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Otozomal Resesif Isitme Kayiph Ailelerde Otozigozite Taramasi ile MYO7A

Mutasyonlarinin Gosterilmesi

OZET

Dogustan veya dil gelisimi Oncesi gelisen isitme kaybi1 yaklasik 1000 dogumda bir
goriilmektedir. Bu olgularin yarisina yakin bir boliimiinde genetik faktorlerin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklagik %30’una bagka klinik
bulgular eslik etmektedir ve sendromik isitme kaybi olarak adlandirilir. Sendromik
olmayan olgularin yaklasik %80’inde otozomal resesif kalitim bulunmaktadir. Bugiine
kadar sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybi yapan 38 gen bulunmustur.
Genetik nedenler i¢cinde GJB2 mutasyonlar1 beyaz irkta en 6nemli yeri tutmaktadir.
Tiirkiye’ de otozomal resesif kalitimin genetik nedenli isitme kayiplarinin %90’dan
fazlasinda etkili oldugu goriilmektedir. Bu genetik nedenler arasinda GJB2 mutasyonlari
yaklasik %20’lik bir payla en biiyiik yeri tutmaktadir.

Ulkemizde akraba evliliginin yiiksek oranda olmasi ve ailelerin belli bdlgelerde izole
kalmas1 nedeniyle nadir goriilen otozomal resesif isitme kaybi yapict gen degisimlerinin
Tiirkiye’de bulunma olasiligi yiiksektir. Bu genlerden birisi olan MYO7A geni 11.
kromozomun q13.5 bolgesinde bulunmaktadir. Bu genin 48 kodlayan ekzonu bulunmakta
ve 2215 amino asitlik bir protein kodlamaktadir. Bu gendeki mutasyonlar tiplB Usher
sendromuna, atipik Usher sendromuna, sendromik olmayan resesif (DFNB2) ve sendromik
olmayan dominant (DFNA11) isitme kaybina neden olmaktadir.

Bu c¢alismaya sensorindral isitme kaybi bulunan, aile agact otozomal resesif kalitim
gosteren, isitme kayipli probandin anne babasinin birbiriyle akraba oldugu 55 aile
alinmistir. Bu ailelerin fenotipik/odyolojik 6zellikleri belirlenmis ve sendromik bulgulara
veya cevresel isitme kaybi nedenlerine rastlanmamistir. Caligmaya dahil edilen ailelerin
hi¢ birinde GJB2 geninde mutasyon olmadigi gosterilmistir. Genom boyunca SNP bazli
otozigozite haritalamasinda MYO7A geni ¢evresinde otozigot bdlge bulunan ailelerde
mutasyon analizi yapilmistir. Bu c¢alisma ile Tirkiye'”de MYO7A mutasyonlarinin
dagilimin1  ortaya ¢ikararak tam amagh mutasyon analizinin  kolaylastiriimasi
amaclanmastir.

Mikrodizin analizi ile MYO7A geni ¢evresinde homozigot blok oldugu gosterilen yedi
ailenin bes tanesinde mutasyon bulunmustur. Iki ailede bu gende isitme kaybi ile ilgili
olabilecek bir degisim bulunmamugtir. Bir ailede c.5824 G>A (p.G1924R), bir ailede
€.5838delT (p.F1946LfsX24), bir ailede c.6487 G>A (p.G2163S), bir ailede ¢.5581 C>T
(p.R1861X), bir ailede c.5660 C>T (p.P1887L) degisimleri isitme engelli bireylerde
homozigot olarak bulunmustur.

Bu c¢alisma MYO7A’nin Tiirkiye’deki isitme kayipli hastalar arasindaki yerinin
kiiclimsenemez oldugunu gostermesiyle onemlidir. Tiirkiye’deki isitme kaybina sebep olan
genlerin ortaya ¢ikarilmasi isitme kayipli bireylere genetik testlerle daha hizli tani
koyabilmeyi ve dogru genetik danisma verilmesini kolaylastiracaktir .

Anahtar Kelimeler: Isitme kaybi, MYO7A, miyozin, Usher sendromu, mikrodizin



Screening of MYO7A by Autozygosity Mapping in Families with Autosomal
Recessive Hearing Loss

ABSTRACT

Hearing loss is the most common sensorial disorder. Congenital or prelingual hearing loss
occurs approximately in one case per 1000 live births. Genetic causes account for 50% of
cases. Additional findings are present in 30% of cases leading to the diagnosis of a
syndrome . Autosomal recessive transmission occurs in 80% of hereditary deafness. To
date, 38 genes in which mutations are responsible for autosomal recessive deafness have
been identified. Mutations in GJB2, encoding connexin 26, are the most commonly
identified cause of sensorineural hearing loss in Caucasians. Our data and the results of
other studies show that the autosomal recessive inheritance accounts for more than 90% of
genetic cases in Turkey. The GJB2 gene is the most common cause accounting for
approximately 20% of cases.

Due to the high rate of consanguineous marriages in Turkey as well as the traditional
settlements in isolated small villages, rare autosomal recessive deafness alleles are
frequently present in affected individuals . One of the previously identified deafness genes,
MYQT7A , is on the q13.5 region of chromosome 11. This gene consists of 48 coding exon,
and codes a protein containing 2215 amino acids. Mutations in this gene cause Usher
syndrome type 1B, atypical Usher syndrome, as well as non-syndromic recessive
(DFNB2) and dominant (DFNA11) sensorineural hearing loss.

This study included 55 unrelated multiplex families with sensorineural hearing loss.
Autosomal recessive inheritance was evident with multiple siblings being affected as well
as with the presence of parental consanguinity. The phenotypical and audiological
characteristics of these families were evaluated and and no syndromic findings or
environmental cause for hearing loss were detected. Mutations in GJB2 were negative in
all families. Whenever genomewide SNP-based autozygozity mapping showed an
autozygous segment flanking MYOTA in a family, mutation analysis was performed. The
aim of this study was to reveal the spectrum of MYO7A mutations in Turkey to facilitate
molecular diagnosis in clinical setting.

MYO7A mutations were detected in 5 out of 7 families, where an autozygotic region
demonstrated by microarrays was found to flank the gene. In the remaining two families
no change has been identified in this gene.

The following homozygous mutations were found in affected individuals : ¢.5824 G>A
(p.G1924R) (one family), in ¢.5838delT (p.F1946LfsX24) (one family), c.6487 G>A
(p.G2163S) (one family), ¢.5581 C>T (p.R1861X) (one family), ¢.5660 C>T (p.P1887L)
(one family).

This study shows that MYO7A mutations have a considerably high frequency in families

with hearing loss in Turkey. Identifiying genes that cause hearing loss in Turkey will
accelerate the molecular diagnosis and would improve accurate genetic counseling .

Key Words: Hearing loss, MYO7A, myosin, Usher sydrome, microarray
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1. GIRIS

Isitme, sosyal hayatin temeli olan iletisimin en énemli pargasidir. Isitme konusabilmeyi,
konusabilmek de kendini ifade edebilmeyi saglar. Bu yetenegin dogustan veya dil gelisimi
oncesi (prelingual) kaybedilmesi kisilerin egitim ve ¢evresiyle olan iletisiminde zorluklara
yol acarken daha sonra (postlingual) ortaya ¢ikan isitme kaybi1 kisilerin yasam kalitesini
diisiirmektedir. Isitme kaybi, diinya genelinde en sik goriilen duyusal bozukluktur (Bitner-
Glindzicz 2002). Toplumlar arasinda farklilik géstermekle birlikte dogustan ortaya ¢ikan
isitme kayb1 yaklasik olarak her 1000 canli dogumda 1-2 goriilmektedir (Nance 2003).

Isitme kaybi etiyolojik olarak heterojen bir olgu olup bircok genetik ve cevresel faktor
isitme kaybina neden olabilmektedir. Genetik nedenler dogustan isitme kayiplarinin
yaklagik %50-60’1n1 olusturmaktadir. Genetik nedenli isitme kaybi, kalitim sekli ve isitme
kaybinin fenotipe yansimasina gore sendromik isitme kaybi1 ve sendromik olmayan isitme

kaybi olarak siniflandirilabilir (Nance 2003).

Genetik isitme kayiplarinin %70-80’i sendromik olmayan isitme kayiplaridir. Sendromik
olmayan isitme kayiplarinin %80’ini ise otozomal resesif isitme kayiplar1 olusturmaktadir
(Morton ve Nance 2006). Bugiin isitme kaybina neden olan 100°den fazla kromozomal
lokus tespit edilmis ve bunlarin  6nemli kismunda genler  klonlanmistir
(http://hereditaryhearingloss.org). Bir¢ok toplumda genetik isitme kayiplarinin 6nemli bir
kism1 GJB2 geni mutasyonlariyla agiklanmaktadir (Kelsell vd 1997).

Genetik nedenlerin siklig1 ve dagilimi toplumlara gore farklilik gostermektedir. Tiirkiye’de
otozomal resesif kalitimin genetik nedenli isitme kayiplarinin %90°dan fazlasinda etkili
oldugu gosterilmistir. Bu genetik nedenler arasinda GJB2 mutasyonlar1 yaklasik %20’lik
payla en biiyiik yeri tutmaktadir (Tekin ve Aric1 2007). Ancak iilkemizde akraba evliliginin
yiiksek oranda olmas1 ve ailelerin belli bolgelerde izole kalmasi nedeniyle nadir goriilen
otozomal resesif isitme kaybi yapici gen degisimlerinin Tiirkiye’de bulunma olasiligt
yiiksektir. Bu nedenle diger otozomal resesif genlerin de Tiirkiye’deki isitme kayiplar
icindeki oneminin saptanmasi tan1 konulamamis isitme kayipl bireylere genetik testlerle
tan1 koyabilmeyi ve dogru genetik danisma verilmesini saglayacaktir. Bu genlerden birisi

olan MYOT7A daki mutasyonlar hem sendromik hem de dominant ve resesif sendromik



olmayan igitme kaybina neden olabilmektedir. 49 ekzonlu MYO7A geni i¢in mutasyon

analizi yapmak oldukc¢a zordur.

Bu calisma ile MYO7A geninde Tiirkiye'de sik goriilen mutasyonlarin olup olmadiginin

gosterilerek tani amagl mutasyon analizinin kolaylastirilmas: amaglanmastir.



1. 1. GENEL BIiLGILER

1. 1. 1. isitme Mekanizmasi

Isitme sistemi dis, orta, i¢ kulak ve beyine giden sinir yollar1 olmak iizere 4 ana bdliimden
olugmustur. D1 kulak; kulagin dis kikirdagi ve kulak kanalindan olusur. Orta kulak isitme
kemikleri olan c¢ekig, ors, iizengiyi ve orta kulaktaki hava basincimi korumaya yarayan

Oztaki borusunu, i¢ kulak ise kohlea ve denge organini tagimaktadir.

Kulak kepgesi tarafindan toplanan ses dalgalari kulagin i¢ine yonlendirilir. Ses dalgalar1
isitme kanalindan gecerek, dis isitme kanali ile isitme kemiklerinin bulundugu timpanik
boslugu birbirinden tamamen ayiran kulak zarma (timpanik zar) iletilir. Kulak zari, ses

dalgalarini degistirmeden hava ile dolu olan orta kulaga iletir (Sekil 1.1).

Yarim daire kanallar

Vestibller
kohlear

Kulak sinir
kepgesi
Kohlea
Dig igitme
kanal
Kulak zan Oztaki horusu
(Timpanik zar)
Lobul

Sekil 1.1. Kulagin anatomik yapist (http://health.allrefer.com/pictures-images/ear-
anatomy.html adresinden degistirilerek alinmistir).



Orta kulaktaki ¢eki¢ kemiginin tabani kulak zarinin i¢ yiizeyine, lizengi kemiginin tabani
oval pencereye baghdir. Ors kemigi hem ¢ekic hem iizengiyle temas halindedir. Kemikler
arasinda eklem yerleri vardir. Bu li¢ kemik kulak zarindan oval pencereye kadar bir zincir
olusturur. Bu kemikgikler zinciri, kulak zarinin i¢ kulaga olan hareketlerini yoneten bir
kaldirga¢ mekanizmasi olusturur. Kulak zarinda olusan ses titresimleri {izengi kemiginin
tabanina iletilir. Oval pencere bu sayede i¢e ve disa dogru hareketler olusturur. Boylece
kulak zar1 ve kemikleri havadaki titresimleri i¢ kulagin sivi ortamina tasiyan bir

doniistiirme gorevi yaparlar.

I¢ kulak zars1 ve kemiksi labirent ad1 verilen igi s1v1 dolu, iki yapidan olusmustur. Kemiksi
labirent perilenf sivisiyla, zars1 labirent ise endolenf sivisiyla doludur. Kemiksi labirent
kohlea, yarim daire kanallar1 ve bu kanallarin yapisinda bulunan utrikul ile sakkulu iceren
vestibiill aygitindan olusmustur. Denge duyumuz vestibiil aygitina baglidir. Kohlea, bag
dokusundan olusan baziller membran ve ince zar seklindeki Reissner membraniyla
uzunlugu boyunca ili¢ bélmeye ayrilmistir. Ortadaki bolme scala media adini alir ve isitme
reseptOrii olan korti organmi tasir. Skala medianin bir tarafinda skala vestibuli diger
tarafinda skala timpani bulunur. Skala media endolenfle, skala vestibuli ve skala timpani
perilenfle doludur (Sekil 1.2). Perilenf ve endolenfin iyonik kompozisyonu birbirinden
farklidir. Endolenf yiiksek K* (150 mM), diisiik Na* (1 mM), az miktarda Ca™ (0,02 mM)
konsatrasyonuna sahiptir. Perilenf plazmaya benzer sekilde, diisiik K* (3,5 mM), yiiksek
Na® (140 mM) ve endolenfden daha yiiksek miktarda Ca*™" (1 mM) konsantrasyonunu
icermektedir (Petit vd 2001). Endolenfin perilenfden farkli olan iyon konsantrasyonu
kohlear kanalin yan duvarinda bulunan stria vaskiilarisin marjinal hiicreleri tarafindan

saglanmaktadir.
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Sekil 1.2. I¢ kulaktaki korti organi ve burada yer alan hiicreler (Willems 2000’den
degistirilerek alinmistir).

Korti organi isitme sisteminin en énemli elemanidir. Isitme reseptdrii olan tily hiicrelerini
tasir. I¢ tiiy hiicreleri (IHC) ve dis tiiy hiicreleri (OHC) olmak iizere iki gesit tily hiicresi
vardir. Bir sira halinde bulunan i¢ tily hiicreleri, akustik sinire ve isitme korteksine
sinyaller ileten reseptdr hiicreleridir. Ug sira halinde bulunan dis tiiy hiicreleri ise hem
sensOr elemanlarina, hem de alinan sesleri arttirarak igitmenin hassasiyetine ve frekans
seciciligine katkida bulunan motor elemanlara sahiptir. Dis tily hiicreleri akustik olarak
uyarildiklarinda uzayip biiziilme 6zelligine sahiptir. Her bir tiiy hiicresi apikal kutbunda
100 silindirik stereosilden olusmus bir sa¢ yumagi ile kaplidir. Bu stereosil demeti boy
sirasinda ve uzunluklar1 boyunca birbirlerine fibroz baglantilarla bagli olarak bulunurlar.
Stereosillerin gelisiminin yonlendirilmesinden kinosilyum sorumludur. Her bir stereosil,
plazma membraniyla kapli aktin filamentlerinin hiicrenin disina dogru uzanan uzantisi

seklindedir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Kohlear tily hiicresi yapisi (Kremer vd 2006’dan degistirilerek alinmistir).

Ses dalgalarinin mekanik etkisi perilenf i¢inde s1vi dalgalanmasina neden olur. Perilenfteki
dalga hareketi endolenfe yansir ve tektoral membranda titresimlere yol acar. Tektoral
membrandaki titresimlerden dolayr stereosiller biikiiliir. Boylece stereosillerin tepe
uclarinda bulunan harekete duyarli (mekanosensitiv) katyon kanallari1 acilir ve potasyum
(K") agisindan zengin endolenfden hiicre i¢ine dogru potasyum akisi baslar ve hiicreler
depolarize olur. Bu durum hiicrenin bazolateral kismindaki kalsiyum (Ca™™") kanallarini
aktive eder. Hiicreye giren kalsiyum iyonlar1 akustik siniri aktive eden nérotransmitterlerin
salinimint tetikler. Bu sekilde mekanik enerji kohlear sinire aktarilan elektrik enerjisine

dontigsmiis olur (Sekil 1.2) (Willems 2000).

Normal isitmenin devami icin tiiy hiicrelerinde aksiyon potansiyeli olusturan K
iyonlarinin endolenfe geri donmesi gerekmektedir. Hiicrede kalsiyum miktarinin artmasi,
kalsiyuma duyarli potasyum ge¢is yollarini acar; potasyum iyonlari hiicreden disari
cikarlar (Noyan 1999). Bu geri doniis sirasinda K* iyonlar1 ilk olarak tily hiicrelerinin

bazolateral kisminda kanali gegerler. Burada iyonlarin hiicrelerarasi gecisi aralikli



birleskeler (gap junction) ile saglanir. Stria vaskularise gelen iyonlar voltaj kapili potasyum

kanallarindan gegerek endolenfe geri pompalanir (Tekin vd 2001a).

Memelilerde isitmenin normal olarak saglanmasi isitme sisteminin iki temel fonksiyonu
olan mekanik ve elektrokimyasal fonksiyonlarinin devamliligma baghdir. Oncelikle ses
direkt olarak kohleaya ulastirilmali, orada frekans yoniinden analiz edilmeli ve kohlear tiiy
hiicrelerinin osilasyonunu saglamalidir. Ardindan kohlear tiiy hiicrelerinin osilasyonu
elektrokimyasal sinyallere déniistiiriilmelidir. Isitme sistemindeki herhangi bir yapinin
fonksiyon bozuklugu veya tahribati isitme kayb1 ile sonuglanir. Isitme kaybmnin diinya

capinda yaklasik 270 milyon insani etkiledigi bilinmektedir (Eisen ve Ryugo 2007).

1. 1. 2. Isitme Kaybinin Siniflandiriimasi

Isitme kayb1 organ defektlerine gore, iletim tipi isitme kaybi ve sensorinoral tip isitme
kayb1 olarak ikiye ayrilmaktadir. Iletim tipi isitme kaybi, dis veya orta kulak bozukluklari
sonucunda meydana gelen isitme kaybidir. Isitme isleminin mekanik kolundaki fonksiyon
bozukluklarina bagl olarak gelisir. Bu tip isitme kaybina orta kulak patolojileri, timpanik
membran perforasyonu, kemikgiklerin hastaliklari, orta kulak enfeksiyonlar1 neden olabilir.
Sensorindral igitme kaybi ise elektrokimyasal koldaki fonksiyon bozukluklari olup; i¢
kulak, duyu sinirleri veya merkezi sinir sistemindeki hasarlar sonucu ortaya ¢ikar. Her iki
tipin birlikte goriildiigii olgular ise karisik tip isitme kaybi olarak adlandirilir (Eisen ve
Ryugo 2007, Petit vd 2001, Tekin vd 2001a).

Odyolojik bulgularina gore bes tip isitme kayb1 bulunmaktadir (Petit 2006).

1. Hafif isitme kaybi, 26-40 dB (fisilt1 duyamazlar)

2. Orta dereceli isitme kayb1, 41-55 dB (karsilikli konusmalar1 duyamazlar)
3. Orta-ileri derceli isitme kaybi, 56-70 dB

4. Siddetli isitme kaybi, 71-90 dB (bagirtilar1 duyamazlar)

5. Cok ileri isitme kaybi, >90 dB (hi¢ ses duyamazlar)

Baglangi¢ yasma gore; dogustan, erken baslangicli (prelingual) ve gec baslangich
(postlingual) isitme kayb1 olmak tlizere lice ayrilmaktadir. Prelingual (dil gelisimi 6ncesi-5

yasina kadar) isitme kayiplar1 otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagli veya



mitokondrial kaliim gdstermekte ancak postlingual (dil gelisimi sonrasi) isitme kayiplari

genellikle otozomal dominant kalitim gostermektedir (Finsterer ve Fellinger 2005).

Progresyonuna gore; ilerleyici isitme kaybi, ilerleyici olmayan isitme kayb1 ve degisken

progresyon gosteren isitme kayb1 olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir.

Isitme kayb1 nedenlerine gore ¢evresel nedenli ve genetik nedenli olmak iizere temel olarak
iki sinifa ayrilmaktadir. Cevresel nedenli isitme kayiplari isitme kayiplarmin yaklasik
%40-50’sini olusturmaktadir. Bunlar rubella, sitomegaloviriis gibi teratolojik ajanlar,
menenyjit, kabakulak gibi enfeksiyonlar, ototoksik ilaclar, akustik travma, erken dogum ve
diisiik dogum agirligi gibi genetik olmayan nedenlerdir (Tekin vd 2001a, Bitner-Glindzicz
vd 2002).

Genetik nedenli igitme kayiplar1 ise kalitim sekline ve fenotipe yansimasina gore iki gruba

ayrilir.

Kalitim sekline gore; tek genli kalitim ve ¢ok genli kalitim olarak iki grupta siniflandirilir.
Tek genli kalitim otozomal resesif (%70-80), otozomal dominant (%10-20), X’e bagh
(%1-2) ve mitokondrial (%0-20) olarak gruplandirilir. Cok genli kalitim ise kromozomal
anomaliler ve oligogenik kalitim olarak ayrilmaktadir (Nance 2003). Bazi durumlarda ayni
gendeki mutasyonlar hem otozomal dominant hem de otozomal resesif sendromik olmayan

isitme kaybina neden olabilmektedirler (Finsterer ve Fellinger 2005).

Fenotipe yansimasina gore; sendromik isitme kayiplar1 (%30-40) ve sendromik olmayan

isitme kayiplar1 (%60-70) olarak iki sinifa ayrilmaktadir.

Tiirkiye’de isitme kayipli olgularin %23,2’sinde g¢evresel nedenli ve %76,8’inde genetik
nedenli isitme kayb1 saptanmistir. Genetik olgularin %93,4’tinden resesif ve %6,6’sindan

da dominant kalitimin sorumlu oldugu gosterilmistir (Tekin ve Aric1 2007).



1. 1. 2. 1. Sendromik Isitme Kayb1

Isitme kaybmm klinik baska anomalilerle birlikteligi sendromik isitme kaybi olarak
adlandirilir. Genetik nedenli isitme kaybinin yaklasik %30’unu sendromik isitme kaybi
olusturmaktadir. Isitme kaybina, goz, pigment, sinir, bobrek, iskelet anomalilerin eslik
ettigi 400’den fazla sendrom tanimlanmistir (Kalatzis ve Petit 1998). Sendromik isitme
kayiplar1 otozomal resesif, otozomal dominant, X’e bagli veya mitokondrial kalitim
gosterebilmektedir. Bir ¢ok sendromda isitme kaybi1 orta diizeyde veya degisken bir bulgu

olup, bir kisminda da olduk¢a nadir goriilmektedir.

Pendred sendromu, Usher sendromu, Waardenburg sendromu, Brankiootorenal sendrom
(BOR) sendromik isitme kaybinin en sik goriilen dort formudur (Hone ve Smith 2003).
Bazi mitokondrial mutasyonlar da isitme kaybi ile birlikte seyreden sendromlara yol
acabilmektedir. Bu sendromlar arasinda; Kearns-Sayre Sendromu, Pearson Sendromu,
MELAS (myoclonic epilepsy, lactic acidos, stroke-like episodes), MERRF (mitokondrial
encephalomyopathy with ragged red fibers), Leber’in kalitsal optik noropatisi (LHON)
sayilabilir (Kokotas vd 2007).

1.1.2.1. 1. Usher Sendromu

Usher sendromu isitme ve gorme kaybmin birlikte bulundugu otozomal resesif bir
hastaliktir. Gorme kaybina, periferal (yan) goriisiin kayb1 ve az aydmlatilmig alanlarda
gorme zorlugu (gece korliigii) ile karakterize retinitis pigmentosa adi verilen ilerleyici
retinal bozulmalar sebep olur. Vestibiiler bozukluklar da hastaliga eslik edebilir. Isitme ve
gorme kaybinin birlikte eslik ettigi 50°den fazla sendrom tanimlanmistir ancak Usher
sendromu sagir-kor vakalarin %50’sini olugturmasiyla en sik goriilenidir (Nikolopoulos vd
2006, Marazita vd 1993, Rosenberg vd 1997, Spandau vd 2002, Boughman vd 1983,
Grondahl 1987). Sagir popiilasyonunun %3-6’sinin, retinitis pigmentozali hastalarin %8-
33’iiniin USH oldugu tahmin edilmektedir. Sendromun genel goriilme siklig1 100.000 canlt
dogumda 3.5-6.2°dir (Yan ve Liu 2010).

1858’de Alman goz doktoru Alfred von Graefe tarafindan, retinitis pigmentozali sagir
erkek hasta ve ayni bulgulara sahip iki erkek kardesin oldugu ailede hastalik ilk defa
tanimlanmistir (Von Graefe 1858). 1966°da bagka arastirmalarin da eklenmesiyle, 1914°de



69 retinitis pigmentozali sagir hastada hastalifin gegisini ve patolojisini incelemis olan

Charles Usher’1n ismiyle adlandiriimistir (Kloepfer ve Laguaite 1966).

Isitme kayipli hastalarda retinitis pigmentoza bulunmasi Usher sendromunu sendromik
olmayan isitme kaybindan ayiran en 6nemli 6zelliktir. Gece korligi ile birlikte ilerleyici
periferal goriis kaybi ile tanimlanan retinitis pigmentozaya anormal veya kaydedilemeyen
elektroretinogram (ERG) ile tan1 koyulabilmektedir (Heckenlively 1988). Usher genlerinde
mutasyon bulunan sendromik olmayan isitme kayipli hastalara ERG yapilmadan Usher

sendromunu diglamak miimkiin degildir.

Usher sendromu Kklinik ve genetik olarak heterojendir. Klinik olarak 3 alt tipte
smiflandirilmaktadir; USH1, USH2 ve USH3 (Cizelge 1.1). Retinitis pigmentoza 3 grup
icin de ortak bulgu oldugu icin siniflama isitme kaybinin siddeti ve ilerleyisine ve
vestibiiler fonksiyon bozukluklarinin varligi ya da yokluguna gore yapilmaktadir. Bu alt

tipler de genetik olarak heterojendir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.1. Usher sendromunun farkli klinik tipleri

Tip Isitme kaybi Vestibiller | Gece korliigii | GOris alant | Frekans
bozukluk kaybi
Hlerleyici Ergenlikten Ergenlikten
USH1 olmayan,cok ileri, Var ge ge %33-44
< once once
dogustan
Ilerleyici olmayan
veya yavas
USH2 ilerleyen,yiiksek Yok Ergenlikte Degisken %56-67
frekanslarda hafiften
siddetliye kadar
USH3 Ilerleyici Degisken Degisken Degisken %2-42
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Cizelge 1.2.

Usher sendromunda tanimlanan genler ve proteinler

Sendromik
Lokus Lokasyon Gen Protein Protein Simifi olmayan
form
.. Aktin bazli DFNB2
USH1B 11913.5 MYO7A Miyozin Vlla motor proteini DENA11
USH1C 11p14.3 USH1C Harmonin Iskelet proteini DFNB18
Hiicre-hiicre
USH1D 10922.3 CDH23 Kaderin23 adezyon DFNB12
proteini
USH1E 21921 - - - -
Hiicre-hiicre
USH1F 10g21.1 PCDH15 Protokaderinl5 adezyon DFNB23
proteini
USHI1G 17925.2 USH1G SANS Iskelet proteini -
. Transmembran Retinitis
USH2A 1941 USH2A Usherin proteini pigmentosa
Transmembran
VLGR1 VLGR1 N Refleks
USH2C | 5q14.3-213 | 5pReg) (GPR9S) reseptor nobetler
proteini
USH2D 9931-34 WHRN Virlin Iskelet proteini DFNB31
. Transmembran
USH3A 3025.1-2 USH3A Klarin 1 proteini -

USHI, hastaligin en agir formudur ve vakalarin %30-40’m1 olusturur (Smith vd 1994,
Verpy vd 2000, Bolz vd 2001). Hastalarda dogustan cok ileri isitme kaybi, vestibiiler
fonksiyon bozuklugu ve prepubertal RP bulunmaktadir (Moller vd 1989, Hope vd 1997).
Kaba motor gelisme geriligi varsa vestibiiler fonksiyon bozuklugunun dogustan oldugunun
gostergesidir. USHI i¢in bugiine kadar yedi genetik lokus haritalanmig ve bunlarin bes
tanesinde sorumlu gen bulunmustur . Sirasiyla en gok MYO7A, CDH23, PCDH15, USH1C,
ve SANS genlerindeki mutasyonlar USH1 fenotipinden sorumludur. MYO7A, CDH23,
USH1C, PCDH15 genlerindeki mutasyonlar sendromik olmayan isitme kaybi ile de
iligkilendirilmistir. SANS genindeki mutasyonlarin, ortadan siddetliye kadar isitme kaybi

olabilen, vestibiiler ve gorme fonksiyonlar1 normal olan atipik Usher 1’e sebep olabilecegi
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gosterilmistir (Kalay vd 2005). CDH23 genindeki homozigot anlamsiz mutasyonlar,
cergeve kaymasi ve kirpilma mutasyonlart USH1D fenotipine sebep olurken yanlis anlamli
mutasyonlar sendromik olmayan isitme kaybina sebep olmaktadir (Bork vd 2001, Astuto
vd 2002).

USH2, vyiiksek frekanslarda daha agir olmak fizere orta-siddetli isitme kaybi ile
karakterizedir. Vestibiiler fonksiyon normaldir. Gece korliigli goriilme yas1 ortalama 15,
retinitis pigmentoza tan1 koyma yasi ortalama 24’tiir (Tsilou vd 2002). USH2A, USH2C ve
USH2D olmak tizere 3 lokus USH2 ile iligkilendirilmistir. Vakalarin %85’inden USH2A
genindeki mutasyonlar sorumludur. Bu gendeki mutasyonlar atipik USH2 ve sendromik
olmayan RP fenotipine de neden olmaktadir. USH2C ve USH2D mutasyonlari nadir
goriilmektedir. USH2D lokusundaki mutasyonlar hem USH2 hem de sendromik olmayan
isitme kaybina neden olmaktadir (Yan ve Liu 2010).

USH3, baslangi¢ yas1 degisken, ilerleyici isitme kayb1 ve RP, varlig1 degisken vestibiiler
bozukluk ile karakterizedir. USH vakalari i¢indeki sikligi %2-4 iken, Finlandiya ve
Askenazi Yahudi toplumlarinda bu oran %40’a kadar g¢ikmaktadir (Ness vd 2003,
Pakarinen vd 1995). USH3A genindeki mutasyonlarin bu fenotipe sebep oldugu
gosterilmistir (Joensuu vd 2001) .

Usher genleri, farkli siniflara ait proteinleri kodlar. USH1 proteinleri, motor proteini
Miyozin Vlla, hiicre-hiicre adezyon proteinleri CDH23 ve PCDH15, PDZ bdélgesi igeren
iskelet proteini harmonin ve SAM bdélgesi iceren SANS proteinidir. USH2 proteinleri, PDZ
bolgesi igeren iskelet proteini olan virlin, biiyiik transmembran proteinleri olan usherin ve
GPR98’dir. USH3 proteini ise klarin ailesinden 4 transmembran bdlgesi iceren membran
glikoproteini olan klarin proteinidir. Bu proteinler i¢ kulak ve retinada sinaptik ve silli
alanlarda yerlesmislerdir. I¢ kulakta, sinaptik bdlge ve stereosillerde USH proteinleri
birlikte yerlesmis bulunurlar. Fare modellerinde, birlikte yapilan molekiiler ve lokalizasyon
calismalar1 USH1 ve USH2 proteinleri arasinda siki bir etkilesim ag1 oldugunu
gostermistir. Bu etkilesim, stereosilleri tasiyan tiiy hiicresi demetinin dogru ve tam
gelismesi i¢in temeldir. Mekanoelektriksel sinyal iletimi ve olgun tiiy hiicrelerinin sinaptik

fonksiyonunda bu etkilesim aginin rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (Yan ve Liu 2010).
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1. 1. 2. 2. Sendromik Olmayan Isitme Kaybi

Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %70’ bu gruba girmektedir. Sendromik
olmayan isitme kaybinda isitme kaybina kulak ve vestibuler sistem hastaliklar1 disinda

baska klinik veya laboratuvar bulgusu eslik etmez.

Sendromik olmayan isitme kayb1 gen bolgeleri "DFN" olarak kisaltilir. DFNA otozomal
dominant, DFNB otozomal resesif, DFN X’e baglhh kalittm gosteren lokuslari
belirtmektedir (Willems 2000).

Sendromik olmayan igitme kaybina neden olan genler olduk¢a genis bir heterojeniteye
sahiptir. Bu genlerin bir kism1 hem otozomal resesif hem de otozomal dominant isitme
kaybi ile iliskilendirilmistir. (TECTA, GJB2, GJB6, TMC1, MYO6, MYO7A) (Petersen ve
Willems 2006).

Bazi genlerdeki mutasyonlar hem sendromik hem de sendromik olmayan isitme kaybi
nedeni olabilir. Bunlara CDH23 (Usher send. Tipl), COL11A2 (Sticker send. Tip3, Osmed
send.), DSPP (Dentinogenesis imperfecta), GJB2 (Palmoplantar keratoderma ve isitme
kaybi, Vohwinkel’s send., KID), MYO7A (Usher send. Tip1B), SLC26A4 (Pendred send.),
USH1C (Usher send. TiplC), PCDH15 (Usher send. TiplF) 6rnek olarak verilebilir
(Finsterer ve Fellinger 2005).

Sendromik olmayan isitme kaybi nedeni olan genler i¢cinde en énemli yeri “konneksin 26
(GJB2)” tutmaktadir. Konneksinler, iyon ve molekiillerin hiicreleraras: gegisini saglayan
aralikli bileskelerin proteininin alt iinitelerini kodlayan bir gen ailesidir. Bu ailenin bir
tiyesi olan GJB2 geni bir aralikli bileske proteini olan konneksin 26 proteinini kodlar.
Birgok toplumda bu gendeki mutasyonlarin genetik nedenli isitme kaybinin %50°sini
olusturdugu bildirilmistir (Bitner-Glindzicz 2002). Kuzey Amerika, Avrupa ve Akdeniz’de
bu gendeki en c¢ok rastlanan mutasyon altili guanin serisinden birinin delesyonuyla olusan
¢.35delG mutasyonudur (Cohn ve Kelley 1999, Green vd 1999, Gasparini vd 2000).
Bugiine kadar bu gen iginde 100’den fazla mutasyon bildirilmesine ragmen c¢.35delG
mutasyonu beyaz 1rkta tiim mutasyonlarin yaklasik %60-70’ini kapsamaktadir. Bu
mutasyonun tasityiciligi Avrupali beyazlarda %2-4 arasindadir (Gasparini vd 2000).
Saglikli Tirk toplumunda ise %]1.8 olarak bulunmustur (Tekin vd 2001b). Tirk isitme
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kayipli bireylerde GJB2 mutasyonlarinin konjenital veya prelingual sendromik olmayan
isitme kayipli olgularin yaklasik %20’sinden sorumlu oldugu gosterilmistir (Baris vd 2001,
Tekin vd 2001b, Uyguner vd 2003, Tekin vd 2003a, Tekin vd 2005a). Genetik nedenlerin

siklig1 ve dagilimi neredeyse her toplumda farklilik gostermektedir.

Isitme engellilerin arasinda akraba evliliginin orani Tiirkiye ortalamasinin iizerindedir.
GJB2 mutasyonlar1 tasiyanlar arasinda bu oran Tiirkiye ortalamasina yakinken GJB2
mutasyonlar1 olmayanlarda %55 gibi yiiksek bir oranda bulunmustur (Tekin vd 2003a).
Ayrica akraba evliliginin yliksek oranda oldugu dogu boélgelerimizde (%72.4) isitme
kayipl bireylerde GJB2 mutasyonlarinin oran1 %17.2 iken, akraba evlilignin daha diisiik
oldugu bat1 bolgelerimizde (%39.5) bu oran %31.4’tiir (Tekin ve Aric1 2007). Bu veriler,
cografik izolasyon ve akraba evliliginin etkileri sonucunda Tiirkiye’de isitme kayb1 nedeni
olan otozomal resesif gen degisimlerinin bdlgesel dneme sahip oldugunu, ¢ok sayida gen
degisiminin kiiciik oranlarda bulundugunu diisiindiirmektedir. Otozomal resesif isitme
kayb1 nedeni olarak bugiine kadar gosterilen 38 farkli genin biiyiikk gogunlugu Hindistan,
Pakistan, Kuzey Afrika tlkeleri gibi es akrabaliginin yiiksek oldugu toplumlarda tek tek

ailelerde tanimlanmastir.

Tiirkiye’deki mutasyonlarin dagilimi Anadolu’nun tarihsel ozelliklerini yansitmaktadir
(Baris vd 2001, Bayazit vd 2003, Kalay vd 2005a, Tekin vd 2001b, Tekin vd 2003a, Tekin
vd 2005a, Uyguner vd 2003).

Mitokondriyal DNA’daki 12SrRNA geninde bulunan A1555G mutasyonu da o6zellikle
Ispanya ve Uzak Dogu iilkelerinde énemli bir sendromik olmayan isitme kayb: nedenidir.

Tiirk hastalarla yapilan ¢alismada bu mutasyonun sikligi %1.8 bulunmustur (Tekin vd
2003b).

Sendromik olmayan isitme kayiplarinin genetigini ¢aligmak iki nedenle biiyiik giicliik
gostermektedir. 1. I¢ kulagin karmasik yapisi ve islevleri yiizlerce farkli proteinin gorev
almasiyla saglanabilmekte ve bunlardan herhangi birindeki sorun isitme kaybiyla
sonuglanabilmektedir. 2. Sendromik olmayan isitme kayipli aileleri fenotipik olarak
gruplara ayirmak son derece giictiir. Dolayisiyla bir¢ok farkli genetik sorun sadece isitme
kaybr ile klinige yansimaktadir. Bu iki zorluk uzun yillar isitme kaybmin genetik

ozelliklerinin aydinlatilmasina engel olmustur. Ancak 1990’I1 yillarin basinda biiyiik ve
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akraba evliligi olan isitme kayiplt ailelerin Pakistan, Hindistan, Liibnan ve Kuzey Afrika
iilkelerinde ortaya ¢ikarilmasi ¢ok Onemli adimlarin atilmasmna 6n ayak olmustur. Bu
aileler sayesinde tek bir ailede genom boyu baglanti analizi yapilabilmis ve biiylik bir hizla
isitme kayb1 gen lokuslar1 ortaya c¢ikarilmistir. Bu hizli siireg 1997°de ilk sendromik
olmayan igitme kaybi geni olan GJB2 (konneksin 26)’nin saptanmasiyla yeni bir ivme
kazanmistir (Kelsell vd 1997). Bugiine degin 100’den fazla kromozomal lokus sendromik
olmayan isitme kaybi ailelerinde tespit edilmistir (http://webhost.ua.ac.be/hhh). Bu
bolgelerden 25’inde otozomal dominant, 38’inde otozomal resesif ve ikisinde de X’e bagh
kaliim bi¢imlerine uyan bir veya birden fazla hastalik yapici mutasyon tespit edilmistir

(Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Sendromik olmayan otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagl isitme
kaybi1 yapan genler (webhost.ua.ac.be/hhh)

Kromozamal

Lokus Gen lokalizasyon Kalittm Modeli Referans
Yok CRYM 16p13.11-p12.3 | Otozomal dominant Abe vd 2003
DFNAL DIAPH1 5¢31 Otozomal dominant Lynch vd 1997
DFNA2 GJB3 (Cx31) 1p34 Otozomal dominant Xia vd 1998
DFNA2 KCNQ1 1p34 Otozomal dominant | Kubisch vd 1999
DFNA3 GJB2(Cx26) 13q12 Otozomal dominant | Kelsell vd 1997
DFNA3 GJB6(Cx30) 1312 Otozomal dominant Grifa vd 1999
DFNA4 MYH14 19913 Otozomal dominant | Donaudy vd 2004
DFNAS5 DFNA5 7p15 Otozomal dominant | Van Laer vd 1998
DFNAG6/14 WFS1 4p16.3 Otozomal dominant B?ﬁi’ﬁgi(‘j’%gf L
DFNAg8/12 TECTA 11g22-24 Otozomal dominant | Verhoeven vd 1998
DFNA9 COCH 14912-913 Otozomal dominant | Robertson vd 1998
DFNA10 EYA4 6022-923 Otozomal dominant | Wayne vd 2001
DFNA11 MYO7A 11g12.3-g21 Otozomal dominant Liu vd 1997a
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Kromozamal

Lokus Gen lokalizasyon Kalitim Modeli Referans
DFNA13 COLL11A2 6p21 Otozomal dominant | McGuirt vd 1999
DFNA15 POU3F4 5931 Otozomal dominant | Vahava vd 1998
DFNA17 MYH9 22q Otozomal dominant | Lalwani vd 2000

DFNA20/26 ACTG1 17925 Otozomal dominant Vanzmj\'/‘ dVSO%%O&
DFNA22 MYO6 6913 Otozomal dominant | Melchionda vd 2001
DFNA28 TFCP2L3 8922 Otozomal dominant Peters vd 2002
DFNA36 TMC1 9913-g21 Otozomal dominant | Kurima vd 2002
DFNA39 DSPP 4021.3 Otozomal dominant Xiao vd 2001
DFNA44 CCDC50 3028 Otozomal dominant Mod:i/mdigblggybjor
DFNA48 MYO1A 12q13-q14 Otozomal dominant | Donaudy vd 2003
DFNA5Q MIRN96 7932.2 Otozomal dominant | Mencia vd 2009
DFNA51 TJIP2 9g12-913 Otozomal dominant | Walsh vd 2010

Yok GJB3(Cx31) 1p34.3 Otozomal resesif Liu vd 2000

DFNB1 GJB2 (Cx26) 13g11-g12 Otozomal resesif Kelsell vd 1997

DFNB1 GJB6(Cx30) 1312 Otozomal resesif | del Castillo vd 2002

DFNB2 MYO7A 11q Otozomal resesif Liu V%&i%g; weil

DFNB3 MYO15A 17p11.2 Otozomal resesif Wang vd 1998

DFNB4 SLC26A4 7931 Otozomal resesif Li vd 1998

DFNB6 TMIE 3p21 Otozomal resesif Naz vd 2002

DFNB7/11 TMC1 9913-g21 Otozomal resesif Kurima vd 2002
DFNB8/10 TMPRSS3 21g22.3 Otozomal resesif Scott vd 2001

DFNB9 OTOF 2p23-p22 Otozomal resesif Yasunaga 1999

DFNB12 CDH23 10g21-922 Otozomal resesif Bork vd 2001
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Kromozamal

Lokus Gen lokalizasyon Kalitim Modeli Referans
DFNB16 STRC 15915 Otozomal resesif Verpy vd 2001
DFNB18 USH1C 11p15.1 Otozomal resesif gz;naidg\cjdzz%%zz’
DFNB21 TECTA 11922-q24 Otozomal resesif | Mustapha vd 1999
DFNB22 OTOA 16pl12.2 Otozomal resesif |Zwaenepoel vd 2002
DFNB23 PCDH15 10921-q22 Otozomal resesif Ahmed vd 2003a
DFNB24 RDX 119.23 Otozomal resesif Khan vd 2007
DFNB25 GRXCR1 4p13 Otozomal resesif | Schraders vd 2010a
DFNB28 TRIOBP 22q13.1 Otozomal resesif Rigzh”a‘:ﬁ:]“v‘édzzo%%fsa'
DFNB29 CLDN14 21922.3 Otozomal resesif Wilcox vd 2001
DFNB30 MYO3A 10p11.1 Otozomal resesif Walsh vd 2002
DFNB31 WHRN 9032-934 Otozomal resesif Mburu vd 2003
DFNB35 ESRRB 14q924.3 Otozomal resesif Collin vd 2008
DFNB36 ESPN 1p36.3-p36.1 Otozomal resesif Naz vd 2004
DFNB37 MYO6 6913 Otozomal resesif Ahmed vd 2003b
DFNB39 HGF 7021.11 Otozomal resesif Schultz vd 2009
DFNB49 TRIC 5012.3-g14.1 Otozomal resesif | Riazuddin vd 2006b
DFNB53 COL11A2 6p21.3 Otozomal resesif Chen vd 2005
DFNB59 PJVK 2031.1-931.3 Otozomal resesif [Delmaghani vd 2006
DFNB61 SLC26A5 70922.1 Otozomal resesif Liu vd 2003
DFNB63 LRTOMT 11913.4 Otozomal resesif Ahmed vd 2008
DFNB67 TMHS 6p21.3 Otozomal resesif Shabbir vd 2006
DFNB73 BSND 1p32 Otozomal resesif | Riazuddin vd 2009
DFNB77 LOXHDB1 11913.3-g13.4 Otozomal resesif Grillet vd 2009
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Lokus Gen Kromozamal Kahtim Modeli Referans
lokalizasyon
DFNB79 TPRN (C90rf75) 9q34.3 Otozomal resesif | ReENman vd 2010,Li
vd 2010
DFNB84 PTPRQ 12915 Otozomal resesif | Schraders vd 2010b
DFNB91 SERPINB6 6p25.2 Otozomal resesif Sirmaci vd 2010
Yok PDzD7 10924.31 Otozomal resesif | Schneider vd 2009
DFN2 PRPS1 Xq22-g24 X’e bagh Liu vd 2010
DFN3 POU3F4 Xg21.1 X’e bagh de Kok vd 1995

1. 1. 3. i¢ Kulakta Gorev Alan Proteinler

Isitmenin karmasik mekanizmasimin yogun trafiginin saglanmasinda rol alan proteinleri
gorevlerine gore gruplamak miimkiindiir. Genel olarak bunlar, kohlear homeostazi
saglayan proteinler, kohlear matrix proteinleri, noral iletim proteinleri, stereosil yapisinda
gorevli proteinler, hiicre biiylimesi, farklilagmasi ve hayatta kalmasinda gorevli

proteinlerdir.

Gap junction (aralikli bileskeler), tight junction (siki baglantilar), iyon kanali ve tasiyicisi
olan proteinler kohlear homeostazin saglanmasinda gérevlidirler. Gap junctionlar, komsu
hiicrelere iyon gecisine izin veren, hiicrelerarasi, konnekzon adi verilen kanallari
olustururlar. Bu kanallar i¢ kulakta (K") homeostazini saglarlar. i¢ kulakta ifade olan dért
konneksin bulunmaktadir. Bunlar; Cx26, Cx31, Cx30 ve Cx45°dir. Siki baglantilar, korti
organinin potasyumca zengin endolenfi ile sodyumca zengin perilenfini ayirmak ig¢in
bariyer gorevi yaparlar. CLDN14 ve TRIC genleri bu proteinlerin iiyelerini kodlar.
KCNQ4, KCNQ1, KCNE1 genlerinin kodladigi potasyum kanali proteinleri, SLC26A4,
TMC1, TMPRSS3 genlerinin iriinleri olan transmembran proteinleri ve transkripsiyon
faktorlerinden olusan kohlear pigmentasyon proteinleri ise iyon kanali ve tasiyicisi olan
proteinlerdir. ESSRB genini kodladig: transkripsiyon faktorlerinin niiklear hormon reseptor
ailesinin bir iiyesi olan dstrojen iliskili reseptor beta proteini de homeostazda gorevli diger

bir proteindir.
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Ekstraseliiler matrix proteinleri kohleada sesin meydana gelmesi ve yayilmasinin
biyomekanik isleminde kritik rol oynar. Tektoral membran, bu yapininin anahtar eleman
olan kollajen ve kollajen olmayan glikoproteinleri icerir. TECTA, COL11A2, COL11A1,
COL2A1, OTOA, STRC, OTOG genleri tektoral membran proteinlerini kodlayan

genlerdendir.

PJVK ve OTOF genlerinin kodladig1 proteinler ndral iletimde gorevli proteinlerdir.

Miyozin genleri (MYO3A, MYO6, MYO7A, MYO15A), ESPN, SLC26A5, TRIOBP, RDX,
WHRN, USH1C, CDH23, PCDH15 genleri, stereosil yapisindaki proteinleri kodlar. Bu

proteinler tiiy hiicrelerinin hareket ve hiicresel organizasyonunda gorev alirlar.

Hepatosit biliylime faktorii olan HGF ve hiicre i¢i proteaz inhibitérii olan SERPINB6

proteinleri hiicre bliylimesi, farklilasmasi ve hayatta kaliminda gorev alirlar.

Heniiz gorevi tam olarak tanimlanamamis ylizlerce protein i¢ kulagin yapisinda yer

almaktadir.

1.1. 3. 1. Miyozinler

Miyozinler, aktin filamentine baglanarak ATP hidrolizi ile mekanik giic saglayan
proteinlerdir. Agir zincirlerindeki sekans benzerliklerine gore 30’dan fazla sinifa ve
filament yapisina gore konvansiyonel ve konvansiyonel olmayan miyozinler olmak iizere

iki alt gruba ayrilir.

[k bulunan smif olan Smif II miyozinler konvansiyonel miyozinler grubunu olusturur.
Diger miyozinler konvansiyonel olmayan miyozinlerdir. Konvansiyonel miyozinlerde uzun
bir a-heliks dizisi bulunmaktadir. Bu dizi sayesinde filament yapisi olusturmak {izere
kendisi ile etkilesime girebilmektedir. iki bash filament seklindeki yapilari ile kas
kasiliminin temelini olusturarak kas ve kas olmayan hiicrelerde ifade edilirler (Sellers

2000, Friedman vd 1999).

Konvansiyonel olmayan miyozinler filament olusturmayan miyozinlerdir. Bu miyozin

siniflarinin bazilarinda (V, VI, VII, VIII, X, XI ve XIII) ise daha kisa bir halkasal bolge
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bulunur, bu bolge ile yine kendi iizerlerine katlanabilirler ama kendileri ile etkilesime
giremezler. Bazi simiflarda (I, III, 1V, IX, XII, XIV ve XV) ise boyle bir yapiya hi¢

rastlanmamaktadir ve bunlar monomerik olan miyozin proteinleridir (Friedman vd 1999).

Miyozinler genel olarak {i¢ fonksiyonel alt birimden olugmaktadirlar:

1. Aktinlerle iliski kurulmasi ve ATP baglanmasinda gdrevli olan bas (motor) bolgesi

2. Hafif zincir ve kalmodiilin baglanmasinda gorevli olan boyun bolgesi

3. Aktinle etkilesime giren ve hiicre i¢inde tasinmada gorev yapan kuyruk bolgesi (Sellers
2000).

Miyozinlerdeki SH3 bolgesi, GAP bolgesi, FERM bolgesi, PH bolgesi gibi diger
fonksiyonel gruplar ise genelde kuyruk kisminda yer alirlar (Sellers 2000).

Miyozin ailelerinde simiflandirma, proteinlerin N-terminal bdlgerindeki farkliliklara
bakilarak yapilmaktadir. N-terminal bolge ayni zamanda aktin ve ATP baglanma
bolgelerini de icerdiginden motor bolgesi olarak da adlandirilmaktadir ve miyozin
molekiiliniin  bu bolgesi aktin filamentlerinin  hareketinin  saglanmasinda goérev
yapmaktadir (Redowicz 1999). Miyozinlerin boyun kisminda ise sayilar1 farkli olmakla
birlikte IQ motifleri bulunmaktadir. Bu motiflere kalmodiilin ya da miyozin hafif zincirleri
baglanmaktadir. Miyozinlerin C-terminal kuyruk bolgesi ise degiskenlik gdstermektedir.
Bu bolge filamentlerle iliski kurma, spesifik membran boélgelerine hedeflenme ya da

hiicresel iletim gibi spesifik miyozin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (Redowicz 1999).

Konvansiyonel olmayan miyozinler; endositoz, iyon kanallarinin regiilasyonu, kalmodulin
lokalizasyonu, keseciklerin ve sitoplazmadaki partikiillerin hareketleri ve i¢ kulak hiicresi
stereosillerin baglanmas1 gibi farkli bircok gorevde yer alirlar. Bugiine kadar yapilan
calismalar, miyozinlerin enzimatik Ozellikleri, aktin taginmasindaki yetenekleri ve
regiilasyon modellerinde, hem sinif i¢inde hem de siniflar arasinda farkliliklar oldugunu
gostermistir. Kulakta bulunan konvansiyonel olmayan miyozinler stereosillerin

organizasyonunda ve ug¢ baglantilarin hareketinde gorev alirlar (Friedman vd 1999).

I¢ kulakta yer alan miyozinler, aktinle dolu olan stereosillerde ve aktince zengin olan

kiitikula tabakasinda mevcuttur. Stereosillerin u¢ baglantilarinin  gerginliginden ve
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hareketinden sorumlu olan miyozinler ayni zamanda tiiy hiicrelerinin hiicre iskeleti

organizasyonundan da sorumludurlar (Sellers 2000).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar sonucunda insanda sendromik olmayan otozomal resesif
ya da dominant igitme kaybina neden olan bes miyozin geni (MYO15A, MYO7A, MYOG,
MYO3A ve MYO1A) gosterilmistir (Dror ve Avraham 2009).

MYO15A geni tiily hiicrelerinde aktin molekiillerinin organizasyonu i¢in gerekli
konvansiyonel olmayan Miyozin XVa proteinini kodlar. Bu gendeki mutasyonlar

konjenital otozomal resesif ¢ok ileri igitme kaybina neden olmaktadir (Friedman vd 1995).

Insanda MYO6 mutasyonlar1 dominant (DFNA22) ve resesif (DFNB37) sendromik
olmayan isitme kaybina neden olmaktadir (Melchionda vd 2001, Ahmed vd 2003b).

MYO1A genindeki mutasyonlar sendromik olmayan otozomal dominant (DFNA48) isitme

kaybina neden olmaktadir. Bu genin iirlinii olan Miyozin la proteininin i¢ kulakta ve

kohleada ifade edildigi gosterilmistir (D’ Adamo vd 2003).

MYO3A geninde mutasyon oldugunda sendromik olmayan otozomal resesif (DFNB30)
isitme kaybi goriilmektedir. Bu genin kodladigi Miyozin Illa proteini insan retinasinda
fotoreseptor hiicrelerinde ve 0Ozellikle kohleadaki i¢ ve dig tiiy hiicrelerinde ifade

olmaktadir (Walsh vd 2002).

1.1.3.2. MYOTA Geni ve Proteini

MYOT7A geni 11. kromozomun g13.5 (kromozom 11: 76,839,310-76,926,286) bolgesinde
yaklasik 87 kb’lik genomik sekans iizerinde bulunmakta ve 49 ekzondan olugmaktadir.
Genin 48 ekzonu, 2215 aminoasitlik 254 kDa molekiiler agirliginda konvansiyonel
olmayan bir miyozin olan miyozin Vlla proteinini kodlamaktadir. Genin 14 transkripti

bulunmaktadir. En biiytik transkripti 7.4 kb biiyiikliigiindedir.

Bu gendeki mutasyonlar, fotoreseptdr hiicrelerindeki mikrotiibiillerde, nazal silya ve sperm

hiicrelerinde anormal organizasyona ve korti organinin dejenerasyonuna sebep olmaktadir.
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Bu genin kodladigr miyozin Vlla proteini diger miyozinler gibi 3 bolgeden olugmaktadir.
Proteinin bas kism1 N-terminal ve motor bdlgelerini, boyun kismi 5 IQ motifini ve kuyruk
kism1 kisa bir sarilmis sarmal motifini takip eden iki uzun MyTH4 ve FERM bolgesi
tekrarin1 ve tekrarlarin arasinda bulunan SH3 bolgesini igermektedir (Sekil 1.4). Motor
bolgesi aktin filamentleri ile proteinin iliskisine izin verir. Kuyruk bolgesindeki sarilmig
sarmal motifi proteinin homodimer olusturmasini, FERM bolgesi ise plazma membrani ile
etkilesimini saglar. SH3 bolgesi ise proteinin prolince zengin dizilere baglanmasinda gorev

yapmaktadir (Chen vd 1996).

Sekil 1.4. Miyozin Vlla protein yapisi (Jaijo vd 2007)

Proteinin motor bolgesi 17 ekzonun kodladigi 729 a.a.’ten, boyun bolgesi 3 ekzonun
kodladigr 126 a.a. ve kuyruk bolgesi 28 ekzonun kodladigi 1360 a.a.’ten olusmaktadir
(Weil vd 1996). Miyozin Vlla konvansiyonel olmayan miyozinler iginde en uzun kuyruk
bolgesine sahiptir (Weil vd 1996). Miyozin VIla kuyruk kismiyla, harmonin, SANS ve
PCDH15’e baglanir (Adato vd 2005, Reiners vd 2006, Senften vd 2006).

Insanda miyozin Vlla proteini, i¢ kulak, retina, testis, akcifer ve bobrekte eksprese
olmaktadir. I¢ kulakta tiiy hiicrelerinin sitoplazmasinda ve stereosillerinde bulunur.
Retinada fotoreseptorlerin sillerinde, retinal pigment epitelyum hiicrelerinin apikal
kisminda ve bu hiicrelerin igindeki melanosomelarda yer alir (Wolfrum vd 1998, El-
Amraoui vd 2002, Gibbs vd 2004). i¢ kulakta vezikiil tasmmmasinda, retinada ise
fotoreseptor hiicrelerinin i¢ kismindan dis kismina opsin tasinmasinda gorevli oldugu

diistiniilmektedir (Hasson vd 1997, Liu vd 1999).
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Myo7a mutasyonu tasiyan 2 fare modeli tanimlanmistir; resesif mutant “shakerl” ve
dominant mutant “headbanger” modelleri. “Shaker1” farelerinde “headbanger” fareleri ile
benzer sekilde hiperaktivite, bas sallama, donme ve corti organinda ilerleyen dejenerasyon
ve fonksiyon bozuklugu ve “headbanger” modelinden farkli olarak stercosil
organizasyonunda bozulmalar goriilmektedir (Gibson vd 1995). “Headbanger” modelinde
dis tlly hiicresi stereosilleri “V” sekli yerine “O” seklindedir ve ¢ogu i¢ tiiy hiicresi
stereosilleri kaynasarak ve uzayarak dev stereosil seklini almistir (Rhodes vd 2004).
Farelerde miyozin Vlla, fotoreseptor hiicrelerde degil, onlarin altinda yer alan pigment
epitelyum hiicrelerde (RPE) ekspresyon gostermektedir. Bu yilizden “shakerl” farelerinde
insandan farkli olarak retinal dejenerasyon goriilmemektedir. RPE igindeki melanozomun
yerlesimi miyozin VIIa’nin dogru fonksiyonuna baglidir. Mutant farelerin fotoreseptor
hiicreleri lizerindeki ¢aligmalar bu hiicrelerde bulunan membran bagli G protein bagl 1513a

duyarli reseptorler olan opsin taginmasinin bozuldugunu géstermistir (Liu vd 1999).

Insanda MYO7A genindeki mutasyonlar tiplB Usher sendromuna, atipik Usher
sendromuna, sendromik olmayan resesif (DFNB2) ve sendromik olmayan dominant
(DFNA11) isitme kaybina neden olmaktadir. (Yan ve Liu 2010, Liu vd 1997a, Liu vd
1997b, Liu vd 1998). Bu gende bugiine kadar 212 mutasyon tanimlanmis olup bunlarin
yalnizca 4 tanesi sendromik olmayan resesif isitme kayb1 ile 5 tanesi sendromik olmayan

dominant isitme kaybu ile iliskilendirilmistir (http://www.hgmd.cf.ac.uk).

Sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybi ile ilk iliskilendirilmis mutasyon
Tunuslu bir ailede tanimlanan p.M5991°dir (Weil vd 1997). Ancak bu hastalarda ilerleyen
yaslarda RP gelistigi bildirilmistir (Zina vd 2001). RP’leri olmadigi ERG ile gosterilmis
ancak vestibiiler bozukluk bulgulart bulunan Cinli iki ailenin birinde homozigot p. R244P
mutasyonu, digerinde de IVS3nt-2A>G ve p.V1199insT mutasyonu birlesik heterozigot
olarak bulunmustur (Liu vd 1997b) . Ancak etkilenmis bireylere ERG yapildiginda yaslari
25 ile 33 arasinda oldugundan geg¢ baslangicli RP dislanmamistir. Pakistanli isitme kayiph
bir ailede MYO7A geninde p.E1716del (c.5146-5148delGAG) mutasyonu tanimlanmustir.
Bu ailenin vestibuler bulgulari ve ERG bulgular1 normaldir. 48 yasindaki bir etkilenmis
bireyinin ERG’si de normal oldugu i¢in ge¢ baslangich olabilecek RP de diglanmistir. Son
olarak vestibiiler bulgular1 ve fundus muayenesi normal olan Iranli isitme kayipli bir ailede

MYQOT7A geninde p.R395H mutasyonu tanimlamistir. Hasta 42 yasinda oldugu igin fundus
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muayenesiyle siddetli olabilecek RP diglanabilmis ancak ERG’si olmadigi i¢in hafif
seyredebilecek RP dislanmamustir (Hildebrand vd 2010).

Bugiine kadar toplam 38 gendeki degisikliklerin sendromik olmayan otozomal resesif
isitme kaybina neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle isitme kaybi olan bir ailede

sorumlu genetik degisikligin saptanmas1 zordur.
Uygun ailelerde az sayida etkilenmis birey kullanilarak yapilan genom boyunca SNP

genotiplemesi ile sorumlu genetik degisikliklerin hangi gende olduguna yonelinebilir ve

daha sonra yapilacak mutasyon tarama yontemleriyle gercek degisikliklere ulasilabilir.
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1. 2. MOLEKULER TEKNIiKLER

1. 2. 1. Otozigozite Haritalamasi

Otozomal resesif kalitilan hastaliklarda etkilenmis bir birey, sorumlu genin her iKi
kopyasinda da ilgili mutasyonu tagimaktadir. Akraba evliliginin oldugu ailelerde yiiksek
bir olasilikla etkilenmis bireylerde mutasyona ugrayan genin her iki kopyasi da ayni atadan
kalitilmaktadir. Etkilenmis bireyin anne babasinin ortak atalarindan birisinde heterozigot
olarak mutasyon bulunmakta ve bu ortak atadan kusaklar boyunca anne babaya heterozigot
olarak kalitilmaktadir. Dolayisiyla ortak atadaki mutasyonu c¢evreleyen polimorfik
belirtegler kusaklar boyunca daha diisiik olasilikla rekombinasyona ugramaktadir. Bu
prensibe gore, etkilenmis bireyde mutasyona ugrayan genin etrafindaki kromozomal
bolgenin homozigot olmasi beklenir ve bu kromozomal bdlge otozigot olarak

adlandirilmaktadir.

Hastalik geninin lokalizasyonunun tahmin edilmesi igin ayni soydan gelen etkilenmis
bireylerde homozigot kromozomal bolgeler ilk olarak RFLP haritalamasi yapilarak
cikartilmigtir (Lander ve Botstein 1987). Ebeveynleri akraba olan etkilenmis bireylerde
hastaliga sebep olan lokusun ¢evresindeki bolgenin tercihli olarak homozigot olmasina
dayanan bu yonteme otozigozite haritalamasi denilmistir (Morton 1991). Homozigot blok
taramasi yalnizca etkilenmis bireylere bakilarak yapiliyorsa buna homozigozite denir. Bu
yontem i¢in uygun ailelerde az sayida etkilenmis birey kullanilarak yapilan genom
boyunca SNP veya mikrosatellit genotiplemesi ile sorumlu genetik degisikliklerin hangi
kromozom bélgesinde olduguna yonelinebilir (Woods vd 2004). Biiyilk homozigot
bloklarin i¢indeki genlerin hastalikla iliskili oldugu diisiiniilebilir. Homozigot bdlgeleri
paylasan etkilenmis birey sayist ve bolgenin biiyiikliigii arttikca hastaliga sebep olan
mutasyon bolgesini tahmin etmek kolaylasir. Mueller ve Bishop (1993) cok etkilenmis
bireyli tek aile kullanimini modellemisler ve bunun hastalik lokusu belirlemede en etkili

yontem oldugunu 6nermislerdir.
Homozigozite haritalamasi ile ortaya ¢ikarilan ilgili kromozomal bolgelerin biiyiikligii

anne baba arasindaki akrabaligin derecesi, bilgi verici olan aile bireylerinin sayisi, tahmini

dogal rekombinasyon orani gibi faktdrlere baglidir. Akraba evliliginin derecesi diisiik olan
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ailelerde hastalikla ilgili olarak aranan homozigot bolge daha kiiciik olmaktadir (Gibbs ve
Singleton 2006).

1. 2. 2. Mikrodizin Analizi

Mikrodizin teknolojisi biitin genomun basit bir ¢ip {lizerinde goriintiilenmesini ve bu
sayede bilim adamlarmmin ayni anda binlerce genin birbirleriyle olan etkilesimlerini
gérmesine olanak taniyan bir teknolojidir. Oligoniikleotidlerin veya cDNA pargalarinin
yiiksek yogunlukta yan yana dizilmeleri ile ortaya ¢ikmistir. Yontemin temelini Nothern ve
Southern Blot tekniklerinin dayandigi baz eslesmesi yani hibridizasyon olusturmaktadir
(Maskos ve Southern 1992, 1993). Bu teknikte membran yerine cam, radyoaktivite yerine
florosan isaretler kullanilmaktadir. Tek zincirli isaretlenmis DNA molekiili ¢ipin
tizerindeki oligoniikleotidlere baglanmakta ve cihazdaki okuma islemi sirasinda 1sima

yapmaktadir. Bu 1is1malar degerlendirilerek drnegin genotiplendirilmesi yapilmaktadir.

Oligogipler 20-80 bg¢ uzunlugundaki oligoniikleotidlerin &nce sentezlenip sonra ¢ip
yiizeyine sabitlenmesi veya dogrudan ¢ip lizerinde sentezlenmesi (fotolitografi) ile tiretilir.
DNA mikroarrayler, cam, plastik veya silikon ¢ip gibi kati1 bir ylizey iizerine belirli
pozisyonlarda sirali bir sekilde olusturulmus binlerce farkli gen sekanslarinin immobilize
edildigi mikroskobik DNA spotlaridir. Bir mikroarray’de bu spotlardan onbinlerce
bulunabilir. Yiizeye tutturulan bu DNA parcalar1 (genellikle 20-100 niikleotid
uzunlugunda) prob olarak tanimlanmistir. Bu sekilde hazirlanmis ¢ipler ticari olarak

satilmaktadir.

Arastirmanin  amacina gore kullanilabilecek mikroarray cesitleri bulunmaktadir.
Oligoniikleotid mikroarrayleri 20-80 b¢ uzunlugunda problarin cam yiizeye basilmasi ile
tiretilir. Karsilastirmali genomik analizler gibi kompleks hedefler veya genomik delesyon
ve kopya sayist degisiklikleri i¢in kullanilmaktadir. SNP mikroarrayleri bireylerde ve
populasyonlarda genetik varyasyonu belirlemek i¢in kullanilmaktadir. cDNA
mikroarrayleri 500-5000 b¢ uzunulugunda ESTs klon problarin cam yiizeye basilmasi ile
tiretilir ve gen ifadesi c¢aligmalarinda kullanilir. Protein mikroarrayleri protein-protein,

protein-lipid ve proten-mRNA iliskilerini ¢alismak i¢in kullanilmaktadir.
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SNP mikroarrayleri genetik c¢esitlilikten ve genetik hastaliklara yatkinliktan sorumlu
oldugu diisiiniilen tek niikleotid polimorfizmlerini belirlemede, adli tip ¢alismalarinda, ya
da DNA temelli ilag adaylarinin tamimlanmasinda kullanilabilmektedir. SNP
mikroarrayleri ayrica kansere neden olan somatik mutasyonlarin, 6zellikle de
heterozigozite kaybinin ya da DNA bolgelerinin artan ya da kaybedilen (delesyon)

profillerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir.

SNP mikroarrayinde olasi biitiin SNP genotiplerini igeren oligoniikleotid problari cam ya
da silikon yiizey tizerinde sentezlenmistir. Bu arrayler ticari olarak satilmaktadir.
Affimetrix firmasinin protokoliine gore ilgilenilen genomik DNA restriksiyon enzimiyle
kesilerek pargalara ayilir. Kesimden elde edilen pargalar ligasyon islemine tabi tutularak
pargalarin ucunda 4 baz agikta kalacak sekilde adaptor baglanir. Adaptériin dizisini taniyan
tek bir primer ile PCR yapilir. Bu PCR sonucunda 250-1000 b¢ araliginda iiriinler elde
edilir. Bu iirtinler biyotin ile isaretlenir ve ¢ip ile hibridize edilir. Cip bundan sonra yikama,
streptavidin phycoerythin ile boyama ve tarama islemlerinin yapilacagi cihaza takilir. Lazer
ile yapilan taramada ¢ip tizerindeki proba baglanmig olan florasan isaretli molekiiller ile
biyotin ile isaretli iiriinler baglaninca lazer ile uyarildiklarinda i1sima yaparlar. Array

tarayicinin amaci, komplementer noktalara baglanan probun yaydigi 1s1n1 tespit etmektir.

Affimetrix firmasi tarafindan genom boyunca SNP taramasi yapmak i¢in gelistirilen
Mapping 10K 2.0 Array ile 10.200 SNP, Mapping 100K Array ile 100.000 SNP, Mapping
500K Array ile 500.000 SNP ve Genome-Wide Human SNP Array 6.0 gipleri ile 906.600
SNP tarama imkan1 saglamaktadir. Bu platformda yer alan diger bir firma ise Illumina’dir.
[llumina HumanHap300 ile 317.000 SNP, Illumina HumanHap550 ile 550.000 SNP,
lllumina HumanHap650Y ile 650.000 SNP, Illumina 1M ile 1.000.000 SNP
taranabilmektedir.

Mikrodizin teknolojisi, cesitli fizyolojik veya patolojik siireclerde gen ekspresyon
paternlerindeki degisimi izlemede, polimorfizm ve mutasyon analizinde, evoliisyonel
calismalarda, asosiyasyon ¢alismalarinda, baglant1 analizlerinde ve yeniden sekanslamada
kullanilabilmektedir (Adomas vd 2008, Pollack vd 1999, Moran vd 2004, Hacia vd 1999).
Bunlarin yani sira potansiyel terapotik ajanlarin bulunmasi, gelistirilmesi, optimizasyonu

ve klinik degerlendirmelerinde mikroarraylerden yararlanilabilmektedir.
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1. 2. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), spesifik bir DNA dizisinin in-vitro ortamda
cogaltilmas1 yontemidir. Bu ydntem bir polimeraz enzimiyle gergeklestirildigi icin
polimeraz zincir reaksiyonu adin1 almaktadir. Ik kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
gelistirilmistir. Yontem hizli ve az miktarda DNA 6rnegi ile calisma avantaji saglamaktadir
ve bu sayede molekiiler biyoloji, adli tip, evrim c¢aligmalar1 ve pek ¢ok alanda tercih edilen

onemli bir teknik olugsmustur (Akar 1999).

PCR reaksiyonu temel olarak ii¢c asamadan olugmaktadir. Bunlar, DNA’nin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmas1 (denatlirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmas1 (hibridisazyon), son olarak zincirin uzamasidir (polimerizasyon). Bu ii¢
asamaya bir PCR dongiisii denir ve ¢ogaltilacak {iriin miktar1 bu dongiiniin tekrar sayisina
baglidir. Bu dongii sayist genellikle 30-40’dir. Bir PCR igleminde “n” dongii sonunda kalip
DNA’nin istenilen bir bolgesi yaklasik 2" kez ¢ogaltilmis olur (Akar 1999).

Ik adimda, ¢ift zincirli DNA 90-95°C’de yaklasik 5-10 dk siireyle tek zincirli hale
gelinceye kadar isitilir. Ardindan sicaklik 50-70°C arasinda bir degere disiiriilir ve
DNA’nin u¢ kisimlarina komplementer olan oligoniikleotidlerin tek zincirli DNA’ya 6zgiil
olarak baglanmasi saglanir. Bu oligoniikleotidler kalip DNA’nin sentezi i¢in baslangi¢
noktast olarak gorev yaparlar. DNA sentezi 70-75°C arasindaki sicakliklarda
gerceklestirilir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5° ucundan 3’ ucuna dogru ekleyerek,
primerlerin uzamasm saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasini olusturur (Oner
2002).

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

sentezi yapmasi nedeni ile tercih edilmektedir (Akar 1999).

PCR’dan iyi sonu¢ alinabilmesi bir¢ok faktore baglidir. DNA polimerazin c¢alisabilmesi
icin en etkin oldugu pH degerinin tiim uygulama boyunca korunabilmesi gereklidir. Bu
amacla reaksiyonlarda son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde Tris.HCI pH: 8,4 tampon
olarak kullanilmaktadir. Ayrica tampon karigiminda 50-60 mM diizeyinde K™ ve 100

pg/mg jelatin bulunmasinin ¢cogalmayi énemli dlgiide arttirdigr saptanmustir (Oner 2002).
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Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma sicaklifi kabaca Tm: 4(GC) + 2(AT) formiiliiyle
hesaplanir. Bu deger oligoniikleotidlerin niikleotid konsantrasyonlarina baghdir ve
hesaplanan uygun sicaklik degeri PCR spesifikligini arttirmaktadir. Spesifikligi arttiran bir
diger unsur oligoniikleotidlerin uzunlugudur. Optimal uzunluk yaklagik 15-30 niikleotid
olmalidir. Kullanilan oligoniikleotidlerin se¢cimi PCR islemi i¢in ¢ok Onemlidir.
Oligoniikleotid dizisinin g¢ogaltilmas1 hedeflenen DNA bdlgesi i¢inde sadece bir kez
bulunmasina dikkat edilmelidir. Ayrica, kullanilan oligoniikleotid ¢iftinin ug¢ bdlgelerinde
ve dizisi igerisinde birbirine uygunluk gosteren bolgeler bulunmalidir aksi takdirde
oligoniikleotidin u¢ bolgeleri birbiri lizerine kivrilarak ya da uygunluk gosteren bolgeler
birbirine baglanarak PCR’1n olumsuz olarak etkilenmesine neden olur. Oligoniikleotidlerin
niikleotid icerikleri de rastgele ancak orantili olmali, tekrarlayan diziler icermeme ve

guanin, sitozin niikleotidlerinin %50°yi gegmemesi gerekmektedir (Oner 2002).

Kullanilan deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP); son konsantrasyonlari 2 mM olacak sekilde
kullanilmalidir. Reaksiyon sirasinda ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP’nin bulunmasi
gereklidir. Kullanilan her bir ANTP’nin konsantrasyonunun esit olmast dogru iiriin elde
edilmesi agisindan Onemlidir. ANTP’nin az miktarda kullanimi olusan PCR {iriiniiniin
miktarinin azalmasina; fazla miktarda kullanimi yanlis oligoniikleotid eslesmesi sonucu

hedef DNA disindaki bélgelerin gogalmasina neden olur (Oner 2002).

Mg"™, DNA polimerazin calismasini saglayan en onemli faktdr olup pozitif yiikii
sayesinde, negatif yiikli DNA molekiilii arasina girerek oligoniikleotidlerin DNA
molekiiliine baglanmasim kolaylastirir. Fazla Mg miktar1 enzimin spesifikligini
azaltirken, az miktarda olmasi enzimin aktivitesini diigiiriir ve enzimin inaktive olmasina

neden olur (Akar 1999).

1. 2. 4. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleriyle Kesim

Restriksiyon endoniikleazlar (RE), bakterilerden izole edilen, c¢ift sarmal DNA
molekiillerini spesifik parcalara kesen ve bu sekilde DNA’y1 manipule etmeyi miimkiin
kilan ¢ok 6nemli enzimlerdir. Bakterilerin biiyiik bir boliimii bir veya birkac tiirde RE
sentezlerler. Bakteriyi istila eden viral DNA’y1 pargalayarak, viriis enfeksiyonunu onledigi

ya da kisitladigr i¢in bu ismi almiglardir. Esas gorevleri, disaridan bakteriye giren ve bazi
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0zel gen veya markdrleri tasiyan genetik materyalleri ayrigtirarak mutasyonlar1 engellemek

ve tlirlerin genetik yonden stabilitesini korumaktir (Akar 1999, Klug vd 2000).

RE’ler 6zgiin DNA dizilerini tanirlar ve bu dizilerden her iki DNA zincirini seker ve fosfat
omurgasindan kirarlar. Klonlama i¢in ¢ok 6nemli araglar olmalarinin nedeni, DNA’y1 her
zaman Ozgiin bolgelerden parcalayabilmelerinden ileri gelmektedir. Tanima dizileri cogu
restriksiyon enzimi i¢in DNA zincirinin her iki iplik¢iginde de aymidir, bunlar

“palindromik diziler” olarak adlandirilir (Akar 1999, Klug vd 2000).

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri adlandirilirken izole edilen prokaryotun cins isminin
ilk harfi ve tiir isminin ilk iki harfi kullanilir (Kaynak: Desulfolobus desulfiricans, RE
enzimi: Dde I). Izosizomerler ise; farkli mikroorganizmalardan elde edilip, DNA iizerinde

ayni diziyi tantyip kesim yapan RE’lerdir (Akar 1999, Klug vd 2000).

1.2.5.Tek iplik¢ikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Srtand Conformation
Polymorphism, SSCP)

Mutasyon taramasi i¢in bir¢ok molekiiler teknik gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri de
tek iplik¢ikli uygunluk polimorfizmi (SSCP)’dir. PCR teknigi kullanilarak uygulanan bu
yontem; denatiire edici olmayan jellerde tek iplikli DNA’da olusan degisimin, jeldeki
yiriime farkliligina dayanarak belirlemesini saglar. Bu yontem ile niikleotid dizisinde
mutasyon ya da polimorfizm sonucu olasan tek baz degisikliklerini, delesyon ve

insersiyonlar1 belirlemeyi miimkiin kilar (Akar 1999).

Tek zincirli DNA pargacig1 bazi kosullarda niikleotid dizisine bagli olarak belli bir sekil
alir. DNA’daki herhangi bir degisiklik DNA parcaciginin konformasyonunun ve

dolayisiyla elektroforetik hareket yeteneginin degismesine neden olur (Oner 2002).

SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde, mutasyon taranacak DNA bdlgesi dnce PCR ile
cogaltilir. Cogaltilacak bolgenin baz icerigine gore bir sicaklik hesabi yapilir. PCR
trlinliniin spesifikligini arttirmak i¢in belli oranda oligoniikleotid ve formamid igeren
yiikkleme boyasi ile karistirilir ve yiiksek 1sida (99°C) tek zincirli hale getirilip, vertikal

elektroforez jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel hesaplanan sicaklik degerinde belirli bir
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voltajda yiiriitiiliir. G6¢ hizlarina bakilarak sonuglar degerlendirilir. Baz dizisi farkli olan

DNA pargacig1 normal DNA parcacigima gore bant kaymasi gosterir (Oner 2002).

SSCP teknigi birgok Orege ayni anda mutasyon taramasini yapabilmeyi sagladigi igin
molekiiler teknik calismalarina hiz kazandirmaktadir. Yontemden en iyi sekilde sonug
alabilmek i¢in, kullanilan PCR iiriiniiniin 200 baz ¢iftini gegcmemesi onerilmektedir. Bu
yontemle 200 bg’lik bir dizide mutasyon belirleme orant %90; 400 bg’lik bir dizide
mutasyon belirleme orani %80°dir (Akar 1999).

SSCP tekniginin belirleme yetenegi mutasyonun tek zincirli DNA’da olusturdugu

konformasyonun elektroforetik hareketlerini nasil etkiledigine baglidir (Oner 2002).

1. 2. 6. DNA Dizi Analizi

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

gelmektedir ve bunun i¢in iki temel teknik gelistirilmistir.

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA’nin belirli bazlardan
kirilmasina dayanmaktadir. Dizisi saptanacak DNA par¢aciginin komplementer zincirleri
ayrilip, zincirlerden biri kullanilir. Dizisi saptanacak zincir 5 ucundan poliniikleotid kinaz
enzimi kullanilarak radyoaktif 2P ile isaretlenir. Bu isaret, elektroforez sonrasi belirli bir
DNA pargaciginin tanimnmasimi saglamaktadir. Ikinci adim, herbirinde bazlardan biri igin
kimyasal kesimin meydana geldigi dort ayr1 reaksiyon karigiminda gergeklesir. Reaksiyon
icin kisith bir siire verilerek her tiipte farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmig
molekiiller elde edilir. Sonugta, kirildig1 noktaya gore, hepsi 5’ ucundan isaretli ancak
boylar1 farkli bir dizi pargacik elde edilir. Dort 6rnek karigimi daha sonra uzunluklarina
gore elektroforetik olarak ayrilacaklari poliakrilamid jel iizerinde, yan yana dort paralel
kuyuya uygulanir (Liileci 2000). DNA parcaciklarinin uglar1 radyoaktif olarak isaretli
oldugu igin otoradyografi yontemi ile bantlar gériintiilenir (Akar 1999, Oner 2002).

Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir
DNA zinciri sentezi gergeklestirilmektedir (Oner 2002). Dizisi saptanacak DNA zinciri
yeni sentezlenecek DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir. Sentez reaksiyonu DNA

polimeraz enzimi ile kataliz edilir. Tepkime karisiminda; dizisi belirlenecek DNA 6rnegi,
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polimeraz enzimi, oligoniikleotid, dort farklt dNTP, dort farkli ddNTP ile enzimin
calismasi i¢in tampon gorevi gorecek olan maddeler bulunur. PCR’da oldugu gibi
denatiirasyon, yapisma, uzama sikluslariin belirli sayida tekrarlanmasi ile gerceklestirilir
(Akar 1999). Yontemde kullanilan ddNTP’lerin 3’ ucunda hidroksil (OH) grubu
bulunmamaktadir. Bu durumda molekiil yeni sentezlenen DNA’ya katilir ancak 3’-OH
grubu tasimadigi i¢in kendisine niikleotid ilave edilmez ve sentezi sonlanarak bir DNA
parcacigl elde edilir. Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Herbir reaksiyon
karisimi kalip DNA zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordii ve az
miktarda ddNTP’den sadece birini igerir. Zincir sonlanmast i¢in dort reaksiyon tiiplinde
farkli bir ddNTP bulunur. Elektroforez sonrasi DNA bantlart otoradyografi ile
goriintiilenir. Bu bantlat yukaridan asagiya dogru okunarak dizi saptanir (Akar 1999, Oner
2002).

Gliniimiizde dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analiz cihazlari, radyoaktif izotoplar
yerine de floresan boyalar1 kullamlmaktadir (Oner 2002). Sistem, iizerindeki lazer 15181 ile
farkli 6zellikteki floresan boyalar1 algilar, her niikleotid i¢in ayr1 renkte bir pik olusturarak

nikleotid dizisini belirler.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2. 1. Cahisma Grubunun Olusturulmasi

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklart Ana Bilim
Dali, Cocuk Genetik Bilim Dali Laboratuvari ile Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisii Merkez Laboratuvari’nda yapilmistir. Bu calisma 1055464 nolu “Otozomal
Resesif Sensorindral Isitme Kaybi Yapan Gen Degisimlerinin Ortaya Cikarilmas1” isimli
TUBITAK 1001 projesiyle kismen desteklenmistir. Anne baba arasinda akrabalik olan ve
en az iki etkilenmis bireyde dogustan veya dil gelisimi dncesi ortaya ¢ikan ileri ve ¢ok ileri
sensorindral isitme kaybi bulunan 55 aile arastirmaya dahil edilmistir. Bu ailelerin
fenotipik/odyolojik 6zellikleri belirlenmis, aile agaglar ¢izilmis ve gevresel isitme kaybi
nedenlerine rastlanmamistir. Hastalara gece korliigii olup olmadigi sorulmus, gelisimsel
oOykiileri kaba motor gelisimi i¢ine alacak sekilde sorgulanmig, Romberg testi yapilmis ve
poliklinik sartlarinda goz dibi degerlendirilmistir. Bunlarin sonunda agik olarak sendrom
bulgularma rastlanmamistir.  Ailelerin  higbirinde GJB2 mutasyonlarinin olmadigi
gosterilmistir. Calismaya katilan tim ailelere ¢alismanin olasi sonuglart hakkinda bilgi
verilmig ve goniillii olarak katildiklarina dair onam formu alinmistir. Bu ¢alisma igin
Ankara Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan formlar kullanilmigtir

(Tarih:30.01.2006, Karar no:85-2215).
2. 2. Yontemler
Bu c¢alisma Tirkiye’deki isitme kayb1 genlerinin ortaya ¢ikarilmasina yonelik
projelerimizin yalmzca bir boliimiinii olusturmaktadir. Isitme kayb1 genetigi ile ilgili bu
projelerin amaclar;
* Bireyleri arasinda sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayb1 bulunan Tiirk
ailelerde genom boyunca baglanti analizi yapilarak sorumlu gen bolgelerinin ortaya

cikarilmasi

» Tiirkiye’de bugiline kadar calisilmamis otozomal resesif genlerin Tiirkiye’deki

isitme kayiplar1 i¢cindeki dneminin saptanmasi
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+ Insanda isitme kaybina neden olabilecek aday genlerin isitme engelli ailelerde

taranarak “igitme kayb1 geni” olup olmadiklarinin ortaya konulmasidir.

2. 2. 1. Strateji

Isitme engelli bireyleri olan 900 aileden olusan DNA koleksiyonundan sendromik ve
dominant isitme kayb1 olan aileler 6ncelikle ayiklanip, diger ailelere GJB2 ve MT DNA
12SrRNA m.A1555G mutasyon analizi yapilir. Once GJB2 geninde ¢.35delG mutasyonu
enzimle kesim yoOntemiyle taranir. Bu mutasyon bulunmayan ailelerde GJB2 geninin
kodlayan ekzonu ve kodlamayan ekzonunda kirpilma bolgesi mutasyonu olan ¢.-3201G>A
mutasyonu DNA dizi analizi, MT DNA 12SrRNA m.A1555G mutasyonu enzimle kesim
yontemleriyle taranir. Bu mutasyonlarin bulunmadig aileler iginden, etkilenmis bireylerin
anne ve babasi akraba olan ve birden fazla etkilenmis bireye sahip aileler secilir. Segilen
ailelerde 10.200 SNP taranir. Mikrodizin analizinin sonuglari ile otozomal resesif igitme
kayb1 yaptig1 bilinen tiim genler i¢in otozigozite taramasi yapilir. Etkilenmis bireylerde
ayni olan SNP profillerinin olusturdugu homozigot bloklar Excel tablosunda gozle
taranarak biyiiklikliklerine gore siralanir. Otozigozite taramasinda cevresinde otozigot
bolge bulunan bilinen genler SSCP ve/veya DNA dizi analiz yontemleriyle taranir. Bilinen
genler cevresinde otozigot blok bulunmayan veya otozigot bolge bulunmasina ragmen
mutasyon bulunmayan ailelere, diger homozigot bloklar1 anlamli hale getirebilmek icin
1.000.000 SNP taramasi yapilir. Bu SNP’lerin de olusturdugu homozigot bloklar
degerlendirilir ve o bolgeler igindeki genlerin fonksiyonlar1 arastirilarak isitme kaybina

sebep olabilecek aday genler segilir. Aday genler DNA dizi analizi yontemiyle taranir.
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Isitme kayiph aile koleksiyonu

Dominant ve sendromikler elenir. GJB2 (sekans) ve
12SrRNA m.A1555G (enzimle kesim) mutasyon
analizi. Mutasyon olmayanlar iginden akrabalik,
birden fazla etkilenmis birey olanlar segilir.

10K(10.204 SNP) mikrodizin analizi

}

Bilinen genler i¢in otozigozite haritalamasi

l

Bilinen gen cevresinde otozigot bolge

|

Cevresinde otozigot bolge bulunan bilinen genlerde
mutasyon analizi (SSCP/dizi analizi)

}

Kalan ailelerde diger bolgelerdeki homozigot bloklar:
anlaml hale getirmek icin 1.000.000 SNP taramasi

}

yeni gen

Bu tezin konusunu yalnizca MYO7A geni ile ilgili ¢alismalar olusturmaktadir. Mikrodizin
analizi ile anne baba arasinda akrabalik olan ve en az iki etkilenmis bireyde dogustan veya
dil gelisimi Oncesi ortaya ¢ikan ileri ve ¢ok ileri sensorindral isitme kayb1 bulunan 55 aile
taranmistir. Ailelerin DNA izolasyonlar1 klasik fenol kloroform yontemiyle yapilmistir.
Mikrodizin analizi Affymetrix GeneChip Human Mapping 10K 2.0 Array ve Affymetrix
GeneChip Human Mapping 10K Xbal Assay kitleri kullanilarak optimize edilmistir. Isitme
engelli bireylerin tiim genom boyunca tek nokta polimorfizmleri (SNP)
genotiplendirilmistir. Isitme engelli bireylerden elde edilen genotip verilerinde
homozigoziteye bagli, MYO7A geninin genomik bdlgesini igine alan ve ayn1 aileden gelen

isitme engelli bireylerin paylastigt homozigot bloklar aranmistir. MYO7A geni cevresinde
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homozigot blok bulunan 7 aile igin SSCP ve DNA dizi analizi yontemleriyle mutasyon

taramasi gerceklestirilmigtir.

2. 2. 2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu klasik fenol/kloroform yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu

yontem Ui¢ giin siirmektedir.

Bireylerden 1 mL 0,5 M etilendiamintetraasetilasitli (EDTA) (Sigma, ABD) polietilen tiip
icerisine 9 mL kan O6rnegi alinir. Alinan kan Ornegi falkon tiipiine (50 mL) konur ve
icerisinde 25 mL RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum Klorid
(AppliChem, Almanya); 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM EDTA
(AppliChem, Almanya)] eklenir, 20 dk buzda bekletilir. +4 °C’de, 4000 rpm’de 15 dk
santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiiliir. Tiipiin dibindeki pellet
tizerine tekrar RBC lizis soliisyonu ilave edilir. Bu islem eritrositler giderilene kadar
tekrarlanir. Son kez siipernatant dokiildiikten sonra kalan 16kositler tizerine 1000 pL RBC
lizis soliisyonu eklenir ve bu karigimin 800 pL’si ependorf tiipiine alinarak -20°C’de stok
olarak saklanir. Geriye kalan 200 pL bir ependorf tiipiine alinarak iizerine 20 pg/mL
olacak sekilde Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5
olacak sekilde %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin 2,5
kat1 olacak sekilde niikleaz soliisyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH:8; 100 mM
Sodyum Kilorid (Merck, Almanya), 1 mM pH:8 EDTA (AppliChem, Almanya)] eklenerek
bir gece 56 °C’de sicak su banyosunda (Kotterman, Almanya) bekletilir.

Ikinci giin tiiplere 1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform
(Merck, Almanya), izoamilalkol (Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk ¢alkalanir ve buz
icerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4°C’de, 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. iki faza
ayrilan karigimin iist kismi baska bir ependorf tiipline alinarak iizerine toplam hacmin
1/10’nu kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve yoplam hacmin iki kat1 kadar %95°1ik
Alkol (Tekel, Tiirkiye) eklenir. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale
getirildikten sonra -20°C’de bir gece bekletilir.

Uciincii giin tiipler +4°C’de, 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir.
Stipernatant kismi dokiilerek tiipe 500 pL %70’lik alkol eklenir ve +4°C’de, 4000 rpm’de

36



20 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonunda alkol dokiiliir ve tiipler kurutma kagidi iizerinde
kapaklari agik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiip igerisine Tris-EDTA
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek
DNA’nin  ¢oziilmesi saglanir. Izole edilen DNA +4°C’de veya -20°C’de
saklanabilmektedir.

2. 2. 3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, ABD) kullanilacagi amaca uygun olarak belirli yiizdelerde hazirlanir. Bu
calismada PCR triinlerini %2’lik, ¢.35delG mutasyonunun enzimle kesimleri %3’liikk ve
M.A1555G mutasyonunun enzimle kesimleri %]1°lik agaroz jelde degerlendirilmistir.
%1’lik agaroz jel i¢in 1.5 g agaroz tartilip, TBE 1X soliisyonu ile 150 ml’ye tamamlandi.
%?2’lik agaroz jel i¢in 3 g agaroz tartilip, TBE 1X soliisyonu ile 150 ml’ye tamamlandi.
%3’liikk agaroz jel icin 4.5g agaroz tartilip TBE 1X soliisyonu ile 150 ml’ye tamamlandi.
TBE 1X soliisyonu; TBE 5X soliisyonunun 1/5 oraninda ddH,O ile seyreltilmesiyle
hazirlanir. TBE 5X soliisyonunun hazirlamist; 54 g Trizma® (Sigma, ABD), 27,5 g Borik
asit (Carlo Erba, Italya), 20 ml 0,5 M EDTA (Sigma, ABD) ve deiyonize su (ddH,O) ile
1L’ye tamamlanarak hazirlanir. Agaroz istenilen yilizdelerde hazirlandiktan sonra
mikrodalga firmnda (Beko, Tiirkiye) kaynatilir. Uzerine Etidyum Bromid’in (Sigma, ABD)
%S35’lik stok sollisyonundan 2’ser pl ilave edildikten sonra iyice karistirilir ve jel tabagina
(Qwl Scientific, ABD) dokiiliir. Jel dokiilmeden 6nce jel tabagi uygun taraklar kullanilarak
hazirlanir. Agarozun donmasi i¢in yaklasik 30 dk beklenir. Agaroz donduktan sonra jel
tabagiyla birlikte jel elektroforez tankina (Biometra, Almanya) yerlestirilir. Elektroforez
tanki1 TBE 1X soliisyonu ile jelin iistiinii kapatacak sekilde doldurulur. PCR iiriinlerinden 5
ul, enzimle kesim fiiriinlerinden 10 pl alinarak temiz bir parafilm (Parafilm, Chicago,
ABD) iizerinde 2 pul Brom-Fenol Mavisi (BBF, Merck, Almanya) ile karigtirilir ve jellere
yiiklenir. Uriinlerinin degerlendirilebilmesi ve reaksiyonun istenilen uzunluktaki dogru
bolgeyi cogalttigini gorebilmek i¢in marker (®X174 DNA-Haelll BioLabs, ABD)
tirtinlerle birlikte jele 2 pg kadar yiiklenir. 90-100 V akimda 20 dk kadar yiiriitiiliir
(Wealtec, Tayvan). Ultraviyole 1sikta (Spectroline, ABD) incelenir. Image Analyser’da
(Alpha Imager, ABD) fotograflanir.
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2. 2. 4. GJB2 ve 12SrRNA Geni Mutasyon Analizi

2.2.4.1. GIJB2 Geni Mutasyon Analizi

Bu gende 6ncelikle ¢.35delG mutasyonu, PCR/RFLP yontemi ile taranmuistir.

GJB2 geninin 2. ekzonu igin her biri 0,1 pg/ml konsantrasyonunda iki primer seti

kullanilmustir:

F48: 5°-GGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGG-3"
R233: 5’-CTGGTGGAGTGTTTGTTCCCAC-3’

Diger PCR komponentleri ise; son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP,
dCTP, dTTP karisimi (Fermentas, Litvanya), Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya),
10 mM Tris-HC1 (oda sicakliginda pH: 9,0), 50 mM KCI ve %0,1 Triton®, 25 mM
MgCl,’dir. Son hacim 50 ul’ye ddH,O ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu

gerceklestirilmistir.

GJB2 geni 2. ekzon igin polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari; 95°C 10 dk, bunu
izleyen 15 siklusta; 94°C’de 1 dk, 63°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk, son 20 siklusta ise 94°C 1
dk, 61°C 1 dk, 72°C 1 dk ve 72°C 7 dk olarak PCR cihazinda gergeklestirilmistir (Primus,
ABD). Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda 207 b¢ uzunlugunda oligoniikleotid iiriin elde

edilmistir.

207 bg’lik PCR irlinleri ¢.35delG mutasyonunu belirlemek amaciyla BseLl
(5’-CCNNNNN |NNGG-3’) restriksiyon endoniikleaz enzimi (Fermantas, Litvanya) ile
kesime tabi tutuldu. 10mM Tris-HCI (37°C’de pH: 7.5), 10mM MgCl,, 50mM NaCl ve 0.1
mg/ml BSA’dan olusan restriksiyon endoniikleaz tamponu ve 10 {iinite restriksiyon
endoniikleaz enzimi PCR {iriinleriyle muamele edilerek enzimin optimum ¢alisma sicakligt
olan 55°C’de 16 saat inkiibe edildi. Kesilen drnekler %3’liik agaroz jelde olusan bant
profillerine gore incelenmistir. Enzim mutant diziyi 181. bazdan keserek, heterozigot
orneklerde 207, 181 ve 26 bg, homozigot mutant olan orneklerde ise 181 ve 26 bg’lik
fragmentler olusturur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: GJB2 geni ¢.35delG mutasyonunun BseLI enzimi ile belirlenmesi
M: $X174 DNA-Haelll Marker
2: Homozigot normal
3,4,5: Homozigot mutant
6,7,8: Heterozigot

¢.35delG mutasyonu bulunmayan ornekler igin;

GJB2 geninin kodlayan ve kodlamayan ekzonlart DNA dizi analizi yontemi ile

incelenmistir.

I. GJB2 geninin kodlayan ekzonunu dizi analizi ile taramak i¢in gen iki pargaya boliinerek
PCR ile gogaltilir.

1. bolge i¢in her biri 0,1 pug/ml konsantrasyonunda iki primer seti kullanilmistir:

CX26F7: 5’>-CTGCAAGAACGTGTGCTACG-3’
CX26R1: 5’-TGAGCACGGGTTGCCTCATC-3’

2. bolge i¢in her biri 0,1 pg/ml konsantrasyonunda iki primer seti kullanilmistir:

CX26F4: 5’>-GCTTACCCAGACTCAGAGAAG-3’
CX26R3: 5’-GAAGACGTACATGAAGGC-3’
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Diger PCR komponentleri ise; son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP,
dCTP, dTTP karisimi1 (Fermentas, Litvanya), Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya),
10 mM Tris-HCI (oda sicakliginda pH: 9,0), 50 mM KCI ve %0,1 Triton®, 25 mM
MgCl,’dir. Son hacim 50 pl’ye ddH,O ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu

gerceklestirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari; 95°C 10 dk, bunu izleyen 35 siklusta 94°C’de
1 dk, 58°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk ve 72°C’de 7 dk olarak PCR cihazinda
gerceklestirilmistir (Primus, ABD). Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda 1. bolge igin 569
be, 2. bolge i¢in ise 562 bg¢ uzunlugunda oligoniikleotid iiriinler elde edilmistir (Sekil 2.2).

A

B.

Sekil 2.2: GJB2 geni kodlayan ekzonunun 2 bdlgesinin PCR goriintiisii.
A. 1. bolge 569 bg’lik PCR diriinii (1-5) B. 2. bolge 562 bg’lik PCR firtinii (1-
5). M: $X174 DNA-Haelll Marker 6: Negatif Kontrol

I1. GJB2 geninin kodlamayan TATA bdolgesi igin her biri 0,1 pg/ml konsantrasyonunda iki

primer seti kullanilmistir:

26TATAEX1F: 5-CCGGGAAGCTCTGAGGAC-3'
26TATAEXI1R: 5-GCAACCGCTCTGGGTCTC-3'

Diger PCR komponentleri ise; son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP,
dCTP, dTTP karisimi (Fermentas, Litvanya), Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya),
10 mM Tris-HCI (oda sicakliginda pH: 9,0), 50 mM KCI ve %0,1 Triton®, 25 mM
MgCl,’dir. Ayrica, bu bolge GC’ce zengin oldugundan 6rnek basina son konsantrasyon
IM olacak sekilde betain kullanilmaktadir. Son hacim 50 pl’ye ddH,O ile tamamlanarak

polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir.
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Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari; 95°C 10 dk, bunu izleyen 35 siklusta 94°C’de
1 dk, 58°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk ve 72°C’de 7 dk olarak PCR cihazinda
gerceklestirilmistir  (Primus, ABD). Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda 363 bg

uzunlugunda oligoniikleotid {iriin elde edilmistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3: GJB2 geninin kodlamayan TATA bolgesi PCR goriintiisii
M: $X174 DNA-Haelll Marker
1-6: 363 bg’lik PCR iiriinii

DNA dizi analizi 6ncesinde PCR iirlinlerinin dNTP ve primer artiklarindan temizlenmesi

i¢in kolonlu piirifikasyon kiti kullanilmistir (Roche, ABD).

2. 2. 4. 2. Mitokondriyal DNA’da 12SrRNA m.A1555G Mutasyon Analizi

Bu gende m.A1555G mutasyonu, PCR/RFLP yontemi ile taranmustir.

12SrRNA i¢in her biri 0,1 pg/ml konsantrasyonunda iki primer seti kullanilmigtir:

F:5’-CCGCCATCTCTCAGCAAACCCT-3’
R: 5°-TGAAGTCTTAGCATGTACTGCTCG-3’

Diger PCR komponentleri ise; son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP,
dCTP, dTTP karisimi (Fermentas, Litvanya), Taq DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya),
10 mM Tris-HCI (oda sicakliginda pH: 9,0), 50 mM KCIl ve %0,1 Triton®, 25 mM
MgCl,’dir. Son hacim 50 ul’ye ddH,O ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu

gergeklestirilmistir.
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Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari; 95°C 10 dk, bunu izleyen 35 siklusta 94°C’de
1 dk, 60°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk ve 72°C’de 7 dk olarak PCR cihazinda
gerceklestirilmistir  (Primus, ABD). Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda 1604 bg

uzunlugunda oligoniikleotid iirlin elde edilmistir.

1604 bg¢’lik PCR iirlinleri m.A1555G mutasyonunu belirlemek amaciyla BsmAl (5°-
GTCTCN|N-3") restriksiyon endoniikleaz enzimi (NEB, USA) ile kesime tabi tutuldu.
10mM Tris-HC1 (37°C’de pH: 7.5), 10mM MgCl,, 50mM NaCl ve 0.1 mg/ml BSA’dan
olusan restriksiyon endoniikleaz tamponu ve 10 {inite restriksiyon endoniikleaz enzimi
PCR iiriinleriyle muamele edilerek enzimin optimum calisma sicakligi olan 55°C’de 16
saat inkiibe edildi. Kesilen ornekler %1’lik agaroz jelde olusan bant profillerine gore
incelenmistir. Enzim yabanil tipte; 1113, 285, 206 b¢, mutasyon olmasi durumunda ise;

1398 ve 206 bg uzunlugunda fragmentler olusturmaktadir. (Sekil 2.4).

5 1604bc
— 1398 be
— 1113 be

—» 285b¢
— 206 be

Sekil 2.4: 12SrRNA m.A1555G mutasyonunun BsmAl enzimi ile belirlenmesi
M: $X174 DNA-Haelll Marker
1: Kesilmemis PCR {iriinii
2,3,5,6,7: Yabanil tip
4: Mutant
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2. 2. 5. Mikrodizin Analizi

GeneChip Mapping Xbal 10K 2.0 Assay insan genomunda 10.200 tane tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP) tek bir ¢ip ve tek bir PCR primeri ile genotiplendirilmesini
saglamaktadir. SNP mikroarraylerin de yardimiyla hastaliga veya hastalifa yatkinliga

neden olan genler saptanmaktadir.

Bu yontemle genomik DNA belirli yerlerinden Xbal restriksiyon enzimi yardimiyla
kesilmektedir. Ardindan olusan bu pargalarin ucuna adaptorler baglanmaktadir. Tek primer
yardimiyla bu parcalarin ¢ogaltilmasi saglanmaktadir. Bu islemden sonra fragmentasyon

ve isaretleme islemleri yapilir ve drnekler ¢ipe yiiklenir.

Bu yontem aileden en az iki etkilenmis bireye uygulanmistir. Hastalarin genomik DNA
ornekleri EDTA-TE Tamponu kullanilarak 50 ng/uL olacak sekilde ayarlanir ve kesim

asamasina gegcilir.

Enzimle kesim: Bu asamada buzda 15 pL ddH2O, 2,5 uL buffer tango (10X) ve 1,25 pL
Xbal (20U/uL) igeren bir karigim hazirlanir. Bu karisima 6,25 uLL genomik DNA eklenir
ve 2000 rpm hizda 1 dk santrifiij edilir. Hazirlanan 6rnek 37°C’de etiivde (Binder,
Almanya) 16 saat bekletilir. Ardindan PCR cihazinda 70°C’de 20 dk bekletilerek enzim

inaktivasyonu saglanir.

Ligasyon: 1,25 uL Adaptor Xba, 2,5 pL. T4 DNA Ligaz tamponu kullanilarak bir karigim
hazirlanir ve bu karigima 1,25 pLL T4 DNA Ligaz ile 20 pL kesilmis DNA 6rnegi eklenir.
2000 rpm hizda 1 dk santrifiij edilir. PCR cihazinda (Primus, ABD) 16°C’de 120 dk,
70°C’de 20 dk bekletilir. Bu islemden sonra 25 pL ligasyonlu 6rnek 75 pL ddH2O ile

sulandirilir.

PCR: Her birey i¢in gerekli olan oOrnek miktarmi elde etmek ig¢in 5 adet PCR
yapilmaktadir. Her PCR reaksiyonu igin 10 L PCR Buffer, 10 uLL ANTP (herbiri 2,5 mM),
10 uL MgCl12 (25 mM), 7,5 uLL PCR Primer,001, 2 pLL Taq polimeraz (5u/uL), 50,5 pL
ddH20 ve 10 pL diliiye edilmis ligasyon iiriinii kullanilmaktadir. Bu karisim DNA Engine
Tetrad PTC-225, MJ Research (Bio-Rad, ABD) PCR cihazinda; 95°C’de 3 dk, 35 dongii
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95°C’de 20 s, 59°C’de 15s, 72°C’de 7 dk ve 4°C bitis programina tabi tutulmaktadir. PCR

tirtinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilenir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5: Mikrodizin PCR goriintiisii

M: $X174 DNA-Haelll Marker

1-5/6-10: Bir 6rnege ait PCR iiriinleri
11: Negatif kontrol

Bu islemlerden sonra Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Ana
Bilim Dal1, Cocuk Genetik Bilim Dali Laboratuvari’nda gerekli cihazlarin bulunmamast
nedeni ile geriye kalan piirifikasyon, fragmentasyon, labeling, hibridizasyon, yikama,
boyama ve tarama islemleri i¢in drnekler Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Merkez Laboratuvari’na gonderilmis ve ¢aligma orada tamamlanmistir.

Piirifikasyon: Elde edilen PCR iiriinleri vakum ile piirifiye edilir (QIAGEN MinElute 96
UF PCR Piirifikasyon Plate). Vakum derecesi 800 mbar olacak sekilde ayarlanir.
Piirifikasyon plate manifoldun tizerine yerlestirilir. Plate iizerinde kullanilmayan yerler
aliminyum seal ile ortiiliir. MinElute plate’in bir kuyusuna 4 adet PCR reaksiyonu konur.
400 pL PCR 6rnegi tamamen kuruyana kadar 600 mbar vakum uygulanir. Kuyulara 50 pL
PCR suyu ekenerek 600 mbar vakum uygulanir ve DNA yikanir. Bu basamak 2 kere daha
tekrarlanmalidir. Vakum kapatilir. Plate dikkatlice manifolddan ¢ikarilir. Kuyulara 40 pL
EB buffer eklenir ve oda sicakliginda 5 dk. karistiricida karismasi saglanir. Tim
kuyulardaki iriinler, temiz tiiplere alimir ve miktarlar1 spektrofotometrede 6l¢iiliir.
Konsantrasyonu 20 pg olan PCR iiriinleri, 45 pL olacak sekilde EB buffer ile normalize
edilir .
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Fragmentasyon: Termal cycler 37°C 6nceden 1sitilir. 5 pL 10X Fragmentation Buffer buz
tizerinde her bir 6rnegin tizerine eklenir ve vortex’de orta derecede 2 saniye karistirlir.
Tekrar buz tizerine konur. Stok Fragmentasyon reagent fragmentasyon buffer ve PCR suyu
kullanilarak 0.048 U/uL olacak sekilde diliie edilir ve 2 sn orta hizda santrifiij edilir. Diliie
fragmentasyon reagent’dan (0.048 U/uL) 5 pL, fragmentasyon karigimina eklenir. 2 saniye
orta hizda vortexlenir ve 2,000 rpm 1 dk santrifiij edilir. Fragmentasyon tiipleri énceden 37
derecede 1s1t1lmis termal cycler’a yerlestirilir. Ornekler 37°C 35 dakika, 95°C 15 dakika’lik
programa tabi tutulur ve 4°C’de bekletilir. 4 pL fragmente edilmis PCR firiinii ile 4 uL jel

yiikleme boyasi karistirilarak 4% agaroz jele yiiklenerek 120V- 30 dakika ytriitiliir (Sekil
2.6).

Sekil 2.6: Fragmentasyon goriintiisii
M: $X174 DNA-Haelll Marker
1-2: Fragmentasyon iiriinleri

Labeling (Isaretleme): Buz iizerinde 14 uL. 5X TdT Buffer, 2 puL GeneChip DNA
Labeling Reagent (5 mM) ve 3.5 ul TdT (30 U/uL) tiipe eklenerek labeling karisimi
hazirlanir ve 2 sn orta hizda santrifiij edilir. 50.5 pL. fragmente edilmis DNA’in {izerine
19.5 pL labeling karisimi eklenir. 2 sn. orta hizdaki vortexde karistirilir ve 2000 rpm’de 1
dk. santrifiij edilir. Bu karigsim PCR cihazinda 37°C 2 saat, 95°C 15 dakika programina tabi
tutulur ve 4°C de bekletilir. Labeling reaksiyonu bittikten sonra tiipler 2000 rpm’de spin
edilir.
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Hibridizasyon: Oncelikle bu islemde kullanilacak 12 X MES Stok (1.22 M MES, 0.89 M
[Na+]) soliisyonu hazirlanir. 70.4 g MES Hydrate, 193.3 g MES Sodium Salt ve son hacim
1000 mL olacak sekilde.800 mL ultra saf su karistirir. pH 6.5 ve 6.7 arasinda olmalidir.

Hazirlanan soliisyon 0.2 uM filtreden gegirilir.

Asagida gosterilen oranlarda hibridizasyon karisimi hazirlanir.

Kimyasal Hacim
MES (12X; 1.22 M) 12 uL
DMSO (100%) 13 uL
Denhardt’s Solution (50X) 13 uL
EDTA (0.5 M) 3 uL
HSDNA (10 mg/mL) 3uL
Oligonucleotide Control 2 uL
Human Cot-1 (1 mg/mL) 3uL
Tween-20 (3%) 1 uL
TMACL (5M) 40 pL
Toplam 190 puL

70 pL isaretli DNA, hibridizasyon karigiminin {izerine eklenir.Hibridizasyon karigimi ve
isaretli DNA  95°C 1s1 blogunda 10 dakika denatiire edilir. 10 sn buzda tutulur. 2000
rpm’de 1 dk. Santrifiij edilir. Tiipler 48°C‘deki 1s1 blogunda 2 dk. Tutulur. Array igine 80
pL denatiire edilmis hibridizasyon karigimi enjekte edilir. Hibridizasyon 48°C’de, 16-18
saat 60 rpm’de yapilir.

Yikama, Boyama ve Tarama: Bu asama Fluidics Station450/250 to automate the
washing and staining of GeneChip® cihazinda gergeklestirilir. Bu islemde kullanilacak

kimyasallar hazirlanir.

Wash A (6X SSPE, %0.01 Tween 20); hazirlamak i¢in 20X SSPE’den 300 mL, %10
Tween-20’den 1.0 mL, 699 mL su eklenerek 0.2 um filtreden gegirilir.

Wash B (0.6X SSPE, %0.01 Tween 20); 20X SSPE’den 30 mL, %10 Tween-20’den 1.0
mL, 969 mL su eklenerek 0.2 um filtreden gegirilir.
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0.5 mg/mL Anti-Streptavdin Antibody 1 mL suda ¢oziiliir.

12X MES Stok Buffer (1.22M MES, 0.89M [Na+]): 70.4g MES hydrate, 193.3g MES
Sodium Salt, son hacim su ile 1000 mL’ye tamamlanir. pH 6.5 ve 6.7 arasinda olmalidir.

0.2 uM filtreden gegirilmelidir.

1X Array Holding Buffer (Son 1X Konsantrasyon 100 mM MES, 1M [Na+], %0.01
Tween-20): 8.3 mL 12X MES Stock Buffer, 18.5 mL 5M NaCl, 0.1 mL %10 Tween-20

karigtirilir distile su ile 100 mL’ye tamamlanir. Isiktan koruyarak 2°C-8°C’de saklanir.

18 saat hibridizasyondan sonra ,arrayden hibridizasyon karisimi g¢ikarilir. 80 pL Array
Holding Buffer ile array tamamen doldurulur. Array cihaza takilir. Wash A ve Wash B

Buffer cihaz1 disaridan besler ve arrayi yikar.

Boyama Kimyasallarinin Hazirlanmasi:

Stain Buffer: 300 uL SSPE (20X), 3.3 uL Tween-20 (3%), 20 uL Denhardt’s (50X) 666,7

pL su ile hazirlanir.

SAPE Boya Soliisyonu: 495 puL Stain Buffer, 5.0 pL 1 mg/mL Streptavidin Phycoerythrin

(SAPE). Bu soliisyonu igeren tiip, istasyonun 1. modiiliine yerlestirilmelidir.

Antikor Boya Soliisyonu: 495 pL Stain Buffer, 5 pL 0.5 mg/mL biotinylated antibody.

Soliisyonu igeren tiip istasyonun 2. modiiliine yerlestirilmelidir.

Array Holding Buffer: 8.3 mL MES Stock Buffer (12X), 18.5 mL 5M NaCl, 0.1 mL
Tween-20 (10%), 73.1 mL su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlanir. Amber tiip i¢ine
800 pL array holding buffer konulur.Bu tiip istasyonun 3. modiiliine yerlestirilmelidir.

Istasyonun 3 modiiliine yerlestirilen soliisyonlar ile array boyama islemine tabi tutulur.

Tarama: Yikama ve boyama islemleri istasyonda ger¢eklestirildikten sonra tarama iglemi

icin array, GeneChipe Scanner 3000 cihazina yerlestirilir. Veriler bilgisayar ekraninda
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gortintiilenir (Sekil 2.7). Veri analizleri “R” istatistik paket programlarinda, uygun

algoritmalar kullanilarak yapilmaktadir.

Sekil 2.7: Taranmis array goruntisu

Yukarida belirtilen yontem {retici firmanin Onerilerinden yararlanilarak Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarinda Affymetrix GeneChip
Human Mapping 10K 2.0 Array ve Affymetrix GeneChip Human Mapping 10K Xbal
Assay kitler1 kullanilarak optimize edilmistir (Affymetrix Mapping 10K 2.0 Assay
Kullanma Kitapgigi).
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2. 2. 6. Otozigozite Haritalamasi

Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari’ndan gelen ailelere ait genetik veriler
Microsoft Excel programina aktarilmis, SNP’lerin kromozomal ve DNA lokalizasyonlarina
gore siralamast yapilmistir. Bugiine kadar tanimlanmis 38 otozomal resesif isitme kaybi
geninin genomik lokalizasyonu ensembl (www.ensembl.org-Hg18) veri tabani kullanilarak
belirlenmistir. Bu genler daha dnceden hazirlanmig SNP verilerini igeren Microsoft Excel
tablolarinda ilgili genomik lokalizasyona yerlestirilmistir. Her ailede kendi iginde
etkilenmis bireylerin genotipleri bilinen bir geni homozigot olarak ¢evreliyorsa bu gendeki
homozigot bir mutasyonun ailedeki isitme kaybma neden olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Arastirmanin ekonomik olmasini saglamak amaciyla diger aile bireylerine mikrodizin veya

mikrosatellit genotipleme ve geleneksel baglant: analizi yapilmamustir.

Isitme engelli kardeslerde MYOTA gen bolgesinin homozigot oldugu gosterilen 7 (045,
347, 644, 645, 724, 790, 861 nolu aileler) aile saptanmustir.

2.2. 7. MYOT7A Geni Mutasyon Taramasi

2.2.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MYOT7A geninin kodlamayan ilk ekzonu hari¢ tiim ekzonlar1 PCR teknigi ile ¢ogaltilmistr.
Yapilan PCR’da son konsantrasyonu 0,6 pmol/ul olacak sekilde primer giftleri
kullanilmistir. Diger PCR bilesenleri; 10 mM Tris-HCI (25°C pH: 8,8), 50 mM KCIl, son
konsantrasyonu 0,2 mM olacak sekilde deoksiniikleotittrifosfatlar [dATG, dGTP, dCTP,
dTTP (Fermentas, Litvanya)], 1 iinite Taq DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya) ve 15
mM MgCly’diir. Toplam hacim 25 pl’ye ddH,O ile tamamlanarak PCR reaksiyonu
gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismada MYO7A’nin kodlayan 48 ekzonu 46 pargaya boliinerek, uygun primer ¢iftleri

kullanilarak PCR teknigi ile cogaltilmistir. 5 ayr1 PCR programi kullanilmistir (Cizelge
2.1) (Sekil 2.8).
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Cizelge 2.1. MYOTA geni mutasyon analizi i¢in kullanilan primerler, PCR programlar1 ve

Ts dereceleri.

Eicon - Ger ks | PR |S5CP
(b¢)

2 5'CCAGCCAGGCTCAAGGCTTCCA3' 5'GCAGGAATTTTCCAAGAGAACACC3 241 | Program 1 33,07
3 5'CAGAGGGATATAGGGCTGCCTGGAS' 5'CATGGCCTCCATCTCCTTTCGATCA3' 296 | Program 2 2716
4 5'GTGTCTGGCTGCCAGAGAGGTCGA3' 5'’AGCTGCACAGCGGACAAAGTCTCAGS' 426 | Program 2 27.04
5 |5AGCCCAAGAGCTTTCTAGAGTCAGA3' 5'GCACAGTTGGAGCTCTAGGTCCTAZ' 316 | Program 2 27,25
6-7 5'CTGGGCTGAGTTCCAGTTGGTGG3' 5'GGAGCAATACGGGCAGCAATACGS' 512 | Program 3 276
8 5'’ATCATCCCAGGCTAGTTCCTGATG3' 5'AAGGCTGAGTCTGCAGTAGCCAG3' 269 | Program 2 28,62
9 5'GGGTACACTGACGTCCTCTTGCAC3' 5 GGCACTGCACTGCCCTTGGCGCAZ' 260 | Program 2 32,01
10 | 5'GTGGCAGCCTAGTCCTCTTAGGAC3' |5'AACCCTTCAGAGGGACAGAAGTCATG3'| 214 | Program 2 40,85
11 5'GGGGCAGGCTGGCAGGTGAGCAC3' 5'ACTTCCCAAGGGGTAGGGCGAGCAA3' 212 | Program 1 30,75
12 5'CAAGGGCTGGAGCGACACCACGS' 5TCCATATTGGGGAAGGAAATTCCCATG3| 285 | Program 1 26,78
13 | 5GGTGGGGCCTGAACAACACCCTTACS' | 5’AAGCAGGGAAGGAAGCTGTGCGCACS3' | 318 | Program 2 30,05
14 | 5'CATGGAGGAGAGGGTGGGCTCACAI' 5'GAGCAGGGGAAGGCAGGGCCACG3! 239 | Program 1 20,24
15 | 5’GAGGGCCTGCCAGAGCTGGTGAGA3 5'GCTTAGACTCAGGCCTGGCCCGTG3' 219 | Program 4 26,78
16 5'GGCAGGCACAGCCCCTCCCATCG3' 5'GTCACCCTAGCCGCCACCCGCCA3 225 | Program 1 3371
17 | 5 CCCAGCAGGAGCCTTGGCCCTGA 3 5'AAGCTGGGACCCTCCCCTCCTGC3 252 | Program 1 20,06
18 | 5 CCCACTGGAGAGGCTGTCCATTCC 3' |5'CCCAGCCCACATCATGGGAATTTACASZ'| 207 | Program 2 30,06
19 | 5 CCACTGGGACTGAGCAGGTGGTC 3 5'ACACGTACACCTGTATGTGGGCTGA3' 218 | Program 2 26,83
20 | 5" ATCCCAAACCCACCTGTACCCTGG 3 5CTGGGTTCAAAGGCCTGTTTGGGCA3! 202 | Program 3 28,64
21 |5 GGAATGGGACAGCAGGCTCTGAGC 3 5'GACACTCCTCGCCCAGGGGTCAGA3' 319 | Program 5 36,38
22 | 5 GGTGGGAATCCCTGCAACAACAGC 3' | 5GGACAAGCCAGCAAGTGGACACCTA3' | 226 | Program 2 2412
23 | 5’ AGCTTGTTCCCTGAGGCTGTGGCA 3' 5'AGCGGTGTGTGTGGGCCTCTGGA3' 323 | Program 5 2753
24 | 5 GCTTCCTGAGTAGCTGGGACTCCA 3 5' TACGGCCACCACCAGCAGCAGAG3' 332 | Program 3 285
25 | 5 AGCAATGTCCTCCGCTCTGGCCTC 3' 5'CTTGTCGGCCTGGGAGGGACATCAZ' 270 | Program 1 27,34
26 | 5 TTGCTTTCTGCTCAGCCACTTGACC 3' 5 CTGTGCTCCAGCCTAGGCCACCTA 3" 206 | Program 2 25,25
27 | 5 GGGAACACCCCTAACTTTACCTGC 3 5'’AGGCACCACTCAGCCACCAAAAGAZ' 236 | Program 2 20,65
28 | 5" GGGCTGTTCCTGTGGGGTGATTCC 3' 5'GGCCTAGCTCCCCTTCCCACTCCA3 223 | Program 5 33,44
29 5' GAGGGCCTGGCGGCTGCCCTCA 3 5'CTGGGGCACTCGAGTGCACTGGA3Z' 333 | Program 1 32,01
30 |5 GTCTGAAGGGAAGGGACCCCACAA3! 5'CAAGTAGGTGGCAGCACTGGCAGCS3! 300 | Program1 30,7
31 | 5 CCTTCCCTGACTCTGTGCCTGCTC 3 5'AGCAGGAGGCTGTGAGCCAAGCCA3 325 | Program 2 32,78
32 | 5 TTGGTGGTGTGGAAGGGCTTCCTG 3' 5'GTTCAGGTCCACATCCCTTCTCTAG3' 285 | Program 2 2717
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PCR

Ekzon ileri Geri firiinii | ch;ngél m TSSS(C(F;)
(bg)

33 |5' CAAACTCACTCGTATGTTGTCTTCTG3 | 5'GCTGGAGCTACAGAGCAAGGGACS' 218 | Program 1 20.48
34 | 5 CCTGGGTGTGGGAGGCCTGCCTC 3' 5'CCCTCTCCTTCCCCTCTGTCTGTC3' 222 | Program 1 2618
35 | 5'CCCACTGGTTGGGGCATGACTGAC 3' 5'ACCCTGACCCCCAGTGCCAGGCA3' 377 | Program 2 | 139
36 | 5 CTCAGCCTGTCTCTGCCCCCATGG 3 |SCTAGACCGTTAACCTATTGTACAGCTGS'| 330 | Program2 |, 8.41
37 | 5CCACAGGTAGAGAGCTGACCTGAG3 | 5' ACCAGACAGTAGCGGAAGCCTGCA3' | 238 | Program5 3029
38 | 5'TGCCAGCGATGGGGCGTTGCTGA3' 5'GGAGGAAGGCAGTGTGCAGACGAA3' | 276 | Program 2 3397
39 | 5'AGTGCTCCCTCTATTCGGCACAAG3' 5'CCCGTCACAGCAGGTGAGGTCTG3' 252 | Program2 | , 6,38
40 | 5TCCTGTGACTCCCGATGGCAGCTG3' 5'ATCCCCAAGGGGCTCATCCCACAA3' 294 | Program 1 3573
41 | 5'GTCTCCACAGTCCCACGCACATGC3! 5'GCCCTGTCCTGGGCACTGCAGAC3! 201 | Program 2 30,46
42 |5'GCTCAGTATAGGAGGCATAGCCAGA3' | 5 TGTCCGTAAGTTCCTATGGCCCCAG3' | 288 | Program 2 25,8

43-44| 5'AGCTGCCAGACAGGCCTTAGGTGG3' | 5'AGCAACGCTAGCTGTGCACGAAGG3' | 505 | Program 2 27,49
45 | 5TCTGCCAGGTCCCTGCACGCCTGT3' 5'CCTGGGCTGCTGGCCAGTGTCTG3' 326 | Program 2 2039
46 | 5'CTGGCCTGCCCTGAGCAGGCCTG3' 5' ATGCCCTGTTCCCCTCCTCCTCTG 3' 228 | Program 3 2863
47 5’"GCAACAGGAGAGGCTGACTT3’ 5" TGTCTGTGGTTCAGGCAGAG 3’ 250 | Program 4 | 25,12
48 5’CTTCTGTGAGGGCATGTGTG 3’ 5" AGCCGCACACTACTGTGTTT 3’ 294 | Program 4 | 31,39
49 5’ TGGGAGCTGTGCTATGGTCT 3’ 5" AGCTGCAGGGGTAGCTGAT 3’ 245 | Program 4 | 30,05

Program 1; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 40 s, 65°C’de 40 s her dongiide
0.5°C diisecek sekilde, 20 dongii 94°C’de 40 s, 55°C’de 40 s her dongiide 1 s artacak

sekilde gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 2; 95°C’de 5 dk ardindan 35 dongii 94°C’de 1 dk, 60°C’de 1 dk , 72°C’de 1 dk,
ve 72°C’de 7 dk olarak gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 3; 95°C’de 5 dk ardindan 35 dongii 94°C’de 1 dk, 62°C’de 1 dk , 72°C’de 1 dk,
ve 72°C’de 7 dk olarak gergeklestirilmistir (Primus, ABD).
Program 4; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongi 94°C’de 40 s, 68°C’de 40 s her dongiide
0.5°C diisecek sekilde, 20 dongii 94°C’de 40 s, 58°C’de 40 s her dongiide 1 s artacak
sekilde gergeklestirilmistir (Biorad, ABD).
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Program 5; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk, 65°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde, 72°C’de 1 dk, 20 dongii 94°C’de 1 dk, 55°C’da 1 dk, 72°C’de 1 dk
ve 72°C’de 7 dk olarak gergeklestirilmistir (Primus, ABD).

M 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

18219820 221 822 802 3MPARI 0 S0 6l /828 & 298 30831 . 32

— —_— prm—— B B

42 A7 48 49 M

33 34 35 36 37 38 39 40 41 43-44 45 46

Sekil 2.8: MYOTA geninin kodlayan 48 ekzonun tek bir hastadaki PCR goriintiileri.
M: Marker (Solis,Estonya 100bg).
Kuyucuklarin {izerindeki numaralar ekzonlari belirtir.

2.2.7.2. SSCP Icin Poliakrilamid Jel Hazirlamsi

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

arasina 1,5 mm kalinliginda spacerlar yerlestirilip, camlar sabitlenmistir.

Bu ¢alismada %7°lik poliakrilamid jel kullanilmistir. Bu jel i¢in %40’lik, 49:1 oranindaki
akrilamid/bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bunun i¢in 380 g Akrilamid (Merck,
Almanya) ve 20 g N-N’-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya) bir miktar distile su ile
37°C’de 1sitilarak ¢oziiliir ve hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir (Sambrook
1989).

Jel yapimui i¢in kullanilan TBE 5X soliisyonu, 54 g Tris (Ambresco, ABD) 27,5 g Borik

asit (AppliChem, Almanya), 20 mL 0,5 M pH:8 EDTA (AppliChem, Almanya) distile su
ile 1000 mL hacime tamamlanarak yapilmustir.
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Jelin polimerlesmesi i¢in kullanilan %10°luk Amonyum Persiilfat; 1 g Amonyum Persiilfat

(AppliChem, Almanya) distile su ile 10 mL’lik hacime tamamlanarak hazirlanmigtir.

Jel 12,34 mL %40’lik akrilamid/bisakrilamid soliisyonu, 14 mL TBE 5X soliisyonu, 40,16
mL distile su ve 3,5 mL gliserol (Merck, Almanya) kullanilarak hazirlanmistir. Karigim
0,22 um filtreden siiziildiikten sonra vakum ile havasi alinmistir. Ardindan bu jel icerigine
0,6 mL %10’luk Amonyum Persiilfat ve 40 mL TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilen-
etilendiamid) (Sigma, Almanya) eklenerek hazirlanan camlar arasina dokiilmiistiir. Jel
polimerlestikten sonra 1,5 mm’lik tarak camlar arasina yerlestirilerek Orneklerin

yiiklenecegi kuyularin olugmasi saglanmistir.

Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikartilmig ve camlar vertikal jel elektroforez sistemine

(BioRad, ABD) yerlestirilmistir.

PCR orneklerinin igerdigi Adenin ve Sitozin niikleotid sayilarini baz alarak asagida
belirtilen formiil ile bir sicaklik degeri (Ts) hesaplanmistir (Cizelge 2.1) ve 6rnek

yiikklenmeden dnce jeller hesaplanan bu sicaklik derecesine getirilmistir (Li vd 2003).

Ts= [80xC/(A+1)] / {2,71+[C/(A+1)]}

PCR iiriinlerine spesifikligi arttirmak amaciyla belli bir oranda denatiire edici yilikleme
boyasi ve oligoniikleotid eklenmistir. Kullanilan yiikleme biyasi toplam hacminde %95
formamid, 20 mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol (AppliChem, Almanya), %0,05 Brom-
fenol mavisi (Merck, Almanya) icermektedir. 2 pL PCR iirlinline 7 pL yiikleme boyasi,
I’er uLL 3 pmol diiz ve ters oligoniikleotid eklenerek bir karigim hazirlanmigtir ve 99°C’de

8 dk denatiire edilerek jele yiiklenmistir.
Sistemde tampon olarak TBE 1X soliisyonu kullanilmistir. Ornekler 130 volt akimda

altinda, belirlenen sicaklikta baz c¢ifti uzunluklarina gore 12-20 saat yiriitiilmistiir.

Elektroforez sonrasi jel giimiis boyama ile boyanarak bantlar goriiniir hale getirilmistir.
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2.2.7.3.SSCP Jeli icin Giimiis Boyama

Bu yontem i¢in kullanilan giimiis boyama mikrosatellit jellerini boyamak i¢in kullanilan
yontemden sadece 1. soliisyondaki giimiis nitrat soliisyonunun konsantrasyonu bakimindan
farklidir. 1. soliisyon i¢in %1 °lik stok giimiis nitrat %0,1’lik olacak sekilde 100 mL %1’lik
stok glimiis nitrat solisyonu, 900 mL distile su kullanilarak seyreltilir. Jeller bu soliisyonda
10 dk bekletilmistir. Daha sonra formaldehit ilave edilmis %1,5’lik sodyum hidroksit
sollisyonu ile boyanmistir. Jel %0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu ile muamele
edilerek boyama islemi sonlandirilmistir. Boylece jeller goriiniir hale getirilerek bant

farklilig1 olan 6rnekler belirlenmistir.

Bu yontemle taranan MYO7A geninin ekzon sayisi, ekzonlara 6zgii oligoniikleotid dizileri,
ekzon boyutlari, Ts degerleri ve oligoniikleotidlerin optimize oldugu PCR kosullan
Cizelge 2.1°de verilmistir. Bu gende bant farkliligina sahip bireyler DNA dizi analizi

yontemi ile taranmustir.

2.2.7.4. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi 6ncesinde PCR {irlinlerinin ANTP ve primer artiklarindan temizlenmesi

i¢in kolonlu piirifikasyon kiti kullanilmistir (Roche, ABD).

Bu calismada istenen DNA parcaciginin niikleotit dizisinin belirlenmesi i¢in Sanger’in
enzimatik yontemi esasina dayali, tam otomatik kapiller sistemli calisan bir DNA dizi
analizi cihazi kullanilmistir (CEQ2000XL, Beckman Coulter, ABD). Cihaz igin 0,2
mL’lik, 96 tane kuyucuk iceren plaklar kullanilmistir. Her bir 6rnek icin 8 pL sekans
soliisyonu (premix; 2 pL 10X reaksiyon tamponu, 1pL ANTP karisimi, 2uL ddUTP, 2uLlL
ddGTP, 2uL ddCTP, 2uLL ddATP, 1uL polimeraz enzimi), 1pL temizlenmis PCR iiriind, 2
pmol sag veya sol oligoniikleotid ve hacimi 20 pL’ye tamamlayacak kadar distile su
konularak “cycle sequencing” gergeklestirilmistir. Bu program 94°C’de 5 dk ilk
denatiirasyon, 30 siklus 96°C’de 20 s denatiirasyon, 50°C’de 20 s yapisma ve 60°C’de 4
dk’lik uzama evresi seklinde gerceklesmektedir. “Cycle sequencing” sonlandiktan hemen
sonra Orneklerin i¢ine reaksiyonun durdurulmasi i¢in her bir 6rnek i¢in 5 pL durdurma
soliisyonu (1,5 M C2H302Na, 50 mM EDTA, 20 mg/mL’lik Glikojen) ve 60 pL %95°1ik
soguk etanol eklenerek +4°C’de 4000 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir (Hettich, Almanya).
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Ustteki kisim dokiilerek %70°lik alkolden 200 pL eklenmis, +4°C’de 4000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilerek iistteki kisim dokiilmiistiir. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra
ornekler liyofilizator cihazina (Christ, Almanya) yerlestirilmis ve yliksek vakum altinda 45
dk kurutulmustur. Kuruyan 6rneklerin tlizerine 25 ul formamid igeren soliisyon eklenerek
DNA zincirlerinin birbirlerinden ayr1 tutulmasi saglanmistir. Her bir kuyucuk mineral yag
ile kapatildiktan sonra plak DNA dizi analizi cihazina yerlestirilmis ve cihazin bagh
bulundugu bilgisayardaki CEQ Sequencing Software programi araciligi ile sonuglar

gorlniir hale getirilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3. 1. Otozigozite Haritalamasi

Yapilan 10K mikrodizin analizi sonuglarina gore 045, 347, 644, 645, 724, 790, numaralt
ailelerin etkilenmis bireylerinde MYO7A genini igine alan bolgede homozigot bloklar tespit
edilmistir (Cizelge 3.1, 3.2). Bu ailelerde isitme kaybi fenotipinden MYO7A genindeki

mutasyonlarin sorumlu olabilecegi tahmin edilmistir.

Cizelge 3.1. MYOT7A geni cevresinde bulunan homozigot boélgelerin ailelere gore
kromozomal lokasyonu

Aile No. e tﬁ:;?{ﬂ:?&f_’:}?;?;m Homozigot Bolge (hg-18)
045 2 60971628-80428536
347 2 74371677-95601239
644 3 40204315-78488179
645 3 75633996-79063051
724 2 73727910-103390007
790 4 73727821-83565887
861 4 74000000-90000000
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Cizelge 3.2. SNP 10K mikrodizin analizi sonucunda ailelerde MYOT7A geni ¢evresindeki
SNP verileri

SNP No Fiziksel Pozisyon | SNP RS No | 045-101 | 045-102 |347-101 |347-102 | 644-101 |644-102 | 644-103
SNP_A-1508006 59818108 rs1593480 | AB BB AB AB BB BB AA
SNP_A-1511450 59909139 rs950803 BB AA AA AA AA AA BB
SNP_A-1512341 60179467 rs1080719 | AA NoCall BB BB BB BB AA
SNP_A-1508282 60635238 1s522073 NoCall AB AA AA BB BB BB
SNP_A-1519726 60971628 1s1377456 | AB AA AA AA BB BB BB
SNP_A-1519757 60971788 15720888 AA BB BB BB AA AA BB
SNP_A-1511129 60972195 rs720891 BB AA AA AA BB BB AA
SNP_A-1518487 61840118 rs953169 AA AA BB BB AA AA BB
SNP_A-1512785 62518998 rs953894 AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1511931 62620442 1s1944043 | AA AA AB AB AA AA AA
SNP_A-1511869 62620580 rs1944042 | BB BB AB AB BB BB BB
SNP_A-1516404 62793443 rs1944086 | BB BB AB AB BB NocCall BB
SNP_A-1511696 63041086 rs1404501 | BB BB AA AA BB BB BB
SNP_A-1512811 64227945 rs490192 AA AA AA AA BB BB BB
SNP_A-1512512 68986287 rs1938684 | AA AA BB BB AA AA AA
SNP_A-1515149 69291704 1s1944130 | AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1507484 70642724 1s1372108 | AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1519064 71886708 1s2077955 BB BB AB AB BB BB BB
SNP_A-1515676 73727821 1s1279293 BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1515718 73727910 1s3862799 | AA AA AB AB BB BB BB
SNP_A-1518953 74371677 rs624786 AA AA BB BB BB BB BB
SNP_A-1512019 74375300 rs671544 BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1508267 75130040 rs644361 BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1512667 75633996 1s2226615 | BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1513424 76728362 1s1377470 | AA AA BB BB AA AA AA
SNP_A-1511221 76774826 rs724369 BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1512142 77603940 1s2912 BB BB AA AA BB BB BB
SNP_A-1512004 77613712 rs1385601 | AA AA BB BB AA AA AA
SNP_A-1511958 77613814 rs1385600 | AA AA BB BB AA AA AA
SNP_A-1508420 77693600 1s4128206 BB BB AA AA BB BB BB
SNP_A-1517249 78283084 rs1945248 BB BB AA AA BB BB BB
SNP_A-1518128 78488179 rs870333 BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1519556 78652934 rs570333 BB BB AA AA AB AB BB
SNP_A-1519587 78699221 rs726785 BB BB AA AA BB BB BB
SNP_A-1508730 78714313 rs568421 AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1513861 78729420 rs1511232 BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1518340 78800182 1s951932 BB BB BB BB AB AB BB
SNP_A-1513485 79063051 1s1944714 | AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1512871 79659788 1s1479311 | AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1512920 79659821 1s1479312 | AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1511073 79960012 1s2373504 BB BB BB BB AA AA AA
SNP_A-1508967 79960114 1s1962677 | AA AA AA AA BB BB BB
SNP_A-1515031 80262246 rs1533224 BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1514863 80428536 rs1608169 | AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1518690 80645518 rs723454 AB AB BB BB BB BB BB
SNP_A-1514587 80669801 rs2085557 | AA AA BB BB AB NoCall BB
SNP_A-1511296 80766874 rs725696 BB BB AA AA AA AA AA
SNP_A-1513472 80909349 rs1945650 AB AB BB BB AA AA BB
SNP_A-1515935 81286092 rs1112922 AB AB BB BB AB NoCall BB
SNP_A-1518248 81286325 r1s1540196 AB AB BB BB AB AB AA
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SNP No Fiziksel Pozisyon | SNP RS No | 645-101 | 645-102 | 645-103 | 724-101 | 724-102 | 790-101 | 790-104 | 790-102 | 790-103
SNP_A-1508006 59818108 11593480 | AB BB AB AB AB AB AB BB AB
SNP_A-1511450 59909139 rs950803 BB AB AB AA AB AB AB AB AB
SNP_A-1512341 60179467 11080719 | BB BB BB BB BB AB AB NoCall | BB
SNP_A-1508282 60635238 15522073 BB AB BB BB BB BB BB AB AB
SNP_A-1519726 60971628 1s1377456 | AB AA BB AA AA AB AB AB AB
SNP_A-1519757 60971788 rs720888 AB NoCall | NoCall BB BB AB AB AB AB
SNP_A-1511129 60972195 1s720891 AB AA NoCall | AA AA AB AB AB AB
SNP_A-1518487 61840118 s953169 BB AB AB AB AB AB AB AB AB
SNP_A-1512785 62518998 1s953894 AB AB AB AB AB AA AA AA AA
SNP_A-1511931 62620442 1s1944043 | AA AB AA AA AA AA AA AB AA
SNP_A-1511869 62620580 1s1944042 | BB AB BB BB BB BB BB AB BB
SNP_A-1516404 62793443 1s1944086 | AA AA AA AB AB BB BB AB BB
SNP_A-1511696 63041086 11404501 | AB BB AB BB BB BB BB AB BB
SNP_A-1512811 64227945 5490192 AA AB AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1512512 68986287 151938684

SNP_A-1515149 69291704 rs1944130 [ AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1507484 70642724 rs1372108

SNP_A-1519064 71886708 rs2077955 | AB AB AB BB BB BB BB AB BB
SNP_A-1515676 73727821 1s1279293 | AB AB AB AB AB BB BB BB BB
SNP_A-1515718 73727910 1s3862799 [ AA AA BB BB BB BB
SNP_A-1518953 74371677 1624786 NocCall NoCall [ AA AA AA BB BB BB BB
SNP_A-1512019 74375300 1s671544 AA AA BB BB BB BB
SNP_A-1508267 75130040 rs644361 AB AB AB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1512667 75633996 1s2226615 | BB BB BB BB BB AA AA AA AA

SNP_A-1513424 76728362 151377470 | BB BB BB AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1511221 76774826 15724369 BB BB BB AA AA BB BB BB BB
SNP_A-1512142 77603940 52912 AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1512004 77613712 51385601 | BB NoCall | BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1511958 77613814 51385600 | BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1508420 77693600 rs4128206 | AA AA AA AA AA NoCall | AA

SNP_A-1517249 78283084 51945248 | BB BB BB AA AA AA

SNP_A-1518128 78488179 rs870333 BB BB BB BB BB AA

SNP_A-1519556 78652934 rs570333 AA AA AA AA

SNP_A-1519587 78699221 1s726785 BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1508730 78714313 rs568421 AA AA AA BB BB

SNP_A-1513861 78729420 rs1511232 | AA AA AA BB BB AA AA AA AA
SNP_A-1518340 78800182 rs951932 BB BB BB BB BB

SNP_A-1513485 79063051 1s1944714 | AA AA AA BB BB BB BB
SNP_A-1512871 79659788 rs1479311 | AB AB AB AA AA

SNP_A-1512920 79659821 rs1479312 | AB AB AB AA AA AA AA
SNP_A-1511073 79960012 1s2373504 | BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1508967 79960114 151962677 | AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1515031 80262246 r1s1533224 | BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1514863 80428536 11608169 | AB AB AB AA AA AA AA
SNP_A-1518690 80645518 rs723454 AB AB NoCall | AA AA BB BB BB BB
SNP_A-1514587 80669801 r1s2085557 | AB AB AB

SNP_A-1511296 80766874 15725696 AB AB AB BB BB AA AA AA AA
SNP_A-1513472 80909349 1s1945650 | AB AB AB BB BB

SNP_A-1515935 81286092 1s1112922 | BB BB BB AA AA BB BB BB BB
SNP_A-1518248 81286325 rs1540196 | BB BB BB AA AA BB BB BB BB
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3.2. Mutasyon Analizi

Mutasyon analizi yapilan 7 ailenin 5 tanesinde isitme kayipli bireylerde bes farkli

homozigot mutasyon bulunmustur (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. MYO7A geninde bu ¢aligmada bulunan mutasyonlar

Aile Numarasi Mutasyon Miyozin-VIla bélgeleri
347 €.5824 G>A( p.G1942R) FERM-2 bolgesi
644 €.5838delT (p.F1946LfsX24) FERM-2 bolgesi
645 €.6487 G>A (p.G2163S) FERM-2 bolgesi
790 €.5581 C>T (p.R1861X) MyTH4-2 bolgesi
861 €.5660 C>T (p.P1887L ) MyTH4-2 bolgesi

MYOT7A geninde 347 ve 644 nolu ailelerde 42. ekzonda, 861 nolu ailede 41. ekzonda
etkilenmis bireylerde SSCP yontemiyle bant farkliligi saptanmistir (Sekil 3.1). Ardindan
etkilenmis bireylere, genin bu ekzonlarina DNA dizi analizi yontemiyle mutasyon taramasi

yapilmuistir.

644-101
644-102
644-103

— N
o O
F|FI|
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< <
o« ™

B.

Sekil 3.1. MYO7A geninde bant farklilig1 saptanan ekzonlarin SSCP jel goriintiisii
A. MYOT7A 41. ekzon B. MYO7A 42. ekzon ( 1 ile isaretlenmemis 6rnekler yabanil tip)
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Bu gende SSCP ile tarama sonucunda 41. ekzonda bant farklilig1 tespit edilen 861 nolu
ailenin etkilenmis bireyine DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda
€.5660 C>T (p.P1887L) degisimi homozigot olarak tespit edilmistir (Sekil 3.2).

bTacCcCcTCCOCACCT GG P TACCCTC TEGCACC TGO G

A B. =

Sekil 3.2. MYO7A geninin 41. ekzonundaki ¢.5660 C>T (p.P1887L) degisimi
A. Yabanil tip B. Homozigot mutant DNA dizi analizi goriintiisii (Diiz dizi)

SSCP taramasinda genin 42. Ekzonunda bant farklilig: tespit edilen 347 ve 644 ailelerinin
etkilenmis bireylerine DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda 347
nolu ailede ¢.5824 G>A (p.G1924R) (Sekil 3.3), 644 nolu ailede ¢.5838delT
(p.F1946LfsX24) (Sekil 3.4) degisimleri homozigot olarak bulunmustur.

TCL4 30 3330 TTCL 3CCTCT T G 4043 4TTCL 3 T T

l '

Sekil 3.3. MYO7A geninin 42. ekzonundaki ¢.5824 G>A (p.G1924R) degisimi
A. Yabanil tip B. Homozigot mutant DNA dizi analizi goriintiisii (Diiz dizi)
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- - TS T T TEe TCoa o0 0 TT = = TS T TG T CoaaoaaoTT

Sekil 3.4. MYOTA geninin 42. ekzonundaki ¢.5838delT (p.F1946LfsX24) degisimi
A. Yabanil tip B. Homozigot mutant DNA dizi analizi goriintiisti (Diiz dizi)

645,790, 045 ve 724 numarali ailelerin etkilenmis bireyleri direkt DNA dizi analizi
yontemiyle taranmistir. 645 nolu ailenin etkilenmis bireyinde genin 48.ekzonunda c.6487
G>A (p.G2163S) degisimi (Sekil 3.5), 790 nolu ailenin etkilenmis bireyinde genin 40.
ekzonunda ¢.5581 C>T (p.R1861X) degisimi (Sekil 3.6) homozigot olarak bulunmustur.
045 ve 724 numaral ailelerde etkilenmis bireylere, MYO7A nin kodlayan tiim ekzonlarina
sekans yapilmig ancak bu gende isitme kaybi1 ile ilgili olabilecek bir degisim

bulunmamastir.

-1

a0-101 _na_48f _myeva_na_na_dfmt_na_na_HOG_2010-05-18_0031
G A G C A G E G G C A & C A C C
G A G CAGCOG GCARATLCRATECC

DA A ANAAAAAAN

1|II1 _na 48f m\,r-:-?a na _na -:Ifrnt _na_na_HO5 2IZI1IZI I:Iﬁ 18_0031 Fragment base #35. Base 95 of
ﬂ G E E A A C & C
AA CARC E

A

Sekil 3.5. MYOT7A geninin 48. ekzonundaki c.6487 G>A (p.G2163S) degisimi
A. Yabanil tip B. Homozigot mutant DNA dizi analizi goriintiisii (Diiz dizi)

G
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' ?Hl] 1l]1 na 40f_myofa na_na_dfmt na na FOG&_2010-0
C A G T C C G A

_ -18_0031 Fragni
b b
T C CT G A AR

C A C T
C A C T

A /\A/\AA/\/\/\/\/\/\N\/\/\/\M

Sekil 3.6. MYOTA geninin 40. ekzonundaki ¢.5581 C>T (p.R1861X) degisimi
A. Yabanil tip B. Homozigot mutant DNA dizi analizi goriintiisti (Diiz dizi)

Bu mutasyonlarin ailelerde fenotiple birlikte dagildigi gosterilmistir (Sekil 3.7.).
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Aile 347

Aile 644
S O0—oO
004 003 005 006 008 007
004 o003 006 005
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g # g E Q 014 E 016 Oc; E g g
+/* + +/- +/+ +/+
Aile 861
Aile 645 0
201 3o
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+/- +/-  +/+ +/- +/+ [+ 4+
Aile 790
001 002
003 004 006 005
101 102 103 104
H+ [+ 4+ 1 007

+/-

O W W m e

o010 101 102 103 104

& @
g[H

+/+ +/+ +H+ 4+

Sekil 3.7. MYO7A geninde belirlenen gen degisimlerinin aile bireylerinde dagilimlari.
+/+: homozigot mutant
+/- : heterozigot
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada; otozomal resesif isitme kayipli bes farkli ailede MYO7A geninde ii¢ yanlis
anlamli, bir anlamsiz, bir ¢er¢ceve kaymasi mutasyon bulunmustur. Bu mutasyonlardan bir

yanlig anlamli, bir ¢ergeve kaymasi mutasyon ilk defa bu ¢aligmada gosterilmistir.

645 numarali ailenin etkilenmis bireylerinde MYO7A geninin 48. ekzonunda c.6487G>A
degisimi homozigot olarak bulunmustur. Bu degisim proteinin kuyruk kisminda FERM?2
bolgesinde 2163. pozisyonundaki GGC kodonunun AGC kodonuna déniismesiyle glisin
aminoasiti yerine serin aminoasitinin gegmesine sebep olmaktadir (p.G2163S). Proteinin
bu bolgesinin retinada RPE hiicrelerinde melanozom taginmast ve i¢ kulakta tiiy
hiicrelerinin gelisimi igin kritik oldugu gosterilmistir (Schwander vd 2009). Bu mutasyon
daha once bir Usher sendromlu ailede 1VS24-21G>A mutasyonu ile birlesik heterozigot
olarak bulunmustur (Janecke vd 1999). Cezayir’den yapilan bir ¢alismada ise sendromik
olmayan isitme kayipli oldugu belirtilen bir ailede bu mutasyon p.11775T mutasyonuyla
birlesik heterozigot bulunmustur ancak ailenin ERG verisi bulunmamaktadir (Ammar-
Khodja vd 2009). Bizim bu degisikligi buldugumuz 645 numarali ailenin etkilenmis
bireyleri fenotipik olarak otozomal resesif sendromik olmayan isitme kaybini
diistindiirmektedir.  Cilinkii  herhangi bir gece korligii ve denge sikayetleri
bulunmamaktadir. Ancak isitme kayipl bireylerin yaslar1 8, 9 ve 11°dir. G6z muayeneleri

yapilamadigindan klinik olarak Usher sendromu diglanmamustir.

790 numarali ailenin etkilenmis bireylerinde MYO7A geninin 40. ekzonunda c.5581 C>T
degisimi homozigot olarak bulunmustur. Bu degisim proteinin kuyruk kismimda MyTH4-2
bolgesinde 1861. pozisyonundaki CGA kodonunun TGA kodonuna dolayisiyla arjinin
aminoasidinin dur kodonuna donligmesine neden olmaktadir (p.R1861X). Boylece
proteinin C-terminal boliiminiin de iginde oldugu kuyruk kismmin %25’den fazlasi
olmadigi igin proteinin tam olarak ifade olmadigi ve membran baglama fonksiyonunun
bozuldugu tahmin edilmektedir (Adato vd 1997). Bu mutasyon 16 Usher sendromlu bireyi
olan Urdiinlii bir ailede homozigot olarak tanimlanmistir (Adato vd 1997). Daha sonra
Usher sendromlu iki Ispanyol ailenin birinde homozigot, digerinde c.3764delA
(p.L1255RfsX8) mutasyonu ile birlikte gosterilmistir (Jaijo vd 2007, Jaijo vd 2010). Atipik

Usher sendromlu bir ailede de bu mutasyon homozigot bulunmustur (Cremers vd 2007).

64



Bu ¢alismada p.R1861X degisimi bulunan 790 numarali ailenin etkilenmis bireyleri 7, 11,
15 ve 17 yaslarindadir. Yapilan g6z muayenelerinde bu bireylerde Usher sendromuna eslik
edecek goz bulgular1 bulunmustur. Ancak bireylerin yaslarinin kiigiik olmas1 sebebiyle goz
bulgular hastalarin kendilerinin fark edebilecegi diizeyde degildir. Bu ¢alisma ile MYO7A
geninde mutasyon bulunmasi, ailedeki isitme kayipli bireylerin gbz muayenesine
yonlendirilmesiyle klinik olarak Usher sendromu tanis1 almasina ve dogru genetik danigsma

verilmesine olanak saglamistir.

861 numarali ailenin etkilenmis bireylerinde MYO7A geninin 41. ekzonunda ¢.5660 C>T
degisimi homozigot bulunmustur. 5660. pozisyonunda sitozin niikleotidi yerine timin
niikleotidinin gegmesi proteinin 1887. pozisyonunda CCG kodonunun kodladigi prolin
aminoasitinin  CTG kodonunun kodladigi 16sin aminoasidine doniismesine sebep
olmaktadir (p.P1887L). Bu mutasyon proteinin kuyruk kisminda MyTH4-2 bolgesinde
bulunmaktadir. ilk defa Usher sendromlu Kanadali bir ailede p.L1858P mutasyonuyla
birlesik heterozigot olarak tanmimlanmig (Bharadwaj vd 2000) ve bir daha rapor
edilmemistir. Bu ailenin 5 etkilenmis bireyinin en biiyiigii 17 yasindadir. Bireylerin higbir
g0z sikayeti bulunmamaktadir. Ancak géz muayenesi yaptirilamadigindan Usher sendromu

dislanmamustir.

644 Numarali ailenin etkilenmis bireylerinde MYO7A genin 42.ekzonunda 5838.
Pozisyondaki timin niikleotidinin delesyonu, proteinin 1946. Pozisyonundaki fenilalanin
aminoasitinin 16sin aminoasitine donlismesine ve 24 aminoasit sonra da dur kodonu
olugsmasina sebep olan bir ¢erceve kaymasi mutasyonu bulunmustur (p.F1946LfsX24). Bu
mutasyon ilk defa bu c¢alisma ile gosterilmistir. Proteinin kuyruk kismmin FERM2
bolgesinde yer alan bu mutasyon 1946. Aminoasitten sonra proteinin degismesine ve 24
aminoasit sonra sonlanmasiyla islevinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu bdlgede daha
once ayni aminoasiti etkileyen 5835 5838delCTTT mutasyonu Usher sendromlu bir
Italyan ailede homozigot olarak tanimlanmistir. Bu mutasyon da 1946. amimoasit olan
fenilalaninin serin aminoasitine donligmesine ve 23 aminoasit sonra da proteinin
sonlanmasina sebep olmaktadir (p. F1946SfsX23) (Jaijo vd 2007). Bulunan degisikligin
proteinde cerceve kaymasi yapmasi, ailede genotiple fenotipin tam segregasyon gostermesi
bu degisikligin mutasyon oldugunu kanitlamaktadir. Bu ailenin etkilenmis ii¢ bireyinin en
biiyligli 16 yasindadir. Bireylerin gece korliigli yakinmast yoktur. G6z muayenelerinde

retinalarinda bozulmalar (atrofi) saptanmis olup ERG yapilamamistir. Bu ailenin isitme
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kayipl bireyleri de klinik olarak Usher sendromu ile uyumludur ve uygun genetik danigsma

almalarina olanak saglanmistir.

347 numarali ailenin etkilenmis bireylerinde MYO7A genin 42. ekzonunda ¢.5824 G>A
degisimi homozigot bulunmustur. 5824 pozisyonunda guanin niikleotidi yerine adenin
niikleotidinin ge¢mesi proteinin 1942. pozisyonunda GGA kodonunun kodladigi glisin
aminoasitinin  AGA kodonunun kodladig1 arjinin aminoasidine doniismesine sebep
olmaktadir (p.G1942R). Bu degisiklik ilk defa bu ¢alisma ile gosterilmistir ve proteinin
kuyruk kisminda FERM2 bdlgesinde bulunmaktadir. Proteinin bu bdlgesi evrimsel olarak
korunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. MYOTA genindeki Homo sapiens’te 1942. pozisyondaki glisin (G) amino
asidinin diger tiirlerdeki aminoasit dizisi

Homo sapiens KAKDFCONIATRLLLKSSE@FSLEVKIADKVLSVPENDEFFEDEV
Macaca mulatta KAKDFCONIATRLLLKSSE@EFSLEFVKIADKVISVPENDFFEDEV
Rattus norvegicus KAKDFCONIASRLLLKSSE@FSLEVKIADKVISVPENDEFFEDEV
Mus musculus KAKDFCONIASRLLLKSSE@FSLEVKIADKVISVPENDEFFEDEV
Oryctolagus cuniculus KAKDFCONIASRLLLKSSE@FSLEVKIADKVISVPENDEFFEDEV
Equus caballus KAKDFCQSIATRLLLKSSD@ESLEFVKIADKVISVPENDFFEDEV
Canis familiaris RAKDFCONIAARLLLKSSE@EFSLEFVKIADKVISVPENDFFEDEV
Pongo abelii KAKDFCONIATRLLLKSSE@FSLEVKIADKVISVPENDEFFEDEV
Bos taurus KAKDFCONIAARLLLKSSE@FSLEVKIVDKVISVPENDEFFEDEV
Sus scrofa KAKDFCQSIAARLLLKSSD@FSLEVKIADKVISVPENDEFFEDEV
Gallus gallus KAKDFCONISNRLLLKSSE@EFSLEFVKISDKVISVPEGDFFEDEV
Danio rerio KAKDFCLNISSRLLLKTPE@ESLEFVKISDKVISVPEGDFFEDEV
Harpegnathos saltator RAKDFCONTIAQRLNLRSAE@FSLEVKIADKVISVPEGDFEFDEV
Culex quinquefasciatus RAKDFCONISQRLNLRSSE@FSLEVKIADKVISVPEGDFEFDEV
Pediculus humanus corporis KAKDFCHNISQRLNLRSSE@FSLEVKIADKVISVPEGDFFEDEV
Camponotus floridanus RAKDFCONIAQRLNLRSAE@EFSLEFVKIADKVISVPEGDFFEDEV

ConSeq, protein dizilerindeki yapisal ve islevsel olarak ©nemli olan amino asitleri
tanimlayan internet tabanli bir programdir. Bu program proteinde yer alan amino asitlerin
evrim boyunca korunmugsluklarini degerlendirerek bir hesaplama yapar ve proteinde yer
alan amino asitlere 1-9 arasinda bir deger verir. Bu programa gore “9” korunmus bdlgeleri
gosterirken “1” degisken bolgeleri temsil etmektedir (http://conseq.tau.ac.il/). ConSeq
programina gore €.5824 G>A (p.G1942R) degisimi i¢in bu deger “7” olarak hesaplanmistir
ve proteinin bu bdlgesinin korundugunu gostermektedir. Yine internet tabanli bir diger
program olan SIFT’de ise proteinlerdeki dizilerin benzerliklerine gore hesaplama yaparak
proteinde meydana gelen degisimin tolere edilip edilemeyecegi hakkinda tahmin
yiritillmektedir (http://sift.jcvi.org). ¢.5824 G>A (p.G1942R) degisimi igin bu programda

proteinin fonksiyonunu bozdugu ve tolere edilemeyecegi Ongodriilmiistiir. Bu degisimin
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protein tizerindeki etkisini saptamak amaciyla kullanilan diger bir internet tabanli program
olan polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph) programi kullanilmistir. Bu programa
proteinin amino asit dizisi girilmekte ve bulunan degisiklik belirtilmektedir. Program bu
bolgenin evrim boyunca korunmuslugu ve proteinin tahmini yapisin1 géz oniine alarak bir
hesaplama yapmaktadir. Yapilan hesaplamada bu noktada bulunan amino asit ile degisim
sonucunda olusan amino asidin profil skoru 2.367 olarak hesaplanmistir. Program 2’nin
tizerindeki degerlerde bu degisimin proteini biiyiikk ihtimalle hasara ugrattigini
belirtmektedir. ¢.5824 G>A (p.G1942R) degisimi 96 saglikli kontrolde taranmis fakat bu
degisime rastlanmanmustir. Internet tabanli programlardan elde edilen bilgiler, proteinin bu
bolgesinin evrim boyunca korunmus olmasit ve saglikli kontrollerde bu degisime
rastlanmamis olmasi, fenotiple genotipin ailede tam segregasyon gostermesi, degisimin bir
mutasyon olma ihtimalini arttirmaktadir. Bu ailenin isitme kayipli bireyleri sendromik
olmayan resesif isitme kaybina benzemektedir ancak g6z muayeneleri yapilamadigindan

Usher sendromu dislanmamustir.

Bu calismada mutasyon bulunan ailelerden iki tanesi ayrintili goz muayenesi yapilarak
Usher sendromu tanist almistir. Bu ailelerin birisinde ilk defa bu ¢alisma ile gosterilen
p.F1946LfsX24, digerinde p.R1861X mutasyonu bulunmustur. Bugiine kadar MYO7A
geninde sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybu ile iliskilendirilmis 4 mutasyon
bulunmustur. Bu c¢alisma ile ilk defa gosterilmis olan p.G1942R mutasyonunun
tanimlandig1 aile de sendromik olmayan isitme kaybini diigiindiirmektedir. p.G2163S ve
p.P1887L mutasyonlart daha 6nce Usher sendromu ile iligkilendirilmistir. Bu ¢alismada bu
mutasyonlarin bulundugu ailelerde Usher sendromu diglananamamis olmasina ragmen ilk
degerlendirmelerinde bu hastalar sendromik olmayan isitme kaybini diisiindiirmektedir.
Usher sendromunu klinik olarak o6zellikle erken yasta sendromik olmayan isitme
kaybindan ayirmak zordur. ERG, Usher sendromu tanist i¢in altin standarttir. MYO7A
geninde mutasyon bulunan hastalarin g6z bulgusu acisindan bilgilendirilmeleri

gerekmektedir.

Bu calismada bulunan mutasyonlarin hepsi proteinin kuyruk kisminda yer almaktadir. Bu
bolge miyozinVIla’ya baglanan proteinlerin baglanma bdlgesidir. MiyozinVIla motor
aktivitesini ancak bu proteinler baglaninca gerceklestirebilir. Kuyruk bolgesinin bas-boyun
bolgesine baglanarak ATPaz aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. MiyozinVIla’ya

baglanan proteinlerin bu inhibisyonu kaldirmak icin kuyruk boélgesi ile yaristigi tahmin
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edilmektedir. Proteinin diger proteinler baglanana kadar hiicredeki ATP’yi korumak igin
inhibe edildigi disiiniilmektedir (Umeki vd 2009). Dolayisiyla proteinin bu bdlgesindeki
mutasyonlar miyozinVIIA ile kompleks olusturmasi gereken proteinlerin baglanmasina

engel olarak hiicre i¢i regiilasyonu bozuyor olabilir.

Bu tezde poliklinik sartlarindaki ilk degerlendirmelerinde sendromik bulgulara
rastlanmamis 55 ailenin 5’inde MYO7A geninde mutasyon bulunmustur. Ancak bu gende
mutasyon bulunan hastalarin Usher sendromu agisindan tekrar degerlendirilmesi dogru

olacaktir.

Bu calismada MYO7A genini de icine alan DFNB2 lokusunun bulundugu boélgede
mikrodizin analizine goére biiyilk bir homozigot blok bulunan fakat MYO7A geninde
yapilan tarama sonucunda mutasyon bulamayan iki aile (045 ve 724) vardir. Bu iki ailedeki

durumu agiklamak i¢in ti¢ ihtimal bulunmaktadir:

1. MYOT7A geni etrafinda 3 ve 5’ ucunda bulunan regiilator elemanlarda veya intronlarda

mutasyon olabilir,

2. Bu bolgede MYOTA geninden bagka bir otozomal resesif sagirlik geni daha bulunabilir.
Ancak SNP 10K analizinin bu bolgede aday gen bulmak i¢in ¢oziiniirliigii yeterli degildir.
S6z konusu homozigot bolge 11. kromozomda 045 ailesinde 60971628-80428536
pozisyonunda, 724 ailesinde 73727910-103390007 pozisyonlarinda bulunmaktadir. Bu
bolgeler aday gen bulmak icin oldukca biiyiiktiir. Ancak daha fazla aile bireyi daha yiiksek
¢oziinlirliik saglayacak SNP analizi ile taranarak, homozigot bolge kiiciiltiilerek aday gen

aranabilir.

3. Ailelerde tespit edilen otozigozite yalnizca sans sonucu olabilir ve bu ailelerde bagka bir
bolgede mutasyon bulunabilir. Bu ailelerin kiigiik olmasi, az sayida etkilenmis bireyin
incelenebilmesi (Ek-1) ve  SNP 10K’nin ¢oziiniirliigiiniin diisiik kalmasi bu bdlgenin

homozigot gibi gériinmesine sebep olmus olabilir.

Ulkemizde GJB2 mutasyonlar1 ortalama %18.9°dur. Bu oran akraba evliliginin yiiksek
oldugu dogu bdlgelerimizde bat1 bolgelerimize gore daha azdir (Tekin ve Arict 2007).

Tirkiye’de isitme kaybi genlerinin dagiliminda genetik siirtiklenme ve akraba evliligi
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etkilidir. Yeterince biiyiikk bir popiilasyonda bir mutasyon ortaya c¢iktiginda kaybolma
olasilig1 yiiksekken, kiiciik topluluklarda ortaya ¢ikan degisim rastgele olarak frekansini
arttirabilir. Tiirkiye’de yasayan insanlarin ¢ogu geleneksel olarak kiigiik, nispeten izole
kalmis ve genellikle uzak bir bolgeden gelen az sayida kisinin kurdugu kdylerde
yasamaktadirlar. Bu sekilde olusmus yaklasik olarak 40000 kdy bulunmaktadir. Bu koyler
mutasyon liretme fabrikasi gibi calismaktadir. Bunlara bir de disaridan gelen mutasyonlar
eklendiginde yelpaze genislemektedir. Bunun yaninda yukarida agiklandigr gibi
Anadolu’daki toplumsal yap1 kurucu etkisi olan mutasyonlarin ortaya ¢ikisi ve yayilmasi
icin de uygundur. Bu model insanlik tarihinde 10000 yil 6nce tarimin bulunusundan
itibaren etkili olmustur. Populasyondaki darbogazlar, baz1 mutasyonlar i¢in kurucu etkisini
arttirmis ve gocler bu mutasyonlarm farkli bélgelere yayilmasimi saglamistir. Ulkemizde
isitme kaybi1 genleri agisindan bunlar1 gézlemlememiz miimkiindiir. Dogu bolgelerimizde
akraba evliliginin ve toplumsal yapmin etkisiyle nadir genlerin ortaya ¢ikma olasiligi
yiiksektir. Bu tez bu genlerin orataya ¢ikarilmasi i¢in yapilan calismalarin yalnizca bir
pargasint olusturmaktadir. Bu projeler kapsamindaki calismalarda {ilkemizde sendromik
olmayan otozomal resesif isitme kaybina neden oldugu bilinen genler otozigozite
yontemiyle taranmistir. Bilinen genlere baglanti goriilmeyen bir ailede ise otozigozite
yontemiyle yeni bir sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayb1 geni tanimlanmistir
(Sirmac1 vd 2010). Isitme kaybu ile ilgili bilinen 38 gen, iilkemizdeki sendromik olmayan
otozomal resesif isitme kayipli ailelerde tarandiginda isitme kaybina neden olan
mutasyonlar, bu ailelerin %62’sinde bulunmustur (Duman vd 2011). 49 ailenin 26’sinda,
11 gende 19’u yeni olmak {izere 22 homozigot mutasyon bulunmustur. Bu tezin basinda
sendromik olmayan isitme kaybi oldugu diistiniilerek ¢alisilan ancak MYO7A geninde
mutasyon bulununca tekrar géz muayenesi yaptirilarak Usher sendromu tanisi alan
ailelerin dahil edilmedigi ¢aligmamiz, Tiirkiye’de GJB2 geninden sonra en yaygin genlerin
MYO15A(%9.9), TMIE(%6.6), TMC1 (%6.6), OTOF (%5.0) oldugunu ve MYO7A(%3.3)
geninin bunlari takip ettigini gostermistir. Mutasyon bulunmayan 23 ailede bilinen genler
dislandigindan bu ailelerde yeni gen bulunmasi olasiligi yiiksektir. Projelerimiz

kapsaminda bu ailelerde arastirmalar devam edecektir.
Bu tezin yontem kisminda anlatilan strateji, ¢ok heterojen olan sendromik olmayan isitme

kayb1 genlerinin taranmasi ve ortaya ¢ikarilmasinda biiyiik ve akraba evliligi olan ailelerde

verimli bir tekniktir. Sendromik igitme kayb1 genlerini ortaya ¢ikarmak i¢in de bu yontem
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uygun ailelerde kullanilabilmektedir. LAMM sendromuna FGF3 genindeki homozigot
mutasyonlarin sebep oldugu da bu ¢alismalar kapsaminda gosterilmistir (Tekin vd 2007).

Sonug olarak, bu ¢alisma MYQOT7A geni ile ilgili Tiirkiye’den yapilan ilk arastirma olmasi
ve Tirkiye’deki isitme kayipli hastalar arasinda MYO7A ’nin yerinin kiiciimsenemez
oldugunu gostermesi agisindan Onemlidir. Birbiriyle akraba olmayan 5 ailede 5 farkl
mutasyon bulunmus olmasi Tirkiye’de cok sayida gen degisiminin kiiclik oranlarda
bulundugunun gostergesidir. Tiirkiye’deki zengin genetik mimarinin, igitme kaybindaki
yap1 taslart olan genlerin ve mutasyonlarin boyle ¢aligmalarla ortaya cikarilmasi, isitme
kayipli bireylere genetik testlerle daha hizli tan1 koyabilmeyi ve dogru genetik danisma
verilmesini saglayacaktir. Biyoteknoloji biliminin sagladig: {irlinlerden biri olan veriler ve
teknolojiler kullanilarak yapilan bu ve bunun gibi ¢aligmalardan elde edilen bilgiler ile
ileride isitme kayb1 genlerinde Tiirkiye’deki mutasyonlara Ozgii bir tarama Kkiti
gelistirilebilir. MYO7A geninde bu caligmada bulunan mutasyonlar bu kit i¢cinde yer

almaya adaydir.
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