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OZET

Konjenital Isitme Kayb1 Olan Hastalarda GJB2 Gen Mutasyonlarinin Arastiriimasi

Isitme kayb1 bireyin konusma, ifade etme, algilama ve sosyal hayatin
gelisiminde ciddi aksaklhiklara neden olabilen en yaygin algilama bozukluklarindan
biridir. Yaklasik 1000 dogumda 1 gozlenip bu vakalarin %50’sinde genetik diger
%750’sinde ise cevresel faktorler etkili olmaktadir. GJB2 (Konneksin26, Cx26)
geninde meydana gelen mutasyonlar sendromik olmayan, otozomal resesif gecis
gosteren isitme kaybi bulunan vakalarin yaklasik %70’inde gozlenmistir.

Vaka rapor ¢calismamiza Adana ilinin Kozan il¢esinde yasayan ve konjenital
isitme kayb1 gozlenen 2 farkh aile dahil edildi. isitme kaybi olan bireylerin yam sira
herhangi bir mutasyon ya da polimorfzim s6z konusu oldugunda hastaliga ne kadar
etkisi oldugunu daha net anlayabilmek icin isitme kayb1 gozlenmeyen kardesler ve
ebeveynler de kontrol olarak ele alindi. 1. ailemizde S hasta ve 2 kontrol, 2. ailemizde
ise 4 hasta ve 5 kontrol olmak iizere toplam 16 birey arastirildi. Toplanan kanlardan
tuzla coktiirme yontemi ile DNA’lar izole edilip ve PZR yontemi kullanilarak GJB2
geninin tilm bolgeleri c¢ogaltihp, sekanslama yontemi ile tiim niikleotid dizisi
belirlenerek mutasyonlar ve polimorfizmler tespit edildi.

Caliymamiz sonuc¢larina gore buldugumuz mutasyonlarin ve polimorfizmlerin
bazilarinin isitme kaybi siddetine bazilarinin ise hastaligin olusumuna dolayh yoldan
etki ettigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: GJB2, isitme kaybi, mutasyon, polimorfizm, PZR
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ABSTRACT

Researching of GJB2 Gene Mutations in Patients with Congenital Hearing Loss

Hearing loss is one of the most common sense defects, leading to serious
disruptions in developing of comminication, expression, perception and social life of
person. Hearing loss affects about 1 in 1000 newborns and a genetic basis is assumedin
at least 50% of the cases. Enviromental effects are responsbility for other 50 percent.
Mutations in GJB2 gene have been seen at 70% of the cases with hearing loss which
are non-syndromic and autosomal recessive.

Two different family living in Kozan disrict of Adana city and having hearing
loss, were included to our case study report. As well individuals with hearing loss,
their brothers and parents, not having hearing loss, were involved as control to
understand better the effects of mutations and polymorphisms when they are
discovered. The first family involve 5 patient and 2 control and second family involve
4 patient and 5 control. 16 individuals were researched. DNAs were isolated from
blood donors by salt precipitation method and all regions of GJB2 gene were
amplified. All mutations and polymorphisms were found by determining all nucleotid
sequence.

Results of our study showed that some of mutations and polymorphisms found
affect to the severity of hearing loss as direct, some affect occurrence of illness as
indirect.

Keywords: GJB2, hearing loss, mutations, PCR, polymorphism
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1. GIRIS

Isitme kaybi bireyin konusma, ifade etme, algilama ve sosyal hayatin gelisiminde ciddi
aksakliklara neden olabilen en yaygin algilama bozukluklarindan biridir. Yaklagik 1000
dogumda 1 gozlenip bu vakalarin %50’sinde genetik diger %50’sinde ise ¢evresel faktorler
etkili olmaktadir. Cevresel faktorlere; erken dogum, dogum sirasinda anoksi ve kafatasinin
sarsinttya maruz kalmasi sonucu i¢ kulakta meydana gelen kanamalar, hamilelik sirasinda
alinan ilaglar, dogum Oncesi ve sonrasi gecirilen enfeksiyonlar drnek verilebilir. Farkli 100
gende meydana gelen bozukluklar otozomal resesif sagirlik (DFNB, Deafness B), otozomal
dominant (DFNA), X’e bagli veya mitokondrial kalitim gosteren isitme kaybina neden
olabilir ve bu da duyusal bozuklugun genetik heterojenite gosterdigini ortaya koyar'.

Isitme kaybi bozukluklari; sebebine gore genetik veya genetik olmayan, baslama
yasina gore prelingual veya postlingual, fenotipe gére sendromik veya non-sendromik,
tipine gore sensorinoral, miks veya iletici tip ve siddetine gore ise normal, ¢cok hafif, hafif,
orta derece, orta siddetli, siddetli ve agir siddetli isitme kayb1 olarak siniflandirilmaktadir’.

Konjenital (dogustan) prelingual isitme kaybi vakalarinin yaklasik %70’inde herhangi
bir patolojik bulgu godzlenmezken (non-sendromik), %30’unda isitme kaybiyla birlikte
patolojik bulgular da (sendromik) gozlenmektedir. Sendromik olmayan isitme kaybi
vakalarin %75-80°1 otozomal resesif, %15-20’si otozomal dominant, %1-1,5’u X’e bagli,
%1’ ise mitokondriyal kaliim gdstermektedir. Isitme kaybima sebeb olabilecek genler
belirlenmis olup bunlarin bir ¢ogu nadiren sendromik olmayan otozomal resesif gecis
gosteren isitme kaybina neden olmaktayken, GJB2 (gap junction beta 2) geninde meydana
gelen mutasyonlar sendromik olmayan, otozomal resesif geg¢is gosteren isitme kaybi
bulunan vakalarin yaklasik %70’inde gozlenmistir. GJB2 geni 13ql1-q12 bdlgesinde
lokalize olmus olup 2 ekzondan olusmaktadir. Konneksin26 proteinini kodladigi igin
Konneksin26 (Cx26) olarak da adlandirilmaktadir. Ses iletimi sirasinda endolenfte bol
miktarda bulunan ve sagh hiicrelere gecmis olan potasyum iyonlarinin geri doniisiimiinde
6nemli bir role sahiptir®”.

Bu calismanin amaci, Cukurova bolgesinde konjenital isitme kayb1 bulunan

hastalardan izole edilen DNA'larin (deoksiribo niikleik asit), GJB2 geninin gerekli



primerler kullanilarak PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile ¢ogaltilmasi ve dizileme
yontemi kullanilarak bireylerin sahip olduklar1 mutasyonlarin ve polimorfizmlerin

belirlenip igitme kaybi ile iligkilisinin olup olmadiginin arastirilmasidir.

2. GENEL BiLGILER

2.1. Isitme Kayb

2.1.1. Tamm

Isitme dis ortamda bulunan ses dalgalarinin dis kulak ve orta kulak yolu ile ic
kulaga aktarilmasi sonucu olusan elektriksel potansiyellerin akustik sinir araciligr ile igitme
korteksine tagmnmasi ile saglanir. Isitme kaybi; dis, orta ve i¢ kulakta meydana gelen
patolojiler sonucunda seslerin algilanamamasidir. Isitme kaybi konusma ve anlama
becerileri bozukluklarini da beraberinde getirdigi icin kisinin sosyal, egitim ve zeka
gelisimini olumsuz etkilemektedir®.

Konjenital isitme kaybina yol acan sebeplerin yaris1 genetik diger yarisi ise ¢evresel
faktorlerdir. Genetik isitme kayb1 sendromik veya non-sendromik olmak {izere iki sekilde
fenotipte kendini gosterir. Eger isitme kaybiyla birlikte baska patolojik bulgularda
gozleniyorsa sendromik, goézlenmiyorsa sendromik olmayan isitme kayb1 olarak
adlandirimaktadir’.

Ulkemizde konjenital isitme kaybi insidans1 1/1000 kadardir. Isitme kaybinin neden
oldugu gelisimsel ve toplumsal problemlerin Oniine gecilmesi; bu hastalarin saglik
personelleri tarafindan dogru yonlendirilmesi, dogru zamanda tan1 konulmasi ve tedavi
edilmesi ile miimkiindiir. Isitme kaybinin erken tamisini, uygun amplifikasyon ve &zel
egitim programlari izlediginde ¢ocugun normal okullara devam etmesi saglanabilir. Belirli
bir siddete ulagsmis isitme bozuklugu icin isitme cihazlar1 kullanilmaktadir. Cok ileri
derecede isitme kayipli bireylerde ise koklear implant uygulamasi igitme kaybi tedavisinde

bir doniim noktasi olmustur4.



2.1.2. Isitme Kayb1 Tipleri

Isitme kayiplar1 konjenital veye akkiz olarak gelisebilir. Ayrica patolojinin yerine
gore, iletim, sensorindral ve kargik tipi isitme kayiplar olarak simiflandirilabilir®.

a) Iletim Tipi Isitme Kayb1 (ITIK)

Di1s kulakta kulak kiri birikmesi, orta kulak iltihabi, kulak zarimin delinmesi veya
orta kulakta siv1 birikmesi gibi dis ve orta kulakta meydana gelen problemler sonucunda ses
dalgalarinin i¢ kulaga gegisinin engellenmesi ile meydana gelmektedir. ITIK lar1 genetik
gecisli olabilecegi gibi ¢ogunlugu eksternal otit, serlimen, akut ve kronik otitler,
kolesteatom, travma, tiimorler ve sistemik hastaliklar gibi akkiz sebeplere bagli olusur.
Cocuklarda meydana gelen en yaygin bozukluk oOstaki borusunun malformasyonudur.
Ozellikle kis aylarinda ¢cocuklarm %30’u bu malformasyondan sikint1 gekmektedir. Siddetli
soguklardan meydana gelen bu problem orta kulakta sivi birikmesini veya orta kulak
iltihab1 gibi daha ciddi hastaliklar1 beraberinde getirebilir. Bu durum asagi yukar1 40 dB
kadar seslerin algilanmasim engellemektedir*®’.

b) Sensorinoral Isitme Kaybi (SNIK)

Hasar gormiis veya yok olmus sa¢ hiicrelerinin  bulundugu kokleanin
malformasyonu sonucu meydana gelmektedir. Kohlea, 8.sinir, beyin sap1 veya korteks
diizeyindeki bir patolojiye bagli olarak gelisir. Asir1 giiriiltiiye maruz kalma, sigara gibi
kimyasal hasarlar, ¢evresel ajanlar, ilaglar, yasla birlikte uzun siire yipranma ve aginmalar
veya genetik sebeplerden dolayr sa¢ hiicreleri hasara ugramaktadir. Sensorindral isitme
kayb1 toplam isitme kayiplariin %90’ nindan sorumludur. Cocuklardaki SNIK’larin %50
kadar1 genetik nedenlere baglidir. Genetik sebeplerle olusan SNIK’larinin %30’u kadar1 da
bir sendromun pargasidir. Genetik olmayan SNIK’lar1 prenatal, natal veya postnatal olusan
patolojilere sekonder gelisir. Genetik olmayan sebeplere; enfeksiyonlar, ototoksik ilag
kullanimi, giiriiltitye maruz kalma, prematiire dogumlar 6rnek verilebilir. Yetiskinlerde ki
SNIK’lar; genetik, norolojik nedenler, vaskiiler hastaliklar, hematolojik hastaliklar,
enfeksiyon hastaliklari, tiimorler, endokrin hastaliklari, travma, yasa bagli ve bir c¢ok

sebepten Gtiirii meydana gelebilmektedir*®”.



¢) Kansik Isitme Kaybu:

Iletici ve sensérindral isitme kaybinin bir kombinasyonudur. Piir ton odyometride
hastanin 250 ile 8000 arasindaki sesleri duyma esikleri bir grafi ile ortaya koyulur. Hava ve
kemik yollart ayr1 ayr degerlendirilir. Normalde hava ve kemik yollar1 ¢akigir. ITIK olan
kisilerde kemik yolu normal sinirlarda iken hava yolu diiser. SNIK olanlarda ise hem hava
hem kemik yolu ayn1 oranda diiser. Karisik isitme kaybinda ise hem hava hem kemik yolu
etkilenmistir ancak hava yolu esikleri kemik yolu esiklerine gore daha fazla dﬁsmektedir4.

Isitme cihaz1 bu vakalarda yardimer olabilir®.

2.1.3. Patoloji, Patogenez ve Patofizyoloji

Isitme kayb1 fenotipe gore sendromik olan ve sendromik olmayan isitme kayb1 diye
siniflandirilmaktadir. Isitme bozuklugunun yani sira kiside baska patolojik bulgular
gozleniyorsa sendromik, gozlenmiyorsa sendromik olmayan isitme kayb1 olarak
adlandirilmaktadir. Duymada ki bozukluk tek bir kulakta olabilecegi gibi iki kulakta da
meydana gelebilir. Genel olarak 90dB’den daha yukarisin1 duyamayan bireylere sagir tanisi
konmaktadir. Kemik ve membrandz kokleanin, ortiilii zar ve korti organinin gelisiminde ki
basarisizlik, orta kulak ve kemikg¢ik arasinda ki iletim mekanizmasinda ve dis kulak
yolunda aksaklik, korti organ1 ve ortiilii zarda, orta kulak kemikg¢iklerinde, dis kanalda
gelisimin kesintiye ugaramasi, koklea veya scala medya kanalinda, ortii olugturan membran
dahil endorganda, sprial ganglion ve bazal c¢ekirdekleri de dahil olmak {izere sinir
elemanlarinda meydana gelen dejenerasyon sonucu konjenital isitme kayiplari
olusabilmektedir. Isitme mekanizmasinda meydana gelen bunlar gibi benzer aksakliklar
disinda baska herhangi bir patolojik bulgu s6z konusu degilse sendromik olmayan isitme
kaybi olarak isimlendirilir’.

Isitme mekanizmas1 disinda baska bir yerde patolojik bulgular s6z konusu ise
sendromik olan isitme kayb1 olarak adlandirilir. Konjenital isitme kaybimnin yaklasik 400
cesidinde isitme defekti disinda bagka patolojik bulgularda yer almaktadir. Bu bulgularin
cogunda isitme mekanizmasinda meydana gelen aksakliklarin yani sira bobrek (Alport

Sendromu), pigment (Waardenburg Sendromu), goz (Usher Sendromu), iskelet-kas sistemi



(STL) ve kardiyovaskiiler sistem (Jervell ve Lange-Nielsen) anormallikleri de
gozlenmektedir®'”.

Bugiine kadar tanimlanan lokuslarin bazilarinin hem sendromik hem de sendromik
olmayan isitme kaybina yol actiklar1 belirlenmistir. Bilinen 9 sendromdan (Alport, Usher,
Waardenburg, Jervell ve Lenge-Nielsen, BOR, Norrie, Tracher Collins, Stickler, Pendred)
ozellikle 2 tanesi, allelik varyantlarin hem sendromik hem de non-sendromik isitme
kaybina yol agmasi nedeni ile 5nemlidir®'’.

a) Pendred sendromu; otozomal resesif gegis gostermektedir. Tiroid anomalileri
bu sendromlu kisiler arasinda biiyiik varyasyonlar gostermekte olup goriilen en Onemli
bozukluklar i¢ kulak yapisinda ki malformasyonlar ve sagirliktir®'”.

b) Usher sendromunda ise sensdrindral isitme kaybinin yani sira ilerleyici tip
gorme kaybr (Retinitis Pigmentosa) ile karakterize olup otozomal resesif gecis

gostermektedir™'”.

2.1.4. Tam

Yenidoganlarda isitme kaybi erken evrede tanist konulup tedavi edilmediginde,
konusma ve dil gelisiminde bozukluklar meydana gelmektedir. Isitme kayb1 olan bebeklere
6 aydan once miidahale edilmesi halinde ortalama 3 yaslarina gelindiginde ekspresif dil
testlerinde normal smirlarda sonug alindigi gozlenmistir. Isitme engeli erken dénemde
teshis edilemediginde ise bireyin sosyal ve kongnitif yeteneklerinde ve toplumla
biitiinlesmede engeller ortaya ¢ikabilmektedir. Isitme kaybi tanisinda en c¢ok kullanilan
OAE (otoakustik emisyon) ve ABR (isitsel beyinsap1 cevabi) isitme tarama testleri
noninvaziv, nesnel ve fizyolojik dlciimlerdir'".

Tarama testi olarak kullanim otoakustik emisyonlarin en sik kullanildig1 alandir.
Otoakustik emisyonlar normal i¢ kulak fonksiyonu olan kisilerde isitme sirasinda
belirlenen duyarli yanitlardir. Kokleadan baglarlar ve koklear yapidaki aktif dig sagsi
hiicre hareketinden kaynaklanan enerji kacagi olarak yorumlanirlar. OAE, kokleadan orta
kulaga oradan da dis kulak kanalina giderler ve orada hassas minyatiir mikrofonlar

kullanilarak belirlenebilirler. Spontan ve uyarilmis olarak iki tip emisyon vardir. Normal



isitmeye sahip insanlarin %60-70'inde spontan emisyonlar bulunur. Spontan emisyonlarin
isitme taramasinda kullanimi yoktur. Uyarilmis emisyonlarin {i¢ ¢esiti vardir. Gegici
(transient-TEOAE), bozulmus yanit (distortion product-DEOAE) ve uyar1 frekansi
(stimulus frequency-SFOAE). Transient ve distortion product emisyonlar1 uyarmak
kolaydir ve isitme taramasi gibi pek cok klinik kullanimi mevcuttur. Otoakustik
emisyonlar kisa akustik uyarilara karsi, baslangicindan 4-15 milisaniye sonra bagslayan,
yineleyici kararli yanitlardir. TEOAE, otoakustik emisyonlarin non-invaziv bir bigimde
kokleanin biitlinliiglinii kontrol etmesini saglar. Bebeklerde ve yenidoganlarda TEOAE
tarama diizeyi 30 dB'de tutularak tarama testi olarak kullanilabilir. Kaydi ve
yorumlanmasi kolay olan TEOAE, yenidogan taramasinda en yaygin kullanilan testtir. I¢
kulak fonksiyonu normal ve isitsel santral sinir sisteminde bozukluk olan g¢ocuklarda
TEOAE'ler normal olgiilebilmektedir. Bu nedenle ndéral isitme bozuklugundan
kuskulanilan hastalarda TEOAE tek basina yetersiz kalabilir, bu durumlarda hem
TEOAE, hem de ABR testleri yapilmalidir. TEOAE testinin kullanimi, 6zellikle orta
kulak hastaligi olanlarda emisyonlarin azalmis olmasi ve isitme esigini belirlemedeki
yetersizlik nedeniyle sinirlidir. TEOAE yanit1 30 dB'den daha fazla isitme kaybi olanlarda
Olclilemez ve hasta testten kalir. TEOAE ucuzlugu, fazla siire gerektirmemesi, non
invazifligi ve pasif kooperasyonla yapilabilmesi bakimindan tarama yoniinden iistiin
goziikmektedir. DPOAE, TEOAE kadar genis calismalara sahip degilse de, DPOAE
giiniimiizde TEOAE ye gore daha popiiler olma yolundadir. Bunun nedeni ise 8000Hz e
kadar uzanan frekans genisligidir'""">.

Otoakustik emisyonlarin saptanamadigi bu durumlarda, isitme kaybindan
kuskulanilmali ve ABR, timpanometre, odyometrik ve davranigsal testlerle isitme
kaybinin derecesi ve 6zelligi degerlendirilmelidir. OAE'yi esas alan yenidogan isitme
taramasinin uygulanmasi giiriiltiilii cevrede, ilk 24 saatte kulak yolunu tikayan verniks ve
diger debris varhiginda zorlasir. Isitmesi normal olan bebekler bu etmenlerden dolay:
isitme kayb1 varmig gibi testten kalabilirler. OAE tarama testi yaklasik olarak 4-8 dakika
gerektirir'""3,

Isitsel beyin sap1 yanit1 testi bebeklerde isitme degerlendirmesinde 1974'den beri

kullanilmaktadir. Isitsel sinir ve beyin sap1 tarafindan olusturulan elektriksel aktivitenin



kafa cildi iizerine yerlestirilen elektrot ile kaydedilmesi, bu tarama testinin eksenini
olusturur. Yenidoganda yapilan testler i¢inde altin standart olarak kabul gdrmektedir.
Buna karsin, halen kayitta baz1 giicliikler bulunmaktadir. Kemik iletili ABR, ek olarak
isitme kaybinin tipiyle ilgili bilgi verir, ancak geleneksel olarak kullanilmamaktadir.
Kisitlamalara karsin ABR klinikte yararli bir testtir. Deneyimli odiyolog gerektirir ve
uyuma kosulu vardir. ABR testi kompleks yapida, zaman isteyen ve risk etmeni olan
yenidoganlarin taranmasinda kullanmaya uygun bir testtir. ABR noninvaziv bir testtir.
Cocuk sakin ya da uykuda olmal1 ve yeterli akim diizeyi saglanmalidir. Akustik uyar1
yogun (80-90 dB) ya da hafif (0-20 dB) olabilir. ABR dalga formlar1 sachi deriye
yerlestirilen li¢c adet elektrot ile bilgisayara kaydedilir. Dalga formlarmin sekli, latansi ve
yogunlugu normalle karsilagtirilarak “gegme” ya da “kalma” bi¢iminde sonug verilir.
Dalgalarda gecikme ya da yokluk durumunda noérolojik ya da koklear defektten
kuskulanilir. ABR testi yaklasik 4-15 dakika siire gerektirir. ABR ile taranan bebeklerin

yaklasik %4'ii ileri odiyolojik degerlendirme gerektirir'"'>'*

. Sonug¢ olarak isitme
kaybinin erken saptanmasi1 dnemli bir halk saglig1 sorunudur. Ulkemizde Saglik Bakanlig
tarafindan pilot uygulama olarak belirli hastanelerde uygulanmaya baslanan yenidogan
isitme taramalarimin  tim {ilke c¢apinda yayginlastirilmasinin  gerekli  oldugu

goriilmektedir'.

2.1.5. Isitme Kaybr’min Siddeti ve Evrelerinin Stmflandirilmasi

Bebeklerin dil yetenegi, lisans becerilerini kazanabilmesi, c¢evreyle uyum ve
iletisimi, zeka, sosyal ve duygusal gelisimi acisindan isitme duyularinin dogustan itibaren
normal smirlarda olmasi gerekir'”. Isitme kayiph cocuklarda normal mental ve sosyal
gelisimin saglanabilmesi i¢in erken tani, tedavi ve rehabilitasyonun hayati 6nemi vardir. Bu
nedenle iilkemizde tiim yenidoganlara otoakustik emisyon ile isitme taramasi
yapilmaktadir®.

Odyoloji bilimi; igitme sisteminin degerlendirilmesi, isitme kaybi tanisinin
konulmasi, isitme kaybinda uygun rehabilitasyon yaklasimlarinin belirlenmesi ve

uygulanmasi, isitme kaybinda gerek goriilmesi durumunda amplifikasyon (isitme cihazi,



implantlar) uygunlamasi ve uyumun saglanmasi alaninda calisan, giiniimiizde yayginlasan
nesnel test yaklagimlari ile igitme sistemini daha ayrintili olarak inceleme sansina sahip bir
bilim dalidir. Periferik isitmenin 6znel olarak degerlendirilmesi amaci ile kullanilan ve saf
ses ¢ikarabilen ses jeneratorlerine odyometre adi verilmektedir. Odyometreler araciligr ile
yapilan igitme testlerinde, yaygin olarak 125 Hertz (Hz) ile 8000 Hertz (Hz) arasindaki
frekanslarda isitme Ol¢timleri yapilir. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan odyometrelerde,
125 Hz ile 18000 Hz arasindaki degerlendirmeler yapilabilir'.

Isitme kaybinin neden oldugu gelisimsel ve toplumsal sorunlarin dnlenmesi, erken
yasta fark edilen isitme sorununun, saglik calisanlari araciliiyla dogru yonlendirilmesi ve
uygun zamanda tam konulmasi ve tedavi edilmesiyle olasidir. Isitme kaybmna erken
donemde tan1 konulmasi ve tedavisinin planlanmasi, c¢ocugun ileri donemde
karsilagabilecegi dil, konusma bozukluklari, gelisimsel ve toplumsal sorunlarin
Oonlenmesinde anahtar rol oynamaktadir. Bu nedenle yenidogan bebeklere uygulanan igitme
tarama testleri sonucunda ortaya ¢ikan degerler bireyin isitme kaybi var mi, varsa hangi

evrede ve siddette oldugunu ortaya koyar'>'®.

Cizelge 2.1. Bireyin duyabildigi ses araliklarina gore isitme kaybi dereceleri'®

Saf Ses Ortalamasi (dB) Isitme Kaybl Dereceleri

0-15dB Normal Isitme

16-25 dB Cok Hafif Derecede Isitme Kayb1
26-40 dB Hafif Derecede Isitme Kayb1
41-55 dB Orta Derecede Isitme Kaybi

56-70 dB Orta — Ileri Derecede Isitme Kaybi
71-90 dB Ileri Derecede Isitme Kaybi

91 dB ve iizeri Cok leri Derecede Isitme Kayb1

Isitme kayb1 siddetine gore 1. evre (cok hafif derecede isitme kaybi), 2.evre (hafif

derecede isitme kaybi), 3.evre (orta derecede isitme kaybi), 4.evre (orta-ileri derecede



isitme kaybi), 5.evre (ileri derecede isitme kaybi) ve 6.evre (cok ileri derecede isitme kaybi)
olmak iizere 6 evreye ayrilmaktadir'®".

Evre I: Cok Hafif Derecede Isitme Kaybi (16-25 dB)- Herhangi bir isitme testi
yapilmadikca zor fark edilir. Mesafeli ve fisiltili konugsmay1 anlamada sorun vardir.

Evre II: Hafif Derecede Isitme Kayb:1 (26-40 dB) —30 dB’lik isitme kayb1 olan bir ¢ocuk
konusma seslerinin %25-40’1n1 anlayamaz. 35-40 dB’lik isitme kayb1 olan ¢ocuk, 6zellikle
seslerin zayif ya da konusmacinin goriis hizasinda olmadigi durumlarda, konusmalarin
yarisint kacirir. Bu bireyler, dinleme gerektiren durumlarda daha ¢ok efor harcamakta ve
daha gabuk yorulmaktadirlar. Isitme araglarindan yararlanabilirler.

Evre III: Orta Derecede Isitme Kayb1 (41-55 dB) —50 dB’lik isitme kayb1 olan cocuk,
isitme aleti olmadan, konugmalarin yaklasik %80’ini anlayamaz. Cocuk kendi sesini
duyarak kontrol edemedigi icin, sesin kalitesi ve kisinin konusmast bozulmustur. Dil
gelisimi ve anlama yetersizdir. Dudaktan anlama 6gretisi gelistirilmelidir.

Evre IV: Orta — lleri Derecede Isitme Kaybi (56-70 dB)- 55 dB’lik isitme kaybi olan
cocuk, konusmalarin %80-100iinii anlayamaz. Isitilmesi icin konusurken bagrilmasi
gerekir. Giiriiltiili sesleri duyabilir. Biiyiik olasilikla konusma 6zrii goriiliir. Bireysel isitme
araci kullanilmasi ve isitme egitimi gereklidir. Dil gelisiminde ve anlamada gecikme, kisith
kelime hazinesi vardir. Konusmanin anlasilirliginda ve ses kalitesinde azalma goriiliir.
Bireyde kendine giivenin azalmasina ve diglanma hissine neden olabilir.

Evre V- 1leri Derecede Isitme Kayb1 (71-90 dB)- Isitme cihazi olmadan sadece siddetli
sesleri duyabilir. Uygun isitme cihazi ile ¢evresel sesleri ve konusma seslerini fark edebilir.
Isitme kayb1 bir yasindan énce olmus ise, dil ve konusma kendiliginden gelismez veya ileri
derecede gecikir. Belirgin 6grenme giicliigii, kisith kelime hazinesi vardir. Ozel egitime
havale edilmesi gerekir. Bireysel isitme cihazi kullanmalidir.

Evre VI: Cok lleri Derecede Isitme Kayb1 (91 dB ve iizeri)- Sesten cok titresimleri fark
ederler. Iletisimde isitmeden ¢ok gormeyi kullanirlar. Sesleri fark etmeleri isitme kaybimin
konfigurasyonuna ve kullanilan isitme cihazina baghidir. Dil ve konusma kendiliginden

gelismez. Ozel egitime havale edilmelilerdir.



2.1.6. Tedavi

Isitme kaybinda tedavi; dgrenmeyi, iliskilerde iletisimi, aile iliskilerinde samimiyet
ve sicakligl, iletisim kolayligini, duygusal istikrari, gilinlik yasam {izerinde kontrol
duygusunu, zihinsel algiyl, fiziksel sagligi ve toplumsal katilimi gliglendirmeyi
hedeflemektedir. Isitme kaybina sahip olan bireylerde uygulanan iyilestirme yontemleri
arasinda; isitme cihazlari, koklear implant ve egitim basrol oynamaktadlrg.

a) Isitme Cihazi: Seslerin daha yiiksek duyulmasi saglar. Isitme aygitlar: isitme
kaybimi ortadan kaldirmaya veya olumsuz etkisini azaltmaya yonelik gesitli tibbi/cerrahi
yaklagimlarin sonu¢ vermedigi durumlarda kullanilir. Kisinin boyutuna, yasia ve isitme
kaybimin derecesine gore farklilik gdsterebilir. Isitme aygitlarmin temel kullanim amaglari,
isitme kayipl hastanin, giinliilk konusma seslerini ve ¢evre seslerini duyarak dil gelisimini
tamamlamasi, konusulanlar1 anlamasi ve kendini konusarak ifade edebilmesidir.
Cogunlukla sensorinoral isitme kaybinda veya cerrahi/tibbi olarak tedavi edilemeyen iletim
tipi isitme kaybinda siklikla kullanilan isitme aygitlari, isitmeyi en tist diizeye ¢ikarmaya
calisan yiiksek teknoloji iiriinleridir. Isitme aygitinin yani sira gerekli durumlarda yardimei
aygitlar (FM sistem, titresim uyaranh vibrotaktil cihaz vb.) kullanilmaktadir'®'®,

b) Koklear Implant: Isitme cihazlarindan fayda géremeyen agir isitme kayiph
hastalar icin bir tedavi yontemidir. Konjenital isitme kayiplarinin tarama testleri ile ortaya
konulmasi koklear implantasyon adaylarinin ilk 6 ayda amplifikasyon saglanarak koklear
implanta hazirlanmasi1 agisindan 6nemlidir. Bu elektronik aletler kulagin arka tarafina
yerlestirilir ve elektrodlar i¢ kulaga dogru girdirilir. Konusma islemcisi olarak adlandirilan
dis parca, dis ortamdaki sesleri analiz ederek 6zel elektriksel dalgalara doniistiiriir ve bu
dalgalar1 kokleada bulunan elektrodlara gonderir ve buradan akustik sinir fibrillerinin
uyarilmasini saglayarak isitme duyusunun olusmasma neden olur*'®'®,

¢) Egitim: Isitme kaybimin derecesi ne olursa olsun, cocuk isitme egitimi almalidir.
Isitme egitimi amplifikasyondan hemen sonra baslamalidir. Isitme egitiminin planlanmasi
ve uygulanmasinda bireysel egitime agirlik verilmelidir. Bireysel egitimin yani sira
ailelerin programlara katilimi saglanmali ve aile egitim programlari hazirlanmalidir. Igitme
kayipli ¢ocugun, kendisine ve ailesine yonelik psikolojik damismanlik ve rehberlik

verilmelidir®'®.

10



Glinitimiizde koklear implant ile isitme kayipli hastalarin topluma kazandirilmasinda
biiyiik bir ilerleme saglanmis olmakla birlikte isitme kayiplarinin halen tam bir tedavisi
yoktur. 2011 yilinda Pandit erken baslangigli prograsif isitme kayiplarinda, insan olfaktor
mukoza kaynakli erigkin kok hiicrelerin isitme fonksiyonunun korunmasinda yardimci
oldugunu gdstermistir. Hiicre transplantasyonu ve rejeneratif tibbin gelismesi tibbin birgok
alaninda oldugu gibi isitme kayiplarinda da bir¢cok yeni tedavi modalitelerine Onciiliik

. 419
edecektir” .

2.1.7. Epidemiyoloji

Isitme kayb1 bireyin konusma, ifade etme, algilama ve sosyal hayatin gelisiminde
ciddi aksakliklara neden olabilen en yaygin algilama bozukluklarindan biridir. Yaklagik
1000 dogumda bir gozlenip, bu vakalarin yarisinda genetik diger yarisinda cevresel
faktorler rol oynamaktadir. Konjenital isitme kaybi1 vakalarinin yaklasik %70’inde herhangi
bir patolojik bulgu godzlenmezken (non-sendromik), %30’unda isitme kaybiyla birlikte
patolojik bulgular (sendromik) gozlenmektedir. Non-sendromik isitme kaybi olgularin
%75-80’1 otozomal resesif, %15-20’si otozomal dominant, %1-1,5’u X’e bagl, %1°’1 ise
mitokondriyal kalitim gostermektedir'~.

Isitme kayb1 prevalansi, morbiditesi ve ekonomik vyiikii; iilkeler ve ayn1 sinirlar
icindeki farkli gruplar arasinda farklilik gostermektedir. 1995 yilinda diinya genelinde
toplam niifusun (5 milyar 479 milyon) yaklasik %2,2’sinde (125 milyon) isitme kayb1

vakalar1 gozlenmistir. Bu oran kitalar arasinda oldukg¢a degiskenlik gé')stermektedirzo.

Cizelge 2.2. WHO’ya gore 1995 yilinda diinya niifusunun %2,2’sinde isitme kayb1 gozlenmistir®'.

Kita Populasyon Yiizdesi (%) Isitme kaybina sahip vaka sayisi
Afrika 12 14.400.000

Amerika 15 18.000.000

Asya 52 62.400.000

Avrupa 17 20.400.000

Okyanusya 4 4.800.000

Toplam: 120.000.000
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2013 Subat ayindan itibaren diinya genelinde 360 milyondan fazla bireyde igitme
kayb1 rahatsizhgi goriilmektedir. Isitme kaybinn goriilme orami kadinlara nazaran
erkeklerde daha ¢oktur. Amerikada 65 yas ve istii erkeklerde kulak ¢immlamasinin goriilme
orani yaklasik %12,3 iken kadinlarda bu oran yaklasik %14 tiir. Amerikali yetigkinlerin
ortalama %17’sinde isitme kaybi vakasi rapor edilmistir. Yas ile isitme kaybi arasinda
dogru orant1 bulunmaktadir. 45-64 yaslar1 arasinda Amerikali yetiskinlerin %181, 65-74
yaslar1 arasinda Amerikali yetiskinlerin %30’u, 75 yas ve iizeri Amerikali yetiskinlerin ise
%47’s1 isitme kaybina sahiptir. Amerikada yaklasik 1000 dogumda 2 veya 3 ¢ocuk sagir ya
da siddetli isitme kaybi ile dogmaktadir. Bu sagir ¢ocuklarin 10°da 9’unun annesi ve babasi
saglikl isitmektedir. Amerikada 20 ile 69 yaslar1 arasinda isitme kaybina sahip bireylerin
%15’inden yiiksek ses diizeyi ortamlar etikili olmaktadir. Isitme kaybina sahip bireylerin
sadece %20’si1 isitme cihazi kullanmaktadir. Diinya genelinde yaklagik 188.000 kisi koklear
implanttan yararlanmaktadir. Asag yukart Amerikada her yil 4000 ani sagirlik vakasi
gozlenmektedir. Bu hastalarin 10°da 9’unda tek kulakta sagirlik meydana gelmektedir. Ani
sagirligin sadece %10-15"inin nedeni bilinebilmektedir*'.

Sagir hastalarin ve siddetli isitme kaybina sahip hastalarin %3-6’s1 Usher
sendromuna sahiptir. Amerika gibi gelisen {ilkelerde her 100.000 dogumda 4 bebek Usher
sendromlu dogmaktadir. Isitme kaybiyla birlikte gdziikebilen 400 sendrom tanimlanmustir.
Usher sendromu, Pendred sendromu ve Jervell ve Lange-Nielsen sendromlari en yaygin
olanlaridir. Konjenital isitme kaybina sebep olan diger Onemli faktdr ise cevresel
faktorlerdir. En yaygin cevresel faktor; konjenital sitomegaloviral enfeksiyondur. (CMV).
Tiim dogumlara gore prevelans1 %0.64’tiir. Ozellikle 3 haftalik bebeklerden CMV’nin
teshisi oldukca zordur®*.

Isitme kaybinin bu kadar sik goriilmesinden dolay1 bu hastalia harcanan ekonomik
giderde bir o kadar fazladir. Avrupada her yil yaklasik harcanan para 213 milyar eurodur.
Buda her yil bir Avrupali yetiskininin igitme kaybi masraflar1 ig¢in harcadigi para 473
euroya denk gelmektedir. Avrupalilarin 71 milyonda fazlas1 25dB’den fazla isitme kayb1
rahats1zig1 ¢ekmektedir. Raporlara gore isitme kaybi siddetine gore de harcanan para bir
hayli degiskenlik gostermektedir. Hafif isitme kaybina sahip tek bir birey i¢in harcanan
para 2.200 € iken siddetli isitme kaybina sahip tek bir birey i¢in harcanan para ise yaklagik
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11.000 € olmaktadir. Baz1 iilkelerde yillik isitme kaybi vakalarina harcanan paralar ise su
sekildedir; Almanya 30.200.000.000 €, Fransa 22.400.000.000 €, Ispanya 16.300.000.000
€, Hollanda ise 6.000.000.000 €’dur”. Bu harcamalarin icerisinde isitme cihazlar1 ve
koklear implantta 6nemli bir yere sahiptir. 2005°te Avustralyada bu ikisine harcanan yillik
miktar yaklasik 376,7 milyon dolar oldugu belirtilmistir’.

Diger bir yandan isitme kaybina sahip bireyler ekonomik ve sosyal acidan biiyiik
sikinti gekmektedirler. 2007°de Diinya Bankasina gore; Hindistanda igsizlik orani igitme
kayb1 gibi hastaliklara sahip olan bireylerin sayisindan ¢ok daha fazladir. Son datalar
gosterdi ki; isitme kaybina sahip olan bireylerin orani igsizlerin oranindan daha fazla hala
geldi. Buda sunu gosteriyor ki; isitme kayb1 olan kisilerin ¢ogunun isi olmamaktadir. Buda

onlar1 toplumdan ve sosyal hayattan bir hayli uzaklastirmaktadir®.

2.2 KONJENITAL iSITME KAYBININ SEBEPLERI

2.2.1 Genetik Faktorler

Isitme bozuklugu en az 1000 dogumda 1 meydana gelen en yaygin duyusal
rahatsizliktir. Sebebine gore genetik veya genetik olmayan olarak iki gruba ayrilmaktadir®.
Sagirliga sebep olan genlerin sayisinin 50-100 arasinda degistigi diisiiniilmektedir. Bu da
duyusal bozuklugun genetik heterojenite gosterdigini ortaya koymaktadir. Genetik kokenli
isitme bozukluklari, tek bir gendeki mutasyonun (monojenik) veya farkli genlerdeki
mutasyonlarin kombinasyonlar1 ile birlikte ¢evresel faktorlerin ortak sonucu olarak da
gerceklesebilmektedir. 1994 yilina kadar sendromik olmayan isitme kaybindan sorumlu
olan yalnizca 3 genin lokusu insan genomu iizerinde haritalanmistir. Giiniimiizde baglanti
analizleriyle farkli kromozomlarda non-sendromik isitme kaybine neden olan bir¢ok gen
haritalanmistir. Sagirligin sendromik olmayan formu i¢in otozomal resesif lokuslar DFNB,
otozomal dominant lokuslar DENA ve X’e bagli lokuslar DFN olarak gosterilmektedir’.

Konjenital isitme kaybi; otozomal resesif, otozomal dominant, X’e bagl ve
mitokondrial kalitim gostermektedir. Konugsma gelisiminden 6nce (prelingual) ortaya ¢ikan
monogenik isitme kayiplarinin kalitim kaliplarina bakildiginda, hastalarin %75’inde

otozomal resesif, %20’sinde otozomal dominant, %5’inde X’e bagh ve %]1’inden daha
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azinda mitokondrial kalitim gozlenmistir. Otozomal resesif non-sendromik isitme kaybina
yol agan, frekansi en yiiksek olan genler sunlardir; GJB2, SLC26A4 (Solute Carrier Family
26), MYO15A (Miyozin 15A), OTOF (Otoferlin), CDH23 (Cadherin-Related 23) ve TMCI1
(Transmembran kanal protein benzeri 1)’dir. Otozomal dominant non-sendromik isitme
kaybina yol acan, frekansi en yiiksek olan genler; WFS1 (Wolframin), KCNQ4 (Potasyum
voltaj kapili kanal, KQT benzeri alt aile, {iye 4), COCH (Cochlin) ve GJIB2’dir. X e bagh
kaliima; POU3F4 (POU smif 3 homeobox 4) geni, mitokondrial kalitima ise; MT-RNR1
ve MT-TS1 genleri sebep olmaktadir® .

2.2.1.1. Otozomal Resesif Genler

2.2.1.1.1. SLC26A4 (Solute Carrier Family 26)

Pendred sendromu ve nonsendromik sagirlik, 7q22.3’de lokalize DFNB4
bolgesindeki SLC26A geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan allelik
hastaliklardir. Bu gendeki mutasyonlar hem sendromik hem de sendromik olmayan isitme
kaybina sebep olmaktadir. DFNB4 ailelerinin etkilenmis bireylerinde yapilan ayrintili
klinik muayenelerinde, bu lokusun sadece nonsendromik isitme kaybina neden olmadigi
anlasilmigtir. Fakat PDS geninde mutasyon bulunan bazi ailelerde isitme kaybinin
nonsendromik oldugu herhangi bir tiroid anomalisinin bulunmadigi da gosterilmistir
Pendred sendromu sensdrinoral isitme kaybi, i¢ kulak malformasyonlari ve guatr ile birlikte
seyreden kalitsal isitme kayiplarinin %10’unda goriilen otozomal resesif bir hastaliktir.
Pendren sendromunun en belirgin klinik bulgusu konjenital isitme kaybina eslik eden
guatrdir. Bu hastalarda tiroid bozukluklarini, bozulmus iyot tasinimi agiklarken, hatali
koklea gelisimi ve isitme bozuklugunu da klor transportundaki eksiklik agiklamaktadir.
Bozulmus klor transportu kokleada anormal sivi akisina neden olabilmekte, bu da
vestibuler s1vi kanallarinin genislemesine ve isitme kaybina yol agabilmektedir. Bu gen
pendrin diye bilinen anyon tastyictyr kodlar. 780 aminoasitten olusan bir membran
proteinidir. Hiicre i¢i ve dis1 arasinda rekabete dayali klor-iyot tasiyicilig

3,6,10,22
yapmaktadir™™ ™.
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2.2.1.1.2. MYO15A (Myosin XVA)

Bu gen sira dis1 bir miyozin kodlamaktadir. Bu gen 66 exondan olugmus olup,
7Tpl1.2°de lokalize olmustur. MYOI15A geninde meydana gelen mutasyonlar otozomal
resefif, konjenital agir isitme kaybina yol agmaktadir. MYOI15A proteini ile yapilan
caligmalar sonucunda proteinin i¢ ve dis silyali hiicrelerde ve hipofiz bezinin salgi yapan
graniillerinin bulundugu bdlgede eksprese edildigi saptanmistir. Farelerde yapilan
caligmalar sonucunda kokleadaki sa¢ hiicreleride aktin organizasyonu i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir. Ses iletim isleminde bu motor proteinlerin fonksiyonlar1 tam olarak
anlagilamamasina ragmen, isitme sisteminde temel fonksiyonu oldugu bilinmektedir. Sira
dis1 miyozinlerin isitme kaybindan sorumlu oldugunun tespiti, sagir farelerden elde edilen
caligmalar sayesinde yapilabilmigtir. 600 Pakistanli akrabalarda linkaj analizi ile 28

6,10,22
mutasyon tantmlanmistir™” .

2.2.1.1.3. OTOF (Otoferlin)

Otoferlin proteinini kodlayan OTOF geni, otozomal resesif isitme kaybina yol agtig1
bilinmektedir. 48 ekzondan olusan OTOF geni 2p23.1 ‘de lokalize olmustur. OTOF geni
kohlea, vestibul ve beyinde yiiksek seviyede eksprese olurken, kalp, plasenta, akciger,
pankreas, iskelet kasi ve bobrekte daha az eksprese olmaktadir. Bu genin kodladigi
proteinin sitozolik oldugu, hiicre membranina karboksi terminaliyle tutundugu, sinaptik
vezikiil trafiginin oldugu, i¢ silyal: hiicrelerde eksprese edildigi ve bu yilizden beyne iletilen
sinyal yollarinda dnemli rol oynadig: diisiiniilmektedir. OTOF mutasyonlar1 biiyiik oranda
isitsel ndropatiye ve isitme kaybina sebep olmaktadir. Bu gende tanimlanmis Q829X
kurucu mutasyonunun, Ispanyol populasyonunda olduk¢a yaygin prelingual isitme

kaybindan sorumlu oldugu gosterilmigtir®*>.

2.2.1.1.4. CDH23 (Cadherin-Related 23)

CDH23 kaderin gen ailesinin bir iiyesidir. Bu gen 10. kromozomun DFNBI12
lokusunda q21-q22 bolgesinde bulunmakta ve Cat++ (kalsiyum)’a bagli hiicre-hiicre
tutunma glikoproteinini kodlamaktadir. Bu protein; transmembrani tek gegisli, hiicre dis1

bolgesinde 27 tekrar igcermekte ve 3353 amino asitten olusmaktadir. Kaderinler genis bir
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transmembran protein ailesini kapsamaktadir ve hiicre-hiicre adezyonunda, hiicre
siralanmasinda ve hiicre gogiinde kritik rol oynamaktadirlar. CDH23’deki mutasyonlar,
ayn1 zamanda isitme kaybiyla birlikte retinitis pigmentosa bulgusunun eslik ettigi Usher
sendromu tip 1d’ye neden olmaktadir. Bu gende 35 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 8
delesyon, 3 insersiyon ve 11 kirpilma bolgesi mutasyonu tanimlanmistir. DFNB12
ailelerinde missense mutasyonlar tanimlanmisken, Usher sendromlu hastalarda nonsense,

delesyonlar ve gergeve kaymasi mutasyonlari gdzlenmistir’®?’.

2.2.1.1.5. TMC1 (Transmembrane Channel — Like Protein 1)

Hem otozomal resesif hem de otozomal dominant isitme kaybina neden olan bu gen
9q13-21 bolgesinde lokalize olmustur. Kodladig1 protein ¢ok gecisli bir transmembran
proteinidir. Proteinin gorevi bilinmemesine ragmen i¢ kulakta bulunmasindan yola
cikilarak arastirmacilar TMCI1 proteinin ses dalgalarini sinir impulslarina c¢evirdigini
disiinmektedirler. TMC1’in kohleanin ve vesitubular end organinin sa¢ hiicrelerinde
eksprese oldugu ve kohleanin sagli hiicrelerinin normal fonksiyonu igin gerekli oldugu
anlasilmistir. Biitlin raporlarda TMC’de ki mutasyonlarin prelingual siddetli isitme kaybina
yol agtig1 belirtilmistir. Fare modelleri {izerinde yapilan fonksiyonel ¢alismalar sonucunda
ise bu proteinin dogum sonrasi silyali hiicrelerin gelisimi ve korunmasinda gerekli oldugu

22282
anlasllmlster’ 28,29,

2.2.1.2. Otozomal Dominant Genler

2.2.1.2.1. KCNQ4 (Potassium Voltage-Gated Channel, KQT-Like Subfamily,
Member 4)

Bu gen voltaj-kapili potasyum kanal gen ailesinin bir iiyesidir ve ilk kez
Endonezyal bir ailede yapilan ¢alismalar sonucunda, 1p34°te lokalize DFNA2 bdlgesinde
haritalanmistir. Bu gen ailesi KCNQ1 ve KCNEI genlerini de igerir. Bu ii¢ gen tarafindan
kodlanan potasyum kanallar1 kohleada potasyum homeostasisini saglar. KCNQ4 gen iiriini,
tiiy hiicrelerinin bazolateral ylizeyinde potasyum kanal olusturur ve potasyum iyonlarinin

tiiy hiicrelerinden destek hiicrelere dogru akisina izin verir. Daha sonra potasyum iyonlar
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destek hiicreler arasindaki konneksin kanallar1 {izerinden stria vaskularis’e geri gonderilir.
Burada KCNQ1 ve KCNEI gen iiriinleri tarafindan olusturulan potasyum kanallardan
endolimfe tekrar salgilanirlar bdylece potasyum homeostasisi saglanmis olur. KCNQ4
geninde ki mutasyonlar postlingual, ilerleyen tip otozomal dominant isitme kaybina sebeb
olur. Simdiye kadar 12 mutasyon raporlanmis olup bunlarin 10 tanesi missense, 2 tanesi ise
delesyon mutasyonlaridir. Normal kanal alt birimleriyle etkilesime giren mutant
proteinlerden dolayr missense mutasyonlarin dominant-negatif bir etkiye sahip oldugu ve
geng yasta isitme kaybina sebebiyet verdigi belirtilmistir. Delesyonlarin ise ges yaslarin

baslarinda, yiiksek frekansta bireyi etkiledigi ifade edilmistir'***,

2.2.1.2.2. COCH (Cochlin)

11 ekzondan olusan ve 550 aminoasitlik Koklin adinda bir protein kodlayan COCH
geni 14q11.2-13 DNFA9 bolgesinde lokalize olmus olup, otozomal dominant isitme kaybi1
iliskisi oldugu rapor edilmistir. Sekans tiirler arasinda biiyiik dl¢iide korunmustur. Bu gen
irtiintin kohlea ve vestibuler sistemde olduk¢a bol bulundugu belirtilmistir. Bu gende
meydana mutasyonlar; otozomal dominant, postlingual, non-sendromik ve ilerleyici tip
isitme kaybina sebep olmaktadir. Etkilenen bireylerde benzersiz temporal kemik
histopatolojik bulgular1 gozlenmektedir. Dengesizlik gibi vestibuler semptomlar ve yash
hastalarda Korti organinin dejenerasyonu go6zlenebilir. 7 missense mutasyon rapor
edilmigtir. Bunladan 6 mutasyon proteinin LCCL-domaininde meydana gelmis ve
vestibuler bozukluga sebep olan, ge¢ ortaya c¢ikan ve ilerleyici isitme kaybi ile
iliskilendirilmistir. vVWFA2 domaininde meydana gelen diger mutasyon ise erken ortaya
c¢ikan, vestibiiler disfonksiyon ve anormal okiiler motor yanitlar1 gozlenen isitme kaybi ile
iligkilendirilmistir. P51S; Belcika ve Almanya populasyonda ge¢ ortaya c¢ikan isitme

kaybinda gbzlenen en yaymn mutasyondur?’".

2.2.1.2.3. TECTA (Tectorin Alpha)
Bu gen 11. kromozomunun q22-q24 bolgesinde lokalizedir. Gen 23 ekzon
icermektedir’’. TECTA, koklea i¢in spesifik bir protein olan alfa-tektorin’i kodlar. Alfa-

tektorin, tektoriyal membranin kollajen olmayan glikoprotein bilesenlerinin en biiytigiidiir.
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Tektoriyal membranin toplam protein iceriginin yaklasik %50’sini alfa ve beta tektorin

proteinleri olusturur’'®

. Tektoriyal membran, mekanoelektriksel iletinin korti orgam
tarafindan gerceklestirilebilmesi i¢in hayati dnem tasir. Ses uyarilart sirasinda tektorial
membran korti organina ters yonde hareket ederek steriosilialarin uglarini biiker. Boylece
elektriksel uyar1 baglatilir. Tektorin mutasyonlari, tektorial membranin sesin iletilmesindeki
aracilik fonksiyonunu bozar’. TECTA genindeki mutasyonlar otozomal dominant
prelingual non-sendromik isitme kaybina sahip olan farkl: ailelerde (DFNAS8 ve DFNA12)
rapor edilmistir. Bu lokuslardaki mutasyonlar hem stabil prelingual isitme kaybina hem de
ilerleyici tip isitme kaybina yol acabilmektedir. Diger mutasyon otozomal resesif prelingual
sendromik olmayan isitme kaybina sahip bir Liibnanli ailede (DFNB21) bulunmustur.(p3)

Bu gende 9 missense, 2 delesyon, 1 kirpilma bolgesi ve 1 insersiyon mutasyonu tespit

edilmistir®®.

2.2.1.2.4. WFS1 (Wolframin)

4p16.1°’de DFNAG6,14 ve 38 lokulaslarinda lokalize olan WFS1 geni, hiicrelerde ki
kalsiyum miktarim1 diizenleyen wolframin adinda bir glikoprotein kodlamaktadir. Dogru
kalsiyum dengesi; hiicresel fonksiyonlarda, hiicreler arasindaki etkilesimde, kaslarin
kasilmasinda ve protein islenmesinde 6nemlidir. Wolframin proteini; pankreas, karaciger,
kalp, akciger, beyin ve bobrek gibi ¢esitli dokularda bulunmaktadir. Wolframin protein
katlanmasina ve kalsiyumun dongiisiinde endoplazmik retikulumun islevine yardim
etmekedir’'. WFS1°de ki mutasyonlar hem otozomal dominant sensérinéral isitme kaybina
hem de Wolfram sendromuna yol agmaktadir. WFS1 sebepli isitme kaybi yliksek
frekanslardan degilde sadece diisiik frekanslardan etkilendigi i¢in ¢ok karakteristiktir. Yasla
birlikte yliksek frekanslart duymada bozukluk meydana gelir. WFS1’de ki dominant
mutasyonlar ¢ogu zaman C-terminal domaininde gdzlenmistir. Ispanya populasyonunda
424-425ins16  ve Italya populasonunda ise 1362 1377dell6 spesifik WFSI
mutasyonlaridir. Genel olarak; inaktivasyon mutasyonlart Wolfram sendromuna, C-

terminal bolgesinde ki missense mutasyonlar ise igitme kaybina neden olmaktadir®.
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2.2.1.3. X’e Bagh Kalitim Gosteren Gen

2.2.1.3.1. POU3F4 (POU class 3 homeobox 4)

Xqg21 kromozomu iizerinde bulunan POU3F4 genindeki mutasyonlar sendromik
olmayan X’e bagl ilerleyici tip isitme kaybina (DFN3) neden olmaktadir. POU3F4,
transkripsiyon faktorii kodlayan POU gen ailesinin bir iiyesidir. I¢ ve orta kulagm
mezensimasinda eksprese olup, kemiklerin olgunlagsmasinda gérev alir. POU3F4’iin hedef
almarak inaktive edilmesi ile olusturulan mutant farelerde kemiksi labirentlerin ve orta
kulak kemiklerinin anormal gelisimi gosterilmistir’. DFN3; Mondini displazi, kohlear
hipoplazi, tizengi kemigi fiksasyonu ve vestibuler disfonksyionu ile iliskili karisik, iletici ve
sensorindral isitme kaybi olabilir. Simdiye kadar 20 farkli mutasyon tanimlanmis olup
bunlarin 19 tanesi Kafkas irkindadir. Bu mutasyonlar; DNA baglanma bdlgelerinde
missense ve regiilatdr bolgelerde delesyon olarak gdzlenmektedir. Isitme kaybi eger X’e

bagl kalitim gosteriyorsa muhtemelen bu gendeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir™~’.

2.2.1.4. Mitokondriyal Kalitim Gosteren Genler

Kiicilik boyutuna ragmen mitokondriyal genomdaki mutasyonlar néropati, miyopati,
kardiomiyopati, retinal dejenerasyon, diabetus mellitus ve isitme kayb1 gibi ¢ok cesitli
hastaliklara neden olabilmektedir. iki mitokondriyal genin (MT-RNR1 ve MT-TS1)
mutasyonu yalmzca sagirlikla sonuglanabilmektedir. Ilk olarak 1992°de Arap-israil
ailelerinde yapilan calismalarda 12S rRNA geninde meydana gelen homoplazmik A1555G
mutasyonun sagirlikla iligkili oldugu ortaya ¢ikmustir. Bu mutasyonu tasiyan bireylerin
bebeklik donemlerinde agir siddetli isitme kaybi1 gozlenmektedir. Bu mutasyon Asya ve
Ispanya populasyonlarinda siklikla ortaya ¢ikmustir. Bir diger isitme kaybina neden olan
mitokondriyal geni ise tRNAS™N (MT-TS1)’dir. Bu gende isitme kaybr ile iliskili 4
nokta mutasyonu kesfedilmistir. A7445G mutasyonu Isko¢ ailesinde, a7472insC
mutasyonu Alman ailede, son olarak T7510C ve T7511C mutasyonlar1 tanimlanmistir. Bu
2 gendeki mutasyonlarin neden bdyle bir sonu¢ dogurdugu ¢ok anlasilamasa da
aminoglikozide maruz kalma sonucu sa¢ hiicrelerinde hasar meydana geldigi

dl'Jlsijm'ilmektedir3 232730
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2.2.2. Genetik Dis1 Faktorler

Konjenital isitme kayiplarmin yaris1 genetik diger yarisi genetik dis1 faktorlere bagl
olarak gelismektedir. En yaygin genetik olmayan faktdr; konjenital sitomegaloviral
enfeksiyonu olarak belirtilmistir ve prevelans: yaklasik %0.64 tiir™. Diger non-genetik
faktorler isitme kaybi tiplerine gore farklilik gosterebilmektedir. Sensdrinoral isitme
kaybina yol agan baslica non-genetik faktorler; yiiksek sese maruz kalma, barotravma, kafa
travmasi, cerrahi komplikasyonlari, ototoksik ilag kullanimi, kabakulak gibi viriis
enfeksiyonlar1 ve otoimmiin nedenlere bagl olabilir. Iletim tipi isitme kaybia yol agan
genetik olmayan baslica faktorler ise; enfeksiyonlar, osteom, ekzositoz, akut, serdz ve
kronik otitis media, iyatrojenik, travmalar, timorler (adenom, I6semi vs.), metabolik ve
sistemik hastaliklardir. Ayrica yasla birlikte isitme bozukluklarinin goriilme sikligi oldukga

4,8,16,18
artmaktadir™™ ",

2.3. KONNEKSINLER (Gap Junction)

Gap junctionlar (GJB) komsu hiicreler arasinda kanallar olustururlar. Bu kanallarin
cekirdek proteinleri konneksinlerdir. Bu nedenden dolayr GJB’ler konneksin olarak da
adlandirilmaktadir. Gap junctionlarin yapisi ve komsu hiicreler arasinda ki iletisim ilk
olarak yaklasik 55 yil once elektron mikroskopu g¢aligmalarinda gt')zlenmistir32. GJB’ler
komsu hiicreler arasinda iyonlarin ve kiicik molekiillerin dogrudan difiizyonunu
saglamaktadir. Gap junctionlarin fizyolojik islevleri; sinaptik iletim, hormon-reseptor
sinyalizasyonu ve hiicre adezyonu gibi intraseliiler sinyallere baglidir. Bu proseslerin hepsi
iyon kanallari, G-protein reseptorleri (GPCRs) veya reseptor tirozin kinaz gibi membran
protein araglidir. Bu hiicreler arasi kanallar; 2 hemikanal konneksonlarin u¢ uca
eklenmesiyle olusur. Bir konnekson; integral membran proteini olan konneksinlerin

birleserek 6’11 yap1 (Sekil 2.3) olusturmasiyla meydana gelir36.
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Sekil 2.1. Konneksin, konnekson ve hiicreler arasi kanallar*®

Komsu hiicrelerin diisiik direngli yolaklar boyunca iyon paylasim becerileri,
noronlar, kalp ve diiz kas gibi uyarilabilen hiicreler i¢in ¢ok énemlidir. Gap junctionlar ilk
olarak komsu hiicreler arasinda ki elektirik iletim 6zelliklerinden dolayi, kalp kasinda ve
sinirlerde kesfedilmistir. Bu baglamda, gap junction ile baglanmis hiicreler hem sinaptik
iletim hizinda artisa hem de senkronize hiicrelerin elektriksel ve mekaniksel olarak
koordine olmasina sebep olur. Elektriksel olarak uyarilabilen hiicrelere ek olarak solid
dokularin hemen hemen biitiin hiicreleri gap junctionlar ile birlesik haldedirler. GJIC’in
(hiicreler aras1 gap-junctional iletim) ana islevi; hiicre gruplarinda metabolik ihtiyaglari
paylasmak ve boylece besin veya sinyal molekiillerinin mekansal gecislerini tampon
etmektir’. Dezmozomlar, tight junctionlar, adherens junctionlar ve gap junctionlar elektron
mikroskopunda morfolojik goriintiilerine gore tamimlanabilirler. Kanitlar gosteriyorki
hiicreler aras1 baglantilar gen tranksripsiyonunu ve biiylime kontroliinii diizenleyen
sinyalleri baslatirlar. Gap junction kanallarinin por biiyiikliigii yaklasik 1000 Da’dan az
molekiillerin gegisine izin verir. Gap junction iletisimi; ndronlarda ve kalpte aksiyon
potansiyellerinin hizl iletimini, niikleotid ve glukoz gibi besin ve metabolitlerin difiizyonu,

apoptozun, gen transkripsiyonun ve biiyiime kontroliiniin indiiklenmesinde gorev alan Ca
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(kalsiyum), inositol trifostat (IP;) ve siklik niikleotid gibi ikinci mesajcil sinyallerin
difiizyonu gibi birgok proseste yer almaktadirlar™®.

Gap junctionlar ineksin, panneksin ve konneksin olmak {izere 3 alt aileye
ayrilmaktadir’®. Tlk kesfedilen gap junction; konneksindir. 1980’lerde ilk konneksin geni
izole edildi. Konneksin gen ailesinin insanda yaklasik 21 iiyesi bulunmaktadir®. Bir tek
hiicre tipinde tek bir konneksin eksprese olabilirken birden ¢ok farkli konneksinlerde
eksprese olabilir’®. Konneksinlerin alfa, beta ve gama olmak iizere 3 alt tipi
bulunmaktadir’’. Ayrica molekiil kiitlelerine gére isimlendirilirler. Ornek olarak; Cx30’un
molekiil kiitlesi, 30.366 Da’dir. Yalniz molekiil kiitlesi tek kanal iletkenligini belirlemez.
Ornegin; Cx40 formunun iletkenligi Cx43’e gore daha fazladir®. Konneksinlerin her biri
korunmus sistein artig1 4 transmembran alfa helix ve 2 ekstra seliiler looplardan olusmasi
beklenir. Bu sisteinler looplar arasinda disiilfit baglarin1 olustururlar. Bunlar da gap
junctionin islevsel formasyonun olusmasi igin gereklidir36. Birgok ¢alismada
konneksinlerin hiicre biiyiimesinde, farklilagmasinda ve gelisim kontroliinde rol oynadigi
belirtilmistir. Onlarin malformasyonu sonucu sagirlik, nérolojik ve cilt rahatsizliklar1 gibi
durumlar ortaya ¢ikmaktadir’”. Konneksinler farklilasan iskelet kasi, eritrosit ve olgun
sperm hiicreleri disinda biitiin dokularda ifade edilmektedir. Konneksin izoformlarinin sinir
hiicrelerinde siklikla eksprese oldugu gosterilmistir. Noronlardaki temel konneksinler;
Cx36, Cx30 ve Cx45°tir. Cx32 ve Cx43 karacigerde, Cx26 ve Cx30’un i¢ kulakta, Cx43,
Cx46 ve Cx50’nin lens elyaf hiicrelerinde, Cx43, Cx40 ve Cx45’in ise kalp gelisiminde rol

aldig1 rapor edilmistir’>>®,

2.3.1. GJB2 ( Connexin 26 )

Isitme kaybi yaklagik 1000 dogumda 1 gozlenen en yaygin duyusal bozukluktur.
Vakalarin %50’sinden genetik faktorler sorumludur. Kalitsal olgularin yaklasik olarak
%80’1 otozomal resesif, %20’si otozomal dominant, %1°’1 X’e bagl ve %]1’inden daha az
mitokondrial kalitim gostermektedir. Isitme kaybi oldukca genetik heterojenite gdsteren bir
rahatsizlik olmasina ragmen konjenital otozomal resesif kalitim gosteren vakalarin yaklasik
%50’sinden GJB2 (Cx26)’ de meydana gelen mutasyonlar sorumludur. GJB2’nin otozomal

resesif isitme kaybina neden oldugu ilk kez 1994°te otozomal resesif prelingual isitme
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kayb1 bulunan iki Tunuslu ailede yapilan c¢alismalar sonucunda tanimlanmis olup igitme
kaybina neden olan ilk gen olarak literatiire ge(;mis‘[ir”'41

Konneksinler oligomerlesip plazma membraninda bulunan hexameric hemikanallar
olarak bilinen konneksonlar1 olustururlar. Konneksonlarda bir araya gelerek gap junction
kanallarin1 olustururlar. Bu kanallar 1,200Da kiitlesine kadar, iyonlarin ve kiiglik
metabolitlerin gegisine izin verir’’. GJB2 geni konneksin26 proteinini kodladig1 i¢in bu
isimle de adlandirilmaktadir. Konneksin 26 (GJB2) geni iki ekzona sahiptir. Kodlama
bolgesi olmayan ekzon 1 ve kodlama bolgesi olan ekzon 2 ile 3’- UTR bdlgesi
bulunmaktadir. Toplam 5513 bazdan olusmustur ve 226 aminoasitlik protein kodlar. GIB2
ekspresyonu farkli doku ve hiicrelerde gosterilmistir. GJB2 (konneksin 26, Cx26) geni
kohleada stria vascularis (stV), bazal membran (BM), spiral limbus (Li) ve spiral ligament
(SL) bdlgelerinde ifade edilmektedir'®. 13q11-12 bdlgesinde lokalize olmus olan Cx26’nin
tiimor dokularinda down regiile oldugu boéylece Cx26’nin tiimor siipresor geni olarak
degerlendirildigi ve Cx26’nin hiicre bdliinmesinin S ve G2 fazinda senkronize hiicrelerde
upregiile oldugu belirtilmektedir. Rat kohleasinin immiinohistokimyasal boyamasinda
Cx26 proteinin ifade oldugu kohlear hiicrelerinin 2 grup oldugu gosterilmistir. 1. grup
hiicrelerde; spiral limbusun interdental hiicreleri, i¢ sulkus hiicreleri, korti organ1 destek
hiicreleri ve dis sulkus hiicreleri yer almaktadir. Bunlarin hepsi duyusal olmayan epiteliyal
hiicreleridir. 2. Grup hiicrelerde ise spiral limbusun fibrositleri, stria vaskularisin bazal ve
ara hiicreleri ve skala vestibiileri saran mezenkimal hiicreler yer almaktadir. Bunlarin hepsi
ise bag dokusu hiicreleridir*®. Kanitlar gosteriyor ki iletim islemi sirasmnda Cx26
endolenfatik potasyum iyonlarinin geri doniisiimiine aracilik etmektedir. Ayrica ikincil
mesajcil IP; (inositol trifosfat)’iin hiicreler arasi iletisiminde gerekli oldugu ve epidermiste
keratinositlerin bilylimesinde ve farklilagsmasinda da 6nemli rol oynadigi belirtilmistir’’.

13q11-12 bolgesinde lokalize olan Cx26 genindeki mutasyonlarin hem otozomal
resesif hem de otozomal dominant kalitim gosteren isitme kaybina neden oldugu
bilinmesiyle birlikte otozomal resesif vakalarin yaklasik %80’ninden sorumlu oldugu rapor
edilmistir. Simdiye kadar literatiir calismalarina gére GJB2 geninde igitme kayb ile iliskili
220 farkli mutasyon tespit edilmistir’”. GJB2 genindeki sendromik olmayan otozomal

resesif isitme kaybima yol actigi bilinen en yaygin mutasyon 35delG’dir. Bu mutasyon

23



kodon 10°da 6 guanin niikleotid dizisinden 5.guaninin delesyonudur. Cerceve kaymasina
yol acar ve kodon 12’deki glisin amino asitini valine doniistiiriir. Boylece 13. kodonda bir
stop kodonu olusturur ve premature protein olusmasina neden olur’’. Kafkas irkinda ve
Akdeniz populasyonunda gozlenen en yaygin mutasyondur. Afrikada; R143W mutasyonu,
Almanya-Polonya Yahudilerinde; 167delT mutasyonu, Asyalilarda; 235delC mutasyonu,
Hindistan da ise en sik gbzlenen mutasyon W24X mutasyonudur®. Bunlarin yani sira bu
gendeki birka¢ spesifik mutasyon otozomal dominant kalitim gosteren isitme kaybina

neden olmaktadir. Bunlar; M34T, W44C, R75W, D66H ve G59A mutasyonlarldlrlo.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arag ve Geregler
Bu ¢aligmada kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve teknik malzemeler temin

edildikleri firmalarla birlikte asagida belirtilmistir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler
e Eritrosit Lizis
e Fizyolojik Tampon
e TE-9 Tampon
e SDS
e Proteinaz-K (QIAGEN)
e Sodyum Klortir (NaCl)
e Etil Alkol
o Tris-EDTA
e 1X TBE Soliisyonu
e Etidiyum Bromiir
e PCR Mix.
e (GJB2 Sekans Primerleri
e G/C Enhancing Buffer
e Taq Polimeraz Enzimi
e Distile Su
e ExoSAP-IT
e Dye Terminator Mix.
e Sequencing Buffer
e M-13 Primer (Forward-Reverse)

e Sephadex
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3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
Sogutmali santrifiij (Universal 16R)
Mikrosantrifiij (Techne force 16)

Su banyolar1 (Grant)

Hassas terazi (Sartorius)

Terazi (Shimadzu 321-33557)

pH metre (Inolab)

UV jel goriintiileme sistemi (UVItec)
Otomatik pipetler (Gilbson, Biohit, Socorex)
Vorteks (Niive NM 110)

Etiiv (Dedeoglu )

Elektroforez gii¢c kaynagi (EC3000-90)
Yatay ve dikey elektroforez tanklar1 (Biogen ve Biolab)
PZR cihaz1 (Bioer Xp Thermal Cycler)
Buzdolab1 (Argelik)

Deepfreez (Siemens, Bosch)

Otoklav (Trans)

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Plate-Septa 96-Well (Applied Biosystems)

MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems)

Arastirmanmn yapildigi Molekiiler Biyoloji ve Genetik laboratuari, C.U. Tip

Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda bulunmaktadir.

3.2 Kan Orneklerinin Saglanmasi

Calisma gruplar1 Cukurova bolgesinde Kozan Ilgesinde yasayan 2 ailede konjenital

isitme kaybina sahip olan bireylerden kontrol gruplar ise hasta kisilerin yasayan cekirdek
aile bireylerinden olusturuldu. 1. ailede hasta kisiler TH1 (hastal), TH2 (hasta2) gibi hasta
sayis1 kadar yazilarak kodlandirildi. Kontrol gruplarn ise benzer olarak TK1, TK2 gibi
kodlandirildi. 2. ailede hasta bireyler ise 1. aile i¢in yapilan kodlamalar gibi GH1, GH2
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gibi, kontrol grubu GK1 (Kontrol 1), GK2 olarak kodlandirildi. Bu calismada 1. ailede 4
hasta 5 kontrol gurubu, 2. ailede ise 5 hasta, 2 kontrol grubu olmak iizere toplam 16 birey
birbiri ile kan bag1 olan bireyler molekiiler biyolojik agidan degerlendirildi. Bu kisilerden
EDTA’l tiiplere kan alindi. Tipler alt iist edilerek kanlarin pihtilasmasi onlendi. Kan
ornekleri DNA elde etmek tizere kullanildi.

3.2.1. Hasta Rizasi

Calismada yer alan tiim hasta ve kontrol grubunun c¢aligmaya katilimlari, Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurullari Arastirma Projesi Bilgi ve Taahhiit Formunda
belirtilen kurallara uygun olarak hazirlanmigs DNA Caligmasi Onam Formlar1 doldurularak

saglandi1 (Ek-3).
3.3. Yontem

3.3.1. Periferik Kandan DNA Elde Edilmesi
Bu calismada periferik kandan DNA elde etmek icin Miller ve arkadaslarinin

~ . oee

gelistirdigi “salting out” (tuzla ¢oktiirme) yontemi modifiye edilerek kullanild™.

1. 1,5 mI’lik ependorf tiipii icerisine iyice alt list edilmis kan 6rneginden 700 pl, eritrosit
lizis (Ek-1.1) soliisyonundan da 700 pl konulup dikkatlice alt {ist edilerek 3-5 dk. oda
isisinda bekletildi. 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra
siipernatant kismi atildi.

2. Elde edilen pellet iizerine 700ul eritrosit lizis soliisyonu eklendi. Tiip kuvvetlice
calkalanarak pellet ¢ozdiiriildii. 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden
sonra siipernatant kismi atildi.

3. Pellet tizerine 1000 pl (1 ml) fizyolojik tampon (Ek-1.2) eklenerek ¢ozdiiriildii. 4500
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi atildu.

4. Pellet tizerine 300 ul TE-9 (Ek-1.3) tamponu ilave edilerek ¢ozdiiriildii. Bunun iizerine
100 pl SDS (Ek-1.4) ile 20 pl Proteinaz-K (Ek-1.5) ilave edildi. Vorteks iizerinde tiip
igerigi iyice karistirildi. 65°C’de 1-2 saat benmaride tutuldu. 20 dk araliklarla tiip alt

ust edildi.
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10.

11.
12.

13.

Inkiibasyon sonunda tiip igerisine 200 ul 6M NaCl (Ek-1.6) ilave edildi. Olusan beyaz
gorinimlii yapiyr dagitmak icin tiip kuvvetlice calkalandi ve 13500 rpm’de 7 dk
santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda siipernatant bagka bir tiipe alinip pellet atildi. Siipernatant tekrar
13500 rpm’de 7 dk santrifiij edildi.

Yine siipernatant bagka bir tiipe alinip pellet atildi. Tuzdan arinmis olan siipernatantin
iizerine 900 pl %100’lik etil alkol eklendi. Tiip iyice karistirildi. Bu asamada DNA
ipliksi formunda goriilebilmektedir.

Ependorf tiipi 13500 rpm’de 7 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildu.

Tiiplin dibine yapisan DNA’y1 kaldirmak icin 1000 pl %70’lik etil alkol (Ek-1.7)
eklendi. 13500 rpm’de 7 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Bu islem bir kez daha
tekrar edildi.

Stipernatant dokiildiikten sonra tiip ters ¢evrilip DNA’nin tiipe yapismasi i¢in 15 dk
beklendi.

DNA’nin biiyiikliigiine gére 50-100 pl TE (Tris-EDTA) (Ek-1.8) konuldu.

DNaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in 70-80 °C benmaride, 10-15 dk inkiibasyona
birakildi.

DNA o6rnekleri kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi. Uzun siireli saklamalar

icin ise -20 °C ye alind.

3.3.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PZR sonrasinda elde edilen iirlinlerin varligmmi kontrol etmek i¢in kolay ve hizl

hazirlanmasi sebebi ile agaroz jellerden yararlanildi. Genellikle %2 ve %3 oraninda agaroz

jel kullanildu.

1.

Calismaya baslamadan once jel kabi iyice temizlenip kurutulduktan sonra jel dokme
kalibina yerlestirildi. Bu kalip, diiz bir ylizeye kondu. Kuyularin olusturulmasi i¢in
kullanilan taraklar diizgiince yerlerine yerlestirildi.

Jel dokme kabinin boyutlar ile jelin kalinlig1 dikkate alinarak hesaplama yapildi. 8 X
9cm boyutundaki jel kabina % 2 konsantrasyonunda jel dokmek i¢in erlenmayerde 1 g

agaroz tartilip, 50 ml 1X TBE soliisyonu (Ek-2.1) eklendi. Mikrodalga firinda agaroz
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lyice eriyene kadar 1sitild1.

Jelin i¢ine 3 pl stok EtBr (Etidiyum bromiir) (Ek-2.2) soliisyonundan ilave edildi.
Kuvvetli mutajen ve toksik olan Etidiyum bromiir iceren g¢ozeltilerle ¢alisirken her
zaman eldiven kullanild.

Agaroz ¢ozeltisi, sicakligi 45-50 °C’ye (el yakmayacak sicakliga) gelinceye kadar
sogutuldu.

Ik agaroz c¢ozeltisi hava kabarcigi olusturulmadan dikkatlice jel dokme kabina
dokiildii.

Jel, oda sicakliginda yaklasik 30-45 dakikada polimerize olmasi beklenildi.

Jel elektroforez tankina alindi, tankin igerisine iizerini ortecek kadar 1 X TBE tamponu
ilave edildi. Taraklar dikkatlice ¢ekilerek ylikleme yapmak icin kuyucuklar hazir hale
getirildi.

3.3.3. Orneklerin Agaroz Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Kontrol edilmek istenen DNA o6rnekleri jel ylikleme tamponu (Loading dye) (Ek-

2.3) ile birlikte yiiklendi.

Jel yiikleme (veya DNA yiikleme) tamponu; Ornefin yogunlugunu arttirarak

DNA’nin kuyucugun icine diizgiin olarak aktarilmasim saglar. Ornegi renklendirerek

kuyulara yiiklenme islemini basit hale getirir. Elektriksel alanda 6rneklerin go¢ hareketinin

takip edilmesi sirasinda kolaylik saglar.

Jelin sagindaki veya solundaki ilk kuyuya molekiiler agirlig1 bilinen marker DNA’dan
Sul ytiklendi.

Mikropipet ile 5 pl PZR firiinii ile 1 pl Bromfenolmavisi iceren 6X yiikleme tamponu
karistirildi. Toplami 6 pl olan karisim kuyucuklara yiiklendi. 100 voltta 60 dakika
elektrik akimi altinda yiiritiildii.

Jel UVidoc cihazinda ultraviyole 151k altinda gériintiilendi ve jel goriintiileri diskete

kaydedildi.

3.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yonteminin Uygulanmasi

PZR yontemi, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki dizisi bilinen
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herhangi bir bolgenin ¢ogaltilmasini (amplifikasyonunu) saglayan basit ve hizli in-vitro
DNA sentez yontemidir.
PZR reaksiyonunun hazirlanmasinda temel olarak sirasiyla su asamalar takip edildi:
e Reaksiyonda kullanilacak DNA’lar ve ¢ozeltiler -20°C’tan alinip ¢ozdiirtildii.
e 200 pl’lik PZR tiipleri tizerlerine 6rnek numarasi yazilarak hazirlandi.
e Tiim DNA ornekleri ve ¢ozeltiler 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir siire santrifiij
edildi.
e PZR miks hazirlamak i¢in 200 pl’lik PZR tiipiine daha 6nce hesaplanan miktarlarda
PCR mix, GJB2 sekans primerleri, G/C Enhancing Buffer ve Taq polimeraz eklendi.
e Tiip 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir siire santrifiij edildi.
e Numaralandirilmis her bir PZR tiipiine 6nceden hesap edilen miktarlarda su ve
numarasina ait DNA eklendi.
¢ _ Daha sonra PZR miks tiiplere esit olarak dagitildu.
e Bodylece tiiplerin her birine tiim PZR bilesenleri eklenmis oldu.
e Tiipler 6nce vortekslendi, daha sonra kisa bir siire santrifiij edildi.

e Tiipler 6nceden programlanmis thermal cycler’a yerlestirildi ve cihaz calistirildi.

3.3.4.1 GJB2 Geni Tiim Bolgelerinin PZR ile Cogaltilmasi

Calismamizda GJB2 geninin tiim bolgelerini (Ekzonl, Ekzon2 (2A ve 2B))
cogaltmak icin GML kitinde hazir halde gelen primerler secildi. GML GJB2 kit
protokoliinde yer alan uygun amplifikasyon kosullar1 PZR reaksiyonlar: i¢in kullanildi.
(Cizelge 3.1)

PZR reaksiyonunu gerceklestirmek i¢in kullanilan malzemelerin tiimiiniin yer aldig1

GJB2 kiti ticari olarak satin alindi ve kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.
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Cizelge 3.1. GJB2 geni tiim bdlgelerinin optimal amplifikasyonlarinin gerceklesmesinde kullanilan maddeler

ve miktarlari

Reaksiyon karisimi

Kullanilan miktar

GML PCR Mix 7.5 ul
GJB2 Primer Mix 1 ul
Taq polimeraz enzimi 0,2 ul
G/C Enhancing Buffer 3ul
Distile Su 2l
Genomik DNA 1,5 ul
Toplam Hacim 15,20 pl

Cizelge 3.2. GJB2 geni tiim boélgelerinin

optimal amplifikasyonlarmin gerceklestigi PZR programi 1s1

déngiileri
Dongiiler Sicakhik Siire
1. Aktivasyon 96.0°C 5dk
94.0°C 30 sn

2. Amplifikasyon (40 Dongii) 59.0°C 45 sn
72.0°C 45 sn

5. Uzama 72.0°C 10 dk

6. Bekleme 4.0°C Siiresiz

Orneklerin amplifikasyonu ve elde edilen bantlarin kontrolii énceden anlatildig1 gibi

(3.3.3), ornekler agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.

3.3.5. PZR Reaksiyon Uriiniiniin Temizlenmesi Yontemi

Agaroz jel elektroforeziyle amplifikasyon kontrolii yapildi, amplifikasyon goriilen

PZR iiriinii (5 pl) 200 pl’lik miktosantrijiij tiiptine aktarildi. Temizleme islemi igin

kullanilan ExoSAP-IT stvisindan 2 pl alinip PZR fiirlinlerinin aktarildig: tiiplere ilave edildi.
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Hazirlanan karisim once vortekslendi, sonra kisa bir santrifiij islemi ile GML GJB2 kit

prosediiriinde yer alan temizleme reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi.

Cizelge 3.3. PZR iirlinlerinin temizlenme reaksiyonu i¢in hazirlanan karigim

Reaksiyon Karisimi Kullanilan Miktar (ul)
Amplifiye Uriin (PZR fiiriinii) 5.0 ul
ExoSAP-IT 2.0 ul
Toplam Hacim 7.0 ul

Cizelge 3.4. PZR iiriinlerinin temizleme reaksiyon dongiileri

Dongiiler Sicakhk Siire
1.Enzim Inkiibasyon 37.0 °C 30 dk
2.Enzim Inaktivasyonu 80.0 °C 15 dk
3.Bekleme 4.0°C Siiresiz

Temizleme reaksiyonun sonlandirilmasi ile birlikte Sekans reaksiyonun hazirlanma

asamalarina gecildi.

3.3.5.1 GJB2 Genin Sekans Reaksiyonun Hazirlanmasi

PZR fiiriiniiniin temizlenmesi asamasindan sonra sekans reaksiyonu i¢in kullanilmak
lizere malzemeler ve miktarlar1t GML kiti protokiiliine gore hazir hale getirildi. Tiim
bolgelerin dizileri hem reverse hem de forward olmak iizere ayn tiiplerde PZR islemi

gergeklestirildi.
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Cizelge 3.5. Sekans reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari

Reaksiyon Karisimi Miktari
Dye Terminator Mix 2.0 ul
Sequencing Buffer 2.0 ul
Sequencing Primer (Forward veya | 2.0 ul
Reverse)

Distile Su 2.0 ul

200 pl’lik mikrosantrifiij tiipline hazirlanan 8 pl’lik karisim igerisine 2 pul ExoSap
tirtinlinden ilave edildi. Kisa bir vorteksten sonra 30 saniye 1600g’de santrifiij edildi. Daha
sontra. GML GJB2 kit protokoliinde yer alan uygun sekans reaksiyon kosullari igin
kullanilds.

Cizelge 3.6. Sekans reaksiyonu icin hazirlanmis uygun 1s1 dongiileri

Dongiiler Sicakhik Siire
1.Aktivasyon 96.0 °C 1 dk
96.0 °C 10 sn
2.25 Dongii 50.0 °C 5sn
60.0 °C 4 dk
3.Bekleme 4.0°C Siiresiz

Sekans reaksiyonu bittikten sonra sekans iiriinlerinin piirifikasyon islemine gecildi.

3.3.5.2 GJB2 Geni Sekans Uriinlerinin Piirifikasyonu ve Plate Kuyularina
Yiikleme islemleri

700 pl sephadex (14 ml i¢in 1gr. Sephadex) 2 pl’lik kolon tiipe aktarildi ve 4600
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Asagida kalan kisim bosaltild1 ve iistte kolonumuz hazir
hale geldi. Daha sonra 10 pl sekans iiriinii kolona degmeyecek sekilde kolonun iizerine
birakild1 ve 4600 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Bu sefer alttaki alttaki siv1 (yaklasik 10

ul) 96’lik reaksiyon plate kuyularima aktarildi. 10 pl’den az sivilarin iizerine eksik olan
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miktar kadar saf su ilave edildi. Kuyulara aktarma islemi bittikten sonra plate septa ile
kapatildi ve yiiriitiilmesi igin genetic analyzer cihazina yiiklendi. Islem bittikten sonra

GJB2 geninin ¢ogaltilan tiim bdlgeleri mutasyon ve polimorfizm agisindan incelendi.
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4. BULGULAR

Vaka rapor ¢alismamiza Adana ilinin Kozan ilgesinde yasayan ve konjenital isitme
kayb1 gozlenen 2 farkli aile dahil edildi. Isitme kaybi olan bireylerin yani sira herhangi bir
mutasyon ya da polimorfzim s6z konusu oldugunda hastaliga ne kadar etkisi oldugunu daha
net anlayabilmek i¢in igitme kayb1 gdzlenmeyen kardesleri ve ebeveynleri de kontrol olarak
ele alindi. 1. ailemizde 5 hasta ve 2 kontrol, 2. ailemizde ise 4 hasta ve 5 kontrol olmak
lizere toplam 16 birey arastirildi. Toplanan kanlardan tuzla ¢oktiirme yontemi ile elde
edilen DNA’lar PZR yontemi kullanilarak GJB2 geninin tiim bolgeleri c¢ogaltilip,
sekanslama yontemi ile tiim niikleotid dizisi belirlenerek mutasyonlar ve polimorfizmler

tespit edildi.
4.1. Molekiiler Genetik Analizler

4.1.1. Birinci Ailenin GJB2 Geni PZR ve Sekans Analizleri

GJB2 geninin tim niikleotid dizisi PZR yontemi ile cogaltildi. PZR ile tiim
bolgelerin ¢ogaldig: teyit edildikten sonra sekans yontemi uygulandi. Ailenin pedigrisi
asagida gosterildigi gibi 7 ¢ocuktan 1 tanesi normal diger 6’sinda ise konjenital igitme
kayb1 bulunmaktadir. Ebeveynlerde herhangi bir isitme kayb1 gézlenmediginden dolay1 bu
bozuklugun otozomal resesif kalitim gosterdigi goriilmektedir. Bu 6 bireyin 5’1 hala

hayattadir. Anne ve normal olan ¢ocuk kontrol olarak ¢alismada yer almistir.

TK2

O

TH1 TH2 TH3 TK1 TH5

TH4

Sekil 4.1. Birinci Ailenin Pedigrisi
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2 kontrol 5 hasta olmak iizere toplam 7 bireyin sekans sonuclarina gére polimorfizmler ve

mutasyonlar tespit edilmistir. Gozlenen genotipler Cizelge 4.1°de gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.1. Konjenital isitme kayipli bireylerde ve kontrollerde belirlenen genotipler

Hasta ve Genotip

Kontrol

Numaralari

TH1 V271 + E114G / normal
TH2 V271 + E114G / normal
TH3 normal / normal

TH4 V271 /normal

TK1 V271 / normal

THS V271 + E114G / normal
TK2 V271 + E114G / normal

Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi 4 bireyde V271 + E114G bilesik heterozigotluk, 2 bireyde
V271 heterozigot mutasyonu ve 3 bireyde 4159 T>C polimorfizmi goriilmiistiir. V271
heterozigot mutasyonda sadece bir allelde izoldsin aminoasidinin valin aminoaside
doniistiigli goriilmiistiir. E114G heterozigot mutasyonunda ise gliitamik aminoasit glisin
aminoasidine doniismiistiir. Tespit ettigimiz degisimlerin niikleotid varyasyonu, bulundugu

protein bolgesi ve mutasyon tipleri Cizelge 4.2°de gosterildigi sekildedir.
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Cizelge 4.2. Kesfedilen mutasyonlar ve tipleri

Mutasyon Nikleotid Protein Bolgesi | Aminoasit Degisimi Mutasyon
Varyasyonu Tipi
V27 79 G>A ™1 Valin>izolésin Missense
(Transmembran
protein bolgesi)
E114G 341 A>G IC (Hucreler Glutamik Asit>Glisin Missense
arasi)

Buldugumuz mutasyonlarin niikleotid dizilimi ve bulundugu bdlgeler Sekil 4.2°de

gosterildigi gibidir.

] =0 &0 70
TCTGGCTCACCGE TCCTC TTCATTTTTCGC T °T T
—

V27
310 320 330
GAT GAGTG TTT GGACATCG AGGAGATC
—
E114

Sekil 4.2. V27 ve E114 aminoasit bolgelerinin GJB2 genindeki niikleotid dizilimi
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Sekil 4.3. V271 (79 G>A) heterozigot mutasyonlu bireyin niikleotid dizilimi

GAA>GGA

E114G

A
G

Sekil 4.4. E114G heterozigot mutasyonlu bireyin niikleotid dizilimi
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Hiicreler arasi

Sekil 4.5. V27 ve E114 aminoasit bolgelerinin hiicredeki yerleri®

Sekil 4.5°de goriilecegi gibi bizim birinci ailemizde saptanan V271 mutasyonu

transmembran bolgesinde, E114G ise hiicreler aras1 bolgede bulunmaktadir®.

4.1.2. ikinci Ailenin GJB2 Geni PZR ve Sekans Analizleri

GJB2 geninin tim niikleotid dizisi PZR yontemi ile cogaltildi. PZR ile tiim
bolgelerin ¢ogaldig teyit edildikten sonra sekans yontemi uygulandi. Ailenin pedigrisi
asagida gosterildigi gibi 8 ¢cocuktan 4 tanesinde konjenital isitme kayb1 gozlenirken diger 4
birey tamamen normaldirler. Cocuklarin yani1 sira da kontrol grubuna babalarida

eklenmistir. Sekil 4.6°da gosterildigi gibi toplam 9 bireyden 4’1 hasta 5’1 normaldir.
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Sekil 4.6. Tkinci Ailenin Pedigrisi

5 kontrol 4 hasta olmak iizere 9 bireyin sekans sonuglarina goére polimorfizmler ve
mutasyonlar tespit edilmistir. Bulunan tiim degisimler Cizelge 4.3’te gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.3. Ikinci ailede tespit edilen mutasyonlar ve polimorfizmler

Hasta ve Kontrol Numaralar:1 | Mutasyonlar Polimorfizmler
GH1 K224Q -

GH2 - 4159 T>C

GH3 - 363 G>A, 327 G>A
GH4 - 535 G>A

GK1 K224Q 327 G>A

GK2 K224Q 327 G>A, 363 G>T
GK3 K224Q 327 G>A

GK4 - 363 G>A

GKS - 363 G>A

Cizelge 4.3°de gosterildigi gibi hem kontrol hem de hasta bireylerde mutasyon olarak
sadece 1 allelde lizin aminoasidinin gliitamin aminoasidine doniistiigli K225Q missense
mutasyonu gozlenmistir. Sekil 4.8’de goriildiigli gibi her iki allelde adenin bazi olmasi

gerekirken bir allelde adenin diger allelde ise sitozin baz1 bulunmaktadir.
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Sekil 4.7. K224 bolgesinin niikleotid dizilimi

AAG>CAG
:,:K\:}::::.

K224Q

670A>C

Sekil 4.8. K224Q heterozigot mutasyonlu bireyin niikleotid dizilimi
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K224Q heterozigot mutasyonunun yani sira 4 bireyde 327G>A, 3 bireyde 363G>A, 1
bireyde 363G>T, 1 bireyde 535G>A homozigot polimorfizmleri ve 1 bireyde 4159T>C

heterozigot polimorfizmi gozlenmistir.

! | ! { ' ! |

Sekil 4.9. 363G>A polimorfizmli bireyin sekans analizi
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5. TARTISMA

GJB2 geninde meydana gelen mutasyonlarin sendromik, non-sendromik, dogustan
ve dogustan olmayan isitme kayiplarina neden oldugu bilinmektedir. Cogu zaman bu gende
ki mutasyonlarin direk olarak isitme kaybina neden oldugu bazen ise dolayli yoldan
hastaligin ortaya ¢ikmasinda katkida bulundugu gosterilmistir. Gap junctionlar ilk olarak
komsu hiicreler arasinda ki elektrik iletim 6zelliklerinden dolayi, kalp kasinda ve sinirlerde
kesfedilmistir. Bu baglamda, gap junction ile baglanmis hiicreler hem sinaptik iletim
hizinda artisa hem de senkronize hiicrelerin elektriksel ve mekaniksel olarak koordine
olmasina sebep olur. Elektriksel olarak uyarilabilen hiicrelere ek olarak solid dokularin
hemen hemen biitlin hiicreleri gap junctionlar ile birlesik haldedirler. Hiicreler aras1 gap-
junctional iletim (GJIC)’in ana islevi; hiicre gruplarinda metabolik ihtiyaglar1 paylasmak ve
bdylece besin veya sinyal molekiillerinin mekéansal gegislerini tampon etmektir’™. Gap
junction iletisimi; néronlarda ve kalpte aksiyon potansiyellerinin hizli iletimini, niikleotit ve
glikoz gibi besin ve metabolitlerin difiizyonu, apoptozun, gen transkripsiyonun ve biiylime
kontroliiniin indiiklenmesinde gorev alan kalsiyum, inositol trifostat ve siklik niikleotit gibi
ikinci mesajcil sinyallerin difiizyonu gibi bir¢ok proseste yer almaktadirlar®.

Isitme kaybi; yaklasik 1000 dogumda 1 gozlenen en yaygin duyusal bozukluktur.
Vakalarin %50’sinden genetik faktorler sorumludur. Kalitsal olgularin yaklasik olarak
%80’1 otozomal resesif, %20’si otozomal dominant, %1°’1 X’e bagl ve %]1’inden daha az
mitokondrial kalitim gostermektedir. Isitme kayb1 oldukca genetik heterojenite gdsteren bir
rahatsizlik olmasina ragmen konjenital otozomal resesif kalitim gosteren vakalarin yaklasik
%50’sinden GJB2’de meydana gelen mutasyonlar sorumludur. GJB2’nin otozomal resesif
isitme kaybina neden oldugu ilk kez 1994’te otozomal resesif prelingual isitme kaybi
bulunan iki Tunuslu ailede yapilan ¢alismalar sonucunda tanimlanmis olup isitme kaybina
neden olan ilk gen olarak literatiire gegmistir’* ™',

GJB2 ekspresyonu farkli doku ve hiicrelerde gosterilmistir. GJB2 geni kohleada
stria vascularis, bazal membran, spiral limbus ve spiral ligament bolgelerinde ifade
edilmektedir'. Oniigiincii kromozomun q11-12 bdlgesinde lokalize olmus olan Cx26’mn

tiimor dokularinda diisiik seviyede regiile oldugu boylece GJB2’nin tiimér siipresér geni
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olarak degerlendirildigi ve hiicre bdliinmesinin S ve G, fazinda senkronize hiicrelerde fazla
regiile oldugu belirtilmektedir. Rat kohleasinin immiinohistokimyasal boyamasinda Cx26
proteinin ifade oldugu kohlear hiicrelerinin 2 grup oldugu gosterilmistir. Birinci grup
hiicrelerde; spiral limbusun interdental hiicreleri, i¢ sulkus hiicreleri, korti orgami destek
hiicreleri ve dis sulkus hiicreleri yer almaktadir. Bunlarin hepsi duyusal olmayan epiteliyal
hiicreleridir. ikinci grup hiicrelerde ise spiral limbusun fibrositleri, stria vaskularisin bazal
ve ara hiicreleri ve skala vestibiileri saran mezenkimal hiicreler yer almaktadir. Bunlarin
hepsi ise bag dokusu hiicreleridir*®. Daha 6nceki yapilan galismalara gore sinyal iletimi
sirasinda Cx26 proteini endolenfatik potasyum iyonlarmin geri doniisiimiine aracilik
etmektedir. Ayrica ikincil mesajcil inositol trifosfat’in hiicreler arasi iletisiminde gerekli
oldugu ve epidermiste keratinositlerin biiylimesinde ve farklilagmasinda da 6nemli rol
oynadig belirtilmistir®”.

Iki aileyi kapsayan calismamizda konjenital isitme kayb1 gdzlenen hastalarin yani
sira bu hastalarin aile i¢i bireyleri kontrol olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Otozomal
resesif kalittm goOsteren birinci ailemizde saptanan V271 ve E114G heterozigot
mutasyonlarinin ayr1 ayrt ya da bilesik heterozigotluk olarak konjenital isitme kaybi
hastalarinda  gozlendigi bircok calisma ile literatiire gecmistir. V271 heterozigot
mutasyonunda iki allelden biri normal iken diger allelde valin aminoasidinin yerine izoldsin
aminoasidi olugmaktadir. E114G heterozigot mutasyonunda ise yine tek bir allel de
gliitamik aminoasidinin yerine glisin aminoasidi olusmaktadir. Isitme kayb1 vakalari ile
yapilan ¢aligmalarda GJB2 geninde meydana gelen mutasyonlarin ¢ogu zaman hastalia
dogrudan etki ettigi belirtilmistir. Direk olarak etkili olmadigi zamanlarda ise dolayli
yoldan hastalifin siddetine ve ortaya ¢ikmasina katkida bulundugu bizim g¢aligmamizda
oldugu gibi bir¢ok c¢alismada gosterilmistir. Yine bizim c¢alismamiza paralel olarak
caligmalarin ¢ogunda ortak bulgular yer almasina ragmen bazi c¢alismalar ile de ters
diismektedir.

Kelley ve arkadaslar1 calisma grubu olarak otozomal resesif non-sendromik isitme
kayb1 olan 58 Amerikaliyr ve bunlarin normal duyan ebeveynlerini se¢mislerdir. Bizim
caligmamizda saptadigimiz V271 yanlis anlamli (missense) mutasyonunun bu ¢alismada ki

goriilme sikligr %4 olarak saptanmistir. Heterozigot bir degisim gozlendigi icin hastalikla
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birebir iliskisi dﬁsﬁnﬁlmemektedir42. Bizim ¢alismamizda birinci ailemizde de otozomal
resesif kalitim gozlendiginden dolay1 ve saptadigimiz V2711 heterozigot mutasyonun hem
kontrol gruplarinda hem de hasta bireylerde gozlenmesi nedeniyle hastalikla dogrudan
iligkisi olmadig1 ama dolayli olarak igitme kaybi siddetine etki ettigini diisiinmekteyiz.
Fischer ve arkadaslarinin yaptig1 calismada bilesik heterozigotlugun yani V271 + E114G
mutasyonlarmin aym anda gézlenmesinin hastalikla iligkisi oldugu soylenmistir*’. Bizim
calismamizin sonuglarina gore bu degisimlerin dogrudan olmasa da hastaliga dolayli
yoldan etki ettigi muhtemeldir. V271 mutasyonu transmembran protein bolgesinde yer
almaktadir ve bu nedenle daha once yapilan islevsel mutasyon analiz ¢calismasinda V271
mutasyonunun hastalikla direk iligkisinden ziyade transmembran protein bolgesinde yer
almasindan dolay1 hastaligin meydana gelmesinde ve siddeti iizerinde etkili oldugu
saptanm1§t1r48,49.

Bazazzadegan ve arkadaglarinin iclerinde Tiirklerin de yer aldigi farkli etnik
gruplarmim bulundugu Iran populasyonunda GJB2 genindeki mutasyonlarin sendromik
olmayan isitme kaybi ile direk iliskili olup olmadigini iizerine yapilan ¢alisma sonucuna
gore; V271 heterozigot mutasyonunun Iran populasyonunda gériilme oran1 %26, E114G
mutasyonunun oranit ise %7’dir. Ayrica bu iki mutasyon (V271 + E114G) bizim birinci
ailemizde oldugu gibi birlikte de goriilmiistiir ve frekansi da %0,9’dur. Bu calismada V271
ve E114G mutasyonlarinin hastalikla direk olarak bir iliskisi olmadig: diisiiniilmektedir*,

Seeman ve arkadaslarinin GJB2 geninde ki mutasyonlarin frekanslarini
belirleyebilmek igin ¢alisma grubu olarak prelingual sagirligi olan 156 Cek hasta
secilmistir. Bizim iki aileyi kapsayan c¢alismamizda saptadigimiz mutasyonlar (V271 +
E114G, K224Q) Japon ve Cek populasyonlar1 iizerinde yapilan bu caligmalarda
gézlenmemistir®. Buda bizlere isitme kaybi vakalarinda etnik koken farkliligmin ve cografi
konumun dolayisiyla epigenetigin hastaligin olusmasinda ve siddetinde katkida
bulundugunun gostergesidir.

Dalamon ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; bizim ¢alismamizda gézlenen V271
heterozigot mutasyonu bu hastalarda homozigot olarak gozlenmis olup frekansi %5’tir.
Ayrica bizim ¢alismamizda gozlenen V271 + E114G bilesik heterozigotluga benzer olarak
Arjantin populasyonun yer aldig1 bu g¢alismada V271 + R75W bilesik heterozigotlugun
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hastalikla direk olarak iliskisi oldugu belirtilmis olup frekansi yine %>5’tir*’. Buda bizlere
V271 bolgesi transmembran protein bolgesinde yer aldigi i¢in diger bolgelerle etkilesiminin
yiiksek oldugu ve bilesik heterozigotluk durumlarinda hastaligin meydana gelmesinde ve
hastalik siddetinde etkili olabilecegi diislindiirmektedir.

Schrijver ve arkadasinin ¢alismasinda V271 + E114G bilesik heterozigotlugunun
ayn1 kromozomda oldugunda hastalik sebebi oldugu aynm1 kromozomda olmadiginda ise
direk olarak hastalikla iliskisi olmadigim bulmuslardir®. Bizim yaptigimiz ¢alismaya gore
bu bilesik heterozigotlugun ayn1 kromozomda olup olmadigi hastaligin olusumunda etkili
olmadig1 ama dolayli yoldan etki gésterebilecegi gdsterilmistir. Samanich ve arkadaslarinin
2006 yilinda 109 sendromik olmayan c¢ocuklar {iizerinde yaptig1i calismada V271
polimorfizmin saptanan polimorfizmler arasinda frekansinin (%27) en yiiksek oldugu
bulunmusturso.

V271 heterozigot mutasyonun direk olarak hastalifa sebep olmadigi ama
transmembran protein bolgesinde yer aldigir i¢in bazi epigenetik mekaniuizmalar
dogrultusunda hastaliga katkida bulunulabilecegi belirtilmistir®. Diger yandan V271 +
E114G bilesik heterozigotlugun bazi makalelerde direk olarak hastalik sebebi olabilecegi
bazi makalelerde ise direk olarak olmasa da katkida bulundugu sdylenmistir. Bizim vaka
rapor calismamizda ise V271'nin ve V271+E114G’nin direk olarak hastalik sebebi olmadigi
ama neredeyse tliim aile bireylerinde gozlendigi i¢in bir sekilde hastaliga katkida bulundugu
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda neredeyse yapilan tiim caligmalarda V271 ve E114G
heterozigot mutasyonlarin hafif isitme kayiplarina nazaran agir siddetli ve sagir olan
hastalarda daha sik gozlenmistir****. Buda bizlere hastaligin olusmasinda GJB2 genine
bir bagka geninde dahil oldugu ve birinci ailemizde buldugumuz mutasyonlarin daha ¢ok
hastaligin siddetine etki ettigini diisiinmekteyiz.

Calismamiza dahil edilen otozomal resesif kalitim gosteren ikinci ailemizde ise
birinci ailemizden farkli mutasyonlar ve polimorfizmler gozlenmistir. Bunlar, K224Q
yanlis anlamli mutasyonunun (missens) yani sira 363G>A, 327G>A, 363G>T, 4159T>C ve
535G>A polimorfizmleridir. ikinci ailemizde 3 kontrol 1 hasta olmak iizere 4 kiside
gozlenen K224Q heterozigot mutasyonu Samanich ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada da

bulunmustir ve frekans1 %6’dir. K224Q degisiminin polimorfizm oldugu ve hastalikla bir
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iliskisinin bulunmadigi belirtilmistirso. Yine Jidong ve arkadaslarinin isitme bozuklugu olan
209 birey flzerinde yaptigt calismada bizimle ortak olarak V271 ve K224Q
polimorfizmlerini bulmuslardir’®. K224Q mutasyonunun ve polimorfizmin yapilan onlarca
calismadan sadece bir kaginda tespit edilmistir ve K224Q degisiminin direk olarak
hastalifa sebebiyet vermedigi belki dolayli yollardan katkida bulununabilecegi
soylenmektedir**™’. laveten, az goézlenmesinin nedeni sadece belirli toplumlara 6zgii
olabilecegi de diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda bu yonde sonu¢ vermektedir. Bu
sonuglara gore ikinci ailemizin hasta bireylerinde GJB2 geninde herhangi bir hastalik
sebebi mutasyonun bulunmadigi ve GIB2 genine baska gendeki mutasyonlarin eslik ettigi

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Vaka rapor calismamiza Adana ilinin Kozan ilgesinde yasayan ve aile bireylerinde
konjenital isitme kayb1 gbzlenen 2 farkli aile dahil edildi. Calismamiza toplam 9’u hasta
7’s1 kontrol olmak tizere 16 birey incelenmeye alinmis ve asagida belirlitilen sonuglar elde
edilmistir.

1. Birinci ailemizin pedigrisine baktigimizda konjenital isitme kaybinin otozomal
resesif kaliim gosterdigi ve bulunan heterozigot mutasyonlarin (V271 ve E114G) ve
polimorfizmlerin hastalikla birebir iligkisi oldugu diisiiniilmesede dolayli yoldan hastaligin
olusumuna ve siddetine etki ettigi muhtemeldir.

2. ikinci ailemizin pedigrisine baktigimizda ise orada da otozomal resesif bir kalitim
gozlendigi ve bulunan mutasyonun (K224Q) ve polimorfizmlerin hastaligin olusumunda
direk olarak etkili olmadig1 belirlenmistir.

Yapilan caligmalarda GJB2 geninin hem otozomal resesif hem de otozomal
dominant kalittm gosteren isitme kayiplarinda genellikle etkili oldugu ve bu oranin
%70’lere kadar vardig1 goriilmektedir. Ayn1 zamanda GJB2 genine bir ¢ok farkli genin de
katildig1 ve bu nedenden dolay1 da isitme kaybinin poligenik oldugu bilinmektedir. Bizim
vaka rapor ¢alismamiza gore de bulunan mutasyonlarin ve polimorfizmlerin hastaligin
siddetine etki ettigi diisiiniilmektedir. Hasta bireylerin hasta olmayan kardesleri ve
ebeveynlerini de calismamiza dahil ederek daha Once hastalik sebebi olarak literatiire
gecmis mutasyonlarin direk olarak hastaliin olusmasinda etkin rol oynamadigini tespit

etmis olup literatiire katki saglamis bulunmaktayiz.
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EKLER

CALISMALARDA KULLANILAN KiMYASAL VE SOLUSYONLARIN
HAZIRLANMASI

Kullanilan kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak “Molecular
Cloning” esas alinmistir. Hazirlanan soliisyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir.
Calisma konsantrasyonlarimi elde etmek i¢in stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.
Konsantrasyon doniisiimlerinde basit¢e su formiilden yararlanilabilir.
M1XV1=M2XV2
M1= Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)
V1= Stoktan alinmas1 gereken miktar (V)
M2= Caligma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V2= Hazirlanacak olan ¢ozelti (calisma ¢ozeltisi) miktart (V)

EK-1. DNA Elde Edilmesinde Kullanilan Soliisyonlari
1.1 Eritrosit Lizis Tamponu (pH=7,5)

1 Litre Soliisyon i¢in;

0,32 M Siikroz 109,563 gr
10 mM Tris-HCI (pH=7,5) 1,211 gr
5mM MgCI2 1,015 gr
%1 Triton X 100 10 gr

Bir litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak
sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlanir. pH = 7,5 olacak sekilde ayarlanir. Triton X,

soliisyona otoklavlandiktan sonra ilave edilir.
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1.2. Fizyolojik Tampon (pH=7,5)
1 Litre Soliisyon ig¢in;
0,075 M NaCl 4,383 gr
0,025 M EDTA 9,305 gr

Bir litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarlanir

1.3. TE-9 (pH=9)

1 Litre Soliisyon i¢in;

500 mM Tris baz 60,5 gr
20 mM EDTA 7,44 gr
10 mM NaCl 0,58 gr

Bir litre i¢in gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml sekilde

bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. pH = 9 olarak ayarlanir.

1.4. %10’luk SDS
20 ml i¢in;
2 gr SDS tartilip, iizerine bir miktar saf su ilave edilip iyice ¢ozdiiriiliir. Son hacim 20 ml

olacak sekilde ayarlanir.

1.5. Proteinaz-K (10mg/ml)
100 ml igin;
10 gr PK tartilir, iizerine bir miktar saf su ilave edilip iyice ¢6zdiiriiliir. Son hacim 100 ml

olacak sekilde ayarlanir.

1.6. 6 M NaCl
1 litre i¢in; 321.4 gr NaCl tartilip, ilizerine bir miktar bidistile su ilave edilip iyice

¢Ozdiiriiliip son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlanir.
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1.7. % 70 Etil Alkol
100 ml i¢in; 70 ml etil alkol (saf) ve 30 ml bidistile su ilave edilir.

1.8. TE tamponu (Tris/EDTA) (pH=8)

10 mM Tris-Cl (pH=8)

0,1 mM EDTA (pH=8)

1 litre i¢in gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlanir. pH = 8 olarak ayarlanir.

EK-2. Agaroz Jel Soliisyonlari

2.1. 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok soliisyonu

108 gr Tris baz ( 890 mM )

55 gr borik asit ( 890 mM)

40 ml 0,5 M EDTA, pH 8.0 (20 mM)

Az miktardaki bidistile su i¢inde ¢oziindiikten sonra pH 8.0 olarak ayarlanip soliisyon 1
litreye tamamlanir.

1 Litre 5X TBE stok soliisyonu i¢in;

500 ml 10X TBE stok soliisyonu ve 500 ml bidistile su karistirilir.
1 Litre 1X TBE soliisyonu igin;

100 ml 10 X TBE stok soliisyonu ve 900 ml bidistile su karistirilir.

2.2. Etidyum bromid soliisyonu (10 mg/ml)
0,1 gr etidyum bromid, 10 ml bidistile su i¢inde ¢6ziiniip 151k almayan bir cam sise icinde

buzdolabinda muhafaza edilir.

2.3. DNA Yiikleme Tamponu (Loading dye) (6X)

40 gr siikroz

0,25 gr bromfenol mavisi,

100 ml olacak sekilde bidistile su iginde c¢oziiliir. Ependorf tiiplere paylastirilarak

buzdolabinda muhafaza edilir.
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EK-3 Hasta Riza Formu

DNA CALISMASI ONAM FORMU
KONJENITAL iSITME KAYBI OLAN HASTALARDAN GJB2 GEN
MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI

Prof. Dr. Davut ALPTEKIN damsmanliginda, Yiiksek Lisans Ogrencisi Turan
TUFAN tarafindan yliksek lisans tez g¢aligmasi olarak siirdiiriilecek olan c¢aligmamizda
Cukurova bolgesinde Kozan ilgesinde yasayan 2 ailedeki soyagaci bilinen ve konjenital
isitme kaybi olan bireylerin kanlarindan izole edilen DNA'lardan, GJB2 geninin tiim
bolgeleri dizilinerek bireylerin sahip olduklar1 mutasyonlar ve polimorfizmler belirlenecek,

bu degisikliklerin isitme kaybi ile iligkilisinin olup olmadig1 incelenecektir.

Calismamiz ¢ergevesinde ailesel gecis gosterdigi bilinen bu gen icin kadin ve erkek
bireylerden kan Ornegi almarak Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuarinda
degerlendirmeye alinacaktir. Sonuglar sadece bilimsel amagh kullanilacak, kisisel
bilgileriniz gizli tutulacaktir. Parasal bir 6deme yapmaniz1 gerektirmeyen ve size bir 6deme
yapilmasinin s6z konusu olmadigir caligmaya katilmama hakkiniz ve istediginiz zaman

¢alismadan ¢ekilme hakkiniz bulunmaktadir.
Arastirmay1 katilmayi kabul ettiginiz takdirde sizden 3ml kan 6rnegi alacagiz.

Bu calismayla ilgili ek bilgi talebiniz olursa s6zlii olarak karsilanacaktir. Asagida
isimleri ve telefon numaralar1 bulunan arastiricilar tarafindan gerekli bilgilendirmeler

yapilacaktir.

Bio. Turan Tufan T1ibbi Biyoloji Anabilim Dal1: (0322) 338 60 60 /3498

YUKARIDA BELIRTILEN KOSULLARI OKUDUM, KANIMDAN GENETIK
INCELEME YAPILMASINI KABUL EDIYORUM.
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Hasta veya hukuksal olarak Sahit Kisi Kam alan Kkisi
sorumlu Kisi

Adi-Soyadt: Adi-Soyadr: Adi-Soyadt:
Imza: Imza: Imza:

Tarih: Hastaya Yakinlig::
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