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OZET
Bademci, G. Non-sendromik norosensoriyal tip isitme kaybi olan hastalarda
GJB2, GJB3 ve GJB6 genlerinin MLPA yontemi ile incelenmesi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dah Tipta
Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2008. Isitme kaybi ¢nemli algilama bozukluklarindan
biridir. Konjenital isitme kaybi yaklasik her 1000 cocukta 1 goriilir ve bunun
yaklasik yarisinin genetik etyolojisi mevcuttur. GJB2 geni isitme kaybinin genetik
temelinde etkin olan en Onemli genlerden biridir. MLPA yontemi delesyon,
amplifikasyon ve nokta mutasyonlar1 tek reaksiyonla inceleyebilen bir yontemdir.
Salsa MLPA P163 Bl prob kiti kullamlarak GJB2, GJB3 ve GJB6 genleri
incelenmistir. Calismamizda orta, ileri ve c¢ok ileri diizey non-sendromik
norosensoriyal tip isitme kaybi olan 90 olgu MLPA y6ntemi ile incelenmistir. GJB2
genindeki 35delG mutasyonu 90 olgunun 22 (%?24.4) sinde homozigot, 6 sinda
(%6.6) heterozigot olarak saptanmistir. GJB3 ve GJB6 genlerinde mutasyon
saptanmamustir. GJB2 geni i¢in saptamis oldugumuz mutasyon oranlar literatiir ile
uyumlu bulunmustur. Isitme kaybmin ailesel olmas1 ve isitme kaybmin diizeyinin
ileri derece olmasi 35delG mutasyon goriilme oranimni arttiran etmenler olmustur.
Calismamizda MLPA yontemi non-sendromik norosensoriyal tip isitme kaybi olan
bireylerde basar1 ile uygulanmistir. Populasyonumuzda sik goriilen mutasyonlarin da
MLPA prob dizayn: yapilarak yontemin uygulanmas: ile daha iyi sonuglar elde

edilebilecektir.

Anahtar kelimeler: Isitme kaybi, Konneksin, MLPA

Destekleyen kurum: TUBITAK
Proje numarasi: 1075129
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ABSTRACT
Bademci G. Studying GJB2, GJB3 and GJB6 genes in patients with non-
syndromic neurosensorial type hearing loss by MLPA technique. Eskisehir
Osmangazi University Faculty of Medicine, Medical Speciality Thesis in
Department of Medical genetics, Eskisehir,2008. Hearing loss is an important
problem about sensation. Congenital hearing loss is observed in 1 of 1000 children
end half of this has a genetic etiology. GJB2 gene is one of the most important genes
taking part in genetic basis of hearing loss. MLPA technique has the power to
analyze deletions, amplifications and point mutations in a single assay. GJIB2, GJB3
and GJB6 genes were analyzed using Salsa MLPA P163 B1 probe set. In our study,
90 cases with modarate, severe and profound level non-syndromic neurosensorial
type hearing loss were examined with MLPA technique. 35delG mutation in GJB2
gene was observed in 22 of 90 (24.4%) cases as homozygous and 6 of 90 (6.6%) as
heterozygous. Mutation was not observed in GJB3 and GJB6. Mutation frequency of
GJB2 in our study is comparable with the literature. Familial hearing loss and
advanced hearing loss are the factors that increasing the frequency of 35delG
mutation. In our study, MLPA technique was applied to non-syndromic
neurosensorial type hearing loss cases successfully. Better results may be obtained
by applying the technique with designing MLPA probes for frequent mutations in

our population.

Key words: Hearing loss, Connexin, MLPA

Supported by: The scientific and Technological Research Council of TURKEY
Project number: 1075129
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1.GIRIS VE AMAC

Isitme kaybi kisinin konusma, ifade etme, kavrama ve psikososyal
gelisiminde degisikliklere neden olan en yaygin algilama bozukluklarindan biridir.
Yaklasik her 1000 cocuktan 1 tanesi konjenital isitme kayb1 ile dogar ve bunlarin
yarisi genetik faktorler nedeni ile olmaktadir.

Herhangi bir sendromun eslik etmedigi ndrosensoriyal (sensorindral, sinirsel)
tip isitme kaybinda etyoloji olgularm biiyiik kismunda genetik temellidir. Isitme
kaybma neden olan bir cok gen tanmimlanmistir. Bazi genler ve gen gruplarinda
meydana gelen mutasyonlar digerlerine gore cok daha fazla goriilmektedir.
Konneksin genlerinden 6zellikle konneksin 26 (GJB2) ve daha az siklikla konneksin
30 (GJB6) ve 31 (GJB3) genlerindeki mutasyonlar sendromik olmayan sinirsel tip
isitme kaybinda onemli bir yere sahiptir. Konneksin 26 gen mutasyonlar: tek basina
otozomal resesif non-sendromik sensorinoral isitme kaympli (NSSNIK) hastalarin
%50 sinden sorumludur (11).

Konneksin 26 geninde bulunan 35delG mutasyonu konneksin 26 da goriilen
mutasyonlarin yaklasik %70 ini olusturmaktadir. 35delG Avrupa, Akdeniz
tilkelerinde ve iilkemizde sik goriilen bir mutasyondur. 35delG mutasyonun yiiksek
oranda goriilmesi hem etkilenmis bireylere hem de genetik danigma agisindan
ebeveynelere (tastyicilik acisindan) analiz yapilmasi endikasyonunu dogurmaktadir
(11,34).

Calismamizda hizli, pratik ve ucuz bir yontem olan MLPA yontemi ile
NSSNIK bireylerde GJB2, GIB3 ve GJB6 genleri incelenmistir. Yontemin bu
hastalilk grubunda mutasyonlarin saptamasindaki kullamilabilirligi avantaj ve
dezavantajlarinin ortaya konmas: ve mutasyon tiplerinn sikligmnin belirlenmesi

amaclanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Isitme Duyusu ve Ses

Insanlar duyular1 araciligi ile dis diinyay: algilayarak zihinsel, duygusal ve
sosyal gelisiminin devamimi saglar. Duyulardan birinin eksikligi algilamanin
biitiinliigiinii bozarak kisinin yasamm etkiler. Isitme duyusu kisinin konusmayi
ogrenip iletisim kurabilmesi icin 6nemlidir. Isitmenin meydana gelebilmesi icin bir
ses kaynagi, ses dalgalarini ileten bir ortam ve bunlar1 algilayan reseptor organ kulak
gereklidir.

Ses bir enerji kaynagindan yayilan titresimlerin etkisi sonucu gaz, sivi ve kati
ortamlarda molekiillerin sikisip gevsemesi ile ortaya ¢ikan enerjidir. Molekiillerin bir
defa sikisip gevseme hareketi icinde kalan mesafe sesin dalga boyunu belirler. Bir
saniyedeki titresim sayisi o sesin frekansini ifade eder. Sesin frekans1 Hertz (HZ)
olarak gosterilmektedir. Normal bir insan kulagi her titresim enerjisini ses olarak
algilayamamakla beraber ancak 20-20.000 Hz arasi sesleri isitebilir. Ses dalgalarinin
amplitiidii ise sesin siddetini olusturur. Sesin siddet birimi desibel (dB) olarak
gosterilir. Normal bir insan kulagi 0-120 dB arasindaki siddetteki sesleri duyabilir
(34).

Ornek seslerin siddetleri :

Fisilt1 sesi 20-25 dB

Konusma sesi 50-70 dB

Yiiksek sesle bagirma 70-85 dB
Trafik giiriiltiisii 90-100 dB

Jet motoru sesi 120-150 dB (34).

2.2 Kulagin Yapisi

Isitme ve dengenin periferik orgam olan kulak, temporal kemik icine
yerlesmis, gorevleri ve yapilari birbirinden farkl {i¢ yapidan olusur.

2.2.1 Dis Kulak; Dis kulak, kulagi kulak zar1 disinda kalan kismidir ve
kulak kepgesi (auricula) ile dis kulak yolundan olugsmaktadir (Sekil 2.1).



2.2.2 Orta Kulak; Kulak zar1 ve birbirine eklemlenmis 3 tane kemikcikten
olusan hava dolu bir bosluktur. Bu 3 kemik distan ice dogru sirasiyla malleus (¢ekic),
inkus (0rs) ve stapes (iizengi)’dir. Kulak zar1 gergin bir yapidadir. Kulak zar1 ¢ekig
kemigi ile baglantili oldugundan, zar: titrestiren ses dalgalar1 ayni zamanda cekic
kemigini de titrestirir ve c¢ekicin hareketi diger iki kemigi (Ors ve iizengiyi) de
hareket ettirir. Uzengi tabanmin i¢c kulaktaki oval pencereyle baglantili olmasi

sayesinde, bu titresimler i¢ kulaga iletilir (21,34,65,75,77).

Fasiyal sinir (VII)
Stapes'in kolu Stapes’in tabani (oval pencere)
Lateral semisirkiler kanal gikintisi Vestibiil
Inkus (6rs Semisirkller kanallar, ampulla, utrikul
Tegmen timpani
Malleus (cekic; bag bolumu)
Epitimpanik gikinti

Fasiyal sinir (VII)

Vestibuler sinir

Koklear sinir

Kulak kepcesi
I¢ ses deligi
(meatus acusticus Internus)

Ses-nilen e siniri
(Vestibulokoklear; VIII)

A
Dis kulak yolu Helikotrema Nazofarinks

Kulak zar Sc. vesitbuli

Timpanik bosluk Koklea
pal = s KOKLEA

Promantor

Yuvarlak (koklear) pencere

Eustachi borusu S timpant

Sekil 2.1: Kulagm anatomisi*
*Ses Dalgalarinin 6zellikleri ve sesin algilanmasi.

http://www.baskent.edu.tr/~scanan/sesweb/index.htm 27/07/2008 (71)’den

degistirilerek alinmstir.



2.2.3 i¢c Kulak. I¢ kulak, denge ile iliskili olan ‘vestibiiler sistem’ ve isitme
merkezi olan ‘koklear sistem’i icermektedir. Koklea giderek azalan capi ile kendi
izerine yaklasik iic defa kivrilip kor olarak sonlanan bir sarmal kemik sistemidir.
Icerisinde i¢i sivi dolu ii¢ tane tiip bulunur (Sekil 2.2). Kokleadan enine kesit
alindiginda bu tiipler yukardan asagiya dogru “skala vestibiili” (vestibiiler bosluk),
“skala media” ve ‘“skala timpani” seklinde siralanirlar (9,21,65,77). Skala media,
stria vaskiilaris denen ©zel damar agmin aktivitesine bagli olarak sentezlenip
salgilanan, potasyum miktar1 olduk¢a yiiksek bir siviyla (“endolenf” sivisi ile)
doludur. Skala media ile skala vestibuli’yi ‘Reissner zar1’ ayirir. Skala timpani ile
skala media’y1 ise “baziler zar” ayirir. Skala timpani ve skala vestibiili, perilenf
stvist ile doludur. Endolenf ve perilenf sivilari birbirlerine karigmaz. Korti organi
isitme fonksiyonunda gorev alan en 6nemli yapidir. Baziller zarin yiizeyinde bulunur
ve bir seri tiiy hiicreleri ad1 verilen elektromekanik duyarl hiicre icermektedir. Tiiy
hiicreleri alic1 son organlar olup ses titresimlerine yanit olarak sinir uyarilari iiretirler
(9,21,34,65).

Reissner zan

Stria vaskilaris

- Skala media
Spiral ’ (endolenf; yiksek K,
L disuk MNa)
ganglion |
— Tektorial za
Koklear 3
uuuuuuuuuu —— —
., ligament
Skala timpani” R Y
{;_:u_tin iIEanL;I i S fglzllm g
yiksek Na, ,' P A
dusok K) # Kemik )
- i 1oy Dug ty. ™.
 Tektorial zar hicresi hicresi .
o \ /|\.
AR

N Bazilar zar

4
Ny
“aferent ve eferent Korti ¢ubuklan
sinir lifleri

Sekil 2.2: Korti organinin yapisi.*
*Ses Dalgalarinin 6zellikleri ve sesin algilanmasi.

http://www.baskent.edu.tr/~scanan/sesweb/index.htm 27/07/2008 (71)’den

degistirilerek alinmustir.



2.3 Isitme Fizyolojisi:

Dis ortamdan gelen ses dalgalarinin karsilastigr ilk organ kulak kepgesidir.
Kulak kepgesi sesleri toplayip dis kulak yoluna iletir. Yetiskinlerde ortalama boyu
2.7 cm olan dis kulak yolu ses dalgalarini kulak zarina amplifiye ederek iletim
gorevini gerceklestirir.

Kulak zar1 ve orta kulakta bulunan kemikg¢iklerin en dnemli gorevi sesin hava
ortamindan sivi ortama gegisi ve i¢ kulak sivilarmmin akustik direncinden olusan
enerji kaybin1 karsilamaktir.

Malleus ve inkus arasindaki kaldira¢ seklindeki eklemin 6zelligi ile malleus
kolundaki isitsel enerjinin inkus koluna 1.3 kat daha fazla aktarilmasina olanak tanir.
Buna ek olarak kulak zarmin yiizey alani yaklasik 55 milimetre kare iken stapesin
alan1 ortalama 3.2 milimetre karedir. Bu 17 farklik kat ile kaldira¢ sisteminin 1.3
katlik oraninmn ¢arpimmi koklea sivisi lizerine uygulanan basmcin kulak zari lizerine
ses dalgasinin uyguladigi basingtan 22 kat daha biiyiik olmasin1 saglamaktadir.

Orta kulakta bulunan tensor timpani ve stapedius kaslari kokleanin asiri
yiikksek seslerin neden olacagi harap edici titresimlerden korunmasi ve giiriiltiilii
ortamlarda diisiik frekansli seslerin maskelenmesine olanak tanmimaktadir. Tensor
timpani ve stapedius kaslarmin bir diger islevi kisinin kendi konugsma sesine olan
duyma duyarhiligini azaltmaktir.

Stapesin ayagi oval pencereye karsi iceri dogru hareket ettiginde kokleanin
kemik duvarlar tarafindan ¢epecevre sarili olmasindan otiirii yuvarlak pencere disa
dogru c¢ikint1 yapar. Baziller liflerde oval pencereye dogru biikiiliirken olusan esnek
gerim baziller zar iizerinde ilerleyen (yiiriiyen) bir dalga baglatir.

Korti organinda bulunan tiiy hiicrelerinin olusan dalga ile titresimi sonucu tiiy
hiicreleri depolarize ve hiperpolarize olmaktadir. Olusan hiicre reseptor potansiyeli
tily hiicrelerinin tabanlar1 ile sinaps yapan koklear sinir uclarini uyararak isitme

duyusunun algilanmasini saglar (9,21,34).



2.4 Isitme Kayb1 ve Stmflamasi

Isitme kaybi kisinin konusma, ifade etme, kavrama ve psikososyal
gelisiminde sorunlara neden olan en yaygin algilama bozukluklarindan biridir. Isitme
kaybmin sikligi 1000 canli dogumda bir olarak saptanmistir. Bu rakamin yaklasik
yarist genetik nedenlere ve diger yarisi ¢evresel nedenlere baghdir (24). Temelinde
kolayca saptanabilecek genetik nedenler olmayan olgular icin erken dogum,
farmakolojik ototoksisite, dogum 6ncesi gegirilmis kizamikcik veya sitomegalovirus
gibi infeksiyonlar veya dogum sonrasi sepsis ya da menenjit gecirilmesi isitme kaybi
nedenleri olarak sayilabilir (81).

Isitme kaybi, genetik veya genetik olmayan, ileti tipi, nérosensdriyal(sinirsel,
sensorindral) tip veya miks tip ve sendromik veya non-sendromik(sendromik
olmayan) olmak iizere etyolojisine, fenotipine, baslama yasina veya siddetine

gore smiflandirilabilmektedir (50).

Isitme kayiplarmin siiflamasi
Odyolojik fenotipine gore

Tip

Sinirsel tip

Ileti tip

Miks tip

Progresyon
[lerleyici
[lerleyici olmayan

Diizensiz degisim gosteren

Frekans

Diisiik (<500 Hz)
Orta (501-2000 Hz)
Yiiksek (>2000 Hz)



Siddet

Hafif isitme kayb1 (21-40 dB)

Orta derece isitme kaybi1 (41-60 dB)

Orta siddetli derece igitme kayb1 (61-80 dB)
Siddetli isitme kayb1 (81-100 dB)

Derin isitme kaybi1 (>100 dB)

Baslangic

Konjenital (prelingual)

Erken baslangicli (¢cocukluk donemi)
Gecg baslangiclh (eriskin donemi)

Eslik eden vestibiiler bulgu
Mevcut

Mevcut degil

Nedene gore*

Genetik (50-60%)
Fenotip

Sendromik (30-40%)
Non-sendromik (60-70%)
Kahtim kahib

Otozomal resesif (70-80%)
Otozomal dominant (10-20%)
X kromozomal (1-2%)
Mitokondriyal (0-20%)**
Multigenik

Kromozomal anomali

Genetik olmayan (40-50%)
Teratolojik ajan (CMV, rubella,v.b)

Prematiirite



Postnatal infeksiyon (menenjit,otitis media, v.b)
Ototoksik ilag alim1

Akustik veya kranial travma

*Yizdeler konjenital veya erken baslangicli isitme kaybi i¢indir (50).

**Mitokondriyal mutasyon frekans1 etnik gruplar arasinda farkliliklar
gostermektedir (79).

Isitme kaybu sinirsel, ileti tipi ve miks tip olarak 3 tipe ayrilir. Isitme kaybinin
nedeni koklea veya isitme sinirindeki bir bozukluga bagh gelisiyorsa bu duruma
sinirsel tip isitme kayb1 denir. Dis kulak yolu, kulak zar1 ve kemikg¢ik sistemindeki
bir bozukluga bagl gelisen isitme kaybina ise ileti tipi isitme kayb1 ad1 verilmektedir
(21).

Genetik etyolojisi belirlenmis olgular sendromik ve sendromik olmayan
olarak ikiye ayrilmaktadir. Isitme kaybma baska hicbir patolojik organ veya
laboratuar bulgusunun eslik etmedigi duruma non-sendromik isitme kaybi1
denilmektedir. Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %70’ 1 bu gruba
girmektedir. Bunun disinda kalan %30’luk grupta isitme kaybi disinda bulgular
olmakta ve bu bulgular toplu olarak degerlendirildiginde bir sendrom tanisi
konabilmektedir. Giiniimiizde bulgular1 arasinda isitme kaybi1 olan yiizlerce sendrom
tanimlanmistir. Bunlarmm biiyiik kismi klasik Mendel tipi kalitim bigimlerine
uymakta, bir kismi ise mitokondrial kalitim gostermektedir. Sendromik olmayan
grupta da benzer bicimde Mendel tipi kalitim bi¢imlerinden birine veya mitokondrial
kalittma uyan gecis bicimleri tanimlanmistir. Otozomal resesif kalitim, sendromik
olmayan grupta yaklasik %80 siklikta goriilmektedir. Otozomal dominant ve X
kromozomal kalitim bicimleri sirasiyla %15-20 ve %]1-2 olguda saptanmaktadir.
Mitokondrial kalitimin non-sendromik isitme kaybi i¢indeki yeri etnik gruplara gore

degisim gostermekle birlikte %1 ile %20 arasindadir (24,56,81).

2.4.1 Sendromik Isitme Kaybi
Sendromik isitme kaybi, sagirlik ile birlikte bir veya birka¢ spesifik anomalinin
kombinasyonunu ifade etmektedir. En c¢ok bilinen Ornekler Goldenhar,

Waardenburg, Usher, Pendred ve Brakiootorenal sendromlaridir (9).



Pendred Sendromu: Pendred sendromunun en onemli klinik bulgular
konjenital sensorindral isitme kaybi ile guatrdir. Fakat guatr olgularin tiimiinde
bulunmayabilir. Hastalarin yaklasik yarisinda hipotiroidi saptanmaktadir (61).
Hastalarin ¢ogunda radyolojik goriintiilleme yOontemleriyle saptanabilecek Mondini
malformasyonu veya genislemis vestibiiler kanallar gibi i¢ kulak anomalileri eslik
etmektedir (62). Pendred sendromuna neden olan “PDS” geni 7. kromozomda
lokalizedir ve pendrin proteinini kodlamaktadir. Pendrin proteini iyon/klor tasiyicisi
olarak gorev yapmaktadir (69).

Usher Sendromu : Sensorindral isitme kaybi ile birlikte retinitis pigmentosa
bulunmasi Usher sendromunun bulgusudur. Usher sendromunda vestibiiler bulgular
da goriilebilmektedir. Klinik olarak 3 tipi mevcuttur: Tip 1’de ileri derecede
dogustan isitme kaybina vestibiiler fonksiyon bozukluguna bagli denge bozukluklar:
eslik eder. Tip 2’de vestibiiler fonksiyon bozuklugu yoktur ve sagirligin siddeti daha
azdir. Tip 3’te ise sagirlik ilerleyicidir, vestibiiler fonksiyon bozuklugu eslik edebilir
veya etmeyebilir (74). Usher sendromu genetik olarak heterojendir. Yapilan
caligmalarda degisik ailelerde 10 farkli gen bolgesi saptanmustir. Incelenen
lokalizasyonlarda alt1 farkli gende mutasyonlar ortaya cikarilmigtir. Mutasyon
saptanan genler; MYO7A (USH1B) (27), USHI1C (5,87), USH1D(6,7), USHI1F(1,2),
USH2A (27) ve USH3 (23) olarak bildirilmistir.

Goldenhar Sendromu: Hemifasiyal mikrozomi veya fasioaurikiilo vertebral
displazi olarak bilinen Goldenhar sendromunda konjenital unilateral ileti tipi igitme
kayb1 goriilmektedir. Fasiyal asimetri, preaurikiiler deri katlantilari, ileti tipi isitme
kaybi, servikal vertebral displazi, kolobom ve epibulber dermoid Goldenhar

sendromunun tipik bulgularidir (9).

Waardenburg Sendromu (WS): Otozomal dominant gecisli olup yiiksek
penetrans gostermesine ragmen ayni aile icinde bile klinik bulgular degisikenlik
gosterebilmektedir. Klinik olarak dort tipi vardir.

e WS Tip 1: Sagirlik, iki i¢ kantal arasindaki mesafenin artmasi (distopia
kantorum), saclar, gozler ve deride pigmentasyon degisiklikleri vardir. Neden olan

gen 2q35 kromozomal bolgesinde bulunan PAX3 genidir.



10

e WS Tip 2: Sagirlik, saclar, gozler ve deride pigmentasyon degisiklikleri
vardir. Distopia kantorum yoktur. Neden olan gen 3pl14.1 kromozomal bolgesinde
lokalize MITF genidir.

e WS Tip 3: Sagwhk, distopia kantorum, saclar, gozler ve deride
pigmentasyon degisiklikleri ve ek olarak ekstremitede kontraktiirleri vardir. Neden
olan gen 2q35 kromozomal bolgesinde lokalize PAX3 genidir.

e WS Tip 4: Sagrhk, distopia kantorum, saclar, gozler ve deride
pigmentasyon degisiklikleri ve ek olarak Hirschprung hastaligi vardir. Neden olan
genler 13922 ve 20q13 kromozomal bolgelerine lokalize ENDRB, EDN3 ve SOX10
genleridir (60,81).

Brankiootorenal Sendrom (BOR): Brankial siniis ve fistiiller, basit ve
belirgin dis kulaklar, i¢ kulakta Mondini malformasyonu ve basit {iriner sistem
malformasyonundan renal agenezise kadar degisen iiriner sistem patolojileri ile
karakterize bir sendromdur (38). Sendroma neden olan gen 8ql3 kromozomal

bolgede bulunan EY A1 (drosophila ‘eyeless’) genidir (24).

Treacher-Collins Sendromu: Otozomal dominant kalitim kalib1 ile birlite ve
sporadik olarak ta goriilebilmektedir. Yiizde simetrik olarak zigomatik kemiklerin az
gelismesi, palpebral fissiirlerin asag1 cekikligi, mikrognati ve kulaklar ileri derece
kiigcik veya belirgin olabilmektedir. Treacher Collins sendromu 5q32-33
kromozomal bolgesinde bulunan TCOF1 genindeki mutasyonlar nedeniyle
olusmaktadir. Genin sentezledigi protein niikleolus ile sitoplazma arasinda molekiil

tasinmasinda aracilik etmektedir (24,81).

Uzun QT Sendromu: Uzun QT sendromu EKG’de QT mesafesinin uzamasi,
senkop, ani Olim gibi klinik bulgulara yol a¢makta ve sagirhikla birlikte
goriildiigiinde Jervell ve Lange-Nielsen sendromu olarak adlandirilmaktadir.
Otozomal resesif gecis gosterip sendroma kalpte ve i¢ kulakta gorev alan potasyum
kanallarmi1 kodlayan KVLQT1 ve KCNEI genlerindeki mutasyonlar neden
olmaktadir. Ayn1 genlerdeki dominant kalitilan mutasyonlar sagirliga eslik etmeyen

uzun QT sendromuna neden olmaktadir (88)



11

2.4.2 Non-Sendromik isitme Kaybi

Non-sendromik (sendromik olmayan) genetik etyolojinin neden oldugu isitme
kaybr ile cevresel faktorlere baglh olarak gelisen isitme bozukluklar1 sadece klinik
muayene ile birbirlerinden ayirt edilemeyebilmektedir. Genetik testler neticesinde,
ailede goriilen sagirligin genetik bir kokeninin var olup olmadigi anlasilabilmekte ve
kesin teshis konulabilmektedir (11). Gen lokalizasyon ¢aligmalariin baslangicinda,
yalnizca sendromik isitme kaybina neden olan genlerin lokalizasyonlar1 belirlenmis
ve tammmlanmsitir. 1994 yilina kadar non-sendromik isitme kaybindan sorumlu olan
yalnizca ii¢ genin lokusu insan genomu iizerinde haritalanmistir (90). Sagirligin non-
sendromik formu i¢in, ¢ok sayida gen lokusu DFN (DeaFNess) olarak adlandirilmis
ve kesiflerindeki kronolojik swraya gore numaralandirilmistir (Tablo 2.1). Non-
sendromik otozomal dominant lokuslar DFENA, otozomal resesif lokuslar DFNB ve
X kromozomal lokuslar DFN olarak gosterilmektedir (79).
Tablo 2.1: Otozomal resesif NSSNIK na neden olan genler.*
*Petersen MB ve ark.(58)’ dan degistirilerek alinmastir.

Lokus Eromozomal lokasyon Chett

DB 12g11-g12 G2
GJAEE

DmB2 11g13.5 MYOFA

ORMB3 17pi1.2 MYOIs

OmB4 g3l SLC26A4

DFMES lag12

DmBRE 3p21 TRIE

DRBRT S0 13-q21 TRACT

DmBEs 2223 TRPRESES

DRMBE2 2p23.1 OTOF

DRMB 1D 219223 TPRESES

DFME 11 ag13-q21

OB 12 10g21-g22 COH23

OFMB 13 7q34-qas

OFME 14 g3

OFMB 15 3g21.3q925.219p13.3-p13.1

OFME 18 15915 STRC

DFMBRAT s IR

DFME 18 1Mp151 USHIC

OFNB 2D 11g25-qter

DFME 2 1192325 TECTA

DFMB 22 lepl12.2 OTO4

DFMB23 10g21.1 PCDHTS

DFMB 2B 40231

DB27 223931

DRMBZ29 21g22.1 CLONT4

DFMB30 10p11.1 MYQ3A

DFMB31 9g3z2qi4 WHRN

DB32 lp22.1-p13.3

ORMB33 9g34.3

OFRMB3S 14g24.1-q24.3

DMB3E 1p36.3 ESPN

DAMB37 Baq13 MY OE

DFNB3S BO2E-q2T

DFMB39 Tai1.22—qg21.12

DAMBaD 2211219121

DFNB42 ag13.31-g22.3

DFNB44 Tola1-ql1.22

DMBaE 18p11.32—011.31

DFNB4S 15023 4251

DFNEA43 5q12.3-014.1

DBS3 Bp21.3 COoLT1AZ

DFMBSS 4q12q13z2
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Non-Sendromik isitme Kayiplarindan Sorumlu Genler

Isitme kaybma (iK) neden olan genler ve bu genlerin fonksiyonel analizi
hakkinda hizla artan bilgiler, isitmenin molekiiler mekanizmasmi anlamamizi
kolaylagtirmaktadir. Isitme kaybindan sorumlu oldugu bilinen genlerin biiyiik bir
kisminin fonksiyonu bilinmemektedir. Bununla birlikte isitme kaybi ile ilgili
tanimlanan genler arasinda iyon kanallar1 ve gap junction proteinlerini kodlayan
genler, yapisal biitiinliikte rol alan proteinleri kodlayan genler ve regiilator proteinleri
kodlayan genler yer almaktadir (11,58). Bu genlerin bir kism1 fonksiyonlarma gore
smiflandirilmis olarak Tablo 2.2 de goriilmektedir.
Tablo 2.2: Genlerin fonksiyonlarina gore simiflandirimasi.®

*Petersen MB ve ark.(58)’ dan degistirilerek alinmugtir.

Protein gen Non-sendromik iK lokusu

Sitoskeletal proteinler

Myozin II1 MYO3A DFNB30
MyozinVI MYO6 DFENB37
Myozin VIIA MYO7A DFNB2-DFNAL11
Yapisal proteinler

Stereosilin STRC DFNBI16
a-Tektorin TECTA DFNB21-DFNA&g/12
Otoankorin OTOA DFNB22
Kollagen 1102 COL11A2 DFNB53
Iyon transport proteinleri

Konnexin 26 GJB2 DFNB1/DFNA3
Konnexin 30 GJB3 DFNBI1/DFNA3
Konnexin 31 GJB6 DFNA2
Pendrin SLC26A4 DFNB4
KCNQ4 KCNQ4 DFNA2

Transkripsiyon faktor proteinleri
POU3F4 POU3F4 DFN3
POU4F3 POU4F3 DFNAI15




Iyon Transportundan Sorumlu Olan Genler

Konneksin Proteinlerini Kodlayan Genler

Konneksin genleri, komsu hiicreler arasindaki hizli haberlesmenin saglanmasi

icin iyonlarin, ikincil habercilerin ve kiiciik metabolitlerin hizli gecisine imkan veren

"gap junction" proteinlerinin alt birimlerini kodlarlar. Alt1 konneksin alt {initesi

birleserek konneksonu meydana getirir (Sekil 2.3). Her biri iki komsu hiicrede

bulunan birer ¢ift konnekson bir arada interselliiler kanali meydana getirirler (34).

GJB2 (konneksin 26), GJB3 (konneksin 31), GJB6 (konneksin 30) ve GJAIl

(konneksin 43) olmak iizere 4 konneksin geni tamimlanmistir (11).

I.;;-;TI.'.:l:.a'.:.'.lrle;.:.;r' :'.a_) fi‘ ‘_s.l-\.,\.s.i..lu.,lx.l..lx.ns.!..-
e : I | J.'- e ,h.f pe u\.u.- = L]' A :
JJJJJJ.IJI.:J).JJ -1 ‘T r' j Ir r , _III i.l ﬁ.'li.' th't'tlL'L't'L'
-':Eﬂ# """ UJJJ\.-'.-
’\'\T"IH'!-"I"I'\ ‘_\'}_q-_\p_-r‘-

'}')"}”‘}1".‘!"?'!"'3""'!' 1'{".‘"“1"‘
;. i :El | [ 3-1':-1'-1':':‘-1“:': ‘3‘!-"}‘!#1‘ 3 l r
I")")"!H’H@‘"II"!"!”IL!H‘? e _.i"!FEJ!’-‘.L.FF:

Her bir membranda ekstraselliiller
bulunan kanal yapis1  bosluk
b & komnelsin =
acik kapah 1 konnekson
ekstraselliiler
Kismn
'—‘r*‘\'\'&ﬁﬂ-ﬁ oo ansnnnn
|H |||||| .'ll I} | I||_i|i5|ilnll|
||||II" I T
e s sl il
. spm le e
mtoplammk
Ikasmm Bob Crimi

Sekil 2.3 Konneksinlerin yapisi.*

*Steel KP (78)’den degistirilerek alinmistir.
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Konneksin 26 (GJB2) Geni

GJB2 (gap junction B-2) geni konneksin 26 olarak adlandirilan 26 kD'lik bir
konneksin protein kodlamaktadir. GJB2 'nin stria vasculariste, basement membranda,
limpu ve spiral ¢ikintida (Sekil 2.4) eksprese oldugu gosterilmistir (31). GJIB2 geni
kromozom 13ql1-ql2 bolgesinde haritalanmistir (52). GJB2 geni 2 ekzondan
olusmakta ve birinci ekzon translasyona ugramamaktadir (33). Konneksin 26'nin
fonksiyonu isitme uyarilarinin mekanik uyaridan elektriksel uyariya doniisiimiinden
sonra, potasyum iyonlarmin silyal hiicrelerden destek hiicrelere ve oradan da tekrar
endolenfe donmelerini saglayan kanallar olabilecegi lizerinde durulmaktadir (30).

Non-sendromik otozomal resesif isitme kayiplarmin yaklasik %50'sini GJB2
mutasyonlart olusturmaktadir. Bu gendeki énemli mutasyonlardan biri 35delG'dir.
Avrupa, Kuzey Amerika ve Akdeniz toplumlarinda goriilen patolojik GJB2
mutasyonlarmin yaklasik %70'ini 35delG olusturmaktadir (16,68).

Tiirkiye'de ise otozomal resesif non-sendromik igitme kayiplarmin %?20.8'inde
35delG mutasyonu goriilmektedir (25). Tiirkiyede farkli sehirlerde 35delG mutant
allel goriilme oran1 %5 ile %53 arasinda degismektedir (82). Ulkemizde yapilan
caligmalarda GJB2 geninde saptanan diger mutasyonlar W24X (%1.4), delE120
(%1), 233delG (<%1), Q80R (<%1), 310dell4 (<%1), 299-300delAT (<%1),
c.167delT (<%1), P184R (<%1), 236-239TGCAinsAGATCCG (<%1), L90P (<%1),
P173S(<%1), R127H (<%1), Q80K (<%1) mutasyonlaridir (26).

Yapilan caligmalarda sirasiyla, Ashkenazi Yahudileri'nde 167delT ve uzak
doguda ozellikle Japon toplumunda 235delC en sik goriilen GJB2 mutasyonlaridir
(36,37,53). GJB2 mutasyonlar1 genellikle siddetli ve derin prelingual sensorinodral
isitme kaybma neden olmaktadir (76). GJB2 mutasyonlarinin non-sendromik
otozomal dominant (DFNA3) ve sendromik (palmoplantar keratoderma) isitme

kayiplarina da neden oldugu rapor edilmistir (22,49,64).

Konneksin 31 (GJB3) Geni
GJB3 (gap junction B-3) geni, kromozom 1p35-33 bolgesinde lokalize edilmis
ve 31 kD'lik bir konneksin proteini kodlamaktadir. Hayvan modellerinde yapilan in

situ hibridizasyon c¢aligmalar1 GJB3'lin kokleada, isitsel sinirlerde ve periferal
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sinirlerde eksprese edildigini gostermistir (42,43). GJB3 mutasyonlar1 hem dominant
hem de resesif sensorindral isitme kayiplarina neden olabilmektedir (47,92). Ayrica,
GJB3 mutasyonlarinin  sagirliga neden olmadan otozomal dominant deri
bozukluklarina (eritrokeratoderma variabilis) (63) ve sensorindral isitme kaybi ile
birlikte periferal noropatilere de neden oldugu bilinmektedir (48).

GJB3 genine iliskin otozomal dominant kalitimli NSSNiK olgularinda R180X
ve E183K (48) mutasyonlar1 tanimlanirken otozomal resesif tip NSSNIK olgularinda
141dellle, 1141V (47) ve P223T (84) mutasyonlar1 tanimlanmstir (83). Ulkemizde
yapilan bir ¢calismada P223T (%1.7) mutasyonu literatiirde ilk defa tanimlanmistir
(84).

Konneksin 30 (GJB6) Geni

GJB6 (gap junction B-6) geni kromozom 13q12 bolgesinde haritalanmis (28) ve
30 kD'lik bir konneksin proteini kodlamaktadir (25). GJB2 ve GJB6 genleri
birbirlerine yaki konumlanmistir (18).

Yapilan calismalarda, NSSNIK olan bireylerde DFNB1 lokusunda bulunan
GJB2 geni mutasyonlar acisindan incelendiginde yiiksek siklikta tek allelde
mutasyonlar saptanmustir. Farkli ¢aligmalarda bu oran %10 ile %50 arasinda
degismektedir (30). Tek allel mutasyon sikligimin genis bir yelpaze igerisinde
dagilmast DFNBI1 lokusunda GJB2 geni disindaki bolge(ler)de de mutasyon
olabilecegini diisiindiirmiistiir. DFNB1 lokusunda bulunan gap junction proteinlerin
kokleadaki bir diger komponenti olan GJB6 genini kapsayan 342 kb(kilobaz)
uzunlugundaki bir delesyonun [del(GJB6-D13S1830)] saptanmast ile bu diisiince
dogrulanmustir (14,41,57).

Ispanya, Fransa, 1ngi1tere, Israil ve Brezilya’da del(GJB6-D13S1830)
mutasyonu tiim DFNBI1 allelerinde %35.9 ile 9.7 arasinda saptanirken (55) Tiirkiye
(82,84), Avusturya (19) ve Cin’de (46) yapilan calismalarda del(GJB6-D13S1830)

mutasyonu saptanmamigtir.
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TECTA Ve COL11A2
[ vvo7a, Pou4rs, ve Kenga
B areesn

B «viorr  kewel

OTOF ve KCNQ4

[ lem2 ve aiBs3

Tivapanilc Orta kulak
membran

L
.
-----
.....
........
.
Tas
.....

Stria vaskiilans

Spiral Telctorial
cilant mermbran
epiteli

Spiral hgament

Hiicrelen

Sekil 2.4: GJB2 ve GJB3 genlerinin i¢ kulakta ifade edildigi bolgeler.*
*Tekin M ve ark.(79)’dan degistirilerek alinmustir.
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KCNQ4 Geni

KCNQ4 geni, potasyum kanali kodlayan KCNQI1 ve KCNEI genlerini de
iceren siiper gen ailesinin bir iiyesidir. Bu genlerin mutasyonlar: isitme kaybina
neden olmaktadir (35,55,67). KCNQ4 gen iiriiniiniin fonksiyonu, tiiylii hiicrelerin
bazolateral tarafinda potasyum kanali olusturarak potasyum iyonlarinm tiiylii
hiicrelerden destek hiicrelerine akisini saglamaktir (32). Potasyum iyonlar1 daha
sonra destek hiicreleri ile sitriavaskularis arasindaki konneksin kanallar1 araciligr ile
dongiiyti tamamlayarak KCNQ1 ve KCNEI1 gen iiriinlerinin olusturdugu potasyum
kanallarindan geger ve sitria vaskularisten endolenfe salgilanir. Bu proteinler, ayrica
kalpteki potasyum homeastazisinde de gorev alirlar (10,35). KCNQ4 mutasyonlar1
otozomal dominant kalitim gosteren, gen¢ yasta baslayan, ilerleyici sensorindral

isitme kaybina neden olmaktadir (10).

SLC26A4 (PDS, Pendrin) Geni

Pendred sendromu, PDS (SLC26A4) geni mutasyonlar1 sonucu gelismektedir.
PDS geni tiroit bezinde, i¢ kulakta ve bobrekte Pendrin olarak adlandirilan bir
transmembran protein kodlamaktadir. Baslangicta siilfat transportunda gorev aldig:
diisiiniilmesine ragmen son ¢aligmalar Pendrin'in sodyumdan bagimsiz olarak klor ve
iyot anyonlarini tasidig1 gosterilmistir (70).

PDS mutasyonlar1 farkli etnik orijinlere sahip ¢ok sayida pendred sendromlu
ailede rapor edilmistir (17). Prelingual non-sendromik isitme kayipli bireylerin
%15'inde klasik Pendred sendromuna neden olan mutasyonlardan farkli mutasyonlar
gosterilmistir. Bu mutasyonlarin bir kismi vestibiiler sivi kanallarinda genislemeye

neden olurken tiroit bezinin biiyiimesine de neden olmamaktadir (70).

Sitoskelatal Protein Kodlayan Genler

Konvansiyonel Olmayan Miyozinler

Miyozin molekiilleri motor ve kuyruklarma gore ¢esitli alt siniflara ayrilirlar.
Klas II miyozinler konvansiyonel miyozinleri olustururken geri kalan 13 farkli
miyozin (klas I, III-XIV) ise konvansiyonel olmayan miyozinleri olusturmaktadir.

Konvansiyonel olmayan miyozinler sitokinez, morfogenez ve hiicre polaritesinin
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olusturulmas: gibi c¢esitli hiicresel fonksiyonlara sahiptirler. Bu molekiiller kulakta

tiiylii hiicrelerin steriosilialarinin organizasyonunda gorev almaktadir (25,39).

MYO7A Geni

Miyozin 7A proteinini kodlayan MYO7A geni sensorindral isitme kayipli genis
bir Tunus ailesinde tanimlanmigtir. MYO7A genindeki mutasyonlar ilk olarak
retinitis pigmentoza, vestibiiler semptom, ve prelingual sagirlikla karakterize Usher
sendrom tip 1B'li bir hastada tanimlanmistir (43,89). MYO7A mutasyonlarinin tip
1B Usher sendromuna, atipik Usher sendromuna, non-sendromik otozomal resesif
(DFNB2) ve non-sendromik otozomal dominant (DFNA11) isitme kaybina da neden
olabildigi gosterilmistir (14).

Non-sendromik otozomal resesif isitme kaybina neden olan MYO7A
mutasyonlar1 dogumdan 16 nc1 yasa kadar olan herhangi bir donemde baslayabilen
derin isitme kaybina neden olurken, non-sendromik otozomal dominant kalitim
gosteren MYO7A mutasyonlarinin ilerleyen isitme kaybma neden oldugu bir Japon

ailesinde gosterilmistir (43,89).

MYO15 Geni

MYOI1S5 geni tiiyli hiicrelerde aktin molekiillerinin organizasyonu i¢in gerekli
konvansiyonel olmayan Miyozin 15 proteinini kodlar. Gelismekte olan fare
kokleasinda yapilan In situ hibridizasyon ¢alismalar1 miyozin 15'in ndrosensoriyal
epitel hiicrelerinde, sakkulus, utriculus ve crista ampullariste eksprese edildigini
gostermistir (42). MYOI15 mutasyonlar1 konjenital otozomal resesif derin isitme

kaybina neden olmaktadir (25).

Yapisal Protein Kodlayan Genler

TECTA (o —tektorin) Geni

TECTA geni, kokleaya spesifik a-tektorin proteinini kodlamaktadir (40). Alfa-
tectorin, kokleanin noroepitelini Orten ve hiicresel yapida olmayan tektorial
membranin kollajen olmayan yapidaki bilesenlerinden biridir. Alfa-tektorin, tektorial

membranim kollajen olmayan glikoprotein bilesenlerinin en biiyiigiidiir (86).
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Alfa-tektorin, mekanik uyarilarin elektriksel uyarilara doniistiiriilmesinde gorev
alir. TECTA gen (DFNAS8 ve DFNA12) mutasyonlari, otozomal dominant non-
sendromik prelingual isitme kayb1 olan farkl ailelerde goriilmiistiir. Otozomal resesif
kalitim gosteren TECTA mutasyonlar: hafif, orta ve siddetli igitme kayiplarina neden
olmaktadir (86). Bunun yaninda, bir Liibnan ailesinde otozomal resesif kalitim
gosteren TECTA mutasyonu da bildirilmistir. Bu mutasyonun biitiin frekanslarda

orta, siddetli ve derin sensorinoral igitme kaybina neden oldugu gosterilmistir (54).

COL11A2 Geni

Kollajenler olduk¢ca heterojen olup 30'dan fazla farkli gen tarafindan
kodlanirlar. Bu proteinler bir araya gelen trimerik protein komplekslerine gore farkl
smiflara ayrilirlar. Bazi kollajen genlerindeki mutasyonlarin sendromik isitme
kayiplarina neden oldugu bilinmektedir (8,51).

Kollajen 11'in a-2 alt birimini kodlayan COL11A?2 geni mutasyonlarmin 20-40
yaslar arasinda baslayan otozomal dominant, postlingual progressif non-sendromik
isitme kaybina neden oldugu bildirilmistir. Mutasyonlar orta frekansh seslerin
algilanmasm  etkilemektedir.  Farelerde yapilan caligmalarda COLI11A2
mutasyonlariin tektorial membrandaki kollajen fibrillerin organizasyonlarini

bozmasi sonucunda isitme kaybinin gelistigi gosterilmistir (8,51).

Transkripsiyon Faktor Genleri

POU3F4 Geni

POU3F4 geni, i¢ ve orta kulakta eksprese olup kemiklerin olgunlagmasinda
gorev alirlar. POU3F4'liin hedef aliarak inaktive edilmesi ile olusturulan mutant
farelerde kemiksi labirentlerin ve orta kulak kemiklerinin anormal gelisimi
gosterilmistir.

Transkripsiyon faktorii kodlayan POU3F4'in fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir. Ancak POU3F4'iin mutasyonlar1 stapesin tabaninin fiksasyonu ile
karakterize olup X kromozomal, non-sendromik, progressif isitme kaybina neden

olmaktadir (12,13).
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POU4F3 Geni

POU4F3 yalnizca tiiyli hiicrelerde eksprese edilir ve corti organindaki
hiicrelerin hayatlarin1 devam ettirmesinde onemli olan genlerin transkripsiyonunun
diizenlenmesinden sorumludur.

Transkripsiyon faktorii kodlayan POU4F3 geninin farelerde meydana getirilen
mutasyonlar1 derin isitme kaybina ve vestibiiler fonksiyon bozukluklarina neden
olmaktadir. Israil’li bir ailede POU4F3 geninde tammlanan 8 baz ciftlik bir
delesyonun otozomal dominant non-sendromik ilerleyici isitme kaybma neden

oldugu bildirilmistir (25,85).

2.5 MLPA Yontemi

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemini ilk
defa 2002 yilinda Schouten ve arkadaslar1 tarafindan relatif kantitatif PCR yontemi
olarak tariflemislerdir (66).

MLPA; 45 tane farkli spesifik dizinin, bir multiplex PCR dan sonra es zamanl
olarak degerlendirilebildigi yeni bir metodtur. Amplifikasyon iiriinleri bir kapiller
elektroforez cihazi ile ayristirilir. Sadece bir tek evrensel primer cifti kullanilir.
Olusan fragment uzunluklar1 130-490 bp arasinda oldugundan jel paternine
uygundur. Elde edilen sonuglarin kontrol drnegiyle karsilastirilmasi sonucunda hangi
dizinin delesyon, amplifikasyon veya nokta mutasyon tasidig: tespit edilir. MLPA
reaksiyonunda 45 dizinin amplifikasyonu i¢in sadece 20 ng insan DNA s1 yeterli
olmaktadir. Diger tekniklerle karsilastirildiginda MLPA reaksiyonu daha hizli, ucuz
ve uygulanmasi kolaydir. Gerekli ekipmanlar ise ¢ogu molekiiler laboratuvarinda
bulunabilmektedir (91).

Her bir MLPA probu hedef diziye hibridize oldugunda birbirine eklenebilecek
iki oligoniikleotid icerir. Biitiin baglanmis problar 5 ve 3' uclarmda PCR ile sadece
tek primer c¢ifti kullanilarak ayni anda amplifiye olmalar1 i¢in tanimlayic1 dizilere
sahiptirler. Her prob uzunluklar1 130 ve 480 baz cifti arasinda degismek {iizere
birbirinden farkli uzunlukta amplifikasyon iriinii verir. Her MLPA probunun iki
oligoniikleotid pargasindan bir tanesi kimyasal olarak sentezlenmistir ve 5' ucunda
PCR ile amplifikasyon i¢in sabit bir dizi ve 3' ucunda hedefe spesifik olan dizi

bulunur. Probun diger oligoniikleotidi 5' ucunda 25-43 niikleotid uzunlugunda ve ilk
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oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye hibridize olan diziyi icerir, 3' ucunda ise
PCR ile amplifikasyonda kullanilacak olan sabit dizi ve 19-370 niikleotid
uzunlugunda dolgu dizisi bulunur. 80-440 niikleotid uzunlugundaki oligoniikleotidler
MLPA Kkalitesini karsilayacak sekilde ticari olarak bulunmadiklarindan kimyasal
olarak sentezlenmistir. Bu oligoniikleoditlerinin sentezi i¢in M13 klonlarmin tek
zincirli DNA s1 kullamlmigtir. M13 DNA s1 komplementer oligoniikleotidlerin
baglanmasi ile kismen ¢ift zincirli hale getirilmistir ve iki restriksiyon endoniikleaz
ile kesilmistir. Bu enzimlerden bir tanesi DNA y1 kendi tanima bolgesinden, hedef
diziye mitkemmel bir komplementer olacak sekilde fosforile 5' ucundan kesmektedir.
35-42 prob igeren kitler genellikle problar arasinda 6 ya da 9 baz cifti uzunluk farki
olacak sekilde dizayn edilmistir. Spesifik bir MLPA prob kitinde kullanilan biitiin
problar farkli M13 kaynakli vektorlerden elde edilmislerdir ve farkli dolgu ve
hibridizasyon dizileri icerirler. Farkli problarin birbirleri ile heterodubleks
formasyonunu 6nlemek icin problarin sadece u¢ kisimlar1 ortak dizi igerir. Bunun
icin 118 farkli dizide ve uzunlukta dolgu dizisi iceren M13 kaynakli MLPA vektorii
hazirlanmustir (Sekil 2.5). Hedef diziye spesifik sentetik oligoniikleotitler, gerekli
dizi uzunlugunu saglayacak esneklikte bu vektorlere kolayca eklenebilirler. Iki
sentetik oligoniikleotid parcayr iceren 94-124 baz cifti uzunlugundaki problar
amplifikasyonda basarili sekilde kullanilmistir. M13 kaynakl oligoniikleotid
problarinin hibridize olmayan dolgu dizilerinin farkli uzunluklar1 bize amplifikasyon
riinlerinin farkli ozellikleri sayesinde avantaj saglamistir. Hibridize olan hedefe
spesifik kisa diziler ise mutasyonlar1 saptamada ve tek niikleotid polimorfizm
analizlerinde de hedef diziye yarismali sekilde baglanmadiklarindan dolay1 avantaj
saglamistir (66).

Hibridizasyon ve ligasyon asamalarindan sonra PCR ile amplifikasyonda biitiin
problar i¢in tek cift primer kullanilmaktadir. Primerlerden bir tanesi FAM [N- (3-
fluoranthyl) maleimide] ile isaretlenmistir (73). Giiniimiizde MLPA yontemi ¢esitli
genlerde, nokta mutasyon, delesyon ve amplifikasyonlarin tanimlanmasinda

kullanilmaktadir (91).



MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
*Denatiire genomik DNA 40 ayr1 prob ile hibridize edilir.

*Her bir MLPA probu, biri sentetik, digeri M13 kaynakhdr.

PCR primer dizisn Y PCR primer Dizigi X

\ M13 kaynald her

[rolen Dhz oligﬂllﬁkl{‘{)ﬁd dizisi
Hibridize olan dizi farkh proplarda farkh

Hibridize olan dizi dolgu dizisine sahiptir.

P

Her probun iki parcasi
hedef diziye yakm

5
N\ sekilde hibridize ohmlar.
; - AY

3 Hedef A S

3" HedefB =)
X
X Probun hibridize olan iki
, parcast bir termostabil
5 Y ligaz tarafindan
5 birlestivilir.
3 Hedef A S
3 Hedef B S
Biitiin prob ligasyon iiriinleri tek bir primer cifti kullandarak PCR ile amplifive edilirler.
Y Her probun amplifikasyon
X Y X tintinii birhirinden farkh
, , uzunluga sahiptir.
5’ 3’ 5 3

Amplifikasyon iiriinleri elektroforez ile aynistuin. Prop amplifikasyon iiriindilerinin géreceli
miktarlai1 hedef dizinin gireceli doz milctarum belirler.

Sekil 2.5.: MLPA Reaksiyonunun Isleyisi.*
*Schouten, J.P ve ark. (66)’dan degistirilerek alinmustir.
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2.5.1. Salsa MLPA P163 B1 (lot:0208) Prob Kitinin Ozellikleri.

MLPA P163 B1 (lot 0208) isitme kaybu kiti ile NSSNiK olan bireylerde GJB2,
GJB3 ve GJB6 genleri incelenebilmektedir. Toplam 41 farkli prob iceren kit GJB2,
GJB3 ve GJB genlerinin DNA dizilerine hibridize olabilen 17 farkli prob
icermektedir (Tablo 2.3). Bunlarin disinda kalan 24 prob ise kontrol referans problar1
ile Wolfram sendromuna neden olan WFS1 genini inceleyen problardir. GJB2 geni
sekiz prob ile incelenmektedir. Problardan ii¢c tanesi gende bulunan nokta
mutasyonlarmi arastirmak i¢in dizayn edilmistir. Nokta mutasyona spesifik problar
ile 35delG, 313dell4 (310dell4 olarakta gosterilir) ve IVS1+1 G>A mutasyonlar1
incelenebilmektedir. Kalan bes prob ise GJB2 geninin farkli bdlgelerine hibridize
olmaktadir. GJB3 geninde dort farkli bolgeye, GIB6 geninde ise bes farkli bolgeye
hibridize olan problar1 icermektedir (91).

Isitmede gérev yapan proteinleri kodlayan genlerin sayisinin fazla olmasina
ragmen mutasyonlarin biiyilk bir kismu belli genlerde ve gen gruplarinda
gerceklesmektedir. Konneksin proteinlerini kodlayan genlerin mutasyonlar1
olgularda yiiksek oranda goriilmektedir. Ozellikle GJB2 gen mutasyonlart NSSNIiK
11 hastalarin yaklasik yarisindan sorumludur (16,68). DENB1 lokusu (GJB2 ve GJB6)
en sik gorillen otozomal resesif NSSNIK dir ve konjenital, prelingual isitme
kayiplarinin tamaminin %20 sini teskil eder (93).

GJB2 geninde sik goriilen mutasyonlar popiilasyonlar arasinda farkliliklar
gostermekle birlikte Avrupa, Kuzey Amerika ve Akdeniz toplumlarinda goriilen
patolojik GJB2 mutasyonlarmin yaklasik %70'ini 35delG olusturmaktadir (16,68).
167delT Ashkenazi Yahudilerinde ve 235delC Japon toplumunda en sik goriilen
GJB2 mutasyonlaridir (36,37,53).

Populasyonumuzda NSSNIK 11 hastalarda en énemli gen olan GJB2 geni ve bu
gende en sik goriilen mutasyon olan 35delG ile birlikte GJIB3 ve GJB6 genleri de
MLPA P163 B1 (lot 0208) isitme kaybi kiti kullanilarak mutasyonlar acisindan
incelenmistir (25,91).



Tablo 2.3: Salsa MLPA P163 B1 prob kitinin 6zellikleri.*
*www.mlpa.com 26/07/2008 (91)’dan alinmustur.
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Chromosomal position

Length(nt) | SALSA MLPA probe Control 1312 GIB3 WFS1
64-70-76-82 | DQ-control fragments

88-92-96 DD-control fragments

124 Reference probe 2782-1.02224 | 2q37

130 GJB2 Probe 6698-1L4752 Exon 1

137 Reference probe 0662-L0158 | 6p21

141 ZNF198 Probe 5170-L6282 13ql1

147 WEFSI1 Probe 5375-1L4766 Exon 1
154 GJB3 Probe 5366-L4757 Exon 1

159 GJB6 Probe 5370-L4761 Exon 1

164 WFSI1 Probe 5377-L11414 Exon 3
172 GJB2 Probe 9862-1.9257 35delG mutation specific

178 GJB2 Probe 5362-14753 Exon 1

183 WESI1 Probe 5379-1L4770 Exon 5
190 GJB3 Probe 5367-L4758 Exon 2

196 GJB6 Probe 5371-L4762 Exon 1

202 ZNF198 Probe 5730-L6767 13q12

208 WEFESI1 Probe 6699-14772 Exon 7
217 Reference probe 0769-L0274 | 17q21

222 PSPC1 Probe 2399-L6768 13q12

229 WES1 Probe 5376-L4767 Exon 2
238 GJB3 Probe 5368-1.4759 Exon 3

247 GJB2 Probe 6700-L4754 Exon 1

254 WFSI1 Probe 5378-L4769 Exon 4
265 GJB2 Probe 9861-L.9255 IVS1+1G>A mutation specific

274 GJB2 Probe 5364-14755 Exon 2

283 GJB6 Probe 6701-L4763 Exon 2

292 GJB3 Probe 5369-L4760 Exon 3

301 GJB6 Probe 5373-L4764 Exon 3

307 GJB2 Probe 9118-L.9202 WT at 313del14 mutation

312 WEFSI1 Probe 5382-L6285 Exon 8
321 WEFSI1 Probe 6702-1.9985 xon 6
328 GJB2 Probe 5365-L4756 Exon 2

337 GJB6 Probe 5374-1476 Exon 3

346 Reference probe 2473-L1917 | 15q21

355 LATS2 Probe 6704-L3639 13q12

364 Reference probe 1234-L.0781 | 10p14

374 SGCG Probe 3394-L.2787 13q12

385 FLJ13046 Probe 6697-L0731 13q12

392 LATS2 Probe 6705-L3638 13q12

402 PSPC1 Probe 2717-L3608 13q12

410 Reference probe 2669-L.2136 | 11q23

417 ZNF198 Probe 5764-L.5202 13q12

428 Reference probe 1439-L0908 |2pl16




3. GEREC VE YONTEMLER

3. 1. GERECLER:
3. 1. 1. Kullamlan Geregler:
Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 310)
MagNa Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)
Mikro Pipet takimi (Gilson)
Mikrosantrifiij (Eppendorf)
Elektroforez aleti (Consort E844)
Mikrodalga firm (Arcelik)
Su banyosu (Niive)
Vorteks (Heidolph)
Buzdolabi (Arcelik)
Santrifiij tiipleri
Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)
PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)
ABI 310 yiikleme tiipleri (ABI)
ABI 310 47 cm Kapiller (ABI)

3. 1. 2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler:
DNA Ekstraksiyon Kiti (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I)
Salsa MLPA Deafness Probe Mix ( Salsa P163 B1- MRC Holland) (lot 0208)
Performans Optimize Edici Polimer 4 (POP4 TM) (ABI)
10X EDTA © Buffer (ABI)
Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)
Hi-Di Formamide (ABI)
Mineral Yag (Roche)
6X Jel yiikkleme tamponu (Sigma)
Agoroz ( Genaxis)

Etidyum Bromid (Sigma)

25
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Distile Su

AL buffer (QIAGEN)
Buffer AW1 (QIAGEN)
Buffer AW2 (QIAGEN)
Buffer AE (QIAGEN)
Etanol (95%) (Tekel)

3.2. YONTEMLER:

3. 2. 1. Materyal Secimi:

Anadolu Universitesi Isitme Engelli Cocuklar Egitim ve Arastirma Merkezinde
egitim gormiis ve egitim gérmekte olan NSSNIK olan fizik muayeneleri yapilmis 90
olgu calismaya alinmistir. Olgular calismaya dahil edilmeden 6nce ¢alisma hakkinda
bilgi verilmis ve her olguya (veya ebeveyne) onam formu imzalatildiktan sonra
olgular caligmamiza dahil edilmistir. Calismamiz 25 Aralik 2006 giin ve 03 sayili
karar ile Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p fakiiltesi Etik Kurulundan etik kurul
onay1 almustir.

Olgularin anamnezi ile birlikte aile Oykiisii, daha Once gecirilmis enfeksiyon
Oykiisii ve ototoksik ila¢ kullanim Oykiileri incelenmistir. Hastalarin tiimiinde isitme
kayb1 prelingual donemde tesbit edilmistir. Sensorindral isitme kaybi ile birlikte
goriilen sendromlar1 diisiindiirecek Oykii olan veya fizik muayene bulgulari olan
olgular calismaya dahil edilmemistir. Olgularin ayrintili fizik muayenesi yapildiktan
sonra 2cc EdTA 1 tiipe periferik kan ornekleri alimmustir. 50 olguya ait periferik kan
ornekleri Qiagen DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak DNA elde edilirken kalan 40
olguya ait periferik kan orneklerinde DNA izolasyonu Magna Pure Compact DNA
Ekstraksiyon Robotunda MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I
kullanilarak gerceklestirilmistir. MLPA analizinde Salsa MLPA P163 B1 isitme
kaybi kiti kullanilmigtir.

3.2.2 QIAamp DNA Mini Kiti Kullanarak DNA Izolasyonu
¢ 1.5 ml lik ependorf tiipiiniin icerisine, 20 ul QIAGEN proteaz (ya da

proteinaz K) konmugtur.
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® Daha sonra EDTA i tiip icerisinde bulunan 200 pl lik kan Ornegi tiipe
eklenmistir.

¢ 200 pl lik Buffer AL eklenip, 15 saniye vortekslenerek karistirilmistir.

® 56°C de 10 dakika inkiibe edilmistir.

¢ 1.5 ml lik ependorf tiipiiniin kapaginda olusan damlaciklarin diigsmesi icin
kisa siireli santrifiij yapilmustir.

® %96 lik 200 ul etanol eklenip, 15 saniye vorteksledikten sonra kisa siireli
santrifiij yapilmustir.

¢ Dikkatli bir sekilde karisim ependorf tiipiinden alinip, kitle birlikte gelen
QIAamp spin columna ( 2ml lik toplama tiipiiniin icerisinde bulunan) bosatild: ve 1
dakika 8000 rpm de santrifiij yapilmistir. QIAamp spin column;1,5 ml lik temiz
baska bir ependorf tiipiine yerlestirilip filtrat1 iceren tiip atilmustur.

¢ QIAamp spin column kapagi acilip 500 pul AW1 soliisyonu eklenmistir.
Kapagi kapatilip 14000 rpm de 3 dakika santrifiij yapilmistir.

¢ QIAamp spin column;1,5 ml lik temiz baska bir ependorf tiipiine yerlestirilip
filtrat1 iceren tiip atilmugtir.

¢ QIAamp spin column kapagi acilip 500 pl AW2 soliisyonu eklenmistir.
Kapagi kapatilip 14000 rpm de 3 dakika daha santrifiij yapilmstir.

® Spin column temiz 1.5 ml lik temiz ependorf tiipiine yerlestirilip, QIAamp
spincolumn kapagi agilip 200 ul lik Buffer AE eklenmistir. Oda sicakliginda 5
dakika bekletilip daha sonra 8000 rpm de ldakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
DNA -20 °C de saklanmistir.

3.2.3. MagNa Pure Ekstraksiyon Robotu ile DNA izolasyonu

¢ EDTA 11 tiipten alinan 200 pl kan kit ile birlikte gelen 6rnek tiiplerine kondu
ve tiipler cihaza yerlestirilmistir.

® Manyetik parcaciklar, proteinaz K ve yikama solusyonlar1 iceren kartus
tizerindeki barkod okutulduktan sonra cihaza yerlestirilmistir.

e Uygun program ile baslangic yiiklenen kan 200 ul ve istedigimiz dilusyon
oranlar1 200 pl olarak programa girilmistir.

¢ Cihazla birlikte gelen wuclarin (tip tray) bulundugu kartus cihaza

yerlestirilmistir.
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e Eliisyon tiiplerinin barkodlar1 okutulduktan sonra cihaza yiiklendi ve DNA

eldesi i¢in cihaz baslatilmistir.

3.2.4. izole Edilen DNA Orneklerinin MLPA Yontemiyle Analizi:

DNA Denatiirasyonu Ve SALSA MLPA P163 Bl Probe Miks ile
Hibridizasyonu:

¢ Elde ettigimiz DNA Orneklerimizden 5 pl (20-250 ng DNA) alinmustir.

¢ Alman ornekler 200 pl lik PCR strip tiiplerine aktarimstir.

®98 °C de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA denatiire
edilmistir.

e Ornekler 25 °C’ye sogutulmustur.

e 25 °C’de bulunan DNA 6rneginin iizerine 1.5 ul SALSA Probe Mix (P163)
ve 1.5 ul MLPA Buffer eklenip pipetaj yapilarak homojenize edilmistir.

¢ Buharlagsmay1 onlemek i¢in PCR strip tiiplerinin iizerine 5 pl mineral yag
eklenmistir.

® 95 °C de 1 dk. inkiibe edilip 6rnekler 60 °C de 16 saat hibridizasyona
brrakilmigstir.

Ligasyon Reaksiyonu:

e Hibridizasyon siiresi bitiminde Termal Cycler cihazmm 1sis1 54 °C ye
indirilmistir.

e Ornekler 54 °C ye geldikten sonra mineral yag almmayarak hibridizasyon
tiriiniine 32 pl Ligaz-65 miks solusyonu tiipiin dip kismindan (iistteki yag seviyesinin
altina inerek) ilave edilmistir.

® 54 °C de 15 dk. inkiibasyona birakilmistir.

e Daha sonra 98 °C de 5 dk. bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglanmustir.

PCR:
¢ Ligasyon reaksiyonu iiriinlinden 10 pl almnarak ayr1 PCR strip tiiplerine

aktarilmastir.



29

® Daha sonra ligasyon iiriinii konmus her strip tiipiine sirasiyla:
- 4 ul 10XSALSA PCR Buffer
- 26 ul distile su
- 10 ul Polimeraz miks,
eklenerek PCR baglatilmistir.

¢ PCR sartlart:
Denatiirasyon 30sn 95°C
Annealing 30sn 60 °C 35 dongii
Ekstansiyon 60sn 72 °C

Son Ekstansiyon 20dk 72°C

ABI 310 Cihazina Yiikleme:
¢ PCR bitiminde elde edilen iiriinlerden 3 pl alinarak ABI 310 cihazi yiikleme
tiiplerine aktarilmistir.
® Daha sonra tiiplere:
0.5 pl internal size standart (Rox 500)
12 ul deiyonize formamid eklenerek pipetajla homojenize edilmistir.
e Ornekler 94 °C de 4 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek
denatiirasyonlar1 saglanmistir.
e Ornekler buz iizerine ahnmustir.
e ABI 310 cihazinda; 15 kV de 5 saniye injeksiyon zamani, 60 °C ve 15 kV de
30 dakika yiiriitme zamanu, filitre C sartlar1 saglanmustir.
¢ Daha sonrasinda ABI cihazina yiiklenilerek, GeneMapper V3.7 programinda
okutulmaya baslatilmistir.

e Her 6rnege ait pik goriintiileri ve pik alanlar1 elde edilmistir.

Degerlendirme:

MLPA fragmentleri farkli biiytikliiklerde olduklar1 i¢in belli bir sirayla kapiller
elektroforezden ge¢mektedir. Her bir fragmente ait uzunluk (size) ve bu fragmentin
olusturdugu pikin altinda kalan alan GeneMapper V3.7 programi ile

degerlendirildikten sonra excel dosyasi formatinda kaydedildi.
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Spesifik olmayan amplifikasyon pik iiriinleri kaldirildi. Kaldirilma islemi
yapilirken MLPA salsa P163 Bl prob miksinde bulunan standart prob pikleri
degerlendirilmeye alindi. Non spesifik pikler veya rox piki kaldirildi. Normal ve test
orneklerine ait sadece beklenen MLPA iiriinlerinin pik alanlari, problarin elde edilen
boyut ve pik alanlar1 Fragment Analyzer V2.0 programina aktarildi. Normal olan
ornekler eksternal kontroller olarak kaydedildi. Salsa MLPA P163 B1 probmiksi
onceki problara gore farkli olan blok normalizasyona gore hesaplanarak
degerlendirildi. Blok normalizasyon bu MLPA prob kitine 6zgii olup kullanilmas1
onerilmektedir. Onceki MLPA prob mikslerinde normalizasyon yapilirken bir olgu
icin prob miksinde bulunan tiim problarin pik alanlar1 toplam degeri kullanilirken,
Salsa MLPA P163 B1 prob miksinde referans kontrol problar1 pik alanlar1 toplam
degeri kullanilmaktadir. Blok normalizasyon yaparken analiz programu ile hasta
birey i¢in her bir pike ait pik alani, kit icerisinde bulunan referans kontrol problarin
toplamina boliiniir. Kontrol olarak alinan saglikli bireyler i¢in her bir pike ait pik
alani, kit icerisinde bulunan referans kontrol problarin toplamina boliiniir. Son olarak
isitme kaybi olan hasta olgular ile kontrol olgulardan elde edilen verileri oranlayarak
doz hesaplamasi yapar. Bu deger 0.7’nin altinda ise delesyon yoniinde, 1.3’iin

tistiinde ise amplifikasyon yoniinde degerlendirilir.

Kontrol olgular1 olarak herhangi bir isitme kayb1 6ykiisii bulunmayan ve GJB2
geni DNA dizi analizi yontemi ile incelenmis ii¢ olguya ait DNA 6rnegi kullanild:.

Her deneyde ii¢ normal negatif kontrol test ornekleri ile birlikte c¢alisild.
Relatif kantitatif PCR yontemi olan MLPA ile degerlendirme yapilirken Fragment
Analyzer V2.0 programi otomatik olarak asagidaki formiilii (formiil 3.1) kullanarak

her bir spesifik prob bolgesi i¢in doz tayini yapmaktadir

Hasta TPAD
Hasta RPATD
Doz Orani =
1. Kontrol TP AD 2. Kontrol TPAD 3. Kontrol TPAD
+ +
1. Kontrol RPATD 2. Kontrol R. P. A. T. D. 3. Kontrol RPATD
3

3.1)

TPAD.: Test Piki Alan Degeri
RPATD.: Referans Kontrol Prob Pik Alanlar1 Toplam Degeri
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35delG Mutasyonunun Degerlendirilmesi

Salsa MLPA P163 B1 isitme kayb1 prob miksinde 172 bp uzunlugundaki prob
35delG mutasyonuna spesifiktir. Her iki allel de 35delG mutasyonu agisindan negatif
ise 172 bp prob uzunluguna uyan bdlgede herhangi bir pik goriilmemektedir.
Heterozigot ve homozigot mutasyon varhiginda pik goriilebilmektedir.
Kullanidigimiz formiile gore kontrol bireylerde mutasyon olmamasi nedeniyle pik
goriilemeyecek kadar kiiciiktiir ve alami da bununla orantili olacak sekilde az
olmaktadir. Bu yiizden normalde formiil geregi 0.7-1.3 araligi amplifikasyon ve
delesyonlar icin kullanildiginda homozigot veya heterozigot durumlarda 1.3
katsayismin ¢ok iizerinde degerler ¢cikmaktadir. Heterozigot ve homozigot mutasyon
ayrimi yapmakta zorluk ¢ekilmektedir.

Calismamizda heterozigot 35delG mutasyonu oldugu (DNA dizi analizi ile
calisilmig) bilinen bir heterozigot 35delG pozitif kontrol ile hastalar caligilmistir.
35delG mutasyon analizi GeneMapper V3.7 programinda pik olarak goriilebilse de
Excel tabanli program analiziyle hastalara ait Ornekler ile 35delG heterozigot
mutasyonuna sahip pozitif kontrol bireyleri formiile gore hesaplanmistir. Bu
durumda 172 bp uzunluguna uyan 35delG probunun pik alam1 doz orani 0.7 ile 1.3
araliginda oldugunda 35delG mutasyonu i¢in heterozigot. Pik alan1 doz orani 1.3 ten
biiylik oldugunda homozigot 35delG mutasyonu olarak degerlendirilmistir. 0.7

degerinin altinda kalan ise yabanil tip (mutasyon yok) olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Anadolu Universitesi Isitme Engelli Cocuklar Egitim Merkezinde egitim
gormiis ve gormekte olan norosensoriyal tip isitme kaybi olan 90 olgu calismamiza
dahil edilmistir. Olgularin aile Oykiisii (akrabalik ve ailede isitme engelli birey
varlig), pedigri 6zellikleri, daha 6nce gecirilmis enfeksiyon, travma ve ototoksik ilag
kullanim Oykiileri incelenmistir. Fizik muayene ile olgular sendromik ac¢idan
degerlendirilmig, bir sendromun pargasi olabilecek bulgusu veya bulgular1 olan
olgular calismaya alinmamistir. Olgularin ayrintili fizik muayenesi yapildiktan sonra

EDTA i tiiplere 2cc periferik kan ornekleri alinmustir.

4. 1. Cahsmamiza Katilmis Olan Olgularin Ozellikleri:

Calisma grubumuza dahil edilen hastalarin 42°si kiz, 48’1 erkek olup, yas
ortalamast 12,13 +6,1 olarak saptandi. Olgularin isitme kaybi; hafif (20-40 dB),
orta(41 dB-70 dB), ileri (71 dB-95 dB) ve ¢ok ileri (95 dB iistii) diizey isitme kayb1
olarak smiflandirildi. Cok ileri diizeyde isitme kaybi olan 67 (%74.4) olgu hasta
grubumuzun en 6nemli kismim olusturmaktadir. ileri diizey isitme kayb1 olan 16
(%17.8) olgu, orta diizey isitme kayb1 olan 7 (%7.8) olgu ¢calismamizda mevcut iken
hafif diizey isitme kaybi olan olgu calismamizda bulunmamaktadir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Olgularm isitme kaybi diizeyine gore smiflandirilmasi.

Isitme kayb1 diizeyi Olgu sayis1 Yiizde
n %
Cok ileri 67 74.4
Tleri 16 17.8
Orta 7 7.8
Toplam 90 100
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Calismamizdaki olgularin aile Oykiileri ve pedigri 6zellikleri incelendiginde
birbirinden bagimsiz ailesel otozomal resesif kalitim kalibi ile uyumlu isitme kaybi

olan 15 olgu tespit edildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Ailesel otozomal resesif NSSNIK olan bireylerin orani

Ailesel otozomal resesif NSSNiK | Olgu sayis1 (n) Yiizde (%)
Var 14 15.6
Yok 76 74.4
Toplam 90 100

4.2. Arastirma Grubu Olgular1t MLPA Bulgular::
4.2.1 DNA Ekstraksiyonu

Calismamizda bulunan 90 olgunun 50 tanesinde Qiagen ekstraksiyon Kkiti ile
manuel olarak DNA elde edilmistir. Kalan 40 olguda MagNa pure ekstraksiyon kiti
ile robotik sistemle DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA ornekleri %1 lik agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiilmustiir (Sekil 4.1, Sekil 4.2). 90 olgunun tiimiinde basarili
bir sekilde DNA eldesi gerceklestirilmistir.

Sekil 4.1: Manuel ekstraksiyon ile elde edilen DNA nin jel goriintiisii.
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Sekil 4.2: Robotik sistem ile elde edilen DNA nin jel goriintiisii.

4.2.2 MLPA Analizi

Calismamizda bulunan olgularin periferik kan 6rneklerinden elde edilen DNA
orneklerinde MLPA P163 Bl(ot 0208)  kiti kullanilarak MLPA yontemi
calistimastir.

ABI 310 kapiller elektroforez cihazina ornekler yiiklenmis ve GeneMapper

V3.7 programu ile incelenmistir.

Kapiller elektroforezde yiiriitiilen fragmentler farkli uzunlukta oldugu i¢in her
fragment uzunluguna gore belli sirayla analiz edilmektedir. Fragmentlerin miktar1 ve
biiytikliikleri GeneMapper V3.7 programinda pik olarak goriilebilmektedir (Sekil
4.3).

Programdan elde edilen piklerin biiyiikliikleri (6nemli olan pik uzunlugu degil
piklerin altinda kalan alanin degeridir) kontrol hastalar1 ile karsilastirmak ve blok
normalizasyon yapmak amaciyla Excel tabanli Fragment Analyzer V2.0 yazilimina

yiiklenmistir.

Isitme kayb1 olan hasta olgular ile kontrol olgulardan elde edilen verileri
Fragment Analyzer V2.0 yazilimi ile oranlanarak doz hesaplamasi yapilmistir. Doz
oram1 0.7’nin altinda ise delesyon yoniinde, 1.3’iin iistiinde ise amplifikasyon

yoniinde degerlendirilir.
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Sekil 4.3: Ornek analiz goriintiisii

DQ (DNA Quantity) fragmentleri ile DNA miktar diizeyi analiz edilebilirken
DNA denaturasyon diizeyi DD (DNA Denaturasyon) fragmentleri ile
incelenebilmektedir. DQ kontrol pikleri 64, 70, 76, 82 bp uzunlugunda dort pik ile,
DD kontrol pikleri ise 88, 92, 96 bp uzunlugunda 3 pik ile degerlendirilmektedir. DQ
ve DD pikleri DNA nin miktar1 ve denatiirasyonun efektif bir sekilde yapilip
yapilmadigmi degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Bu piklerin verileri nokta

mutasyon, delesyon ve amplifikasyon degerlendirilmelerinde kullanilmamaktadir.

Her MLPA deneyi esnasinda igitme kaybi olmayan ve ailesinde isitme kaybi1
Oykiisii bulunmayan ii¢ saglikli bireyin periferik kanindan elde edilen DNA o6rnekleri

de kontrol olarak ¢aligmaya dahil edildi.

GeneMapper V3.7 programi ile piklerin bp uzunluklar1 goérsel olarak
degerlendirilebilmektedir. 35delG mutasyonuna spesifik 172 bp uzunlugunda
bulunan prob, mutasyona spesifik bir probtur. Olguda mutasyon olmadigi durumda
172 bp uzunlugunda bulunan pik goriilmemektedir (Sekil 4.4). 172 bp uzunlugunda
alinan belirgin bir pik, 35delG mutasyonu i¢in bilgi verici olmaktadir. IVS1+1 A>G
mutasyonuna spesifik 265 bp uzunlugunda bulunan prob ancak mutasyon olmasi

durumunda belirgin bir sekilde goriilebilmektedir.
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GeneMapper V3.7 programu ile olast non spesifik pikler (Rox piki v.s)
elendikten sonra pik alanlar1 Excel programina aktarilarak kaydedilir. Excel
formatinda kaydedilmis pik alanlari, Excel tabanli ¢calisan Fragment Analyzer V2.0

programinda degerlendirmeye alinir.
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Sekil 4.4: Normal bir olguya ait pik goriintiileri.

—

Cihaza yiikleme yapildiktan sonra GeneMapper V3.7 software programu ile
elde edilen piklerin goriintiisii sekildeki gibidir.
MLPA tekniginde 6zellikle mutasyon spesifik piklerin analizinde pikleri gorsel

olarak degerlendirdikten sonra Excel tabanli programda analiz edilmelidir.

Sekil 4.4 de normal bir bireye ait pikler goriilmektedir. Piklerin altinda kalan
alanlar Excel tabanli analiz programu ile analiz edilmislerdir. Normal bir olguya ait

fragment analiz tablosu Tablo 4.3’te verilmistir.



Tablo 4.3: Normal bir olguya ait doz oran1 analiz goriintiisii.

Length | SALSA MLPA probe p163 Chromosomal position SONUC
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Heterozigot 35delG Mutasyon Bulgular

Sekil 4.5 de Salsa MLPA P163 B1 kitinde bulunan 172 bp uzunluguna ait prob
ile GJB2 geninin ikinci ekzonundaki 35delG mutasyonunu gostermektedir. 172 bp
uzunlugundaki pik heterozigot 35delG mutasyonu olan hastada goriilmektedir (Sekil
4.5). Farkli uzunlukta bulunan problarin altinda kalan alan Excel tabanli analiz

programinda analiz edildiginde 1.3 degerinin ¢ok iizerinde olan bir deger elde

edilmistir (Tablo 4.4).
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Sekil 4.5: 35delG heterozigot mutasyonun pik goriintiisii.

—

GeneMapper V3.7 programinda 35delG mutasyonu gorsel olarak
degerlendirilebilmektedir. Olgularin 6 (%6.6) tanesinde 35delG mutasyonu

heterozigot olarak saptanmistir.

MLPA piklerinin altinda kalan alanlarin hesaplanmasi durumunda 35delG
mutasyonuna spesifik prob i¢in bulunan deger 76,28 dir. Bu deger 1,3 degerinin ¢ok

tizerindedir.



Tablo 4.4: 35delG heterozigot mutasyonu olan bir olgunun analiz goriintiisii.

Length | SALSA MLPA probe p163 B1 Chromosomal position SONUC
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Homozigot 35delG Mutasyon Bulgulari

Salsa MLPA P163 B1 kitinde bulunan 172 bp uzunluguna ait prob GJB2
geninin ikinci ekzonundaki 35delG mutasyonunu taramaktadir. Normalde olmamasi
gereken 172 bp uzunlugundaki pik homozigot 35delG mutasyonu varliginda belirgin
bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.6). Excel tabanli analiz programinda
degerlendirildiginde 1.3 degerinin ¢ok iizerinde olan bir deger elde edilmistir (Tablo
4.5). GeneMapper V3.7 programinda 35delG mutasyonu gorsel olarak
degerlendirilebilmektedir. Olgularin 22 tanesinde (%24.4) 35delG mutasyonu
homozigot olarak saptanmistir. MLPA piklerinin altinda kalan alanlarin

hesaplanmast durumunda 35delG mutasyonuna spesifik prob i¢in bulunan deger

134.82 dir. Bu deger 1,3 degerinin ¢ok iizerindedir (Tablo 4.5).
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Sekil 4.6: 35delG homozigot mutasyonun pik goriintiisii



Tablo 4.5: 35delG homozigot mutasyonu olan bir olguya ait analiz goriintiisii.

Length

SALSA MLPA probe p163 B1

Chromosomal position

SONUC
0,89
1,22
1,05
0,99
1,18
1,02
1,14

1
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Calismamizda non sendromik sensorinoral isitme kaybi olan 90 olgunun 22
(%24.4) tanesinde homozigot 35delG mutasyonu saptanirken 6 (%6.6) tanesinde
heterozigot 35delG mutasyonu saptanmistir. 62 olguda herhangi bir mutasyon
saptanmamistir. GJB2 geninde 35delG mutasyonu saptanirken GJB3 ve GJB6

genlerinde herhangi bir mutasyon saptanmamustir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Mutasyon saptanan genler, olgu sayis1 ve oranlari

GJB2 (35delG) GJB3 | GJB6
Homozigot mutant 22 olgu (% 24.4) 0 0
Heterozigot mutant 6 olgu (% 6.6) 0 0
Normal 62 olgu (% 59) 90 90

Olgu grubumuzda bulunan 14 olguda ailesel otozomal resesif NSSNIK
mevcuttu. Bu 14 olgunun 5 (%35.7) tanesinde homozigot 35delG mutasyonu, 1
(%7.1) tanesinde heterozigot 35delG mutasyonu saptanirken 8 (%357.2) tanesinde

herhangi bir mutasyon saptanmamustir.

35delG Heterozigot Pozitif Kontrol ile Analiz Bulgulan:

Salsa MLPA P163 B1 (lot:0208) isitme kayb1 kiti ile kontrol olarak isitme
kayb1 olmayan mutasyon acisindan normal bireyler kullanildiginda heterozigot
mutant ve homozigot mutant durumlarda 35delG mutasyonuna spesifik 172 bp
uzunlugundaki bolgelerde doz orami olarak 1.3 ten cok yiiksek degerler elde
edilmektedir (Bkz. Tablo 4.4, Tablo 4.5). Karsilastirma yapabilmek amaciyla 3
olguya ait degerler Tablo 4.7 de verilmistir. Ayn1 6rnekler normal kontrol ile degil de
35delG i¢in heterozigot mutasyonu olan pozitif kontrol ile kullamildiginda Tablo
4.8’de goriildiigii gibi 0.7 den diisiik olan deger normal bireyi, 0.7 ile 1.3 arasinda
kalan deger 35delG icin heterozigot mutasyonu ve 1.3 ten biiyiik deger ise 35delG

icin homozigot mutasyonu gostermektedir.



Tablo 4.7: Normal kontrol ile karsilastirmalt MLPA analizi
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Length

SALSA MLPA probe p163 B1

Chromosomal position

Olgu 1 Olgu 2 Olgu 3
0,9 0,98 0,89
1,26 1,2 1,22
1,02 1 1,05
0,78 1,07 0,99
1,09 1,24 1,18
1,08 1,09 1,02
1,11 1,18 1,14
0,95 0,97 1
1,01 1,04 1,02
0,99 0,93 0,96
0,94 1,15 1,01
0,83 1 0,98
0,93 1,03 0,99
1,09 1,03 1,03
0,96 1,05 1,03
1,15 1,09 1,03
1,05 1,02 1
1,02 1,02 1,04
1,03 1,04 1,03
0,94 1,04 0,96
1,23 1,21 1,01
1,24 1,21 1,18
1,05 1,05 1,08
1,08 1,12 1,14
1 0,97 0,95
1,11 1,2 1,12
0,88 0,84 0,84
0,98 0,94 1,02
0,94 0,88 0,94
0,93 1,03 1,03
0,98 0,99 0,9
1 0,96 0,94
1,06 0,96 1,13
1,01 0,92 0,97
1,09 0,94 0,91
1,15 1,18 0,16
1,28 1,27 1,17
1,05 0,94 1,01
0,95 0,92 0,89
1,15 1,03 1,05




Tablo 4.7: 35delG heterozigot kontrol kullanildiginda karsilastirmali MLPA analizi
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Length

SALSA MLPA probe p163

Chromosomal position

Olgu 1 Olgu 2 Olgu 3
0,98 1,07 0,97
1,26 1,09 1,11
1,11 1,09 1,14
0,78 1,07 0,99
0,94 1,07 1,02
1,02 1,04 0,96
0,95 1,01 0,97
1,01 1,04 1,06
1,03 1,06 1,04
1,03 0,97 0,99
0,84 1,02 0,90
0,78 0,93 0,92
0,94 1,05 1
0,99 0,94 0,94
0,96 1,06 1,04
1,08 1,03 0,97
1 0,98 0,96
0,95 0,95 0,97
1 1,01 1
0,98 1,09 1
1.02 1,23 1,12
1,15 1,01 1
0,98 0,98 1,04
0,98 1,02 0,99
1,04 1 1,01
1 1,01 0,81
0,85 0,80 1
0,96 0,93 0,91
0,91 0,85 0,96
0,86 0,96 0,85
0,93 0,94 0,90
0,96 0,92 1,02
0,96 0,87 0,89
0,92 0,84 0,86
1,04 0,90 0,82
0,82 0,83 0,84
0,92 0,91 0,94
0,97 0,88 0,79
0,84 0,81 0,88
0,96 0,86 1,05
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S. TARTISMA

5.1 Manuel ve Robotik DNA Ekstraksiyon Yontemleri ile Elde Edilen DNA
Orneklerinin MLPA Analizlerinde kullamlabilirliginin karsilastiriimasi.

MLPA teknigi son yillarda amplifikasyon ve delsyonlarla birlikte nokta
mutasyonlarin1 da incelemeye olanak vermesiyle daha fazla sayida laboratuarin
kullandig1 bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

MLPA yontemi hibridizasyon-ligasyon-PCR ve kapiller elektroforez yardimi
ile fragman analizi olmak iizere 4 asamada gerceklesmektedir. Elde edilen
fragmentlerin kalitesi ve analiz edilebilirligi DNA miktarma baghdir. Genel olarak
50-500ng arasinda DNA 0Ornegi analiz i¢in yeterlidir. DNA miktarmin calisilan
orneklerde bir birine yakin miktar ve kalitede olmasi iyi bir analiz i¢in dnemlidir.

Calismamizda periferik kandan farkli DNA elde etme yontemlerinin MLPA
yonteminin uyglanabilirligine bir etkisi olup olmadigmi inceledik. 90 olgunun 50
sinde DNA eldesi manuel olarak Qiagen ekstraksiyon kiti ile yapildi. Kalan 40
olguda Roche MagNa pure ekstraksiyon robotu kullanilarak DNA elde edildi.
Ekstraksiyon yapildiktan sonra 6rnekler %1 lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Ornekler MLPA yontemi ile analiz edildiginde piklerin kalitesi ve yiiksekligi
her iki grupta incelendi. Manuel ekstraksiyon ile robotik sistemle DNA
ekstraksiyonu sirasinda MLPA yOonteminin uygulanabilirligi ve analizi ag¢isindan fark
goriilmedi. Calismaya alinan 90 olguda basarili bir sekilde MLPA analizi yapildi ve
hicbir olguda tekrar DNA ekstraksiyonunu gerektirecek bir durumla karsilasilmadi.

5.2 GJB2, GJB3 ve GJB6 Genlerindeki Mutasyonlarin Literatiir ile
Tartisiimasi

NSSNIK olan bireylerde genetik inceleme hastaligin etyolojisini ortaya
koymak agisindan 6nemlidir. Literatiir taramasinda suana kadar bir calismada MLPA
yontemi NSSNIK olan bireylerde kullanilmustir. Giirtler ve ark. (20) tarafindan
yapilmis olan bu calismada NSSNIK I1 32 olguda GJB2, GIB3 ve GjB6 gen
mutasyonlar1 DNA dizi analizi yontemi ile dizilenmis ayrica bu ii¢ gen Salsa MLPA
P163 Kkiti ile incelenmistir. Calismalarinda kullanmis olduklart MLPA probu nokta

mutasyonlar1 icermeyen sadece delesyon ve amplifikasyonlar1 analize imkan taniyan
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bir prob oldugu icin (MLPA firmasmin iirettigi ilk isitme kaybi prob kiti) bir olguda
MLPA yontemi ile GJB6 geninde del(GJB6-D13S1830) mutasyonu saptamuslardir.
Ayni hastada DNA dizi analizi ile 35delG mutasyonu da saptanmis ve MLPA
yonteminin GJB6 genindeki biiyiik delesyonlar1 gostermek icin kullanilabilir
oldugunu belirtmislerdir.

Calismamizda non-sendromik sensorindral isitme kayipli bireylerin biiyiik
cogunlugunda etkin olan GJB2 geninde 35delG mutasyonu homozigot (%24.4) ve
heterozigot (%6.6) olarak saptanirken GJB3 ve GJB6 genlerinde herhangi bir
mutasyon saptanmamustir. Calismamizda kullanmis oldugumuz Salsa MLPA P163
B1 (lot:0208) isitme kaybi kiti ayn1 anda nokta mutasyon (35delG, IVS1+1 G>A,
313dell4 mutasyonlar1) delesyon ve amplifikasyonlarin incelenmesine olanak
tamimaktadir. Cahsmamizda saptamis olugumuz 35delG mutasyonu NSSNIK olan
olgu grubunda ilk defa MLPA yontemi ile saptanmistir. Bu nedenle MLPA analiz

sonuclarimiz literatiirdeki diger yontemlerle elde edilen veriler ile tartisilmstir.

5.2.1 35delG Mutasyonlarinin Literatiir ile Tartisilmasi

Ulkemizde ve Diinya da NSSNIK genetigi ile ilgili g¢aligmalar
degerlendirildiginde 35delG mutasyonu NSSNIK nin genetik etyolojisinde énemli
bir yer tutmaktadir. GJB2 geninde bulunan mutasyonlarin yaklasik yarisim1 35delG
mutasyonu olusturmaktadir (58,80).

Isitme kaybma neden olan 35delG mutasyonunun goriilme sikligi irklara ve
populasyonlara gore biiylik farkliliklar gostermektedir. Diinyada farkh iilkelerde
yapilan calismalarda 35delG homozigot mutasyonu farkli oranlarda saptanmustir.
Amerikada yapilan 3 farkli caligmada 35delG homozigot mutasyonunu Kenna MA
ve ark. %2, Prasad S ve ark. %14.8 ve Kelley PM ve ark. %24.1 oraninda
saptamiglardir (20,31,59). Lui Xz ve ark. (45) tarafindan Cin de yapilan bir
calismada 118 olgunun hi¢ birinde homozigot 35delG mutasyonu saptanmamustir.
NSSNIK olan bireylerde Japonya, Gana, Hindistan, Kore, Pakistan, Tayvan ve
Tayland da yapilan calismalarda homozigot 35delG mutasyonu rapor edilmemistir
(58).

Homozigot 35delG mutasyon orani populasyonlarda %1.8 (Danimarka,

Gronskov K ve ark. ) ile %40 (Slovakya, Minarik G ve ark.) arasinda degismektedir.
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Aym iilkede farkli populasyonlar arasinda yapilan ¢alismalarda ¢ok biiyiik farklar
ortaya ¢ikabilmektedir. Minarik G ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda Slovakyada
yapilan bir ¢calismada %40 oraninda homozigot 35delG mutasyonu saptanirken ayni
caligma grubu tarafindan 2003 yilinda dogu Slovakyada roman populasyonunda
yapilan bir ¢calismada homozigot 35delG mutasyonu NSSNIK olan bireylerde %1.9
oraninda saptanmistir (58).

Tekin M ve ark (80) yapmis oldugu bir calisgmada Ankara, Amasya, Afyon, ve
Denizli illerinde isitme engelliler okullarinda egitim goren prelingual baslangiclh
NSSNIK olan 371 birey GJB2 geninin ikinci ekzonunda bulunan mutasyonlar
acisindan arastirilmistir. Toplam 371 olgunun 56 (%15) sinda homozigot 35delG
mutasyonu, 29 (%7.81) tanesinde heterozigot 35delG mutasyonu saptanmistir. Tekin
M ve ark (82) Tiirkiye’de farkli illerde 35delG mutasyonunu %35 ile %53 arasinda
degisen oranlarda saptamiglardir.

Baris I ve ark.nmin (3) yapmus olduklar1 bir calismada NSSNIK 235 olgu 35delG
mutasyonu agisindan arastiridlmistir. Homozigot 35delG mutasyonu 48 (%20.4)
olguda saptanirken 5 (%?2.1) olguda heterozigot olarak saptanmustir.

Calismamizda 90 olgunun 22 (%24.4) sinde homozigot 35delG mutasyonu
saptandi. Heterozigot 35delG mutasyonu ise 6 (%6.6) olguda saptandi.
Calismamizda saptadigimiz 35delG mutasyon goriilme oranlar: literatiir ile uyumlu

bulunmustur.

Ailesel Otozomal Resesif NSSNIK Olan Bireylerde 35delG
Mutasyonlarinin Karsilastirilmasi

GJB2 geninde 35delG mutasyonu her iki allelde mutant oldugu durumda
sensorindral isitme kaybina neden olmaktadir. Olgu grubumuzda bulunan ailesel
otozomal resesif kalitim goOsteren bireylerde saptanan mutasyonlar literatiir ile
tartisgtlmistir. Calismamizda bulunan 90 olgunun 14 tanesinde (%15.6) ailesel
otozomal resesif NSSNIK mevcuttur.

Uyguner O ve ark. (84) tarafindan yapilan bir calismada Ailesel otozomal
resesif kalitim kalibma uyan NSSNIK olan 60 birey GJB2 geninde 35delG

mutasyonu agisindan taranmustir. 35delG  homozigot mutasyonu 13 ailede %21.7
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oraninda saptanmustir. 35delG heterozigot mutasyonu ise 2 (%3.3) ailede
saptanmugtir.

Tekin M ve ark.nin (82) yapmis oldugu bir caligmada ailesel otozomal resesif
NSSNIK olan 154 birey GJB2 geni 2.ekzonunda bulunan mutasyonlar agisindan
taranmistir. 27 olguda (%17.5) 35delG homozigot mutasyon ii¢ olguda (%1.9)
heterozigot 35delG mutasyonu saptanmuigtir.

Bayazit ve ark.nmn (4) yaptiklar1 calismada ailesel otozomal resesif kalitim
kahibma uyan 14 NSSNIK birey calismaya alinmis bir (%7.1) olguda 35delG
homozigot mutasyonu 1 olguda (%7.1) 35delG heterozigot mutasyonu tespit
edilmistir.

Kalay E ve ark.nm (26) yapmus olduklar1 bir ¢aligmada ise 93 ailesel otozomal
resesif NSSNIK birey 35delG mutasyonlar1 agisindan incelenmistir. Homozigot
35delG mutasyonu 20 olguda (%21.5), heterozigot 35delG mutasyonu ise dort
(%4.3) olguda saptanmis.

Calismamizda Ailesel otozomal resesif NSSNIK olan 14 olgunun bes (%35.7)
tanesinde homozigot 35delG mutasyonu saptanirken bir (%7.1) tanesinde heterozigot
35delG mutasyonu saptanmustir. Kalan sekiz (%57.2) olguda ise mutasyon
saptanmamustir. 35delG homozigot mutasyonu Ailesel otozomal resesif NSSNIK
olan bireylerde %35.7 oraninda saptanmistir ve bu oran genel hasta grubumuzdaki
mutasyon oranina (%24.4) gore daha yiiksek bir degerdir. Bu veri NSSNIK olan

bireylerde ailesel 6ykiiniin ve pedigri 6zelliklerinin 6nemli oldugunu gostermektedir.

Isitme Kaybi Diizeyi ile 35delG Mutasyonlarinin Karsilastiriimasi

Calismamizdaki olgu grubunda isitme kaybi diizeyi ¢ok ileri, ileri ve orta diizey
olarak siniflandirildi. Cok ileri isitme kayb1 olan olgu sayis1 67 (%74.4), ileri diizey
isitme kaybi1 olan olgu sayis1 16 (%17.8) ve orta diizey isitme kayb1 olan olgu sayis1
7 (%7.8) idi. Olgu grubumuzda homozigot 35delG mutasyonu ¢ok ileri diizey isitme
kayb1 olan 21 olguda ve ileri diizey isitme kaybi olan bir olguda saptandi.
Heterozigot 35delG mutasyonu ise sadece c¢ok ileri diizey isitme kaybi olan alt1

olguda saptandi.
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Ileri diizey ve ¢ok ileri diizey isitme kayb1 olan bireyler 35delG mutasyonunun
saptandig1 isitme kaybi seviyeleri olarak dikkat cekmektedir. Ozellikle cok ileri
derece isitme kaybi1 olan bireylerde 35delG mutasyonunun incelenmesi Onem

kazanmaktadir.

5.2.2 GJB2 (IVS1+1, G>A, 313dell4 mutasyonlari), GJB3 ve GJB6
Genlerindeki Mutasyonlarin Literatiir ile Tartisilmasi.

Calisamizda 90 olguda GJB2 geninde kodlamayan ekzonda IVS1+1 G>A ve 2.
ekzonda 313dell4 (310dell4 olarak gosterilebilir) nokta mutasyonlart MLPA
yontemi ile taranmugstir. Her iki nokta mutasyonu da calisma grubumuzda
saptanmamustir. GJB3 ve GJB6 genlerinin MLPA yOntemi ile analizi sonucunda
herhangi bir mutasyon saptanmamustir. GJB3 geninde bugiine kadar sadece nokta
mutasyonlar tanimlanmis  biiyiikk delesyonlarin  tanmimlandigr  bir rapora
ulagilamamistir (83).

Uyguner ve ark.nin (84) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 60 ailesel otozomal
resesif NSSNIK birey incelenmis ve bir ailede GJB3 geninde C667A (P223T)
mutasyonu literatiirde ilk defa saptanirken GJB6 geninde herhangi bir mutasyon
saptanmamigtir.

Kalay E ve ark.(80) 93 ailesel otozomal resesif NSSNIK olan bireyin bir
tanesinde 310dell4 nokta mutasyonu homozigot olarak saptanirken heterozigot
310dell4 mutasyonu bir olguda saptanmis, GJB6 geni 93 olguda incelenmis ve
herhangi bir mutasyona rastlanmamustir. Tekin ve ark.nin (26) inceledikleri 371
vakanin 1 tanesinde heterozigot 310dell4 mutasyonu rapor edilmistir.

Srmact A ve ark.min (72) 295 NSSNIK olan bireyi GJB2 genindeki
mutasyonlar ag¢isindan incelemislerdir. GJB2 geni ikinci ekzonu dizi analizi
sonucunda 15 olguda heterozigot 35delG mutasyonu ve bir olguda heterozigot
W24X mutasyonu saptamustir. Heterozigotluk saptanan toplam 16 olguda GJB2 geni
kodlanmayan ekzondaki IVS1+1 G>A mutasyonu arastirilmis ve 8 inde IVS1+1
G>A mutasyonu saptanmistir. GJB6 genine ait herhangi bir mutasyon
saptanmamistir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda del(GJB6-D13S1830) mutasyonunun bugiine

kadar saptanmamis olmasma ragmen diger populasyonlarda ilgili gen mutasyonu
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rapor edilmistir. GJB2 geni ile GJB6 genleri DFNB1 lokusunda bulundugu i¢in
GJB2 geninde heterozigot mutasyon saptanmasi durumunda, diger allelde GJB6
geninde mutasyon olabilecegini diisiindiirmiistiir ve arastirmalar bu yonde agirlik
kazanmustir. Castillo ve ark.nin (72) yapmis oldugu caligmalarda Avusturalya
populasyonunda GJB2 geni icin heterozigot mutasyonu olan 29 bireyin iki tanesinde,
Fransa’da GJB2 geni i¢in heterozigot mutasyonu olan 60 bireyin 23 tanesinde,
Ispanya’da GJB2 geni icin heterozigot mutasyonu olan 68 bireyin 29 tanesinde GJB6
D13S1830 delesyonu saptanmastir.

Olgu grubumuzda del(GJB6-D13S1830) mutasyonu saptanmamustir. Ulkemiz
populasyonunda yapilan 6nceki ¢alismalarda da bu mutasyonun saptanmamis olmasi
35delG mutasyonu gibi del(GJB6-D13S1830) mutasyonunun da belli populasyonlara
0zgii oldugunu diisiindiirmektedir. Ayni sekilde kendi calismamizda saptanmamis
olsa da Tirkiyede yapilan calismalarda nadir olarak goriilen IVS1+1 G>A ve
310dell4 mutasyonlarinin  bolgesel farklihga bagli olarak goriilebilecegini

diistindiirmiistiir.

5.3 MLPA Yonteminin NSSNIiK Olan Bireylerde Kullamlabilirligi,
Avantaj ve Dezavantajlan

MLPA multipl gen dozaj analizi yapmamiza imkan taniyan hibridizasyon,
ligasyon, PCR ve analiz basamaklarindan olusan bir yontemdir. ilk MLPA problar1
delesyon ve amplifikasyonlar1 arastirmak amagli kullamilsa da son zamanlarda
MLPA yontemi ile nokta mutasyona spesifik problar ile nokta mutasyonlar da
incelenebilmektedir. Bu sayede MLPA yonteminin analiz edilebilirligi tek baz
seviyesine inebilmektedir.

MLPA yontemi uygulamamiz esnasinda 16 saatlik hibridizasyonda 8
mikrolitrelik {iriiniin buharlasmamasi i¢in mineral yag kullanildi. Daha sonra
ligasyon basamaginda mineral yagin alinmas1 durumunda ornek kaybi gerceklestigi
icin mineral yag alinmadan striplerin dibinde bulunan 6rnek sivilarina temas edecek
sekilde ligasyon iiriinleri eklendi ve calismaya devam edildi. Ornek kayb1 olmadig1
icin yeterli miktarda ligasyon iiriinii ile PCR reaksiyonu basarili bir sekilde

gercgeklestirildi.
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35delG mutasyonunu gosteren MLPA probu nokta mutasyon spesifik bir
probtur. Mutasyon olmasi durumunda pik alinmaktadir. GeneMapper V3.7 programi
ile incelendiginde gorsel olarak homozigot pik daha biiyilk ve pik altinda kalan
alaninin heterozigota gore daha genis oldugu gozlenebilmektedir. Bu gorsel olarak
yapilmakta ve 35delG heterozigot/homozigot mutasyon ayirimi i¢in her zaman
gecerli olmayabilmektedir. GeneMapper V3.7 ile pik alanlar1 elde edildikten sonra
bu alanlarin hasta ve kontroller ile karsilastirilmas: durumunda 35delG mutasyon
spesifik probu i¢in 0.7-1.3 aralig1 gecerli olmamaktadir. Ciinkii MLPA yOnteminde
delesyon ve amplifikasyonlar arastirildiginda hastalarda bulunan degerler negatif
kontrol olarak kullanilan normal bireylerdeki degerler ile karsilastirilmaktadir.
35delG mutasyonu negatif kontrol olan normal bireylerde bulunmadig: i¢in pik alani
yok denecek kadar az bir degerde olmaktadir. Heterozigot veya homozigot mutasyon
saptanmas1 durumunda hastaya ait pik alani kontrole ait pik alani ile oranlandiginda
1.3 degerinin ¢ok iizerinde (¢calismamizda 20 ila 450 arasinda saptandi) ¢ikmaktadir.

Heterozigot mutasyon ile homozigot mutasyon ayirimi yapilmasmda giiglitkk
cekilmektedir. Calismamizda bu sorunu asmak i¢in heterozigot 35delG mutasyonu
DNA dizi analizi yontemi ile saptanmis heterozigot pozitif kontrol kullanildi.
Caligilan hasta grubunda ii¢ normal birey kullanilirken bir tane 35delG heterozigot
mutasyonu pozitif kontrol olarak kullanildi. Delesyon ve amplifikasyonlar icin
negatif kontroller ile analiz yapildiktan sonra 35delG mutasyonuna spesifik probta
anormal degerler saptanan (GeneMapper V3.7 programinda 35delG mutasyonuna
spesifik probun pikinde yiikselme, pik alaninda artmis olan) Ornekler 35delG
mutasyonu i¢in heterozigot pozitif kontroller kullanilarak hesaplandi. Bdylece
hastaya ait 35delG mutasyonuna spesifik proba ait deger 0.7 ile 1.3 arasinda
bulundugunda hasta heterozigot mutant olarak degerlendirildi. 35delG heterozigot
mutasyonu olan pozitif kontrol kulanildigr i¢in iki deger birbirine yakim c¢ikmasi
durumu gergeklesmistir. Doz orani 1.3 ten yiiksek bulundugunda homozigot 35delG
mutasyonu olarak ve 0.7 den kii¢clik bulundugunda normal olarak degerlendirildi.
Kullandigimiz bu yontem homozigot ve heterozigot 35delG mutasyonu oldugu DNA

dizi analizi yontemi ile bilinen 6rneklerde de denendi ve basarili sonuglar alind.
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NSSNIK olan bireylerde GJB2, GIB3 ve GJB6 genlerinin kullandigimiz
MLPA kiti ile incelenmesi literatiirde daha ©Once bildirilmemistir. Kullanmig
oldugumuz MLPA prob miksi GJB2, GJB3 ve GJB6 genlerinde delesyon
amplifikasyon ve nokta mutasyonlar1 (GJB2 geninde IVS1+1 G>A, 310dell4 ve
35delG) tek bir reaksiyonla gosterebilmektedir.

Calismamizda sadece 35delG mutasyonu saptanmistir. 35delG mutasyonu gibi
diger mutasyonlar da populasyonlarda cok farkli oranlarda goriilebilmektedir. Salsa
MLPA P163 B1 prob miksi populasyonumuzda 35delG den sonra daha az siklikla
goriilen GJB2 geninde bulunan delE120, W24X gibi mutasyonlar1 géstermemesi bir
dezavantaj olusturmaktadir.

MLPA yontemi ayni anda 40 tan fazla bolgenin analizine imkan taniyan hizli
ve pratik bir yontem avantaji ile 6n plana cikarken Isitme kaybi olan bireylerde
goriilen mutasyonlar populasyonlara gore farkliliklar gostermesinden dolay1
arastirma yapilacak populasyona 6zgii mutasyonlar1 inceleyen problarin kullanilmasi
veya prob dizayni yapilarak prob miks olusturulmasi ile yontemin kullanilabilirligi

artacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda NSSNIK olan bireylerde GJB2, GJB3 ve GIB6 genlerinin

MLPA yontemi ile incelenmesi amag¢lanmistir. Kullanmis oldugumuz prob miksi ile

MLPA yontemi bu alanda ilk defa kullanilmistir. isitme kaybi sinirsel olan ve

beraberinde herhangi bir sendromun eslik etmedigi 90 olgu calismamiza alinmis ve

elde edilen veriler literatiir ile tartisilmistir. Calismamizda sonug olarak;

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

MLPA yontemi NSSNIK olan bireylerde basari ile kullanilabilmektedir.

Manuel ekstraksiyon yontemi ile robotik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
DNA orneklerinden yapilan MLPA analizinde fark saptanmamustir.

35delG mutasyonu NSSNIK 11 bireylerde 6nemli bir yer tutmaktadir.

Olgu grubumuzdaki GJB2 genindeki 35delG mutasyon orami literatiir ile uyumlu
bulunmustur.

Olgularin isitme kaybi seviyesinin ¢ok ileri diizey olmasi ve olgularda aile
Oykiisiiniin bulunmasi1 durumunda 35delG mutasyonu yiizde olarak daha yiiksek
oranda goriilmektedir.

NSSNIK olan bireylerde MLPA deneyi planlandiginda 35delG mutasyonunun
heterozigot veya homozigotluk durumunun belirlenmesi icin saglikli negatif
kontrol ile birlikte 35delG mutasyonu acgisindan heterozigot pozitif kontrol
kullanilmasi yararl olacaktir.

GJB2, GJB3 ve GJB6 genlerindeki mutasyonlar populasyonlara gore farkliliklar
gosterdigi icin gereken durumlarda populasyona 6zgii mutasyonlar1 incelemeye

olanak veren prob dizayni ile daha iyi veriler elde edilebilecektir.
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