler JM (2016). Novel loss-of-function variants in
DIAPHI1 associated with syndromic microcephaly, blindness, and early onset seizures. Am

J Med Genet A 170: 435-440.

216. Lin L, Lyu Q, Kwan PY, Zhao J, Fan R, Chai A, Lai CSW, Chan YS, Shen X, Lai KO
(2020). The epilepsy and intellectual disability-associated protein TBC1D24 regulates the

maintenance of excitatory synapses and animal behaviors. PLoS Genet 16: e1008587.

217. Kolla L, Kelly MC, Mann ZF, Anaya-Rocha A, Ellis K, Lemons A, Palermo AT, So
KS, Mays JC, Orvis J, Burns JC, Hertzano R, Driver EC, Kelley MW (2020).
Characterization of the development of the mouse cochlear epithelium at the single cell level.

Nat Commun 11: 2389.

218. Elkon R, Milon B, Morrison L, Shah M, Vijayakumar S, Racherla M, Leitch CC,
Silipino L, Hadi S, Weiss-Gayet M, Barras E, Schmid CD, Ait-Lounis A, Barnes A, Song
Y, Eisenman DJ, Eliyahu E, Frolenkov GI, Strome SE, Durand B, Zaghloul NA, Jones SM,
Reith W, Hertzano R (2015). RFX transcription factors are essential for hearing in mice. Nat
Commun 6: 8549.

219. Flanagan SE, Patch AM, Ellard S (2010). Using SIFT and PolyPhen to predict loss-of-

function and gain-of-function mutations. Genet Test Mol Biomarkers 14: 533-537.

220. The Human Protein Atlas (2024). Human Protein Atlas [online]. Available from:
https://www.proteinatlas.org/. [Accessed 22 Ocak 2024].

120


https://www.proteinatlas.org/

221. Scheffer DI, Shen J, Corey DP, Chen ZY (2015). Gene expression by mouse inner ear
hair cells during development. J Neurosci 35: 6366-6380.

222. Universal Protein Resource (2023). Uniprot [online]. Available from:
https://www.uniprot.org/. [Accessed 1 Ocak 2023].

223. Huang YD, Huang YX, Li LJ, Xia H, Wen YM (2007). Analyses of differential
expression of Homeobox genes between lingual squamaous cell carcinoma and normal

mucosa. Hua Xi Kou Qiang Yi Xue Za Zhi 25: 500-503.

224. Hu Z, Liu K, Liu Q, Zhu H (2023). Whole exon capture sequencing for identifying
mutations associated with pulmonary benign metastasising leiomyoma. BMJ Case Rep 16:

€251072.

225.Chen M, Zou C, Tian Y, Li W, Li Y, Zhang D (2024). An integrated ceRNA network
identifies miR-375 as an upregulated miRNA playing a tumor suppressive role in aggressive

prostate cancer. Oncogene 43: 1594-1607.

226. Xu D, Fang H, Liu J, Chen Y, Gu Y, Sun G, Xia B (2022). ChIP-seq assay revealed
histone modification H3K9ac involved in heat shock response of the sea cucumber

Apostichopus japonicus. Sci Total Environ 820: 153168.

227. Kelesoglu N, Kori M, Yilmaz BK, Duru OA, Arga KY (2023). Differential co-
expression network analysis elucidated genes associated with sensitivity to
farnesyltransferase inhibitor and prognosis of acute myeloid leukemia. Cancer Med 12:

22420-22436.

228. Biological General Repository for Interaction Datasets (2024). Biogrid [online].
Available from: (https://thebiogrid.org/ ) [Accessed 1 Haziran 2024].

229. Greene D, Genomics England Research C, Pirri D, Frudd K, Sackey E, Al-Owain M,
Giese APJ, Ramzan K, Riaz S, Yamanaka I, Boeckx N, Thys C, Gelb BD, Brennan P, Hartill
V, Harvengt J, Kosho T, Mansour S, Masuno M, Ohata T, Stewart H, Taibah K, Turner CLS,
Imtiaz F, Riazuddin S, Morisaki T, Ostergaard P, Loeys BL, Morisaki H, Ahmed ZM,
Birdsey GM, Freson K, Mumford A, Turro E (2023). Genetic association analysis of 77,539

genomes reveals rare disease etiologies. Nat Med 29: 679-688.

121


https://www.uniprot.org/
https://thebiogrid.org/

230. Ramzan M, Bozan N, Seyhan S, Zafeer MF, Ayral A, Duman D, Bademci G, Tekin M
(2023). Novel GPR156 variants confirm its role in moderate sensorineural hearing loss. Sci

Rep 13:17010.

231. Pagel J, Beutel K, Lehmberg K, Koch F, Maul-Pavicic A, Rohlfs AK, Al-Jefri A, Beier
R, Bomme Ousager L, Ehlert K, Gross-Wieltsch U, Jorch N, Kremens B, Pekrun A, Sparber-
Sauer M, Mejstrikova E, Wawer A, Ehl S, zur Stadt U, Janka G (2012). Distinct mutations
in STXBP2 are associated with variable clinical presentations in patients with familial

hemophagocytic lymphohistiocytosis type 5 (FHLS). Blood 119: 6016-6024.

232. Kindt KS, Akturk A, Jarysta A, Day M, Beirl A, Flonard M, Tarchini B (2021). EMX2-
GPR156-Galphai reverses hair cell orientation in mechanosensory epithelia. Nat Commun

12: 2861.

233. Jiang T, Kindt K, Wu DK (2017). Transcription factor Emx2 controls stereociliary
bundle orientation of sensory hair cells. Elife 6: €23661.

234. Martin-Verdeaux S, Pombo I, Iannascoli B, Roa M, Varin-Blank N, Rivera J, Blank U
(2003). Evidence of a role for Munc18-2 and microtubules in mast cell granule exocytosis.

J Cell Sci 116: 325-334.

235. Tadokoro S, Kurimoto T, Nakanishi M, Hirashima N (2007). Munc18-2 regulates
exocytotic membrane fusion positively interacting with syntaxin-3 in RBL-2H3 cells. Mol

Immunol 44: 3427-3433.

236. Vogel GF, van Rijn JM, Krainer IM, Janecke AR, Posovszky C, Cohen M, Searle C,
Jantchou P, Escher JC, Patey N, Cutz E, Muller T, Middendorp S, Hess MW, Huber LA
(2017). Disrupted apical exocytosis of cargo vesicles causes enteropathy in FHLS patients

with Munc18-2 mutations. JCI Insight 2: 94564.

237. Stadt U, Rohr J, Seifert W, Koch F, Grieve S, Pagel J, Strauss J, Kasper B, Nurnberg
G, Becker C, Maul-Pavicic A, Beutel K, Janka G, Griffiths G, Ehl S, Hennies HC (2009).
Familial hemophagocytic lymphohistiocytosis type 5 (FHL-5) is caused by mutations in
Munc18-2 and impaired binding to syntaxin 11. Am J Hum Genet 85: 482-492.

238. Meeths M, Entesarian M, Al-Herz W, Chiang SC, Wood SM, Al-Ateeqi W, Almazan
F, Boelens JJ, Hasle H, Ifversen M, Lund B, van den Berg JM, Gustafsson B, Hjelmqvist H,
Nordenskjold M, Bryceson YT, Henter JI (2010). Spectrum of clinical presentations in

122



familial hemophagocytic lymphohistiocytosis type 5 patients with mutations in STXBP2.
Blood 116: 2635-2643.

239. Lehto M, Mayranpaa MI, Pellinen T, IThalmo P, Lehtonen S, Kovanen PT, Groop PH,
Ivaska J, Olkkonen VM (2008). The R-Ras interaction partner ORP3 regulates cell adhesion.
J Cell Sci 121: 695-705.

240. Rowe J, Calegari F, Taverna E, Longhi R, Rosa P (2001). Syntaxin 1A is delivered to
the apical and basolateral domains of epithelial cells: the role of munc-18 proteins. J Cell

Sci 114: 3323-3332.

241. Matthews CA, Shaw JE, Hooper JA, Young IG, Crouch MF, Campbell HD (2007).

Expression and evolution of the mammalian brain gene Ttyhl. J Neurochem 100: 693-707.

242. Lapierre LA, Tuma PL, Navarre J, Goldenring JR, Anderson JM (1999). VAP-33
localizes to both an intracellular vesicle population and with occludin at the tight junction. J

Cell Sci 112: 3723-3732.

123



EKLER

124



Ek 2. (Devam)

KTU TIP FAKULTESI BILIMSEL ARASTIRMALAR
ETiK KURULU KARAR FORMU

“Sendromik Olmayan Otozomal Resesif Isitme Kayiplarindan

ARA
FHEMARIR AR ADI Sorumlu Genlerin Yeni Nesil Dizileme Yaklagim: ile Aragtiilmasi”

ARASTIRMANIN
PROTOKOL/PLAN Kopy | 2022 /88

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Prof. Dr. Ersan KALAY
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ Tibbi Biyoloji
UZMANLIK ALANI
TEZ SAHIBI/DIGER ; . .
ARASTIRICILAR, Doktora Ogr.Gamze ZEHIR KIRKBIR, Dr.Ogr.Uyesi Bayram

UNVANVADI/SOYADL | TORAMAN, Dog.Dr.Hatice Bengli YALDIZ COBANOGLU

DESTEKLEYICI

RIATIOTIE NANASYE

ARASTIRMANIN NITELIGI

ARASTIRMANIN TURU TEZ X AKADEMIK AMAGLI (]

MERKEZLER

ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ COK MERKEZL{ ULUSAL
X 0 O

Versiyon

Belge Adx Tarihi Numarast

Dili

ARASTIRMA PROTOKOLU/PLANI
Tirkge Ingilizee [] Diger []

BILGILENDIRILMI$ GONULLU OLUR FORMU .
Tikge [ Ingilizoe [] Diger [

OLGURAROR FORMU Turkge (] Ingilizee [J Diger ]

DEGERLENDIRILEN

BELGELER

Belge Adr Agiklama

TURKCE ETIKET ORNECGL ]

SIGORTA

ARASTIRMA BUTCESI

I

BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU

ILAN

YILLIK BILDIRIM

SONUE RAPORU

GUVENLILIK BILDIRIMLERT

DIGER: 3

DEGERLENDIRILEN DIGER
L

BELGELER

Sayfa 1

127



Ek 3. Tiim Ekzom Dizileme Hizmeti Alim1 Teknik Sartnamesi-1

1.

10.

11.

Sekans ve veri hizmeti Tiirkiye’de verilmeli, yurt disina DNA ve veri ¢ikisi
olmamalidir.

Ornek bast minimum 4-6 GB Clean Fastq Data tedarik edilmelidir.

Hizmet isini yiiklenecek firma/kurum, 6698 numarali kisisel verilerin korunmasi ve
resmi gazetede yayinlanan Bilgi ve Iletisim Giivenligi Tedbirleri 30823 sayili
genelgesine gore sekans hizmetini ve analizleri Tiirkiye’de yerlesik bir laboratuvarda
yapmalidir.

Dizileme i¢in Illumina NovaSeq 6000 ya da DNBseq platformu/teknolojisi
kullanilmalidir.

Gergeklestirilecek ekzom dizileme sonucunda elde edilecek sonu¢ datalar1 Fastq
formatinda verilmelidir.

Ekzom dizileme hizmetinde 6rnek basi standart olarak okuma derinligi ortalama %98’in
tizerinde >20x derinlikte olacak sekilde gergeklestirilmelidir.

Ekzom dizileme hizmeti an az >80% Q30 kalitesinde olmalidir

Verilecek olan ekzom hizmetinde genomdaki tiim ekzonlari, ekzon-intron baglanti
bolgelerini ve genlerin 5° ve 3’ UTR bolgeleri de dahil hedef bolge dizileme igerisinde
olmalidur.

Hizmette kullanilacak sekans cihazi 2x100, 2x150 ve 2x250 gibi farklt okuma
uzunluklarinda ¢alismaya uygun olmali ve gerektiginde 2 flow cell ayn1 anda
ylklenebilmelidir.

Dizileme uzunlugu PE100 veya PE150 seklinde olup, 100X sekans derinligi ile
yapilacaktir.

Firma/Kurum, 60 giin igerisinde sonu¢ verebilmeli ve sonuglar1 bir rapor seklinde

sunabilmelidir.
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Ek 4. Tiim Ekzom Dizileme Hizmeti Alim1 Teknik Sartnamesi-2

1.

A S S

11.

Bu teknik sartname 10273 nolu proje kapsaminda satin alinacak olan tiim ekzom
dizileme hizmetinde uyulacak esaslar1 belirlemektedir.

Dizileme kiitiiphane olusturma asamasinda Agilent Sureselect V6+UTR veya muadili
bir sistem kullanilmalidir.

Dizileme uzunlugu PE 150 (paired end 150) seklinde olmalidir.

Verilecek olan ekzom hizmetinde genomdaki tiim ekzonlari, ekzon-intron baglanti
bolgelerini ve genlerin 5' ve 3 UTR bolgeleri de dahil hedef bolge dizileme icerisinde
olmalidir.

Ekzom dizileme hizmetinde 6rnek basi standart olarak okuma derinligi ortalama %98'in
tizerinde, 100X derinlikte olacak sekilde gerceklestirilmelidir

Dizileme i¢in [llumina NovaSeq 6000 platformu/teknolojisi kullanilmalidir.

Ornek basi minimum 14 GB Clean Fastq Data tedarik edilmelidir.

Dizilemenin 50x coverage orani >%98 olmalidir.

Ekzom dizileme hizmeti an az >%90 Q30 kalitesinde olmalidir.

Gergeklestirilecek ekzom dizileme sonucunda elde edilecek sonu¢ datalar1 Fastq
formatinda verilmelidir.

Firma/Kurum, 45 giin igerisinde sonug verebilmeli.
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