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OZET

Sendromik Olmayan Otozomal Resesif isitme Kayiphi ve MYO15A Genine Baglanti
Bulunan Ailelerde Mutasyon Analizi

Dogustan veya dil gelisimi 6ncesi gelisen isitme kaybi yaklasik 1000 canli dogumda bir
goriilmektedir. Isitme kaybina bircok cevresel ve genetik faktdr sebep olabilmektedir.
Genetik nedenler dogustan isitme kayiplarinin yaklagik %50-60’1n1 olusturmaktadir.
Genetik isitme kayiplarinin %70-80’1 sendromik olmayan isitme kaybidir. Sendromik
olmayan isitme kayiplarinin %80’ini otozomal resesif isitme kayiplar1 olugturmaktadir.

Birgcok toplumda genetik isitme kayiplarinin 6nemli bir kismu GJB2 geni
mutasyonlariyla agiklanmaktadir. GJB2 geni disinda bugiine kadar otozomal resesif
sendromik olmayan isitme kayb1 yapan 30 gen tanimlanmistir. Bu nedenle isitme kayb1
olan bir ailede sorumlu genetik degisikligin saptanmasi olduk¢a zordur. Bu genlerden
bir tanesi olan MYO15A 1998 yilinda bulunmustur.

MYO15A geni tily hiicrelerinde aktin molekiillerinin organizasyonu i¢in gerekli
konvansiyonel olmayan Miyozin XVa proteinini kodlar. Bu gen 17. kromozomun p11.2
bolgesinde DFNB3 lokusunda bulunmaktadir ve 71 kb’lik bir alanda 66 ekzondan
olusmaktadir. En uzun MYO15A mRNA transkripti 3,530 amino asit i¢cermektedir.
MYO15A mutasyonlar1 konjenital otozomal resesif isitme kaybina neden olmaktadir.

Anne baba arasinda akrabalik olan ve en az iki etkilenmis bireyde sendromik olmayan
dogustan veya dil gelisimi oncesi ortaya ¢ikan ileri ve ¢ok ileri sensorindral igsitme kaybi
bulunan 104 aile arastirmaya dahil edimistir. Bu ailelerin fenotipik/odyolojik 6zellikleri
belirlenmis ve sendromik bulgulara veya c¢evresel isitme kaybi nedenlerine
rastlanmamistir. Calismaya dahil edilen ailelerin hi¢ birinde GJB2 geninde mutasyon
olmadig1 gosterilmistir. Bu ailelerde otozigozite haritalamasi ile ilgili gene baglant1 olan
ailelerde mutasyon taramasi yapilmistir.

Bu ¢alisma ile iki ailede ¢.5807 5813delCCCGTGG (p. R1937TfsX10), bir ailede
€.4441T>C (p.S1481P), bir ailede c.4198G>A (p.V1400M), bir ailede ¢.867C>G
(p-Y289X) ve ¢ ailede ¢.10002_10003dupCCGGCCC (p.S3335TfsX119) degisimleri
saptanmigtir. MYO15A geninde 8 ailede buldugumuz 5 degisiklik de ilk defa bu ¢alisma
ile gosterilmis ve bu ailelerde sendromik olmayan isitme kaybindan MYO15A genindeki
mutasyonlarin sorumlu oldugu gdsterilmistir.

Daha onceki calismalarda Tiirkiye’deki ailelerde GJB2 genindeki mutasyon siklig
0.189 olarak gosterilmistir. Bu c¢alismada ise Tiirkiye’deki otozomal resesif sendromik
olmayan isitme kayiplarinda MYO15A genindeki mutasyon sikligi 0.062 (%95 giivenlik
araligr 0.020-0.105) olarak bulunmustur ve bu g¢alisma ile bulunan mutasyonlar Tiirk
toplumu i¢in 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Isitme kaybi, MYO15A, miyozin, mikrosatellit, mikrodizin



ABSTRACT

Mutation Analysis of Families With Autosomal Recessive Nonsyndromic Hearing
Loss Linked to the MYO15A Gene

Congenital or prelingual hearing loss occurs approximately in one case per 1000 live
births. Genetic causes are responsible in 50% of cases. Additional findings are present
in 30% of cases, which are referred to as having syndromic deafness. Autosomal
recessive transmission occurs in 80% of hereditary deafness.

Mutations in GJB2 are the most common cause of hereditary hearing loss in many
countries. In addition to GJB2, mutations in 30 genes have been identified for
autosomal recessive non-syndromic sensorineural hearing loss. It is difficult to
determine the genetic cause in a hearing loss family due to extensive genetic
heterogeneity.

The MYO15A gene is located on chromosome 17p11.2, has 66 exons, and encodes for
unconventional myosin XVa. The longest isoform of myosin XVa has 3,530 amino acid
residues. In the inner ear, myosin XVa is necessary for the development of hair cell
stereocilia, which are actin-filled projections on the apical surface. Recessive mutations
of MYO15A are associated with profound nonsyndromic hering loss.

In order to reveal the frequency and spectrum of MYO15A mutations, we screened 104
unrelated multiplex and consanguineous Turkish families with autosomal recessive non-
syndromic sensorineural hearing loss using autozygosity mapping with SNP and
microsatellite markers. Mutations in GJB2 were excluded in each family. Autozygosity
mapping showed that the locus containing the MYO15A gene (DFNB3) co-segregated
with autosomal recessive deafness in 10 families.

Screening of 66 exons and flanking intronic regions of the MYO15A gene in families
mapped to the DFNB3 locus revealed five previously unreported mutations, ¢.867C>G
(p.Y289X) (1 family), c.4198G>A (p.V1400M) (1 family), c.4441T>C (p.S1481P) (1
family),  ¢.5807_5813delCCCGTGG  (p.R1937TfsX10) (3  families), and
€.10002_10003dupCCGGCCC (p.S3335TfsX119) (2 families). Each homozygous
mutation co-segregated with deafness in each family and was absent in Turkish hearing
controls.

Biallelic GJB2 mutations are present in 0.189 of comparable families in Turkey. We
estimate the prevalence of homozygous MYO15A mutations in autosomal recessive
non-syndromic deafness in Turkey as 0.062 (95% CI is 0.020-0.105).

Key Words: Hearing loss, MYO15A, myosin, microsatellites, microarray
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1. GIRIS

Isitme kaybi1 diinyada sik goriilen duyusal bir bozukluktur. Dogustan veya c¢ocukluk
doneminde meydana gelen isitme kayiplar1 kisilerin egitim ve ¢evresiyle olan iletisiminde
zorluklara yol agarken eriskin donemde baslayan isitme kayiplart toplumdan
soyutlanmalarina neden olarak yasam standartlarini diisiirmektedir. Yere ve zamana gore
farklilik gostermesine ragmen dogustan isitme kaybi yaklasik 1000 canli dogumda bir
goriilmektedir (Nance 2003).

Isitme kaybia bircok cevresel ve genetik faktdr sebep olabilmektedir. Genetik nedenler
dogustan isitme kayiplarinin yaklasik %50-60’1m1 olusturmaktadir. Genetik isitme
kayiplarinin %70-80’1 sendromik olmayan isitme kaybidir (Nance 2003). Sendromik

olmayan isitme kayiplarinin %80’ini otozomal resesif isitme kayiplar1 olusturmaktadir.

Bircok toplumda genetik isitme kayiplarinin dnemli bir kismu1 GJB2 geni mutasyonlariyla
aciklanmaktadir (Kelsell vd 1997). GJB2 geni disinda bugiine kadar otozomal resesif
sendromik olmayan isitme kaybi yapan 30 gen tanimlanmistir. Bu nedenle isitme kaybi
olan bir ailede sorumlu genetik degisikligin saptanmasi olduk¢a zordur. Bu genlerden bir
tanesi olan MYO15A 1998 yilinda bulunmustur (Wang vd 1998). Ancak ¢ok biiyiik bir gen
oldugu i¢in farkli toplumlarda isitme kaybinin ne kadarindan sorumlu oldugu biiyiik dlciide

bilinmemektedir.

Bu calismanin amaci, MYO15A geninde mutasyon oldugu diisiiniilen ailelerde mutasyon
taramasi yapilarak Tirk toplumunda sik goriilen mutasyonlarin arastirilmasidir. Boylece
daha sonraki c¢aligmalarda mutasyon analizi yapilirken bu degisikliklerin oncelikle

taranarak hem zaman hem de maliyet acisindan fayda saglanmasi amaglanmaistir.



1.1 GENEL BIiLGILER
1.1.1 Isitme Mekanizmasi

Isitme ve denge islevlerinden sorumlu olan kulak {i¢ boliimden olusmaktadir. Yap1 ve

gorev bakimindan ayri olan bu boliimler dis kulak, orta kulak ve i¢ kulaktir (Sekil 1.1)

Dis kulak; kulak kepgesi (aurikula) ve dis isitsel kanaldan olusur. Kulak kepgesi tarafindan
toplanan ses dalgalar1 isitme kanalindan gegerek dis isitme kanali ile kulak zarina
(timpanik zar) iletilir. Kulak zari, ses dalgalarini degistirmeden hava ile dolu orta kulaga

iletir.

Orta kulak; ¢eki¢ (malleus), 6rs (inkus), Ozengi (stapes) adi verilen ii¢ hareketli isitme
kemikg¢iginden olusur. I¢i hava dolu olan bu yapr kulak zaridan gelen titresimleri toplayip

i¢ kulagin oval penceresine iletir (Petit vd 2001).

I¢ kulak; kohlea ve denge organi olan vestibiilden olusur. Kulak zarmda meydana gelen ses
titresimleri iizengi kemiginin tabanina iletilir. Oval pencere bu sayede ice, disa dogru
hareketler olusturur. Boylece kulak zar1 ve kemikleri havadaki titresimleri i¢ kulagin sivi

ortamina tasir.

kemik labirent

labirent

Sekil 1.1. Kulagin Anatomik Yapisi (Kelley 2006’dan degistirilerek alinmistir).



Temporal kemigin i¢ine gomiilmiis olan i¢ kulak; membran (zar) ve kemik labirent adi
verilen i¢i sivi dolu iki yapidan olusmustur. Membran labirent i¢i endolenf ile dolu
alandir. Kemik labirent ve membran labirent arasinda kalan dar alan perilenf ile doludur.
Kemik labirent; kohlea, yarim daire kanallar1 ve bu kanallarin yapisinda bulunan utrikul ve
sakkulu iceren vestibiil aygitindan olusmustur. Kohlea 35 mm boyunda kivrim yapan
sarmal bir tiiptiir. Bag dokusundan olusan bazillar membran ve ince zar seklinde Reissner
membran kohleayr uzunlugu boyunca ii¢ bélime ayirmaktadir. Ortadaki bolim scala
media adini1 alir ve isitme reseptorii olan Corti organini tagir. Scala media’nin bir tarafinda
scala timpani diger tarafinda scala vestibuli bulunur. Scala media endolenf, scala vestibuli
ve scala timpani perilenfle doludur. Endolenf ve perilenfin iyonik kompozisyonlari
birbirinden farklidir. Endolenf yiiksek K* (150 mM), diisik Na* (1 mM) ve c¢ok az
miktarda Ca™ (0,02 mM) iyon konsantrasyonuna sahipken perilenf plazmaya benzer
sekilde diisiik K™ (3,5 mM), yiiksek Na* (140 mM) ve endolenften daha yiiksek bir Ca™ (1
mM) iyon konsantrasyonuna sahiptir (Petit vd 2001). Endolenfin perilenften farkli olan
iyon konsantrasyonu kohlear kanalin yan duvarinda bulunan stria vaskiilarisin marginal

hiicreleri tarafindan saglanmaktadir (Sekil 1.2).

A
Cr i

Sekil 1.2. i¢ Kulagm Yapisi (Tekin vd 2001°den degistirilerek alinmugtir).



Kohlea’da isitmeden sorumlu yap1, bazal membran tizerinde bulunan Corti organidir. Corti
organi isitme sisteminin en Onemli elemanidir ve reseptorlere sahip tily hiicreleri
icermektedir. Bu tiiy hiicreleri iki tip olup, ig tity hiicresi (IHC) ve dis tily hiicresi (OHC)
olarak adlandirilir (Petit vd 2001). Tiiy hiicreleri mekanik uyarilarin elektriksel uyarilara
doniigiimiine neden olurlar. Bir sira halinde bulunan ig tiiy hiicreleri akustik sinire ve igitme
korteksine sinyaller ileten reseptdr hiicrelerdir. Ug sira halinde bulunan dis tiiy hiicreleri
hem sensorindral elemanlarina hem de alinan sesleri arttirarak isitmenin hassasiyetine ve
frekans seg¢iciligine katkida bulunan motor elemanlarina sahiptir. Dig tiiy hiicreleri akustik
olarak uyarildiklarinda uzayip biikiilme oOzelligine sahiptirler. Tiiy hiicrelerinin tepe
uclarinda stereosil denen ve birbirlerine u¢ baglantilart ile bagli olan c¢ikintilar
bulunmaktadir. Her bir stereosil plazma membrani ile kapli aktin filamentlerinin hiicrenin
digina dogru uzanan uzantist seklindedir. Tiy hiicreleri kollajence zengin olan tektorial

membran ile korunmaktadir (Dror ve Avraham 2009).

Ses dalgalarinin mekanik etkisi perilenf i¢indeki sivinin dalgalanmasina neden olur. Bu
hareket titresimlere yol acar ve steriosiller biikiiliir. Steriosillerin tepe uglarinda bulunan
harekete duyarli (mekanosensitiv) katyon kanallar1 agilir boylece K* iyonu endolenften
hiicre icine girer ve hiicrelerin depolarizasyonuna neden olur. Bu durum bazolateral
kisimdaki Ca™ kanallarmi aktive eder. Ca’ iyonlar1 akustik siniri aktive eden
norotransmitterlerin salinimini tetikler. Bu sayede mekanik enerji kohlear sinire aktarilan

elektrik enerjisine doniismiis olur (Willems 2000).

Normal isitmenin devami i¢in; tiiy hiicrelerine giris yapan ve aksiyon potansiyeli olusturan
K" iyonlarmin endolenfe geri dénmesi gerekmektedir. Hiicrede Ca™" iyonu miktarinin
artmas1 Ca'" iyonuna duyarli K* iyonu ge¢is yollarin1 agar ve K iyonlarinin hiicreden
disar1 ¢tkmalarini saglar (Noyan 1999). Bu sirada K iyonlar ilk olarak tiiy hiicrelerinin
bazolateral kismindaki kanali geger. Burada iyonlar hiicreler arasi kanallar1 (gap junction)
kullanarak hiicreler iginde yol alir. K* iyonlar stria vaskiilarise ulasinca voltaj kapakli

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



1.1.2 isitme Kaybimin Simflandirilmasi

Memelilerde isitmenin normal olarak saglanmasi isitme sisteminin iki temel fonksiyonu
olan mekanik ve elektrokimyasal fonksiyonlarmin devamliligina baglidir. Oncelikle ses
direkt olarak kohleaya ulastirilmali, orada frekans yoniinden analiz edilmeli ve kohlear tiiy
hiicrelerinin osilasyonunu saglamalidir. Ardindan kohlear tily hiicrelerinin osilasyonu
elektrokimyasal sinyallere déniistiiriilmelidir. Isitme sistemindeki herhangi bir yapinin
fonksiyon bozuklugu veya tahribat1 isitme kaybi ile sonuclanir. Isitme kaybmin diinya

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

Isitme sistemi icinde herhangi bir sorun isitme kaybma yol acar. Isitme kaybinin etkisi

siddetine ve yasa bagli olarak degisir.

Isitme kayb1 cevresel nedenli ve genetik nedenli olmak iizere temel olarak iki smifa
ayrilmaktadir. Cevresel nedenli isitme kayiplar1 isitme kayiplarinin yaklasik %40-50’sini
olusturmaktadir. Bunlar rubella, sitomegaloviriis gibi teratolojik ajanlar, menenjit,
kabakulak gibi enfeksiyonlar, ototoksik ilaglar, akustik travma, erken dogum ve diisiik
dogum agirligi gibi genetik olmayan nedenlerdir (Tekin vd 2001, Bitner-Glindzicz vd
2002). Genetik nedenli isitme kayiplart ise isitme kayiplarinin yaklasik %50-60n1

olusturmaktadir.

Isitme kayb1 organ defektlerine gore, iletim tipi isitme kayb1 ve sensorindral tip isitme
kaybi olarak ikiye ayrilmaktadir. Iletim tipi isitme kayb1, dis veya orta kulak bozukluklar
sonucunda meydana gelen isitme kaybidir. Sensorindral tip isitme kaybi; i¢ kulak, duyu
sinirleri ve merkezi sinir sistemindeki hasarlar sonucu meydana gelen isitme kaybidir. Her
iki tipin de goriildiigi olgular ise karisik tip isitme kaybi olarak adlandirilir (Petit vd 2001,
Tekin vd 2001).

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

1. Hafif isitme kayb1, 26-40dBHL (fisilt1 duyamazlar)
2. Orta dereceli isitme kaybi, 41-55 dBHL (karsilikli konusmalar1 duyamazlar)
3. Orta-ileri derceli isitme kaybi, 56-70 dBHL



4. Siddetli isitme kaybi, 71-90 dBHL (bagirtilar1 duyamazlar)
5. Cok ileri isitme kaybi, >90 dBHL (hi¢ ses duyamazlar).

Baslangi¢ yasina gore; dogustan, erken baslangichi (prelingual) ve ge¢ baslangiclh
(postlingual) isitme kayb1 olmak tizere lige ayrilmaktadir. Prelingual (dil gelisimi 6ncesi-5
yasina kadar) isitme kayiplart otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagh veya
mitokondrial kaliim gostermekte ancak postlingual (dil gelisimi sonrasi) isime kayiplari

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

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

progresyon gdsteren isitme kaybi olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir.

Kalitim sekline gore; tek genli kalitim ve ¢ok genli kalitim olarak iki grupta siniflandirilir.
Tek genli kalittim 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). Bazi1 durumlarda ayni
gendeki mutasyonlar hem otozomal dominant hem de otozomal resesif sendromik
olmayan isitme kaybina neden olabilmektedirler (GJB2, GJB6, MYO7A, MYO6, TMC1,
TECTA) (Finsterer ve Fellinger 2005).

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

isitme kayiplari (%60-70) olarak iki sinifa ayrilmaktadir.
1.1.3. Sendromik Isitme Kaybi

Isitme kaybina sinir, bobrek, iskelet, gdz, pigment anomalileri gibi baska klinik
anomalilerin de eslik etmesi sendromik isitme kaybi olarak adlandirilir. Sendromik isitme
kayiplart otozomal resesif, otozomal dominant, X’e bagli veya mitokondrial kalitim

gosterebilmektedir.

Bir ¢cok sendromda igitme kaybi1 orta diizeyde veya degisken bir bulgu olup, bir kisminda
da olduk¢a nadir goriilmektedir. Bu sendromlar arasinda; Pendred Sendromu, Usher

Sendromu, Waardenburg Sendromu, Brankio-Oto-Renal Sendrom (BOR), Biyotinidaz



eksikligi, Alport Sendromu, Tracher-Collins Sendromu, Stapes fiksayonu, Jervell ve

Lange-Nielsen Sendromu sayilabilir (Tekin vd 2002, Nance 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 noropati (LHON) si
sayilabilir (Kokotas vd 2007, Petersen ve Willems 2007).

1.1.4. Sendromik Olmayan Isitme Kaybi

Sendromik olmayan isitme kaybina; kulak ve vestibuler sistem hastaliklar1 disinda baska
Klinik veya laboratuvar bulgusu eslik etmemektedir. Sendromik olmayan isitme kaybina
neden olan gen lokuslari “DFN” seklinde gosterilmektedir. DFNA otozomal dominant,
DFNB otozomal resesif, DFN X’e¢ bagli kaliim gosteren lokuslart belirtmektedir
(Willems 2000).

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

Bazi genlerdeki mutasyonlar hem sendromik hem de sendromik olmayan isitme kaybina
neden olabilirler. 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. TiplB), SLC26A4 (Pendred
send.), USH1C (Usher send. Tipl1C), PCDH15 (Usher send. TiplF) 6rnek olarak verilebilir
(Finsterer ve Fellinger 2005).

I¢ kulagin anatomik yapisinin karmasik olmasi ve isitme mekanizmasinda bir ¢cok proteinin
gorev almasi nedeni ile isitme kaybina neden olan genler oldukca fazladir. Bugiine kadar

GJB2 disinda 21 tane otozomal dominant, 30 tane otozomal resesif ve 1 tane X’e bagh



kalitilan genlerdeki mutasyonlarin sendromik olmayan isitme kaybi yaptig1r gosterilmistir

(Dror ve Avraham 2009) (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Sendromik olmayan otozomal dominant, otozomal resesif, X’e bagl igitme

kayb1 yapan genler (webhost.ua.ac.be/hhh/).

Lokus Gen Kromozamal lokalizasyon Kalitim Modeli Referans

Yok CRYM Otozomal dominant (Abe 2003)
DFNA1 DIAPH1 5931 Otozomal dominant (Lynch 1997)
DFNA2 GJB3 (Cx31) 1p34 Otozomal dominant (Xia 1998)

DFNA2 KCNQ1 1p34 Otozomal dominant (Kubisch 1999)
DFNA3 GJB2(Cx26) 13912 Otozomal dominant (Kelsell 1997)
DFENA3 GJB6(Cx30) 13q12 Otozomal dominant (Grifa 1999)
DFNA4 MYH14 1913 Otozomal dominant (Donaudy 2004)
DFNA5 DFNA5 7p15 Otozomal dominant (Van Laer 1998)
DFNAG6/14 WFS1 4p16.3 Otozomal dominant (Bespalova 2001; Young 2001),
DFNA8/12 TECTA 11g22-24 Otozomal dominant (Verhoeven 1998)
DFENA9 COCH 14q12-9q13 Otozomal dominant (Robertson 1998)
DFNA10 EYA4 6022-923 Otozomal dominant (Wayne 2001)
DFNA11 MYO7A 11g12.3-g21 Otozomal dominant (Liu 1997)
DFNA13 COLL11A2 6p21 Otozomal dominant (McGuirt 1999)
DFNA15 POU3F4 5031 Otozomal dominant (Vahava 1998)
DFNA17 MYH9 22q Otozomal dominant (Lalwani 2000)
DFNA20/26 ACTG1 17925 Otozomal dominant (van Wijk 2003; Zhu 2003)
DFNA22 MYO6 6913 Otozomal dominant (Melchionda 2001)
DFNA28 TFCP2L3 8922 Otozomal dominant (Peters 2002)
DFNA36 TMC1 9913-g21 Otozomal dominant (Kurima 2002)
DFNA39 DSPP 4021.3 Otozomal dominant (Xiao 2001)
DFNA48 MYO1A 12q13-q14 Otozomal dominant (Donaudy 2003)
Yok PRES (Prestin) 7921.1 Otozomal resesif (Liu 2003)

DFNB1 GJB2 (Cx26) 13gl1-gq12 Otozomal resesif (Kelsell 1997)
DFNB1 GJB6(Cx30) 13q12 Otozomal resesif (del Castillo 2002)
DFNB2 MYO7A 11q Otozomal resesif (Liu 1997; Weil 1997)
DFNB3 MYO15A 17pl1.2 Otozomal resesif (Wang 1998)
DFNB4 SLC26A4 7931 Otozomal resesif (Li 1998)

DFNB5 TMIE 3p21 Otozomal resesif (Naz 2002)
DFNB7/11 TMC1 9913-g21 Otozomal resesif (Kurima 2002)
DFNB8/10 TMPRSS3 21g22.3 Otozomal resesif (Scott 2001)
DFNB9 OTOF 2p23-p22 Otozomal resesif (Yasunaga 1999)
DFNB12 CDH23 10g21-g22 Otozomal resesif (Bork 2001)
DFNB16 STRC 15915 Otozomal resesif (Verpy 2001)
DFNB18 USH1C 11p15.1 Otozomal resesif (Ahmed 2002; Ouyang 2005)
DFNB21 TECTA 11g22-q24 Otozomal resesif (Mustapha 1999)
DFNB22 OTOA 16p12.2 Otozomal resesif (Zwaenepoel 2002)
DFNB23 PCDH15 10g21-g22 Otozomal resesif (Ahmed 2003)
DFNB24 RDX 11q9.23 Otozomal resesif (Khan 2007)
DFNB28 TRIOBP 22913.1 Otozomal resesif (Riazuddin 2006; Shahin 2006)
DFNB29 CLDN14 21922.3 Otozomal resesif (Wilcox 2001)
DFNB30 MYO3A 10p11.1 Otozomal resesif (Walsh 2002)
DFNB31 WHRN 9932-934 Otozomal resesif (Mburu 2003)
DFNB35 ESRRB 14924.3 Otozomal resesif (Collin 2008)
DFNB36 ESPN 1p36.3-p36.1 Otozomal resesif (Naz 2004)
DFNB37 MYO6 6913 Otozomal resesif (Ahmed 2003)
DFNB49 TRIC 5912.3-q14.1 Otozomal resesif (Riazuddin 2006)
DFNB53 COL11A2 6p21.3 Otozomal resesif (Chen 2005)
DFNB59 PIVK 2031.1-q31.3 Otozomal resesif (Delmaghani 2006)
DFNB61 SLC26A5 7922.1 Otozomal resesif (Liu 2003)
DFNB63 LRTOMT 119134 Otozomal resesif (Ahmed 2008)
DFNB67 TMHS 6p21.3 Otozomal resesif (Shabbir 2006)
DFN3 POU3F4 X’e bagli (de Kok 1995)
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1.1.5 Otozigozite Haritalamasi

[lk defa Lander ve Botstein 1987 yilinda otozigozite haritalamasina dikkat ¢ekmisler ve
akraba evliliklerinde etkilenmis ¢ocuklarin bulundugu ailelerde sorumlu genetik

degisikligin bulunmasi i¢in gii¢lii bir yaklagim oldugunu 6nermislerdir.

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 kopyas: da ayni atadan
kalitilmaktadir. Bu prensibe gdre mutasyona ugrayan genin etrafindaki kromozomal
bolgenin homozigot olmasi beklenir ve bu kromozomal bolge otozigot olarak
adlandirilmaktadir. Hastaliklara neden olan genlerin tanimlanmasinda, ayni soydan gelen
etkilenmis bireylerde homozigot kromozomal bolgeler arastirilabilir. Bu yolla hastalik
geninin lokalizasyonu bulunur ve buna homozigozite haritalamasi veya otozigozite

haritalamasi denilmektedir (Lander ve Botstein 1987).

Bu yontem i¢in uygun ailelerde az sayida etkilenmis birey kullanilarak yapilan genom
boyunca SNP veya mikrosatellit genotiplemesi ile sorumlu genetik degisikliklerin hangi
kromozom bolgesinde olduguna yonelinebilir. Ciinkii 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 belirtecler kusaklar boyunca daha diisiik olasilikla
rekombinasyona ugramaktadir. Bu nedenle polimorfik belirteglerle yapilan taramalar
sonucunda heterozigot olan bdolgeler dislanir ve homozigot olarak dagilan bolgelerin ise

hastalikla iliskili oldugu diisiintilebilir.

Bu yontem ilgilenilen kromozomal bolgeleri ve bolgelerin biiyiikliigiinii tanimlamak i¢in
kullanilir fakat yine de sinirlayici olan bazi etkenler bulunmaktadir. Bunlar; anne baba
arasindaki akrabaligin derecesi, bilgi verici olan aile bireylerinin sayisi, tahmini dogal
rekombinasyon oranidir. Akraba evliliginin derecesi diislik olan ailelerde ise hastalikla

ilgili olarak aranan homozigot bolge daha kii¢iik olmaktadir (Gibbs ve Singleton 2009).



1.1.6 Miyozin Genleri

Miyozin genleri, mekanik giic saglayan proteinleri kodlayan genis bir gen ailesinin
tiyesidir. Sinif II (konvansiyonel) miyozinler, iki basli filament seklindeki yapilar ile kas
kasiliminin temelini olusturarak kas ve kas olmayan hiicrelerde ifade edilirler (Sellers
2000, Friedman vd 1999). Smif II miyozinlerde uzun bir a-heliks dizisi bulunmaktadir, bu
dizi sayesinde filament yapisi olusturmak iizere kendisi ile etkilesime girebilmektedir.
Diger siniflardaki miyozinler filament olusturmayan miyozinlerdir. Bu miyozin siniflarinin
bazilarinda (V, VI, VII, VIII, X, XI ve XIII) ise daha kisa bir halkasal bolge bulunur, bu
bolge ile yine kendi {izerlerine katlanabilirler ama kendileri ile etkilesime giremezler. Bazi
smiflarda (I, IIL, IV, IX, XII, XIV ve XV) ise boyle bir yapiya hi¢ rastlanmamaktadir ve

bunlar monomerik olan miyozin proteinleridir (Friedman vd 1999).

I¢c kulakta yer alan miyozinler, aktinle dolu olan stereosillerde ve aktince zengin olan
kiitikula tabakasinda mevcuttur. Stereosillerin u¢ baglantilarinin  gerginliginden ve
hareketinden sorumlu olan miyozinler ayni zamanda tiiy hiicrelerinin hiicre iskeleti

organizasyonundan da sorumludurlar (Sellers 2000).
Miyozinler genel olarak ii¢ fonksiyonel alt birimden olugmaktadirlar:

1. Aktinlerle iligki kurulmasi ve ATP baglanmasinda gorevli olan motor bolgesi
2. Hafif zincir ve kalmodiilin baglanmasinda gorevli olan boyun bolgesi
3. Aktinle etkilesime giren ve hiicre i¢inde tasinmada gérev 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 smiflandirma, proteinlerin N-terminal boélgerindeki farkliliklara
bakilarak yapilmaktadir. N-terminal bolge ayni zamanda aktin ve ATP baglanma
bolgelerini de igerdiginden motor bolgesi olarak da adlandirilmaktadir ve miyozin
molekiiliiniin bu bolgesi aktin filamentlerinin  hareketinin saglanmasinda goérev
yapmaktadir (Redowicz 1999). Miyozinlerin bas kisminda ise sayilari farkli olmakla
birlikte IQ motifleri bulunmaktadir. Bu motiflere kalmodiilin ya da miyozin hafif zincirleri

baglanmaktadir. Miyozinlerin C-terminal bolgesi ise degiskenlik gostermektedir. Bu bolge
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filamentlerle iliski kurma, spesifik membran bolgelerine 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
caligmalar sonucunda miyozinlerin enzimatik 6zellikleri, aktin tasinmasindaki yetenekleri
ve regiilasyon modellerinde hem sinif i¢ginde hem de siniflar arasinda farkliliklar oldugunu
gostermistir.  Kulakta bulunan konvansiyonel olmayan miyozinler stereosillerin

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

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

Insanda MYO7A mutasyonlar1 dominant (DFNA11) ve resesif (DFNB2) sendromik
olmayan isitme kaybina neden olmaktadir (Liu vd 1997, Riazuddin vd 2008). Ayrica yine
MYO7A geninde mutasyon oldugu zaman resesif kalitilan, konjenital isitme kaybi ve
ilerleyici retinal dejenerasyonlarla karakterize olan Usher sendromu tip 1b goriilmektedir.
(Weil vd 1995, Weil vd 1997).

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

MYO1A genininde mutasyon oldugu zaman sendromik olmayan otozomal dominant
(DENA48) 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 kayb1 goriilmektedir. Bu genin kodladigi Miyozin Illa proteini insan retinasinda
fotoreseptor hiicrelerinde ve oOzellikle kohleadaki i¢ ve dis tily hiicrelerinde ifade
olmaktadir (Walsh vd 2002).
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1.1.7 MYO15A Geni

MYO15A geni tiily hiicrelerinde aktin molekiillerinin organizasyonu i¢in gerekli
konvansiyonel olmayan Miyozin XVa proteinini kodlar (Friedman vd 1995). Bu gen 17.
kromozomun p11.2 boélgesinde DFNB3 lokusunda bulunmaktadir ve 71 kb’lik bir alanda
66 ckzondan olusmaktadir. En uzun MYO15A mRNA transkripti 3,530 amino asit
icermekte ve 395 kDa agirliginda bir protein kodlamaktadir (Nal vd 2007).

Miyozin XVa proteini diger miyozinler gibi {i¢ bolgeden olusmaktadir (bas, boyun ve
kuyruk bolgeleri). Proteinin bas bdlgesi N-terminal ve motor bdlgelerinden, boyun kismi
IQ motiflerinden ve kuyuk kismi da MyTH4, FERM, SH3 ve PDZ bdlgelerinden
olusmaktadir (Cizelgel.2 ve Sekil 1.3) (Krendel vd 2005, Belyantseva vd 2005, Shearer
vd 2009).

Cizelge 1.2 MYO15A bolgerinin ekzonlara gore lokalizasyonlari (Liang vd 1999).

Bolge Ekzon Niikleotit Amino asit
N-terminal bolgesi 2-3 337-4007 1-1223

Motor 3-24 4008-6035 1224-1899
ATP-baglanma bolgesi 7 4281-4304 1315-1322
Aktin-baglanma bolgesi 17 5304-5327 1656-1663
IQ motif 1 24 6063-6095 1909-1919
1Q motif 2 24 6132-6164 1932-1942
MyTH4 bolgesi 1 29-31 6534-6860 2066-2174
FERM-benzeri 43-48 8397-8939 2687-2867
MyTH4 bolgesi 2 53-57 9489-9821 3051-3161
FERM 59-65 9987-10829 3217-3497
SH3 bolgesi 49-51 8931-9215 2865-2959

Q

Sekil 1.3. MiyozinXVa proteininin yapisal bolgeleri.

MYO15A geninin {iriinii olan protein dizisi diger miyozinlerde bulunmayan ve N-terminal
bolgesinde yer alan 1200 rezidiiden olusan bir bolge igerir. Bu kisim 2. ekzon tarafindan

kodlanir ve korunmus olan motor bélgesinden 6nde yer alir. N-terminal bolgede yer alan
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bu kisim proteinin fonksiyonu i¢in belli bir motif olusturmamaktadir (Friedman vd 1999).
Miyozin XVa’da yer alan N-terminal bdlgeye diger miyozin siniflarinda rastlanmamasi

proteinin fonksiyonu i¢in 6nemli olabilecegini gostermektedir (Liang vd 1999).

N-terminal motor bolgesinde 2 tane hafif zincir baglayan 1Q motifi ve kuyruk bolgesinde
de MyTH4 ve FERM-benzeri bolge icermektedir. Bu bolgeler gesitli motor proteinlerinde
de bulunmaktadir ve fonksiyonel olarak benzer molekiillerle etkilesime girdikleri
diistiniilmektedir. Bu gline kadar MyTH4 bdlgesine yalnizca mizyozinlerde ve kinesin-
benzeri motor proteinlerde rastlanmistir. FERM bolgesi ise hiicre iskeleti ve plazma
membraninda yer alan bir ¢ok farkli grup proteinde bulunmaktadir ve fonksiyonel olarak

integral membran proteinlerine baglanmada gorev yaptigi disiiniilmektedir (Liang vd

1999, Liburd vd 2001).

SH3 bolgesi ise proteinin kuyruk kisminda yer almaktadir. Bu bolge proteinin prolince
zengin dizilere baglanmasinda gorev yapmaktadir. Ayrica SH3 bolgesi sinif IV, sinif VII
ve bazi sinif I miyozinlerde de goriilmektedir (Liang vd 1999).

Belyantseva vd. (2005) miyozin XVa’nin C-terminal kisminda yer alan PDZ bdlgesinin
Whirlin’in tiglincti PDZ bolgesi ile etkilesime girdigini gostermistir. Whirlin ¢oklu-PDZ
bolgesi iceren bir molekiildiir ve miyozin XVa tarafindan stereosillerin u¢ kismina
tasinmaktadir, boylece stereosillerin uzamasi ve yapisinin olusturulmas: saglanmaktadir

(Lezirovitz vd 2008).

In situ hibridizasyon yapilarak fare i¢ kulaginda Myol15’in kohlea, saccule, utricle ve
cristea ampularisin norosensori epitelyal bolgelerinde ekprese oldugu gosterilmistir (Liang

vd 1999).

Miyozin XVa’nin i¢ kulaktaki rolii, shaker-2 ve mutant shaker-2 farelerden elde edilen
dokularin elektron mikroskobu ile incelenmesi sonucunda ortaya konmustur. Shaker-2
farelerde DFNB3 lokusunun bulundugu bdlgede 11. kromozom iizerinde MYO15A geninin
ortologu yer almaktadir (Friedman vd 1999). Transgenik olarak elde edilen ve mutant olan

farelerin sese yanit vermedikleri gosterilmistir (Probst vd 1998).

Mutant farelerden alinan doku 6rneklerinde tiiy hiicrelerinin bulundugu ve dizilimlerinin
normal oldugu fakat hem dis hem de i¢ tily hiicrelerinin stereosillerinin uzunlugunun

normalin ancak 1/10’u kadar oldugu gozlenmistir (Friedman vd 1999, Liang vd 1999,
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Probst vd 1998). Stereosiller sesin fiziksel uyarisinin kohleadan elektriksel uyarilara
tasinmasinda ve buradan da isitsel sinirlerin uyarilmasinda goérev alirlar. Sese tepki
verildigi zaman stereosil kiimelerinin mekanik biikiilmeleri stereosiller iizerindeki iyon
kanallarinin agilip ya da kapanmalar1 ile olmaktadir bdylece bir elektriksel uyar1 olusur ve
santral sinir sistemine iletilir (Liang vd 1999). Shaker-2 farelerde gozlenen c¢ok kisa
stereosiller, igitme probleminin nedenini ortaya koymakta ve miyozin XVa’'nin tily
hiicrelerindeki stereosil hiicre iskeletinin yapiminda ve/veya korunmasinda rolii oldugunu

diistindiirmektedir (Anderson vd 2000, Wang vd 1998, Liang vd 1999).

MYO15A geninin iki alternatif kirpilma transkripti ekzon 2’nin varligi (sinif 1 izoformu)
veya yokluguyla (smif 2 izoformu) ayirt edilmektedir. Nal vd. (2007)’lerinin yapmis
oldugu caligmada insanda normal isitmenin gerceklesebilmesi i¢in smif 1 izoformunun
gerekli oldugu gosterilmistir. Fare i¢ kulaginda, miyozin XVa smif 1 izoformunun
mRNA’s1 tily hiicrelerinde ifade olmaktadir (Liang vd 1999). Ancak siif 1 izoformu
stereosillerin uzamasinda ya da tiiy hiicresinin bosluk kisminin olusturulmasinda gerekli
degildir (Belyantseva vd 2005). Shaker-2 farelerinde tiiy hiicrelerine sinif 2 izoformu
transfekte edildiginde anormal sekilde kisa olan stereosillerin yeniden uzadigir ve tiy
hiicrelerindeki boslugun yabanil tipe benzer sekilde olustugu goriilmektedir (Belyantseva
vd 2005). Smif 1 izoformunun olmadigi durumlarda fonksiyonel anormallikler ya da
hemen géze garpmayan yapisal sapmalar olusabilmektedir. Hem sinif 1 hem de sinif 2
izoformunun motor bdlgesinde yanlis anlamli mutasyon oldugu zaman miyozin XVa
proteini bozulur ve Shaker-2 farelerde kisa stereosiller meydana gelir bu nedenle normal
bir sekilde iletim yapilamamaktadir (Stepanyan ve Frolenkov 2006). Bu verilere gore her
iki izoform da isitmenin normal gergeklestirilebilmesi i¢in gerekli bilesenlerdir (Nal vd
2007).

MYO15A mutasyonlar1 konjenital otozomal resesif derin igitme kaybina neden olmaktadir
(Friedman vd 1995). insanda ve farede isitme kayb ile iliskili MYO15A geninden baska iki
konvansiyonel olmayan miyozin geni daha gosterilmistir. Myo6 (miyozin VI) ve Myo7a
(miyozin VIla)’daki mutasyonlar Snell’s waltzer ve shaker-1 farelerinde isitme kaybi ve

vestibular hasarlara neden olmaktadir (Avraham vd 1997, Liang vd 1999).

Insanlarda MYO15A geninde mutasyon oldugu zaman isitme kaybi disinda baska bir
anomali goriilmemektedir fakat mutant shaker-2 farelerde baslarin1 sallama, kendi

etraflarinda donmek gibi vestibular hasarlar gozlenmistir (Probst vd 1998).
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Friedman vd. (1995) Endonezya’da izole bir kdyde yasayan Bengkala yerlilerinde %2
oraninda dogustan sendromik olmayan isitme kaybi oldugunu ve bu isitme kaybina
DFNB3 lokusunda otozomal resesif bir mutasyonun neden oldugunu gostermislerdir. Bu
izole kOyde yasayan ve isitme kaybi olan bireylerde vestibular anomaliler ve dismorfik
ozellikler goriilmemektedir (Friedman vd 1995). Yine ayni kdyde yasayan bireylerde
yapilan calismalar sonucunda MYO15A geninde homozigot mutasyon oldugu saptanmistir
(Wang vd 1998).

1.2. MOLEKULER TEKNIKLER
1.2.1. Mikrodizin Analizi

Mikrodizin teknolojisi, oligoniikleotidlerin veya cDNA parcalarinin yiiksek yogunlukta
yan yana dizilmeleri ile ortaya ¢ikmistir. Temeli Nothern ve Southern Blotta tekniklerine
dayanmaktadir. Yontemin temelini baz eslesmesi yani hibridizasyon olusturmaktadir. Tek
zincirli igsaretlenmis DNA molekiilii ¢ipin tlizerindeki oligoniikleotidlere baglanmakta ve
cihazdaki okuma islemi sirasonda 1s1ma yapmaktadir. Bu i1simalar degerlendirilerek

ornegin genotiplendirilmesi yapilmaktadir.

Mikrodizin teknolojisi, cesitli fizyolojik veya patolojik siireclerde gen ekspresyon
paternlerindeki degisimi izlemek, polimorfizm analizi, mutasyon analizi, evoliisyonel
calismalar ve sekanslamada kullanilabilmektedir. Bunlarin yani sira potansiyel terapotik
ajanlarin  bulunmasi, gelistirilmesi, optimizasyonu ve klinik degerlendirmelerinde

mikroarraylerden yararlanilabilmektedir.

Oligocipler 20-80 b¢ uzunlugundaki oligoniikleotidlerin Once sentezlenip sonra ¢ip
yiizeyine sabitlenmesi veya dogrudan ¢ip iizerinde sentezlenmesi (fotolitografi) ile tiretilir.
Affimetrix firmasi tarafindan genom boyunca SNP taramasi yapmak i¢in Mapping 10K 2.0
Array, Mapping 100K Array, Mapping 500K Array, Genome-Wide Human SNP Array 5.0
ve Genome-Wide Human SNP Array 6.0 cipleri gelistirilmistir. Bu yontem sayesinde
genom boyunca 906.600 SNP tarama imkan1 saglanmaistir.
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1.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), spesifik bir DNA dizisinin in-vitro ortamda
cogaltilmas1 yontemidir. Bu yontem bir polimeraz enzimiyle gergeklestirildigi igin
polimeraz zincir reaksiyonu adin1 almaktadir. Ilk 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 olusmustur (Akar 1999).

PCR reaksiyonu temel olarak ii¢ asamadan olusmaktadir. Bunlar, DNA’nin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmas1 (denatlirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmas1 (hibridisazyon), son olarak zincirin uzamasi (polimerizasyon)’dur. Bu ii¢
asamaya bir PCR dongiisli denir ve ¢ogaltilacak {irtin miktar1 bu dongiiniin tekrar sayisina
baglidir. Bu dongii sayis1 genellikle 30-40°dir. Bir PCR isleminde “n” dongii sonunda kalip
DNA’nin istenilen bir bolgesi yaklasik 2" kez ¢ogaltilmis olur (Akar 1999).

Ilk 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 diisiiriiliir ve
DNA’nin u¢ kisimlarina komplementer olan oligoniikleotidlerin tek zincirli DNA’ya 6zgiil
olarak baglanmasi saglanir. Bu oligoniikleotidler kalip DNA’nin sentezi i¢in baglangi¢
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 caligmast 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 tim uygulama boyunca korunabilmesi gereklidir. Bu
amacla reaksiyonlarda son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde Tris.HCI pH: 8,4 tampon
olarak kullanilmaktadir. Ayrica tampon karisiminda 50-60 mM diizeyinde K™ ve 100

pg/mg jelatin bulunmasinin ¢ogalmayi énemli dlgiide arttirdig1 saptanmustir (Oner 2002).
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Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma sicakligi 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 yaklasik 15-30 niikleotid
olmalidir. Kullanilan oligoniikleotidlerin se¢cimi PCR islemi i¢in ¢ok Onemlidir.
Oligoniikleotid dizisinin ¢ogaltilmas1 hedeflenen DNA bdlgesi i¢inde sadece bir kez
bulunmasina dikkat edilmelidir. Ayrica, kullanilan oligoniikleotid ¢iftinin u¢ bolgelerinde
ve dizisi igerisinde birbirine uygunluk gosteren bolgeler bulunmalidir aksi takdirde
oligoniikleotidin ug¢ bolgeleri birbiri {izerine kivrilarak ya da uygunluk gosteren bdlgeler
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 deoksintikleotid trifosfatlar (ANTP); son konsantrasyonlar1 2 mM olacak sekilde
kullanilmalidir. Reaksiyon sirasinda ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP’nin bulunmasi
gereklidir. Kullanilan her bir dNTP’nin konsantrasyonunun esit olmasi 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 bolgelerin gogalmasina neden olur (Oner 2002).

Mg"™, DNA polimerazin calismasini saglayan en &nemli faktor 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 diisiiriir ve enzimin inaktive olmasina

neden olur (Akar 1999).
1.2.3. Mikrosatellit Analizi

Reatriksiyon enzimleri, DNA’daki dizileri 6zgiil olarak tanirlar. Bir restriksiyon enziminin
tanima bolgesindeki kayip ya da kazangtan dolayr RFLP’ler yer polimorfizmi adin1 da
almaktadir. Genellikle iki alternatif parca uzunluguna sahiptir ve bu polimorfizmler
tekrarlayan dizi sayisinin biiyiikliigiine gére mikrosatellitler ve minisatellitler olarak iki

grup altinda toplanir.
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Minisatellitler 10-100 b¢ uzunlugundaki DNA dizilerinin ¢oklu kopyalarinin ardi ardina
olacak sekilde iki restriksiyon bolgesi arasindaki DNA’ya insersiyonu, bir 6zgil smif
polimorfizmi meydana getirir. RFLP’nin bu sinifi VNTR polimorfizmi olarak bilinir ve

bir¢ok allel karakterize edilir.

Mikrosatellitler minisatellit lokuslarindan daha sik ve polimorfiklerdir. 2-4 niikleotidlik
tekrar dizileri olup DNA’ya yayilmiglardir. Herhangi bir mikrosatellitte bulunan tekrar
dizilerinin sayis1 popiilastondaki bireyler arasinda ve bireylerdeki iki homolog kromozom
arasinda da farklilik gosterebilmektedir. Mikrosatellitler tim genoma dagilmis olup en sik
tekrarlar (A)n veya (CA)n seklindedir. Bunlar genellikle DNA’nin intron bdlgelerinde
bulunurlar ve ¢ok polimorfiktirler. Bir ailede hastaliga sebeb olan genin lokalizasyonu,
belirlenen kromozomal bdélgede var olan mutant bir genin kalittimmnin aile bireyleri

arasinda karsilastirilmasi ile elde edilir (Robert L. Nussbaum 2005).

Bu yontemde bolgeye 6zgii oligoniikleotidler kullanilarak DNA boélgesi PCR ile ¢ogaltilir.
PCR iirlinii DNA’nin tek zincir halinde ytiriimesi i¢in formamid igeren yiikleme boyasi ile
belli bir oranda karistiritlir ve yiiksek 1sida (95°C) denatiire edilip, vertikal jel

elektroforezinde yriitiliir.

Poliakrilamid jel denatiire edici 6zellige sahip olup DNA’nin tek iplik seklinde yiirlimesini
saglar. Bu yontem jelin icerdigi iire ve akrilamid/bisakrilamid oranina bagl olarak SSCP
jelden daha hassastir ve daha yliksek ¢oziiniirliige sahiptir. Boylece bireyde mikrosatellit

bolgelerinin tekrar sayilar rahatlikla belirlenebilmektedir.

1.2.4. Tek Iplik¢ikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Srtand Conformation
Polymorphism, SSCP)

Mutasyon taramasi i¢in bircok 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 farkliligmma 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).
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Tek zincirli DNA pargacigi 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 2000).

SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde, mutasyon taranacak DNA bolgesi 6nce PCR ile
cogaltilir. Cogaltilacak bdolgenin baz igerigine gore bir sicaklik hesabi yapilir. PCR
trlinliniin spesifikligini arttirmak i¢in belli oranda oligoniikleotid ve formamid igeren
yiikleme boyasi ile karistirilir ve yiliksek 1sida (99°C) tek zincirli hale getirilip, vertikal
elektroforez jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel hesaplanan sicaklik degerinde belirli bir
voltajda yiiritiiliir. G6¢ hizlarina bakilarak sonuglar degerlendirilir. Baz dizisi farkli olan

DNA pargacigi normal DNA pargacigina gore bant kaymasi gosterir (Oner 2000).

SSCP teknigi birgok orege ayni anda mutasyon taramasini yapabilmeyi sagladigi igin
molekiiler teknil calismalarina hiz kazandirmaktadir. Yontemden en iyi sekilde sonug
alabilmek i¢in, kullanilan PCR iirlinliniin 200 b¢’ni gegmemesi Onerilmektedir. Bu
yontemle 200 bg¢’lik bir dizide mutasyon belirleme oranit %90; 400 bg¢’lik bir dizide
mutasyon belirleme oran1 %80°dir (Akar 1999).

SSCP tekniginin belirleme yetenegi mutasyonun tek zincirli DNA’da olusturdugu
konformasyonun elektroforetik hareketlerini nasil etkiledigine baglidir (Oner 2000).

1.2.5. 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 parcaciginin komplementer zincirleri
ayrilip, zincirlerden biri kullanilir. Dizisi saptanacak zincir 5’ ucundan poliniikleotid kinaz
enzimi kullanilarak radyoaktif 2p jle isaretlenir. Bu isaret, elektroforez sonrasi belirli bir
DNA pargacigmin taninmasini saglamaktadir. Ikinci adim, herbirinde bazlardan biri igin
kimyasal kesimin meydana geldigi dort ayr reaksiyon karisiminda gerceklesir. Reaksiyon
i¢in kisith bir siire verilerek her tiipte farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmis
molekiiller elde edilir. Sonugta, kirildig1 noktaya gore, hepsi 5° ucundan isaretli ancak
boylar1 farkli bir dizi pargacik elde edilir. Dort 6rnek karisimi daha sonra uzunluklarina

gore elektroforetik olarak ayrilacaklar1 poliakrilamid jel iizerinde, yan yana dort paralel
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kuyuya uygulanir (Liilleci M 2000). DNA parcgaciklarinin uglart radyoaktif olarak isaretli
oldugu i¢in otoradyografi yontemi ile bantlar gériintiilenir (Akar 1999, Oner 2000).

Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir
DNA zinciri sentezi gergeklestirilmetedir (Oner 2002). Dizisi saptanacak DNA zinciri yeni
sentezlenecek DNA zinciri igin kalip olarak kullanilir. Sentez reaksiyonu DNA polimeraz
enzimi ile kataliz edilir. Tepkime karisiminda; dizisi belirlenecek DNA 6rnegi, polimeraz
enzimi, oligoniikleotid, dort farkli ANTP, dort farkli dANTP ile enzimin c¢alismasi i¢in
tampon gorevi gorecek olan maddeler bulunur. PCR’da oldugu gibi denatiirasyon,
yapisma, uzama sikluslarinin 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 tagimadigi icin
kendisine niikleotid ilave edilmez ve sentezi sonlanarak bir DNA parcacigr elde edilir.
Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Herbir reaksiyon karigimi kalip DNA zinciri,
uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordii ve az miktarda ddNTP’den sadece
birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tlipinde farkli bir ddNTP bulunur.
Elektroforez sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile goriintiilenir. Bu bantlat yukaridan
asagiya dogru okunarak dizi saptanir (Akar 1999, Oner 2002).

Giinlimiizde dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analiz cihazlari, radyoaktif izotoplar
yerine de floresan boyalar1 kullanilmaktadir (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 YONTEMLER
2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Cocuk Genetik Bilim Dali Laboratuvari ile Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisii Merkez Laboratuvari’nda yapilmistir. Bu ¢alisma 1055464 nolu “Otozomal
Resesif Sensorindral Isitme Kayb1 Yapan Gen Degisimlerinin Ortaya Cikarilmasi” isimli
TUBITAK 1001 projesiyle kismen desteklenmistir. Anne baba arasinda akrabalik olan ve
en az iki etkilenmis bireyde sendromik olmayan dogustan veya dil gelisimi Oncesi ortaya
cikan ileri ve ¢ok ileri sensorindral isitme kaybi bulunan 104 aile arasgtirmaya dahil
edilmistir. Bu ailelerin fenotipik/odyolojik 6zellikleri belirlenmis ve sendromik bulgulara
veya cevresel isitme kaybi nedenlerine rastlanmamistir. Boylece tiim ailelerde otozomal
resesif sendromik olmayan isitme kaybi oldugu diistiniilmiistiir. Ailelerin hi¢birinde GJB2
mutasyonlariin olmadigi gosterilmistir. Calismaya katilan tiim ailelere galigmanin olasi
sonuglar1 hakkinda bilgi verilmis ve goniillii olarak katildiklarina dair onam formu
almmistir. Bu calisma i¢in Ankara Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan formlar
kullanilmistir (Tarih:30.01.2006, Karar no:85-2215).

2.2. Yontemler

Calismanin desteklendigi proje kapsaminda mikrodizin analizi ile anne baba arasinda
akrabalik olan ve en az iki etkilenmis bireyde sendromik olmayan dogustan veya dil
gelisimi Oncesi ortaya ¢ikan ileri ve ¢ok ileri sensorindral isitme kaybi bulunan 52 aile
taranmistir.  Bu  ailelerde tim genom boyunca tek nokta polimorfizmleri
genotiplendirilmistir. Isitme engelli bireylerden elde edilen genotip verilerinde
otozigoziteye bagli, MYO15A geninin genomik bolgesini i¢ine alan ve ayni aileden gelen
isitme engelli bireylerin paylastigi homozigot bloklar aranmistir. Ayrica yine bu proje
kapsaminda mikrodizin analizi yapilmayan 52 aileye mikrosatellit belirtegleri ile
sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayb1 yaptig1 bilinen veya islevleri nedeniyle
isitme kayb1 geni olabilecegi diisiiniilen, MYO15A geninin de i¢inde bulundugu 12 gen
(TMC1, MYO3A, TECTA, OTOF, SLC26A4, CDH23, MYO7A, TMHS, TRPA1, GJA7,
SLC12A2) taranarak baglanti analizi yapilmis ardindan ilgili genlerde mutasyon analizi

yapilmistir. Mikrodizin analizi ile birlikte kalitim gosteren ve mikrosatellit genotipleriyle
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fenotipin birlikte kalitildig1 gosterilen 10 ailede ilgili gende SSCP ve DNA dizi analizi
yontemleriyle mutasyon taramasi gerceklestirilmistir. Bu tezin konusunu yalnizca

MYQO15A geni ile ilgili caligmalar olusturmaktadir.
2.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu klasik fenol/kloroform yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. 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 6rnegi falkon tiipiine (50 mL) konur ve
icerisinde 25 mL RBC (Rd 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 karisimin 800 pL’si ependorf tiipline alinarak -20°C’de stok
olarak saklanir. Geriye kalan 200 pL bir ependorf tiipline alinarak iizerine 20 pg/mL
olacak sekilde Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5
olacak sekilde %10’luk Sodyum Dodesil Stilfat (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.

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

Ucgiincii giin tiipler +4°C’de, 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir.
Stipernatant kismi1 dokiilerek tiipe 500 pL %70’lik alkol eklenir ve +4°C’de, 4000 rpm’de
20 dk santriflij edilir. Santrifiij sonunda alkol dokiiliir ve tiipler kurutma kagidi tizerinde

kapaklari agik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiip igerisine Tris-EDTA
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(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek
DNA’nin  ¢dziilmesi saglanir. Izole edilen DNA +4°C’de veya -20°C’de
saklanabilmektedir.

2.2.2. 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 hastalia veya hastalia yatkinliga

neden olan genler saptanmaktadir.

Bu yontemle genomik DNA belirli yerlerinden Xbal restriksiyon enzimi yardimiyla
kesilmektedir. Ardindan olusan bu pargalarin ucuna adaptdrler baglanmaktadir. Tek primer
yardimiyla bu pargalarin ¢ogaltilmast 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 gecilir. Bu asamada buzda 15 pL ddH20, 2,5 pL buffer tango (10X) ve 1,25 pL
Xbal (20U/uL) igeren bir karisim hazirlanir. Bu karisima 6,25 pL 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.

Bu islemin ardindan ligasyon islemine gegcilir. 1,25 pL Adaptor Xba, 2,5 pL T4 DNA
Ligaz tamponu kullanilarak bir karisim hazirlanir ve bu karisima 1,25 pLL T4 DNA Ligaz
ile 20 pL kesilmis DNA 0©rnegi 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
uL ligasyonlu 6rnek 75 pLL ddH2O ile sulandirilir.

Ardindan PCR asamasi gelmektedir. Her birey i¢in gerekli olan 6rnek miktarini elde etmek
icin 5 adet PCR yapilmaktadir. Her PCR reaksiyonu i¢in 10 uL PCR Buffer, 10 pL dNTP
(herbiri 2,5 mM), 10 pL MgCI2 (25 mM), 7,5 uL PCR Primer,001, 2 uL Taq polimeraz
(5u/uL), 50,5 pL ddH20 ve 10 pL dilitye edilmis ligasyon tirtinii kullanilmaktadir. Bu
karisim DNA Engine Tetrad PTC-225, MJ Research (Bio-Rad, ABD) PCR cihazinda;
95°C’de 3 dk, 35 dongii 95°C’de 20 s, 59°C’de 15s, 72°C’de 7 dk ve 4°C bitis programina

tabi tutulmaktadir.
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Yukarida belirtilen yontem iiretici 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 kitleri kullanilarak optimize edilmistir (Affymetrix Mapping 10K 2.0 Assay
Kullanma Kitapg¢igi).

Bu islemlerden sonra Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Ana
Bilim Dali Klinik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda gerekli
cihazlarin bulunmamasi nedeni ile geriye kalan piirifikasyon, fragmentasyon, labeling,
hibridizasyon, yikama, boyama ve tarama islemleri igin drnekler Ankara Universitesi
Biyoteknoloji  Enstitlisii  Merkez Laboratuvarina gonderilmis ve c¢alisma orada

tamamlanmustir.

Biyoteknoloji Enstitlisi Merkez Laboratuvarindan gelen ailelere ait genetik veriler
Microsoft Excel programina aktarilmis, SNP’lerin kromozomal ve DNA lokalizasyonlarina
gore siralamasit yapilmistir. Bugiine kadar tanimlanmis 31 otozomal resesif isitme kaybi
geninin genomik lokalizasyonu ensembl (www.ensembl.org) veri tabani kullanilarak
belirlenmistir. Bu genler daha 6nceden hazirlanmis SNP verilerini igeren Microsoft Excel
tablolarinda 1ilgili genomik lokalizasyona yerlestirilmistir. Her ailede kendi iginde
etkilenmis bireylerin genotipleri bilinen bir geni homozigot olarak ¢evreliyorsa bu gendeki

homozigot bir mutasyonun ailedeki isitme kaybina neden olabilecegi diistiniilmiistiir.

Yapilan mikrodizin analizi sonuglarina gore MYO15A gen bolgesine baglant1 gosteren 6
(550, 553, 555, 679, 719, 780 nolu aileler) aile saptanmustir.

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Mikrodizin analizi yapilmayan diger 52 aileye MYO15A geni i¢in geninin ¢ok yakininda
bulunan iki mikrosatellit belirteci kullanmilmistir (D17S2196 ve D17S1857). Bu
mikrosatellit belirtegleri ile yapilan PCR reaksiyonunda son konsantrasyonu 0,6 pmol
olacak sekilde oligoniikleotid ¢iftleri, 10 mM Tris- HCI, 50 mM KCI, son konsantrasyonu
0,2 mM olacak sekilde ANTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 1 {inite Taq polimeraz, 15 mM
MgCI2 ve toplam hacmi 25 pL’ye tamamlayacak miktarda ddH,O kullanilmistir.

SSCP sonuglarina goére mutasyon bulamadigimiz iki aileye yukarida belirtilen kosullarda
D175620, D17S805 ve D17S689 mikrosatellit belirtegleri i¢in uygun primerlerle PCR
yapilmustir.
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Kullanilan mikrosatellit belirtegleri “Mammalian Genotyping Service”
(http://research.marshfieldclinic.org/genetics/home/index.asp)  veri tabaninda kayith

bulunmaktadir.

Kullanilan mikrosatellit belirteclerinin isimleri, dizileri, boyutlari, lokalizasyonlar1 ve PCR

programlar1 Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. MYO15A geni i¢in kullanilan mikrosatellit belirtegleri.

Belirtecin Kromozomal Niikleotid Boyutu PCR
Adi Lokalizasyon Dizisi (be) Programi

F: 5>-CCAACATCTAGAATTAATCAGAATC-3’

D17S2196 | 17,205,118-17,205,398 | R: 5’-ATATTTCAATATTGTAACCAGTCCC-3’ 139-163 | Program 1
F: 5’-TGCACAGGCCAATTCCTTAC-3’

D17S1857 | 16,355,942-16,356,318 | R: 5>-TGCCTAAACTGCTTTCAGGTGAG-3’ 177-187 | Program 2
F: 5-GGGAAGGTGTCTGAAACCCAAGG-3'

D17S620 |17,520,397-17,520,859 | R: 5-CCCACCACTACCTATTGTTCTATAC-3' 143-144 | Program 1
F: 5-ATCACTTGAACCTGAGGGG-3'

D17S805 |19,216,034-19,416,333 | R: 5-AATGAGATACCGATCCATGC-3' 216-228 | Program 1
F: 5-TGCACCCAGCAATGGTGTCCTTT-3'

D17S689 | 20,903,392-20,903,684 | R: 5'-TCTAGCCTGGGTGACAGAGTGAA-3' 146 Program 1

Program 1; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk, 60°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde, 72°C’de 1 dk, 20 dongii 94°C’de 1 dk, 50°C’da 1 dk, 72°C’de 1 dk
ve 72°C’de 10 dk olarak gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 2; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk, 70°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde, 72°C’de 1 dk, 20 dongii 94°C’°de 1 dk, 60°C’da 1 dk, 72°C’de 1 dk
ve 72°C’de 10 dk olarak gergeklestirilmistir (Primus, ABD).

Her ailedeki hasta ve saglam bireylere PCR yapilarak bolge i¢in homozigot ve heterozigot

bireyler belirlenmistir.
2.2.4. Mikrosatellit i¢cin Poliakrilamid Jel Hazirlanisi

Bu calisma %6°lik poliakrilamid jel kullanilarak yapilmistir. Jelin yapiminda %40°1ik 19:1
oraninda hazirlanan akrilamid/bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bunun i¢in 190 g
akrilamid (Merck, Almanya) ve 10 g N,N’-metilen-bis-akrilamidin (Sigma, Almanya) bir
miktar distile su ile 37 °C’de sitilarak ¢ozlinmesi saglanmis ve hacim distile su ile 500

puL’ye tamamlanmigtir. Jel yapimi icin kullanilan TBE 5X soliisyonu i¢in; 54 g Tris
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(Amresco, 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 yapilmistir.

Mikrosatellit jelinin dokiilecegi camlar Oncelikle distile su ile yikanip alkolle
temizlenmistir. Sonra jelin cama yapismamasini saglamak i¢in her iki cam bir miktar
SigmaCode (Amersham, Isve¢) ile silinmistir. Ardindan camlar arasma 0.8 mm
kalinliginda spacerlar yerlestirilerek sabitlenmistir. 62,49 g tire (Merck, Almanya), 13 mL
TBE 5X, 19,5 mL %40 (19:1) akrilamid/bisakrilamid soliisyonu yaklasik 20 mL distile
suda 37 °C’de eritilmistir. Ardindan hacim distile su ile 130 mL’ye tamamlanmis ve jel
icerigi 0,22 pm filtreden siiziildiikten sonra 10 dk vakum pompasi yardimiyla havasi

alinmistir.

Jelin polimerizasyonunu saglamak amaciyla %25’lik amonyum persiilfat (APS) soliisyonu
ve TEMED kullanilmigtir. Kullanilan %25°1ik Amonyum Persiilfat soliisyonu i¢in 2,5 g
Amonyum persiilfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 10 mL’lik hacime tamamlanarak
hazirlanmistir. Jel igerigine 50 pL %25°lik taze hazirlanmis olan Amonyum Persiilfat
soliisyonu ve 50 uL TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilen-etilendiamid) (Sigma, Almanya)
eklenmis ve sabitlenen jel diizenegindeki camlar arasimna dokiilmistiir. Jel dokiildiikten
sonra 0,8 mm’lik tarak camlar arasina takilarak 6rneklerin yiliklenecegi kuyularin olugmasi
saglanmistir ve jelin polimerize olmasi i¢in bir siire beklenmistir. Jel polimerize olduktan
sonra camlar jel elektroforez sistemine (GibcoBRL S2, ABD) yerlestirilmistir. Sisteme
tampon olarak TBE 0,5 X soliisyonu konulmus ve 80 watta yaklagik 1 saat on 1sitma

yapilmistir.

25 pL olan PCR fiiriinlerine 10 pL denatiire edici 6zellige sahip yiikleme boyasi eklenerek
95°C’de 8 dk denatiire edilip, jele 3-5 uL yiiklenmistir. Kullanilan ylikleme boyasi toplam
hacminde %95 formamid, 20 MM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol (AppliChem, Almanya),
%0,05 Brom-fenol mavisi (Merck, Almanya) igermektedir.

Ornekler 60 watt akim altinda, yaklasik 50 °C’de baz ¢ifti uzunluklarma bagh olarak 2-6
saat ylritiiliip elektroforez sonrasi jel giimiis boyama ile boyanarak bantlar goriiniir hale

getirilmistir.
2.2.5. Mikrosatellit Jeli icin Giimiis Boyama

Glimiis boyama icin {li¢ farkli soliisyon kullanilmaktadir. 1. soliisyon %0,15 oraninda
glimiis nitrat (Merck, Almanya) icermektedir. Bu soliisyon igin %1°lik stok giimiisten 150
mL alinarak 900 mL distiile su ile karistirilir. Jel yiiriime islemi bittikten sonra camlardan
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ayrilarak bu soliisyonda yaklasik 20 dk bekletilmistir. Ardindan giimiis soliisyonundan
lyice temizlenmesi amaciyla jel distile sudan gecirilip, 2. soliisyona tabi tutulmustur. Bu
soliisyon 150 mL %15°lik NaOH (Merck, Almanya), 6 mL formaldehit ve 1350 mL distile
su kullanilarak hazirlanip, jel bu soliisyonda bantlar goriiniir hale gelene kadar
boyanmistir. Ardindan bu soliisyon dokiilerek jel 3. soliisyonda bekletilmistir. Bu
soliisyon, %7,5’luk Na,CO3; (Merck, Almanya) stok soliisyonu 10 kez seyreltilmesiyle

hazirlanir ve boyama reaksiyonunu durdurmak amaciyla kullanilmaktadir.

Jel sonuglarma gore D17S2196 ve D17S1857 mikrosatellit belirleyicilerine gére 9 aile
(550, 553, 555, 679, 686, 719, 739, 747, 762 nolu aileler) MYO15A gen bolgesine baglanti

gostermektedir.

Bu asamadan sonra MYO15A genine baglanti bulunan ailelere mutasyon analizi

yapilmistir. Bunun i¢in SSCP yontemi kullanilmustir.
2.2.6. SSCP icin Poliakrilamid Jel Hazirlanisi

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

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

Bu c¢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 ¢oziilir ve hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir (Sambrook
1989).

Jel yapimi 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 yapilmuistir.

Jelin polimerlesmesi i¢in kullanilan %10’luk Amonyum Persiilfat; 1g 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. Karisim
0,22 um filtreden siiziildiikten sonra vakum ile havast alinmistir. Ardindan bu jel igerigine
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
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polimerlestikten sonra 1,5 mm’lik tarak camlar arasina yerlestirilerek Orneklerin

yiiklenecegi kuyularin olugmasi saglanmistir.

Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikartilmis 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 ve 6rnek yiiklenmeden 6nce

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 ylikleme
boyast ve oligoniikleotid eklenmistir. Kullanilan yilikleme biyasi toplam hacminde %95
formamid, 20 mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol (AppliChem, Almanya), %0,05 Brom-
fenol mavisi (Merck, Almanya) i¢cermektedir. 2 pLL PCR firiiniine 7 pL yilikleme boyasi,
I’er uLL 3 pmol diiz ve ters oligoniikleotid eklenerek bir karisim hazirlanmistir ve 99°C’de

8 dk denatiire edilerek jele yiiklenmistir.

Sistemde tampon olarak TBE 1X soliisyonu kullanilmistir. Ornekler 130 volt akimda
altinda, belirlenen sicaklikta baz c¢ifti uzunluklarina gore 12-20 saat yiriitilmistiir.

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

Bu yontem i¢in kullanilan giimiis boyama mikrosatellit jellerini boyamak igin kullanilan
yontemden sadece 1. soliisyondaki giimiis nitrat soliisyonunun konsantrasyonu bakimindan
farklidir. 1. soliisyon igin %1°lik stok giimiis nitrat %0, 1’lik olacak sekilde 100 mL %1’lik
stok gilimiis nitrat solisyonu, 900 mL distile su kullanilarak seyreltilir. Jeller bu soliisyonda
10 dk bekletilmistir. Daha sonra formaldehit ilave edilmis %1,5’lik sodyum hidroksit
soliisyonu ile boyanmistir. Jel 9%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 MYO15A geninin ekzon sayisi, ekzonlara 6zgii oligoniikleotid
dizileri, ekzon boyutlari, Ts degerleri ve oligoniikleotidlerin optimize oldugu PCR
kosullar1 Cizelge 2.2°de verilmistir. Bu genlerdeki bant farkliligina sahip bireyler DNA
dizi analizi ile taranmistir.
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Cizelge 2.2. MYO15A geninin ekzonlari, oligoniikleotid dizileri, baz ¢ifti uzunluklar1 ve

PCR programlari.
Ekzon Tleri Geri PCR PCR iiriinii Ts
programi (bg)

1 TTTTGAGATGGATGCAGCAG CATCACACCCCTCACAGATG Program 1 496 28.89
2A TCCCCATCCTGGTAAACAAC TGAGCTTTGACGTGGACTTG Program 1 526 26.75
2B TTCTGGGGCCTCCACACC AGCCCGTACAGCGACTTG Program 1 500 32.93
2C CTGGGCTTCCTGCCCTTC TAGGGGACGGTGTAGTGGAC Program 1 533 33.59
2D CCCATACCACACTCCCTACG AGCTCCTCCTCGTCCTCTTC Program 1 483 32.87
2E GCCCATCGTGCTGAGGAG CCAAGGGTGAGCAGTAGCC Program 1 506 52.65
2F GGAGGCGAGCTTGGTCAC CACAGTCCAGGGCGTCTC Program 1 470 48.24
2G ACCTCCCAAGGATGTCACTC ACCCTCCGTGTAATCTGTGC Program 1 539 32.05

3 TGAGGGTATGCGTGTGTCTC GGTGGGGCTAGGATTTGAAC Program 1 485 27.12

4 TGGTTGGTGTCAGAAACAGG CAGCTGCCTTCCTGACCTA Program 1 242 24.29

5 ATCTGTCCGGATGGAAACAG CTGCCTCTAAGCTCCCACAC Program 1 519 26.09

6 CTGTCGTTCAGACCAGGATG GAGTGAGCTCCAACCTTTCG Program 1 423 24.68

7 GTTGGCCCACCGTACATATC TGGGAGAGATGGGATGACTC Program 1 501 27.35

8 ACAGACTGGGGTGTGAGAGG GTCTGGGTCTGTGGTTCTGG Program 1 237 19.14

9 AAGGCTCATGTCTGGGTGTC GGCCAGGCTCTGAGTATCTG Program 1 462 31.28
10 AAGGGTGAGTTGGGACAGTG GGCCAGGCTCTGAGTATCTG Program 1 266 30.55
11 GCTCAGCCATCAAGAAGCTC AAACTCACCCTCCCCAAATC Program 1 599 27.33
12 AGGCCACCACACTACTGGTC GAAACAGAGAAGGCCTTGGA Program 1 333 30.52
13 GACTACTGGCATGAGCCACA CACTGACCCGTCCAAAGATT Program 1 516 27.67
14 ATGTCACTCAAGGGCTGTGC CATACAAGACCTTGGCGATG Program 1 202 31.98
15 GATCTTCACGCCCCTAACTG ACAAGGGAGATGGTGACAGG Program 1 403 36.83
16 GCTGAGCTCCAGCTTTTTGA CTCTGAGCACAGCACCTCAG Program 1 396 21.08
17 ACAGGGATGGGAGGTTGAG TGAGGACATGAGGCTGAGAG Program 1 235 27.15
18 GAGCAGTCGGGGATAGTGAG GCATGGAATCCTAGCCTGAG Program 1 562 24.49
19 TGGGGACCATAGAAGTGAGG GAACAGGTCTGGCAAGAAGC Program 1 540 35.46
20 CAGAGAGAACAGGGGTCCAG AGGCCTCAGCTCTCACTCAC Program 1 466 33.61
21 TGGTGGAAAAGATGGAGAGG TTGGGCAGGGATTTGTAGAG Program 1 543 26.85
22 TGGTGGAAAAGATGGAGAGG GCCTGGGTTGTGTATTCCTG Program 1 576 27.14
23 ACTAACTTTGGGCCCCCTAC CTGGGATGGCAGTCTCTAGC Program 1 239 24.87
24 CCAGCATCCTCTCTTCAACC GGGCATTCAAAAGCAGAGAC Program 1 506 31.33
25 ACCCCAAAAGTGAGATGTGG TGGTGGCTAGTTTGCATGAC Program 1 556 25.82

26-27 TCCCAGAAATCCTCCTTGTG TGTGGAAAGAGGAGGGAATG Program 1 637 36.51

28 CCTCTAGGAGCTGAGCAAGC GGCTCTCCACTGCTATCCAG Program 1 474 28.57
29 GTCAGCCCAGCTCTGATTTC GCCAGGGGCTAAGAATTAGAA Program 1 374 33.38
30 CATGAGAGGGATGCATGTTG CCTTTAAGACCCTGCCTTGG Program 1 395 25.55
31 GGGACCCTTTCAGTTTAGCC CCCACACACAGACTTTCACG Program 1 599 30.88
32 GCTCTGCGTGAAAGTCTGTG CATGCACAGGAATGGAAATG Program 1 422 25.02
33 CAGGATCTCCCCAGGTAGTG ACATGTCCTCATCCGAGTCC Program 1 561 24.14
34 CACTGAATACCAGGGTGCAG ACAGCACAGGGTCAAAGAGG Program 1 537 21.28
35 GGAGCCTTAGAGGCTGTGTG CTTCCAGGATCAGCCAAGAG Program 1 369 22.53
36 GATCTCACGAGACCCCTCAG TCTAGCACACCAGCAAGTGG Program 1 530 25.11

37-38 TTGCTGGTGTGCTAGAATGG TGTGGAGAACAGGACGTGAG Program 1 516 31.01

39 TTGCTTGGAGACACAAGCTG AGCGTAGAGTACCGGACCAG Program 1 486 34.29
40 TCACGTCCTGTTCTCCACAG CGCTTCAACCCAGTAAGCTG Program 1 525 36.36
41 GGACTTCAGGCCAGTCTCTG CACTCCACCGACACACTCAC Program 1 570 20.02
42 AGTACTCCAATGCCCACAGG CACTCCACCGACACACTCAC Program 1 442 23.69
43 AGGTGCCTTCTCCTGACT CCCAAGTCCTAGACCCTCCT Program 1 248 30.07
44 GCCTCATCAATCCCAACTTC CTCTGGGCCATGTCTAGCTC Program 1 588 25.09
45 GAGCTAGACATGGCCCAGAG GCTTGTCAGCCTCAGTCTCC Program 1 445 23.26
46 GGGAGACTGAGGCTGACAAG ACGTGGGACACAGCTAGGAG Program 1 534 31.56
47 GTCCAGAGGATTCAGGGATG AGCTGCATCAGGATTTGGTC Program 1 487 25.56
48 AGGGGAAGCAGGAAGCTTAG TGGCAAAGGTTTTCTGAAGG Program 1 486 25.12
49 CCTAGGGCAGGTCATCTCTG CCAGGTACACCACCTTCCTG Program 1 533 30.46
50 GAATGCCCTTCCCTCTTCTC ACGGCTGGACCTTAGGAGAC Program 1 551 30.71
51 TCCTGTTTGCCTCAGACCTT ATCCTTCCCTACCCCATTTG Program 1 442 28.83
52 TTGCGTTGTCAGTTTTGACC TGTCCTCCAAGGTTCTGGAC Program 1 535 30.19
53 AGAGACCACCCAGGTGTGAG CTGTCGCTGAGTTCGATGAG Program 1 563 30.64
54 ACCTTGGAGGACATGCTTTG TGAAGATCAGGGAGGAGTGG Program 1 471 33.24
55 GTCCCCTTTCTGTTCTGACG TTTCCCACCCTAATGTCCTG Program 1 559 29.01
56 CCTTTCCTGCTCTGTGGTTC ATAATCCAGGAGGGGTCAGG Program 1 413 27.22
57 GCTGCCTGAGAGTTGGAATC CCCACCTCCTTCTCTTCTCC Program 1 559 24.03
58 TTTCCAGGCGTATAGGTTGC GCCTCCCATTCATTTTGAAC Program 1 416 23.73
59 ATCCTTTGGCTTGGGAACTC CCTCAGCCCTCTTCACAAAG Program 1 497 23.48
60 CTTTGTGAAGAGGGCTGAGG TCCTCACATTGAGCATGTCC Program 1 481 30.13
61 CATAGGACACCCCATTCGAC AGGGCCTGAATCATGAACAC Program 1 459 28.24
62 AGCCCACATCCTACACAAGG GACAGCCCCTTCCCAGATAG Program 1 519 33.37
63 AGGACCTTTTTCCCCTTCCT CATACCCATCCTCCATGACC Program 1 237 27.87
64 AGCCCAGAGAAGCTATGCAG TATGGCAGCCTAAGCACACA Program 1 501 30.18
65 TCAGGGCACCAATACCTCTC ATGCACTGGCCTGGATACTC Program 1 544 25.65
66 TGATGGTCTCCACCTATCTC TCCTGAGAGGTTCAGTGATT Program 1 288 29.05
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Program 1; 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 1dk, 20 dongii 94°C’de 1 dk, 55°C’da 1 dk, 72°C’de 1 dk
ve 72°C’de 10 dk olarak gergeklestirilmistir (Primus, ABD).

2.2.8. DNA Dizi Analizi

Bu calismada istenen DNA pargacigmin niikleotit dizisinin belirlenmesi i¢in Sanger’in
enzimatik yontemi esasina dayali, tam otomatik kapiller sistemli ¢alisan bir DNA dizi
analizi cihazi kullanilmistir (CEQ2000XL, Beckman Coulter, ABD). Cihaz i¢in 0,2
mL’lik, 96 tane kuyucuk iceren plaklar kullanilmistir. Her bir 6rnek igin 8 pL sekans
soliisyonu (premix; 2 uL 10X reaksiyon tamponu, 1uL dNTP karisimi, 2ul ddUTP, 2pL
ddGTP, 2uL ddCTP, 2uL ddATP, 1uL polimeraz enzimi), 1uL temizlenmis PCR iiriinti, 2
pmol sag veya sol oligoniikleotid ve hacimi 20 uL’ye tamamlayacak kadar distile su
konularak “cycle sequencing” gergeklestirilmigtir. 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 igine reaksiyonun durdurulmasi i¢in her bir 6rnek i¢in 5 pL durdurma
soliisyonu (1,5 M C;H30,Na, 50 mM EDTA, 20 mg/mL’lik Glikojen) ve 60 uL %95°1ik
soguk etanol eklenerek +4°C’de 4000 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir (Hettich, Almanya).
Ustteki kisim dokiilerek %70’lik alkolden 200 puL eklenmis, +4°C’de 4000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilerek tstteki kisim dokiilmiistiir. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra
ornekler liyofilizator cihazina (Christ, Almanya) yerlestirilmis ve yiiksek vakum altinda 45
dk kurutulmustur. Kuruyan 6rneklerin iizerine 25 pl 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

goriiniir hale getirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Otozigozite Haritalamasi

Calismaya alinan ailelerden 6 tanesinde MYOL15A genindeki mutasyonlarin sorumlu
olabilecegi mikrodizin analizleriyle tahmin edilmistir. Yapilan mikrodizin analizi
sonuclarina gore 550, 553, 555, 679, 719, 780 numarali ailelerde MYO15A genini igine
alan bolgede homozigot bloklar tespit edilmistir (Cizelge 3.1).
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(43

Cizelge 3.1. 550, 553, 555, 679, 719, 780 numaral ailelerde MYO15A geninin oldugu bodlgenin

10K mikrodizin analizi.

SNP ID PhysicAl Position dBSNP ID 550- 550- 550- 550- 550- 553- 553- 555- 555- 679- | 679- 719- | 719- 719- 719- 719- 780- | 780- | 780- | 780- | 780-

107 105 101 102 104 502 505 205 206 102 103 101 102 104 311 401 101 102 403 404 501

SNP_A-1514461 14304430 rs2022251 BB BB AB BB BB BB BB BB BB AB AB AA AA AA BB AB AA AA AB AB AA
SNP_A-1516149 14432937 rs718994 AA AA AA AA AA NoCall | NoCall AA AA AA AA AA AA | NocCall AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1516102 14433113 rs718993 AB AB BB AB AB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1508161 14515369 rs1019156 AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1515822 14691500 rs2323499 AA AA AA AA AA AA AA AA AA BB BB AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1518150 15045841 rs1019134 BB BB NoCall | NoCall | NoCall NoCall BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1509008 15053487 rs230991 AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA BB BB BB BB BB AA AA AA AA AA
SNP_A-1513908 15108700 rs55568 BB BB BB BB BB AA AA BB BB AA AA BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1510069 15186911 rs1380182 AA AA AA AA NoCall AA AA AA AA AA AA NoCall | BB BB BB BB AA AA AA AA AA
SNP_A-1516803 15237661 rs2323659 BB BB AB BB BB AA AA AA AA AA AA BB BB BB BB BB AA AA AA AA AA
SNP_A-1513108 15618609 rs1971159 BB BB BB BB BB BB BB AA AA BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP_A-1510467 17350285 rs7946 AA AA AA NoCall AA BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB

N 1 Y O O O v o

SNP_A-1510679 20147237 rs1373147 AA AA NoCall AA NoCall AA NoCall BB BB AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1511477 22436842 rs1589464 AA AA AA AA AA BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB AA AA AA AA AA
SNP_A-1514901 22760245 rs1382048 AA AA AA AA AA AA AA BB BB BB BB AA AA AA AA AA BB BB BB BB BB
SNP_A-1514843 22760442 rs1382047 BB BB BB BB BB BB BB AA AA AA AA BB BB BB BB BB AA AA AA AA AA
SNP_A-1517957 22802254 rs1403322 | NoCall BB NoCall | NoCall | NoCall BB NoCall BB BB BB BB BB BB BB BB AB BB BB BB BB BB
SNP_A-1516484 22839015 rs953113 AA AA AA AA AA AA AA NoCall | NoCall AA AA AA AA AA AA AA BB BB BB BB BB
SNP_A-1509106 23026451 rs747959 BB BB BB BB BB AA AA BB BB BB BB AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
SNP_A-1519570 23092869 rs953527 BB BB BB BB BB BB BB BB BB AA AA BB BB BB BB AB AA AA AA AA AA
SNP_A-1519629 23092917 rs953528 BB BB BB BB BB BB BB BB BB AA AA BB BB BB BB AB AA AA AA AA AA
SNP_A-1511117 24488142 rs1388175 BB BB BB BB BB AA AA BB BB AA AA AA AA AA AA AA BB BB BB BB BB
SNP_A-1514918 25122345 rs2127001 BB BB BB BB BB AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AB BB BB BB BB BB
SNP_A-1518339 25755541 rs719601 BB BB BB BB BB BB BB AA AA AB AB BB BB BB BB BB BB BB BB BB BB




D17S2196 ve D17S1857 mikrosatellit belirtegleri ile yapilan genotipleme analizi sonuglarina
gore 9 ailenin (550, 553, 555, 679, 686, 719, 739, 747, 762 numarali aileler) etkilenmis
bireylerinin ayni alel i¢in homozigot oldugu gésterilmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

Sekil 3.1. MYO15A geni i¢in kullanilan D17S1857 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel
gorintlist. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 17 numaral bireyler

heterozigot; 12, 13, 16 numarali bireyler homozigot olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.2. MYO15A geni i¢in kullanilan D17S2196 mikrosatellit belirteci ile yapilmus jel
goriintiisii. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 numarali bireyler homozigot olarak tespit edilmistir.

Yapilan mikrodizin ve mikrosatellit analizi sonuglarina gore, MYO15A’y1 ¢evreleyen

genotipler ile birlikte kalitim gosteren toplam 10 ailede mutasyon taramasi yapilmistir.
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3.2. Mutasyon Analizi

Mutasyon analizi yapilan 10 ailenin 8 tanesinde isitme engellilerde bes farkli homozigot

mutasyon bulunmustur (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. MYO15A geninde bu ¢alismada bulunan mutasyonlar.

Miyozin-XVa
Aile Numarasi Mutasyon bolgeleri
555 €.867C>G (p.Y289X) N-terminal domain
739 €.4198G>A (p.V1400M) Motor domain
686 €.4441T>C (p.S1481P) Motor domain
679, 747, 762 €.5807 5813delCCCGTGG (p. R1937TfsX10) Motor domain
553,719 €.10002_10003dupCCGGCCC (p.S3335TfsX119) | FERM domain

MYO15A geninde 555 nolu ailede 2. ekzonda, 739 nolu ailede 9. ekzonda, 686 nolu ailede
12. ekzonda, 679, 747, 762 nolu ailelerde 24. ekzonda ve 553 ve 719 nolu ailelerde 62.
ekzonda etkilenmis bireylerde SSCP yontemiyle bant farkliligi saptanmistir (Sekil 3.3).
Ardindan etkilenmis bireylere genin bu ekzonlarina DNA dizi analizi yontemiyle mutasyon

taramasi yapilmistir.

2. Ekzon 9. Ekzon 12. Ekzon 24. Ekzon 62. Ekzon

Sekil 3.3. MYOL15 geninde bant farkliligi saptanan ekzonlarin SSCP jel goriintiisii.
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Bu gende SSCP ile tarama sonucunda 24. ekzonda bant farklilig1 tespit edilen bireylere
(679-101, 747-101) DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda
€.5807_5813delCCCGTGG (p. R1937TfsX10) degisimi homozigot olarak tespit edilmistir
(Sekil 3.4). Bu mutasyona 82 saglikli kontrolde rastlanmamustir.

A CCEO OO0 CTLCGCT . 3 C oo CC O To oo TAC O

homozigot yabanil tip

Sekil 3.4. MYO15A geninin  24. ekzonundaki ¢.5807_5813delCCCGTGG (p.
R1937TfsX10) degisiminin diiz primer kullanilarak olusturulan yabanil tip ve

homozigot mutant DNA dizi analizi goriintiisii.

Yapilan SSCP taramas1 sonucunda 12. ekzonda bant farklilig1 tespit edilen bireye (686-
101) DNA dizi analizi yapilmigtir. Yapilan dizi analizi sonucunda ¢.4441T>C (p.S1481P)
degisimi homozigot olarak tespit edilmistir (Sekil 3.5). Bu mutasyona 95 saglikli kontrolde

rastlanmamustir.

CTOOCCCoCCOCOAT GG T 2o C CT AT oo

homozigot yabanil tip

Sekil 3.5. MYO15 geninin 12. ekzonundaki c.4441T>C (p.S1481P) degisiminin, diiz
primer kullanilarak olusturulan yabanil tip ve homozigot mutant DNA dizi

analizi goriintiisii.
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SSCP ile tarama sonucunda 9. ekzonda bant farklilig: tespit edilen bireylere (739-102)
DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda €.4198G>A (p.V1400M)
degisimi homozigot olarak tespit edilmistir (Sekil 3.6). Bu mutasyona 86 saglikli kontrolde

rastlanmamustir.

A SE LT CLT ST TT S je. & G4 T C 3T GTT T oo

12 L) ruiiLrl Ll Ll

homozigot yabanil tip

Sekil 3.6. MYO15 geninin 9. ekzonundaki c.4198G>A (p.V1400M) degisiminin, diiz
primer kullanilarak olusturulan yabanil tip ve homozigot mutant DNA dizi

analizi goriintiisii.

SSCP ile tarama sonucunda 2. ekzonda bant farklilig: tespit edilen bireylere (555-203, 555-
206) DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda ¢€.867C>G (p.Y289X)
degisimi homozigot olarak tespit edilmistir (Sekil 3.7). Bu mutasyona 142 saglikli

kontrolde rastlanmamustir.

CoOLACTASTACGCGLC G

homozigot yabanil tip

Sekil 3.7. MYO15 geninin 2. ekzonundaki ¢.867C>G (p.Y289X) degisiminin, diiz primer
kullanilarak olusturulan yabanil tip ve homozigot mutant DNA dizi analizi

goruntisii.

SSCP ile tarama sonucunda 62. ekzonda bant farklilig: tespit edilen bireylere (553-501) DNA
dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda c¢.10002_10003dupCCGGCCC
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(p.S3335TsX119) degisimi homozigot olarak tespit edilmistir (Sekil 3.8). Bu mutasyona 115

saglikli kontrolde rastlanmamuistir.

Sekil 3.8.

MYO15A

2 CC o C CCOC OO C CC A3C O .4

geninin

62. ekzonundaki
(p.S3335TfsX119) degisiminin  diiz

homozigot

homozigot mutant DNA dizi analizi goriintiisii.

kullanilarak

€.10002_10003dupCCGGCCC

primer

olusturulan

Bu mutasyonlarin ailelerde fenotiple birlikte dagildigi gosterilmistir (Sekil 3.9).

Aile-553 _
Aile-679
O0—oO —0
201 301
+- +/-
f |
010 O ( E o m E [ o
101 017 102 103 104
+/+ +/+ +/+ +/+ +/-
| )
402 40 404 018 019
+/+ +/- +/- +/+ +/+
® 6 E O =
501 502 503 504 505
+/+ +/+ +/+ +/+
Aile-555
L—',
101 102
+/+
[ I T I 5 1 T
0 m o m 0 e e O m [
201 202 203 4 205 207 208 209
+/- +/+ +/- +/+ +/+ +/- +/+ +/-
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Aile-719

O—0
[
an
+/+
0 m
+/- +/-
m 102 [;0] 104
+/+ +/+ +/- +/+
Aile-686 Aile-739
O0==0 0O
201 301 201 301
+/- +/- +/- +/-

¢ u

101 102
- +/+

&

101
+/+

102
+/+

O

103
+/-

m
+/+

Aile-747

Ha e ®)

201 301
+/- +/-

E o

101 102
+/+ +

Aile-762
201 301
+/- +/-
10 102
+/+ +/+

Sekil 3.9. Bulunan MYO15A mutasyonlarinin ailelerde dagilimi (+ mutasyon; - yabanil tip)

Bu c¢alismada yapilan mikrodizin analizi ve mikrosatellit analizi sonucunda DFNB3

bolgesinde homozigot bolgeler tespit edilen ancak SSCP ile mutasyon taramasi yapilip

mutasyon bulunamayan 2 aile (550 ve 780 numarali aileler) bulunmaktadir. 550 ve 780

numarali ailelerde mikrodizin analizi ile DFNB3 bdlgesinde D175620, D17S805 ve

D17S689 belirtegleri kullanilarak mikrosatellit analizi yapilmis ve hasta bireylerin bu
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bolge icin homozigot olduklar1 gdsterilmistir, ayrica yapilan mikrodizin analizi sonuglarina

gore de oldukea biiylik bir homozigot blok tespit edilmistir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.10).

DATS2196
DATSE20

Famil

D_

001

y 550

—O

002

cococoo
cococo

coocoo

202

NOWN -
Wa AN

D1781857 46.39 2 0
D1752196 47.32 2 0
D17s620 47.69 1 0
D175805 4892 1 0
D17s689 49.93 3 0
D1751857 39

D1752136 47.32

D175620 47.59

D175805 48.92

D178689 49.93

201
D1751857 39 3 2
D1752196 47.32 1 2
D175620 47,59 2 1
D175805 48.92 1 1
D175689 4983 1 2
107 102 101

D1751857 4639 2 2 2 2 2 2
D1752196 4732 2 2 2 2 2 2
D175620 4759 1 1 1 1 1 1
D178 4892 1 1 1 1 1 1
D175689 4993 3 3 3 3 3 3

[
]

105

2 2
2 2
1 1
1 i
3 3

O

109

1
2
3
[}
2

3
1
1
38
1

Family 780

EI——O

104

W N
PRy

eprrrye

403

ke
ErrrTr]

LT
Ty

Sekil 3.10. 550 ve 780 numarali ailelerin aile agaclar
D17S620, D17S805 ve D17S689 mikrosatellit

haplotipleri.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada; iki yanlig anlamli, bir anlamsiz mutasyon, bir delesyon ve bir duplikasyon
olmak {izere bes yeni MYO15A mutasyonu tanimlanmistir (Sekil 4.1). Biitiin mutasyonlar

sendromik olmayan sensorindral isitme kaybi bulunan sekiz ailede gosterilmistir.

Q

€.4198G>A ¢.5807_5813delCCCGTGG
c.867C>G c.4441T>C €.10002_10003dupCCGGCCC

Sekil 4.1. MiyozinXVa proteininin yapisal bolgeleri ve bu ¢alismada gosterilen

mutasyonlar.

679, 747 ve 762 nolu ailelerde MYO15A geninin 24. ekzonunda etkilenmis bireylerde
€.5807_5813delCCCGTGGG (p.R1937fsX10) degisimi homozigot olarak bulunmustur.
Saglikli kontrolde bu degisime rastlanmamistir. Bu degisim proteinin 1937. kodonundan
itibaren ¢ergeve kaymasina neden olur ve 1947. kodonda dur kodonu olusur. Boylece 3530
aminoasitlik proteinin yalnizca 1946 aminoasidi olugsmaktadir ve protein gorevini biiyiik

olasilikla yapamamaktadir.

€.5807_5813delCCCGTGGG (p.R1937fsX10) degisimi MiyozinXVa proteinin motor
bolgesinde yer almaktadir ve birbiri ile akraba olmayan ii¢ farkli Tiirk ailede gosterilmistir.
Bu ¢ aile Tirkiye’nin farkli sehirlerinden gelmektedirler (Sekil 4.2). Bu ailelerde
MYO15A geninin etrafinda yer alan mikrosatellit belirteclerine gore korunmus bir haplotip
bulunmakta ve bu veriler degerlendirildiginde bu mutasyonun kurucu etkisi oldugunu
diistindiirmektedir (Ek 1).

40



Sekil 4.2. MYO15A geninde bulunan mutasyonlarin illere gore dagilimi. (555 nolu ailede
€.867C>G (p.Y289X), 739 nolu ailede c.4198G>A (p.VV1400M), 686 nolu ailede
c.4441T>C  (p.S1481P), 679, 747 ve 762 nolu ailelerde
€.5807_5813delCCCGTGGG (p.R1937fsX10), 553 ve 719 nolu ailelerde
€.10002_10003dupCCGGCCC (p.S3335fsX119) degisimi saptanmustir.)

553 ve 719 nolu ailelerde MYO15A geninin 62. ekzonunda etkilenmis bireylerde
€.10002_10003dupCCGGCCC (p.S3335fsX119) degisimi homozigot olarak bulunmustur.
115 saglikli bireyde bu degisim goriilmemistir.

€.10002_10003dupCCGGCCC (p.S3335fsX119) degisimi MiyozinXVa proteininin FERM
bolgesinde yer almaktadir. FERM boélgeleri transmembran proteinlerinin sitoplazmik
bolgelerinin  hiicre iskeleti proteinlerine baglanmasinda gorev yaparlar. Bu bdlge
MiyozinXVa proteininin boyun bélgesinde yer almaktadir (Garcia-Alvarez vd 2003). Bazi
caligmalarda MyTH4/FERM bolgelerinin - MiyozinXVa proteininin  stereosillerin
uclarindaki lokalizasyonunda gorevli olabilecegi gosterilmistir fakat gbrevi tam olarak
aciklanamamustir (Belyantseva vd 2005, Shearer vd 2009). Bu ¢alismada bulunan degisim
bu bdlgede tanimlanan tiglincli mutasyondur. Bu mutasyon birbiri ile akraba olmayan iki

Tiirk ailede gosterilmistir (Sekil 4.2).

Tiirkiye’de yasayan insanlarin ¢ogu geleneksel olarak kiiglik, nispeten izole kalmis ve
genellikle uzak bir bolgeden gelen az sayida kisinin kurdugu kdylerde yasamaktadirlar. Bu
sekilde olusmus yaklasik olarak 40000 koy bulunmaktadir. Son 50 yildir sehirlere goc

olmasina ragmen akraba evliligi hala slirmektedir ve evliliklerin yaklasik %20-25’inde
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akraba evliligi goriilmektedir (Tungbilek 2001). Kiiglik ve izole bir populasyon gog
aldiginda veya bu populasyonda yeni bir igitme kayb1 mutasyonu ortaya ¢iktiginda, genetik
stiriiklenme ile ardarda gelen kusaklarda bu mutasyonun siklig: artabilir. Kiigiik topluluklar
veya akraba evliligi ayn1 mutasyonu tasiyan kisilerin evlenmesi olasiligini artiracagindan
isitme engelli kisilerde tespit edilen mutasyonlar ¢ok genis bir yelpazededir. Bunun
yaninda yukarida agiklandigr gibi Anadolu’daki toplumsal yapi kurucu etkisi olan
mutasyonlarin ortaya ¢ikisi ve yayilmasi i¢in de uygundur. Bu durum buldugumuz
€.5807_5813delCCCGTGGG  (p.R1937fsX10) ve  ¢.10002_10003dupCCGGCCC
(p.S3335fsX119) degisimlerinin de bu sekilde kurucu etkisi ile ortaya ¢ikmis oldugunu
desteklemektedir.

739 nolu ailede MYO15A geninin 9. ekzonunda etkilenmis bireylerde c.4198G>A
(p.V1400M) degisimi homozigot olarak bulunmustur. Proteinin bu bolgesinin evrimsel
olarak korunmus olmasi ve ailede fenotiple tam dagilim gostermesi bu degisikligin

mutasyon oldugunu diisiindiirmektedir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. MYO15A genindeki Homo sapiens’te 1400. pozisyondaki valin (V) amino

asidinin diger tlirlerdeki aminoasit dizisi.

Homo sapiens EGGVISGAITSQYLLEKSRIVEFQAKNERNYHIFYELLAGLP..
Mus musculus EGGVICGAITSQYLLEKSRIVFQAKNERNYHIFYELLAGLP..
Rattus norvegicus EGGVICGAITSQYLLEKSRIVFQAKNERNYHIFYELLAGLP..
Bos taurus ..EGGMISGAITSQYLLEKSRIVFQARNERNYHIFYELLAGLP..
Canis lupus familiaris ..GMISGAITSQYLLEKSRIVFQAKNERNYHIFYELLAGLP...
Gallus gallus ..EDGLICGAITSQYLLEKSRVVFQAKSERNYHIFYEMLVGLP..
Danio rerio EEGVISGAITSQYLLEKSRIVFQAKDERNYHIFYEMLAGLP..
Tetraodon nigroviridis ..EDGVISGAITSQYLLEKSRIVFQANNERNYHIFYEMLAGLP..
Acyrthosiphon pisum ..GVILGAKVTEYLLEKSRIVTQAPEERNYHVFYELLAGL...

Nasonia vitripennis ..GVIVGGRVTQYLLEKSRIVTQATDERNYHVEFYELLAGL...

Taeniopygia guttata LGIVVGTSISQYLLEKSRVVFQAHGERNYHVEFYELLAGLP...
Trichoplax adhaerens ..GIIEGAHVEQYLLEKSRIVNOMKDERNYHIFYRMLAGLP...
Branchiostoma floridae ..GVITGAKTTDYLLEKSRIVSQAPYERNYHIFYEMLAGM...

ConSeq, protein dizilerindeki yapisal ve islevsel olarak Onemli olan amino asitleri
tanimlayan internet tabanli bir programdir. Bu program proteinde yer alan amino asitlerin
evrim boyunca korunmusluklarini degerlendirerek bir hesaplama yapar ve proteinde yer
alan amino asitlere 1-9 arasinda bir deger verir. Bu programa gore “9” korunmus bolgeleri
gosterirken “1” degisken bolgeleri temsil etmektedir (http://conseq.tau.ac.il/). ConSeq
programina gore ¢.4198G>A (p.V1400M) degisimi i¢in bu deger “8” olarak hesaplanmistir
ve proteinin bu bolgesinin korundugunu gostermektedir. Yine internet tabanli bir diger

program olan SIFT’de ise proteinlerdeki dizilerin benzerliklerine gére hesaplama yaparak

42




proteinde meydana gelen degisimin tolere edilip edilemeyecegi hakkinda tahmin
yiritilmektedir.  (http://sift.jcvi.org/). ¢.4198G>A (p.V1400M) degisimi igin bu
programda proteinin fonksiyonunu bozdugu ve tolere edilemeyecegi Ongorillmiistiir.
Ayrica €.4198G>A (p.V1400M) degisimi 86 saglikli kontrolde taranmis fakat bu degisime
rastlanmamustir. internet tabanli programlardan elde edilen bilgiler, proteinin bu bolgesinin
evrim boyunca korunmus olmas1 ve saglikli kontrollerde bu degisime rastlanmamis olmasi

degisimin bir mutasyon olma ihtimalini arttirmaktadir.

686 nolu ailede MYO15A geninin 12. ekzonunda etkilenmis bireylerde c¢.4441T>C
(p.S1481P) degisimi homozigot olarak bulunmustur. ConSeq programina gore ¢.4441T>C
(p-S1481P) degisimi icin bu deger “5” olarak hesaplanmistir. SIFT adli internet tabanh
programda ise ¢.4441T>C (p.S1481P) degisimi i¢in proteinin fonksiyonunu bozdugu ve
tolere edilemeyecegi Ongorilmistiir. Bu degisim 95 saglikli kontrolde taranmig fakat
hicbirinde gosterilememistir. Bu degisimin ailede tam dagilim gostermesi, saglikli
kontrollerde gosterilmemis olmasi degisimin mutasyon oldugunu diisiindiirmektedir ve

internet tabanli programlarda elde edilen sonuglar da bu goriisii desteklemektedir.

Cizelge 4.2. MYO15A genindeki Homo sapiens’te 1481. pozisyondaki serin (S) amino

asidinin diger tiirlerdeki aminoasit dizisi.

Homo sapiens WMEVLGFSSEDQDSIFRILASILHLGNVYFEKYETDAQEVAS..
Mus musculus .MEVLGFTSEDQDSIFRILASILHLGNVYFEKHETDAQEVAS..
Rattus norvegicus MEVLGFTSEDQDSIFRILASILHLGNVYFEKHETDAQEVAS..
Bos taurus MEVLGFSAEDQDSIFRILASILHLGNVYFEKDETDAQEVAS..
Canis lupus familiaris ..MEVLGFSGEDQDSTIFRILASILHLGNVYFEKYETDAQETAS..
Gallus gallus EVLGFSVDEQNSIFRILSSVLHLGNVYFEKYETDCQETIAT..
Danio rerio MEILHFSAEDQSGIFRVLSSILHLGNVFFERYETESQEVAS..
Tetraodon nigroviridis MENLRFTAEDQSAIFRVLSSILHLGNVYFQSHEADGQEVAS..
Acyrthosiphon pisum MOVLGFTSEEQDTIFRILASVLHLGNVYFHRKO...
Pediculus humanus corporis MQVLGFTNEEQDTIFRILASVLHLGNVYFHRKOQ...

Nasonia vitripennis MOVLGFTSEEQDTIFKILSSVLHLGNVYFHRKOQ...
Arabidopsis thaliana ..MDVVGISSEEQDATIFRVVASILHLGNIEFAK..

c.4198G>A (p.V1400M) ve ¢.4441T>C (p.S1481P) degisimleri Miyozin XVa proteininin
motor bolgesinde yer alirlar. Bu bdlge miyozin ailelerinin cesitliligi i¢in onemli bir
bolgedir (Probst vd 1998, Mermall vd 1998, Liang vd 1999) ve korunmus olan yapisal
elementler igermektedir (Friedman vd 1999, Krendel vd 2005). Bu nedenle MYO15A
geninde bu bolgede sensorindral isitme kayipl ailelerde, bir¢ok yanlis anlamli mutasyon

gosterilmistir (Garcia-Alvarez vd 2003, Nal vd 2007).
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555 nolu ailede MYO15A geninin 2. ekzonunda etkilenmis bireylerde c¢.867C>G
(p.Y289X) homozigot olarak bulunmustur. Bu degisim proteinin 289. aminoasitte
sonlanmasina ve proteinin giidik kalmasina, dolayisiyla fonksiyonunu yerine

getirememesine neden olmaktadir.

€.867C>G (p.Y289X) degisimi proteinin N-terminal bolgesinde yer alan ve prolince zengin
bir bolgeyi kodlayan 2. ekzonunda yer almaktadir, bu bolge diger miyozin proteinlerinde
yer almayan bir bolgedir (Sellers 2000). Yapilan son caligmalar N-terminal bolgesinin

normal isitme fonksiyonu i¢in gerekli oldugunu gostermistir (Garcia-Alvarez vd 2003).

Bu calismada MYO15A genini de i¢ine alan DFNB3 lokusunun bulundugu bolgede
mikrodizin analizine goére biiylik bir homozigot blok bulunan fakat MYO15A geninde
yapilan tarama sonucunda mutasyon bulamadigimiz iki aile (550 ve 780) vardir. Bu iki

ailedeki durumu agiklamak i¢in dort ihtimal bulunmaktadir:

1. MYO15A geni biiyiik oldugu igin SSCP metoduyla taranmistir ve bu metodun
giivenilirliginin yaklasik olarak %80 olmasi nedeniyle bu ailelerdeki mutasyonlar
tespit edilememis olabilir,

2. MYO15A geni etrafinda 3’ ve 5’ ucunda bulunan regiilator elemanlarda veya
intronlarda mutasyon olabilir,

3. Daha onceki caligmalarda da belirtildigi gibi DFNB3 lokusunda MYO15A geninden
baska bir sendromik olmayan otozomal resesif sagirlik geni daha bulunabilir (Belguith
vd 2009, Shahin vd 2009).

4. Ailelerde tespit edilen otozigozite yalnizca sans sonucu olabilir ve bu ailelerde baska

bir bolgede mutasyon bulunabilir.

Sonug olarak MYO15A geninde 8 ailede buldugumuz 5 degisiklik de ilk defa bu ¢alisma ile
gosterilmis ve bu ailelerde sendromik olmayan isitme kaybindan MYOZL15A genindeki

mutasyonlarin sorumlu oldugu gosterilmistir.

Daha onceki calismalarda Tiirkiye’deki ailelerde GJB2 genindeki mutasyon sikligi 0.189
olarak gosterilmistir (Tekin ve Arict 2007). Bu calismada ise Tiirkiye’deki otozomal
resesif sendromik olmayan isitme kayiplarinda GJB2 geni dislandiginda MYO15A
genindeki mutasyon sikligi 0.098 olarak bulunmustur. Boylece Tiirkiye’deki otozomal

resesif sendromik olmayan isitme kayiplarinda MYO15A genindeki mutasyon siklig:
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0.062°dir (%95 giivenlik aralig 0.020-0.105). Isitme kabi genlerindeki heterojenlik goz
oniinde tutuldugu zaman bu gendeki mutasyon sikligi oldukga énemli olmaktadir. Bu nedenle
bu ¢alisma ile bulunan mutasyonlar Tirk toplumu igin 6nem tasimaktadir. Bundan sonra
ozellikle ¢.5807_5813delCCCGTGGG (p.R1937fsX10) ve ¢.10002_10003dupCCGGCCC
(p-S3335£sX119) mutasyonlar1 otozomal resesif sendromik olmayan sensorinoral igitme kaybi
oldugu diistiniilen kisilerde GJB2 geninin ardindan oncelikle taranarak isitme kaybina neden
olan genin bulunmasi yoluna gidilebilir. Daha ilerideki calismalar ile isitme kayb1
agisindan Tirkiye i¢in 6nemli olan diger genler ve bu genlerdeki mutasyonlar gosterilerek

bir tan1 metodu olusturulabilir.
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EK
¢.5807 5813delCCCGTGG ve ¢.10002_10003dupCCGGCCC degisimleri i¢in korunmus
haplotipler.

Markerlar Kromozomal Lokalizasyon 679 747 762 553 719
rs2323659 15,237,661 AA - - AA BB
rs1971159 15,618,609 BB - - BB BB
D17S1857 16,355,942-16,356,318 177 177 177 - -
D17S2196 17,205,118-17,205,398 134 134 134 142 142
rs7946 17,350,285 BB - - BB BB
MYO15A 17,962,621-18,023,841 .5807_5813delCCCGTGG €.10002_10003dupCCGGCCC
rs1373147 20,147,237 AA - - AA AA
rs1589464 22,436,842 BB - - BB BB
rs1382048 22,760,245 BB - - AA AA
rs1382047 22,760,442 AA - - BB BB
rs1403322 22,802,254 BB - - BB BB
rs953113 22,839,015 AA - - AA AA
rs747959 23,026,451 BB - - AA AA
rs953527 23,092,869 AA - - BB BB
rs953528 23,092,917 AA - - BB BB
rs1388175 24,488,142 AA - - AA AA
rs2127001 25,122,345 AA - - AA AA
rs719601 25,755,541 - - - BB BB
rs1551359 26,887,999 - - - AA AA
rs223138 26,955,730 - - - BB BB
rs952581 27,014,232 - - - BB AA
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