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OZET

Amac:isitme kaybr; kisinin dis diinya ile uyum ve iletisiminde, sosyal ve duygusal
gelisiminde ve bunlarin yan1 sira kendini ifade etme, kavrama ve algilama siireclerinde
degisikliklere yol acan en yaygin duyusal fonksiyon bozuklugudur. Genel olarak
toplumda isitme kaybinin sikligi 1000 canli dogumda bir olarak bilinmektedir. Bu
degerin yaklasik yarisindan genetik nedenler, diger yarisindan ise cevresel faktorler
sorumlu tutulmaktadir. Son yillarda elde edilen veriler insan genlerinin en az %]1’inin

isitme icin gerekli oldugunu 6ne siirmektedir.

Isitme kaybinin yaklasik %80’lik kisminin otozomal resesif gecisli olmas1 dolayisi ile
ozellikle Tiirkiye gibi akraba evliliklerinin oraninin yiiksek oldugu iilkelerde bu konu
daha da 6nem kazanmistir. Bu uzmanlik projesi ile Tiirk toplumunda ailesel isitme
kaybina siklikla neden olan genlerin belirlenmesi, ilerleyen donemlerde igitme kaybina
yonelik olusturulacak genetik tarama programlarina ve hastalarin tani siireclerine
yapilacak katkinin yam sira bir sonraki kusaklar i¢in de verilecek genetik danigmalik

hizmetine katkida bulunabilmek amaclanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiza iki ve daha fazla isitme engelli ¢ocuga sahip,
ebeveynlerin akraba oldugu 21 aileden 122 birey dahil edilmistir. Sonradan gecirilmis
bir hastalik ya da kaza sonucu ortaya ¢ikmis olan isitme kaybi olgulan ile isitme
kaybinin nedeninin herhangi bir sendromla ya da hastalikla iligkili olarak bulundugu
olgular calismaya dahil edilmemislerdir. Ailelerde GJB2 geni sekans analizi ile
oncelikli olarak taranmistir. Mutasyon saptanmayan aileler open array molekiiler
yontemi kullanilarak isitme kaybina yol actigi bilinen 11 gen agisindan incelenmistir.
(SLC26A4, MYO7A, MYOI5A, OTOF, CDH23, TMIE, TECTA, PCDHI5, TMCI,
TMPRSS3, TMHS).

Bulgular ve Sonuc: 5 ailede GJ/B2 geninde c.35delG homozigot, 3 ailede c.35delG
heterozigot mutasyonu ve bir ailede p.V153I heterozigot polimorfizmi tespit edilmistir.
c.35delG heterozigot mutasyon saptanan 2 ailede daha once literatiirde tanimlanmamis

p.C169X heterozigot mutasyonu ile, 1 ailede ise c.IVS1+1G>A mutasyonu saptanmistir.
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Open array yontemi ile bir aile TMIE geninde p.R84W mutasyonu saptanmais, bir ailede
OTOF geninde segregasyon, bir ailede TMPRSS3 geninde segregasyon, bir ailede ise;
TMHS, OTOF ve TMPRSS3 genlerinde segregasyon saptanmustir. Kalan 8 ailede tez
kapsaminda uygulanan yontemler ile herhangi bir olas1 genetik degisiklik

saptanamamigtir.

Anahtar Kelimeler: Isitme Kaybi, Mikrogip, Sekans, Tek Niikleotid Polimorfizmi
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ABSTRACT

Aim:Hearing loss is the most common sensorial disorder which effects the adaptation
and communication with the external world as well as social and emotional
development, self-expression and perception. It is known that hearing loss occurs
approximately in one case per 1000 live births with genetic causes accounting for
approximately 50% of cases. It has emerged from recent genetic research that at least
1% of human genes are required for normal hearing. Additionally, as it is known that
80% of the hearing loss is related to autosomal recessive genetic transmission, the
elucidation of the genetic mechanisms underlying hearing loss, especially in countries
in which consanguineous marriages are more common such as Turkey, becomes more
important. With this project we aimed to identify the genes which are the more common
causes of hearing loss in Turkey using genetic screening programs for hearing loss as

well as standard genetic counseling to affected families.

Materials (Patients) And Methods: Twenty-one families with parental consanguinity
segregating non-syndromic autosomal recessive profound deafness were included in this
study. The first screen looked for mutations in GJB2 gene as this is the most common
genetic cause of the non- syndromic autosomal recessive deafness and then we
genotyped SNP markers flanking the SLC26A4, MYO7A, MYO15A, OTOF, CDH23,
TMIE, TECTA, PCDHI15, TMCI, TMPRSS3, TMHS genes in the remaining 12 families

without mutations in GJB2 gene.

Results And Conclusion: In GJ/B2 gene the c¢.35delG mutation was found to be
homozygous in five families. It was heterozygous in three families two of which have
also a novel heterozygous c.C169X mutation and c¢.35delG was associated with the
heterozygous c.IVS1+1G>A mutation in one family. The p.V153I variant was found to

be heterozygous in one family.

By genotyping SNP markers flanking the SLC26A4, MYO7A, MYO15A, OTOF, CDH?23,
TMIE, TECTA, PCDHI5, TMCI, TMPRSS3, TMHS genes, we found the p.R84W

mutation in the TMIE gene in one of the families. Co-segregation of SNP genotypes was

v



detected with the OTOF gene in one family and TMPRSS3 in another family. Co-
segregation of the TMHS, OTOF and TMPRSS3 was observed in one family. None of
the studied loci co-segregated in the other 8 families suggesting that mutations in other

genes are present.

Key Words: Hearing Loss, Microarray, Sequence, Single Nucleotide Polymorphism
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1.GIRIS VE AMAC

Isitme kaybi; kisinin dis diinya ile uyum ve iletisiminde, sosyal ve duygusal gelisiminde
ayrica bunlarin yani sira kendini ifade etme, kavrama ve algilama siireclerinde
degisikliklere yol acan en yaygin duyusal fonksiyon bozuklugudur. Genel olarak
toplumda isitme kaybinin sikligi 1000 canli dogumda bir olarak bilinmektedir. Bu
degerin yaklasik yarisindan genetik nedenler, diger yarisindan ise cevresel faktorler
sorumlu tutulmaktadir (1). Cevresel faktorler arasinda; dogum oncesi annenin gegirdigi
kizamik¢ik, sitomegalovirus gibi enfeksiyon hastaliklari, prematiirite, ototoksik ilac¢
kullanimi1, dogum sonrasi1 donemde gecirilmis menenjit, mastoidit ve kronik orta kulak
iltihab1 gibi hastaliklar ve travma Oykiisii sayilabilir (2-5). Genetik temelli isitme
kayiplarin1 ise sendromik olan ve sendromik olmayan olarak baslica iki cati altinda
toplamak miimkiindiir. Isitme kaybina baska hicbir organ sistemi veya laboratuar
bulgusunun eslik etmedigi durumlarda sendromik olmayan (nonsendromik) isitme kaybi1
s0z konusudur ve bu grup genetik kaynakli isitme kayiplarinin yaklasik %70-80° ini
olusturmaktadir. Geriye kalan %?20-30’luk grup ise sendromik isitme kayiplarini
olusturur. Bugiine kadar bulgular arasinda isitme kaybinin da goézlendigi bir ¢ok
sendrom tanimlanmustir. Isitme kaybinin eslik ettigi en sik goriilen sendromlar; Pendred,
Usher, Brakio-oto-renal (BOR), Waardenburg ve Alport sendromlaridir (6-9). Bu

sendromlar, isitme kayipli populasyonunun %15-20’lik kismini olusturmaktadir.

Sendromik olmayan isitme kayiplar1 basligi altinda degerlendirilen grup igerisinde

bugiine kadar Mendel kalittmina ve mitokondriyal kalittma uyan 50°den fazla gen



belirlenmigtir. Sendromik olmayan isitme kaybi icin belirlenen gen lokuslart DFN
(DeaFNess) olarak isimlendirilmis ve otozomal dominant lokuslar icin DFNA,
otozomal resesif lokuslar icin DFNB ve X’e baglh lokuslar i¢in de DFN ifadeleri
kullanilmistir. Ayn1 gendeki mutasyonlar hem dominant hem de resesif tiplere yol
acabilirken, yine aym1 gendeki mutasyonlar hem sendromik olan hem de sendromik
olmayan isitme kaybina yol agabilmektedir (10,11). Cok sayida arastirmaya ragmen,
halen isitme kaybinin etiyolojisi ve gelisimi ile ilgili karanlik noktalar mevcuttur. I¢
kulagin ve isitme mekanizmasinin son derece karmasik bir yapiya sahip olmasi
nedeniyle cok sayida farkli genin olaya katilmasi beklenen bir sonuctur. Son yillarda
elde edilen veriler insan genlerinin en az %]1’inin isitme icin gerekli oldugunu One
siirmektedir (12). Isitme kaybinin yaklasik %80’lik kisminin otozomal resesif gecisli
olmas1 dolayis1 ile ozellikle Tiirkiye gibi akraba evliliklerinin oraninin yiiksek oldugu

ilkelerde bu konu daha da 6nem kazanmaistir.

Bu calisma ile Tiirk toplumunda ailesel isitme kaybina siklikla neden olan genlerin
belirlenmesi, ilerleyen donemlerde isitme kaybina yonelik olusturulacak genetik tarama
programlarina ve bunun yam sira bir sonraki kusaklar icin verilecek genetik danigsmalik
hizmetine katkida bulunabilmek amaclanmistir. Ayrica tespit edilecek mutasyonlar ile

hastalara preimplantasyon genetik tan1 imkan1 sunmak da miimkiin olabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iISITME DUYUSU

Ses genel tanimu ile bir titresimdir, kaynagindan uygun bir ortamda yayilan mekanik bir
titresim dalgas1 olarak da ifade edilen ses, bir enerji kaynagindan yayilan titresimlerin
etkisi ile gaz, sivi ve kati1 ortamlardaki molekiillerin sikisip gevsemesi sonucu ortaya
cikan enerji olarak da tanimlanabilir. Ses isitme duyusunun uyaranidir. Bir saniyede
olusan titresimlerin sayisina sesin frekansi denir. Ses frekans birimi Hertz (Hz)'dir.
Ortamdaki molekiillerin bir defa sikisip gevseme hareketi icinde kalan mesafe sesin
dalga boyunu belirler. Ses dalgalarinin genligi yani amplitiidii ise sesin siddetini
olusturur. Sesin siddet birimi desibel (dB) ‘dir. Sesin frekansi arttikca ses tizlesir, incelir,
diisiik frekansl sesler ise pes/kalin sesleri olusturur. insan kulag1 frekansi 20 ile 20.000
Hz, siddeti ise 0-120 dB arasindaki sesleri isitebilir. Saghkli isitmenin meydana
gelebilmesi i¢in bir ses kaynagina, ses dalgalarin ileten maddesel bir ortama ve bunlari

algilayan saglikli bir kulaga gereksinim duyariz (13).

2.2. KULAGIN ANATOMIK YAPISI

Isitmenin yan1 sira denge islevinden de sorumlu olan kulak temporal kemik icine
yerlesmis gorev ve yapi olarak birbirinden farkli ii¢ boliimden olusmaktadir. Dis kulak
ses dalgalarini toplayip orta kulaga iletirken, orta kulak aldig1 ses dalgalarinin mekanik

olan enerjisini degistirerek, i¢ kulaga iletmekten sorumludur. I¢ kulak ise aldig1 bu ses



dalgalarini sinir sinyallerine doniistiirerek beyninde isitme merkezine gonderir ve sesin

algilanip yorumlanmasi gerceklesir (Sekil 2.1).

Os temporale — __ -

\\!\i:“‘ | Ossicula auditoria
B |
| ~ Cavitas tympanica
i \ ‘ &
. U\ | 4
A /V\ i I
i L \ /] __—— Labyrinthus vestibularis
Auricula —— __ __
SR
b o NN ~ 7 Labyrinthus cochlearis
Meatus acusticus — — — — T~ — g
externus f :

Tuba auditoria [auditiva)

Proc. mastoideus ~

Membrana 4 | -
tympanica

Proc. styloideus

Sekil 2.1. Kulagin yar1 sematik 6n, sag taraftan genel goriiniisii. D1s kulak yolu, timpan

boslugu, tuba auditoria kismen acilmis durumda (15).

2.2.1. D1s kulak

Di1s kulak; kulak kepgesi (auricula) ve dis kulak yolundan (meatus acusticus externus)
olusur. D1s kulak yolu yaklasik 2,5 cm kadardir ve “s” harfi seklinde kivrilmistir. Dig
kulak yolunun sonunda yar1 saydam olan kulak zar1 (membrana tympanica) bulunur.
Di1s kulak, kulak zarinin diginda kalan kisimdir. Kulak kepgesi tarafindan toplanan ses

dalgalar orta kulaga iletilir (14).
2.2.2. Orta Kulak

Orta kulak, kulak zar1 ve ¢eki¢ (malleus), ors (incus), lizengi (stapes) adi verilen ii¢
hareketli kemikcigi barindiran hava dolu bir bogluktur. Hava, ostaki tiipii (tuba auditiva)
ad1 verilen kiigiik bir kanal ile orta kulaga tasinir. Ostaki tiipii orta kulakla nazofarenksi
birlestiren, atmosfer basinci ile orta kulak i¢i basinci dengeleyen yola verilen isimdir.

Ses dalgalarinin kulak zarinda olusturdugu titresimler, orta kulak boslugundaki kiigiik
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kemikciklerden i¢ kulaga iletilir. Bu ii¢ kemik¢ik viicudun en kiiciik kemikgikleridir ve
kulak zarina gelen titresimleri arttirarak i¢ kulagin perilenf sivisina iletirler. Orta
kulaktaki ceki¢ kemik¢iginin tabani kulak zarinin i¢ yiizeyine, tizengi kemikciginin
taban1 oval pencereye (fenestra vestibuli) baglidir. Oval pencere bu sayede ice ve disa
dogru hareketler olusturur. Boylece orta kulak havadaki titresimleri i¢ kulagin sivi
ortamina tasiyan bir doniistiirme gorevi yapar (14, 16). Orta kulakta bu yapilardan bagka
kemikg¢iklerin hareketini diizenleyen tensor timpani kasi ve iizengi kasi bulunur. Bu
kaslar siddetli seslerin i¢ kulaga zarar vermesinin onlenmesinde gorevlidirler ayrica
giiriiltiilii ortamlarda diisiik frekansh seslerin maskelenmesine olanak saglamanin da

yant sira kisinin kendi konusma sesine olan isitme duyarliligini da azaltmaktirlar (17).
2.2.3. i¢ Kulak

Ic kulak, denge ile iliskili olan vestibiiler sistem ile isitme merkezi olan koklear
sistemden olusur. Kemiksi ve zarsi labirent olarak iki kismi mevcuttur. Kemiksi labirent
perilenf adi verilen bir sivi ile doludur ve 3 biiyiik kemik bosluk igerir. Labyrinthus
osseus’da denilen bu kemik bosluklar1; denge organi (vestibulum), salyangoz (koklea)
ve yarim daire kanallar (semisirkiiler kanallar1) ‘dir (1, 2). Koklea, kemik labirent’in
salyangoz seklindeki kismudir. 35 mm boyunda ve giderek azalan c¢ap1 ile kendi
iizerinde yaklasik 2,5 kere sarilir ve apeks’de kor olarak sonlamir (Sekil 2.2). Isitme
sinyallerini yonlendiren merkezdir. Bag dokusundan olusan baziler membran ve ince
zar seklindeki Reissner membrani, kokleay1 uzunlugu boyunca ii¢ bolmeye ayirmaktadir.
Kokleadan enine kesit alindiginda da gozlenen bu bolmeler yukardan asagiya dogru
“skala vestibiili”, “skala media” ve “skala timpani” seklinde siralanirlar. Skala vestibiili
ve skala timpani perilenf igerir ve oval pencereden baslayip yuvarlak pencerede
sonlanan uzun birer borudurlar. Skala mediada ise endolenf bulunur ve bu bdlmede
bulunan korti orgami degisik ses frekanslarina cevap veren i¢ ve dig tily hiicreleri
icermektedir (14, 15, 18, 19). i tiiy hiicreleri bir sira halinde bulunmaktadirlar ve isitme
korteksine sinyaller ileten reseptor hiicreleridir. Dig tiiy hiicreleri ise ii¢ sira halinde
bulunmaktadirlar. Bu hiicreler hem isitmenin hassasiyetine hem de frekans seciciligine
katkida bulunan motor elemanlara sahiptirler. Aktin flamentler iceren hiicre iskeleti ve
plazma zar1 boyunca yerlesmis bir¢ok molekiil, bu motor elemanlar arasinda bulunurlar
ve uyarilmis olan dig tiiy hiicrelerinin boyunun uzayip kisalmasinda etkilidirler (2). Her
tily hiicresi apikal kutbunda kademeli uzunlukta bulunan ve dikey olarak uzanan, *“v”

seklinde dizilmis yaklasik 100 adet silindir seklinde sterosilia ile kaplanmistir. Her bir
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sterosilia ise hiicrenin plazma zariyla ¢evrelenmis bir aktin iskeletinden olugmaktadir (2,

20-24).
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Sekil 2.2. Koklea, bir kivrimdan gegen sematize edilmis enine kesit (15).
*Korti organi

** Reissner membrani

2.3. ISITMENIN FiZYOLOJiSi

Dis ortamdan gelen ses dalgalart 6nce dis kulak ve sonra da orta kulaktan gecerek
mekanik etkileri sonucunda perilenf icinde dalgalanmalara neden olur. Perilenf ve
endolenfin iyonik kompozisyonu birbirinden farklidir ve farkli olan bu iyon
konsantrasyonu koklear kanalin yan duvarinda bulunan stria vaskiilarisin marginal

hiicreleri tarafindan saglanmaktadir (Tablo 2.1) (16).



Tablo 2.1. Koklear sivilarin kimyasal kompozisyonu (25).

ST* N%ee Endolenf SS S
Perilenf Perilenf
Sodyum (mM) 148 141 1.3 149
Potasyum (mM) 4.2 6.0 157 3.1
Klor (mM) 119 121 132 129
Bikarbonat (mM) 21 18 31 19
Kalsiyum (mM) 1.3 0.6 0.023 -
Protein (mg/dl) 178 242 38 24
pH 7.3 7.3 7.4 7.3

*ST = Scala Timpani,
**SV = Scala Vestibuli,

*#*#%SSS = Serebrospinal S1vi

Perilenfte olusan dalgalanmalar endolenfe yansiyarak, tektoral membranda titresimlere
yol acar. Tektoral membrandaki titresimlerden dolay1 stereosililerde biikiilmeler
meydana gelir (Sekil 2.3). Bu biikiilme sonucunda steriosililerdeki harekete duyarh
katyon kanallar agilarak potasyum (K") agisindan zengin endolenften hiicre igine dogru
potasyum akis1 baslar. Bu durum hiicrelerin depolarizasyonu ile sonuglanir. Depolarize
olan hiicrenin kalsiyum (Ca™) kanallar1 aktive olur. Hiicreye kalsiyum akis1 baslar.
Kalsiyum iyonlar1 akustik siniri aktive eden ndérotransmitterlerin salinimini tetikler.
Boylece mekanik enerji koklear sinire aktarilan elektrik enerjisine doniismiis olur ve
beynin duyu korteksine tasinir. Sonug¢ olarak koklea kanali bir ses reseptorii olarak
ozellesmistir (2, 16, 22, 26). Isitmenin normal bir sekilde devami icin endolenften
hiicre icine dogru pompalanarak aksiyon potansiyelini olusturan K* iyonlarinin
endolenfe geri donmesi gerekmektedir. Bu durum hiicrede artan kalsiyum miktarinin,
kalsiyuma duyarli potasyum kanallarini a¢gmasi ile gerceklesir, potasyum iyonlari
hiicreden disar1 cikarlar (27). Ve ilk olarak tiiy hiicrelerinin bazolateral kismindaki

kanali gecerler. Burada iyonlarin hiicreler aras1 gecisi konneksonlar araciligi ile saglanir.
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Stria vaskularise gelen iyonlar voltaj kapili potasyum kanallarindan gecerek endolenfe

geri pompalanirlar (11).

Tektoriol zar noktas:

Stereosilyalanin
bikilmesi

Bozilar zann

5
- il
. Dug iy Bazilor yukan hareketi

i ty hicreler zor BlkOlme

hiicreleri noktas

Sekil 2.3. Korti oraninin ¢alisma mekanizmasi. Baziller zardaki titresim ile birlikte,
tektorial zar i¢ine gomiilii olan tiiy hiicre uzantilar1 (steriosililer) biikiiliir ve

bu mekanik etki, hiicrelerin elektriksel potansiyelini degistirerek, mekanik

olan ses titresimlerinin elektriksel sinir sinyallerine doniisiimii saglar (28).

2.4. iISITME KAYBI VE SINIFLAMASI

Isitme kaybi etiyolojisine gore; genetik ve cevresel nedenli isitme kayiplari olarak,
baslama yasina gore; dogustan, prelingual (2 yasindan dnceki donem) ve postlingual (2
yasindan sonraki donem) igitme kaybi olarak, isitme yolu {izerindeki isitme kaybina yol
acan bolgeye bagli; iletim tipi, sensorinoral ve miks tip olarak, siddetine gore; hafif, orta,
orta derece siddetli, siddetli ve derin isitme kaybi olarak, progresyonuna gore; ilerleyici
isitme kaybu, ilerleyici olmayan isitme kaybi1 ve degisken progresyon gosteren isitme
kaybr olarak ve fenotipe yansima durumuna gore; sendromik olan ve sendromik

olmayan isitme kaybi1 olarak siniflandirilabilmektedir (2, 5, 12, 29).

Siddetine gore smiflandirildiginda odyolojik bulgular goz Oniinde bulundurulur (16).
Ornegin hafif isitme kaybinda (26-40 dB) kisiler fisiltili konusma seslerini duyamazlar.
Orta dereceli isitme kaybinda (41-55 dB) ise; karsilikli konusmalari duyamazlar.
Siddetli isitme kayb1 olan bireyler (71-90 dB) bagirti seslerini duyamazlar. Cok ileri
isitme kaybi olanlar ise (>90 dB), higbir sesi duyamazlar. Sekil 2. 4’te bazi konugma

sesleri ve seslerin odyolojik degerleri gosterilmektedir.
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Konugma sesleri ve bazi cevresel seslerin odyolojik degerleri
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Sekil 2.4. Konugsma sesleri ve bazi seslerin odyolojik degerleri (Referans 30’dan

degistirilerek alinmustir.)

2.4.1. Sendromik isitme Kayb1

Isitme kaybinin eslik ettigi en sik goriilen sendromlar Pendred, Usher, Brakio-oto-renal
(BOR), Waardenburg ve Alport sendromlaridir ve bu sendromlar; isitme kayiph

populasyonun %15-20’lik kismin1 olugturmaktadir(6-9, 31).

Pendred Sendromu ilk olarak 1896 yilinda tamimlanmis olup dogustan isitme kaybina
eslik eden tiroit bezinde asir1 biiyiime sonucunda gozlenen guatr ile birliktelik gosterir
ancak biitiin olgularda guatr bulunmayabilir. Hastalarin yaklasik yarisinda hipotiroidi
saptanir. Hastalarin ¢ogunda i¢ kulak anomalileri de bulunur (Mondini malformasyonu
veya genislemis vestibiiler kanallar gibi) (32). Sendrom otozomal resesif gecisli olup
genel populasyonda goriilme orani yaklasik olarak 10.000’de bir olmakla birlikte,
dogumsal isitme kayiplarinin % 5-10’unu olusturur (33). Pendred sendromuna neden
olan “PDS” geni 7. kromozomun uzun kolunda (7q31) bulunmaktadir. Bu genin iirettigi

pendrin proteini iyon/klor tastyicist olarak fonksiyon gérmektedir (34).



Usher sendromu dogumsal iki tarafli sensorindral isitme kaybi ve retinitis pigmentoza
ile seyreden otozomal resesif gecisli kalitsal bir hastaliktir. Toplumda 100.000’de 3-6
oraninda goriildiigii bildirilmistir. Isitme ve gorme kaybinin en sik birlikte goriildiigii
sendromdur. Dogumsal isitme kayiplarinin yaklasik %35’sini olusturmaktadir. Klinik
olarak 3 tipi vardir. Tiim tiplerinde retinitis pigmentoza olmakla birlikte Tip 1’de ileri
derecede 1isitme kaybi, vestibiiler fonksiyon bozuklugu ve buna bagli denge
bozukluklar1 ile motor gelisim bozuklugu mevcuttur. Tip 2’de isitme kaybi orta-ileri
derecede iken vestibiiler fonksiyon bozuklugu ve motor gelisim bozuklugu gozlenmez.
Tip 3’de ise ozellikle 10 yasindan sonra ilerleyici isitme kaybi goriiliir, vestibiiler
fonksiyon bozuklugu eslik edebilir ya da etmeyebilir. Usher sendromlu hastalarin
%25’inde bulgulara zeka geriligi de eslik etmektedir (35).Bugiine kadar farkli aile
caligmalarinda Usher sendromundan sorumlu ¢esitli genler saptanmistir. Tip 1 Usher
sendromundan sorumlu MYO7A (USHIB) (36), USHIC (37,38), USHID (39,40),
USHIF (41,42), Tip2 ‘den sorumlu USH2A (36) ve Tip 3’den sorumlu USH3 (43)
genleri tespit edilmistir. Genetik olarak oldukca heterojen olan tabloda caligsmalar

surdiirilmektedir.

Brakio-oto-renal (BOR) sendrom; sensorinoral ve iletim tipi isitme kaybu, dis, orta ve i¢
kulakta yapisal defektler, brakial fistiil ve kistlerin yan sira iiriner sistem patolojileri ile
karakterizedir. Bu sendrom otozomal dominant gecislidir. Sendromdan sorumlu gen; 8.
kromozomun uzun kolunda (8q13.3) bulunan EYA! (drosophila ‘eyeless’) genidir (44).
Populasyonda siklig1 40.000°de bir olup, dogumsal igitme kayiplarinin yaklasik %2’sini
olusturmaktadir (45).

Waardenburg Sendromu otozomal dominant gecisli olup kraniyofasiyal anomaliler,
pigmentasyon bozukluklar1 ve dogumsal sensorinoral isitme kaybi ile seyreder. Klinik
olarak dort tipi mevcuttur. Tip 1°de isitme kaybi, i¢ kantuslar arasindaki mesafenin uzun
olmas1 (distopia kantorum), saglar, gozler ve deride pigmentasyon degisiklikleri ile
birliktedir (46). Ozellikle basin frontal bolgesindeki sacta simrlari belirgin beyaz
percem bulunabilmektedir. Tip 2’de Tip 1’den farkli olarak distopia kantorum yoktur.
Tip 3’te tip 1 bulgularina ek olarak ekstremite kontraktiirleri vardir. Tip 4’te ise tip 1
bulgularina ek olarak Hirschprung hastaligi mevcuttur. Genel toplumdaki prevalansi
42.000’de birdir. Dogumsal isitme kayiplarinin %?2’sini Waardenburg sendromu (WS)
olusturur (47-49). Tip 1 ve Tip 3’te sorumlu olan gen PAX3 geni, MITF geninin

aktivasyonunu saglamakta olup, 2. kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir (2q35).
10



Tip 2’den sorumlu olan MITF geni 3. kromozomun kisa koluna (3p14.1) yerlesmistir ve
tirozin kinaz aktivasyonu yapmaktadir. Tip 4’de ise ENDRB, EDN3 ve SOX10 genleri
saptanmustir. Reseptor-ligand fonsiyonundan sorumlu olan bu genler 1322 ve 20q13

kromozomal bolgelerinde bulunmaktadirlar (11).

Alport Sendromu; bir bazal membran hastaligi olup, ilerleyici nefrit, bilateral
sensorindral isitme kaybi ve okiiler bozukluklarla karakterizedir (1). Isitme kaybi
ozellikle yiiksek tonlarda ve ilerleyici karakterdedir. Karakteristik goz bulgusu olarak en
sik bilateral anterior lentikonus gozlenmektedir. Genel populasyonda sikligr 50.000’de
bir olarak tahmin edilmekle birlikte, dogumsal isitme kayiplilarin %1’inde Alport
Sendromu gozlenmektedir. Alport Sendromunda %50-85 X'e bagli dominant gecis
bulunurken (COL4A5 geni), %10-15'inde otozomal dominant ve nadir olarak da

otozomal resesif kalittm (COL4A3 ve COL4A4 geni) gozlenmektedir (50,51).

Yukarida belirtilen sendromlarin yani sira isitme kaybinin siklikla gorildigi
sendromlar arasinda Goldenhar Sendromu, Treacher-Collins Sendromu, Digeorge

Sendromu sayilabilir.

Goldenhar sendromu; fasiyal asimetri, preaurikiiler deri katlantilari, servikal vertebral
displazi, kolobom ve epibulber dermoid ile karakterizedir ve hemifasiyal mikrozomi
veya fasioaurikiilovertebral displazi olarak da isimlendirilir. Isitme kaybi genellikle

dogustan, tek tarafl ve ileti tipi olarak goriilmektedir (18).

Treacher-Collins Sendromu olgularinda bas ve yiizde gelisim defektleri s6z konusudur.
Yiizde zigomatik kemiklerin simetrik olarak az gelismesi, palpebral fissiirlerin asagi
cekikligi, goz kapagi kolobomu, yarik damak ve bunlarin yan sira ileti tipi isitme kaybi
goriilebilmektedir (52).

Erken embriyonik donemde brankiyal arklarin gelisimsel bozukluklarindan
kaynaklandig1 diisiiniilen Digeorge Sendromu, timus veya parotis bezlerinin yoklugu,
kardiyovaskiiler sistem ve kraniofasial anomaliler ile karakterizedir. 1$itme kaybi, orta
kulak anomalileri sonucunda ileti tipi olabildigi gibi, i¢ kulakta da bilateral Mondini

anomalisi bulundugu durumlarda sensorinoral tipte de goriilebilmektedir (53).
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2.4.2. Sendromik Olmayan Isitme Kaybi

Isitme kayipli bireylerin %70’inde ise ek her hangi bir patoloji izlenmemekte ve bu grup
sendromik olmayan isitme kayiplar1 bashg altinda degerlendirilmektedir. Bu grup
icerisinde Mendel kalitmina ve mitokondriyal kalitma uyan 50’den fazla gen
belirlenmistir. Non sendromik isitme kaybi icin belirlenen gen lokuslart DFN
(DeaFNess) olarak isimlendirilmis ve otozomal dominant lokuslar icin DFNA,
otozomal resesif lokuslar icin DFNB ve X’e bagh lokuslar i¢in de DFN olarak
isimlendirilmistir. Aynm1 gendeki mutasyonlar hem dominant hem de resesif tiplere yol
acabilirken, yine aym: gendeki mutasyonlar hem sendromik olan hem de sendromik
olmayan isitme kaybimna yol agabilmektedir. Son yillarda genom boyu taramalari
yoluyla isitme kaybina yol agabilecek bolgeleri incelemeyi amaglayan degisik
caligmalar yiiriitilmektedir. Otozomal dominant kalitilan sedromik olmayan isitme
kayb1 icin bugiine kadar yapilmis olan calismalarda 50’den fazla lokus saptanmistir.
Otozomal resesif kalitilan sendromik olmayan isitme kaybi i¢cin de 70’den fazla lokus
tespit edilmistir. X‘e baglh resesif ve mitokondriyal kalitim i¢in de calismalar yapilmis
ve sorumlu cesitli genler ve mutasyonlar tespit edilmistir. Bunlarin yan1 sira Y
kromozomunda isitme kaybina yol acan tek bir lokus saptanmugtir (10, 11) (Tablo 2.2-
2.3-2.4-2.5).

12



Tablo 2.2. Otozomal dominant kalitilan sendromik olmayan isitme kaybina yol acan

genler ve lokuslar1(10)

Lokus [Kromozomal Gen Adi (OMIM) ‘;j’Refera_ns
A dy [ckalizasyonu  |Genin OMI
(OMIM) Numarasi
DEFNAL [5g51 \DIAPH]-124900  |Leéon ve ark., 1992 ; Lvnch ve ark., 1997
[DFNAZA [1p34 KCNQO4-603537 Coucke ve ark., 1994 ; Kubisch ve ark., 1999
DFNAZB |1p33.1 (G.JBE3-603324 Xia ve ark._ 1999
DEFNA3A([13q11-q12 GJE2-121011 Chaib wve ark, 1994:;Denovelle ve ark,
1998 ; Kelsell ve ark., 1997
[DFNA3B [13q12 G.JBG-612643 Grifa ve ark., 1999
DENA4 [19q13 \MYH [4-600652 Chen ve ark., 1995 ; Donaudy ve ark., 2004
DENAS [Tpl5 IDFNAS-600994 Van Camp wve ark., 1995; Van Laer ve ark,,
1998
DENA6 Hple3 WFSI-600965 ILesperance ve ark., 1995; Van Camp wve ark,
1999; Bespalova ve ark., 2001 ; Young ve ark,,
2001
DENAT |[1g21-g23 Bilinmivor. Fagerheim ve ark., 1996
DFNAE |[DFNA12'ye
balcmaz
DFNA9 [14q12-q13 COCH-601369 Manolis ve ark . 1996 ; Robertson ve ark.. 1998
DFNA1L0 |6g22-q23 EYA4-601316 O'Neill ve ark., 1996 ; Wawne ve ark, 2001
DFNAILL |11q12.3-g21 \MYO7A-601317 Tamagawa ve ark., 1996 ; Liu ve ark., 1997
DFNAL2 [11q22-24 TECTA-601543 Verhoeven ve ark., 1997 ; Verhoeven ve ark |
1998
DEFNAIL3 |6p2l COLIIAZ-601868 (Brown ve ark., 1997 ; McGuirt ve ark_ . 1999
DEFNA14 [DENA6'va
balomaz.
DEFNALS [5g31 POU4F3-602459  |Vahava ve ark., 1998
DENALG [2q24 [Bilinmivor. Fukushima ve ark., 1999
[DFNALT [22q \MYHO-603622 [Lalwani ve ark _ 1999 ; Lalwani ve ark_, 2000
DENAILR [3q22 Bilinmivor. Bonsch ve ark., 2001
DENAL9 |10 (perisentrik|Bilinmivor. The Molecular Biology of Hearing and Deafness,
bilge) [Bethesda October 8-11, 1998 (Green wve ark,
abstract 107)
DENAZ0D [17925 ACTGI-604717 Morell ve ark., 2000, Yang ve ark., 2000, Zhu ve
ark_, 2003, van Wijk ve ark | 2003 | Kemperman|
e ark., 2004
DENAZL |6p21 Bilinmivor. [Kunst ve ark., 2000
[DENAZ2 [6ql3 \MYO6-606346 Melchionda ve ark., 2001
DFNA23 [14q21-q22 [Bilinmivor. Salam ve ark__ 2000
DFNA24 Hq [Bilinmivor. Hafner ve ark_, 2000
DEFNAZS [12921-24 Bilinmivor. Greene ve ark., 1999
DENAZ6 [DEFNA20 ye
balomaz.
DFNA2T Hql2 [Bilinmivor. [Fridell ve ark . 1999 _ Peters ve ark__ 2008
DENAZE [8q22 GRHLZ-608641 \Anderson ve ark., 1999 | Peters ve ark., 2002
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DFNA30 |15q25-26 Bilinmivor. Mangino ve ark., 2001

DFNA3L |6p21.3 Bilinmivor. Snoecks ve ark., 2004

DENA32 |11pl3 Bilinmivor. i ve ark., 2000

DFNA33 |13g34-qter Bilinmivor. Bonsch ve ark., 2009

DENA36 [9913-g21 TMCI-606703 [Kurima ve ark . 2002

DEFNA3E IDFNAG6'va

baliniz.

DFNA41 |12q24-qter Bilinmivor. Blanton ve ark., 2002

DFNA42 |5g31.1-g32 Bilinmivor. (Xia ve ark., 2002

DEFNA43 |2pl2 Bilinmivor. [Flex ve ark., 2003

DFNA44 |3g28-29 CCDC30-607453  [Modamio-Hovbjor we ark., 2003; Modamio-
Hovbjor ve ark., 2007

DENA47T |9p21-22 Bilinmivor. D'Adamo ve ark , 2003

DEFNA4E |12q13-q14 MY 14-607841 D'Adamo ve ark. , 2003, Donaudy ve ark , 2003

DFNA49 |1g21-g23 Bilinmivor. Moreno-Pelavo ve ark., 2003

DFNAS0 |7g32.2 IMIRNOG-613074 Modamio-Hovbjor ve ark., 2004; Mencia ve ark.,
2009

DEFNASL 9921 TJP2-613358 (Walsh ve ark _ 2010

DFNAS2 [4q28 Bilinmivor. ia ve ark , 2002

[DFNASS [14g11.2-q12 Bilinmivor. 'Yan ve ark . 2003

DFNAS4 |5g31 Bilinmivor. Gurtler ve arlk , 2004

DFNAST |[19p13.2 Bilinmivor. Bonsch ve arke | 2008

DFNASE |2pl2-p2l Bilinmivor. Lezirovitz ve ark., 2009

DFNAS9 [11p14.2-ql12.3  (Bilinmivor. Chatterjee ve ark., 2009

DFNA60 [2q21.3-g24.1 Bilinmivor. Liu XZ ve artk. ARO meeting. Denver, February]
2007

DEFNA64 |12924.31- SMAC/DIABLO- Chen ve ark, 2011

12q24 32 614152
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Tablo 2.3. Otozomal resesif kalitilan sendromik olmayan isitme kaybina yol acan genler

ve lokuslar1(10).

[Lokus AdijKromozomal Gen Ad1 (OMIM) ve Genianeferans

(OMIM) Lokalizasyonu (OMIM Numarasi

IDFENB1 13q12 lGsB2-220290 Guilford ve ark., 1994 ; Kelsell ve ark.,
1997

IDENB2 11q13.5 IMYO7A-600060 Guilford ve ark., 1994 ;Liu ve ark.,
1997 ; Weil ve ark., 1997

IDENB3 17pl11.2 IMYO15A-600316 IFriedman ve ark., 1995 ; Wang ve ark.,
1998

IDENB4 7q31 SLC26A4-605646 [Baldwin ve ark., 1995 ; Li ve ark., 1998

[DENB5 *  [14q12 Bilinmiyor. [Fukushima ve ark., 1995

[DENB6 3pl4-p21 TMIE-607237 [Fukushima ve ark., 1995 ; Naz et al, 2002

IDENB7/11 9q13-g21 TMCI1-600974 Jain ve ark.,, 1995;Scott ve ark.,
1996 ; Kurima ve ark., 2002

IDENBS8/10 2122 TMPRSS3-605316 Veske ve ark., 1996 ; Bonné-Tamir ve|
ark., 1996 ; Scott ve ark., 2001

IDENBO **  2p22-p23 OTOF-601071 [Chaib ve ark., 1996 ; Yasunaga ve ark.,
1999

IDENB10 |[DFNB8’e bakiniz.

[IDENB11  |DFNB7’e bakiniz.

[DENB12 10q21-q22 CDH23-601386 [Chaib ve ark., 1996; Bork ve ark., 2001

[DENB13 7q34-36 Bilinmiyor. [Mustapha ve ark., 1998

IDFNB 14 7q31 Bilinmiyor. |Mustapha ve ark., 1998

IDFNB15 19p13.3 IGIPC3-601869 Chen ve ark., 1997, Charizopoulou ve
ark., 2011

IDENB16 15921-q22 STRC-603720 |Campbe11 ve ark., 1997 ; Verpy ve ark.,
2001

IDENB17 7q31 Bilinmiyor. [Greinwald ve ark., 1998

[IDENB18 11p14-15.1 USHIC-602092 Jain ve ark., 1998 ;Ouyang ve ark.,
2002 ; Ahmed ve ark., 2002

IDENB19 18pll Bilinmiyor. The Molecular Biology of Hearing and
|Deafness meeting Bethesda, October 8-
11, 1998 (Green ve ark., abstract 108)

IDENB20 11g25-qter Bilinmiyor. |Moynihan ve ark., 1999

[DENB21 11q TECTA-603629 [Mustapha ve ark., 1999

IDFNB22 16p12.2 OTOA-607039 Zwaenepoel et al., 2002

[DENB23 10p11.2-q21 [PCDH5-609533 [Ahmed et al, 2003

IDFNB24 11g23 IRDX-611022 Khan ve ark., 2007

IDFNB25 4p13 IGRXCRI1-613285 SKromozom:aders ve ark., 2010

[DENB26 4q31 Bilinmiyor. [Riazuddin ve ark., 2000

[DENB27 2q23-q31 Bilinmiyor. [Pulleyn ve ark., 2000

|DFNB28 22q13 TRIOBP-609823 Walsh ve ark., 2000 ; Shahin et al,
2006 ; Riazuddin et al, 2006

[DENB29 21q22 CLDNI14-614035 [Wilcox ve ark., 2001

[DENB30 10p11.1 IMYO3A-607101 [Walsh ve ark., 2002

[DENB31 9q32-q34 WHRN-607084 ustapha ve ark., 2002 ; Mburu ve ark.,
2003

IDENB32 1p13.3-22.1 IGPSM2-608653 |Masm0udi ve ark., 2003 ; Walsh ve ark.,
2010

IDENB33 9q34.3 Bilinmiyor. |Medlej -Hashim ve ark., 2002
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IDFNB35 14q24.1-24.3 IESRRB-608565 Ansar ve ark., 2003 ; Collin ve ark., 2008
[DENB36 1p36.3 [ESPN-609006 [Naz ve ark., 2004
IDFNB37 6q13 IMYO6-607821 Ahmed ve ark., 2003
IDFNB38 6q26-q27 Bilinmiyor. [Ansar ve ark., 2003
[DENB39 7q21.1 HGF-608265 Schultz ve ark., 2009
IDFNB40 22q Bilinmiyor. [Delmaghani ve ark., 2003
IDFNB42 3q13.31-q22.3 /LDR1-609646 Aslam ve ark., 2005; Borck ve ark., 2011
IDFNB44 Tpl4.1-q11.22 Bilinmiyor. Ansar ve ark., 2004
IDFNB45 1q43-q44 Bilinmiyor. [Bhatti ve ark., 2008
[DENB46 18p11.32-p11.31 [Bilinmiyor. [Mir ve ark., 2005
[DENB47 2p25.1-p24.3 Bilinmiyor. [Hassan ve ark., 2005
IDFNB48 15q23-q25.1 Bilinmiyor. Ahmad ve ark., 2005
|DFNB49 5q12.3-q14.1. MARVELD2-610153 [Ramzan ve ark., 2004 ; Riazuddin ve
ark., 2006
IDFNBSI 11p13-p12 Bilinmiyor. Shaikh ve ark., 2005
[DENB53 6p21.3 COL11A2-609706 [Chen ve ark., 2005
[DENB55  l4ql12-q13.2 Bilinmiyor. [irshad ve ark., 2005
[DENB59 2q31.1-q31.3 PJVK-610220 [Delmaghani ve ark., 2006
[DENB61 7q22.1 ISLC26A5613865 [Liu ve ark., 2003
IDFNB62 12p13.2-p11.23 Bilinmiyor. Ali ve ark., 2006
IDFNB63 11q13.2-q13.4 LRTOMT/COMT2-612414 [Du ve ark., 2008 ; Ahmed ve ark., 2008
IDFNB65 20q13.2-q13.32 Bilinmiyor. [Tariq ve ark., 2006
[DENB66 6p21.2-22.3 LHFPL5-610265 Tlili ve ark., 2005 ; Shabbir ve ark.,
2006 ; Kalay ve ark., 2006
IDENB67 DFNB66’ya
akiniz.
IDENB68 19p13.2 Bilinmiyor. Santos ve ark., 2006
IDFNB71 8p22-21.3 Bilinmiyor. [Chishti ve ark., 2009
IDFNB72 19p13.3 Bilinmiyor. Ain ve ark., 2007 ; Rehman ve ark., 2011
[DENB73 1p32.3 IBSND-606412 [Riazuddin ve ark., 2009
|DFNB74 12q14.2-q15 IMSRB3-613718 Waryah ve ark., 2009 ; Ahmed ve ark.,
2011
[DENB77 18q12-q21 LOXHD1-613079 [Grillet ve ark., 2009
[IDENB79  [9q34.3 TPRN-613307 [Rehman ve ark., 2010
[DENBS1 19p Bilinmiyor. [Rehman ve ark., 2011
[IDENBS2  [DFNB32’ye
akiniz.
IDENBS83 DFNA47’ye
akiniz.
IDENBg4 12q21.2 IPTPRQ-603317 SKromozom:aders er al., 2010
IDFNBSS 17p12-q11.2 Bilinm-iyor. Shahin ve ark., 2010
[DENB91 6p25 ISERPINB6-613453 Sirmaci ve ark., 2010
IDFNB93 11q12.3-11q13.2  |Bilinmiyor. [Tabatabaiefar ve ark., 2011
IDFNB95 19p13 Bilinmiyor. [Charizopoulou ve ark., 2011

* DFNBS ilk olarak DFNB4 olarak tanimlanmaistir.

** DFNB9 ilk olarak DFNB6 olarak tanimlanmustir.
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Tablo 2.4. X ve Y kromozomuna baglh kalitilan sendromik olmayan isitme kaybina yol

acan genler ve lokuslari(10)

[Lokus AdifKromozomal Gen Adi (OMIM) velReferans
(OMIM) okalizasyonu  |Genin OMIM|
umarasi

IDFNX1 (DFN2) [Xq22 [PRPS1-304500 Liu ve ark., 2010
IDENX2 (DFN3) (Xqg21.1 [POU3F4-304400 De Kok ve ark., 1995
IDFENX3 (DFN4) [Xp21.2 [bilinmiyor Lalwani ve ark., 1994
IDENX4 (DFN6) [Xp22 ISMPX- 300066 del Castillo ve ark., 1996

Bilinmiyor [Wang ve ark., 2006
IDFENX5 (AUNX) (Xq23-q27.3
IDFNYl Y Bilinmiyor [Wang ve ark., 2004

Tablo 2.5. Mitokondriyal kalitilan sendromik olmayan isitme kaybina yol acan genler

ve lokuslar1(10)
Gen Mutasyon Referans
MTTS1 7510T->C Hutchin ve ark., 2000
MTTS1 7511T->C Friedman ve ark., 1999 ; Sue ve]
ark., 1999

Bulunmus olan genlerin hiicredeki fonksiyonlar1 degerlendirildiginde; adezyon
molekiilii, enzim, iyon kanal1 veya tasiyici, integral membran proteini olabildikleri gibi;
hiicre iskeletinde, ekstraselliler matrikste, nekzuslarda, makromolekiillerin
organizasyonunda, noron yada sinapslarda, translasyon ve transkripsiyon

regiilasyonunda ve norolojik gelisimde gorevli olabildikleri goriilmektedir(11).

Ic kulagin ve isitme mekanizmasinin son derece karmasik bir yapiya sahip olmasi
nedeniyle ¢ok sayida farkli genin olaya katilmasi beklenen bir sonuctur. Son yillarda
elde edilen veriler insan genlerinin en az %]1’inin isitme icin gerekli oldugunu 6ne

siirmektedir(11).
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2.5. CALISMADA DEGERLENDIRILEN SENDROMIK OLMAYAN
OTOZOMAL RESESIF iSITME KAYBINA YOL ACAN GENLER

2.5.1 GJB2 (Gap Junction Protein, Beta 2)

GJB2 geni konneksin 26 olarak adlandirilan 26 kD'lik bir konneksin protein
kodlamaktadir. Konneksinler integral membran proteinleri olup, hiicresel baglanti
kanallaridir. Bu kanallar K", Ca™ ve kiigiik sinyal molekiillerinin gegisine imkan
saglarlar. I¢ kulakta K*  dongiisinde ve endolenf dengesinde hayati ©nem
tasimaktadirlar.  Konneksin 26 proteininin, K™ iyonunun tily hiicrelerinden stria
vaskiilarise geri doniisiimiinii saglayan hiicreler aras1 kanallarin olusumunda ve K™ ‘un
endolenfe geri pompalanmasinda gorevli oldugu diisiiniilmektedir (54). GJB2 'nin stria
vaskulariste, basal membranda, limpu ve spiral ¢ikintida eksprese oldugu gosterilmistir
(55). GJB2 geni 2 ekzondan olusmakta ve birinci ekzon translasyona ugramamaktadir
(56). Gen, 13. kromozomun q11-q12 bolgesinde DFENB1 lokusunda haritalanmistir (57).
Sendromik olmayan isitme kaybi nedeni olan genler icinde en sik mutasyon saptanmig
olan gendir. Bugiine kadar GJB2’de 150’den fazla islev bozucu mutasyon
tanimlanmistir (58). Bu gendeki mutasyonlarin farkli toplumlarda genetik nedenli isitme

kayiplarinin %20-50’sini olusturdugu yapilan calismalarda gosterilmistir (59).
2.5.2. SLC26A4 (Solute Carrier Family 26, Member 4)

PDS geni olarak da isimlendirilen SLC26A4 geni bir anyon tasiyicist olarak bilinen
Pendrin proteinini kodlamaktadir. Tiroit bezi, i¢ kulak ve bobrekte eksprese olan bu
transmembran proteinin klor, iyot, bikarbonat ve format anyonlarini tasidigi
gosterilmistir (34, 60) . Genin kokleada endolenf geri emilim bdolgesinde eksprese
oldugu ve mutasyonlarinin endolenf sivisinin dengesini bozarak isitme kaybina yol
actig1 tespit edilmistir (61). Bu gen 7q31 bolgesinde haritalanmistir ve 21 ekzondan
olusmaktadir. ilk ekzon translasyona ugramaz (60). Dogustan isitme kaybi ile tiroit
bezinde asir1 bilyiime sonucunda gozlenen guatrin da saptandigi Pendred sendromuna
da bu gendeki mutasyonlar sebep olmaktadir. Ayni zamanda temporal kemik
anomalilerinin eslik ettigi ilerleyici isitme kaybi1 olgularinda da SLC26A4 geninde
mutasyonlar tespit edilmistir. Temporal kemik anomalileri mutasyon saptanan
bireylerde genislemis vestibiiler kanal, Mondini displazisi ve koklear spiral kanal
hipoplazisi (normal de 2,5 doniisten olusan kokleanin 1,5 olmasi) gibi cesitlilik

gostermektedir. Son c¢alismalar, sendromik olmayan isitme kayb1 olgularinin
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yaklasik %4’iine bu gendeki mutasyonlarin sebep oldugu yoniindedir (62). SLC26A4’te
bugiine kadar 120 den fazla mutasyon tanimlanmis olup bunlarin bir kismi1 Pendred

sendromuna, bir kismi da genislemis vestibiiler kanala yol agmaktadir. (58).
2.5.3. MYO7A (Myosin VIIA)

Kasa ait olmayan miyozin agir zincir 7A’y1 kodlayan bu gen 11. kromozomun q13.5
bolgesinde DFNB2 lokusunda bulunmaktadir. Gendeki mutasyonlar, Usher syndrome
tip 1B, resesif kalitilan atipik Usher Sendromu, otozomal resesif (DFNB2) ve otozomal

dominant (DFNA11) sendromik olmayan isitme kaybindan sorumludur.

Genin 49 ekzonundan 48’i kodlamaktadir. Kodlanan protein 2215 aminoasitten
olusmakta ve klasik olmayan miyozin yapisindadir. Gen; i¢ kulak, retina, testis, akciger
ve bobrekte eksprese olmaktadir (63). Gendeki mutasyonlar, fotoreseptor hiicrelerindeki
mikrotiibiillerde, nazal silia hiicrelerinde, sperm hiicrelerinde anormal organizasyona
sebep olmaktadir. Ayn1 zamanda i¢ kulakta semisirkiiler kanal ve utrikulun tip 1 ve tip 2
tilysii hiicrelerinde, steriyosilialarda, kutikular yapilarda ve hiicre gévdesinde eksprese
olan MYO7A’daki mutasyonlar korti organinin dejenerasyonuna da yol acgarak isitme
kaybina neden olmaktadir (63, 64). Gendeki ilk mutasyonlar retinitis pigmentoza,
vestibiiler semptom, ve prelingual sagirlikla karakterize Usher sendrom tip 1B'li bir
hastada tanimlanmistir (64, 65). Bu giine kadar ise, 340 farkli mutasyon ve 248 protein

varyanti rapor edilmistir (63).
2.5.4. MYOI15A (Myosin XVA)

DFNB3 lokusunda, 17p11.2 kromozomal bolgesinde haritalanmis olan bu gen, miyozin
15 A proteinini kodlamaktadir (66). Gen kodlayan 66 ekzondan olusur. Klasik olmayan
protein yapisindaki iiriin, 3530 aminoasit icermektedir. i¢ kulakta kutikular plak
izerinde yer alan tiiy hiicrelerinde eksprese olup, tily hiicrelerinde aktin organizasyonu
icin gereklidir (67). Norosensoriyal epitel hiicrelerinde, sakkulus, utriculus ve crista
ampullariste de eksprese oldugu gosterilmistir (68). S6z konusu gendeki mutasyonlar

dogustan sendromik olmayan isitme kaybu ile iligkili bulunmustur (69).

Gende bugiine kadar 25 farklit mutasyon tanimlanmustir (70).
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2.5.5. OTOF (Otoferlin)

Otoferlin proteinini kodlayan OTOF geni, 2p23-22 kromozom bdlgesinde ve DFNB9
lokusuna haritalanmistir (71). Genin C-terminal bolgesi ile hiicre membranina baglanan
bir proteini kodladigi ve membranin yapisindaki vezikiillerin plazma membranina
taginmasinda da rol oynadig diistiniilmektedir. OTOF geni, alternatif intron ¢ikartilmasi
ile cesitli translasyon baglangic bolgelerinin  kullanilmast sonucunda; otoferlin
proteininin uzun ve kisa izoformlarini kodlamaktadir (72, 73). Proteinin uzun
izoformunda OTOF geninin tim 48 ekzonu mRNA olusumu i¢in kullanilirken, kisa
izoformunun mRNA’sinin olusturulmasi i¢in genin ilk 19 ekzon kullanilmaz (72, 74).
OTOF geni korti organindaki i¢ tily hiicrelerinde utrikulus ve sakkulusta ve beyinde
yiiksek seviyede eksprese olurken; kalp, plasenta, akciger, pankreas, iskelet kasi ve
bobrek de daha diisiik diizeyde eksprese oldugu belirtilmistir ( 72,75). Gendeki
mutasyonlarin isitme kaybinin 6zel bir tipi olan sendromik olmayan resesif isitsel
noropatiye yol actigr tespit edilmistir (76). Hastalarda isitme kayb1 degisik diizeylerde
olmakla birlikte, hastalar normal otoakustik emisyon gosterirler (77). Bugiine kadar bu

gende 40’dan fazla mutasyon rapor edilmistir (78).
2.5.6. CDH23(Cadherin 23-Otocadherin)

Hiicreler aras1 adezyon proteinleri siiper ailesi olan kaderin ailesine dahil olan bu gen,
Ca"™a bagh hiicre-hiicre tutunma glikoproteinini kodlamaktadir. Protein 3354
aminoasit icermekte, tek transmembran domain ve 27 kaderin tekrarindan olusmaktadir
(40). Sterosilianin tily hiicreleri kohezyonunda gorevli oldugu gosterilmistir. Ayrica
erken tily hiicre farklilagmasinda ve sterosilialarin organizasyonunda da gorevli
olduguna dair yaymlar mevcuttur (79). CDH23 geni DFNB12 lokusunda ve 10g21-22
kromozom bolgesine haritalanmistir. Gen 69 ekzondan olusur (80). Retinada ve
kokleada ifadelendigi gosterilmistir (39). Gendeki mutasyonlar, otozomal resesif gegisli
isitme kaybina neden olmakla birlikte, isitme kaybina, retinitis pigmentosanin da eslik
ettigi Usher sendromu Tip 1D’ye de neden olmaktadir (77). CDH23 geninde simdiye

kadar 35’den fazla mutasyon tanimlanmistir (58)
2.5.7. TMIE (Transmembrane Inner Ear-Expressed)

TMIE geni, transmembran i¢ kulak proteini isimli bir proteini kodlamaktadir. Gen 3p21

kromozomal bdlgesinde haritalanmis olup, DFNB6’da lokalizedir. 4 ekzondan olusan

genin bir¢ok farkli dokuda eksprese oldugu bilinmektedir (81, 82). TMIE geni
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etkilenmis fare calismalarinda gozlenen i¢ kulak patolojisi; genin normal bir dogum
sonrast olgunlagma siirecinde, kokleadaki duyusal tiiy hiicrelerinin olgunlagmasi ve
steriosilialarin da gelisimi icin gerekli oldugunu gostermektedir (61). Gendeki
mutasyonlar otozomal resesif gecisli, dogustan ya da prelingual donem baslangicli,
agirdan tama kadar olabilen, i¢ kulak anomalilerinin gozlenmedigi sensorinoral tipte
isitme kaybina yol agmaktadir (70).Bu giine kadar gende 6 mutasyon tanimlanmis olup,
ekzon 3’de gozlenen p.R84W mutasyonunun Anadolu’da olasi founder etki sonucunda

daha sik gozlendigi rapor edilmistir (70).
2.5.8. TECTA (Tectorin, Alpha)

Bu gen o- tektorin adli bir protein kodlamakta olup a- tektorin tektoryal membranlarin
kollajen olmayan temel bilesenidir (77). Tektoriyal membran i¢ kulagin 6zellesmis tily
hiicrelerinin steriosilialari ile baglant1 halindedir. Gen kodlayan 23 ekzondan olugmakta
olup, 11g23-g25 kromozom bdlgesinde haritalanmistir (83, 84). a- tectorin 2155
aminoasitten olusmaktadir. Gendeki mutasyonlar sonucu etkilenen protein domainine
bagh olarak, farkli fenotipik bulgularla karsilagilmaktadir. Mutasyonlar hem otozomal
dominant hem de otozomal resesif isitme kaybina yol acabilmektedir. Bugiine kadar

gende 13 farkli mutasyon bildirilmistir (58).
2.5.9. PCDH15 (Protocadherin 15)

Protokaderin 15 isimli, kaderin protein ailesinin bir liyesi olan, Ca™ bagiml hiicre-
hiicre birlesme glikoproteinini kodlayan gen, normal koklea islevi icin 6nemlidir.
PCDH15’in i¢ kulak tiiy hiicre steriosiliasi ve retina fotoreseptorlerinde ifade edildigi
yapilan immunohistokimyasal calismalar ile ortaya konulmustur (85). CDH23 ile
birlikte bu 1ki genin tily hiicrelerinin mekanotransdiiksiyon olayinda gelisim ve
rejenerasyon siireclerinde énemli rol oynadig1 da in vitro ¢alismalarla tespit edilmistir
(86). Gen 10g21-g22 kromozomal bolgesinde lokalizedir, 33 ekzon icermektedir ve
kodlag1 protein 1955 aminoasitten olusmaktadir (87). Gendeki mutasyonlar, Usher
Sendromu tip 1F ve otozomal resesif isitme kaybi ile iligkili bulunmustur. Simdiye

kadar 14’den fazla mutasyon tanimlanmustir (58).
2.5.10. TMC1 (Transmembrane Channel-Like Protein 1)

TMC1 geni TMC gen ailesi iiyesi olup, cok gecisli bir transmembran proteinini
kodlamaktadir. Gen 9. kromozomda q13-g21 bolgesinde lokalizedir. Genin 24 ekzonu

bulunmakta, 3201 baz cifti biiylikliiglinde mRNA’y1 kodlamaktadir, proteini 87-kD
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biiytikliigiindedir (88). Proteinin i¢ kulaktaki fonksiyonu tam bilinmemekle birlikte, fare
calismalan i¢ kulaktaki dis tily hiicrelerinde eksprese oldugunu gostermektedir (89).
Mutasyonlarinin hem otozomal dominant (DFNA36) hem de otozomal resesif
(DFNB7/DENB11) isitme kaybina yol agtigi gosterilmistir. Bugiine kadar 31 farkl
resesif mutasyon belirlenmistir. Genin resesif mutasyonlar1 agir veya tam, dogustan
isitme kaybina yol agcmaktadir. Gendeki dominant mutasyonlar ise ilerleyici tipte isitme

kaybina yol agmaktadir (89).
2.5.11. TMPRSS3 (Transmembrane Protease, Serine 3)

Bu gen 21g22.3 kromozom bolgesinde yer almakta ve transmembran serin proteaz 3
isimli proteinini kodlamaktadir. Gen 13 ekson icermektedir (90). Genin bircok dokuda
ve korti organinin destek hiicreleri ile stria vaskulariste ifade oldugu gosterilmistir (91).
Kodladig1 proteinin amilorid duyarli sodyum kanallarinda ve endolenften sodyum geri
aliminda gorevli oldugu diisiiniilmektedir (92). TMPRSS3 mutasyonlarinin dogustan ve
cocukluk cag1 baslangich olmak iizere iki farkli formda otozomal resesif isitme kaybina

yol actig1 gosterilmistir (91). Bu giine kadar gende 19 mutasyon bildirilmistir (92).

2.5.12. TMHS(Tetraspan Membrane Protein Of Hair Cell Stereocilia) (LHFPL5-
lipoma HMGIC fusion partner-like 5)

Ty hiicreleri sterosiliast tetraspan membran proteinini kodlayan gen, dort ekzon
icermekte olup, 2162 baz ciftlik bir mRNA kodlamaktadir. Gen, ilk olarak farede 17.
kromozom {iizerinde haritalanmis olup, insan 6p21.31 kromozomal bolgesi ile homoloji
gostermektedir (93). Genin protein iirlinii ise 219 amino asitten olusmakla birlikte, dort
transmembran helikazi icerdigi diisiiniilmektedir (94). Farede bu proteine %60’dan fazla
benzerlik gosteren iki protein (LHFL3, LHFL4) daha tespit edilmistir, bu iki protein
TMHS ile birlikte tetraspan siiper ailesine dahildir. Memelilerde bu aile baglica beyin,
spinal kord, retina gibi noral dokularda ifade edilirler. TMHS apikal membran ve tiiy
hiicreleri sterosiliasinda lokalize oldugu bilinen tek tetraspan proteinidir. Tiy
hiicrelerinin morfogenezinde gorevli oldugu ve gendeki mutasyonlarin vestibiiler islev
bozukluguna, korti dejenerasyonuna ve i¢ kulaktaki tily yumaklarinda anomalilere yol
acabilecegi diistiniilmektedir. (93). Gendeki mutasyonlar otozomal resesif isitme kayb1

ile iligkilendirilmis ve simdiye kadar 4 mutasyon tanimlanmistir (58).
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2.6. MOLEKULER TEKNIiKLER
2.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ik kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmis olan yontem, spesifik bir DNA
dizisinin canli doku disindaki bir ortamda cogaltilmasi yontemidir (95). Az miktardaki

DNA ile hizli caligma imkani sunmasi nedeniyle pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.
Yontem temel olarak ii¢c asamadan olusmaktadir.

1. DNA’'nin cift zincirli yapisimin yiliksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi

(denatiirasyon-ayrilma),

2. Cogaltulmas: hedeflenen bolgeye 0zgiil sentetik oligoniikleotidlerin hedef
DNA'’ya baglanmasi (annealing-yapisma)

3. Isiya dayanikli bir DNA polimeraz enzimi kullanilarak zincirin uzamasi

(polimerizasyon-ekstansiyon-uzama)

Bu ii¢ asamaya bir PZR dongiisii denir ve ¢ogaltilacak iiriin miktar1 bu dongiiniin tekrar
sayisina baghdir. Yaklasik olarak 3-5 dakika (dk) arasinda siiren bu dongii, ortalama 20-
40 kez tekrarlanir ve kalip DNA’nin istenilen bolgesinin, dongii sayist kat1 kadar
cogaltilmis olur (2") . Denatiirasyon asamasinda yaklasik 90-95 °C 1siya, 5-10 dakika
siire ile maruz kalarak tek zincirli hale gelen DNA, daha sonraki asamada 50-70 °C
arasinda bir 1siya maruz kalir. Bu asamada tek zincirli DNA’nin u¢ kisimlarina
komplementer olan oligoniikleotidlerin baglanmasi saglanir. DNA sentezi 70-75 °C
arasindaki sicakliklarda, bir ©onceki basamakta baglanan oligoniikleotidlerin kalip
DNA’nin sentezi icin baslangic noktasi olarak gorev yapmasi ile gerceklesir. Isiya
dayanikli polimeraz enziminin kullanildigi bu asamada, niikleotidler 5° ucundan 3’

ucuna dogru eklenerek hedef DNA'nin iki zincirli kopyasi olusturulur (96).
PZR’da dikkat edilmesi hususlar kisaca 6zetlenecek olursa;

Bu reaksiyonun en kilit noktasinda yer alan DNA polimeraz enziminin calisabilmesi
icin uygun sartlarin saglanmasi1 ¢cok Onemlidir. Her enzim gibi DNA polimeraz
enziminin de en etkin oldugu bir pH degeri vardir. Ve reaksiyon boyunca bu pH 1n
korunabilmesi i¢in tampon cozeltileri kullanilmaktadir. Ayrica enzimin c¢alismasini
saglayan en 6nemli iyon olan Mg*?, oligoniikleotidlerin DNA molekiiliine baglanmasint
kolaylagtirmaktadir. Fazla miktardaki Mg*, enzimin spesifikligini azaltirken, az

miktarda olmasi enzimin aktivitesini diisiiriir ve hatta enzimin inaktive olmasina neden
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olur. Oligoprimerlerin hedef bolgeye baglanma asamasindaki sicaklik, anneling 1sis1
olarak da ifade edilmektedir ve oligoniikleotidlerin niikleotid konsantrasyonlarina
baghdir. Bu asamada kullanilan uygun sicaklik degeri reaksiyonun spesifikligini

arttirmaktadir.

Oligoniikleotidlerin uzunlugu ( 15-30 niikleotid tercih edilmektedir), ¢ogaltilmasi
hedeflenen DNA bdélgesi icinde sadece bir kez bulunmasi ve niikleotid igeriklerinin
rastgele ancak orantili olmasi, tekrarlayan diziler icermemesi onemlidir. Kullanilan her
bir deoksiniikleotid trifosfatin (ANTP) konsantrasyonunun esit olmasi ayrica miktarinin
uygun olmast gerekmektedir. dNTP miktarinin az olmasi {riintiniin miktarinin
azalmasina, fazla miktarda kullanimi hedef DNA disindaki bolgelerin ¢ogalmasina

sebep olmaktadir (95).
2.6.2. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da sekanslama; DNA'nin niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina
gelmektedir. Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi ile Fred Sanger ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen dideoksiniikleotid metodu DNA dizi analizi icin iki
temel tekniktir. Her iki teknikte de DNA’nin hazirlanma siireci, reaksiyonlar ve yiiksek

voltaj jel elektroforezinden olusan ii¢ ana agama mevcuttur.

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yonteminde; DNA’nin belirli bazlardan
kirilmasi s6z konusudur. Oncelikle dizisi saptanacak DNA pargaciginin bir zinciri
kullanilir. Bu zincir 5’ ucundan poliniikleotid kinaz enzimi kullanilarak radyoaktif 32P
ile isaretlenir. Bu isaret, elektroforez sonrasi belirli bir DNA parcaciinin taninmasini
saglayacaktir. Sonraki asamada, her baz icin bir adet olmak iizere dort ayr1 kimyasal
kesim reaksiyonu meydana gelir. Sonugta farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden
kirilmis diziler elde edilir ve kirildig1 noktaya gore, hepsi 5’ ucundan isaretlidirler ancak
boylar farklilik gostermektedir. Elde edilen bu dort reaksiyon iiriinleri, poliakrilamid jel
izerinde, yan yana dort paralel kuyuya uygulanir ve uzunluklarina gore elektroforetik
olarak ayrilir (97). DNA parcaciklarinin u¢lari daha 6ncesinde, radyoaktif olarak isaretli
oldugu i¢in otoradyografi yontemiyle bantlar goriintiilenir ve boylece DNA parcaciginin

dizisi okunabilmektedir (95, 96).

Fred Sanger ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis olan ikinci yontem ise, belirli bir
bazda sonlanan bir DNA zincirinin sentezi esasina dayanir. Sentez reaksiyonu DNA
polimeraz enzimi araciligi ile gergeklestirilir. Dizisi belirlenecek olan DNA zinciri yeni
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sentezlenecek DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir. Yontemde, PZR’da oldugu gibi
denatiirasyon, yapisma, uzama sikluslarinin belirli sayida tekrarlanmasiyla sentez
gerceklestirilir (95). Yontemde; dizisi belirlenecek DNA 0rnegi; polimeraz enzimi,
oligoniikleotid, dort farkli ANTP ve ddANTP ile tampon gorevi goren maddeler kullanilir.
Reaksiyonda kullanilan ddN'TP’lerin 3’ ucunda hidroksil (OH) grubu bulunmamaktadir.
Bu molekiil yeni sentezlenen DNA’ya katilir fakat 3’'ucunda OH grubu tagimadig: i¢in
kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanir. Boylece farkli uzunlukta
DNA parcaciklan elde edilir. Diger yontemde oldugu gibi edilen iiriinler jel iizerinde,
yan yana dort paralel kuyuya uygulanir ve uzunluklarina gore elektroforetik olarak
ayrilirak, DNA bantlar1 otoradyografi ile goriintiilenir. Bu bantlar yukaridan asagiya

dogru okunarak dizi saptanir.

Giiniimiizde dizi analizi i¢in otomatik sistemler kullanilmaktadir. Bu sistemlerde
radyoaktif izotoplar yerine floresan boyalar kullanilir. Sonug¢ olarak temelde PZR
iriinlerinin floresan isaretli dideoksiniikleotitler kullanilarak isaretlenmesine esasina
dayanan bu sistemlerde ilk PZR sonrasi elde edilen iiriinler ‘cycle sequencing’ denilen
yeni bir PZR dongiisiine tabi tutulur. Bu II. PZR asamasinda, ilk dongiiden elde edilen
tiriinler kalip DNA islevini goriir. DNA polimeraz varliginda primer yardimiyla floresan
isaretli dideoksiniikleotitler (ddNTP) zincire girer ve reaksiyon normal PZR dongiisii
gibi devam eder. Iki PZR arasindaki temel fark primerin uzamasi sirasinda isaretli

ddNTP' lerin baglanmasi ile zincirin sonlanmasidir.

Son olarak floresan isaretli bazlar kullanilan bu sistemlerde, amplifikasyon sonrasi
tiriinler kapiller jele yiiklenir ve sistem {iizerindeki lazer 15181 ile farkli 6zellikteki
floresan boyalar1 algilar. Bilgisayar programlar1 yardimu ile her bir baz kendine 6zgii bir
renk egrisi ile gosterilir ve boylece istenilen bolgenin niikleotid dizisi belirlenmis olur

(95,96).

Calismamizda DNA Dizi analizi i¢in yeni ve gelismis bir teknoloji kullanildi. 96
kapillerli 3730 DNA Analizor (Applied Biosystems), yiiksek performansl, 6rnek
basina diisik maliyetli DNA fragman analizleri ve geleneksel DNA sekans
uygulamalarinin yapilabildigi bir sistemdir. Yiiksek optik hassasiyetinin yani sira, coklu
otomasyon Ozellikleri ile insan kaynakli hatalar1 minimize eder. Bu cihaz; mikrosatellite
analizi, RFLP (Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi), LOH (Heterozigotluk
Kayb1), SSCP (Tek iplikcikli uygunluk polimorfizmi), SNP (Tek niikleotid
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polimorfizmi) tarama gibi genis ¢apta sekanslama ve fragment analizi uygulamalarinda

kullanilmaktadir.
2.6.3. Open Array Teknigi

Mikrogip teknolojisi, kiiciik ©rnek hacimleri kullanilarak tek bir deneyde, gen
ekspresyon analizleri ve SNP genotiplemelerini yapmayr miimkiin kilan, tek bir ¢ip
lizerinde tiim genomu incelemeye olanak saglayan son derece hizli ve gelismis
yontemdir. Ik kez 1997 yilinda Solinas-Toldo ve arkadaslar1 hedef bir diziyi cam
matriks iizerine sabitleyerek mikrogiplerin temelini atmiglardir (98). Daha sonraki
calismalarda, Pollack ve arkadaslar c¢ip platformu tizerine cDNA dizisini sabitleyerek
genom diizeyinde DNA’daki kopya sayisindaki degismeleri incelemislerdir (99).
Sonraki yillarda bilgisayar ve miihendislik bilimlerindeki gelismelere paralel ilerleyen
bu teknoloji ile cam matriks iizerinde her biri spesifik bir geni temsil eden binlerce
DNA parcasinin (sentetik oligoniikleotidler, cDNA’lar (Komplementer DNA), BAC
(Bakteri yapay kromozomu), kozmitler ve PZR fiiriinleri gibi) yapistirilmasi ile elde
edilen cipler ile daha hizli ve giivenilir veriler elde edilmeye baglandi. SNP
mikrociplerin de yardimi ile hastaliga veya hastaliga yatkinliga neden olan genler
saptanabilmekte ayrica bu gelismis teknoloji kanser arastirmalarinda, mutasyonlarin
tespitinde, gen haritalanmasinda, DNA dizi analizlerinde ve epigenetik

modifikasyonlara yonelik calismalarda da kullanilabilmektedir.
Yontem temelde asagidaki basamaklar ile 6zetlenebilir.

1. Degerlendirilmesi istenilen hedef DNA, RNA ya da cDNA dizilerine
tamamlayici diziler igeren problart igeren mikrog¢ip platformlart hazirlanir veya

ticari olarak temin edilir.

2. Incelenecek ornekten floresan ile isaretlenmis DNA, RNA ya da cDNA

hazirlanir.

3. Isaretlenmis DNA ya da cDNA ile mikrocip platformu uygun kosullarda

hibridizasyona tabi tutulur.

4. Hibridizasyondan sonra fazla olan isaretli 6rnekleri ortamdan uzaklastirmak i¢in

cam matriksin yikanir.

S. Yikama sonrasinda platform yiizeyinde hibridizasyonun varligi, floresan lazer

ile elde edilen 1s1malar sayesinde bir dedektor yardimiyla algilanir.
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6. Isima emisyon spektrumu oOl¢iiliir.
7. Okunan emisyon spektrumu bilgisayar ortamina aktarilarak depolanir.
8. Depolanan goriintiiniin bir bilgisayar yazilimi araciligiyla degerlendirilir.a

Bu asamalar sonrasinda mikrogip platformu {izerindeki hangi noktalarda hibridizasyon

oldugu ve niceliksel olarak diizeyi degerlendirilerek yorumlanmasi yapilir (100).

Arastirmamizda kullanilan TagMan® OpenArray® Genotipleme teknolojisi ise, fazla
saylida genotiplemenin az miktarda 6rnek ve sarf malzeme kullanilarak yapilabildigi,
genis uygulama alam1 bulunan bir platformdur. Bu yontem veri Kkalitesi ile

cOziinlirliigliniin ¢ok yliksek olmasindan dolay: da tercih edilmektedir.

OpenArray yonteminde kullanilan pleytler mikroskop slaydr boyutlarindadir (63-mm X
19-mm). Her bir pleyt 48 alt array ve her bir alt array’de 64 kuyucuktan olusur. Sonug
olarak pleytlerin {izerine yerlestirilmis 3,072 reaksiyon kuyucugu bulunmaktadir. Her
bir kuyucuk 300 pm ¢ap ve 300 um derinliktedir ve 33-nL’lik reaksiyon kapasitesine
sahiptir. 256 SNP’ ye kadar TagMan genotipleme testlerinin (arastirmacinin segecegi),

liyofilize halde pleyte yiliklemesi yapilir ve kullanima hazir halde arastiriciya gonderilir.

Genotipleme deneyi, aym zamanda allelik diskriminasyon deneyi olarak da
adlandirilmakta olup, bilinmeyen bir Ornegin genotipini saptamaya doniik son nokta
deneyidir. Bu yontem ile SNP’lerdeki iki alleli birbirinden ayirarak tespit etmemiz

miimkiin olmaktadir.

S6z konusu ¢ipteki her bir probun 5’ ucunda raportér boya bulunmaktadir. VIC® boyasi
s0z konusu SNP’teki 1. allelin, FAM™ boyas1 ise 2. allelin 5° ucunda bulunur. Ayrica
her bir probun 5’ ucunda ileri ve geri primerler bulunmaktadir. Ayrica her bir probda;
probun uzunlugunu arttirmadan, erime sicakliginin artmasina neden olan “Minor
Groove Binder” bulunur ve bu modifikasyon prob boylarinin daha kisa tasarlanmasina
olanak saglar. Son olarak problarin 3’ ucunda floresan vermeyen “quencher’lar bulunur
ve boylece, gercek zamanli (real time) PZR sistemleri raportor floresan boyayr dogru

olarak saptar.

Yontem sonug olarak bize, 1. allel homozigot, 2. allel homozigot ya da 6rnegimizin iki
alleli de tasiyarak heterozigot oldugunu belirtir. Floresan boyalar kullanilanarak elde
edilen goriintiiler son olarak diger yontemlerde oldugu gibi bilgisayar yazilimlari

araciligiyla degerlendirilir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. CALISMA GRUBUNUN OLUSTURULMASI

Bu calisma kapsaminda degerlendirilen aileler Kayseri ve cevresindeki Isitme Engelliler
Okullarinda yapilmis anket calismasi sonucunda belirlenmistir (Bkz. Ek 1). Anne ve
babanin akraba olmasi ve en az iki cocugun isitme kaybi tanis1 almis olmasi kriterlerine
uyularak, aileler Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na gériismeye
cagrilmiglardir. Ayrintili klinik degerlendirmeye tabi tutularak, muayene edilen
hastalarda isitme kaybinin nedeninin herhangi bir sendromla iligkili olmamas: i¢in
ozellikle Pendred, Usher, Brakio-oto-renal (BOR), Waardenburg ve Alport gibi
sendromlar klinik olarak elimine edilmistir. Sonug¢ olarak arastirmamiza iki ve daha
fazla isitme engelli cocuga sahip, ebeveynlerin akraba oldugu 21 aileden 122 birey dahil
edilmistir. Her bir aileye arastirma detayli olarak anlatilmis, ¢calismanin olasi sonuglart
hakkinda bilgi verilmis ve ¢alismaya katilmay1 kabul eden ailelerden goniillii olarak

katildiklarina dair onam formlar1 alinmistir (Bkz. Ek 2).

Bu calismada orneklerin toplanmasi Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali’nda ve GJB2 geni sekans analizi ve bu gende mutasyon saptanamayan ailelerde
mikrocip yontemi ile bilinen 11 otozomal resesif isitme kaybina yol acan genin
taranmas1 Amerika Birlesik Devletleri, Miami Universitesi T1p Fakiiltesi Insan Genetigi

Merkezi Laboratuarlari’nda gerceklestirilmistir.

Calisma Erciyes Universitesi Etik Kurulu komitesince 04.01.2011 tarihinde, 2011/53
karar numarasi ile kabul edilmis ve Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi tarafindan TSU-11-3483 nolu proje ile desteklenmistir (Bkz. Ek 3).
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in klasik fenol/kloroform yontemi kullanildi. Bu yontem igin,
arastirmaya katilan bireylerden, 1 mL 0,5 M Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA)

(Sigma, ABD) polietilen tiip icerisine 9 mL kan 6rnegi alindi.
3.2.1.1. DNA izolasyonunda kullanilan malzemeler:
* Disodyum etilendiamin tetraasetat (EDTA)

186,1 gr EDTA (AppliChem, Almanya) ve 800ml dH,O manyetik karistiricida
kanistirilir. Yaklasik 20 gr NaOH ile pH:8 ‘e ayarlanir. +4°C de saklanir.

* Red Blood Cell (RBC) lizis soliisyonu

24 gr Amonyumklorid (AppliChem, Almanya), 2,4 gr Sodyum Bikarbonat (Merck,
Almanya) ve 400 ul EDTA (0,5M pH:7) (AppliChem, Almanya), dH,O ile 2000 ml’ye
tamamlanir (155 mM Amonyum Klorid; 10 mM Sodyum Bikarbonat; 0,5 mM EDTA).

+4°C de saklanir.
* Trisklorid (Tris HCL)

12,11 gr Tris (100Mm) (Amresco, Ohio, ABD) alinip, 1 It dH,O i¢inde ¢oziiliir. HCl ile
pH:8’e ayarlanir. +4°C de saklanir.

* Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

100 gr SDS (Merck, Almanya) 900 ml dH,O icinde 68°C’ de eritilir. HCl ile pH: 7,2’ ye

ayarlanir ve 1000 ml’ye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.
* Niikleaz Soliisyonu (Sodyum Klorid, Tris Klorid, EDTA-STE)

2,336 gr Sodyum Klorid (NaCl) (0,1M) (Merck, Almanya), 4 ml Tris Klorid (Tris HCI)
(10mM, pH: 8) ve 0,8 ml EDTA (1mM, pH:8) alinip dH,O ile 400 mlt’ye tamamlanir.

+4°C de saklanir.
* Fenol-Kloroform

25 birim Fenol (Merck, Almanya), 24 birim Kloroform (Merck, Almanya) ve 1 birim
[zoamilalkol (Merck, Almanya) alinip, {iizerine 1:1 oraninda 100mM Tris HCI (pH:8)

eklenir. +4°C de, koyu renkli camda saklanir.
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* Sodyum Asetat (Na Asetat)

408,1 gr Na asetat (Sigma, ABD), 800 ml dH,O ile karigtirilir, — asetikasitle  pH:7’ye

ayarlanir. +4°C de saklanir.

* Tris-EDTA (TE)

1 ml Tris HCI (1M pH: 8) ve 0,2 ml EDTA (0,5M pH: 8) alinip, dH,O ile 100 mlt’ye

tamamlanir. +4°C de saklanir.

3.2.1.2. DNA izolasyon basamaklar

1.

10.

Alinan kan ornegi falkon tiipiine (50 mL) konuldu ve icerisinde 25 mL RBC lizis

soliisyonu eklendi.
20 dk buzda bekletildi.

+4 °C, 4000 rpm’de 15 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra

siipernatant dokiildii.

Tiipiin dibindeki pellet iizerine tekrar RBC lizis soliisyonu ilave edildi. Bu islem

tiim eritrositler giderilene kadar tekrarlandi.

Son kez siipernatant dokiildiikten sonra dipte kalan lokositler tizerine 1000 pL

RBC lizis soliisyonu eklendi.
Bu karisimin 800 pL’si ependorf tiiptine alinarak -20°C’de stok olarak saklandi.

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 SDS ve 16kosit hacminin 2,5 kat1 olacak sekilde niikleaz
soliisyonu eklenerek bir gece 56°C‘de sicak su banyosunda (Kotterman,

Almanya) bekletildi.

Ertesi giin DNA izolasyonunda proteinlerin uzaklastirllma islemi bagladi.

Tiiplere 1’e 1 oraninda Fenol Kloroform eklenerek 10 dk ¢alkalandi.
Buz icerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij
edildi.

Iki faza ayrilan karisimin iist kismi bagka bir ependorf tiipiine alinarak iizerine
toplam hacmin 1/10’u kadar Na Asetat ve toplam hacmin 2 kat1 kadar %95°lik
alkol eklendi.
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11. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale getirildikten sonra -20°C’ de
bir gece bekletildi.

12. Uciincii giin DNA’nin konsantrasyon ve cozeltide kalan niikleotid, amino asit
ve cesitli diisitk molekiil agirlikli kirliliklerin uzaklastirilma islemleri bagladi.

Tiipler +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA coktiiriildii.

13. Siipernatant kismi dokiilerek tiipe 500 puLL %70’lik alkol eklendi ve +4°C 4000
rpm’de 20 dk santrifiij edildi.

14. Santrifiij sonunda alkol dokiildii ve tiipler kurutma kagidi iizerinde kapaklari

acik bir sekilde kurumaya birakild.

15. Kurutulduktan sonra tiip igerisine TE soliisyonu eklenip 37°C’ de bir gece

bekletilerek DNA’nin ¢oziilmesi saglandi.

Elde edilen DNA o6rneklerinin saflik ve konsantrasyonu spektrofotometrede 260 ve 280
nm dalga boyunda yapilan dlciimler ile degerlendirildi. Saflik oranlar1 genel olarak 1,8-

2,4 araliginda konsantrasyonlari ise ortalama 100 -500ng/uL araliginda saptandi.

Calismalar yapilana kadar izole edilen DNA 6rnekleri -20°C ‘de saklandi.

3.2.2. Konneksin 26 (GJB2) Geninde Dizi Analizi ile Mutasyon Taramasi
3.2.2.1. DNA o6rneklerinin PZR ile ¢ogaltilmasi

Elde edilen 122 genomik DNA 0rneginin 50’sinde ( her aileden 2 veya 3 birey )
oncelikle GJB2 geninde mutasyon olup olmadigina bakildi. GJB2 genini amplifiye
etmek ve dizi analizi yapmak i¢in 2 cift primer kullanildi. 1. primer ¢ifti ile amplifiye
edilen ve dizi analizi sonrasinda okunamayan bdolgeleri i¢in 2. primer cifti kullanilarak

islemler tekrarlandi. Kullanilan primer dizileri ve PZR kosullar1 asagida verilmistir.
GJB?2 Geni Ekzon 1 i¢in primer ¢ifti:
Primer 1F 5' CCG GGA AGC TCT GAG GAC 3'

Primer 1R 5' GCA ACC GCT CTG GGT CTC 3'
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Tablo 3.1. GJB2 Geni, 1. Ekzon igin I. PZR icerigi (AmpliTag Gold (hazir Kkit)

protokolii)

dH,O 4.5 ul
GC Enhancer Sul
fleri (Forward) primer 1wl
Geri (Reverse) primer 1l
DNA 1
MasterMix 12.5 ul
Reaksiyon Voliimii 25ul

Tablo 3.2. GJB2 Geni, 1. Ekzon i¢in 1. PZR Protokolii

Denatiirasyon 95 5 dk

Denatiirasyon 94 °C 30 sn

Yapisma ve Uzama 60 °C 30 sn 35 dongii
72°C 30 sn

Final uzama 72°C 7 dk.

Ekzon 2 i¢inprimer c¢ifti:
Primer 2F 5°GCT TAC CCA GAC TCA GAG AAG 3’

Primer 2R 5" TGA GCA CGG GTT GCC TCA TC 3’

Tablo 3.3. GJB2 Geni 2. Ekzon icin I. PZR Icerigi

dH,0 17 wl
10X buffer 2,5u
dNTP 2,5ul
MgCl, 0,75 ul
fleri (Forward) primer 0,6 ul
Geri (Reverse) primer 0,6 ul
DNA 1l
Taq 0,2 ul
Reaksiyon Voliimii 25 ul
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Tablo 3.4. GJB2 Geni 2. Ekzon i¢in 1. PZR Protokolii

Denatiirasyon 94°C 3 dk

Denatiirasyon 94°C Ssn

Yapisma ve Uzama 65°C 30 sn 2 dongii
72°C 30 sn

Denatiirasyon 94°C Ssn
63°C 30 sn onei

Yapigma ve Uzama 2 dongu
72°C 30 sn

Denatiirasyon 94°C Ssn
61°C 30 sn ongii

Yapigma ve Uzama 2 dongu
72°C 30 sn

Denatiirasyon 94°C Ssn
59°C 30 sn oneti

Yapisma ve Uzama 2 dongii
72°C 30 sn

Denatiirasyon 94°C S sn

Yapigma ve Uzama S7°C S0 2 dongu
72°C 30 sn

Denatiirasyon 94°C Ssn

Yapisma ve Uzama 55°C 30 sn 2 dongii
72°C 45 sn

Final Uzama
72°C 3 dk.

3.2.2.2. Amplifiye Edilen Orneklerin Agaroz Jelde Degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezi, DNA pargalarinin ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in standart bir
yontem olarak kullanilmaktadir. Jeldeki DNA bantlari, jel hazirlanirken kullanilan
etidyum bromiiriin etkisi ile jelin mor O&tesi 1s1k altinda degerlendirilmesi ile
saptanabilmektedir. Yontem temel olarak biiyiikliigli bilinen bir boyut belirteci
kullanilarak, biiyiikliigii bilinmeyen DNA molekiillerinin tespit edilme esasina dayanir
(101). Bu ¢alismada PZR iiriinleri %2'lik agaroz (Sigma, ABD) jelde degerlendirildi.
Agaroz jel, degerlendirilecek PZR iirliniiniin baz cifti uzunluguna gore belirli

konsantrasyonlarda hazirlanmaktadir. Jel i¢in 1 gr agaroz tartilip ve TBE 1X soliisyonu
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ile 50 ml total hacime tamamlandi. TBE 1X soliisyonu, stok olarak hazirlanan TBE 5X

soliisyonundan deiyonize su ile 1/5 oraninda seyreltilerek hazirlandi.
*TBE 5X stok soliisyonu;

54 gr Tris (Amresco, Ohio, ABD),

27,5 gr Borik asit (AppliChem, Almanya),

20 mililitre 0,5 M EDTA (AppliChem, Almanya)

Karisim; deiyonize su ile 1 litre hacme tamamlanarak hazirlanir.

Agaroz istenilen konsantrasyonda hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda kaynatildi.
Uzerine 2 pl Etidyum Bromid (AppliChem, Almanya) ilave edildi. lyice karistirildiktan
sonra i¢ine taraklar yerlestirilmis olan jel kalibina (Owl Scientific, ABD) dokiildii.
Agarozun polimerize olmasi icin 15-20 dk beklendi. Kaliptan taraklar uzaklastirildi.
Polimerize olman jel, icerisinde 0.5X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.
Her bir PZR iiriiniinden 5 pl, 5 pl Bromfenol mavisi (Merck, Almanya) ile muamele
edilerek jele yiiklendi. PZR iiriinlerinin dogru degerlendirilebilmesi i¢in 15-20 pl kadar
boyut belirleyicisi (MBI Fermentas, Litvanya) PZR iiriinleri ile birlikte jele yiiklendi.
100 volt akimda 40-50 dk kadar yiiriitiildii (SCIE-PLAS, Ingiltere). Ultraviyole 1s1k
veren transilliiminatorde (Light VUTM, Owl Scientific, ABD) incelendi.

3.2.2.3. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi-piirifikasyonu-Birinci piirifikasyon

Incelenecek gen bolgesinin ¢ogaltilmasi sonrasinda PZR fiiriinlerinin saflastiriimas,
diger bir ifade ile temizlemesi gerekmektedir. Bu nedenle saflastirma islemi sefadeksli
pleytler ile gerceklestirildi. Pleytteki kuyucuklar toz halindeki sefadeks (Sigma, ABD)
ile doldurulduktan sonra her kuyucuga 300 pl deiyonize su eklendi. Uzeri kaplandi. 2
saat oda 1sisinda bekletildi. Altina bos bir pleyt yerlestirilerek 25°C, 850 G’de, 5 dk.
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 alttaki pleyt biriken su atild1 ve kuyucuklara 150 ul
deiyonize su eklendi. Tekrar altina bos bir pleyt yerlestirilerek 25°C, 850 G’de, 5 dk.
santrifiij edildi. Alttaki pleyt atilarak yerine yeni pleyt yerlestirildi ve kenarlardan
bantlandi. PZR sonrasinda elde ettigimiz iriinlere 4 pl SOPE (Solid phase Oligo/
Protein Elimination) (Vh Bio, Ingiltere) eklendi. SOPE ile karisan PZR iiriinleri
safadeksli pleytlere yiiklendi. Tekrar 25°C, 850 G’ de, 5 dk santrifiij edildi. Altaki
pleyte gecen temizlenmis PZR iiriinlerimiz ikinci PZR i¢in kullanilmak {izere

hazirlanmis oldu.
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3.2.2.4. Dizi analizi icin PZR-II. PZR-Sekans PZR

Dizi analizi i¢in kalip DNA olarak temizlenen PZR iiriinleri kullanildi. Primer dizisi ilk
PZR’ da kullanilan dizi ile ayni idi. Reaksiyonlar icin CEQ2000XL Beckman Coulter,
ABD cihazi kullanildi. Reaksiyon bittiginde, reaksiyonda kullanilan Big Dye’1n 1siktan

etkilenmemesi i¢in pleyt aluminyum folyo ile kaplandi.

Tablo 3.5. GJB2 Geni II. PZR Icerigi-Big Dye Reaksiyonu

Big Dye (Big Dye Terminator Ready Reaction Mix) | 0,75 ul
5x Sekans Tamponu (5xSequencing Buffer) 2l
Kalip DNA 1,5 ul
Primer (tek yon, geri veya ileri) (0.1 ug/ul) 0,75 ul
Deiyonize su Sul
Reaksiyon Voliimii 10 pl

Tablo 3.6. GJB2 Geni II. PZR Protokolii

96°C 1dk

96°C 10 sn

50°C 5 25 dongii
60°C 4 dk

40°C 5dk

3.2.2.5. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi-piirifikasyonu-ikinci piirifikasyon

Birinci purifikasyon islemine benzer sekilde, pleytteki kuyucuklar toz halindeki
sefadeks ile doldurulduktan sonra her kuyucuga 300 ul deiyonize su eklendi. Uzeri
kaplandi. 2 saat oda 1sisinda bekletildi. Altina bos bir pleyt yerlestirilerek 25°C, 850
G’de, 5 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki pleyt biriken su atildi ve
kuyucuklara 150 pl deiyonize su eklendi. Tekrar altina bos bir pleyt yerlestirilerek 25°C,
850 G’de, 5 dk. santrifiij edildi. Alttaki pleyt atilarak yerine yeni pleyt yerlestirildi ve

kenarlardan bantlandi. 10 pl deiyonize su ve 10 pl II. PZR sonrasinda elde ettigimiz,
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aluminyum folyoya sarili pletteki iirtinler ikinci kez yikanmis olan sefadeksli pleyte
yiiklendi. Tekrar 25°C, 850 G’de, 5 dk santrifiij edildi. Altaki pleyt’e gecen temizlenmis
PZR iirlinlerimiz dizi analizi icin kullanilmak {izere hazirlanmis oldu. Isiktan
etkilenmemesi i¢in tekrar aluminyum folyo ile kaplandi. Otomatik DNA dizi analiz

cihazi, AB (Applied Biosystem) 3730 cihazina folyo paketinden ¢ikartilarak yiiklendi.

Cihazdan alinan veriler dogrultusunda GJB2 geni NCBI (National Center for

Biotechnology Information) referans dizileri ile karsilastirilarak analiz edildi.
3.2.3. Open Array yontemi ile tarama calismalari
3.2.3.1. Taranacak SNP’ler ve secimleri

GJB2 geninde sekans calismalar1 sonucunda mutasyon saptanmayan 12 aileye open

array yontemi ile 128 SNP kullanilarak 11 gen acisindan taramalar yapilmustir.

Arastirilmis olan genler SLC26A4, MYO7A, MYOI15A, OTOF, CDH23, TMIE, TECTA,
PCDHI5, TMCI1, TMPRSS3, LHFPL5 dir. Genler Tiirk toplumunda en sik isitme
kaybina yol acan genler arasindan sec¢ilmistir (102).Open array platformuna
yerlestirilecek olan SNP’ler http://pga.gs.washington.edu/ sitesinden belirlendi. Her gen
icin SNP’ler; genin lokalizasyonu g6z Oniinde bulundurularak, oncelikle genlerin
icinden ve 15000 baza kadar 5’ ve 3’ tarafindan secildi. Kiiciik allel frekans 0.2 ve
tizerinde olan ve birbiriyle baglanti dengesizliginde (LD; linkage disequilibrium)
olmayan (LD 0,8’in iizerinde olan belirtecler calismaya alinmadi) SNP’ ler calismada

degerlendirildi.

Aragtirilan her gen icin secilen SNP’ler asagidaki tablolarda mevcuttur. Tablolarda kalin
harflerle yazilmis satirlar, s6z konusu SNP’in, ilgili genin iginden secildigini

belirtmektedir.
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Tablo 3.7. SLC26A4 geni i¢in se¢ilmis SNP’ler

dbSNP131 |Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
1 rs7778250 | Kromozom: 7: 107224565 C-25645841-10
2 rs2712227 | Kromozom: 7: 107305115 C-16059028-10
3 rs2395910 | Kromozom: 7: 107309812 C-16223518-10
4 rs10276013 | Kromozom: 7: 107317175 C-11431989-10
5 rs6970857 Kromozom: 7: 107323209 C-26938307-10
6 rs1858929 | Kromozom: 7: 107328315 C-11609755-10
7 rs1858930 | Kromozom: 7: 107328537 C-11609754-10

Kromozom: 7:

SLC26A4 107332335-107358250
8 rs12667481 | Kromozom: 7: 107359384 C-3176209-10
9 rs10235244 | Kromozom: 7: 107366884 C-30537324-10
10 rs3735605 Kromozom: 7: 107423254 C-25637184-10
11 rs1008707 | Kromozom: 7: 107425684 C-2193560-10
12 r$929393 Kromozom: 7: 107437048 C-8856481-10
13 1989960 Kromozom: 7: 107445727 C-346537-10
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Tablo 3.8. MYO7A geni icin se¢ilmis SNP’ler

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
1 1s948977 Kromozom: 11:76801982 C-3242287-10
2 rs1043418 Kromozom: 11:76836350 C-9597709-20
3 rs1043420 Kromozom: 11:76836439 C-9597710-10
4 1s7943716 Kromozom: 11:76837499 C-2134008-10

MYO7A Kromozom: 11:76839310-76926286
5 rs7945715 Kromozom: 11:76840360 C-29272730-10
6 rs6592708 Kromozom: 11:76859758 C-31730768-10
7 rs11605022 Kromozom: 11:76872414 C-3242314-10
8 rs11607721 Kromozom: 11:76881988 C-12034431-10
9 rs12805873 Kromozom: 11:76898728 C-3242251-10
10 [rs2276285 Kromozom: 11:76901927 C-15881246-10
11 rs11237122 Kromozom: 11:76920003 C-26901290-20
12 rs12793619 Kromozom: 11:76921358 C-1537353-30

MYO7A Kromozom: 11:76839310-76926286
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Tablo 3.9. MYO15A geni i¢in secilmis SNP’ler

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
1 rs2955371 Kromozom: 17:17967397 C-53286-10
2 rs2230316 Kromozom: 17:17997209 C-12115996-10
3 1s721669 Kromozom: 17:18005073 C-2278922-1
MYOI5A Kromozom: 17:18012020-18083115
4 rs854787 Kromozom: 17:18035019 C-7443180-20
5 rs854786 Kromozom: 17:18036283 C-7443190-10
6 rs2280777 Kromozom: 17:18041507 C-2601396-1
7 rs712270 Kromozom: 17:18057167 C-2601405-30
8 rs712274 Kromozom: 17:18064195 C-7443248-10
MYOI15A Kromozom: 17:18012020-18083115
9 rs8071834 Kromozom: 17:18099991 C-9243787-10
10 1s2746025 Kromozom: 17:18151611 C-1633109-10
11 rs2071242 Kromozom: 17:18151611 C-15868525-20
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Tablo 3.10. OTOF geni i¢in secilmis SNP’ler.

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
1

rs11674089 Kromozom: 2:26587076 C-2039619-10
2

rs2280516 Kromozom: 2:26677810 C-15970387-20

OTOF Kromozom: 2:26680072-26781566
3

rs2272069 Kromozom: 2:26699855 C-442982-1
4

rs12052886 Kromozom: 2:26711829 C-1836942-10
5

rs869440 Kromozom: 2:26723697 C-8721918-10
6

rs939817 Kromozom: 2:26733500 C-7861665-10
7

rs6746918 Kromozom: 2:26742511 C-244579-10
8

rs1879760 Kromozom: 2:26750645 C-11751215-10
9

rs4665874 Kromozom: 2:26759848 C-11751247-10
10

rs6547103 Kromozom: 2:26775560 C-319654-20
11

rs13029128 Kromozom: 2:26776725 C-31125434-10

OTOF Kromozom: 2:26680072-26781566
12

rs1011108 Kromozom: 2:26782621 C-189455-10
13

rs939815 Kromozom: 2:26791454 C-7864223-10
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Tablo 3.11. CDH3 geni i¢in secilmis SNP’ler.

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
CDH23 Kromozom: 10:73156704-73575702
1 rs10823751 Kromozom: 10:73198999 C-31629702-20
2 rs4747153 Kromozom: 10:73199501 C-25760641-10
3 rs7903717 Kromozom: 10:73215319 C-31629720-10
4 rs2211204 Kromozom: 10:73224374 C-2101692-10
5 rs2039861 Kromozom: 10:73266187 C-11655891-10
6 rs10762454 Kromozom: 10:73303755 C-2101769-10
7 rs1665688 Kromozom: 10:73417236 C-8862842-10
8 rs1227048 Kromozom: 10:73434279 C-8862820-10
9 rs9415986 Kromozom: 10:73439975 C-2154936-10
10 rs7917781 Kromozom: 10:73537388 C-2154837-10
11 rs10762480 Kromozom: 10:73537978 C-2154835-10
12 rs3802709 Kromozom: 10:73545236 C-2154828-10
CDH23

Kromozom: 10:73156704-73575702
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Tablo 3.12. TMIE geni i¢in sec¢ilmis SNP’ler.

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
TMIE Kromozom: 3:46742823-46752413

rs28942097 Kromozom: 3:46750654 C-27860794-10
TMIE Kromozom:3:46742823-46752413

Tablo 3.13. TECTA geni icin secilmig SNP’ler.

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
1

rs12795310 Kromozom: 11:120931054 C-1316345-20
2

rs10892668 Kromozom: 11:120937637 C-1316340-10

TECTA Kromozom :11:120973375-121061513
3

rs504626 Kromozom: 11:120976428 C-1316313-10
4

rs1829 Kromozom: 11:120981408 C-1316378-10
5

rs536069 Kromozom: 11:120996292 C-613404-1
6

rs10502247 Kromozom: 11:120998942 C-22274876-10
7

rs1893023 Kromozom: 11:121004151 C-1316403-10
8

rs11218158 Kromozom: 11:121014228 C-1316432-10
9

rs11218161 Kromozom: 11:121015711 C-32027662-10
10 |TECTA Kromozom: 11:120973375-121061513
11

rs618523 Kromozom: 11:121061986 C-613460-10
12

rs688099 Kromozom: 11:121072088 C-613471-10
13

rs948381 Kromozom: 11:121111458 C-3117744-20
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Tablo 3.14. PCDH15 geni icin se¢ilmis SNP’ler.

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID

PCDH15 Kromozom: 10:55562535-56561051
1 rs11003876 Kromozom: 10:55594049 C-30959216-10
2 rs10763012 Kromozom: 10:55601509 C-30959226-10
3 rs1900414 Kromozom: 10:55666743 C-1704626-10
4 rs11003961 Kromozom: 10:55735549 C-27067171-10
5 rs718309 Kromozom: 10:55781181 C-815142-10
6 rs11004085 Kromozom: 10:55884408 C-31911324-20
7 rs10733925 Kromozom: 10:55896722 C-479365-10
8 rs725612 Kromozom: 10:55953028 C-1085873-20
9 rs10825279 Kromozom: 10:55973589 C-25643500-10
10 rs920526 Kromozom: 10:56054752 C-2185771-10
11 rs2026414 Kromozom: 10:56208736 C-2749632-20
12 rs1930165 Kromozom: 10:56301930 C-12114560-10
13 rs1930164 Kromozom: 10:56302037 C-12114555-10
14 rs1937392 Kromozom: 10:56395812 C-276781-10
15 | rs10763138 Kromozom: 10:56511366 C-1818641-10
16 rs1336194 Kromozom: 10:56532036 C-8815240-10

PCDH15

Kromozom:10:55562535-56561051
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Tablo 3.15. TMC1 geni icin secilmis SNP’ler.

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
1 rs7875995 Kromozom: 9:75172587 C-29351789-10
2 rs7873761 Kromozom: 9:75175048 C-27111860-10
3 rs17057904 Kromozom: 9:75181511 C-34342586-10
TMCI1 Kromozom: 9:75192818-75445445
4 rs16764 Kromozom: 9:75206393 C-7706893-10
5 rs13285932 Kromozom: 9:75211603 C-31993766-10
6 rs970386 Kromozom: 9:75226846 C-8342576-10
7 rs1417614 Kromozom: 9:75295593 C-7706534-10
8 rs1341032 Kromozom: 9:75352123 C-8342475-10
9 rs746786 Kromozom: 9:75367604 C-7704160-10
10 rs895080 Kromozom: 9:75368525 C-7704148-20
11 rs1663763 Kromozom: 9:75369006 C-8342234-10
12 rs1550760 Kromozom: 9:75375810 C-7704137-10
TMCI1 Kromozom: 9:75192818-75445445
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Tablo 3.16. TMPRSS3 geni i¢in secilmis SNP’ler.

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
1 rs1079380 Kromozom: 21:43770283 C-1723949-1
2 15424694 Kromozom: 21:43789772 C-772646-10
3 1rs2839490 Kromozom: 21:43789854 C-11369609-10
4 rs462149 Kromozom: 21:43789899 C-825159-10

TMPRSS3 Kromozom: 21:43791996-43803860
5 rs225310 Kromozom: 21:43793723 C-825161-10
6 rs1078272 Kromozom: 21:43796913 C-825165-10
7 rs1109352 Kromozom: 21:43799723 C-9476589-20
8 rs225430 Kromozom: 21:43801712 C-825166-1

TMPRSS3 Kromozom: 21:43791996-43803860
9 rs10887973 Kromozom: 21:43806193 C-1724018-1
10 rs9981624 Kromozom: 21:43825722 C-30520387-10
11 rs9980448 Kromozom: 21:43839730 C-30250240-10
12 | 1513052676 Kromozom: 21:43852232 C-1724086-10
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Tablo 3.17. TMHS geni i¢in secilmis SNP’ler.

dbSNP131 Genomik pozisyonu ABI ASSAY ID
1 rs1343796 Kromozom: 6:35739341 C-7516821-10
2 rs10807154 Kromozom: 6:35742308 C-1979170-10
3 rs2817012 Kromozom: 6:35760403 C-1979125-20
4 rs2817013 Kromozom: 6:35761684 C-15812392-10
5 rs6921084 Kromozom: 6:35761781 C-29875367-10

TMHS Kromozom: 6:35773071-35791852

6 rs1049649 Kromozom: 6:35803192 C-3157452-1
7 1s2395637 Kromozom: 6:35820544 C-3157425-10
8 rs7752049 Kromozom: 6:35723417 C-29416155-10
9 rs2817057 Kromozom: 6:35734884 C-15812486-20
10 rs2817064 Kromozom: 6:35741963 C-1979171-10
11 rs9470094 Kromozom: 6:35752792 C-1979143-10
12 | rs12211728 Kromozom: 6:35755658 C-32201913-20
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3.2.3.2. DNA orneklerinin Open Array Yontemi icin Standardizasyonu ve

Hazirlanmasi

DNA ornekleri Termo Nanodrop spektrofotometresi ile konsantrasyon ve saflik

acisindan degerlendirildi ve uygun olmayan 6rnekler icin DNA izolasyonu tekrarlandi.

Calismaya 50 ng/uL ¢ift zincirli genomik DNA ile baslandi. Konsantrasyonu fazla olan

ornekler niikleaz icermeyen deiyonize su ile seyreltildi.

Standardize edilmis olan 10 mikrolt DNA &rnekleri OpenArray 384-Kuyucuklu Ornek
Pleyti’'ne (OpenArray® 384-Well Sample Plates- Applied Biosystems ) (Sekil 3.1)
aktarildi. Her kuyucugalO mikrolt TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) yiiklendi. Bu pleyt, TagMan® OpenArray® Genotyping Master Miksi ve
DNA orneklerinin karistirilmasi i¢in kullanilir. 1000 rpm’de 1 dk. santrijiij edildi.
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Sekil 3.1 OpenArray 384-Kuyucuklu Ornek Pleytinin Sematik Gosterimi

Daha sonra hazirlanmis olan Ornekler, genotipleme pleytine (TagMan OpenArray
Genotyping Plate, Custom Format 128) ( (Sekil 3.2) otomatik bir yiikleyici sistem olan
OpenArray AutoLoader (Biomek FX P, Laboratory Automation Workstation) (Sekil
3.3) ile aktarildi.
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/

'\
a [00000000 .
b (00000000 Her bir sub-array 64 adet
c |0OQ000000 v e .
00000000 kiiciik reaksiyon
t 8 88 8 8 88 8 kuyucugu icermektedir.
94| 000000Ge+— . <
n \ 60000000 Ok ile g7 kuyucugu

1234 567 & gosterilmekte.

Sekil 3.2. Genotipleme Cipinin Sematik gosterimi

Sekil 3.3. OpenArray AutoLoader (Beckman Biomek FX P, Laboratory Automation

Workstation). Ornek pleytinden, genotipleme ¢iplerine aktarim saglanr.

TagMan® OpenArray® Genotipleme kasetlerinin  2/3’lik kismi  OpenArray®
Immersion yagi ile dolduruldu ve genotipleme c¢ipleri, TagMan® OpenArray®
Genotipleme kasetinin (Sekil 3.4) icine dikkatlice yerlestirilir.
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Sekil 3.5. Kasetlerin kapatilmasi isleminin sematik gosterimi

Sonraki agamada genotipleme ciplerini icine yerlestirdigimiz kasetlerin ac¢ik olan ucu bir

cesit tutkal (OpenArray® Sealing Glue) ile kapatildi (Sekil 3.5).
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Tutkalin kurumasi i¢in cihaza (OpenArray® Case Sealing Station) (Sekil 3.6) yiiklendi.

Kurutma iglemi yaklasik 90 sn siirdii.

Hazirlanmis olan 6rnekler PZR i¢in Dual Flat Block GeneAmp® PCR System 9700
cihazina yiiklendi. Kullanilan PZR prokolii (Tablo 3.19) asagidaki gibidir.

Tablo 3.18 Open Array yonteminde kullanilan PZR Protokolii

Sekil 3.6. OpenArray® Case Sealing Station

Sicaklik | 93 95 94 53 25
Siire 10 dk 0.45 dk 0.13dk | 2.14dk 2 dk
50 dongii

PZR asamasi sonrasinda cipler karanlikta muhafaza edilerek OpenArray® Goriintiileme

Cihazina yiiklendi. Son agsama verilerin analiz asamasidir.
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4. BULGULAR

Bu arastirma ebeveynlerin akraba oldugu, sendromik olmayan, dogustan agir-total
sensorinoral isitme kaybina sahip, iki veya daha fazla sayida cocugu olan 21 aileden 122
birey ile yapilmistir. Calismaya katilan goniilliilerin cinsiyetleri ve isitme kayiph

bireyler tablo 4.1 gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Calismaya Katilan Bireylerin Fenotipleri

Bl\llr;:.y Cinsiyet Eg}%? Bl\llr;:y Cinsiyet E;t;lj Bl\llr;:y Cinsiyet E;t;lj
901-101 M * 906-101 F 913-101 M
901-102 F * 906-102 F * 913-102 M *
901-103 F * 906-103 M * 913-103 M *
901-104 M * 906-201 M 913-201 M
901-105 F 906-301 F 913-301 F
901-301 F * 906-501 M * 914-101 F *
901-501 F * 906-521 F * 914-102 M *
901-502 F * 907-101 F 914-201 M
901-521 F 907-102 M 914-301 F
901-531 M 907-103 F * 915-101 F *
902-101 M * 907-104 F * 915-102 M
902-102 F 907-105 M * 915-103 F *
902-103 F * 907-201 M 915-201 M
902-104 F 907-301 F 915-301 F
902-105 F * 908-101 M * 916-101 F
902-202 F 908-102 F 916-102 M *
902-301 F 908-103 F * 916-103 M *
902-302 M 908-104 F 916-201 M
902-501 M * 908-201 M 916-301 F
902-502 M * 908-301 F 917-101 F *
902-503 M * 908-501 M * 917-102 M *
903-101 F * 908-502 F * 917-201 M
903-102 F * 909-101 M 917-301 F
903-103 M * 909-102 F * 918-101 F *
903-201 M 909-103 M * 918-102 F *
903-301 F 909-201 M 918-103 M
904-101 F * 909-301 F 918-201 M *
904-102 M 910-101 M * 918-301 F *
904-103 M * 910-102 F * 919-101 F *
904-104 M * 910-201 M 919-102 F
904-201 M 910-301 F 919-103 M *
904-301 F 911-101 F * 919-201 M
905-101 M * 911-102 M * 919-301 F
905-102 F * 911-201 M 920-101 F *
905-201 M 911-301 F 920-102 M
905-301 F 912-101 M * 920-103 M *
905-302 F 912-102 F * 920-201 M
905-401 M 912-201 M * 920-301 F
905-501 M * 912-301 F 938-101 F *
912-801 F 938-102 M *
938-201 M
938-301 F




4.1. GJB2 GENI SEKANS ANALIZI SONUCLARI

9 ailede saptanmis olan genetik degisiklikle tablo 4.2’de mevcuttur.

Tablo 4.2.GJB2 Geni Sekans Analizi Sonuglari

Aile No Gjb2 Genotipi Ailede Etgy‘irsllmls Birey Memleketi
901 c.35delG / p.C169X 7 Kayseri
903 c.35delG / p.C169X 3 Kayseri
905 p-VI531/WT 3 Kayseri
913 c.35de11GG/> ZIVS 1+ ’ Kayseri
914 c.35delG / ¢.35delG 2 Kayseri
916 c.35delG / ¢.35delG 2 Kayseri
918 c.35delG / ¢.35delG 4 Kayseri
919 c.35delG / ¢.35delG 2 Kayseri
938 c.35delG / c.35delG 2 Kayseri

5 ailede de GJB2 geninde ¢.35delG homozigot, bir ailede de p.V1531 heterozigot olarak
saptanmustir. Ug ailede c¢.35delG heterozigot olarak tespit edilmis olup, bu ailelerden

birinde c.IVS1+1G>A, diger ikisinde ise ¢.C169X mutasyonu tespit edilmistir.
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Sekil 4.2

c35delG heterozigot mutasyonunun sekans girintlisd, normal bir bireyde &
adet olmasi gereken Guanin nikleotidlerinden biri heterozinot olarak
gozlenmektedir.
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Sekil 4.4
Kontral dizi il birlikte W31 +1G=A heterozigot (-3170 Ge=4A ) mutasyonu
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Sekil 4.5
Kontrol dizi ile birlikte p. C168X heteroziont (c.308C=A) mutasyonu

4.2. OPEN ARRAY YONTEMi IiLE DEGERLENDIRILEN HASTALARDA
TESPIT EDIiLEN DEGIiSIiKLIiKLER

GJB2 geninde mutasyon saptanmayan 12 aile open array yontemi kullanilarak isitme
kaybina yol actig1 bilinen 11 gen agisindan incelenmistir. Arastirilmis olan genler
SLC26A4, MYO7A, MYOI5A, OTOF, CDH23, TMIE, TECTA, PCDHI5, TMCI,
TMPRSS3, LHFPLS5 dir. Genler Tiirk toplumunda en sik isitme kaybina yol acan genler
arasindan secilmistir (102). Open array platformuna yerlestirilecek olan SNP’ ler
http://pga.gs.washington.edu/ sitesinden belirlendi. Her gen icin; genin lokalizasyonu
goz Oniinde bulundurularak, 6ncelikle genlerin i¢cinden veya 15000 baza kadar 5° ve 3’
tarafindan, kiiciikk allel frekanst 0.2 ve {izerinde olan ve birbiriyle baglanti
dengesizliginde (linkage disequilibriumda) olmayan (LD 0,8’in iizerinde olan belirtecler

calismaya alinmadi) secildi.

Sadece TMIE geni icin SNP yerine bir mutasyon platforma eklenerek, s6z konusu

mutasyon arastirildi.
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Bir aile de TMIE geninde p.R84W mutasyonu, bir ailede OTOF geninde segregasyon,
bir ailede TMPRSS3 geninde segregasyon, bir ailede ise TMHS, OTOF ve TMPRSS3
genlerinde segregasyon saptanmistir. Kalan 8 ailede tez kapsaminda uygulanan

yontemler ile herhangi bir olas1 genetik degisiklik saptanamamustir.

@000
]
L ]

aw
000 .
LR

T 500

7500

3

:

Allala 2 FAM (T)
-
g8 &

g #

g

8
-

8
-
L]

1500

1000

Sekil 4.6 TMIE geni p.R84W (rs28942097), open array grafiksel verisi. Grafikte
goriilen mavi noktalar, 902 nolu ailenin hasta bireylerine aittir. Yesillerden

bazilar1 yine 902 nolu ailenin tasiyici bireylerine aittir.

Yontemde 127 SNP ve bir mutasyon (TMIE geni p.R84W mutasyonu) kullanilmistir.
Her bir SNP icin yukarndaki grafik benzeri tablo bulunmaktadir ve her bir nokta bir
hastay1 temsil etmektedir. Mavi renk -FAM™dye- homozigot mutant tipi, yesil renk-
FAM™ ve VIC® dye- heterozigotlugu, kirmizi-VIC® dye- homozigot wild tipi
belirtmektedir. Degerlendirme yapilirken diger renkler dikkate alinmaz. Grafik

tizerinden degerlendirme yapilirken ilgili noktanin iizerine gelindiginde, o kisinin séz
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konusu bolge icin genotipi asagidaki tabloda oldugu gibi goriilebilmektedir. Ailedeki
segregasyona bakilarak yorum yapilmaktadir.

Tablo 4.3.TMIE Geni p.R84W, 1528942097 Open Array verisi.

1$28942097 1s28942097
Aile No Fenotip Aile No
902-102 CT Saglikli kardes 908-101 CC
902-103 TT Isitme kayiph kardes 908-102 CC
902-104 CT Saglikli kardes 908-103 CC
902-105 TT Isitme kayiph kardes 908-104 CC
902-202 CT Anne 908-201 CC
902-302 CT Baba 908-301 CC
902-501 TT Isitme kayiph 1. derece 908-502 cC
kuzen
902-502 TT Isitme kayiph 1. derece 909-101 cC
kuzen
902-503 TT Isitme kayiph 1. derece 909-103 cC
kuzen
904-101 CC 909-301 CC
904-102 CC 910-101 CC
904-103 CC 910-102 CC
904-104 CC 910-201 CC
904-201 CC 910-301 CC
904-301 CC 911-101 CC
905-101 CC 911-102 CC
905-102 CC 911-201 CC
905-201 CC 911-301 CC
905-301 CC 912-101 CC
905-302 CC 912-102 CC
905-401 CC 912-201 CC
905-501 CC 912-301 CC
907-101 CC 912-801 CC
907-102 CC 917-101 CC
907-103 CC 917-102 CC
907-104 CC 917-201 CC
907-105 CC 917-301 CC
907-201 CC 920-101 CC
907-301 CC 920-102 CC
920-103 CC
920-201 CC
920-301 CC
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C normal alleli, T mutant alleli gostermektedir. Sadece 902 nolu ailede isitme kayipli
bireylerde her iki allelde mutant olup, anne, baba ve saglikli kardesler heterozigot olarak

goriilmektedir. Taranan diger ailelerde mutant allele rastlanmamastir.

Tablo 4.4. OTOF geninde segregasyon gosteren 909 nolu ailenin open array verisi

909-101 909-103 909-301
Saglikli kardes Isitme kaybi Saglikli baba
rs11674089 AG GG AG
rs2280516 GG GG GG
Amplifikasyon
rs2272069 gbzlenmemistir. GG CG
Amplifikasyon
rs869440 gbzlenmemistir. AA AA
rs939817 CT CC CT
rs6746918 AA GG AA
rs1879760 AA AA AA
rs4665874 CC CC CC
rs6547103 GG GG GG
rs13029128 GT GG GT
rs1011108 CT CC CT
rs939815 CC CC CC

Sonug olarak yontem anne, baba ya da saglikli kardes ve akrabalarda heterozigot olan

bolgelerde, hasta birey ya da bireylerde homozigot blok tarama esasina dayanmaktadir.
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Tablo 4.5. TMPRSS3 geninde segregasyon gosteren 910 nolu ailenin open array verisi

910-101 910-102 910-201 910-301

Isitme kaybi Isitme kaybi Saglikli anne Saglikli baba
rs1079380 | GG GG GG GG
rs424694 | TT TT CT TT
rs2839490 | TT TT CT TT
1s462149 |GG GG GG GG
rs225310 |GG GG GT GG
rs1078272 | TT TT TT TT
rs1109352 | GG GG GG GG
rs225430 |AA AA AA AC
rs1088797
3 TT TT TT GT
19981624 | GG GG CG GG
rs9980448 | CC CC CT CT
rs1305267
6 CC CC CC CT
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OTOF, TMPRSS3, TMHS genlerinde segregasyon gosteren 917 nolu ailenin open array

veri tablolari

Tablo 4.6. OTOF geninde segregasyon gosteren 917 nolu ailenin Open Array Verisi

917-101 917-102 917-201 917-301
Isitme kayb1 | isitme kayb1 Sgil:llzh Saghkh Baba

rs11674089 GG GG AG GG
rs2280516 GG GG GG GG
rs2272069 GG GG GG CG
rs869440 AA AA AA AG
rs939817 CC CC CC CT
rs6746918 GG GG AG GG
rs1879760 GG GG AG GG

rs4665874 AA AA AC Qﬁ?ﬁﬁﬁf@ on
rs6547103 GG GG GG CG
rs13029128 GG GG GT GG
rs1011108 TT TT TT CT
rs939815 CC CC CC CcC
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Tablo 4.7. TMPRSS3 geninde segregasyon gosteren 917 nolu ailenin open array verisi

917-101 917-102 917-201 917-301
Isitme kayb1 |isitme kayb1 Saghkh Saghkh Baba
Anne

rs1079380 AG AA AG AG
rs424694 CC CT CT CT
rs2839490 CT CT CT TT
rs462149 AG GG GG AG
rs225310 TT UND GT GT
rs1078272 TT TT AT TT
rs1109352 GG GG GG GG
rs225430 AA AA AC AA
rs10887973 TT TT TT TT
rs9981624 GG GG GG GG
rs9980448 TT TT TT TT
rs13052676 CT TT TT CT
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Tablo 4.8. TMHS geninde segregasyon gosteren 917 nolu ailenin Open Array Verisi

917-101 917-102 917-201 917-301
Isitme kayb1 Isitme kaybr | Saghkh Anne | Saghkh Baba
Amplifikasyon
rs1343796 AG gozlenmemistir AG AA
rs10807154 GG GG GG AG
rs2817012 CcC CC CG CC
rs2817013 AC AC AC CC
rs6921084 TT TT CT CT
rs1049649 AA AA AC AA
1s2395637 GG GG GG GG
rs7752049 AA AA AC AA
rs2817057 GG GG AA GG
rs2817064 AG AG AG AG
rs9470094 GG GG GG GG
rs12211728 AG AA ;‘;}g}:ﬁfﬁs o AG
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5. TARTISMA

5.1. GJB2GENINDE GOZLENEN MUTASYONLARIN LITERATUR IiLE
KARSILASTIRILMASI

GJB2 geninin mutasyonlarinin, sendromik olmayan isitme kaybinda Onemli bir rolii
oldugu bilinmektedir. 1997 yilinda ilk kez GJB2 genindeki mutasyonlarin
arastirtlmasindan  bu yana pek cok c¢alisma, bir¢ok farkli popiilasyonda
gerceklestirilmistir (54). Gen otozomal resesif sendromik olmayan isitme kayiplarinin
neredeyse yarisindan sorumludur. GJ/B2 geninde bugiine kadar 150 farkli mutasyon

tanimlanmis olup, farkli popiilasyonlarda farkli mutasyonlar dikkat cekmektedir.

Patolojik mutasyonlarin ¢ogunlugu genin kodlama bolgesi olan ekzon 2’de yer
almaktadir. Yine bu ekzonda goézlenen c¢.35delG mutasyonu iilkemizde ve diinya

genelinde sendromik olmayan sensorinoral isitme kaybinin en 6nemli sebebidir.

GJB2 geninde beyaz irkta ve Askenazi Yahudileri’nde en sik c¢.35delG mutasyonuna
rastlanmakta olup, bu mutasyonu c.167delT izlemektedir. Dogu Asya toplumlarinda ise
bu mutasyonlarin yani sira ¢.235delC mutasyonu da siklikla saptanmaktadir (103).
Ulkemizde yapilan calismalarda GJB2 geninde saptanan diger mutasyonlarin basinda
c.IVS1+1G>A gelmektedir. (104). Bu mutasyonu delE120, p.W24X, c.233delG,
p-Q80R, c.310dell, ¢.299-300delAT, c.167delT, p.P184R, p.L90P, p.P173S, p.R127H,
p-Q80K mutasyonlar1 izlemektedir (105).

c.35delG mutasyonu; alti guanin niikleotidinin olusturdugu seriden, tek bir guanin

niikleotidinin delesyona ugramasi sonucunda olusmaktadir ve bu durum cerceve
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kaymasina neden olarak, 13. pozisyonda dur kodonu (UGA) olusturmaktadir (106, 107).
Mutasyonun protein diizeyindeki etkisi ise; 226 aminoasitlik normal proteinin yerine, 12

aminoasitlik islevsel olmayan bir Cx26 proteininin olusumu seklindedir (106).

c.35delG’nin beyaz irktaki tasiyict frekansi cesitli arastirmalarda %?28-32 arasinda
bildirilmistir (108-110).

Ulkelere gore bakildiginda ise Italya’da bu mutasyonun tasiyict frekanst %3.4,
Yunanistan’da %3.5, Fransa’da 2.7, Malta ve Portekiz’de %?2.8 olarak belirlenirken bu
oran Amerika, Avrupa ve Asya iilkelerinde belirgin olarak diisiis gostermektedir (111).

Tiirkiye’de tasiyict sikligr %1.8 bulunmustur (112).

Tiirkiye’de yapilmis baska calismalarda ise ¢.35delG mutasyonu isitme engellilerin %5
ile %53’iinde saptanmistir (11, 113). Ic Anadolu ve Giiney Bati Anadolu’da mutasyon
frekanst en yiiksek olmakla birlikte, sporadik vakalarda %13.2, ailesel vakalarda

ise %?22.1 olarak bildirilmistir (113).

Allel frekansinin goriillme sikhiginin farkli popiilasyonlarda degisken seyretmesine
paralel olarak, homozigot c.35delG mutasyonunun sendromik olmayan isitme kaybina
neden olma sikligi, irklara ve populasyonlara gore biiyiik farkliliklar gostermektedir.
Ornegin Cin, Japonya, Gana, Hindistan, Kore, Pakistan, Tayvan ve Tayland’da
sendromik olmayan isitme kayipl bireylerde yapilan ¢alismalarda homozigot c.35delG
mutasyonu rapor edilmemistir (77,114). Buna karsin Danimarka’da yapilmig bir
arastirmada homozigot ¢.35delG mutasyon orani %]1.8, Slovakya da yapilmis bir

arastirma’da ise %40 oraninda saptanmustir (77).

Tiirkiye’de de bu konuda cesitli arastirmalar yapilmistir. Bulgular cografi dagilima ve
calismaya katilan olgu sayisina gore farklilik gostermektedir. Baris ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 bir calismada homozigot 35delG mutasyonu %20.4 olguda saptanirken,
heterozigot mutasyon %?2.1 olguda goriilmiistiir (115). Tekin ve arkadaslar1 tarafindan
yapilmis olan bir baska calismada ise; olgularin %15’inde homozigot c.35delG

mutasyonu, %7.81’inde ise heterozigot 35delG mutasyonu saptanmustir (116).

Bu konuda ailesel calismalarda yapilmis olup, Uyguner ve arkadaslar1 tarafindan
yapilmig otozomal resesif isitme kayipli 60 ailenin degerlendirildigi bir calismada,
ailelerin %?21.7’sinde homozigot c.35delG mutasyonu, %3.3’linde ise heterozigot
¢.35delG mutasyonu tespit edilmistir (117). Tekin ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis bir

bagka ailesel vakalarin degerlendirildigi calismada ise %17.5 c¢.35delG homozigot
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mutasyonu, %1.9 c¢.35delG heterozigot mutasyonu saptanmistir (104,113). Kalay ve
arkadaslarinin yapmis olduklan ailesel isitme kayipli bireylerin degerlendirildigi bir
caligmada ise homozigot c.35delG mutasyonu olgularin %?21.5’inde, heterozigot

¢.35delG mutasyonu ise olgularin %4.3’{inde tespit edilmistir (105).

Calismamiza dahil edilen 21 aileden 122 bireyin 62’inda isitme kaybi mevcuttu. 5
ailede homozigot ¢.35delG mutasyonu, 3 ailede ise heterozigot c.35delG mutasyonu
saptanmistir. Bu giine kadar yapilmig olan c¢alismalarda GJB2 mutasyonlarinin
genellikle siddetli (81-100db) ve derin (100db’den fazla) prelingual sensorindral isitme
kaybina neden oldugu bildirilmistir (118). Calismamiza dahil edilen grupta da isitme
kayb1 diizeyi literatiir ile uyumlu olup, mutasyon saptanan tiim olgularda derin isitme

kayb1 mevcuttu.

GJB2 geninde heterozigot c.35delG mutasyonu saptanan bir ailede heterozigot

c.IVS1+1G>A mutasyonu da mevcuttu.

c.IVS1+1G>A mutasyonu ilk kez Denoyelle tarafindan bildirilmistir (119). Mutasyon
genin kodlama yapmayan 1. ekzonunda yer almaktadir ve -3170 G>A mutasyonu olarak
da bilinmektedir ve kirpilma islevini bozarak etki ettigi diisiiniilmektedir (119, 120). Bu
mutasyonla ilgili literatiirde cok fazla caligma bulunmamakla birlikte son yillarda
Tiirkiye’nin de dahil oldugu bazi toplumlarda bu mutasyonun sikligr bildirilmistir.
c.IVS1+1G>A mutasyonu Cek popiilasyonunda daha yaygin olarak bulunmus, tiim
patolojik GJB2 mutasyonlar1 arasinda %4 oraninda tespit edilmistir (121). Hollanda’da
yapilmig baska bir calismada ise ¢.35delG ve del(GIB6-D13S1830) mutasyonlarindan
sonra iiclincii siklikta goriildiigii rapor edilmistir (122). Tiim bu yapilmis ¢alismalarda;
hastalarin GJB2 geninin kodlayan, 2. ekzonunda heterozigot olan bir patolojik
mutasyona sahip oldugu tespit edilmistir. Yine Cin’de yapilmis bir arastirma da ise
GJB?2 geninde heterozigot mutasyon tasiyan hasta bireylerde bu mutasyon arastirilmis
ve vakalarin %1.89’unda bildirilmistir (123). Tiim bu yayinlarda bu mutasyonun sadece
ekzon 2’de heterozigot mutasyon tastyan bireylerde arastirilmasi gerektigi onerilmistir.
Ayrica Tekin ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢calismada ekzon 2 ‘de heterozigot mutasyon
tespit edilmis 16 hastanin 8 tanesinde heterozigot c.IVS1+1G>A mutasyonu

saptanmistir (124).

Padma ve arkadaslar tarafindan yapilmis baska bir arastirmada ise, ekzon 2’de herhangi

bir patolojik mutasyonu heterozigot ya da homozigot olarak tasimayan bireylerde bu
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mutasyon saptanmis olup (¢alisma grubunun %0.3), bu calismanin sonucunda da
sendromik olmayan isitme kaybi olan tiim bireylerde bu mutasyonun calisilmasi

gerektigi vurgulanmistir (125).

Calisma grubumuzdaki bir ailedeyine GJB2 geninde, c.457G>A olarak da ifade edilen
p.-VI153I degisikligi heterozigot olarak saptanmistir. Bu degisiklik ile ilgili olarak
literatiirde ¢eligkili bilgiler bulunmaktadir. Bazi c¢aligmalarda polimorfizm olarak
degerlendirilirken (126), baz1 ¢alismalarda isitme kaybina yol agabilecek patojenik bir
mutasyon olarak (127) belirtilmistir. NCBI (National Center for Biotechnology
Information) sitesinden incelendiginde, p.V153I, olasi-patojenik olmayan SNP
(rs111033186) olarak tamimlanmistir. (128). Sonug¢ olarak daha Once yapilmig
caligmalarda isitme kaybi olmayan bireylerde de saptanmis olmasi polimorfizm

oldugunu desteklemektedir.

Calismamizda, GJB2 geninde, c.35delG heterozigot mutasyonu saptanan iki ailede ayni
zamanda daha Once literatiirde tamimlanmayan heterozigot p.C169X (c.508 C>A)
mutasyonu saptanmistir. “TGC” sistein aminoasidini kodlamaktadir ve ailelerde,
kodonun iiciincii bazinda bir heterozigot mutasyon s6z konusudur. Dur kodonuna yol
acan bu mutasyon; GJB2 geninin kodladigi 226 aminoasitlik protein yerine 169
aminoasitlik bir proteinin olusumuna sebep olacaktir ki, protein diizeyindeki etkisinin
daha ileri ¢aligmalar ile gosterilmesi gerekmektedir.

L4 W kg B kg k. ':L' ':L'F_ L4 E L4 D,IR

601 caccraBrEBcaGcalcrroficeeceTcarcTTBARGe CECCTTCAEGTAEETCTT

402 GACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGEETCATCTTCGAAGCCGCCTTCATGTACGTCTT
134 —-T--¥--T--§-=8=-I--F-=F==R=-V--I--F-—E--A-=A=—F--M-=Y==V=-F

L S whw W

copicCCpTE
2 CGCCTGECCTTG
N--A-—W--DP--C

" *s-r1;n.;' E_ " L L4 F_ w
661 cTalGTCATGTACEACEeCTlcTccEGorcRGecTCETCARCE
462 CTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCAGCGGCTGGTGAAG
154 —-Y--V--M--¥-=D==G=-F--§-=M=—Q--R—-L-=V=-K-

ICGE

W R F O " w O w

721 [eccarcacTENcEACTECTTTGTGTCCEECcccAlccrcaacRoTercificacReTeTT
522 TCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCCCGGCCCACGGAGRAGACTGTCTTCACAGTGTT
174 ——Pp--N——T--V-=D=—C—F—-V-—§-=R=—P—T-E—K——T——V——F—T—V—F

Sekil 5.1. GJB2 geni baz ve aminoasit dizisi. S6z konusu mutasyon bolgesi (p.C169X
(c.508 C>A)) yuvarlak i¢inde belirtilmistir (129).
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5.2. OPEN ARRAY YONTEMIi iLE DEGERLENDIRILEN HASTALARDA
TESPIT EDIiLEN DEGIiSiKLiKLER

GJB2 geninde mutasyon saptanmayan 12 aile open array yontemi kullanilarak igitme
kaybina yol actig1 bilinen 11 gen acisindan incelenmistir (SLC26A4, MYO7A, MYO15A,
OTOF, CDH23, TMIE, TECTA, PCDHI5, TMC1, TMPRSS3, LHFPLYS).

Arastirmamizda kullanilan TagMan® OpenArray® Genotipleme teknolojisi, fazla
sayida genotiplendirmenin az miktarda ornek ve sarf malzeme kullanilarak yapilabildigi,
genis uygulama alam1 bulunan bir platformdur. Veri kalitesi ile ¢oziiniirliigiiniin cok

yiiksek olmasindan dolayi tercih edilmistir.

Bu tarama yonteminin secilme nedeni aragtirmaya dahil edilen ailelerin hepsinde anne
ve babanin akraba olmasi ve en az 2 ¢ocuklarinin etkilenmis olmasi nedeniyle ortak
atadan kalitilmis olan mutasyonlarin, homozigot olma olasiliginin yiiksek olmasidir.
Boylece hasta bireylerde homozigot bolgeler taranarak mutasyonun nerede oldugu
hakkinda bilgi edinilmektedir. Sonug¢ olarak yontemin analiz asamasi; anne, baba ya da
saglikli kardes ve akrabalarda heterozigot olan bolgelerde, hasta birey ya da bireylerde
homozigot blok tarama esasina dayanmaktadir. Ailelerdeki segregasyona bakilarak
yorum yapilmistir. Uygulanan tarama yontemi ile genom ancak belli araliklarla
taranabildiginden, soz konusu homozigot bloklarin kii¢iilk olmasi halinde, o gende
mutasyon olmasi durumunda bile, gen goz ardi edilerek, atlanabilir. Ayrica yontem
kesin sonu¢ vermemekle birlikte, klasik sekans analizleri ile dogrulama
gerektirmektedir. Fakat ayn1 zamanda aday gen arastirmalarinda bilinen genlerin

dislanmasi i¢in kullanilabilecek hizli ve ucuz bir yontemdir.

Calismamizda TagMan® OpenArray®Genotipleme ile bir ailede TMIE geninde R84W
mutasyonu saptandi. Bir ailede OTOF geninde segregasyon, bir ailede TMPRSS3
geninde segregasyon, bir ailede ise TMHS, OTOF ve TMPRSS3 genlerinde segregasyon
saptanmistir. Kalan 8 ailede tez kapsaminda uygulanan yontemler ile herhangi bir

genetik degisiklik saptanamamuistir.

TMIE geni, transmembran i¢ kulak proteini isimli bir proteini kodlamaktadir. Gen 3p21

kromozomal bolgesinde, 4 ekzondan olugmaktadir (81, 82).

TMIE geni etkilenmis fare ¢calismalarinda gozlenen i¢ kulak patolojisi; genin normal bir
dogum sonrasi olgunlasma siirecinde, kokleadaki duyusal tity hiicrelerinin olgunlagmasi

ve steriosilialarin da gelisimi i¢in gerekli oldugunu gostermistir (61). Bu giine kadar 156
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aminoasitlik proteini kodlayan bu gende sendromik olmayan isitme kaybi ile iligkili;
ikisi ekstraselliiler bolgede (4-BP INS, 125CGCC, p.E31QG), ikisi intronik bolgede (6-
BP DEL/1-BP INS intron 1’de, c.212-2A > C intron 2’de), 3 tanesi de sitoplazmik
bolgede (p.R81C, p.R84W, p.R92W) yer alan 7 mutasyon tanimlanmustir (130).

TMIE geni ile ilgili yapilmis calismalara bakildiginda, Tirkiye’de 49 birbiriyle
akrabaligr bulunmayan sendromik olmayan isitme kayipli aile ile yapilmis bir
calismada %6.6 oraninda TMIE geninde mutasyon saptanmistir (102). Pakistan’da
yapilmig genis capli bir ¢alisma da ise, TMIE geninde %1.7 oraninda mutasyona

rastlanmistir.

p-R84W (c.250C>T) mutasyonu tek basina degerlendirilecek olursa, ilk kez kuzey
Hindistan’dan bir ailede tespit edilmistir (81). Daha sonra Tiirk toplumunda yapilmis bir
calismada once 51 aile degerlendirilmis, 4 ailede bu mutasyona rastlanmis ve daha
sonra 254 aile soz konusu mutasyon agisindan degerlendirilmis ve 4 ailede daha
p-R84W mutasyonuna rastlanmistir. Yoresel dagilima bakilinca en yiiksek
yiizde, %10.3 ile Giineydogu Anadolu bolgesinde saptanmistir. Ekzon 3’de gozlenen
s0z konusu bu mutasyonun Anadolu’da olast founder etki sonucunda daha sik
gozlendigi diisliniilmiis ve Orta Dogu popiilasyonlarinda sendromik olmayan isitme
kayb1 tarama programlarina s6z konusu mutasyonun eklenmesi Onerilmistir (82). Bu
mutasyonun 21 aile gibi kisith bir ¢alisma grubu icinde dahi tespit edilmesi bu 6neriyi

destekler niteliktedir.

Open array ile tarama yaptigimiz grupta iki ailede OTOF geninde segregasyon
saptanmustir. Otoferlin proteinini kodlayan OTOF geninin, korti organindaki i¢ tiiy
hiicrelerinde utrikulus ve sakkulusta ve beyinde yiiksek seviyede eksprese olmaktadir
( 72,75). Gendeki mutasyonlarin isitme kaybinin 6zel bir tipi olan sendromik olmayan
resesif isitsel noropatiye yol actigi tespit edilmistir (76). Bugiine kadar 40’dan fazla

patolojik allelik varyant rapor edilmistir (78).

Pakistan’da 557 aileyi kapsayan genis capli bir arastirmada OTOF mutasyonlar1 13
ailede saptanmis ve % 2.3 siklikta gozlendigi rapor edilmistir (131). Chiu ve arkadaslar
tarafindan yapilmig bagka bir calismada Asya toplumlarinda s6z konusu tipteki isitme
kaybinin en sik nedenlerinden biri olarak OTOF geni belirtilmistir (132). ispanyada tiim
sendromik olmayan otozomal resesif prelingual isitme kaybinda prevelanst %5 olarak

bildirilmistir (74). Duman ve arkadaslar tarafindan yapilmis bir ¢calismada ise GJB 2
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geninden sonra otozomal resesif sendromik olmayan norosensorial tipteki isitme
kaybinda, Tiirk toplumunda en sik rastlanilan genler rapor edilmis ve OTOF %35 siklik
ile, MYOIS5A (%9.,9), TMIE (%6,6) ve TMCI1 (%6,6) sonrasinda en sik mutasyon
saptanan dordiincii gen olarak saptanmistir (102). Arastirmamizda OTOF geninde
segregasyon saptadigimiz ailelere bir sonraki caligmalarda sekans analizi yapilmasi

planlanmugtir.

Calismamizda yine iki ailede TMPRSS3 geninde segregasyon saptanmistir. TMPRSS3
transmembran serin proteaz 3 isimli proteinini kodlamakta ve korti organinin destek
hiicreleri ile stria vaskulariste eksprese olmaktadir (91). Kodladig1 proteinin amilorid
duyarli sodyum kanallarinda, endolenften sodyum geri aliminda gorevli oldugu
diistiniilmektedir (92). Guipponi ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda s6z konusu genin
mutasyonlarina, isitme kayipli popiilasyonda her ne kadar ¢ok sik rastlanmasa da,

isitmenin mekanizmasinin aydinlatilmast agisindan onemli oldugu vurgulanmagtir (133).

Watenhofer ve arkadaslari tarafindan yapilmis bir calismada Ispanya, italya, Yunanistan
ve Avustralya’dan toplam 448 aile incelenmis ve %0.45 siklikta soz konusu gende
mutasyon saptanmustir. Yine ayni calismada beyaz 1rkta yaklasik olarak sikligr % 0.38
olarak bildirilmistir (134). Pakistan’da 159 aileyi degerlendirildigi bir calismada 4
ailede ilgili gende mutasyon saptanmis olup, Pakistan populasyonunda yaklasik olarak
siklig1 %2.5 olarak belirtilmistir. Ayn1 ¢calismada Kuzey Amerika kokenli aileler de yine
aynt gendeki mutasyonlar agisindan taranmis fakat hicbir patolojik mutasyona

rastlanmamustir.

Duman ve arkadaslan tarafindan Tiirk toplumunda yapilmis bir ¢alismada ise anne ve
babanin akraba oldugu ve en az 3 isitme kayipli cocugu bulunan aile taranmis ve
TMPRSS3 geninde %]1.7 siklikta mutasyon saptanmustir (102). Her ne kadar calisma
grubumuzda 2 ailede de s6z konusu gende segregasyon saptanmis olsa da TMPRSS3
geni literatiirden de edinilen bilgile 15181nda, isitme kaybina siklikla yol acan genlerden
degildir.  Diger siklikla mutasyon saptanan genlerde degisiklik saptanmadigi
durumlarda incelenmesi, ya da array platformlarina eklenerek segregasyon saptanan

ailelerde klasik yontemlerle taranmasi 6nerilmektedir.

Calismamizda bir ailede TMHS geninde segregasyon saptanmustir. 7TMHS geni, tily
hiicreleri sterosiliasi tetraspan membran proteinini kodlamaktadir. Tily hiicrelerinin

morfogenezinde gorevli oldugu, gendeki mutasyonlarin vestibiiler islev bozukluguna,
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korti dejenerasyonuna ve i¢ kulaktaki tily yumaklarinda anomalilere yol agabilecegi
diistiniilmektedir (93). Gendeki mutasyonlarin isitme kaybi iizerindeki etkisi ilk defa
farelerde tanimlanmis olup daha sonraki ¢alismalarda Shabbir ve arkadaslar1 tarafindan
biri Pakistan ve digeri Hindistan’dan olmak {iizere iki ailede tanimlanmistir. Daha sonra
Kalay ve arkadaslarn tarafindan iki genis Tiirk ailesinde yapilmis bir ¢alismada soz
konusu gende iki farkli mutasyon daha tespit edilmistir (c.649delG (p.Glu216ArgfsX26)
ve ¢.494C>T (p.Thrl65Met)). Ayni calismada kontrol taramalarinda c¢.649delG
tagtyiciligina rastlanmistir. Literatiirde TMHS geninde sadece dort mutasyon saptanarak
bunlardan ikisinin Tiirk toplumunda g6zlenmesi dikkat cekicidir. Bu gen ile ilgili cok
fazla calisma da bulunmamaktadir ve bu nedenlerle open array platformuna eklenerek
calismamiza dahil edilmistir. Arastirmamizda TMHS geninde segregasyon saptadigimiz

aileye bir sonraki ¢alismalarda sekans analizi yapilmasi planlanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiza dahil edilen 21 aileden 122 bireyin 62’sinde isitme kaybi mevcuttu.
Calisma grubumuzdaki 5 ailede GJB2 geninde homozigot c.35delG mutasyonu, 3 ailede
ise heterozigot c.35delG mutasyonu bir ailede ise p.V 1531 polimorfizmi saptandi. G/B2
geninde heterozigot 35delG mutasyonu saptanan bir ailede ek olarak heterozigot
c.IVS1+1G>A mutasyonu da mevcuttu. Calismamizda, c¢.35delG heterozigot saptanan
diger iki ailede ise; daha once literatiirde tanimlanmayan heterozigot p.C169X (c.508
C>A) mutasyonu saptandi. S6z konusu degisikligin isitme kayb1 patogenezindeki
yerinin aydinlatilmasi i¢in Oncelikle saglikli kontrollerde taranmasi ve protein

diizeyindeki etkisinin daha ileri ¢aligmalar ile gosterilmesi gerektigi diisiiniildii.

GJB2 geninde mutasyon saptanmayan 12 aile open array yontemi kullanilarak igitme
kaybina yol actigr bilinen 11 gen ag¢isindan incelendi. Sadece TMIE geni i¢in SNP

yerine bir mutasyon (p.R84W) platforma eklenerek, s6z konusu mutasyon arastirildi.

Calismamizda bir aile de TMIE geninde p.R84W mutasyonu saptandi. Bir ailede OTOF
geninde segregasyon, bir ailede TMPRSS3 geninde segregasyon, bir ailede ise TMHS,
OTOF ve TMPRSS3 genlerinde segregasyon saptandi. Arastirmamizda s6z konusu
genlerde segregasyon saptadigimiz ailelere bir sonraki calismalarda sekans analizi
yapilmasi planlandi. Uygulanan tarama yontemi ile genom ancak belli araliklarla
tarandigindan, homozigot bloklarin kii¢iik olmasi1 halinde arastirilan gende mutasyon
olsa bile yakalanamayabilir. Ayrica yontem kesin sonu¢ vermemekte ve klasik sekans

analizleri 1ile dogrulama gerektirmektedir. Fakat ayni zamanda aday gen
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arastirmalarinda bilinen genlerin diglanmast icin kullanilabilecek hizli ve ucuz bir

yontemdir.

Calismada degerlendirilen yirmi bir ailenin sekizinde bu tez kapsaminda uygulanan
arastirma yontemleri ile herhangi bir genetik degisiklik saptanamadi. Daha ileri ve
kapsamli tekniklerle sonraki caligmalarda bu ailelerde isitme kaybina yol acan genetik

degisikliklerin arastirilmasi planlandi.
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EKLER

Ek 1. Cahisma kapsaminda degerlendirilen ailelerin belirlenmesi icin Kayseri ve

cevresindeki Isitme Engelliler Okullarinda yapilmis anket drnegi

Adh Sovad:

Yasy/Cinsiveti:

ILETISIM BILGILERI
Adresi:

Telefonu:
Ailede benzer, isitme engelli hasta var mi?
(Anne, baba, kardes, hala, day1, teyze, amca, kuzen ya da daha uzak akrabalar belirtilmelidir.)

Hastamin anne ve babasi akraba ma? (Uzak akraba dahi olsalar belirtilmelidir.)

Tar konma vasi:

Eonusarak anlasabilivor mu?

Sadece izaret dili ile mi anlasabilivor?

Ne kadar duyabiliyor?{Odyometn sonucunu bilivorsamz belirtiniz.)

Iztme cthazs kullangyor mu vada keoklear implants var nu? Varise ne zaman takild:?

Lsitme engelinden baska tanist konubmug hastalifs var mua?
Varize nedir?

Hasta zamammnda m dogdu (erken dofum dvkiisti var nu)?

Annesi hamilehid sirazinda hethang bir hastalik gecimmis mi? Geginmis 1se nedu?

Annesi hamileli@ sirasinda hethang bir lag kullanrms me? Eullanmag 1se nedn?

Dogunn kilosu nedir?

Ean defisimi vapild: nmua?

Atesl bir hastalik gecirdi mi? Gecirdi ise nedir?

Her hangi bir kaza vada travima gegirdi mi?

Her hang bir amelivat oldu mu?

Nébet (zara, epilepst) &ykiisi var nu?

Gece konligi var nmua?

Eklemek istedifiniz her hang bir sev varm?

87



Ek 2. Bilgilendirilmis goniillii olur formu (yazih onay ve bilgilendirme formu)

ornegi

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU
YAZILI ONAY FORMU

KATILIMCININ ADI, SOYADI:

CINSIYET

DOGUM TARIHI

Cocugumun veya benim katilimim sorulan klinik/laboratuar ¢alismanin amag¢ ve
islemleri bana agiklanmistir.

Bu calisma ile ilgili olas1 yararlar ve riskler bana bildirildi. Soru sorma hakkim ve
cevaplar1 degerlendirme hakkim vardi.

Bu calismaya katilimin goniillii oldugunu ve cocugumu veya kendimi istedigim
zaman caligmadan c¢ekebilecegim ve bunu yaptigimda ¢cocugum veya kendime bir zarar
gelmeyecegini anladim.

Cocugumla veya benimle ilgili olan verilere ulasmaya ve diizeltilmesini istemeye
hakkim oldugu bana anlatilmistir.

Ben....ooooooiii adi....oooii olan c¢ocugun velisi
olarak bagimsiz ve yapilacak islemler konusunda bilgi aldiktan sonra
kendimin/¢ocugumun bu arastirmada yer almasini onayliyorum.

ADRES:

TELEFON NUMARASI:

TARIH:

IMZA:

VELI IMZASI:

DOKTOR ADI:
TARIH:
IMZA:

SAHIT ADI:
TARIH:
IMZA:
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BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

BILGILENDIRME

Arastirmanin  Adi; Ailesel Non-Sendromik Isitme Kaybinin Genetik Temelinin
Arastirilmasi

Bu calisma bir arastirma olup, Tiirk toplumunda, her hangi bir hastalik tablosu ile
iliskili olmayan, isitme kaybina baska hicbir organ sistemi veya laboratuar bulgusunun
eslik etmedigi durumlarda gozlenen, ailesel kokenli isitme kaybina; en sik neden olan
mutasyonlarin/genetik  degisikliklerin  belirlenmesini  amaclamaktadir.ilerleyen
donemlerde isitme kaybina yonelik olusturulacak genetik tarama programlaria ve bir
sonraki kusaklar i¢in verilecek olan genetik danismalik hizmetine katkida bulunabilmek
hedefler arasindadir.

Aragtirmanin siiresi; 12 ay olarak planlanmistir. Arastirmaya katilmasi planlanan
goniillii sayist yaklasik olarak 100’ diir.

Oncelikle proje kapsamina alinacak olan aileler Isitme Engelliler Okullari’nda yapilacak
olan anketler ile belirlenecek ve bu ailelerde anne ve babanin akraba olmasi ve en az iki
cocugun isitme kaybi tanis1 almis olmasi kriterlerine uyulacaktir. Aileler belirlendikten
sonra Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na goriismeye cagrilacaktir.
Ayrintili klinik degerlendirmeye tabi tutularak, muayene edilen hastalarda Pendred,
Usher, Brakio-oto-renal (BOR), Waardenburg, ve Alport gibi sendromlar tespit edildigi
takdirde bu aileler calismaya dahil edilmeyeceklerdir. Arastirmaya katilan her ailenin
ayrintili pedigrileri (soy agaci) cikarilacaktir. Her bir aile iiyesinden (etkilenmis ve
etkilenmemis kardesler ve ebeveynler) 10 ml periferik kan 6rnekleri toplanacak, her bir
aileye birer numara verilecek ve standart yontemlerle periferik kandan DNA izolasyonu
yapilacaktir. Elde edilen DNA orneklerinden yurtdisinda genetik taramalar yapilacak ve
veriler analiz edilerek isitme kaybina neden olan genetik degisiklikler ortaya
cikarilmaya calisilacaktir.

Arastirma  swrasinda  katitlimcilarin - karsilagilabilecegi  her hangi  bir risk
bulunmamaktadir. Arastirmaya katilacak goniilliiniin kimligini ortaya koyacak kayitlar
gizli tutulacak; kamuoyuna aciklanamayacak; arastirma sonuglarinin yayimlanmasi
halinde bile goniilliiniin kimligi gizli kalacaktir.

Arastirma Siiresince 24 saat ulagilabilecek kisi ad1 / soyadi / telefonu:

Dr. Asli Subasioglu UZAK- 533 470 3181
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TIP FAKULTESI DEKANLIGI’NA

Dr.Ash Subagioglu Uzak’ a ait “TURK TOPLUMUNDA AILESEL
NONSENDROMIK ISITME KAYBININ  GENETIK TEMELININ
ARASTIRILMASI” adli ¢aligma, jiirimiz tarafindan Tibbi Genetik Anabilim
Dalinda Tipta Uzmanlik Tezi olarak kabul edilmigtir.

h 29%. 22 . 20/ T

Tari

Imza:

3 004 -Or. (&44/\

Uye MO MO 2T . PN o '

90



