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OZET

Sendromik Olmayan Otozomal Resesif Isitme Kayb1 ile lgili Yeni Genlerin
Ortaya Cikarilmasi

Isitme kayb1 diinya genelinde en sik gériilen duyusal bozukluktur. Dogustan veya dil
gelisimi Oncesi ortaya cikan igitme kaybi yaklasik her 1000 canli dogumda 1-2
goriilmektedir. Genetik nedenler dogustan isitme kayiplarinin yaklasik %50-60’1n1
olusturmaktadir. Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %30’una baska klinik
bulgular eslik etmekte olup bu olgular sendromik isitme kaybi olarak adlandirilir.
Sendromik olmayan olgularin yaklasik %80’inde otozomal resesif kalitim

bulunmaktadir. Sendromik olmayan igitme kaybi1 yapan 27 tane gen bulunmaktadir.

Bu calismada insanda isitme kaybi nedeni olabilecek dort aday genin (TMHS,
TRPAI, GJA7, SLC12A2) isitme engelli aileler taranarak, isitme kaybi geni olup

olmadiklariin ortaya konulmasi amaglanmistir.

Bu caligmaya anne baba arasinda akrabalik olan ve etkilenmis bireyde sendromik
olmayan dogustan veya dil gelisimi dncesi ortaya ¢ikan ileri ve ¢ok ileri sensorindral
isitme kaybi bulunan toplam 97 aile dahil edilmistir. Ailelerde GJB2 geni
mutasyonlar1 daha Once taranmis ve negatif bulunmustur. Ailelerden 66 tanesi

mikrosatellit belirtegleriyle ve 51 tanesi mikrodizin analiz yontemiyle taranmuistir.

TMHS geninde mikrodizin analizini takiben SSCP yapilmis ve herhangi bir degisim

saptanamamigtir.

TRPAI geninde p.Arg3Cys (c.7C>T) degisimi bulunmustur. Bu degisimin daha 6nce

bildirilmis bir polimorfizm oldugu goriilmiistiir.

GJA7 geninde aralarinda akrabalik olmayan iki ailede heterozigot p.Asp297Asn
degisimi saptanmistir. Bu degisim daha 6nce bildirilmemis olmasina ragmen farkl
tiirlerde korunmamis olmasi ve proteinin fonksiyonunu degistirmemesi nedeniyle

polimorfizm oldugu diistiniilm{istiir.
SLC12A42 geninde hi¢cbir DNA degisikligi saptanmamustir.

Sonug olarak TMHS, TRPA, GJA7ve SLC12A2 genleri sensorindral otozomal resesif

isitme kaybinin yaygin nedenleri arasinda sayilamaz.

Anahtar Sozciikler: Isitme kaybi, TMHS, TRPAI, GJA7, SLCI2A42, SNP,

mikrosatelit, mikrodizin
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ABSTRACT
Identifing Novel Genes for Non Syndromic Autosomal Recessive Deafness

Hearing loss is the most common sensoineural disorder. Congenital or prelingual
hearing loss occurs approximately in one case per 1000 live births. Genetic causes
account for 50%of cases. Additional findings are present in 30%o0f cases, which are
referred to as having syndromic deafness. Autosomal recessive transmission occurs
in 80%of hereditary deafness. To date, 27 genes, in which mutations are responsible

for autosomal recessive deafthess have been identified.

We aimed to identify novel genes for non-syndromic autosomal recessive deafness
by searching four candidate genes (TMHS, TRPAI, GJA7, SLCI2A2) in deaf
families.

Ninety-seven families with parental consanguinity segregating autosomal recessive
profound prelingual deafness were included in this study. Mutations in GJB2 were
screened and found to be negative in all families. Homozygous run flanking the four
studied genes were evaluated with microsatellite and single nucleoted polymorphism

(SNP) genotyping in 66 and 51 families respectively.

Microstellite followed by SSCP and no change was found in TMHS gene.A
homozygous p.Arg3Cys (c.7C>T) change was found in TRPAI gene. However it was

assensed to be a polymorphism based on previously reported studies.

Heterozygous p.Asp297Asn (c.889G>A) was detected in GJA7 gene in two unrelated
families. Although this change has not been reported earlier, it was considered to be a
polymorphism because this position is not conserved in different species and the
amino acid change was not assensed to be not significant for the alteration of protein

function.
No DNA sequence change was found in the SLC/242 gene.

In conclusion TMHS, TRPA1, GJA7 and SLC12A42 genes are not a common cause of

autosomal recessive sensorineural hearing loss.

Key Words: Hearing loss, TMHS, TRPAI, GJA7, SLC1242 SNP, microsatellites,

microarray.
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1.GIRiS

Isitme kayb1 diinya genelinde en sik goriilen duyusal bozukluktur. Dogustan veya dil
gelisimi Oncesi (prelingual) ortaya ¢ikan isitme kaybi kisilerin egitim ve ¢evresiyle olan
iletisiminde zorluklara yol acarken daha sonra (postlingual) ortaya c¢ikan isitme kaybi
kisilerin yasam kalitesini diisiirmektedir. Toplumlar arasinda farklilik gostermekle birlikte
dogustan ortaya c¢ikan isitme kaybi yaklasik olarak her 1000 canli dogumda 1-2
goriilmektedir (Nance 2003).

Isitme kayb1 etiyolojik olarak heterojen bir olgu olup bircok genetik ve cevresel faktor
isitme kaybina neden olabilmektedir Genetik nedenler dogustan isitme kayiplarinin
yaklagik %50-60’1m1 olusturmaktadir. Kaliim sekline veya isitme kaybinin fenotipe
yansimasina gore sendromik igitme kaybi ve sendromik olmayan isitme kaybi olarak
siiflandirilabilir.  Genetik isitme kayiplarinin %70-80°’1 sendromik olmayan isitme
kayiplaridir. Isitme kayiplarmin  %80’ini ise otozomal resesif isitme kayiplari

olusturmaktadir (Morton ve Nance 2006).

Genetik nedenli isitme kayiplari icerisinde GJB2 (connexin 26) mutasyonlar1 beyaz irkta
en onemli yeri tutmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalar genetik nedenlerin siklig1 ve
dagiliminin neredeyse her toplumda farkli oldugunu gostermektedir. Tiirkiye’de otozomal
resesif kalitimin genetik nedenli isitme kayiplarinin %90’dan fazlasinda etkili oldugu
gosterilmistir. Bu genetik nedenler arasinda GJB2 mutasyonlar1 yaklasik %20’lik payla en
biiyiik yeri tutmaktadir (Tekin ve Arici 2007). Bugiine kadar GJB2 geni disinda sendromik

olmayan otozomal resesif isitme kaybina yol acan toplam 26 gen daha tanimlanmuistir.

Bu c¢alismada insanda isitme kaybi nedeni olabilecek dort aday genin (TMHS, TRPAI,
GJA7, SLCI242) isitme engelli aileler taranarak, otozomal resesif sendromik olmayan

isitme kayb1 geni olup olmadiklarinin ortaya konulmasi amaglanmistir.



1.1. GENEL BILGILER
1.1. 1. Isitme Mekanizmasi

Isitme ve denge islevlerinden sorumlu olan kulak ii¢ ana bdliimden olusmaktadir. Yap1 ve
gorev bakimindan birbirinden farkli olan bu béliimler dis kulak (auris externa), orta kulak

(auris media) ve i¢ kulak (auris interna)tir. (Sekil 1.1)

Dis kulak; kulak kepgesi (auricula) ve dis kulak kanalindan olusur. Kulak kepcesi
tarafindan toplanan ses dalgalar isitme kanalindan gecerek, dis isitme kanali ile isitme
kemiklerinin bulundugu timpanik boslugu birbirinden tamamen ayiran kulak zarina
(timpanik zar) iletilir. Kulak zari, ses dalgalarini degistirmeden hava ile dolu olan orta

kulaga iletir.

\ Vestibuler aygit
: 5 |

Semisirkuler kanallar

Vestibul Endolenfatik kanal

Vestibller sinir
Timpanik
membran

./

Kohlea

Isitme kanal

Orta kulak

i

Sekil 1.1: Kulagin anatomik yapisi. (Morton ve Nance 2006)’dan degistirilerek alinmistir)

Oztaki tupl

Orta kulak; ¢ekic (malleus), ors (incus), iizengi (stapes) adi verilen ii¢ hareketli isitme
kemikgiginden olusur. Orta kulaktaki ¢ekic kemikg¢iginin tabani kulak zarinin i¢ yiizeyine,

{izengi kemikg¢iginin taban1 oval pencereye baglidir. Ors kemikgigi hem



cekic hem iizengiyle temas halindedir. Kemikler arasinda eklem yerleri vardir. Bu ii¢
kemik kulak zarindan oval pencereye kadar bir zincir olusturur. Bu kemikgikler zinciri,
kulak zarinin i¢ kulaga olan hareketlerini yoneten bir kaldirag mekanizmasi olusturur.
Kulak zarinda olusan ses titresimleri iizengi kemik¢iginin tabanina iletilir. Oval pencere bu
sayede i¢e ve disa dogru hareketler olusturur. Boylece kulak zar1 ve kemikleri havadaki

titresimleri i¢ kulagin s1vi ortamina tasiyan bir doniistiirme gorevi yaparlar (Petit vd 2001).

I¢ kulak zars1 ve kemiksi labirent adi1 verilen i¢i siv1 dolu, iki yapidan olusur. Kemiksi
labirent perilenf sivisiyla, zarsi labirent ise endolenf sivisiyla doludur. Kemiksi labirent;
kohlea, yarim daire kanallar1 ve bu kanallarin yapisinda bulunan utrikul ile sakkulu i¢eren
vestibiil (denge organi) aygitindan olusur Kohlea, 35 mm boyunda kivrim yapan sarmal bir
tiiptiir. Bag dokusundan olusan baziller membran ve ince zar seklindeki Reissner membran
kohleay1 uzunlugu boyunca ii¢ bolmeye ayirmaktadir. Ortadaki bélme “scala media” adini
alir ve isitme reseptorii olan corti organini tasir. Skala medianin bir tarafinda skala
vestibuli diger tarafinda skala timpani bulunur. Skala media endolenfle, skala vestibuli ve
skala timpani perilenfle doludur. Perilenf ve endolenfin iyonik kompozisyonu birbirinden
farklidir. Endolenf yiiksek K™ (150 mM), diisiik Na" (1 mM), az miktarda Ca"" (0,02 mM)
konsantrasyonuna sahiptir. Perilenf plazmaya benzer sekilde, diisiik K™ (3,5 mM), yiiksek
Na’ (140 mM) ve endolenfden daha yiiksek miktarda Ca”™ (1 mM) konsantrasyonu
icermektedir (Petit vd 2001). Endolenfin perilenfden farkli olan iyon konsantrasyonu
kohlear kanalin yan duvarinda bulunan stria vaskiilarisin marjinal hiicreleri tarafindan

saglanmaktadir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2: I¢ kulagin yapisi. (Morton ve Nance 2006)’dan alinmustir)

Isitme sisteminin en dénemli eleman1 corti organi olup, reseptdrlere sahip tily hiicreleri
igerir. Bu tiiy hiicreleri iki tip olup, i¢ tiiy hiicresi (IHC) ve dis tiiy hiicresi (OHC) olarak
adlandirilir. Bir sira halinde bulunan i¢ tiiy hiicreleri, akustik sinire ve isitme korteksine
sinyaller ileten reseptor hiicreleridir. Ug sira halinde bulunan dis tily hiicreleri ise hem
sensOr elemanlarina hem de alinan sesleri arttirarak isitmenin hassasiyetine ve frekans
seciciligine katkida bulunan motor elemanlara sahiptir. Dis tiiy hiicreleri akustik olarak

uyarildiklarinda uzayip biiziilme 6zelligine sahiptir.

Ses dalgalarinin mekanik etkisi perilenf icinde s1v1 dalgalanmasina neden olur. Perilenfteki
dalga hareketi endolenfe yansir ve tektoral membranda titresimlere yol agar. Tektoral
membrandaki titresimlerden dolay1 stereosiller biikiiliir. Boylece stereosillerin tepe
uglarinda bulunan harekete duyarli (mekanosensitif) katyon kanallar1 acgilir ve potasyum
(K") agisindan zengin endolenften hiicre igine dogru potasyum akisi baslar ve hiicreler
depolarize olur. Bu durum hiicrenin bazolateral kismindaki kalsiyum (Ca™") kanallarmi
aktive eder. Hiicreye giren kalsiyum iyonlar1 akustik siniri aktive eden norotransmitterlerin
salinimini tetikler. Boylece mekanik enerji kohlear sinire aktarilan elektrik enerjisine

dontismis olur (Willems 2000).



Normal isitmenin devami icin tiily hiicrelerinde aksiyon potansiyeli olusturan K"
iyonlarinin endolenfe geri donmesi gerekmektedir. Hiicrede kalsiyum miktarinin artmast,
kalsiyuma duyarli potasyum gecis yollarin1 acar; potasyum iyonlar1 hiicreden disari
cikarlar (Noyan 1999). Bu geri dénii sirasinda K~ iyonlari ilk olarak tily hiicrelerinin
bazolateral kismindaki kanali gegerler. Burada iyonlarin hiicreler arasi gecisi aralikli
birleskeler (gap junction) ile saglanir. Stria vaskularise gelen iyonlar voltaj kapili

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

1.1.2. Isitme Kaybinin Simiflandirilmasi

Memelilerde isitmenin normal olarak saglanmasi isitme sisteminin iki temel fonksiyonu
olan mekanik ve elektrokimyasal fonksiyonlarmin devamliligmna bagldir. Oncelikle ses
direkt olarak kohleaya ulastirilmali, orada frekans yoniinden analiz edilmeli ve kohlear tiiy
hiicrelerinin osilasyonunu saglamalidir. Ardindan kohlear tiiy hiicrelerinin osilasyonu
elektrokimyasal sinyallere doniistiiriilmelidir. Isitme sistemindeki herhangi bir yapmin
fonksiyon bozuklugu veya tahribat1 isitme kaybi ile sonuglanir. Isitme kaybinin diinya

capinda yaklasik 70 milyon insani etkiledigi bilinmektedir (Eisen ve Ryugo 2007).

Isitme kayb1 cevresel veya genetik faktdrlerin veya her ikisinin birlikte etkisi sonucu ortaya
cikabilir. Cevresel nedenli isitme kayiplari, toplam isitme kayiplarinin %40-50 sini
olusturmaktadir. Isitme kaybina yol acan cevresel faktorler arasinda, erken dogum, diisiik
dogum agirligi, farmakolojik ototoksisite, dogum Oncesi gecirilmis rubella veya
sitomegaloviriis gibi enfeksiyonlar, kafa travmalari, dogum sonrasi sepsis veya menenyjit

gecirilmesi ve subaraknoid kanama sayilabilir. (Tekin 2002; Morton ve Nance 2006).

Klinik olarak iki tip isitme kaybindan sdz edilmektedir. Iletim tipi isitme kayb1 isitme
prosesinin mekanik kolundaki fonksiyon bozukluklarina bagl olarak gelisir. Bu tip isitme
kaybmma orta kulak patolojileri, timpanik membran perforasyonu, kemikgiklerin
hastaliklari, orta kulak enfeksiyonlari neden olabilir. Sensorinoéral isitme kaybi ise
elektrokimyasal koldaki fonksiyon bozukluklar1 olup; i¢ kulak, duyu sinirleri veya merkezi
sinir sistemindeki hasarlar sonucu ortaya ¢ikar. Her iki tipin birlikte goriildiigii olgular ise

karisik tip isitme kayb1 olarak adlandirilir (Eisen ve Ryugo 2007).



Baslangi¢ yasina gore isitme kayiplart; dogustan (konjenital), erken baslangicli (prelingual)
ve ge¢ baslangicli (postlingual) isitme kaybi olmak iizere {i¢ tiptir. Prelingual (dil gelisimi
Oncesi- 5 yasma kadar) donemde ortaya cikan isitme kayiplar1 otozomal dominant,
otozomal resesif, X e bagl veya mitokondrial kalittm gdsterebilmekte fakat postlingual
donemde (dil gelisimi sonrasi) ortaya ¢ikan isitme kayiplar1 genellikle otozomal dominant

kalitim gostermektedir (Finsterer ve Fellinger 2005).
Odyolojik bulgularina gore bes tip isitme kaybindan s6z edilmektedir (Petit 2006).

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

2-Orta dereceli isitme kayb1, 41-55 dBHL (karsilikli konugmalar1 duyamazlar)
3-Orta-ileri derceli isitme kayb1, 56-70 dBHL

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

5-Cok ileri igitme kaybi, >90 dBHL (hi¢ ses duyamazlar).

Isitme kayiplari progresyonuna gore; ilerleyici isitme kaybi, ilerleyici olmayan isitme

kayb1 ve degisken progresyon gosteren isitme kayb1 olmak iizere 3 gruba ayrilir.

Isitme kayiplar1 kalitim sekline gore; tek genli kalitim, ¢ok genli kalitim olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Tek genli kalitim otozomal resesif (%77-88), otozomal dominant
(%10-20), X’e baghh (%1-2) ve mitokondrial (%0-20) olarak tanimlanmis olup
mitokondrial kokenli isitme kayiplarinin sikligi toplumlara gore olduk¢a degiskendir

(Nance 2003).

Isitme kayb1 fenotipe yansimasia gore sendromik (%30-40) ve sendromik olmayan (%60-

70) isitme kaybi1 olarak ikiye ayrilmaktadir (Morton ve Nance 2006).

1.1.3. Sendromik Isitme Kaybi

Isitme kaybia baska patolojik organ veya laboratuar bulgularmin eslik ettigi durumlarda
sendromik isitme kaybindan sz edilmektedir. Isitme kaybina bobrek, géz, pigment, sinir,
iskelet anomalileri ve sa¢ kaybi gibi bulgularin eslik ettigi 400°den fazla sendrom

tanimlanmistir (Nance 2003).



Sendromik isitme kayiplart otozomal resesif, otozomal dominant, X’e bagli veya
mitokondrial kalitim gdsterebilmektedir. Birgok sendromda isitme kayb1 orta diizeyde veya
degisken bir bulgu olup, bir kisminda da oldukg¢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 2002;

Nance 2003).

Baz1 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).

1.1.4. Sendromik Olmayan Isitme Kaybi

Sendromik olmayan isitme kayiplarina kulak ve vestibuler sistem hastaliklar1 disinda bagka
bir laboratuar bulgusu veya klinik bulgu eslik etmemektedir. Sendromik olmayan isitme
kaybina neden olan gen lokuslar1 ““ DFN*’ seklinde gosterilmektedir. DFNA otozomal
dominant, DFNB otozomal resesif ve DFN X’e bagl kalittm gosteren lokuslari

belirtmektedir (Willems 2000).

Sendromik olmayan isitme kaybina neden olan genler oldukca genis bir heterojeniteye
sahiptir. Bu genlerin bir kismi1 hem otozomal resesif hem de otozomal dominant isitme
kayb1 ile iliskilendirilmistir. Bu genler arasinda TECTA, GJB2, GJB6, TMCI, MYO6
sayilabilir (Petersen ve Willems 2006).

Baz1 genlerdeki mutasyonlar ise hem sendromik hem de sendromik olmayan isitme
kaybina yol agabilmektedir. Bu genler arasinda MYO74 (Usher 1B), GJB2 (Vohwinkel
Sendromu, Palmoplantar kerotoderma- isitme kaybi, Keratitis-ichthyosis-igitme kaybi-
KID), CDH23 (Usher 1D), MYO7A (Usher 1B) ve SLC26A44 (Pendred Sendromu), GJB6

yer almaktadir.



Bugiine kadar sendromik olmayan isitme kaybi nedeni olan 21 otozomal dominant, 27

otozomal resesif ve 1 X’e baghh gen tanimlanmistir. Bu genler Cizelge 1.1.°de

gosterilmistir.

Cizelge 1.1: Sendromik olmayan isitme kayb1 yapan genler (www.webhost.ua.ac.be/hhh/)

Lokus ad1 Gen Kromozamal lokalizasyon Kalitim Modeli Referans

Yok CRYM Otozomal dominant (Abe vd 2003)

DFNA1 DIAPHI1 5q31 Otozomal dominant (Lynch vd 1997)

DFNA2 GJB3 (Cx31) 1p34 Otozomal dominant (Xia vd 1998)

DFNA2 KCNQI1 1p34 Otozomal dominant (Kubisch vd 1999)

DFNA3 GJB2(Cx26) 13q12 Otozomal dominant (Kelsell vd 1997)

DFNA3 GJB6(Cx30) 13q12 Otozomal dominant (Grifa vd 1999)

DFNA4 MYH14 19q13 Otozomal dominant (Donaudy vd 2004)

DFNAS DFNAS Tpl5 Otozomal dominant (Van Laer vd 1998)
DFNAG6/14 WES1 4p16.3 Otozomal dominant (Bespalova vd 2001; Young vd 2001),
DFNASg/12 TECTA 11q22-24 Otozomal dominant (Verhoeven vd 1998)
DFNA9 COCH 14q12-q13 Otozomal dominant (Robertson vd 1998)
DFNAI10 EYA4 6q22-q23 Otozomal dominant (Wayne vd 2001)

DFNAI11 MYO7A 11q12.3-q21 Otozomal dominant (Liu vd 1997)

DFNA13 COLLI1A2 6p21 Otozomal dominant (McGuirt vd 1999)
DFNAI15 POU3F4 5q31 Otozomal dominant (Vahava vd 1998)

DFNA17 MYH9 22q Otozomal dominant (Lalwani vd 2000)
DFNA20/26 ACTG1 17925 Otozomal dominant (van Wijk vd 2003; Zhu vd 2003)
DFNA22 MYO6 6ql3 Otozomal dominant (Melchionda vd 2001)
DFNA28 TFCP2L3 8q22 Otozomal dominant (Peters vd 2002)

DFNA36 TMC1 9q13-q21 Otozomal dominant (Kurima vd 2002)

DFNA39 DSPP 4q21.3 Otozomal dominant (Xiao vd 2001)

DFNA48 MYOIA 12q13-q14 Otozomal dominant (Donaudy vd 2003)

Yok PRES (Prestin) 7q21.1 Otozomal resesif (Ahmed vd 2003)

DFNBI GJB2 (Cx26) 13ql1-q12 Otozomal resesif (Kelsell vd 1997)

DFNBI GJB6(Cx30) 13q12 Otozomal resesif (del Castillo vd 2002)
DFNB2 MYO7A 11q Otozomal resesif (Liu vd 1997; Weil vd 1997)
DFNB3 MYO15A 17pl11.2 Otozomal resesif (Wang vd 1998)

DFNB4 SLC26A4 7q31 Otozomal resesif (Robertson vd 1998)
DFNBS5 TMIE 3p21 Otozomal resesif (Naz vd 2002)

DFNB7/11 TMC1 9q13-q21 Otozomal resesif (Kurima vd 2002)
DFNB8/10 TMPRSS3 21q22.3 Otozomal resesif (Scott vd 2001)

DFNB9 OTOF 2p23-p22 Otozomal resesif (Yasunaga vd 1999)
DFNBI12 CDH23 10q21-q22 Otozomal resesif (Bork vd 2001)

DFNBI16 STRC 15q15 Otozomal resesif (Verpy vd 2001)

DFNBI18 USHIC 11pl5.1 Otozomal resesif (Ahmed vd 2002; Ouyang vd 2005)
DFNB21 TECTA 11q22-q24 Otozomal resesif (Mustapha vd 1999)
DFNB22 OTOA 16p12.2 Otozomal resesif (Zwaenepoel vd 2002)
DFNB23 PCDHI15 10q21-q22 Otozomal resesif (Ahmed vd 2003)

DFNB24 RDX 11q.23 Otozomal resesif (Khan vd 2007)
DFNB28 TRIOBP 22ql13.1 Otozomal resesif (Riazuddin vd 2006; Shahin vd 2006)
DFNB29 CLDN14 21q22.3 Otozomal resesif (Bork vd 2001)

DFNB30 MYO3A 10p11.1 Otozomal resesif (Walsh vd 2002)

DFNB31 WHRN 9q32-q34 Otozomal resesif (Mburu vd 2003)

DFNB35 ESRRB 14q24.3-q34.12 Otozomal resesif (Collin 2008)

DFNB36 ESPN 1p36.3-p36.1 Otozomal resesif (Naz vd 2004)

DFNB37 MYO6 6ql3 Otozomal resesif (Ahmed vd 2003)

DFNB49 TRIC 5q12.3-ql4.1 Otozomal resesif (Riazuddin vd 2006)
DFNBS53 COLI11A2 6p21.3 Otozomal resesif (Riazuddin vd 2006)
DFNB59 PJVK 2q31.1-q31.3 Otozomal resesif (Delmaghani vd 2006)
DFNB67 TMHS 6p21.3 Otozomal resesif (Shabbir vd 2006)

DFN3 POU3F4 Xq21.1 X’e baglt (de Kok vd 1995)

1.1.5. Sendromik Olmayan Otozomal Resesif Isitme Kaybi

Bugiine kadar insanda otozomal resesif isitme kaybi ile iliskilendirilmis 27 gen

tanimlanmustir.




1.1.5.1. Prestin (SLC26A5) Geni

Insan SLC26A5 geni 7q22.1°de lokalize olup 21 ekson icermektedir. Prestin soliit tasiyic
(SLC) gen ailesi 26’ya dahil olup anyon-transporter baglantili bir protein kodlamaktadir.

Prestin kohlear dis tiiy hiicrelerinin motor proteinidir (Petersen ve Willems 2006).

Bugiine kadar yanlizca iki ailede mRNA’nin kirpilmasini bozdugu diisiiniilen bir mutasyon
tanimlanmistir. Ancak bu mutasyonun heterozigotluk oranit %3 oldugundan patojenitesi

kesinlik kazanamamistir (Liu vd 2003).

1.1.5.2. GJB2 Geni

DFNBI lokusu yapilan baglanti analizleri sonucu anne ve babanin birbiri ile akraba
oldugu, dogustan ilerleyici isitme kayipli iki Tunuslu ailede 1994 yilinda 13q12 bolgesine
haritalanmigtir. 1997 yilinda da sorumlu gen olan gap-junction beta 2 (GJB2; konneksin 26
proteinini kodlar) isitme kayiph ii¢ Pakistanl ailede tanimlanmistir. GJB2 geni kodlayan
tek bir ekson igerir (Petersen ve Willems 2006).

Konneksinler integral membran proteinleri olup doért membran gecen bdlge igeren “gap
junction” kanallaridir. Bu kanallar potasyum, kalsiyum ve kiigiik sinyal molekiillerinin
gecisine olanak saglarlar. GJB2 gen firiinii olan konneksin 26 proteini (226 amino asitten
olusur), K iyonunun tily hiicrelerinden stria vaskiilarise geri déniisiimiinii saglayan

hiicreler aras1 kanallar1 olusturur ve bu sayede K endolenfe geri pompalanabilir.

GJB2 gen mutasyonlar1 sendromik olmayan otozomal resesif ve sporadik isitme
kayiplarinin en 6nemli nedenidir. Diinya genelinde dogustan sendromik olmayan otozomal
resesif isitme kayipli bireylerin %20 kadar1 bu gende mutasyon tagimakla birlikte bu oran
Amerika Birlesik Devletleri, Avrupa ve Avustralya’da %50 lere cikabilmektedir. Israil,
Asya ve Latin Amerika iilkelerinde ise GJB2 geninde mutasyon siklig1 diistiktiir (Finsterer
ve Fellinger 2005). Tiirk toplumunda bu gen mutasyonlar1 diinya geneline benzer bir
sekilde yaklasik %20’lik bir oran olusturmaktadir (Tekinvd 2001; Tekinvd 2003; Tekinvd
2005). GJB2 gen mutasyonlarinin dagilimi etnik spesifiktir. 35delG mutasyonu Avrupa
kokenli bireylerde en yaygin mutasyonken (%70), 167delT Askenazi Yahudilerinde ve
235delC mutasyonu Asya kokenli bireylerde yaygin olarak goriiliir. Sik olmamakla birlikte



baz1 GJB2 mutasyonlar1 sendromik olmayan otozomal dominant (DFNA3) isitme kaybina

yol agmaktadir (Finsterer ve Fellinger 2005).

Bu gende bugiline kadar 150°den fazla islev bozucu mutasyon tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.3. GJB6 Geni

GJB6 geni 13q12 kromozom bolgesine haritalanmis olup konneksin ailesinin diger bir
tiyesi olan konneksin 30’u (261 amino asitten olusur) kodlamaktadir. Konneksin 30, Cx26
ile %77 oraninda amino asit benzerligi gostermektedir. Bu gendeki mutasyonlar DFNA3,
DFNBI ve GJB2 mutasyonlari ile birlikte KID sendromuna neden olmaktadir. Bu gendeki
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan otozomal resesif isitme kaybi dogustan olmakla beraber
ilerleyici tipte de olabilir. GJB6 geninde mutasyon tasiyan hastalarda herhangi bir

radyolojik ve vestibiiler bulgu tespit edilmemistir (Finsterer ve Fellinger 2005).

Farkli toplumlarda GJB2 mutasyonu heterozigot olan isitme engellilerin %10-42’sinde
GJB6 genini igine alan heterozigot delesyonlar tanimlanmistir (del Castillo vd 2002). Bu
delesyonlar disinda bu gende tanimlanan bir yanlis anlamli mutasyon otozomal dominant

isitme kaybina neden olmaktadir (Grifa vd 1999).

1.1.5.4. MYO7A4 Geni

DFNB2 lokusu ilerleyici isitme kaybina sahip aralarinda akraba evliligi olan Tunus’lu bir
ailede 11q13.5’e haritalanmistir. Ayn1 zamanda Usher Sendromu tip 1’in otozomal resesif
formundan sorumlu olan ve bu bodlgede haritalanan gen MYO74 olup bu gen kasa ait
olmayan myozin agir zinciri 7A’y1 kodlamaktadir. Bu protein 2215 amino asitten olusur.
Klasik olmayan miyozin yapisindadir. Bu genin kodlayan 48 eksonu olup en biiyilik
transkripti 7.4kb biiyiikliigiindedir Tiim miyozinler ortak bir yapisal organizasyona sahip
olup, korunmus NH; terminal motor bolgesi onu takip eden ¢esitli sayida hafif zincir
baglama motifi(IQ) ve bir kuyruk igerirler. MYO7A4’nin ekpresyonu insan ve farede retina

ve kohleay1 da i¢ine alan pek ¢ok dokuda tespit edilmistir. Fare embriyosunda i¢ kulakta
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yalnizca kohlear ve vestibiiler tily hiicrelerinde eksprese olmaktadir (Petersen ve Willems

2006).

Bu gende bugiine kadar 91 tane mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan 80 tanesi
Usher sendromu 1b’ye, 4 tanesi sendromik olmayan otozomal dominant isitme kaybina, 4
tanesi sendromik olmayan otozomal resesif isitme kaybina yol agmaktadir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.5. MYO15A4 Geni

Bu gen biiyilk bir Pakistanli ailede 17p11.2’¢ ve DFNB3 lokusunda haritalanmistir.
MYOI54 geni 66 ekson igcermekte olup miyozin-15A proteinini kodlamaktadir.
MYOI154 min i¢ kulakta ekspresyonu kutikular plak tlizerinde yer alan tiiy hiicreleri ile
siirlt olup MYO15A4 tiiy hiicrelerinde aktin organizasyonu i¢in gereklidir (Piatto vd 2005).

MYOI54 genindeki mutasyonlarin Pakistan’da otozomal resesif isitme kaybinin %5’inden
sorumlu oldugu belirlenmistir (Petersen ve Willems 2006). Bu gende bugiine kadar 6 tane
yanlis  anlamli/anlamsiz, 1 kirpilma  bolgesi  mutasyonu  tanimlanmigtir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.6. SLC26A44 Geni

Bu gen 7q31 bolgesine haritalanmis olup trans-membran klor-iyon tasiyicist olan,
bobrekler, tiroid ve i¢ kulakta eksprese olan pendrin proteinini kodlamaktadir. Bu protein
12 membran gecen bolgesi icermekte olup 780 amino asitten olusur ve 86 kDa

agirhigindadir (Kopp 1999).

SLC26A44 kohleada temek olarak endolenf geri emiliminin oldugu bolgede eksprese
olmaktadir. Buna bagh olarak SLC26A44 mutasyonlarinin endolenf s1vi dengesini bozdugu
tespit edilmistir. Bu gendeki mutasyonlar DFNB4 ve Pendred Sendromu’na yol agar

(Mitchem, Hibbard et al. 2002).
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Pendred Sendromu ilk olarak 1896 yilinda tanimlanmis olup sensorindral igitme kaybi ve
guatr ile karakterizedir. Bu sendromun dogustan igitme kayiplarinin %1-8’inden sorumlu
oldugu tespit edilmistir. Pendred Sendromu’nda isitme kaybi bilateral tipte olup bazi
kohlear bozukluklar goriiliir. Bu bozukluklar genislemis vestibiiler kanallar ve kohlear

displazidir. (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/; Mitchem vd 2002)

Bugiine kadar bu gende 78 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 22 kirpilma bdlgesi, 16 delesyon
ve 9 insersiyon mutasyonu tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan 69 tanesi Pendred
sendromuna, 16 tanesi ise genislemis vestibiiler kanala yol ag¢maktadir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.7. TMIE Geni

Bu gen insanda kromozom 3p ye haritalanmis olup DFNB6 bdlgesinde lokalizedir ve 4
eksondan olusup 156 amino asitlik bir protein kodlamaktadir. Amino asit dizisi %92
oraninda fare homologuna benzemektedir. Northern blot analizi bu genin bir¢ok insan
dokusunda ifade oldugunu ve yaklasik 2.5 kb’lik transkripte sahip oldugunu
gostermektedir. Sekans analizleri, hiicre i¢i N-terminali, 2 transmembran bolgesinin hiicre

dist ilmek ve hiicre i¢i C-terminali ile ayrildigini 6ngérmektedir.

TMIE (Trans Membran Inner Ear expressed) geni transmembran i¢ kulak proteini isimli
bir protein iiretmektedir. Bu proteinin tam islevi heniiz bilinmemektedir. Ancak normal
duyma isleminde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. 7MIE nin birincil sekansi proteinin
belirgin bir biyokimyasal islevini gostermemektedir. Ancak bu gendeki islev kaybeden
mutasyonlar insanda ve farede isitme kaybina sebep olmaktadir. Etkilenmis spinner
faresindeki i¢ kulak patolojisi 7MIE’nin normal bir dogum sonrasi olgunlagma sirasinda
kohleadaki duyusal tiiy hiicrelerinin gelisimi i¢in gerekli oldugunu gostermektedir

(Mitchem vd 2002).

Bu gende 3 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 1 delesyon ve 1 insersiyon/delesyon mutasyonu

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).
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1.1.5.8. TMC1 Geni

Bu gen insanda 9. kromozomda q13-g21 bélgesinde lokalizedir. Bu genin hem otozomal
dominant (DFNA36) hem de otozomal resesif (DFNB7/DFNBI11) isitme kayb1 yaptigi
gosterilmistir. Bu gen 2,283 niikleotid icermektedir ve proteini 87-kD biiyiikliigiindedir. Bu
gen lirlinii olan protein ¢ok geg¢isli bir transmembran proteinidir. Protein 6 transmembran

bolgesi ve sitoplazmik yonelimli N ve C terminali icermektedir.

TMC1 (TransMembrane Cochlear expressed gene) cDNA’sinin genomik sekansi, bu genin
ekzon 5°deki kodlayan metiyonin kodonunun iist kismindaki 4 ekzonla birlikte en uzun m-
RNA’y1 kodlayan 24 ekzonu oldugunu gostermektedir. islevi bilinmeyen bu protein yapisi
bilinen higbir proteine benzerlik gostermemektedir. Proteindeki TMC bolgesi adi verilen

ve iglevi bilinmeyen bolge tiim TMC’lerde benzerdir (Kurima vd 2002).

Resesif allellerdeki islev bozucu TMCI mutasyonlar1 dil gelisimi Oncesi ve siddetli
DFNB7/B11 isitme kaybina neden olur (Kurima vd 2002; Kalay vd 2005). Aksine TMC1
DFNA36 lokusunda sadece belirtilmis bir ailede dil gelisimi oncesi ve dil gelisimi
sonrasindaki ilk 10 yillik donemde ¢ok ileri isitme kaybi yapan bir yanlis anlamh

mutasyonla birlikte seyretmektedir (Makishima vd 2004).

Bu gende 10 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 2 delesyon ve 3 kirpilma bdlgesi mutasyonu

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.9. TMPRSS3 Geni

Bu gen 21g22.3 kromozom boélgesinde yer almakta olup bir trans-membran serin proteaz
(TMPRSS3, ECHOSI) proteini kodlamaktadir. 7TMPRSS3 Corti organinin destek hiicreleri
ve stria vaskiilariste eksprese olmaktadir. Bu gendeki mutasyonlar DFNB8/DFNBI10 dan

sorumludur. Bu gen 13 ekson icermektedir (Finsterer ve Fellinger 2005).

Yapilan ¢alismada, TMPRSS3 mutasyonlarinin 2 formda otozomal resesif isitme kaybi
yaptig1 gosterilmistir. Bir Pakistanli ailede ¢ocukluk yasta baslayan resesif isitme kaybi
DFNBS8 lokusunda gosterilmistir ve 4. intronda bir kirpilma bolgesi mutasyonu

tanimlanmistir. Bir Filistinli ailede ise g¢ocukluk yasta baglayan resesif isitme kaybi
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DFNBI10 lokusunda gosterilmistir ve 8 kb’lik bir delesyon ve 18 beta satelit tekrar

monomer insersiyonu tanimlanmistir (Scott vd 2001).

Bu gende 10 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 1 delesyon, 1 kirpilma bdlgesi ve 1 insersiyon

mutasyonu tanimlanmigtir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.10. OTOF (otoferlin) Geni

Bu gen 2p23-22 kromozom bolgesi ve DFNB9 lokusuna haritalanmistir. OTOF geni
kodlayan 48 ekson igermekte olup 1997 amino asitlik otoferlin proteinini kodlamaktadir.
Otoferlin, C terminalinde bir trans-membran bdlgesi igerir. Proteinin geri kalan1 stoplazmik
lokalizasyonlu olup, Ca’" iyonlarmi baglayan C2 bolgesi icerir. Yapilan calismalarda
OTOF’un Corti organindaki i¢ tiiy hiicrelerinde utrikulus ve sakkulusta ifade oldugu

gosterilmistir.

OTOF mutasyonlar1 sendromik olmayan, otozomal resesif isitsel noropatili hastalarda da
tanimlanmis olup isitme kaybi degisik diizeylerde olabilmektedir. Bu hastalar normal

otoakustik emisyon gosterirler. (Petersen ve Willems 2006).

Bu gende 13 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 2 delesyon ve 4 kirpilma bdlgesi mutasyonu

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.11. CDH23 Geni

CDH?23 geni DFNBI12 lokusunda ve 10g21-22 kromozom bdélgesine haritalanmistir. Bu
gen 70 ekson igermekte olup 3353 amino asitlik bir protein kodlar. Northern blot analizi bu
genin retinada 9,5 kb’li bir transkripti oldugunu ayrica kohleada da ifadesi oldugunu
gostermistir (Bork vd 2001).

CDH?23 geni hiicreler aras1 adezyon proteinleri siiper ailesine dahil olup genis bir hiicreler
aras1 bolge, membran bolgesi ve sitoplazmik bdlge igerir. Yapilan fare deneyleri CDH23,
harmonin ve MYO7A4’nin sterosilianin tiily hiicreleri kohezyonunda birlikte gorevli

olduklarini1 gostermistir.
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CDH?23 genindeki mutasyonlar ayn1 zamanda Usher Sendromu tip 1D ile iliskilendirilmis
olup bu sendroma isitme kayb ile birlikte retinitis pigmentosa bulgusu eslik eder (Petersen

ve Willems 2006).

Bu gende 35 tane yanlis anlamli/anlamsiz, 8 delesyon, 3 insersiyon ve 11 kirpilma bolgesi
mutasyonu tanimlanmistir. Yanlis anlamli/anlamsiz mutasyonlarin 15 tanesi, kirpilma
bolgesi mutasyonlari, delesyon ve insersiyonlarin hepsi Usher Sendromu’na yol

acmaktadir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.12. STRC Geni

Bu gen 15g21-22 kromozom bolgesine ve DFNB16 lokusuna haritalanmis olup 29 ekson
icermektedir. STRC geni 1809 amino asit, varsayilan bir sinyal peptidi ve hidrofobik

segmenler igeren stereocilin proteinini kodlamaktadir.

Farede yapilan immuno isaretleme caligmalar1 stereocilinin i¢ kulaktaki tiiy hiicrelerinde
ifade oldugunu gostermistir. Bu gendeki mutasyonlar sendromik olmayan isitme kaybina

neden olmaktadir (Verpy vd 2001).

Bu gende 2 delesyon ve 1 insersiyon tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.13. USH1C Geni

USHIC geni 11p14-15.1 bolgesine haritalanmis olup 20 primer ve 8 alternatif ekson igerir.
Gen bir ¢ok dokuya spesifik izoformu olan harmonin adli proteini kodlamaktadir.
Harmonin proteininin fonksiyonu ve tiiy hiicrelerinde MYO7A, CDH23, F-aktin ile girdigi
interaksiyon farede gdsterilmis olup insanda heniiz gosterilememistir (Petersen ve Willems

2006).

Bu gendeki mutasyonlar nadiren otozomal resesif isitme kaybina, ayni zamanda Usher
Sendromu tip 1C’ye neden olmaktadir. Usher Sendromu tip 1C otozomal resesif igitme

kaybi, vestibiiler fonksiyon bozuklugu ve ilerlemis retinitis pigmentosa ile karakterizedir.
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Bu gende 1 yanlis anlamli/anlamsiz, 2 delesyon, 5 kirpilma bdlgesi ve 2 insersiyon
tanimlanmistir. Bunlardan IVS12+5G>C kirpilma bdolgesi mutasyonu disindaki diger

mutasyonlar Usher Sendromu 1C’ye neden olmaktadir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.14. TECTA Geni

TECTA geni 11g23-q25 kromozom bolgesine haritalanmis olup 23 ekson igermektedir.
Yapilan baglant1 analizleri sonucu Liibnanli bir ailede otozomal resesif isitme kaybindan
sorumlu DFNB21 lokusu ile iligkilendirilmistir. Bunu takiben dominant 7ECTA yanlis
anlamli mutasyonlar1 Avustralya, Belgika, Fransa ve Isvecli ailelerde DFNAS/DFNA12
lokuslart ile de iliskilendirilmistir. Bu ailelerde bulunan yanlis anlamli mutasyonlar
muhtemelen dominant negatif etki gostermekte olup tektoryal membranalarin biitiinliglinii
bozmaktadir. Bu gen a- tectorin adli bir protein kodlamakta olup a- tectorin tektoryal

membranlarin kollajen olmayan temel bilesenidir (Petersen ve Willems 2006).

Bu gende 9 yanlis anlamli/anlamsiz, 2 delesyon, 1 kirpilma bolgesi ve 1 insersiyon

mutasyonu tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.15. OTOA (otoankorin) Geni

OTOA geni 28 ckson igermekte olup 16p12.2 kromozom bolgesinde haritalanmis ve
DFNB22 lokusu ile iliskilendirilmistir. Bu gen glikosilofosfatidil-inositol-anchored protein
otoankorini kodlamaktadir. Otoankorin 1088 amino asit icerir ve i¢ kulakta duyusal
epitelin apikal yiizeyinde yerlesmistir. Kohleada otoankorin tektoryal membran temas
zonunda yerlesmistir. Vestibiilde ise duyusal noron hiicrelerinin apikal ylizeyinde

yerlesmistir (Finsterer ve Fellinger 2005).

Bu gende ekson 12 de 1 kirpilma bodlgesi mutasyonu tanimlanmis olup isitme kaybinin

yaygin nedenleri arasinda degildir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

16



1.1.5.16. PCDH15 Geni

Bu gen 10g21-22 kromozom bdlgesine haritalanmis olup protocadherin-15 adli proteini
kodlamaktadir. Protocadherin-15, 11 ectodomain (ectodomainler cadherin tekrarlar1 olup
kalsiyum bagimli hiicrelerin adezyonunda gorevlidir), bir transmemran bdlgesi ve
sitoplazmik karboksi bolgesi icermektedir. Protocadherin-15 karboksi ucunda korunmus

sinif-1 PDZ bolgesi igerir.

PCDHI5 i¢ ve dis tiiy hiicrelerinde ve diger bir ¢cok dokuda gelismenin baslangicindan
erigkinlige kadar genis oranda eksprese olmaktadir. Bu gendeki mutasyonlar Usher
Sendromu tip 1F’ye neden olmakta olup Amerika Birlesik Devletleri’nde Usher
Sendromu’nun en yaygin ikinci nedenidir. PCDH 15 mutasyona ugradiginda isitme kaybina
neden olan ikinci cadherin-benzeri proteindir. Bu gendeki mutasyonlar ayni zamanda

DFNB23’ e yol agar (Finsterer ve Fellinger 2005).

Bu gende 8 yanlis anlamli/anlamsiz, 1 kirpilma bolgesi ve 5 delesyon mutasyonu

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.17. TRIOBP Geni

TRIOBP geni 22ql3 kromozom bdlgesine haritalanmis olup 23 eksona sahiptir ve
sendromik olmayan otozomal resesif isitme kayb1 lokusu olan DFNB28 ile
iliskilendirilmistir. TRIOBP ayni zamanda TARA olarak isimlendirilmekte olup N-
terminal pleckstrin homoloji bolgesi ve C-terminal coiled-coil bolgesi igermektedir.

TRIOBP, flament6z F-aktin baglayan proteindir.

Bu genin esas transkripti 2.8 kb, en kiigiik transkripti ise 2.0-4.4 kb biiyiikliigiindedir ve
bircok dokuda bulunmaktadir. Hem Shahin ve ark. hem de Riazuddin ve ark. bu genin
alternatif kirpilma formlarini tanimlamislardir. Bu genin en uzun izoformu 2,365 amino
asittir. Shahin ve ark. yaptiklari ¢aligmada bu genin en uzun izoformunun fetal beyin,

retina ve kohleada ifade buldugunu gostermislerdir (Riazuddin vd 2006; Shahin vd 2006).

Bu gende 4 yanlis anlamli/anlamsiz, 2 c¢ergceve kaymasi mutasyonu tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).
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1.1.5.18. CLDN14 Geni

CLDNI14 geni 21g22.1 kromozom bolgesine haritalanmistir ve 7 eksonu vardir. Bu genin
kodladig1 protein olan claudin 239 amino asit icermekte olup tight junctionlarin bir

pargasidir. Bu gendeki mutasyonlar DFNB29 dan sorumludur.

Claudin proteinleri, 24 iiyeli CLDN gen ailesi tarafindan kodlanan 20-27 kDa agirliginda
olan proteinlerdir. Yanlizca siki baglanti fibrillerinin olusumundan sorumlu olan protein
ailesi benzer membran topolojisi gostermektedir. Bircok dokuda birbirleriyle homofilik ve
heterofilik sekilde etkilesim gosteren farkli klaudin proteinleri sentezlenmektedir. Bu
proteinler hiicreler aras1 molekiil ve iyonlarin serbest gecisini 6nleyen siki baglantilarin

yapisal proteinidir.

Farede yapilan immuno-isaretleme calismalart CLDNI4’iin dordiincii embriyonik giinde
Corti organinin i¢ ve dis tiiy hiicrelerinde ve vestibiiler organlarin duyusal epitelyum
hiicrelerinde eksprese oldugunu gostermistir. Claudin 14 knock-out fareler normal

endokohlaer fonksiyon gdstermekle birlikte sagirdir.

Insanda bu gende 2 yanlis anlamli/anlamsiz ve 2 delesyon mutasyonu tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.19. MY0O3A4 Geni

MYO34 geni 10pl2.1 bolgesine haritalanmistir ve simif III miyozin proteinini
kodlamaktadir. Sinmif III miyozinler; N-terminal kinaz bolgesi, yiiksek diizeyde korunmusg
bas ve boyun bolgesi ve smif III spesifik kuyruk bolgesi igerirler. MYO3A’nin
ekspresyonu oldukg¢a sinirli olup en giiclii ekspresyona retina ve kohleada rastlanmistir

(Piatto vd 2005).

MYO3A4 geni DFNB30 bolgesine haritalanmis olup bu tip isitme kayb1 hayatin ikinci on
yilinda baslayip yiiksek frekansta devam eder (Willems 2000).

Bu gende 1 yanlis anlamli/anlamsiz ve 2 kirpilma bdlgesi mutasyonu tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).
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1.1.5.20. WHRN Geni

WHRN geni 9q32-34 bolgesinde haritalanmis olup 12 ekson igermekte ve 465 amino
asitten olusan whirlin adli proteini kodlamaktadir. Bu protein i¢ ve dis tily hiicrelerinin

stereociliasinda uzama ve devamliligin saglanmasindan sorumludur.

Insanda WHRN geni iic PZD domaini ve prolince zengin bir bdlge icermekte olup
harmonin ile %95 oraninda homoloji gosterir. Bu gendeki mutasyonlar dil gelisimi 6ncesi
ortaya ¢ikan ve ilerleyici isitme kaybina yol acan DFNB31’den sorumludur (Petersen ve

Willems 2006).

Farede yapilan immuno- isaretleme caligmalar1 whirlinin aktin polimerizasyonu ve
stereosilianin membran biiylimesinden sorumlu oldugunu ortaya koymustur (Finsterer ve

Fellinger 2005).

Bu gende 1 vyanlis anlaml/anlamsiz, 1 kirpilma mutasyonu tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.21. ESPN Geni

ESPN geni 1 p36.3-36.6 kromozom boélgesinde bulunmakta olup 13 ekson igerir ve 854
amino asitlik espin proteinini kodlamaktadir. Espin proteini sekiz ankyrin tekrari, iki
prolince zengin bolge, bir aktin baglayan WH2 bolgesi ve aktin baglanmasinda gorevli

coiled coil bolgesi igerir.

Espinler aktin baglayan proteinlerdir. Farede espin i¢ kulakta en ¢ok stereociliada lokalize
olmustur. ESPN knock-out farelerde stereociliada duyusal tiiy hiicreleri tamamen eksiktir

(Willems 2000).

Insanda bu gendeki mutasyonlar DFNB36 ile iliskilendirilmis olup bu gende bugiine kadar

2 delesyon tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).
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1.1.5.22. MYO6 Geni

MYO6 geni 6ql13 kromozom bolgesinde lokalize olup 32 eksona sahiptir. Bu gen 1262
amino asit igeren ve klasik olmayan miyozinler grubunda bulunan aktin temelli molekiiler
motor proteini Miyozin VI’y1 kodlamaktadir. Bu protein hiicre i¢i vezikiil ve organel

taginmasinda gorev almaktadir (Hasson ve Mooseker 1994; Rock vd 2001).

Miyozin VI'nin insan fetal kohleasinda sentezlendigini ve bu proteinin i¢ kulak

fizyolojisinde dnemli rol oynadigi gosterilmistir (Avraham vd 1995).

MYO6 genindeki mutasyonlar otozomal resesif isitme kaybi1 lokusu DFNB37’ye neden
olmaktadir. Isitme kaybina vestibiiler fonksiyon bozukluklari da eslik etmektedir. Bu
gendeki mutasyonlar ayni zamanda otozomal dominant sensorindral isitme kaybi

DFNA22’ye neden olmaktadir (Petersen ve Willems 2006).

Bu gende 4 yanlis anlamli/anlamsiz, 1 insersiyon mutasyonu tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.23. COL11A2 Geni

COLI11A42 geni 6p21.3 kromozom bolgesinde bulunmakta olup dil gelisimi Oncesi ortaya
cikan otozomal resesif ilerleyici tipte isitme kaybi DFNBS53’ e sebep olmaktadir. Bu
gendeki mutasyonlar bir Amerikali bir de Alman ailede otozomal dominant isitme kayb1

DFNA13 ile de iligkilendirilmistir (Petersen ve Willems 2006).

Bu gen 66 ekson igermekte olup genin kodladigi protein collagenlla2’dir. Kollajenlerin
amino propeptidi genellikle 5-8 ekzon tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen diger
kollajenlerden amino propeptidinin 14 ekzon tarafindan kodlanmasiyla ayrilir (Lui vd

1996).

Bazi otozomal resesif mutasyonlar1 otospondylomegaepiphyseal dysplasia (OSMED), bazi
dominant mutasyonlar ise yine isitme kaybi ile birlikte seyreden Stickler Sendromuna

sebep olmaktadir (Petersen ve Willems 2006).
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Bu gende 14 yanlis anlamli/anlamsiz, 4 kirpilma bdlgesi, 1 insersiyon, 3 delesyon

tanimlanmistir (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.24. PJVK Geni

PJVK geni DFNB59 lokusunda ve 2q31.1-31.3 kromozom bdlgesine lokalize olmustur.
Gen 7 ekson icermekte olup pejvakin proteinini kodlamaktadir. Bu protein 352 amino asit
igerir ve DFNAS ile 6zellikle N-terminal ucunda 6nemli derecede benzerlik gostermekte

olup 250 ortak amino asit tasir (Delmaghani 2006).

Yapilan immuno-isaretleme ¢aligmalari ile pejvakin proteini; tiiy hiicrelerinde, destekleyici

hiicrelerde, spiral gangliyon hiicrelerinde tespit edilmistir (Delmaghani vd 2006).

Bu gende bugiine 2 yanlis anlamli/anlamsiz mutasyon ve 2 delesyon tanimlanmistir

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/).

1.1.5.25. TRIC (Tricellulin) Geni

TRIC geni 5q12.3-q14.1 kromozomal bolgedesinde ve DFNB49 lokusundadir. Bu gen
tricellulin proteinini kodlamaktadir. Bu protein hiicreler arasi siki baglanti proteinidir. Bu
protein bircok dokudaki epitel hiicrelerinin temasina yap1 ve fonksiyon olarak

katilmaktadir. I¢ kulakta ise tricellulin kohlear ve vestibiiler epitelde yer alir.

Bu gendeki 4 farkli resesif mutasyonun sendromik olmayan isitme kaybi yaptidi
gosterilmistir. Bu protein i¢ kulaktaki kohlear triselular siki baglanti bolgelerinde ve

vestibiiler epitelde bulunmaktadir.

Ayn1 zamanda isitme kaybina eslik eden alternatif kirpilma formlar1 tanimlanmistir

(Riazuddin vd 2006).
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1.1.1.26. ESRRB (Estrogen-releated receptor beta)

ESRRB geni 14q24.3-q34.12 kromozom bolgesi ve DFNB35 lokusunda bulunmaktadir. Bu
gen i¢ kulak gelisimi sirasinda eksprese olmakta ve kodladigr protein olan ESRRB dogum
sonrast donemde kohleada bulunmakta olup i¢ kulagin gelisimi ve fonksiyonunda

gorevlidir.

Bu gendeki ilk mutasyon Tiirk kokenli bir ailede tanimlanan 1018 1024dupGAGTTTTG
mutasyonudur. Bu mutasyon okuma gercevesini degistirerek (V342GfsX44) proteinin
erken sonlanmasina neden olur. Bu mutasyonu takiben Pakistanli bir ailede 329C>T

degisimi sonra da 1024G>T degisimi bulunmustur (Collin vd 2008).

1.1.5.27. TMHS (LHFPLS) Geni

Insanda isitme kayb1 yapan genlerin ortaya ¢ikarilmasi ve isitme kaybinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasinda isitme kayipli fare mutantlari, 6nemli birer
model olusturmaktadir. Jackson laboratuarlarinda spontan olarak ortaya c¢ikan fare
mutantina kendi etrafinda yaptig1 donme hareketi, denge problemleri ve diizenli olarak her
iki yana bagini sallamasi nedeni ile “hurry-scurry” (hscy) adi verilmistir. Bu mutant fareler

ayni zamanda dogustan igitme kayiphdir.

Pozisyonel olarak klonlanmis hscy; 1,160 F2 fare hibritleri C57Bl/6-hscy ile CAST/EiJ F1
hibritlerinin ¢aprazlanmasi ile olusturulmustur. Buna bagli olarak mutasyonun kromozom
17°de 182-bb bolgesinde yer aldigi tespit edilmistir. Farede tespit edilmis olan yanlis

anlamli (missense) mutasyon sisteni fenilalanine doniistiirmektedir.

Tmhs geninin dort transmembran helikazi ile birlikte bir integral membran proteinini
kodladig1 distiniilmektedir. Gen fiiriinii oldugu diisiiniilen proteinden sentetik bir peptit
dizayn edilmis ve bu protein 6zel poliklonal antikorlarin hazirlanmasinda kullanilmistir. Bu
antikorlara kars1 yeni dogan +/+ kontrol, +/hscy heterozigotlarda kohleadaki i¢ ve dis tiiy
hiicrelerinde gii¢lii bir immunoreaksiyon goriiliirken; hscy/hscy mutantlarinda herhangi bir
reaksiyona rastlanmamistir. Buna bagli olarak gene, tiiy hiicreleri sterociliasi tetraspan
membran proteini (tetraspan membran protein of hair cell stereocilia)’nin bas harfleri ile

Tmhs ad1 verilmistir. Farede bu proteine %60’dan fazla benzerlik gosteren iki protein
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(LHFL3, LHFL4) daha tespit edilmis olup bu proteinler farede bes ve altinct kromozom
tizerinde lokalize genler tarafindan kodlanmaktadir. Bu iki protein TMHS ile birlikte
tetraspan super ailesine dahildir. Memelilerde bu ailenin ii¢ iiyesi de baslica beyin, spinal
kord, retina gibi noral dokularda eksprese olurlar. Ascy fare mutantlar1 ile yapilan
calismalar sonucu TMHS fonksiyonu i¢in i¢ kulagin primer bolge oldugu gosterilmistir.
TMHS apikal membran ve tiiy hiicreleri sterosiliasinda lokalize oldugu bilinen tek
tetraspan proteini olup, tily hiicrelerinin morfogenezinde gorevli oldugu diisiiniilmektedir

(Longo-Guess vd 2005).

2005 yilinda heniiz insan hastaliklari ile iligkilendirilmeden 6nce 7mhs geninin Ascy mutant
farelerde isitme kaybi ve denge problemlerinin altinda yatan temel neden oldugu ve
insanda da isitme kaybi1 i¢in aday gen olabilecegi Longo-Guess ve arkadaslar tarafindan

bildirilmistir. Buna gore;

1- hscy aday gen bolgesi yalnizca 182kb uzunlugunda olup 7mhs genini de igine

almaktadir.

2- Test edilen tiim farelerde Tmhs genotipi (DNA dizi analizi ile tespit edilen 482G>T

yanlig anlamli mutasyonu) Ascy fenotipi ile uyumludur.

3- hscy mutasyonunun yapisi, 7mhs 482G>T yanlis anlamli mutasyonunun polimorfizm

olma olasiligin1 elimine etmektedir.

4- hscy mutantlarinda degisiklige ugramis olan TMHS proteinin sistein rezidiisii
kemirgenlerden Caenorhabditis elegans’a kadar diger tiirlerdeki ortologlarinda

korunmustur.

5- hscyl/ hscy farelerde i¢ kulakta TMHS proteini yoklugu Ascy fenotipi ile Tmhs gen
iriinii arasindaki baglantiyr agiklamaktadir (Longo-Guess vd 2005).

TMHS geni, hscy farelerde ortologu olan 7Tmhs geninde de isitme kaybi ve vestibiiler
fonksiyon bozuklugu bildirildigi giinden beri DFNB67 i¢in aday bir gen olup bu gen altinci
kromozomda 6p21.1-p22.3 bolgesinde lokalizedir. TMHS geni dort ekson (NM_182548)
icermekte olup, 2162-bp bir mRNA kodlamaktadir. Genin protein iirlinii ise 219 amino asit

ve dort transmembran helikazi igermektedir.

TMHS geni tarafindan kodlanan protein; claudin tight junction proteinleri, gap junction

proteinleri, periferal myelin proteinleri, epiteliyal membran proteinleri, ve kalsiyum kanali
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benzeri proteinlerini de i¢ine alan tetraspan proteinleri {ist ailesine dahildir. Bu iist aileye
ait genlerden pek cogunun insan vaya farelerde isitme i¢in gerekli oldugu bildirilmistir.
TMHS’nin ongoriilen yapist iki ektraseliiler loop ile birlikte dort transmembran helikazi
icermektedir. Ascy farelerde tespit edilen 482G>T yanlis anlamli mutasyonunun ikinci
ektraseliiler loop’ta disiilfit baglarimin biitiinliigiinii bozmak sureti ile ikincil yapinin

stabilizasyonunu bozdugu bildirilmistir.

Shabbir ve arkadaglar1 tarafindan insanda kromozom 6p21.1-p22.3 bolgesinde yaklasik
28.51 cM uzunlugunda sendromik olayan isitme kaybina yol agan yeni bir lokus (DFNB67)
haritalanmistir. Bu bolge TMHS genini i¢ine almaktadir. DFNBG67 ile segrasyon gdsteren,
aralarinda akraba evliligi olan, sendromik olmayan ilerleyici tip isitme kayipli vestibuler
fonksiyon bozuklugu gostermeyen iki Pakistanli ailede TMHS geninin protein kodlayan
dizileri, intronik dizileri 5°-3” UTR’leri (protein kodlamayan) DNA dizi analizi yontemi ile
incelenmistir. Ilk ailenin tiim etkilenmis bireylerinde TMHS geninin birinci eksonunda
homozigot c.246delC delesyonu saptanmis olup, bu mutant alelin c¢erceve kaymasina
(frameshift) ve dolayisi ile 84’iincii pozisyonda (p83fsX84) amino asit sonlanmasi nedeni
ile kisalmis proteine neden oldugu diisiiniilmektedir. Ikinci ailenin tiim etkilenmis
bireylerinde yanlis anlamli homozigot c.380A>G baz degisimi saptanmis olup bu alel
127°inci  pozisyonda korunmus olan tirozinin sisteine (p.Y127C) doniisimi ile
sonuglanmaktadir. Her iki mutasyon da normal isiten 200 saglikli kontrolde tespit

edilememistir (Shabbir vd 2006).

Insanda TMHS geninin isitme kaybi nedeni olarak bildirilmesinden kisa bir siire sonra
farkli bir arastirict grubu tarafindan yapilan genom boyunca baglant1 analizi sonucunda
isitme kayipl ve aralarinda akraba evliligi olan ii¢ ailede bu gene baglant: tespit edilmis
ardindan TMHS geninin protein kodlayan ilk ii¢c ekzonuna DNA dizi analizi yapilmistir.
Yapilan DNA dizi analizi sonucunda, Dogu Karadeniz kokenli iki ailenin tiim etkilenmis
bireylerinde TMHS geninin ikinci ekzonunda bir baz c¢iftlik homozigot c.649delG
delesyonu tespit edilmistir. ¢.649delG niikleotidi ekzon ikinin son niikleotidi olup ekzon
ikinin yarilma bolgesi donor sitesinde GT-motifi tarafindan takip edilmektedir. ¢.649delG
mutasyonunun amino asit pozisyonu 216’da ¢erceve kaymasina neden oldugu ve TMHS
proteinin C- terminal bolgesini 25 amino asit sonra (p.Glu216ArgfsX26) sonlandirdigi
tahmin edilmektedir. Bu iki aile arasinda akrabalik bildirilmemis olmasina ragmen yapilan

haplotip analizleri ¢.649delG mutasyonunun her iki ailede de ayni haplotipte yer aldigini
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ve bu mutasyonun “founder” mutasyon oldugunu gostermektedir. Yapilan kontrol
taramalar1 sirasinda Hollandali bir hastada sporadik ¢.572G>T degisimi tespit edilmis olup
176’mnc1  pozisyonda yiiksek diizeyde korunmus olan arjinin amino asidi 16sin
(p.Argl76Leu) ile yer degistirmistir. Arg 176’nin transmembran bolgesi ii¢ ile iki
arasindaki ikincil ektraseliiler loop’un son amino asidi oldugu tahmin edilmektedir (Kalay
vd 2006). Sekil 1.3’te TMHS geninde bugiin’e kadar tanimlanmis mutasyonlarin tahmini

topolojik protein modellemesi goriilmektedir.

i-ﬂ'lcra digl
| Membran
Hiicre ici
L
@hacy mutazyon @y anhg anlaml mutasyon
(0 Shabbir v ark ! “eni Cerminal gargeve
kaymas mutasyony

Sekil 1.3: TMHS geninde tanimlanmis mutasyonlarin tahmini topolojik protein

modellemesi

1.1.6. Sendromik Olmayan Otozomal Resesif Isitme Kaybi Icin Bu Arastirmada

Taranan Aday Genler

Bu ¢alismanin baslangicinda hayvan modellerinde isitme kaybi nedeni oldugu gosterilen 2
gen (TMHS VE SLC12A2) ve islevleri nedeni ile segilen 2 gen (TRPAI ve GJA7)’in igitme
engelli aileler taranarak, insanda otozomal resesif sendromik olmayan isitme kayb1 nedeni
olup olamayacaklarinin ortaya konulmasi planlanmisti. Tez calismasi basladiktan sonra
TMHS geninde iki farkli arastirici grubu tarafindan insanda isitme kayb1 ile
iliskilendirilmis dort mutasyon bildirilmistir (Kalay vd 2006; Shabbir vd 2006).
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1.1.6.1. TRPAI Geni

Insan genomu yiizlerce iyon kanalin1 kodlamakta olup bu kanallar yiiklii iyonlarin gegirgen
olmayan lipit zarlardan gecisine imkan saglarlar. Lipit zarlar1 olusturan fosfolipit cift
tabakast Na', K', Ca®" ve CI gibi kiigik yiiklii iyonlara karsi gegirgen degildir.
Konsantrasyon gradienti ve yiik farki membranlar1 gegebilmek i¢in gerekli olup, iyon
kanallar1 depo edilmis enerjiyi kullanarak buna olanak saglarlar. Kiiciik konformasyonel
degisiklikler kanallarin a¢ilmasina neden olurken, her saniye yiizlerce iyon kanallar
icerisine akar. Ca®" iyonlar1 hiicresel homeostaz ve aktivitede olduk¢a énemli olup tiim
hiicrelerin yiizeylerinde yiizlerce kanal yer alir. Bu kanallar Ca®" un hiicre igine girisini ve

bu girisin zamanlamasini kontrol eder (Xu vd 2005).

TRP (Transient reseptor potential= gegici reseptdr potansiyeli olan) proteinlerinin varlig
ilk defa 1969 yilinda parlak 151k uyarisina karsi gegici bir reseptor potansiyeli verdigi
diisiiniilen Drosophila mutantinda tanimlanmistir. 20 yi1l sonra 7rp geni klonlanmis olup bu
genin Ca”" iyonlar1 geciren bir katyon kanalim kodladigi bulunmustur. Bundan hemen
sonra Drosophila’da TRP kanallarinin iki homologu TRPL (TRP benzeri) ve TRP¢ tespit
edilmis olup her ii¢ proteinin de Drosophila’da fotoreseptor hiicrelerde, gegici reseptor
cevabi verdigi belirlenmistir. Drosophila’da TRP kanallar1 reseptor opere kanallar olarak is
gormekte olup fosfatidil inositol 4,5-bifostat (PIP,)’in hidrolizi ile aktive edilirler (Xu vd
2005).

TRP kanallar1 depo-opere-kanallar (store-opened channels-socs) olarak adlandirilmakta
olup bu teorik bir tanimlamadir. TRP kanallarimin fonksiyonu canli tiirleri arasinda
farkliliklar gostermektedir. Maya TRP kanallarin1 yiiksek osmotik basinci algilamak ve
cevap vermekte, nematodlar TRP kanallarin1 zarali kimyasalar1 tespit etmek ve kaginmakta
(burun i¢inde noral dentritlerin tepesinde), erkek fareler feromon algilamasinda, insanlar
ise TRP kanallarimi tatli, eksi tatlarin algilanmasi ve sicak, soguk, 1lig1 ayirt etmede
kullanir (Xu vd 2005). Bugiine kadar farede 28, insanda 27, C. elegans’ta 17 ve
Drosophila’da 13 TRP bagimli gen bulunmustur (Voets vd 2005).

Memeli TRP kanallar birbirlerine %20’den daha diisiik oranda benzerlik gostermekte olup
tim TRP kanallar1 birbirine benzer 4 alt iinite ve 6 transmembran bdlgesi (TM1-TM6)
igerirler. Genel olarak bu iiniteler benzersiz sekilde eksprese olurlar ve yarilma bolgesi

varyantlart mevcuttur. Memeli TRP kanallar1 6 alt ailede incelenebilir. Bunlar TRPC,
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TRPV, TRPM, TRPP, TRML ve TRPA’dir. Sekilde bu kanallar filogenik olarak

gosterilmistir.

NTRPC
,‘ hTRPML3 RPC
NL2 JTRPCA .
hTRPML /  WTRPS TRPC

TRPML hTRPMIL1 (canonical)

(mucolipin) WTRPC3
hTRPCT
WTRIFES (PKD2LY) hTRPC6H
WTRPPI (PKD2L1)
I.!.!-_I'I'_‘_.E'L.."I ) H"‘"-:—:l\ ___—— mTRPC2
'RPP S
lln;ll\'.\'\i[llll
hTRPAG—————— 7 i—— hTRPV1
WITRPMA—" \ hTRPV2
hTRPMS \ hTRPV3
hWTRPAI2 >, .
hTRPVA
TRPM K .
(melastatin) - wTrPvs  TRPV
i e / hWTRPVG (vallinoid)
hTRPM 6 \ :
hTRPMI hTRPAL

pEmE TRPA

(ankyrin)

Sekil 1.4: TRP kanallari filogenisi

1.1.6.1.1. TRPA

TRPA alt ailesi membran gecen bolge 1 igeren ankyrin benzeri proteinler (ANKTMI1 veya
TRPAI1)’i icerir. TRPA1 amino ucunda 14 ankyrin tekrari igeren, segici olmayan bir Ca*"
kanalidir. Bu kanal ilk olarak 1999 yilinda insan fibroblastlarinda transmembran bolgesi
iceren, ankyrin benzeri protein olarak bulunmustur. insanda TRPA1 geni sekizinci
kromozomun uzun kolunda (8q13) bulunup 1119 amino asit kodlamaktadir (Calixto vd

2005).

TRPAT’in biiylimenin konroliinde direkt veya indirekt herhangi bir rolii tespit edilememis
olup asir1 ekspresyonu normal biiyiime ile sonuglanir. Daha sonra TRPA1’in dorsal root
ganglionlarinda eksprese olan bir termosensdr oldugu ve soguk ile aktive oldugu tespit

edilmistir (Obata vd 2005).
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Tiim fare modellerinde i¢ kulaktaki TRP’ler TRPA1’in ekspresyonunda rol oynarlar. Bu
kanal hardal, tar¢in yagi ve soguk ile aktive edilir. TRPAl mRNA’st mekanik
transdiiksiyon sirasinda i¢ kulakta rasgele dagilmis olup TRPA1 antikorlar1 transdiiksiyon
aparatinda lokalize olmustur. Zebra balig1 ve farede TRPAT1’in biitiinliigiiniin bozulmasi
tily hiicreleri transdiiksiyonunu inhibe eder. TRPAI1 proteinin transdiiksiyon kanalinin

kendisinin bir alt {initesi oldugu diistiniilmektedir.

Farelerde TRPA1 eger tiiy hiicreleri transdiiksiyonuna katiliyor ise mRNA’smin tiiy
hiicreleri mekanik olarak duyarli hale gelmeden hemen Once ortaya ¢ikmasi gerekir. Fare
utrikiiler tiiy hiicrelerinin ilk dalgast 12.-13. embriyonik gilinlerde, fonksiyonel
transdiiksiyon ise 17. giinde goriiliir. Corey ve arkadaslar1 gelisim sirasinda fare
utrikiiliinde in situ hibridizasyon yaptiklari ¢alismada TRPAT mesajin1 ilk olarak 15.giinde
tespit etmis olup mesaj 17. giinde pik yapmistir. Mesaj seviyesi 18. glinde diigmiis, 19.
giinde tekrar pik yapmustir. (Corey vd 2004).

TRPAT’in lokalizasyonunu tespit etmek amaci ile Corey ve arkadaslar1 radyoaktif isaretli
TRPA1 antikorlart kullanmistir. TRPA1 antikorlari sterosilia’nin distal yarisinda
kinosilium boyunca yerlesmistir. Sterocilianin proksimalinde bulunamamistir. Fare
vestibiiler sistem sterociliasindaki tiiy hiicreleri daha zayif isaretlenmisken semisirkiiler
kanal kinosilias1 boyunca yer alan tiiy hiicreleri ise kuvvetli isaretlenmislerdir. En giiclii

isaretlenen ise fare kohleasinin apikal bolgesinde yer alan i¢ ve dis tiiy hiicreleridir.

Corey ve arkadaslari cadherin 23 tip link proteinlerinin retinal fotoreseptdr hiicrelerde
bulunmasina dayanarak TRPAI1’in de fotoreseptorlerde bulunup bulunmayacagini
sorgulamiglardir.  Yapilan immuno isaretleme c¢alismalari TRPA1’nin  bullfrog
fotoreseptorlerinin i¢ ve dis segmentinde tespit etmislerdir. Aymi arastirict grubu TRPAI
ekspresyonunun inhibe edilmesinin transdiiksiyon kanal fonksiyonunu azaltip
azaltmayaca@in1 merak etmis ve bu amagcla zebra baligina morpholino oligoniikleotitlerini
enjekte etmislerdir. Buna bagli olarak TRPA1 protein diizeyinin morphl ve morph3

enjekte edilen embriyolarda diistiigiinii gostermislerdir (Lin ve Corey 2005).

Tar¢in yagi, hardal, zencefil, Pyrola elliptica (zambak), karanfil TRPA1’i aktive eden
maddeler arasinda yer alirlar. Cinamaldehit tar¢in yagmin temel bileseni olup (~%70),
besinler, sakizlar ve dis macunlarinda aroma verici olarak kullanilir. Hardal yagi (Allyl

isotiyosiyanat) Japon turbu ve Eutrema wasabi (hardal)’nin aktif iceriklerinden biridir.
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Metil salisilat (Pyrola elliptica) agiz yikama {irlinlerinde ve topikal anestetik olarak

kullanilmaktadir (Story vd 2003).

Cinamaldehit insanda oral yolla alindiginda, dilde yanma ve batma hissi yaratir.
Mikromolar miktarda cinamaldehit mTRPA1-CHO hiicreleri aktive eder. Farelerde
cinamaldehitin ayak tabanina enjeksiyonu agrili ates benzeri duyarliliga neden olur (Story

vd 2003).

Zebra balig1 ve faredeki roliiniin incelenmesine bagli olarak, TRPA1’in yalniz agr1 verici
sogugun ve bazi kimyasallarin algilanmasinda degil ayn1 zamanda memelilerde isitmede
gorevli tliy hiicrelerinin mekono duyarliliginda da gorevli olduklart diisiintilmiistiir (Voets

vd 2005).

Insanda TRPAI geni 8q13 de lokalize olup TRPAI proteini 1119-amino asit igermektedir
ve proteinin hesaplanan agirhig 127.4 kD dur
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim). Insanda isitme kayb1 nedeni olan birgok

geninin Once farede tanimlanmis olmasi bu geni isitme kaybi i¢in aday yapmaktadir.

1.1.6.2. GJA7 (Konneksin 45-Cx45)

Bircok epitel hiicresi hiicreler arasi kanallar toplulugu olan ve iyonlar, metabolitler ve
ikincil mesajcilar gibi 1,200Da’dan kiiciik molekiillerin pasif gegisini saglayan gap
junction’lar (GJ) aracilig1 ile haberlesirler. GJ’ler arciligi ile komsu hiicreler arasinda
saglanan haberlesme ilk olarak 1959 yilinda tanimlanmistir (Furshpan ve Potter 1959).
“Gap junction” terimi 1968 yilinda Revel tarafindan sinaps ve ndromuskiiler junctionlar
arasindaki hiicreler arasi haberlesmeden ayirt etmek igin kullanilmistir. Gap junction
kanallarinin voltaj ve artmis Ca”/H" ile acildiklart bilinmekle birlikte, molekiiler

mekanizma aydinlatilamamaistir (Chanson vd 2007).

GJ’ler plazma membrani komsu hiicreleri iizerinde yerlesmis olmus iki hemikanalin
birlesmesi ile olusurlar. Bu hemikanallar konneksin hekzamerlerinden yapilmistir. GJ’lerin
yapisal iiniteleri konneksonlar olup konneksonlar hidrofilik bir kanal i¢eren protenindz
silindirlerdir. Konneksonlar, konneksin adi verilen proteinleri igerirler ki memelilerde

konneksin ailesinin iiyeleri biiytikliiklerine gore isim alir.
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Bugiine kadar insan ve kemirgenlerde konneksin ailesinin 21 farkli tiyesi tespit edilmistir.
Konneksin ailesinin bu farkli iiyeleri farkli ekspresyon modeli gosterirler. Her bir
konneksinin kendine 6zel, iletkenlik, gecirgenlik, elektriksel veya kimyasal sinyal iletim
Ozelligi vardir. Konneksin genlerindeki hastalik yapict mutasyonlarin tespitine bagli olarak
baz1 konneksinlerin fizyolojik rolleri aydinlatilmistir. Cx26, Cx30 ve Cx31 genlerindeki
mutasyonlarin insan ve farede isitme kaybina yol actiklar1 dolaysiyla da isitsel

fonksiyonlar1 tespit edilmistir (Cohen-Salmon vd 2004; Cina vd 2007).

I¢ kulakta GJ’ler aracilif1 ile saglanan iki farkli iletisim a1 tespit edilmis olup bunlar;
epiteliyal iletisim ag1 ve baglayici doku iletisim agidir. Fare kohleasinda epiteliyal iletisim
ag1 16. emriyolojik giin (E16) sekillenip duyusal epitelin tiim destekleyici hiicrelerini ve
komsu epiteliyal hiicreleri birbirine baglar. Baglayicit doku iletisim ag1 dogumla birlikte
gelismeye baslar. Bu iletisim ag1 fibrositleri ve kohleada stria vaskiilarisin bazal ve orta
diizey hiicrelerini (intermediate) icerir. Bu iki iletisim aginin fizyolojik rolii tam olarak
aydinlatilamamis olup, iyon dengesinin saglanmasinda gorevli olduklar diisiiniilmektedir.
Farede yapilan gen inaktivasyon calismalar1 Cx26, Cx30’un her iki iletisim aginda da
biliyiik oranda ekspre oldugunu ve bu rollerinin i¢ kulak morfogenezi, vestibiiler
fonksiyonlarin saglanmasi i¢in gerekli oldugunu; kohlear duyusal epitelyum hiicrelerinin
devamliligin saglanmasindaki rollerinin ise vazgecilemez oldugunu ortaya koymustur.
Cx26, Cx30’un her ikisinin birden i¢ kulak epiteliyal iletisim aginda yoklugu, corti

organinin postnatal dejenerasyonu dolayisiyla da isitme kaybina yol agar.

Yapilan RT-PCR ve cDNA analizleri i¢ kulakta Cx26 ve Cx3(0’a ilave olarak Cx29, Cx31,
Cx32, Cx36, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45, Cx46, Cx47, Cx50, Cx57 nin de eksprese oldugunu
gostermekle birlikte bu konneksinlerin gelismekte olan ve olgun i¢ kulaktaki dagilimlar
tam olarak aydinlatilamamistir. Farede yapilan immunohisto- kimyasal analizlere bagl
olarak Cx31 postnatal donemde 12. giinde kohlear fibrositlerde tespit edilmisken Cx43,
duyusal olmayan epitelyum ve fibrositlerde tespit edilmistir. Cx43’{in muhtemelen doku

hazirlanmasinda rolii vardir (Cohen-Salmon vd 2004).

Cohen-Salmon ve arkadaslar1 Cx43 ve Cx45’in gelismekte olan ve olgun i¢ kulaktaki
roliinii tespit etmek amaci ile Cx43 ve Cx45 knock-out farede bu genlerin yerine lacZ
raportOr genini koyarak ekspresyon c¢aligmasi yapmislardir. lacZ aktivitesi endojen Cx43 ve

Cx45 ekspresyonuna 1s1k tutmustur.
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Cx45 +/- fareler E17.5’te tespit edilmeye baslanmis olup E18.5°te tiiy hiicreleri hari¢ tim
hiicreler zayif bir sekilde isaretlenmistir. Kohlea da ise memrandz kanal, fibrositler ve
spiral gangliyon hiicreleri isaretlenmistir. Baziller membran altindaki mezansimal hiicreler
kuvvetli isaretlenmis olup bazi kapillerler de isaretlenmistir. Son olarak scala vestibiiliye
komsu olan mezansimal hiicreler de isaretlenmistir. P1°de spiral gangliyon hiicreleri
isaretlenmisken P4’te kohlear ve vestibiiler kapillerlerin isaretlenmesi artmistir. Corti
organi olgunlasinca duyusal epitelin isaretlenmesi dereceli olarak azalmistir. P30’da kohlea
da yalmizca “larger vessel” isaretlenmis olup vestibiil de kapillerler ve baglayic1 doku

isaretlenmistir.

Cx45’in (GJA7) i¢ kulakta ekspresyonu farede 17. embriyonik glinde (E17.5) baslar.
Embriyonik gelisim sirasinda GJA7 epiteliyal ve baglayici dokularda zayif bir sekilde
eksprese olurken dogumu takiben kapillerlerde eksprese olmaya baglar. Bu ekspresyon
olgun i¢ kulagin biitiinliiglinii saglamak i¢in gereklidir. Buna bagl olarak Cx45 igeren
GJ’lerin gelismekte olan ve olgun i¢ kulakta farkli rollerinin oldugunu sdylemek

mumkundiir.

Cohen-Salmon ve arkadaslari’nin yaptig1 ¢alismalar Cx45’in i¢ kulak vaskiiler gelisiminde
rolii oldugunu ortaya koymaktadir. Cx45 stria vaskiilarisin kapillerlerinde eksprese oldugu

gosterilen ilk konneksindir (Cohen-Salmon vd 2004).

Eriskin memelilerde ndronlarin GJ’lerle birlikteligine olduk¢a nadir rastlanmaktadir.
Gelisme sirasinda ise noronlar diger hiicre tipleri ile birlikte goriilebilirler. Cx26, Cx30,
Cx32, Cx36, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45, Cx46, Cx47’ gelismekte olan merkezi sinir
sisteminde tespit edilmistir. Fonksiyonel hiicreler arasi eslesme konneksin ekspresyonu

sinirsel go¢ ve serebrokortikal gelisimde dnemli rol oynar.

Embriyonik donemde farede beyinde, protein ekspresyonuna transle edilen ¢esitli
konneksin transkriptlerinin tespiti amaci ile Cina ve arkadaslar1 farede E14, E16 ve E18
donemlerde serebral korteks’ten izole edilen protein ile immunoblot analizi yapmislardir.
Fare neokorteksinde Cx45 RNA ve proteinleri her ii¢ embriyonik donemde de tespit
edilmis olup Cx45’in dagilim modeli El14’te E18’e artis gostermistir. Cx45’in fare
neokorteksinde 18. embriyonik giinde artig gostermesi oligodendrit gelisimine baglanmig

olup oligodendritler yiiksek diizeyde Cx45 eksprese ederler (Cina vd 2007).
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Son yillarda yapilan ¢alismalar Cx37, Cx40, Cx43 ve Cx45 in kardiyovaskiiler sistemde de
eksprese oldugunu ortaya koymustur. Vaskiiler duvarlarda konneksinlerin ekspresyon
modelleri damar ve doku tipine gore degiskenlik gosterir. Genel olarak Cx37 ve Cx40
endoteliyal hiicrelerde eksprese olurken Cx43 ve Cx45 diiz kaslarda eksprese olur.
Kardiyovaskiiler sistemde eksprese oldugu bilinen konneksinleri ¢ikarilmis farelerde
oldiiriicii olan baz1 delesyonlar (Cx43) konneksinlerin embriyogenez ve gelismedeki roliinii
ortaya koymaktadir. Farelerde Cx45 c¢ikarilmasi 6ldiriicii olmayip, embriyonik gelisim

sirasinda bazi vaskiiler anomalilere yol agmaktadir (Louault vd 2008).

Insanda GJA7 17q21.31’¢ haritalanmus olup 27 ekson icermektedir. Bu gen 396 amino
asitlik bir protein kodlamakta olup bu protein 45.5 kD agirhigindadir. Insanda CX45
faredekine  97%, tavuktakine ise %84 oraninda Dbenzerlik  gostermektedir
((http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim). Konneksinlerin insanda isitme kaybinda
daha once gosterilen rolleri nedeniyle i¢ kulakta ekspresyonu oldugu gdsterilen her
konneksinin “isitme kaybi geni” olmaya adaydir. Konneksin 45 proteinini kodlayan

gendeki bir mutasyon bugiline degin insan hastaliklariyla iligkilendirilmemistir.

1.1.6.3.SLC1242

Normal isitmenin saglanabilmesi endolenfteki ¢ok yiiksek potasyum konsantrasyonunun
devam ettirilmesine baghdir. Mememlilerde tiiy hiicresi i¢ine girerek depolarizasyona
neden olan potasyum, tily hiicresini bazolateral kisminda yer alan potasyum kanallarini
kullanarak terk eder. Bu proteinlerden KCNQ4’1i kodlayan gendeki mutasyonlarin insanda
dominant igitme kaybi yaptigr gosterilmistir (Kubisch vd 1999). Potasyum daha sonra
destek hiicreleri arasindaki “gap junction” kanallarimi kullanarak stria vaskiilarise
gelmektedir. Bu “gap junction” kanallarindan konneksin 26, konneksin 30 ve konneksin 31
proteinlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlarin insanda hem dominant hem de resesif
sendromik olmayan isitme kayb1 yaptig1 gosterilmistir (Kelsell vd 1997). Stria vaskiilarise
gelen potasyum KCNJI0, SLCI1242, ATPIAl ve B2 ile KCNQI/KCNEI kanallarin
kullanarak tekrar endolenfe pompalanir. KCNQI ve KCNEI proteinlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin insanda otozomal resesif kalitilan uzun QT ile birlikte giden

isitme kaybina neden olduklar1 gosterilmistir (Neyroud vd 1997).
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Giliniimiize kadar Na-K-CI birlikte tasiyicisinin iki izoformu tanimlanmistir. Bunlardan
birincisi olan slc/2a2 birgok epiteliyal ve epiteliyal olmayan hiicrenin bazolateral
membraninda bulunmustur. Ikinci Na-K-Cl ko-tasiyic1 izoformu Sic/2al yanlizca
epiteliyal hiicrelerin apikal membraninda bulunmustur Insan SLC1242’si fare sic12a2’sine
%93 benzerlik gostermektedir (Vanden Heuvel vd 2006).

Sy (shaker with syndactylism) radyasyon ile olusturulmus fare mutanti olup isitme kaybi ve
yapisik parmak ile karakterizedir. Sy homozigot fareler vestibiiler fonksiyon bozukluklari
sonucu baglarini her iki yana sallamakta ve siirekli olarak kendi etraflarinda donmektedir.
sy kromozom 18 de haritalanmis olup bu bolge slc/2a2 genini igine almaktadir. Yapilan
mutasyon analizi sonucu bu genin 21. eksonunda nt2955ins(A) mutasyonu saptanmis olup
bu mutasyon bir ¢erceve kaymasi mutasyonu olup 13 amino asit ilerde sonlanma kodonuna
sebep olmaktadir (Dixon vd 1999).

Heuvel ve arkadaslar1 yaptiklar1 in situ hibridizasyon c¢alismasi ile farede embriyonik
gelisim esnasinda slc/2a2’nin ekspresyonunu ii¢ farkli embriyonik donemde (E13.5, E14.5
ve E16.5) incelemislerdir. Buna gore E13.5’te en kuvvetli isaretlenen bdliimler embriyonik
bobrek, akciger, dis tomurcugu ve burun epiteli olmusken daha zayif sic/2a2 ekspresyonu
mide bagirsak sistemi ve gelismekte olan merkezi sinir sisteminin ventrikiiler boliimiinde
tespit edilmistir. Farede E14.5’te benzer bir ekspresyon modeli goriilmekle birlikte farkl
olarak bu donemde mide bagirsak sisteminde slc/2a2 ekspresyonu onemli Olglide artis
gostermistir. E16.5’te ise mide bagirsak sisteminde slc/2a2 ekspresyonu azalmistir
(Vanden Heuvel vd 2006).

“’Alman waltzing quinea pig’’(gw) tanimlanmamis mutasyonlari tasiyan, otozomal resesif
olarak kalitilan kohleovestibiiler noksanlik ile karakterize hayvan modelidir. Histolojik
calismalar gelismekte olan stria vaskiilaris ile birlikte Reissner membraninda da ilerleyici
bozukluk oldugunu ortaya koymaktadir. gw/gw homozigot hayvanlarda yapilan histolojik
incelemeler sonucu i¢ kulakta stria vaskiilaris malformasyonu ve scala media
kompartimanlarinin  yoklugu goézlenmistir. Bu belirtiler kohleasakkiiler veya Sheibe
displazisinin temel karakteristikleridir. Bu bulgular, gw/gw homozigot bireylerde kohlear
akis ve iyon dengesinin bozuldugunu ortaya koymaktadir (Jin vd 2008).

Insanda SLCI242 geni 5q23.3’e haritalanmis olup 27 ekson icermektedir. Bugiine kadar
insanda bu gende isitme kaybina yol agcan bir mutasyon bildirilmemistir. sy ve gw mutant
hayvan tiirleri insanda i¢ kulak iyon dengesinin bozulmasma bagli olarak ortaya

cikabilecek isitme kaybi i¢in iyi birer model olugturmaktadir.
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1.2. MOLEKULER TEKNIKLER
1.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 6zgiil DNA dizilerinin invitro ortamda ¢ogaltilmasin
saglayan bir yontem olup bir polimeraz enzimi ile gergeklestirildigi i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu adini almaktadir almaktadir.1985 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmis
olan bu yontem, az mitarda DNA 6rnegi ile ¢aligma avantaj1 saglamaktadir ve bu avantaji
sayesinde molekiiler biyoloji, adli tip, evrim ¢aligmalar1 ve pek ¢ok alanda tercih edilen

onemli bir teknik olmustur (Akar 1999).

PCR reaksiyonu temel olarak ii¢ asamadan olusmaktadir. Bunlar, DNA’nin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmasi (hibridizasyon), son olarak da zincirin uzamasi (polimerizasyon)’dur. Bu 3
asamaya bir PCR dongiisii denir ve ¢ogaltilacak iiriin miktar1 bu dongiiniin tekrar sayisina
baglidir. Bu dongii sayis1 genellikle 30-40’dir. Bir PCR igleminde “n” dongii sonunda kalip
DNA’nin istenilen bir bolgesi yaklasik 2" kez ¢ogaltilmig olur.

[lk adimda, ¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincir haline getirilir. Bu genomik
DNA; kurumus kan ya da semen gibi adli tip 6rnekleri, uzun siire saklanmis tibbi 6rnekler
ve tek bir sag teli gibi degisik kaynaklardan elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli
hale gelene kadar 90-95°C * de yaklasik 5 dakika siireyle 1sitilir. Sicaklik 50-70°C arasinda
bir degere distiriilerek primerlerin tek zincirli DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu primerler
15-30 niikleotid uzunlugunda yapay oligoniikleotidlerdir ve c¢ogaltilacak DNA’nin
siirlandirilmasi i¢in baglangic noktasi ve bitis noktasi olarak gorev yaparlar. Reaksiyon
karisimma DNA polimeraz enziminin eklenmesiyle 70-75°C sicakliklari arasinda DNA
sentezi gerceklestirilir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5’ ucundan 3’ ucuna dogru
ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasin1 olusturur

(Klug 2000).

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan polimeraz enzimi Thermus aquaticus’dan izole edilen 1s1ya
dayanikli Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yiliksek 1silarda iyi ¢aligmast ve hizli DNA

sentezi yapmasi nedeni ile tercih edilmektedir.

PCR’dan iyi sonug¢ alinabilmesi degisik faktorlere baghidir. DNA polimerazin 1iyi

caligabilmesi en etkin oldugu pH’mn tiim uygulama boyunca korunabilmesi en Onemli
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faktorlerdendir. Bu amagla genellikle Tris. HCl pH: 8.4 tepkime karisiminda son degisimi
10mM olacak sekilde kullanilir. PCR karigiminda tek degerli katyonlarin 6zellikle 50-60
mM diizeyinde K™ bulunmasinin, ¢ogaltilmayr énemli dl¢iide artirdign saptanmistir. Yine
karisimda 100pg/ml jelatin bulunmasimin da benzer etki gosterdigi saptanmistir. Ayrica,
serbest magnezyum (MgCl,) konsantrasyonunun azaltilmasi ile Taq polimeraz dogrulugu
artirilabilir. INTP, DNA ve proteinlerin tiimii Mg" iyonuna baglandiklar1 i¢in her PCR
protokoliinde Mg™ konsantrasyonu ampirik olarak ayarlanmalidir. Fazla Mg™, enzimin

spesifikligini azaltir, az1 ise; enzimin inaktif olmasina yol acar (Akar 1999).

Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma sicakligi kabaca Tm: 4(GC)+2(AT) formiiliiyle
hesaplanir. Bu deger oligoniikleotidlerin niikleotid konsantrasyonlarina bagli olarak
degismekte olup hesaplanan uygun sicaklik degeri PCR spesifikligini arttirmaktadir.
Spesifikligi arttiran bir diger unsur oligoniikleotidlerin uzunlugudur. Optimal uzunluk
yaklagik 15-30 niikleotid olmalidir. Kullanilacak oligoniikleotidlerin se¢imi PCR iglemi
icin ¢ok dnemlidir. Oligoniikleotid dizisinin ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA bolgesi iginde
sadece bir kez bulunmasina dikkat edilmelidir. Ayrica, kullanilan olgoniikleotid ¢iftinin ug
bolgelerinde ve dizisi igerisinde birbirine uygunluk gosteren bolgeler bulunmamalidir; aksi
takdirde oligoniikleotidin u¢ bdlgeleri birbiri iizerine kivrilarak yada uygunluk gosteren
bolgeler birbirine baglanarak PCR’mn olumsuz olarak etkilenmesine neden olur.
Oligoniikleotidlerin niikleotid icerikleri de rastgele ancak orantili olmali, tekrarlayan
diziler igcermemelidir. Oligoniikleotidlerin niikleotid igeriklerinde guanin ve sitozin

niikleotidlerinin %50 ‘yi gegmemesi gerekmektedir.

Kullanilacak deoksintikleotid trifosfatlar (ANTP); son konsantrasyonlari 2mM olacak
sekilde ayarlanmalidir. Reaksiyon sirasinda ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP’lerin
bulunmas1 gereklidir. Kullanilacak her bir deoksiniikleotid trifosfatin (dNTP)
konsantrasyonunun esit olmasi dogru iiriin elde edilmesi acisindan énemlidir. ANTP nin az
miktarda kullanimi olusan PCR iirliniiniin miktarinin azalmasina; fazla miktarda kullanimi
yanlig oligoniikleotid eslesmesi sonucu hedef DNA disindaki bdlgelerin ¢ogalmasina

neden olur (Akar 1999).
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1.2.2. Mikrodizin Analizi

Mikrodizin yontemi 1995 yilinda Schena tarafindan gelistirilmis olup ilk olarak genlerin
ekspresyon diizeylerini 6lgmek iizere dizayn edilmistir (Schena vd 1995). Biochip, DNA

chip ve gene array terimleri bu yontemi belirtmek i¢in kullanilan terimlerdir.

Bir array, niikleik asit 6rneklerinin diizgiin bir sekilde siralanmasi ile olusmaktadir. Bilinen
ve bilinmeyen DNA &rneklerinin baz eslesmesi 6zelligine gore hibridizasyonu i¢in uygun
bir ortam saglayarak bilinmeyen DNA larin tanimlanabilmesi i¢in kullanilir. Mikrodizin
yonteminde ornek capi 200 mikrondan kiigiiktiir. Bu nedenle bir array iizerinde binlerce
ornek bulunabilir. Microarray ¢alismalarinda 6zel robotlara ve goériintiilleme donanimlarina

ihtiyag vardir.

20-80 baz cifti uzunlugundaki oligoniikleotit veya peptit niikleik asit (PNA) problar
sentezlenerek dizilirler. Array, isaretli DNA ile hibridizasyona sokularak komplementer
dizi varligi/miktar1 tanimlanir. Bu yontem fotolitografik iiriinler iireterek satan Affimetrix
firmasi tarafindan gelistirilmistir Proba baglanmis olan florasan isaretli molekiiller lazer
ile uyarildiklarinda 1s1ma yaparlar. Array tarayicinin amaci, komplementer noktalara

baglanan probun yaydigi 1s1n1 tespit etmektir.

Affmimetrix firmasi tarafindan genom boyunca SNP taramasi yapmak i¢in Mappink 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 ¢ipleri gelistirilmistir. Genome Wide Human
SNP Array 6.0 ile 906.600 SNP ve kopya sayist varyasyonlarinin tespitinde 946.000 probu

tarama imkan1 saglanmistir (http://www.affymetrix.com).

Giliniimiizde bu yontem; baglanti analizlerinde, kanser arastirmalarinda kromozomal
amplifikasyon, delesyon tespiti ve genotipleme ¢aligmalarinda, popiilasyon genetigi
caligmalarinda yiizlerce marker yolu ile allel frekanslarimin o6lglimii amaci ile

kullanilmaktadir.
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1.2.3. Mikrosatellit Analizi

Mikrosatellitler birgok Okaryotik genomda bulunan basit tekrar dizileridir. Bunlar arka
arkaya ve rastgele tekrarlar olustururlar. Genellikle 100bp’dan kisa ve benzersiz dizi
olduklarindan kolaylikla amplifiye edilirler. Klonlanmalar1 kolaydir. Bazi tekrarlarda
polimorfik 6zellik tasirlar. Bu 6zelliklerinden dolayr mikrosatellitler yaygin olark goriilen
kalitsal hastaliklarda yiiksek resoliisyon genetik haritalarin olusturulmasinda 6nem tasir

(Akar 1999).

Minisatellitler 10-100 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA dizilerinin ¢oklu kopyalarinin ardarda
olacak sekilde iki restriksyon bolgesi arasindaki DNA’ya insersiyonu, bir 6zgiil simif
polimorfizmi meydana getirir. RFLP’nin bu siift VNTR polimorfizmi olarak bilinir ve

bir¢ok allel ile karakterize edilir.

Mikrosatellitler minisatelit lokuslarindan daha sik ve polimorfiklerdir. 2-4 niikleotidlik
tekrar dizileri olup DNA’ya yayilmiglardir. Herhangi bir mikrosatellitte bulunan tekrar
dizilerinin sayist popiilasyondaki bireyler arasinda ve bireydeki iki homolog kromozom

arasinda da farklilik gosterebilmektedir (Nussbaum 2005).

Yapilan hesaplamalara gore insanda mikrosatellitler tiim genomda her 6bp’lik bir ortalama
ile goriilmekte ve genomun 745kbp’in1 kapsamaktadir. Bunlar genellikle DNA’nin intron
bolgelerinde bulunurlar ve ¢ok polimorfiklerdir. Insanda tekrarlama motifleri A, AC,
AAN, AAN ve AG seklindedir. AC tekrarlar1 hemen her 30kbp’da bir olusur ki en sik
kullanilan mikrosatellit tipidir Bir ailede hastaliga sebep olan genin lokalizasyonu,
belirlenen kromozomal bdlgede var olan mutant bir genin kalittminin aile bireyleri

arasinda karsilastirilmasiyla elde edilir (Akar 1999).

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

elektroforezinde yiirtitiliir.

Poliakrilamid jel denatiire edici 6zellige sahip olup DNA’nin tek iplik seklinde yiiriimesini
saglar. Bu yontem jelin icerdigi iire ve akrilamid/bisakrilamid oranina bagli olarak SSCP
jelinden daha hassastir ve daha yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir. Boylece bireylerdeki

mikrosatellit bolgelerinin tekrar sayilari rahatliklar belirlenebilmektedir.

37



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

Mutasyon taramasi i¢in bircok molekiiler teknik gelistirilmis olmakla birlikte en sik
kullanilan yontemlerden biri tek iplik¢ikli uygunluk polimorfizmi (SSCP) dir. PCR teknigi
kullanilarak uygulanan bu ydntem; denatiire edici olmayan jellerde tek iplikli DNA’da
olusan degisimin, jeldeki yiiriime farkliligina dayanarak belirlenmesini saglar. Bu yontem
ile niikleotid dizisinde mutasyon ya da polimorfizm sonucu olusan tek baz degisikliklerini,

delesyon ve insersiyonlar1 belirlemeyi miimkiin kilar (Akar 1999).

Ayni boyuttaki tek zincirli DNA parcgagiklari(ssDNa) kendilerindeki degisikliklere bagl
olarak jelde farkli pozisyonlarda yiirtirler. Komplementer iplik¢ikler ve tek baz degisikligi
gosteren DNA parcaciklarr ise degisik migrasyon gosterirler.. DNA’daki herhangi bir
degisiklik DNA parcaciginin konformasyonunun ve dolayisi ile elektroforetik hareket

yeteneginin degismesine neden olur (Oner 2002).

SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde, mutasyon taranacak DNA boélgesi 6nce PCR
yontemi ile ¢cogaltilir. Cogaltilacak bolgenin baz icerigine gore gelistirimis bir formiil (Ts=
[8O0XC/(A+1)] / {2,71+[C/(A+1)]}) kullanilarak bir sicaklik hesab1 yapilir. PCR iiriiniiniin
spesifikligini arttirmak i¢in belli oranda oligoniikleotid ve formamid i¢eren ylikleme boyasi
ile kanistirilir ve yiiksek 1sida (99°C) tek zincirli hale getirilip, vertikal elektroforez jeline
yiiklenir. Poliakrilamid jel hesaplanan sicaklik degerinde belirli bir voltajda yiirtitiiliir. Go¢
hizlaria bakilarak sonuglar degerlendirilir. Baz dizisi farkli olan DNA pargacigi normal

DNA pargacigina gore bant kaymasi gosterir.

SSCP tekniginin en biiylik avantaji kisa siirede ¢ok sayida 6rnekte mutasyon tarama imkani
saglamasidir. Yontemden en iyi sekilde sonug alabilmek icin, kullanilan PCR {iriiniiniin
200 bazgiftini gegmemesi Onerilmektedir (Akar 1999). Bu yontemle 200 bazgiftlik bir
dizide mutasyon belirleme oran1 %90; 400 bazciftlik bir dizide mutasyon belirleme orani

%80 dir.
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1.2.5. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da “Sequencing” DNA'nin niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina
gelmekte olup bu amagla iki temel teknik gelistirilmistir. Bunlar Maxam-Gilbert kimyasal

degregasyon yontemi ile Sanger’in dideoksi enzimatik yontemidir (Akar 1999).

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA'min belirli bazlardan
kirilmasina dayanmaktadir. Dizisi saptanacak DNA parcaciginin komplementer zincirleri
ayrilip, zincirlerden biri kullanilir. Dizisi saptanacak zincir 5° ucundan poliniikleotid kinaz
enzimi kullanilarak radyoaktif 32p jle isaretlenir. Bu isaret, elektroforez sonrasi belirli bir
DNA pargaciginin taninmasini saglamaktadir. ikinci adimda ise dort ayr tiipte DNA
ornegine, zinciri belirli niikleotidlerden kiran dort ayr1 kimyasal reaksiyon uygulanir.
Reaksiyon ig¢in kisithh bir siire verilerek her tiipte farkli pozisyonlardaki hedef
niikleotidlerden kirilmis molekiiller elde edilir. DNA’nin kirilldigi dort farklh reaksiyonda
guaninden(G>A), adeninden(A>QG), yalniz sitozinden(C) ve sitozin timinden (C+T) kirilma
olur. Bu reaksiyonlarda, piirinlerin kirilmasinda dimetilsiilfat kullanilir. Bu reaktif, adenine
gore guanini daha etkin olarak metiller ve 1s1 uygulandiginda zincir metilenmis boélgeden
kirilir. Bu durumda daha ¢ok guaninden zincir kirilmasi gergeklesir (G>A). Asit ortaminda
ise bunun aksine adeninden kirilan zincirler daha fazladir(A>G). Primidinlerin kirilma
reaksiyonlarinda hidrazin kullanilir. Hidrazin DNA’y1 hem sitozin hem de timinden kirar.
Ancak yiiksek tuz derisiminde (2M NaCl) yalniz sitozin reaksiyona girer. Bodylece

reaksiyondan biri sitozini(C), digeri sitozin ve timini (C+T) belirlemektedir.

Dort reaksiyon setinden elde edilen her biri hedef bazdan kirilmis farkli uzunluktaki
pargalar, elektroforetik olarak ayrilacaklar1 poliakrilamid jel iizerinde, yan yana dort
paralel kuyuya uygulanir. DNA pargaciklarinin uglar1 radyoaktif olarak isaretli oldugu icin
otoradyografi yontemiyle bantlar goriintiilenir (Akar 1999).

Fred Sanger ve arkadaglarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise, belirli bir bazda sonlanan
bir DNA zinciri sentezi gerceklestirilmektedir (Oner 2002). Dizisi saptanacak DNA zinciri
yeni sentezlenecek DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir. Sentez reaksiyonu DNA
polimeraz ile kataliz edilir. Tepkime karisiminda; dizisi belirlenecek DNA 06rnegi,
polimeraz enzimi, oligoniikleotid, dort farkli dNTP, dort farkli dANTP ile enzimin
caligmasi i¢in tampon gorevi gorecek olan maddeler bulunur. PCR’da oldugu gibi

denatiirasyon, yapisma, uzama sikluslarinin belirli sayida tekrarlanmasiyla gerceklestirilir
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(Akar 1999). Yontemde kullanilan ddNTP’lerin 3’ ucunda hidroksil (OH) grubu
bulunmamaktadir. Bu durumda molekiil yeni sentezlenen DNA'ya katilir ancak 3’-OH
grubu tasimadig i¢in kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir
DNA parcacigi elde edilir. Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir reaksiyon
karisimi kalip DNA zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordii ve az
miktarda ddNTP’den sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tiipiinde
farkli bir ddNTP bulunur. Elektroforez sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile
goriintiilenir. Bu bantlar yukaridan asagiya dogru okunarak dizi saptanir (Akar 1999; Oner

2002).

Giliniimlizde dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analiz cihazlari, radyoaktif izotoplar
yerine de floresan boyalar kullaniimaktadir (Oner 2002). Sistem, iizerindeki laser 15181 ile
farkli 6zellikteki florasan boyalari algilar, her niikleotid i¢in ayr1 renkte bir pik olusturarak

niikleotid dizisini belirler.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1. Cahisma Grubunun Olusturulmasi

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Klinik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda ve Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi Merkez Laboratuvarinda yapilmistir. Bu c¢alisma
10558464 nolu “Otozomal Resesif Sensorindral Isitme Kaybi Yapan Gen Degisimlerinin

Ortaya Cikarilmas1” baghikli TUBITAK projesiyle desteklenmistir.

Calismaya 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 aileler dahil edilmistir. Ailelerde GJB2 geninde ve mitokondrial
DNA A1555G mutasyonlarinin olmadig1 gosterilmistir. Caligmaya katilan tiim ailelere
caligmanin olas1 sonuglar1 hakkinda bilgi verilmis ve goniillii olarak katildiklarina dair
onam formlar1 alinmistir. Bu calisma i¢in Ankara Universitesi Etik Kurulu tarafindan

onaylanan formlar kullanilmigtir (Tarih:30.01.2006, Karar no: 85-2215).

2.2. Yontemler

Bu calismaya toplam 97 aile dahil edilmis olup bunlardan 51 tane otozomal resesif isitme
kayb1 olan aile tiim genom boyunca tek nokta polimorfizmi ile 66 aile ise mikrosatellit
belirtecleri kullanilarak genotiplendirilmistir. (23 aile her iki yontemle taranmistir). Bu
analizler sonucunda polimorfik belirte¢ genotipleriyle fenotipin birlikte kalitildiginin
diistintildiigti ailelerde ilgili gende SSCP ve DNA dizi analizi yontemleriyle mutasyon
taramas1 gerceklestirilmistir. Cizelge 2.1°de c¢alismaya dahil edilen aileler, ailelerdeki

etkilenmis birey sayilari, ailelerin memleketleri ve tarama yontemi belirtilmistir.
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Cizelge 2.1: Calismaya dahil edilen aileler, ailelerin etkilenmis birey sayilari, memleketleri

ve tarama yontemi

Aile No: Etkilenmis Birey Memleket Tarama Yontemi
006-010 7 Ankara - +
007 2 Erzincan + -
013 5 Ankara - +
034 4 Cankiri + +
042 2 Konya + -
045 4 Yozgat + +
052 3 Amasya + +
061 4 Amasya + -
063 2 Amasya + -
094 4 Amasya +
098 3 Kirsehir + -
102 2 Karabiik +
115 2 Amasya + -
232 7 Afyon + -
303 2 Ankara + -
338 4 Bayburt + +
344 3 Samsun + +
347 7 Gaziantep + +
393 2 Ankara + -
418 5 Corum + +
432 3 Sanlurfa + -
435 2 Trabzon + -
438 10 Konya + +
448 2 Rize + -
472 2 Kirikkale + -
516 2 Ankara + -
543 2 Agri + -
544 2 Bayburt + -
546 2 Eskisehir + -
547 2 Hatay + -
550 6 Konya -

551 5 Konya + -
552 2 Konya + -
553 7 Adana + +
554 3 Sanlurfa + +
555 4 Mardin + +
559 7 Sanhurfa - +
560 4 Mardin + +
561 8 Van - +
562 3 Sanlurfa + +
563 3 Kilis + +
564 4 Konya + +
635 2 Konya + -
636 2 Sanliurfa + -
637 2 Konya + -
638 2 Konya + -
643 3 Konya + +
644 3 Konya + +
645 3 Bursa + +
647 4 Van - +
651 7 Van + +
656 8 Antakya + -
660 3 Antakya + -
661 2 Antakya + -
662 2 Antakya + -
663 4 Antakya + +
664 4 Antakya + +
670 3 Ankara + +
674 2 Bolu + -
675 2 Sivas + -
679 5 Sivas +
681 4 Malatya - +
682 4 Eskisehir - +
685 2 Konya + -
686 2 Agri + -
691 2 Eskisehir + -
695 2 Ankara + -
714 2 Van +

716 2 Kayseri + -
717 2 Osmaniye + -
719 7 Icel - +
720 5 icel - +
723 2 Sanhurfa + -
724 5 Kayseri - +
725 2 Kayseri +
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726 2 Kayseri + -
728 10 Kayseri - +
734 7 Sivas - +
739 2 Afyon + -
740 2 Kirikkale +

766 12 Siirt +

780 7 Diyarbakir +

784 11 Diyarbakir +

789 12 Batman +

790 5 Batman +

791 4 Mardin +

794 7 Diyarbakir +

796 5 Diyarbakir +

801 3 Mardin +

807 4 Diyarbakir +

808 4 Diyarbakir +

811 5 Diyarbakir +

815 5 Diyarbakir +

2.2.1. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu klasik fenol/kloroform yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Oncelikle bireylerden, 1 mL 0,5 M Etilendiamintetraasetikasit iceren (EDTA) (Sigma,
ABD) polietilen tiip igerisine 9 mL kan 6rnegi alimir. EDTA MgJr2 iyon tutucusu ve
kuvvetli bir DNAaz inhibitétiidiir.Ortamda EDTA’min bulunmasi Mg™ iyonu’nun sebep
oldugu niikleik asitlerin birbirleriyle ve proteinlerle agrege olarak piht1 olusumunu
engeller. Alinan kan 6rnegi falkon tiipiine (50 mL) konur ve igerisinde 25 mL RBC (Red
Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum Klorid (AppliChem, Almanya); 10 mM
Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM EDTA (AppliChem, Almanya)] ilave
edilir. Ornekler ¢alkalandiktan sonra 20 dk buzda bekletir. +4°C, 4000 rpm’de 15 dk
santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiiliir. Tiipiin dibindeki pellet
tizerine tekrar RBC lizis soliisyonu ilave edilir. Bu islem tiim eritrositler giderilene kadar
tekrarlanir. Son kez siipernatant dokiildiikten sonra dipte kalan 16kositler {izerine 1000 uL
RBC lizis soliisyonu eklenir ve bu karistmin 800 pL ’si ependorf tiipline alinarak -20°C’de
stok olarak saklanir. Geriye kalan 200 pL bir ependorf tiipiine alinarak iizerine 20 pg/mL
olacak sekilde Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5
olacak sekilde %10’luk Soydum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve lokosit hacminin 2,5
kat1 olacak sekilde niikleaz soliisyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100 mM
Sodyum Klorid (Merck, Almanya), 1 mM pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya) eklenerek
bir gece 56°C‘de sicak su banyosunda (Kotterman, Almanya) bekletilir.
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Saflagtirmanin  ikinci basamagi proteinlerin  pargalanmis hiicre  ¢o6zeltisinden
uzaklastirilmasi olup bu isleme ’deproteinizasyon’’ adi verilmektedir. Bu amagcla ertesi
giin tiiplere 1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform (Merck,
Almanya), izoamilalkol (Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk calkalanir ve buz igerisinde
20 dk bekletildikten sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. Iki faza ayrilan
karisimin iist kismi bagka bir ependorf tlipline alinarak tizerine toplam hacmin 1/10’u kadar
3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kat1 kadar %95°lik alkol (Tekel,
Tirkiye) eklenir. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale getirildikten sonra -
20°C’de bir gece bekletilir.

DNA saflagtirmasinin {icilincii basamagi iki amaca hizmet etmektedir. Birincisi yliksek
molekiil agirlikli DNA’y1 deproteinizasyon ¢dzeltilerinden konsantre eder. ikincisi
hiicrenin kirtlmasindan sonra ¢ozeltide kalan niikleotid, amino asit ve diisiik molekiil
agirliklr kirlilikleri uzaklagtirir. Bu amagla {i¢iincii giin tiipler +4°C 4000 rpm’de 20 dk
santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir. Siipernatant kism1 ddkiilerek tiipe 500 pL %70°1ik alkol
eklenir ve +4°C 4000 rpm’de 20dk santrifiij edilir. Santrifiij sonunda alkol dokiiliir ve
tipler kurutma kagidi lizerinde kapaklar1 agik bir sekilde bir gece boyunca kurumaya

birakilir.

Ertesi giin kurutulan tiip igerisine Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) soliisyonu
eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek DNA’nin ¢oziilmesi saglanir. izole edilen DNA
+4°C 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 hastalifa veya hastalifa yatkinliga

neden olan genler saptanmaktadir.

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

isaretleme islemleri yapilir ve 6rnekler cipe yiiklenir.
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Bu yontem her aileden en az iki etkilenmis bireye uygulanmistir. Hastalarin genomik DNA
ornekleri EDTA-TE Tamponu kullanilarak 50 ng/uL olacak sekilde ayarlanir ve kesim
asamasina geg¢ilir. Bu asamada buzda 15 pL ddH,0, 2,5 pul buffer tango (10X) ve 1,25 uL
Xba I (20 U/uL) igeren bir karisim hazirlanir. Bu karigima 6,25 uLL genomik DNA eklenir
ve 2000 rpm hizda 1 dk santrifiij edilir. Hazirlanan 6rnek 37 °C etiivde 16 saat bekletilir.
Ardindan PCR cihazinda 70 °C ‘de 20 dk bekletilerek enzim inaktivasyonu saglanir.

Bu islemin ardindan ligasyon islemine gecilir. 1,25 pL Adaptor Xba, 2,5 uL. T4 DNA
Ligaz tamponu kullanilarak bir karigim hazirlanir ve bu karigima 1,25 pLL T4 DNA Ligaz
ile 20 pL kesilmis DNA o6rnegi eklenir. 2000 rpm hizda 1 dk santrifiij edilir. PCR
cithazinda 16 °C*de 120 dk, 70 °C’de 20 dk bekletilir. Bu islemden sonra 25 uL ligasyonlu
ornek 75 uL ddH,O0 ile sulandirilir.

Bu asamadan sonra PCR asamasi gelmektedir. Her birey i¢in gerekli olan 6rnek miktarini
elde etmek amaciyla 5 adet PCR yapilmaktadir. Her PCR reaksiyonu i¢in 10 uL PCR
Buffer, 10 uL ANTP (herbiri 2,5 mM), 10 uL MgCl, (25 mM), 7,5 uL PCR Primer,001, 2
uL Taq polimeraz (5u/puL) 50,5 pL ddH,O ve 10 pL diliiye edilmis ligasyon iiriinii
kullanilmaktadir. Bu karistm 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 15 s, 72°C 7 dk ve 4°C bitis

programina tabi tutulmaktadir.

Bu islemlerden sonra Ankara Univeritesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Ana
Bilim Dali Klinik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda gerekli
cihazlarin bulunmamasi nedeniyle geriye kalan piirifikasyon, fragmentasyon, labeling,
hibridizasyon, yikama, boyama ve tarama islemleri i¢in 6rnekler Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarina gonderilmistir.

Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarindan gelen ailelere ait genetik veriler
Microsoft Excel programina aktarilmigtir. Daha sonra SNP’lerin kromozomal ve niikleotid
lokalizasyonlarina gore siralamasi yapilmistir. Arastirmada taranan 4 geninin genomik
lokalizasyonu ensembl (www.ensembl.org) veri tabani kullanilarak belirlenmistir. Bu
genler daha 6nceden hazirlanmis SNP verilerini i¢ceren Microsoft Excel tablolarinda ilgili
genomik lokalizasyona yerlestirilmistir. Her ailede kendi i¢inde etkilenmis bireylerin
genotipleri bilinen bir geni homozigot olarak c¢evreliyorsa, bu gendeki homozigot bir

mutasyonun ailedeki igitme kaybina neden olabilecegi diisiintilmiistiir.
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2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Toplam 66 aileye her 4 gen i¢in genlerin i¢ginde veya ¢ok yakininda bulunan mikrosatellit
belirtegleri yardimiyla genotipleme yapilmistir. Tiim mikrosatellit belirtecleri ile yapilan
PCR reaksyonunda son konsantrasyonu 0,6 pmol olacak sekilde oligoniikleotid ¢iftleri, 10
mM Tris-HCI, 50 mM KCI, son konsantrasyonu 0,2 mM olacak sekilde dNTP (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP), 1 iinite taq polimeraz, 15 mM MgCl, ve toplam hacmi 25uL’ye

tamamlayacak miktarda ddH,O kullanilmstir.

Tim mikrosatellit belirtegleri “Mammalian Genotyping Service”

(http://research.marshfieldclinic.org/genetics/home/index.asp) veri tabanindan secilmistir.
Dort gen iginde kullanilan mikrosatellit belirteclerinin isimleri, dizileri, boylari,

kromozomal lokalizasyonlar1 ve kullanilan PCR programlar1 Cizelge: 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.2: TMHS, TRPAI1l, GJA7, SLC12A2 genleri i¢in kullanilan mikrosatellit

belirtecleri
Kr. Kromozomal | Mikrosatellit . . s 1 ees PCR
Gen No lokalizasyon belirteci Oligoniikleotid dizisi Boyutu (b¢) programi

TMHS 6 35,909,873 - D6S2425 F:5°CCCTGCTTTCATGTACAGCT3’ 228 Program 1
35,910,105 R:5:GCAGCAGAGAATGGCTAATC3’

TMHS 6 35,909,544 - D6S1875 F:5’AAGATTAGCCATTCTCTGCTGC3’ 345-346 Program 1
35,909,894 R:5’:TAGCCTCACTGGTGGCTTG 3’
35.480.617 - F:5’GAGCAAGACTCCATCTCAAA3’ ]

TMHS 6 35,480,848 DéS1611 R:5:ACCTAAGTTCTCTGAAGGGCS’ 222-240 Program 2
35.870.778- F:5’GAAAACAGATATGCTGGTCAAGG3’

TMHS 6 35,870,920 D6S2128 R-5’GTGGACGCTCCAAGCAGT3’ 141 Program 2
72.917.740 - F:5°CTTCTTCCTGGACTTTGCC3’ ]

TRPA1 8 72,917,900 D8S570 R:5’GTTCCTACTTGGAGCTTGGA3® 153-167 Program 3
72,739,333 - F:5>’TCACTGCCAGAGAGAGAGAG3’

TRPAL 8 72.739.465 D8S330° | R:AGAGGCCTGACAATATCACA 143 Program 3
73,667,189 - F:5>TTCCAGCAGTGGCATC3’ R

TRPAL 8 73.667.413 D8SI776 | R:5' AGACTTGGGGTTAAAAAACAG3® 225-235 Program 1
72,712,060 - F:5’CCAAAACATTGCTCCC3’

TRPAI 8 | 72712201 D8SI807 | R.cGCCTGTCCCTAGTTC 226-240 Program 3

TRPAL1 8 73,150,567 - D8S279 F:5’AAACACAGGTCTGTAGGATTTTAGTA3’ 239 Program 3
73,150,809 R:5’GTGTCAGGTCGGGGTG3’
40,162,539 - F:5’AGGGGCAGCAGTCCTGTA3’ .

GIAT 17 40,162,644 DITSI861 | p.5 ACATCATCCTGAAATCTAATGGG3® 94-116 Program 2
39,089,324 - F:5’GAAGTGCCAAAGGCCAGGAACC3’

GIAT 17" 139,090,123 DI78965 | R.5°CTGCACTTCATTCAGCCTGGGTG3’ 185 Program 2
40,413,206 - F:5’"GAAGTGCCAAAGGCCAGGAACC3’

GIAT Y 40413336 DI78934 | Ri5'CTGCACTTCATTCAGCCTGGGTGS’ 185 Program 2
40,078,993 - F:5’GCTACTTATCGATTTITAGGCG3’

CX45 17| 40,079,096 DI78930 | R GTAGGGGATGTTTTATCAGTGA 139 Program 2
128,966,377 - F:5’AAATTAGGGAAACACATTTTTG3’

SLCI2A2 |5 1 1281966.475 D3S809 | R3S TGGCTTAAAGTGTTAAACAGTG3® 89-107 Program 2
128,191,570 - F:5°TTCAATGTTGCCAGGATGT3’ R

SLCI2A2 | 5 e lor e DSS2078 | L A AT CAAAAAATGCCATTCAAAGAS: 169-209 Program 2
126,870,641 - F:5°GCAAACTGCACTATCCTTTC3’

SLC12A2 5 126,870,734 D55490 R:5’ AAAGTGAGGAGTCAAGGAGG3® 125 Program 2
125,191,192 - F:5’AACCCTCAAGCAGTCTAGG3’

SLC12A2 5 125,191,538 D5S615 R-5’TACACCATCATCTCTCCTGG3’ 359 Program 2
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Program 1; 95°C’de 5 dk ardindan 35 dongii 94°C’de 1 dk, 55°C’de 1dk, 72°C’de 1 dk ve
72°C’de 10 dk olarak gercgeklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 2; 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk, 65°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde, 72°C’de 1 dk, 20 dongili 94°C’de 1 dk, 55°C’da 1 dk, 72°C’de 1 dk
ve 72°C’de 10 dk olarak gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 3; 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 gergeklestirilmistir (Primus, ABD).

Program 4; 95°C’de 5 dk ardindan 35 dongii 94°C’de 1 dk, 52°C’de 1dk, 72°C’de 1 dk ve
72°C’de 10 dk olarak gerc¢eklestirilmistir (Primus, ABD).

Tim ailelerde oncelikle hasta bireylere, hasta bireylerin homozigot bulundugu ailelerde
anne ve babaya da PCR yapilarak, bolge icin homozigot ve heterozigot bireyler

belirlenmistir.

2.2.4. Mikrosatellit icin Poliakrilamid Jel Hazirlanisi

Bu calisma %6’lik poliakrilamid jel kullanilarak gerc¢eklestirilmistir. Jelin yapiminda
%40°lik 19:1 oraninda hazirlanan akrilamid/bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bu
amacla 190 g akrilamid (Merck,Almanya) ve 10 g N,N'-metilen-bis-akrilamid (Sigma,
Almanya) bir miktar distile su ile 37°C’de 1sitilarak kimyasallarin ¢oziinmesi saglanmis ve
hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlanmistir. Jel yapimi i¢in kullanilan TBE 5X
sollisyonu; 54 g Tris (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
yapilmustir.

Mikrosatellit jelinin dokiilecegi camlar Oncelikle distile su ile yikanip alkolle
temizlendikten sonra jelin cama yapigsmamasi i¢in her iki camin jel dokiilecek olan yiizeyi
bir miktar SigmaCode (Amersham, Isveg) ile silinmistir. Ardinda camlar arasina 0.8 mm
kalinliginda spacerlar yerlestirilerek sabitlenmistir. 62.49 g iire, 13 mL TBE 5X, 19.5 mL
%40 (19:1) akrilamid/bisakrilamid soliisyonu yaklasik 20 mL distile suda 37 °C’de
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eritilmistir. Ardindan toplam hacim distile su ile 130 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan
jel igerigi 0.22 pm filtreden siiziildiikten sonra 10 dk vakum pompast yardimiyla havasi

alinmustir.

Jelin polimerizasyonunu saglamak amaciyla %25’lik amonyum persiilfat (APS) soliisyonu
ve TEMED kullanilmistir. Kullanilan %25°’lik Amonyum Persiilfat soliisyonu igin 2.5 g
Amonyum Persiilfat (AppliChem, Almanya) distile su ile 10 ml’lik hacime tamamlanarak
hazirlanmistir. Jel igerigine 50puL %25°lik taze hazirlanmis olan amonyum persiilfat
soliisyonu ve 50uL. TEMED (N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamid) (Sigma, Almanya)
eklenmis ve sabitlenen jel diizenegindeki camlar arasina dokiilmistiir. Jel dokiildiikten
sonra 0,8 mm’lik tarak camlar arasina takilarak 6rneklerin yiiklenecegi kuyularin olusmasi
saglanmistir ve jelin polimerize olmasi i¢in bir siire beklenmistir. Jel polimerize olduktan
sonra camlar vertikal jel elektroforez sistemine (GibcoBRL S2, ABD) yerlestirilmistir.
Sisteme tampon olarak TBE 0.5 X soliisyonu konulmustur. 80 watta yaklasik 1 saat 6n

1sitma yapilmistir.

25 pL PCR driinlerine 10 pL denatiire edici 6zellige sahip ylikleme boyasi eklenerek
95°C*de 8 dk denatiire edilip, jele 5-7 uL 6rnek yiliklenmistir. Kullanilan yiikleme boyasi
toplam hacminde %95 formamid, 20mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol, %0,05 Brom-

fenol mavisi icermektedir.

Ornekler 60 watt akim altinda, yaklasik 50-52°C ‘de baz ¢ifti uzunluklarma bagli olarak 2-
4 saat yiritiliip elektroforez sonrasi bantlar1 goriinlir hale getirmek amaci ile jel giimiis

boyama iglemi gergeklestirilmistir.

2.2.5. Mikrosatellit Jeli icin Giimiis Boyama

Elektroforez sonrasi bantlar1 goriiniir hale getirmek amaci ile yapilan glimiis boyamada 3
farklr soliisyon kullanilmaktadir. 1. soliisyon %0.15 oraninda giimiis nitrat icermektedir.
Bu soliisyon i¢in %]1’lik stok giimiisden 150 mL alinarak 900 mL distile su ile karistirilir.
Jel yiirime islemi bittikten sonra camlardan ayrilarak bu soliisyonda yaklasik 20 dk
bekletilmistir. Ardinda giimiis soliisyonundan iyice temizlenmesi amaciyla jel distile sudan
gecirip, 2. sollisyona tabi tutulmustur. Bu soliisyon 150 mL %15’lik NaOH, 6 mL

formaldehit ve 1350 mL distile su kullanilarak hazirlanip, jel bu sollisyonda bantlar
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goriiniir hale gelene kadar boyanmistir. Ardinda bu soliisyon dokiilerek jel 3. soliisyonda
bekletilmistir. Bu soliisyon, %7.5’luk Na,CO; stok soliisyonu 10 kez seyretilmesiyle
hazirlanir ve boyama reaksiyonunu durdurmak amaciyla kullanilmaktadir. Boyama iglemi
tamamlanan jeller asetat kagitlar icerisine alinmistir. Polimorfik belirtegler ile ilgili gende

diistiniilen aileler SSCP ve/veya DNA dizi analizi yontemi ile taranmistir.

2.2.6. SSCP i¢in Poliakrilamid Jel Hazirlanmisi

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

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

Bu calismada %7’lik poliakrilamid jel kullanilmistir. Bu jel i¢in %40°lik, 49:1 oranindaki
akriamid/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 ¢ozdiiriiliir ve hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanmistir (Sambrook

vd., 1989).

Jel yapimui i¢in kullanilan TBE 5X soliisyonu, 54 g Tris (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.

Jelin polimerlesmesi i¢in kullanilan %10’luk Amonyum Perstilfat; 1 g Amonyum Persiilfat

(AppliChem, Almanya) distile su ile 10 ml’lik hacime tamamlanarak hazirlanmistir.

Jel; 12,34 mL %40°lik akrilamid/bisakrilamid soliisyonu, 14 mL TBE 5X soliisyonu, 40,16
mL distile su ve 3.5 mL gliserol kullanilarak hazirlanmistir. Karigim 0.22 pm filtreden
stiziildiikten sonra vakum ile havasi alinmistir. Ardindan bu jel igerigine 0,6 mL %10’luk
Amonyum Perstilfat ve 40 pl TEMED (N,N,N',N'-tetrametilen-etilendiamid) (Sigma,
Almanya) eklenerek hazirlanan camlar arasina dokiilmiistiir. Daha sonra 1,5 mm’lik tarak

camlar arasina yerlestirilerek 6rneklerin yiiklenecegi kuyularin olugsmasi saglanmistir.

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

(BioRad, ABD) yerlestirilmistir.
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PCR orneklerinin icerdigi adenin ve sitozin niikleotid sayilar1 baz alarak asagida belirtilen
formiil ile bir sicaklik degeri (Ts) hesaplanmistir ve Ornek yiiklenmeden once jeller

hesaplanan bu sicaklik derecesine getirilmistir (Li vd 2003).
Ts=[80XC/(A+1)]/ {2,71+[C/(A+1)]

PCR iirtinlerine spesifikligi arttirmak amaciyla belli bir oranda denatiire edici yiikleme
boyas1 ve oligoniikleotid eklenmistir. Kullanilan yiikleme boyasi toplam hacminde %95
formamid, 20mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol, %0,05 Brom-fenol mavisi igermektedir.
2 uL PCR firiiniine 7uL yiikleme boyasi, 1’er pL 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 kullanilmustir. Ornekler 130 volt akim altinda,
belirlenen sicaklikta baz ¢ifti uzunluklarina gore 10-14 saat yiiritiilmiistiir. Elektroforez

sonrasi jel giimiis boyama ile boyanarak bantlar goriiniir hale getirilmistir.

2.2.7. SSCP Jeli i¢cin Giimiis Boyama

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

farklilig1 olan 6rnekler belirlenmistir.

Bu yontemle taranan TMHS ve TRPAI genlerinin ekzon sayisi, ekzonlara 06zgi
oligoniikleotid dizileri, ekzon boyutlari, Ts degerleri ve oligoniikleotidlerin optimize

oldugu PCR kosullar1 Cizelge: 2.3 ve 2.4 ‘de verilmistir.
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Cizelge 2.3: TMHS geninin ekzonlari, oligoniikleotid dizileri, baz ¢ifti uzunluklar1 ve PCR

programlart.
Ekzon Ekzon
Sag oligoniikleotid dizisi Sol oligoniikleotid dizisi PCR programi
numarasi boyutu (bg)
Ekzon 1 F: 5> GCCTCCATCCACAAAGCTAC3’ R: 5 GAAGGCTCTAGAGGGGATGG3’ | Program 1 349
Ekzon 2 F: 5> GGAGAAGGGAGGTGACAACA3’ R: 5> GGACACCATTGTGGAGTTGG3’ | Program 1 365
Ekzon 3 F: 5> TGGAGATGGAGTAGTGTGCAG3’ R: 5 CAAGCAGCATCACAGCCTTA3’ | Program 1 230

Program 1: 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk, 68°C’de 1 dk her dongiide
0.5°C diisecek sekilde, 72°C’de 1 dk, 20 dongili 94°C’de 1 dk, 58°C’da 1 dk, 72°C’de 1 dk
ve 72°C’de 10 dk olarak gergeklestirilmistir (Techne, Almanya).

Cizelge 2.4: TRPAI geninin ekzonlari, oligoniikleotid dizileri, ekzonlarin Ts degerleri, baz

cifti uzunluklar1 ve PCR programlari.

Ekzon
Fheon Sag oligoniikleotid dizisi Sol oligoniikleotid dizisi PCR boyutu Ts
numarasi programi (be) degerleri

Ekzon 1 F5 AAGGAGCTCCGCGTTTCTAC3! RS CACGCTTTCTCCAAACCAAG3' Program 1 346 26,613
Ekzon 2 FSTITIGCATATGCTTGITIGG3 R:5' TGGGATGAATGATTTCTGGA 3' Program 2 246 11,073
Ekzon 3 F: SAATACAGTCTAAGCAAAATTTAATCCA3’ RS TTTGGAGCCGGCCAGTAG3 Program 1 248 14,251
Ekzon 4 F:SCATGGTCCCTGGTATTTGAA 3' R: STGAAAAGATAAAGAAAGCAGACAGA 3 Program 1 250 13,324
Ekzon 5 F: 5' TTGCGATTTGGGGTTTAACT 3' R: S TCAAATTAATAGCATCCACCAAAA 3 Program 1 228 11,81
Ekzon 6 F:STTTGTTATGTTGAATGTTATTTTCTTC3' R: STTGGGATATTCTCTTGTTCTGC 3' Program 1 334 12,368
Ekzon 7 FSTTCTTTCATTGAGATTTAAACATTGA 3' R: STTCACTCATGAAGATGAAAAATCTG 3' Program 1 240 16,876
Ekzon 8 F:STICACTTTCCGAATATAGTAGCTTT3' R: STTGCTTCATTTITGAAAATCCATA 3' Program 1 231 9,463
Ekzon 9 F.5TTTCTAAGCTCTTTGTTGAATGG3' RSAGATGGTGGCACACAATGAA 3 Program 1 240 16,409
Ekzon 10 FS'TGAAAATCCACGTAAACATTGC3' R:SCAACTCAGTTAATGGCAATCCA 3' Program 1 206 9,199
Ekzon 11 FSAAACCATCATATTAGCATAATAGCAGA 3 R:SGGTTTCATATTITCAAGGCAAA 3 Program 1 300 13,113
Ekzon 12 FSTTTGCCTTGAAAATATGAAACC-3' R:STGAAAAGATAGCCTGAAAATGG 3' Program 1 267 12,047
Ekzon 13 F:SCATCCCGCATTTCATCTGTT 3' R:S'GAGTTTTCTGGCAATGTTGGA 3' Program 1 244 19,65
Ekzon 14 F:5STCACCACGTTTTCTGTGTCTG 3' R:SGAACACTAAATGACAGTGGACAGG 3' Program 1 238 22,648
Ekzon 15 F:5'CAGAAGGATGAAGACCTGTGC 3' R:S'CCCGGGAAGAATTTTGTTTT 3' Program 1 172 12,64
Ekzon 16 F:SGCCCCAATATCTTAGCTGGTT 3' RSCCATCTGCAGTAGATTACAGATCAA3' Program 1 197 13,181
Ekzon 17 F:5 TTGGGGATTCTATACTTGACTAACTG 3 RSTGTGCACATGTACCCTAAAACTT 3! Program 1 245 13,283
Ekzon 18 F:SCCAAACACAGTTATAAAACCAGACA 3' R:STTGAAGGCTTTGTAATAGATCCAA 3' Program 1 231 11,059
Ekzon 19 FSTGACTCAATTCTGGTTTGCTT 3 R:STGATATGTCAGATTTATTATGGGTTT 3' Program 1 288 12,352
Ekzon 20 F:5TGAAAATTATGGAAATGTTAAAGTGTT 3 RSTCTGCATATGAAAATATGTGCAAC3 Program 1 211 9,340
Ekzon 21 FSTTGTATTACGGGGTGCATGT3 RSAAAATGCTTAAAGGATGTGGAAA-3 Program 1 295 14.81
Ekzon 22 FSTTGTCACTGAATGAATACACTTTGA 3 RSTTCCATAATTCACAGCGACAA 3 Program 1 243 12,132
Ekzon 23 ESTGCATITTCATTTGTACCTCACC3 RSTGTTTCAAATGATCAACAAACAGA3 Program 1 264 20,59
Ekzon 24 F:STGCATTTTTAGGTGGACCATT 3' R:SAAATGCCCATTTTTGACTTG 3 Program 2 215 14,25
Ekzon 25 F:5'ATGATTGCCTCTGTGCCATA 3' R:5TGAATGAATGTCAAACAGTGTCA 3' Program 1 247 10,86
Ekzon 26 FSTTIGAATTTTGGCACATGCTT 3' R:SGATTGTGCATTATTATTTATGAGTTTT 3 Program 1 239 9,23
Ekzon 27 F:5GAAGGGCTAAAAGAAGAACTGAAA 3 R:SCCCCCATTAGAAGCCTCACS Program 1 300 11,85
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Program1: 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk, 65°C’de 1 dk her dongilide
0.5°C diisecek sekilde, 72°C’de 1 dk, 20 dongili 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).

Program2: 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 dongili 94°C’de 1 dk, 50°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 c¢alismada istenen DNA pargaciginin niikleotit dizisinin belirlenmesi i¢in Sanger’in
dideoksi-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 icin 8 pL sekans
soliisyonu (premix; 2 pL 10X reaksiyon tamponu, 1pL dNTP karigimi, 2ulL ddUTP, 2uLlL
ddGTP, 2uL. ddCTP, 2uLL ddATP, 1uL polimeraz enzimi), 1uL temizlenmis PCR iiriini, 2
pmol sag veya sol oligoniikleotid ve hacimi 20 puL’ye tamamlayacak kadar distile su
konularak “cycle sequencing” gerceklestirilmistir. Bu program 94°C’de 5 dk ilk
denatiirasyon, 30 siklus 96°C’de 20 s denatiirasyon, 50°C’de 20 s yapisma ve 60°C’de 4
dk’lik uzama evresi seklinde gerceklesmektedir. “Cycle sequencing” sonlandiktan hemen
sonra Orneklerin i¢ine reaksiyonun durdurulmasi i¢in her bir 6rnek i¢in 5 pL. durdurma
soliisyonu (1,5 M C,H30,Na, 50 mM EDTA, 20 mg/mL’lik Glikojen) ve 60 pL %95’1lik
soguk etanol eklenerek +4°C’de 14000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir (Hettich,
Almanya). Ustteki kistm dékiilerek %70’lik alkolden 200 pL eklenmis, +4°C’de 14000
rpm’de 5 dk santrifiij edilerek distteki kisim dokiilmiistir. Bu islem bir kez daha
tekrarlandiktan sonra oOrnekler liyofilizatdr cihazina (Christ, Almanya) yerlestirilmis ve
yiiksek vakum altinda 45 dk kurutulmustur. Kuruyan 6rneklerin {izerine 25 pl formamid
igeren soliisyon eklenerek DNA zincirlerinin birbirlerinden ayr1 tutulmasi saglanmigtir. Her
bir kuyucuk mineral yag ile kapatildiktan sonra plak DNA dizi analizi cihazina
yerlestirilmis ve cihazin bagli bulundugu bilgisayardaki CEQ Sequencing Software

programi aracilifi ile sonuglar goriiniir hale getirilmistir.

GJA7 geninde mikrosatellit belirtecleri ile yapilan genotipleme analizi sonuglarina gore

438 numarali ailede etkilenmis bireylerden birine dogrudan DNA dizi analizi yapilmistir.
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Cizelge 2.5: GJA7 genin amplikonlari, oligoniikleotid dizileri, baz ¢ifti uzunluklar1 ve

PCR programlari
Amplikon
Amplikon . . PCR
Sag oligoniikleotid dizisi Sol oligoniikleotid dizisi boyutu
numarast programi
(b¢)

Amplikon 1 F: >’TCAAGTATTCAAAGCAGTAGTTCCT 3’ : 5" CGGCTGTTCTGTGTTGCAC 3’ Program 1 296
Amplikon 2 F: 5> GGGGAAGATCTGGCTCACT 3’ : 5" GCCTTCTTGTCTGCTTCACC 3’ Program 1 273
Amplikon 3 F: 5 AGATTGCCAAAATGGAGCAC3’ : 5’GAAAACCCACCTCAAACAGG 3’ | Program 1 282
Amplikon4 F: 5 CTGGCAAGGACCGT 3’ : 5 GGATCCTCCAAGTTC 3” Program 2 269
Amplikon5 F: 5 CCACTGAAAAGACCATCTTCC 3’ : 5 GCCTTGTTTTGCTTGTAGGC Program 1 274
Amplikon6 F: 5 CCCCTGGCTATAACATTGCT : 5 TTTGCTACTGGCAGTGCTTT 3’ Program 1 299
Amplikon7 F: 5 TCAGGCCTACAGTCACCAAA 3’ : 5 AGAGTCCCCTGAGCTTGGAT 3 | Program 1 274

Programl: 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk, 65°C’de 1 dk her dongilide
0.5°C diisecek sekilde, 72°C’de 1 dk, 20 dongii 94°C’de 1 dk, 55°C’da 1 dk, 72°C’de 1 dk
ve 72°C’de 10 dk olarak gerceklestirilmistir (Primus, ABD).

Program2: 95°C’de 5 dk ardindan 20 dongii 94°C’de 1 dk, 60°C’de 1 dk her dongilide
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).
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3.BULGULAR

3.1. TMHS Geni

D6S2425, D6S1875, D6S1611 ve D6S2128 mikrosatellit belirtecleri ile yapilan

genotipleme analizi sonuglarina gore toplam 4 ailenin (061, 675, 714, 717 no’lu aileler)

etkilenmis bireylerinin ayni alel i¢in homozigot oldugu gosterilmistir.

Sekil 3.1. TMHS geni icin kullanilan D6S1875 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel

gorlntiisi. 1, 2, 5, 8, 9 numarali bireyler heterozigot; 3, 4, 6, 7 numarali bireyler
homozigot olarak tespit edilmistir.

TMHS geninde mikrosatellit belirtecleri ile yapilan genotipleme analizi sonucunda SSCP

yontemi ile mutasyon analizi i¢in segilen ailelerin aile agaglar1 ve genotipleme analizi
sonuglart Sekil 3.2’de verilmistir.
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Sekil 3.2: a-061, b-675, c-714, d-717 numarali ailelerin aile agaglar1 ve mikrosatellit

belirtegleri ile yapilan genotipleme analizleri.

Bu mikrosatellit verileri dogrultusunda 4 ailenin (061, 675, 714, 717 no’lu aileler)
etkilenmis bireylerine SSCP analizi yapilmis fakat bant farkliligi gosteren birey tespit

edilememistir.

3.2. TRPAI Geni

TRPAI geninde D8S530, D8S1776, D8S1807 ve D8S279 mikrosatellit belirtecleri ile
yapilan genotipleme analizi sonuglarina gére 063, 638 ve 740 numarali ailelerin etkilenmis

bireyleri kullanilan belirtegler icin homozigot olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.3. TRPAI geni i¢in kullanilan D6S1875 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel
goriintiisi. 1, 2, 5, 6, 7,11 numarali bireyler homozigot; 3, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 14
numarali bireyler heterozigot olarak tespit edilmistir.
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TRPAI geninde mikrosatellit belirtegleri ile yapilan genotipleme analizi sonucunda SSCP

ile mutasyon taramasina kalan ailelerin aile agaclar1 asagida verilmistir.
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Sekil 3.4. a.063, b.638 ve c.740 numaral ailelerin aile agaglari

Yapilan 10K mikrodizin analizi sonuglarina gore ise 564 numarali ailede 7RPAI genini
i¢cine alan bolgede homozigot bloklar tespit edilmistir. 564 numarali ailenin aile agaci sekil

3.5’te ve bu ailenin mikrodizin analizi verileri ¢izelge 3.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 3.5. 564 numarali ailenin aile agact

58



Cizelge 3.1: 564 numarali ailede TRPA1 geninin oldugu bolgenin 10K mikrodizin analizi

SNP-A-1514214

78856091

SNP-A-1517846

78930729

SNP-A-1511031

79737728

SNP-A-1510772

81209405

SNP-A-1511289

81209532

SNP No Kromozom No Lokalizasyon 564-101 564-102
SNP-A-1518181 8 64607420
SNP-A-1514650 8 64703039
SNP-A-1511121 8 64881386
SNP-A-1511174 8 64881497
SNP-A-1514677 8 65188320
SNP-A-1508364 8 65377940 | NoCall NoCall
SNP-A-1517927 8 65530781 | AA
SNP-A-1510010 8 67096174
SNP-A-1512644 8 67387124 | AA
SNP-A-1512053 8 67387437 | AA
SNP-A-1511226 8 68812139
SNP-A-1519728 8 69712752
SNP-A-1513987 8 70070765
SNP-A-1516245 8 70313106
SNP-A-1508672 8 70314439
SNP-A-1512960 8 70314606
SNP-A-1509415 8 70628049
SNP-A-1509707 8 70795945
SNP-A-1515904 8 70887465
SNP-A-1508583 8 71089232
SNP-A-1508946 8 71089425
SNP-A-1515200 8 71398521
SNP-A-1509866 8 72019074
SNP-A-1509308 8 72063328
SNP-A-1514184 8 72131984
SNP-A-1514088 8 72139601
SNP-A-1518058 8 72728710
SNP-A-1518008 8 72728798
SNP-A-1512048 8 72973875
SNP-A-1517535 8 72074133
SNP-A-1509924 8 72978711
SNP-A-1508633 8 73120270
SNP-A-1510583 8 73275673
SNP-A-1509319 8 73530548
SNP-A-1519656 8 73847644
SNP-A-1512945 8 74252292
SNP-A-1516711 8 75170824
SNP-A-1508518 8 75985406
SNP-A-1516707 8 76200122
SNP-A-1519215 8 76930031
SNP-A-1515355 8 76930139
SNP-A-1511862 8 77094719
SNP-A-1519747 8 77949261
SNP-A-1511516 8 77982412
SNP-A-1512119 8 77983105
SNP-A-1508727 8 78662620
SNP-A-1516867 8 78714257 | AA AA
SNP-A-1518096 8 78820682 | AA AA
SNP-A-1514301 8 78855942
8
8
8
8
8
8

SNP-A-1509475

81210174
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SNP-A-1507360 8 82281514
SNP-A-1514963 8 82634163 | AA
SNP-A-1510617 8 82936427 | NoCall

SNP-A-1511650 8 83110505 | AA
SNP-A-1512577 8 83607159

SNP-A-1515203 8 83850716

SNP-A-1515118 8 83850934 | AA AA
SNP-A-1509898 8 84082659 | NoCall NoCall
SNP-A-1516272 8 84263681 | AA AA
SNP-A-1511392 8 84442439

SNP-A-1512206 8 84487931 | AA AA
SNP-A-1514220 8 85231420 | AA AA
SNP-A-1510045 8 85990298 | AA AA
SNP-A-1509597 8 86454138 | AA AA
SNP-A-1511440 8 87218471 | AA AA
SNP-A-1518377 8 87218622 | AA AA
SNP-A-1519507 8 88238813 | AA AA
SNP-A-1510663 8 88858271

SNP-A-1510302 8 89227035

564 numarali ailede TRPAI genini igine alan bodlgede mikrodizin analizi sonucunda
homozigot blok tespit edilmesi {izerine bu ailenin etkilenmis bireyleri; D8S530, D8S1776,
D8S1807 ve D8S279 mikrosatellit belirtecleri ile taranmis fakat TRPAI genine baglanti

tespit edilememistir.

Mikrosatellit belirtecleri ile yapilan genotipleme analizi sonuglarina gére 063, 638 ve 740
numarali ailelerin homozigot olarak tespit edilen etkilenmis bireylerinde TRPA 1 geninin 27
ekzonu SSCP yontemi ile taranmistir. 740 numarali ailenin etkilenmis bireyinde 1.

ekzonda bant farklilig1 tespit edilmistir.

NERE

Sekil 3.6: TRPAI geni l.eksonun SSCP jel goriintiisii. Okla isaretlenen 740 numarali

ailenin hasta bireyi.

Bu gende SSCP ile tarama sonucunda birinci ekzonda bant farklilig1 tespit edilen bireye
(740-101) DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi analizi sonucunda p.Arg3Cys
(c.7C>T)degisimi homozigot olarak tespit edilmistir.
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a. b.

PEooOT oL TEL LD COECL 3 CCT oA OO TCAL TEHLAGTECL 3 CCTOE A

Sekil 3.7: a. 063-101 (normal) bireyde TRPAI geni 1.ekzon DNA dizi analizi goriintiisii.
b. 740-101(polimorfik) bireyde 7TRPAI geni 1l.ekzon DNA dizi analizi

goruntiisi

3.3 GJA7 Geni

Toplam 66 aile GJA7 geni i¢in D17S1861, D17S930, D175934 ve D175965 mikrosatellit
belirtegleri ile taranmis ve 1 ailede (435) iki etkilenmis bireyin ayn1 alel i¢in homozigot,

saglikli bireylerin ise heterozigot veya diger alellere homozigot oldugu gdsterilmistir.

Sekil 3.8: GJA7 geni icin kullanilan D17S934 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel
gorlintiisii. 5,6,8 numarali bireyler homozigot, 1, 2,3,4 ve 7 numarali bireyler

heterozigot olarak bulunmustur.

GJA7 geninde mikrosatellit belirtecleri ile yapilan genotipleme analizi sonuglarina gore

mutasyon taramasina kalan 435 numarali ailenin aile agac1 asagida verilmistir.
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Sekil 3.9: 435 numarali ailenin aile agaci ve mikrosatellit belirtegleri ile yapilan

genotipleme analizi sonuglari

Kullanilan tiim mikrosatellit belirtegleri i¢in homozigot oldugu tespit edilen 435 numarali
ailede etkilenmis bireylerden birine genin kodlayan tek ekzonu (7 amplikonu) olmasi
nedeni ile dogrudan dizi analizi yapilmis olup herhangi bir degisim saptanamamaistir. 10K
mikrodizin analizi ¢aligmalarinda GJA7 geni ¢evresinde homozigot blok saptanan ailelerin

aile agaclari sekil 3.10 ve mikrodizin analizi verileri ¢izelge 3.2°de verilmistir.

001 002

203 204 205 206 207 208 209 210
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Sekil 3.10: a.555 ve b.006-010 numaralr ailelerin aile agaclari
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Cizelge 3.2: 555, 006 ve 010 numarali ailelerde 10K mikrodizin analizi sonuglari

SNP No Kromozom No | Lokalizasyon 555-205 | 555-206 006-101 | 006-102 | 010-103 | 010-104
SNP-A-1514843 17 22760442 | AA AA AB AB AA
SNP-A-1517957 17 22802254
SNP-A-1516484 17 22839015 NoCall
SNP-A-1509106 17 23026451 AB
SNP-A-1519570 17 23092869 AB
SNP-A-1519629 17 23092917
SNP-A-1511117 17 24488142
SNP-A-1514918 17 25122345
SNP-A-1518339 17 25755541
SNP-A-1509158 17 26887999
SNP-A-1508697 17 26955730
SNP-A-1511792 17 27014232
SNP-A-1510018 17 28713731
SNP-A-1509973 17 28813156
SNP-A-1511086 17 28813215
SNP-A-1514742 17 28942170
SNP-A-1514696 17 28942222
SNP-A-1511630 17 29183029
SNP-A-1514598 17 29615779
SNP-A-1509571 17 29706619
SNP-A-1511602 17 30539277
SNP-A-1512952 17 30711529
SNP-A-1508646 17 30770914
SNP-A-1512165 17 31041457
SNP-A-1514548 17 32663038
SNP-A-1510500 17 33248878
SNP-A-1517714 17 34169959
SNP-A-1519053 17 34693022
SNP-A-1510501 17 36182069
SNP-A-1512602 17 36518826
SNP-A-1517295 17 36815436
SNP-A-1510482 17 36902470
SNP-A-1514279 17 39115918
GIA7 17 40231342
SNP-A-1517162 17 40352675
SNP-A-1509246 17 40668676
SNP-A-1512253 17 41412603
SNP-A-1512303 17 41412669
SNP-A-1516464 17 42522367
SNP-A-1518359 17 43381030
SNP-A-1518025 17 44162133
SNP-A-1518631 17 45647724
SNP-A-1508286 17 47396100
SNP-A-1507604 17 47542451
SNP-A-1518872 17 47810325
SNP-A-1516550 17 47925935
SNP-A-1512133 17 47934288
SNP-A-1514050 17 48020820
SNP-A-1518441 17 48076070
SNP-A-1510210 17 48168557
SNP-A-1515285 17 48416713
SNP-A-1517420 17 48497919
SNP-A-1517479 17 48498517
SNP-A-1510277 17 48561694 | NoCall NoCall
SNP-A-1514837 17 48608529
SNP-A-1510428 17 48608764
SNP-A-1516160 17 48730410
SNP-A-1509607 17 49029601
SNP-A-1516050 17 49253291
SNP-A-1517754 17 49427482
SNP-A-1517744 17 49668269
SNP-A-1519754 17 50007384
SNP-A-1513862 17 50052312
SNP-A-1513976 17 50052572
SNP-A-1514705 17 50112164
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Ayni gen icin 50K mikrodizin analizi yapilan 651 numaral: ailenin aile agaci sekil 3.11 ve

50K mikrodizin analizi sonuglari ¢izelge 3.3’te verilmistir.

Han®

alfe

—t G

303 203 201 301
302

202

111 112 13 101 102 103 121 122 123 124 125

Sekil 3.11: 651 numarali ailenin aile agaci
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Cizelge 3.3: 651 numarali ailede 50K mikrodizin analizi sonuglari

SNP No Km”;“;mm Lokalizasyon 651-122 651-113 651-112 651-121
SNP-A-1746885 17 36741043
SNP-A-1701579 17 36815436
SNP-A-1683002 17 36892433
SNP-A-1648922 17 36893129
SNP-A-1754640 17 36902470
SNP-A-1710736 17 36964372 AA AA AA AA
SNP-A-1702629 17 38035609 AA AA AB AA
SNP-A-1672638 17 38399053 AB
SNP-A-1746751 17 39007602 AB
SNP-A-1757956 17 39115918 AA
SNP-A-1707267 17 39171292 AR
SNP-A-1711800 17 39224665 AR
SNP-A-1642975 17 39462291 AB
SNP-A-1729944 17 39463877 AB
SNP-A-1674823 17 40203620
SNP-A-1673024 41065198
SNP-A-1706257 17 41085215 AA AA AA AA
SNP-A-1658840 17 41089766 AR AR AR AR
SNP-A-1671704 17 41090087
SNP-A-1664764 17 41128323
SNP-A-1715435 17 41128868 AA AA AA AA
SNP-A-1694345 17 41128907 AR AR AR AR
SNP-A-1713738 17 41129031 AA AA AA AA
SNP-A-1732165 17 41157478 AA AA AA AA
SNP-A-1675481 17 41158754
SNP-A-1730200 17 41388634
SNP-A-1709519 17 41388781 AA AA AA AA
SNP-A-1735242 17 41391205 AA AA AA AA
SNP-A-1715381 17 41391544 AA AA NoCall AA
SNP-A-1655555 17 41406176 AR AR AR AR
SNP-A-1732478 17 41419081 NoCall AA AA AA
SNP-A-1665942 17 41419230 AA AA AA AA
SNP-A-1675427 17 41472797 AA NoCall AA AA
SNP-A-1655227 17 41473244 AA AA AA AA
SNP-A-1653680 17 41474846 AA AA AA AA
SNP-A-1668891 17 41475485 NoCall AA AA AA
SNP-A-1756935 17 41491195 AR AR AR AR
SNP-A-1712011 17 41539399
SNP-A-1736709 17 41562424
SNP-A-1690575 17 41563664
SNP-A-1752147 17 41578112
SNP-A-1657435 17 41704075
SNP-A-1712697 17 42155230
SNP-A-1671088 17 42233432 AA AA AA AA
SNP-A-1703045 17 42342260 AA NoCall AA AR
SNP-A-1740111 17 42345644 AR AR AR AR
SNP-A-1668166 17 42450677
SNP-A-1684178 17 42457412 NoCall AA NoCall AA
SNP-A-1647184 17 42521055 AA AA AA AA
SNP-A-1710918 17 42521125 AA AA NoCall AR
SNP-A-1744881 17 42619379 AR AR AR AR
SNP-A-1671738 17 42697128 NoCall AB AB AB

Mikrodizin analizi sonucu homozigot blok tespit edilen ailelerde (006-010, 555 ve 651)

hasta bireylere dogrudan DNA dizi analizi yapilmis olup 651-122 ve 555-208 numarali

etkilenmis bireylerde 6. amplikonda p.Asp297Asn heterozigot (c.889 G>A) degisimi
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saptanmistir. Bu heterozigot degisim aspartik asidi asparajine doniistiirmektedir. 006-10

numarali ailede ise yapilan DNA dizi analizi sonucu herhangi bir degisim saptanamamastir.

a. b.

T ToO T TOAAADOAD A TOAA S TOO, TTOOT ST OAAADDAG TOAA A TE DY

Sekil 3.12: a. GJ47 geni altinc1 amplikonda p.Asp297Asn heterozigot (c.889 G>A)
degisimi tagiyan bireylerin DNA dizi analizi goriintiisii b. GJA7 geni altinci

amplikon normal bireyde DNA dizi analizi goriintiisii

3.4. SLC12A42 Geni

Toplam 66 aile SLC1242 geni i¢in D5S490, D5S615, D5S809, D5S2078 mikrosatellit
belirtegleri ile taranmis ve etkilenmis tiim bireylerin ayni allel i¢in homozigot oldugu bir
aile tespit edilememistir. Mikrodizin analizi yapilan ailelerde de bu gen cevresinde

homozigot blok olusturan aile de bulunamamastir.

Sekil 3.13. D5S2078 mikrosatellit belirteci ile yapilmis jel goriintiisii. 1, 2, 4, 6, 8 ve 9
numarali bireyler homozigot; 3, 5 ve 7 numarali bireyler heterozigot olarak

tespit edilmistir

67



4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismanin amaci; otozomal resesif sendromik olmayan isitme engelli aileler taranarak
insanda igitme kayb1 nedeni olabilecek dort aday genin (TMHS, TRPAI, GJA7, SLC1242)
isitme kaybi geni olup olmadiklarinin ortaya konulmasi olmustur. Bu amacla toplam 66
aile mikrosatellit belirtegleri ile genotiplenmis, iic veya daha fazla etkilenmis bireye sahip
51 aile mikrodizin analizi yontemi ile taranmis, 23 aile ise her iki yontemle birden

taranmustir.

Bu tarama yonteminin secilme nedeni arastirmaya dahil edilen 97 ailenin hepsinde anne
baba arasinda akrabalik olmasi ve en az 2 g¢ocuk etkilenmis oldugu i¢in ortak atadan
kalitilmig olan mutasyonun homozigot olma olasiliinin yiiksek olmasidir. Boylece hasta
bireylerde homozigot bdlgeler taranarak mutasyonun nerede oldugu hakkinda bilgi
edinilmektedir. “Homozigotluk haritalamasi” denen bu yontem bugiine kadar isitme kaybi1
genlerinin ¢ogunun bulunmasinmi saglamistir. Bu yontem sayesinde 97 ailenin hepsinde
aday genlerin dogrudan taranmasi yerine On tarama yapilmis ve gen lokusu ile birlikte
segregasyon goOsteren ailelerde tarama yapilmistir. Ancak miimkiin oldugu kadar ¢ok
sayida aileyi taramaya alabilmek icin klasik baglanti analizi yontemleri kullanilmamis,
bunun yerine etkilenmis bireylerde belirte¢lerin homozigot olmasi taramaya alinma igin
yeterli bir kriter olarak kabul edilmistir. Bu nedenle bazi ailelerde polimorfik belirtegler
homozigot oldugu halde mutasyon bulunamamasi, mutasyonlari tarama yontemi ile gézden
kagirdigimizdan ¢ok ailede o gende mutasyon olmadigina isaret etmektedir. Dogaldir ki bu
yontemle otozomal dominant kalitilabilecek mutasyonlar saptanamaz. Ayrica birlesik
heterozigot olarak kalitilan otozomal resesif mutasyonlar da homozigotluk tarama yontemi
ile gbzden kagabilir. Uygulanan tarama yOnteminde mikrodizin analizi ile genom ancak
belli araliklarla tarandigindan, homozigot bloklarin kiiciik olmasi halinde o gende

mutasyon oldugu halde yakalanamaz.

TMHS geni bu calismada heniiz taranmaya baglamadan once Shabbir ve arkadaslari
(Shabbir vd 2006) tarafindan bu gende isitme kaybina neden olan 2 farkli mutasyon

bildirilmesi TMHS geninin aday olarak se¢ilmesindeki isabeti desteklemektedir.

TRPAI genininde 740 numarali ailede yapilan DNA dizi analizi sonucunda p.Arg3Cys
(c.7C>T) degisimi homozigot olarak tespit edilmistir. Bu degisimin bir mutasyon olup

olmadigimi tespit etmek icin Oncelikle “www.ensembl.org” internet sitesinden genin
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SNP’leri de igeren transkript dizisine ulagilmis ve bu degisimin daha dnce tanimlamis bir
polimorfizm oldugu goriilmiistiir. Dogrulama amac ile Conseq Server adi verilen internet
tabanli bir program kullanilmistir (http://conseq.tau.ac.il). Bu programa proteinin amino
asit dizisi “Fasta” formatinda girilmekte, program her amino asit i¢cin bu bolgenin evrim
boyunca korunmuslugu ve proteinin tahmini yapisin1 géz Oniine alarak 1-9 arasinda bir
profil skoru hesaplamakta ve amino asidin hangi amino aside degisebilecegini
gostermektedir. Dokuza yaklasan degerler korunmuslugun yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu program tarafindan p.Arg3Cys degisimi icin profil skoru 3 olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.1. 740-101 numarali bireyde p.Arg3Cys degisimi i¢cin Conseq Server veri tabani

ile yapilan analiz

Pozisyon Amino asit Profil Skoru Rezidii Cesidi
1 M 6 M
2 K 5 K,L
3 R 3 CH,R
4 S 4 G,L,S
5 L 5 AL
6 R 5 AR
7 K 5 K,R
8 M 2 E,IM,V
9 W 3 G,L.W
10 R 5 H,L,R

Ayni veri tabaninda yapilan hizalama analizi sonucu degisimin oldugu bdlgenin evrim

boyunca korunmadig1 da goriilmiistiir.

Mikrodizin analizi verileri incelendiginde toplam {i¢ ailede (006-010, 555 ve 651) GJA7
geninin bulundugu bolgede homozigot bloklar tespit edilmis ve buna bagli olarak her
aileden bir etkilenmis bireyde GJA47 geni DNA dizi analizi yontemi ile taranmistir, 651-
122 ve 555-208 numarali etkilenmis bireylerde 6. amplikonda p.Asp297Asn (c.889G>A)
heterozigot degisimi saptanmistir. Bizi bu ailelerde GJA7 geninde mutasyon olabilecegine
yonelten homozigot bolgeler oldugu igin, heterozigot bir degisimin isitme kaybindan

sorumlu olamayacag diisiinlilmiistiir. Daha 6nce bildirilmemis olan bu heterozigot degisim
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aspartik asidi asparajine doniistiirmektedir. 006-10 numarali ailede ise yapilan DNA dizi
analizi sonucu herhangi bir degisim saptanamamistir. Bu heterozigot degisim Oncelikle
“www.ensembl.org” internet sitesinden genin SNP’leri de igeren transkript dizisinden
taranmis ve daha once bildirilmemis oldugu tespit edilmistir. Bu durumda degisimin daha
once bildirilmemis bir polimorfizm oldugu diisliniilmistiir. Dogrulama amaci ile yine
Conseq Server adi verilen internet tabanli program kullanilmistir (http://conseq.tau.ac.il).
Program bu degisim i¢in profil skorunu 1 olarak hesaplamis ve ¢ok diisiik olan bu deger
degisimin oldugu bu bolgede aspartik asit yerine her amino asidin gelebilme ihtimali
oldugunu gostermektedir. Yine ayni program tarafindan yapilan hizalama sonucu o

bolgenin evrim boyunca korunmadigi da anlagilmistir.

Cizelge 4.2: GJA7 geni p.Asp297Asn degisimi i¢in Conseq Server veri tabani ile yapilan

analiz

Pozisyon Amino asit dizisi Profil Skoru Rezidii Cesidi
290 Y 3 E,F.K,Q. V.Y
291 N 5 D,H,K,N,Q,S, T
292 I 2 LK,L,P,Q,T
293 A 5 A,C,G,P,S,V
294 v 3 FLLTV,Y
295 K 2 ALE,G,LLK,P,R
296 P 3 AKN,P.S)Y
297 D 1 D,E.K,P.,S,V
298 (0] 1 D,G,LM,N,Q,R
299 I 2 AE,G,LM,N,S
300 Q 2 D,K,LN,P,Q,R

SLCI1242 geninin D5S490, D5S615, D5S809, D5S2078 mikrosatellit belirtegleri ile
taranmasi1 sonucu etkilenmis tiim bireylerin ayn alel i¢in homozigot oldugu bir aile tespit

edilememistir.

Sonug olarak TRPAI, GJA7 ve SLC12A42 genlerindeki mutasyonlarin sendromik olmayan
otozomal resesif igitme kayb1 nedeni olma olasiliginin diisiik oldugu kanisina varilmistir.

TMHS genindeki mutasyonlarin ise Tiirk toplumunda yaygin olmadig1 goriilmiistiir.

70




KAYNAKLAR

Abe, S., T. Katagiri, A. Saito-Hisaminato, S. Usami, Y. Inoue, T. Tsunoda and Y.
Nakamura. 2003. Identification of CRYM as a candidate responsible for
nonsyndromic deafness, through cDNA microarray analysis of human cochlear and
vestibular tissues. Am J Hum Genet, 72(1); 73-82.

Ahmed, Z. M., S. Riazuddin, J. Ahmad, S. L. Bernstein, Y. Guo, M. F. Sabar, P. Sieving,
A. J. Griffith, T. B. Friedman, I. A. Belyantseva and E. R. Wilcox. 2003. PCDH15
is expressed in the neurosensory epithelium of the eye and ear and mutant alleles
are responsible for both USHIF and DFNB23. Hum Mol Genet, 12(24); 3215-23.

Ahmed, Z. M., T. N. Smith, S. Riazuddin, T. Makishima, M. Ghosh, S. Bokhari, P. S.
Menon, D. Deshmukh, A. J. Griffith, T. B. Friedman and E. R. Wilcox. 2002.
Nonsyndromic recessive deafness DFNB18 and Usher syndrome type IC are allelic
mutations of USHIC. Hum Genet, 110(6); 527-31.

Akar, N. 1999. Klinik Molekiiler Patolojiye Giris, AUTF Antip AS Yayinlari.

Avraham, K. B., T. Hasson, K. P. Steel, D. M. Kingsley, L. B. Russell, M. S. Mooseker, N.
G. Copeland and N. A. Jenkins. 1995. The mouse Snell's waltzer deafness gene

encodes an unconventional myosin required for structural integrity of inner ear hair
cells. Nat Genet, 11(4); 369-75.

Bespalova, I. N., G. Van Camp, S. J. Bom, D. J. Brown, K. Cryns, A. T. DeWan, A. E.
Erson, K. Flothmann, H. P. Kunst, P. Kurnool, T. A. Sivakumaran, C. W. Cremers,
S. M. Leal, M. Burmeister and M. M. Lesperance. 2001. Mutations in the Wolfram
syndrome 1 gene (WFSI1) are a common cause of low frequency sensorineural
hearing loss. Hum Mol Genet, 10(22); 2501-8.

Bork, J. M., L. M. Peters, S. Riazuddin, S. L. Bernstein, Z. M. Ahmed, S. L. Ness, R.
Polomeno, A. Ramesh, M. Schloss, C. R. Srisailpathy, S. Wayne, S. Bellman, D.
Desmukh, Z. Ahmed, S. N. Khan, V. M. Kaloustian, X. C. Li, A. Lalwani, M.
Bitner-Glindzicz, W. E. Nance, X. Z. Liu, G. Wistow, R. J. Smith, A. J. Griffith, E.
R. Wilcox, T. B. Friedman and R. J. Morell. 2001. Usher syndrome 1D and
nonsyndromic autosomal recessive deafness DFNB12 are caused by allelic
mutations of the novel cadherin-like gene CDH23. Am J Hum Genet, 68(1); 26-37.

Calixto, J. B., C. A. Kassuya, E. Andre and J. Ferreira. 2005. Contribution of natural
products to the discovery of the transient receptor potential (TRP) channels family
and their functions. Pharmacol Ther, 106(2); 179-208.

71



Chanson, M., B. A. Kotsias, C. Peracchia and S. M. O'Grady. 2007. Interactions of
connexins with other membrane channels and transporters. Prog Biophys Mol Biol,
94(1-2); 233-44.

Cina, C., J. F. Bechberger, M. A. Ozog and C. C. Naus. 2007. Expression of connexins in
embryonic mouse neocortical development. J Comp Neurol, 504(3); 298-313.

Cohen-Salmon, M., S. Maxeiner, O. Kruger, M. Theis, K. Willecke and C. Petit. 2004.
Expression of the connexin43- and connexin45-encoding genes in the developing
and mature mouse inner ear. Cell Tissue Res, 316(1); 15-22.

Collin, R. W., E. Kalay, M. Tariq, T. Peters, B. van der Zwaag, H. Venselaar, J. Oostrik,
K. Lee, Z. M. Ahmed, R. Caylan, Y. Li, H. A. Spierenburg, E. Eyupoglu, A.
Heister, S. Riazuddin, E. Bahat, M. Ansar, S. Arslan, B. Wollnik, H. G. Brunner, C.
W. Cremers, A. Karaguzel, W. Ahmad, F. P. Cremers, G. Vriend, T. B. Friedman,
S. M. Leal and H. Kremer. 2008. Mutations of ESRRB encoding estrogen-related
receptor beta cause autosomal-recessive nonsyndromic hearing impairment
DFNB35. Am J Hum Genet, 82(1); 125-38.

Corey, D. P., J. Garcia-Anoveros, J. R. Holt, K. Y. Kwan, S. Y. Lin, M. A. Vollrath, A.
Amalfitano, E. L. Cheung, B. H. Derfler, A. Duggan, G. S. Geleoc, P. A. Gray, M.
P. Hoffman, H. L. Rehm, D. Tamasauskas and D. S. Zhang. 2004. TRPAL1 is a
candidate for the mechanosensitive transduction channel of vertebrate hair cells.
Nature, 432(7018); 723-30.

de Kok, Y. J., S. M. van der Maarel, M. Bitner-Glindzicz, I. Huber, A. P. Monaco, S.
Malcolm, M. E. Pembrey, H. H. Ropers and F. P. Cremers. 1995. Association
between X-linked mixed deafness and mutations in the POU domain gene
POU3F4. Science, 267(5198); 685-8.

del Castillo, 1., M. Villamar, M. A. Moreno-Pelayo, F. J. del Castillo, A. Alvarez, D.
Telleria, I. Menendez and F. Moreno. 2002. A deletion involving the connexin 30
gene in nonsyndromic hearing impairment. N Engl J Med, 346(4); 243-9.

Delmaghani, S., F. J. del Castillo, V. Michel, M. Leibovici, A. Aghaie, U. Ron, L. Van
Laer, N. Ben-Tal, G. Van Camp, D. Weil, F. Langa, M. Lathrop, P. Avan and C.
Petit. 2006. Mutations in the gene encoding pejvakin, a newly identified protein of
the afferent auditory pathway, cause DFNBS59 auditory neuropathy. Nat Genet,
38(7); 770-8.

Dixon, M. J., J. Gazzard, S. S. Chaudhry, N. Sampson, B. A. Schulte and K. P. Steel. 1999.
Mutation of the Na-K-Cl co-transporter gene Slc12a2 results in deafness in mice.
Hum Mol Genet, 8(8); 1579-84.

72



Donaudy, F., A. Ferrara, L. Esposito, R. Hertzano, O. Ben-David, R. E. Bell, S.
Melchionda, L. Zelante, K. B. Avraham and P. Gasparini. 2003. Multiple mutations
of MYOIA, a cochlear-expressed gene, in sensorineural hearing loss. Am J Hum
Genet, 72(6); 1571-7.

Donaudy, F., R. Snoeckx, M. Pfister, H. P. Zenner, N. Blin, M. Di Stazio, A. Ferrara, C.
Lanzara, R. Ficarella, F. Declau, C. M. Pusch, P. Nurnberg, S. Melchionda, L.
Zelante, E. Ballana, X. Estivill, G. Van Camp, P. Gasparini and A. Savoia. 2004.
Nonmuscle myosin heavy-chain gene MYH14 is expressed in cochlea and mutated
in patients affected by autosomal dominant hearing impairment (DFNA4). Am J
Hum Genet, 74(4); 770-6.

Eisen, M. D. and D. K. Ryugo. 2007. Hearing molecules: contributions from genetic
deafness. Cell Mol Life Sci, 64(5); 566-80.

Finsterer, J. and J. Fellinger. 2005. Nuclear and mitochondrial genes mutated in
nonsyndromic impaired hearing. Int J Pediatr Otorhinolaryngol, 69(5); 621-47.

Furshpan, E. J. and D. D. Potter. 1959. Transmission at the giant motor synapses of the
crayfish. J Physiol, 145(2); 289-325.

Grifa, A., C. A. Wagner, L. D'Ambrosio, S. Melchionda, F. Bernardi, N. Lopez-Bigas, R.
Rabionet, M. Arbones, M. D. Monica, X. Estivill, L. Zelante, F. Lang and P.
Gasparini. 1999. Mutations in GJB6 cause nonsyndromic autosomal dominant
deafness at DFNA3 locus. Nat Genet, 23(1); 16-8.

Hasson, T. and M. S. Mooseker. 1994. Porcine myosin-VI: characterization of a new
mammalian unconventional myosin. J Cell Biol, 127(2); 425-40.

http://conseqg.tau.ac.il.

http://research.marshfieldclinic.org/eenetics/home/index.asp.

http://www.affymetrix.com.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.

Jin, Z., M. Ulfendahl and L. Jarlebark. 2008. Spatiotemporal loss of K+ transport proteins
in the developing cochlear lateral wall of guinea pigs with hereditary deafness. Eur
J Neurosci, 27(1); 145-54.

Kalay, E., A. Karaguzel, R. Caylan, A. Heister, F. P. Cremers, C. W. Cremers, H. G.
Brunner, A. P. de Brouwer and H. Kremer. 2005. Four novel TMCI
(DFNB7/DFNB11) mutations in Turkish patients with congenital autosomal
recessive nonsyndromic hearing loss. Hum Mutat, 26(6); 591.

73



Kalay, E., Y. Li, A. Uzumcu, O. Uyguner, R. W. Collin, R. Caylan, M. Ulubil-Emiroglu,
F. F. Kersten, G. Hafiz, E. van Wijk, H. Kayserili, E. Rohmann, J. Wagenstaller, L.
H. Hoefsloot, T. M. Strom, G. Nurnberg, N. Baserer, A. 1. den Hollander, F. P.
Cremers, C. W. Cremers, C. Becker, H. G. Brunner, P. Nurnberg, A. Karaguzel, S.
Basaran, C. Kubisch, H. Kremer and B. Wollnik. 2006. Mutations in the lipoma
HMGIC fusion partner-like 5 (LHFPLS) gene cause autosomal recessive
nonsyndromic hearing loss. Hum Mutat, 27(7); 633-9.

Kelsell, D. P., J. Dunlop, H. P. Stevens, N. J. Lench, J. N. Liang, G. Parry, R. F. Mueller
and I. M. Leigh. 1997. Connexin 26 mutations in hereditary non-syndromic
sensorineural deafness. Nature, 387(6628); 80-3.

Khan, S. Y., Z. M. Ahmed, M. 1. Shabbir, S. Kitajiri, S. Kalsoom, S. Tasneem, S. Shayiq,
A. Ramesh, S. Srisailpathy, S. N. Khan, R. J. Smith, S. Riazuddin and T. B.
Friedman. 2007. Mutations of the RDX gene cause nonsyndromic hearing loss at
the DFNB24 locus. Hum Mutat, 28(5); 417-23.

Klug, W., Cummings, Mr. 2000, Genetik Kavramlar, 6. Baski. USA: Prentice Hall (Tiirkce
Ceviri: Prof. Dr. Cihan Oner, Ankara). 2000. Genetik Kavramlar.

Kokotas, H., M. B. Petersen and P. J. Willems. 2007. Mitochondrial deafness. Clin Genet,
71(5); 379-91.

Kopp, P. 1999. Pendred's syndrome: identification of the genetic defect a century after its
recognition. Thyroid, 9(1); 65-9.

Kubisch, C., B. C. Schroeder, T. Friedrich, B. Lutjohann, A. El-Amraoui, S. Marlin, C.
Petit and T. J. Jentsch. 1999. KCNQ4, a novel potassium channel expressed in
sensory outer hair cells, is mutated in dominant deafness. Cell, 96(3); 437-46.

Kurima, K., L. M. Peters, Y. Yang, S. Riazuddin, Z. M. Ahmed, S. Naz, D. Arnaud, S.
Drury, J. Mo, T. Makishima, M. Ghosh, P. S. Menon, D. Deshmukh, C. Oddoux,
H. Ostrer, S. Khan, P. L. Deininger, L. L. Hampton, S. L. Sullivan, J. F. Battey, Jr.,
B. J. Keats, E. R. Wilcox, T. B. Friedman and A. J. Griffith. 2002. Dominant and
recessive deafness caused by mutations of a novel gene, TMCI, required for
cochlear hair-cell function. Nat Genet, 30(3); 277-84.

Lalwani, A. K., J. A. Goldstein, M. J. Kelley, W. Luxford, C. M. Castelein and A. N.
Mhatre. 2000. Human nonsyndromic hereditary deafness DFNA17 is due to a
mutation in nonmuscle myosin MYH9. Am J Hum Genet, 67(5); 1121-8.

74



Li, W., F. Gao, J. Liang, C. Li, H. Zhang, Z. Tang, L. Chen, Q. Jin and W. Tang. 2003.
Estimation of the optimal electrophoretic temperature of DNA single-strand
conformation polymorphism by DNA base composition. Electrophoresis, 24(14);
2283-9.

Lin, S. Y. and D. P. Corey. 2005. TRP channels in mechanosensation. Curr Opin
Neurobiol, 15(3); 350-7.

Liu, X. Z., X. M. Ouyang, X. J. Xia, J. Zheng, A. Pandya, F. Li, L. L. Du, K. O. Welch, C.
Petit, R. J. Smith, B. T. Webb, D. Yan, K. S. Arnos, D. Corey, P. Dallos, W. E.
Nance and Z. Y. Chen. 2003. Prestin, a cochlear motor protein, is defective in non-
syndromic hearing loss. Hum Mol Genet, 12(10); 1155-62.

Liu, X. Z., J. Walsh, Y. Tamagawa, K. Kitamura, M. Nishizawa, K. P. Steel and S. D.
Brown. 1997. Autosomal dominant non-syndromic deafness caused by a mutation
in the myosin VIIA gene. Nat Genet, 17(3); 268-9.

Longo-Guess, C. M., L. H. Gagnon, S. A. Cook, J. Wu, Q. Y. Zheng and K. R. Johnson.
2005. A missense mutation in the previously undescribed gene Tmhs underlies
deafness in hurry-scurry (hscy) mice. Proc Natl Acad Sci U S A, 102(22); 7894-9.

Louault, C., N. Benamer, J. F. Faivre, D. Potreau and J. Bescond. 2008. Implication of
connexins 40 and 43 in functional coupling between mouse cardiac fibroblasts in
primary culture. Biochim Biophys Acta.

Lui, V. C,, L. J. Ng, E. W. Sat and K. S. Cheah. 1996. The human alpha 2(XI) collagen
gene (COL11A2): completion of coding information, identification of the promoter
sequence, and precise localization within the major histocompatibility complex
reveal overlap with the KES gene. Genomics, 32(3); 401-12.

Lynch, E. D., M. K. Lee, J. E. Morrow, P. L. Welcsh, P. E. Leon and M. C. King. 1997.
Nonsyndromic deafness DFNA1 associated with mutation of a human homolog of
the Drosophila gene diaphanous. Science, 278(5341); 1315-8.

Makishima, T., K. Kurima, C. C. Brewer and A. J. Griffith. 2004. Early onset and rapid
progression of dominant nonsyndromic DFNA36 hearing loss. Otol Neurotol,
25(5); 714-9.

Mburu, P., M. Mustapha, A. Varela, D. Weil, A. El-Amraoui, R. H. Holme, A. Rump, R.
E. Hardisty, S. Blanchard, R. S. Coimbra, I. Perfettini, N. Parkinson, A. M. Mallon,
P. Glenister, M. J. Rogers, A. J. Paige, L. Moir, J. Clay, A. Rosenthal, X. Z. Liu, G.
Blanco, K. P. Steel, C. Petit and S. D. Brown. 2003. Defects in whirlin, a PDZ
domain molecule involved in stereocilia elongation, cause deafness in the whirler
mouse and families with DFNB31. Nat Genet, 34(4); 421-8.

75



McGuirt, W. T., S. D. Prasad, A. J. Griffith, H. P. Kunst, G. E. Green, K. B. Shpargel, C.
Runge, C. Huybrechts, R. F. Mueller, E. Lynch, M. C. King, H. G. Brunner, C. W.
Cremers, M. Takanosu, S. W. Li, M. Arita, R. Mayne, D. J. Prockop, G. Van Camp
and R. J. Smith. 1999. Mutations in COL11A2 cause non-syndromic hearing loss
(DFNAT13). Nat Genet, 23(4); 413-9.

Melchionda, S., N. Ahituv, L. Bisceglia, T. Sobe, F. Glaser, R. Rabionet, M. L. Arbones,
A. Notarangelo, E. Di lorio, M. Carella, L. Zelante, X. Estivill, K. B. Avraham and
P. Gasparini. 2001. MYO6, the human homologue of the gene responsible for
deafness in Snell's waltzer mice, is mutated in autosomal dominant nonsyndromic
hearing loss. Am J Hum Genet, 69(3); 635-40.

Mitchem, K. L., E. Hibbard, L. A. Beyer, K. Bosom, G. A. Dootz, D. F. Dolan, K. R.
Johnson, Y. Raphael and D. C. Kohrman. 2002. Mutation of the novel gene Tmie

results in sensory cell defects in the inner ear of spinner, a mouse model of human
hearing loss DFNB6. Hum Mol Genet, 11(16); 1887-98.

Morton, C. C. and W. E. Nance. 2006. Newborn hearing screening--a silent revolution. N
Engl J Med, 354(20); 2151-64.

Mustapha, M., D. Weil, S. Chardenoux, S. Elias, E. El-Zir, J. S. Beckmann, J. Loiselet and
C. Petit. 1999. An alpha-tectorin gene defect causes a newly identified autosomal

recessive form of sensorineural pre-lingual non-syndromic deafness, DFNB2I.
Hum Mol Genet, 8(3); 409-12.

Nance, W. E. 2003. The genetics of deafness. Ment Retard Dev Disabil Res Rev, 9(2);
109-19.

Naz, S., C. M. Giguere, D. C. Kohrman, K. L. Mitchem, S. Riazuddin, R. J. Morell, A.
Ramesh, S. Srisailpathy, D. Deshmukh, A. J. Griffith, T. B. Friedman, R. J. Smith
and E. R. Wilcox. 2002. Mutations in a novel gene, TMIE, are associated with
hearing loss linked to the DFNB6 locus. Am J Hum Genet, 71(3); 632-6.

Naz, S., A. J. Griffith, S. Riazuddin, L. L. Hampton, J. F. Battey, Jr., S. N. Khan, S.
Riazuddin, E. R. Wilcox and T. B. Friedman. 2004. Mutations of ESPN cause

autosomal recessive deafness and vestibular dysfunction. J] Med Genet, 41(8); 591-
5.

Neyroud, N., F. Tesson, 1. Denjoy, M. Leibovici, C. Donger, J. Barhanin, S. Faure, F.
Gary, P. Coumel, C. Petit, K. Schwartz and P. Guicheney. 1997. A novel mutation
in the potassium channel gene KVLQT1 causes the Jervell and Lange-Nielsen
cardioauditory syndrome. Nat Genet, 15(2); 186-9.

Noyan, A. 1999. Yasamda ve Hekimlikte Fizyoloji. Ankara, Meteksan.

76



Nussbaum, R. L. 2005. What is special about the "human" in "human genetics"? Am J
Hum Genet, 76(2); 198-202.

Obata, K., H. Katsura, T. Mizushima, H. Yamanaka, K. Kobayashi, Y. Dai, T. Fukuoka, A.
Tokunaga, M. Tominaga and K. Noguchi. 2005. TRPAI induced in sensory

neurons contributes to cold hyperalgesia after inflammation and nerve injury. J Clin
Invest, 115(9); 2393-401.

Ouyang, X. M., D. Yan, L. L. Du, J. F. Hejtmancik, S. G. Jacobson, W. E. Nance, A. R. Li,
S. Angeli, M. Kaiser, V. Newton, S. D. Brown, T. Balkany and X. Z. Liu. 2005.
Characterization of Usher syndrome type I gene mutations in an Usher syndrome
patient population. Hum Genet, 116(4); 292-9.

Oner, C. 2002. Genetik Kavramlar. Ankara, Palme Yayncilik.

Peters, L. M., D. W. Anderson, A. J. Griffith, K. M. Grundfast, T. B. San Agustin, A. C.
Madeo, T. B. Friedman and R. J. Morell. 2002. Mutation of a transcription factor,
TFCP2L3, causes progressive autosomal dominant hearing loss, DFNA28. Hum
Mol Genet, 11(23); 2877-85.

Petersen, M. B. and P. J. Willems. 2006. Non-syndromic, autosomal-recessive deafness.
Clin Genet, 69(5); 371-92.

Petit, C. 2006. From deafness genes to hearing mechanisms: harmony and counterpoint.
Trends Mol Med, 12(2); 57-64.

Petit, C., J. Levilliers and J. P. Hardelin. 2001. Molecular genetics of hearing loss. Annu
Rev Genet, 35; 589-646.

Piatto, V. B., E. C. Nascimento, F. Alexandrino, C. A. Oliveira, A. C. Lopes, E. L.
Sartorato and J. V. Maniglia. 2005. Molecular genetics of non-syndromic deafness.
Rev Bras Otorrinolaringol (Engl Ed), 71(2); 216-23.

Riazuddin, S., Z. M. Ahmed, A. S. Fanning, A. Lagziel, S. Kitajiri, K. Ramzan, S. N.
Khan, P. Chattaraj, P. L. Friedman, J. M. Anderson, 1. A. Belyantseva, A. Forge
and T. B. Friedman. 2006. Tricellulin is a tight-junction protein necessary for
hearing. Am J Hum Genet, 79(6); 1040-51.

Riazuddin, S., S. N. Khan, Z. M. Ahmed, M. Ghosh, K. Caution, S. Nazli, M. Kabra, A. U.
Zafar, K. Chen, S. Naz, A. Antonellis, W. J. Pavan, E. D. Green, E. R. Wilcox, P.
L. Friedman, R. J. Morell and T. B. Friedman. 2006. Mutations in TRIOBP, which
encodes a putative cytoskeletal-organizing protein, are associated with
nonsyndromic recessive deafness. Am J Hum Genet, 78(1); 137-43.

77



Robertson, N. G., L. Lu, S. Heller, S. N. Merchant, R. D. Eavey, M. McKenna, J. B.
Nadol, Jr., R. T. Miyamoto, F. H. Linthicum, Jr., J. F. Lubianca Neto, A. J.
Hudspeth, C. E. Seidman, C. C. Morton and J. G. Seidman. 1998. Mutations in a
novel cochlear gene cause DFNA9, a human nonsyndromic deafness with
vestibular dysfunction. Nat Genet, 20(3); 299-303.

Rock, R. S., S. E. Rice, A. L. Wells, T. J. Purcell, J. A. Spudich and H. L. Sweeney. 2001.
Myosin VI is a processive motor with a large step size. Proc Natl Acad Sci U S A,
98(24); 13655-9.

Schena, M., D. Shalon, R. W. Davis and P. O. Brown. 1995. Quantitative monitoring of
gene expression patterns with a complementary DNA microarray. Science,
270(5235); 467-170.

Scott, H. S., J. Kudoh, M. Wattenhofer, K. Shibuya, A. Berry, R. Chrast, M. Guipponi, J.
Wang, K. Kawasaki, S. Asakawa, S. Minoshima, F. Younus, S. Q. Mehdi, U.
Radhakrishna, M. P. Papasavvas, C. Gehrig, C. Rossier, M. Korostishevsky, A.
Gal, N. Shimizu, B. Bonne-Tamir and S. E. Antonarakis. 2001. Insertion of beta-
satellite repeats identifies a transmembrane protease causing both congenital and
childhood onset autosomal recessive deafness. Nat Genet, 27(1); 59-63.

Shabbir, M. 1., Z. M. Ahmed, S. Y. Khan, S. Riazuddin, A. M. Waryah, S. N. Khan, R. D.
Camps, M. Ghosh, M. Kabra, I. A. Belyantseva and T. B. Friedman. 2006.
Mutations of human TMHS cause recessively inherited non-syndromic hearing
loss. J Med Genet, 43(8); 634-40.

Shahin, H., T. Walsh, T. Sobe, J. Abu Sa'ed, A. Abu Rayan, E. D. Lynch, M. K. Lee, K. B.
Avraham, M. C. King and M. Kanaan. 2006. Mutations in a novel isoform of
TRIOBP that encodes a filamentous-actin binding protein are responsible for
DFNB28 recessive nonsyndromic hearing loss. Am J Hum Genet, 78(1); 144-52.

Story, G. M., A. M. Peier, A. J. Reeve, S. R. Eid, J. Mosbacher, T. R. Hricik, T. J. Earley,
A. C. Hergarden, D. A. Andersson, S. W. Hwang, P. McIntyre, T. Jegla, S. Bevan
and A. Patapoutian. 2003. ANKTM]1, a TRP-like channel expressed in nociceptive
neurons, is activated by cold temperatures. Cell, 112(6); 819-29.

Tekin, M. and Z. S. Arici. 2007. Genetic epidemiological studies of congenital/prelingual
deafness in Turkey: population structure and mating type are major determinants of
mutation identification. Am J Med Genet A, 143A(14); 1583-91.

Tekin, M., K. S. Arnos and A. Pandya. 2001. Advances in hereditary deafness. Lancet,
358(9287); 1082-90.

78



Tekin, M., Cin, S. 2002. Isitme Kaybmin Genetik Ozellikleri Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Mecmuasi, 55(3); 211-216.

Vahava, O., R. Morell, E. D. Lynch, S. Weiss, M. E. Kagan, N. Ahituv, J. E. Morrow, M.
K. Lee, A. B. Skvorak, C. C. Morton, A. Blumenfeld, M. Frydman, T. B. Friedman,
M. C. King and K. B. Avraham. 1998. Mutation in transcription factor POU4F3
associated with inherited progressive hearing loss in humans. Science, 279(5358);
1950-4.

Van Laer, L., E. H. Huizing, M. Verstreken, D. van Zuijlen, J. G. Wauters, P. J. Bossuyt,
P. Van de Heyning, W. T. McGuirt, R. J. Smith, P. J. Willems, P. K. Legan, G. P.
Richardson and G. Van Camp. 1998. Nonsyndromic hearing impairment is
associated with a mutation in DFNAS. Nat Genet, 20(2); 194-7.

van Wijk, E., E. Krieger, M. H. Kemperman, E. M. De Leenheer, P. L. Huygen, C. W.
Cremers, F. P. Cremers and H. Kremer. 2003. A mutation in the gamma actin 1
(ACTG1) gene causes autosomal dominant hearing loss (DFNA20/26). J Med
Genet, 40(12); 879-84.

Vanden Heuvel, G. B., J. A. Payne, P. Igarashi and B. Forbush, 3rd. 2006. Expression of
the basolateral Na-K-Cl cotransporter during mouse nephrogenesis and embryonic
development. Gene Expr Patterns, 6(8); 1000-6.

Verhoeven, K., L. Van Laer, K. Kirschhofer, P. K. Legan, D. C. Hughes, I. Schatteman, M.
Verstreken, P. Van Hauwe, P. Coucke, A. Chen, R. J. Smith, T. Somers, F. E.
Offeciers, P. Van de Heyning, G. P. Richardson, F. Wachtler, W. J. Kimberling, P.
J. Willems, P. J. Govaerts and G. Van Camp. 1998. Mutations in the human alpha-

tectorin gene cause autosomal dominant non-syndromic hearing impairment. Nat
Genet, 19(1); 60-2.

Verpy, E., S. Masmoudi, I. Zwaenepoel, M. Leibovici, T. P. Hutchin, I. Del Castillo, S.
Nouaille, S. Blanchard, S. Laine, J. L. Popot, F. Moreno, R. F. Mueller and C. Petit.
2001. Mutations in a new gene encoding a protein of the hair bundle cause non-
syndromic deafness at the DFNB16 locus. Nat Genet, 29(3); 345-9.

Voets, T., K. Talavera, G. Owsianik and B. Nilius. 2005. Sensing with TRP channels. Nat
Chem Biol, 1(2); 85-92.

Walsh, T., V. Walsh, S. Vreugde, R. Hertzano, H. Shahin, S. Haika, M. K. Lee, M.
Kanaan, M. C. King and K. B. Avraham. 2002. From flies' eyes to our ears:

mutations in a human class III myosin cause progressive nonsyndromic hearing
loss DFNB30. Proc Natl Acad Sci U S A, 99(11); 7518-23.

79



Wang, A., Y. Liang, R. A. Fridell, F. J. Probst, E. R. Wilcox, J. W. Touchman, C. C.
Morton, R. J. Morell, K. Noben-Trauth, S. A. Camper and T. B. Friedman. 1998.
Association of unconventional myosin MYOI5 mutations with human
nonsyndromic deafness DFNB3. Science, 280(5368); 1447-51.

Wayne, S., N. G. Robertson, F. DeClau, N. Chen, K. Verhoeven, S. Prasad, L. Tranebjarg,
C. C. Morton, A. F. Ryan, G. Van Camp and R. J. Smith. 2001. Mutations in the
transcriptional activator EYA4 cause late-onset deafness at the DFNAI10 locus.
Hum Mol Genet, 10(3); 195-200.

Weil, D., P. Kussel, S. Blanchard, G. Levy, F. Levi-Acobas, M. Drira, H. Ayadi and C.
Petit. 1997. The autosomal recessive isolated deafness, DFNB2, and the Usher 1B
syndrome are allelic defects of the myosin-VIIA gene. Nat Genet, 16(2); 191-3.

Willems, P. J. 2000. Genetic causes of hearing loss. N Engl J Med, 342(15); 1101-9.

www.ensembl.org.

www.hgmd.cf.ac.uk/ac/.

www.webhost.ua.ac.be/hhh/.

Xia, J. H., C. Y. Liu, B. S. Tang, Q. Pan, L. Huang, H. P. Dai, B. R. Zhang, W. Xie, D. X.
Hu, D. Zheng, X. L. Shi, D. A. Wang, K. Xia, K. P. Yu, X. D. Liao, Y. Feng, Y. F.
Yang, J. Y. Xiao, D. H. Xie and J. Z. Huang. 1998. Mutations in the gene encoding
gap junction protein beta-3 associated with autosomal dominant hearing
impairment. Nat Genet, 20(4); 370-3.

Xiao, S., C. Yu, X. Chou, W. Yuan, Y. Wang, L. Bu, G. Fu, M. Qian, J. Yang, Y. Shi, L.
Hu, B. Han, Z. Wang, W. Huang, J. Liu, Z. Chen, G. Zhao and X. Kong. 2001.
Dentinogenesis imperfecta 1 with or without progressive hearing loss is associated
with distinct mutations in DSPP. Nat Genet, 27(2); 201-4.

Xu, H., N. T. Blair and D. E. Clapham. 2005. Camphor activates and strongly desensitizes
the transient receptor potential vanilloid subtype 1 channel in a vanilloid-
independent mechanism. J Neurosci, 25(39); 8924-37.

Yasunaga, S., M. Grati, M. Cohen-Salmon, A. El-Amraoui, M. Mustapha, N. Salem, E. El-
Zir, J. Loiselet and C. Petit. 1999. A mutation in OTOF, encoding otoferlin, a FER-
1-like protein, causes DFNB9, a nonsyndromic form of deafness. Nat Genet, 21(4);
363-9.

80



Young, T. L., E. Ives, E. Lynch, R. Person, S. Snook, L. MacLaren, T. Cater, A. Griffin, B.
Fernandez, M. K. Lee and M. C. King. 2001. Non-syndromic progressive hearing
loss DFNA38 is caused by heterozygous missense mutation in the Wolfram
syndrome gene WFS1. Hum Mol Genet, 10(22); 2509-14.

Zhu, M., T. Yang, S. Wei, A. T. DeWan, R. J. Morell, J. L. Elfenbein, R. A. Fisher, S. M.
Leal, R. J. Smith and K. H. Friderici. 2003. Mutations in the gamma-actin gene
(ACTG]1) are associated with dominant progressive deafness (DFNA20/26). Am J
Hum Genet, 73(5); 1082-91.

Zwaenepoel, 1., M. Mustapha, M. Leibovici, E. Verpy, R. Goodyear, X. Z. Liu, S.
Nouaille, W. E. Nance, M. Kanaan, K. B. Avraham, F. Tekaia, J. Loiselet, M.
Lathrop, G. Richardson and C. Petit. 2002. Otoancorin, an inner ear protein
restricted to the interface between the apical surface of sensory epithelia and their
overlying acellular gels, is defective in autosomal recessive deafness DFNB22.
Proc Natl Acad Sci U S A, 99(9); 6240-5.

81



OZGECMIS

1- KISISEL BILGILER

Ad-Soyad: idil Aslan

Dogum Yeri-Tarihi: Samsun/30.05.1973
Uyrugu: TC+KKTC

Tletisim Adresi: Idilerish@hotmail.com

2-EGIiTiM BILGILERI

Lise: Bahgelievler Deneme Lisesi: (1987-1990)
Universite: Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii (1991-1995)

Yiiksek Lisans: Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya A.B.D.(1999-2002)

3- BILIMSEL iLGi ALANLARI

e Bulundugu Projeler: Otozomal Resesif Sensorindral Isitme Kaybi ile Yapan
Degisimlerinin Ortaya Cikarilmasi (Tiibitak Projesi) 2006

e Yaymlari:

I- Tekin M, Hismi BO, Fitoz S, Ozdag H, Cengiz FB, Sirmaci A, Aslan I,
Inceoglu B, Yiiksel-Konuk EB, Yilmaz ST, Yasun O, Akar N. Homozygous
mutations in fibroblast growth factor 3 are associated with a new form of

syndomic deafness characterized by inner ear agenesis, microtia and
microdontia. Am J Hum Genet. 2007 Feb;80(2):338-44.

82



