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TESEKKUR

Bu tez caligmasinin gergeklesmesinde, tez danismanim olarak ¢aligmaya yol gosterici
katkilarda bulunan ve 6zellikle tez yazim asamasinda biiyiik bir itina ve titizlikle beni
en iyi sekilde yonlendiren Sayin Prof. Dr. Pervin Dinger’e, ¢alismaya degerli fikirleri
ile katkilarda bulunan tez jiiri iiyeleri Sayin Prof. Dr. Meral Ozgii¢’e, Prof. Dr.
Siikriye Ayter’e, Prof. Dr. Engin Yilmaz’a ve Prof. Dr. Ediz Demirpenge’ye, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’nda gdrev yapan tiim hocalarima, laboratuvar tekniklerini
O6grenmem ve uygulamam asamasinda deneyimlerini ve bilgilerini benimle paylagsan
Uzm. Biol. Burcu Balci’ya ve tiim asistan arkadaslarima, egitim-6gretim hayatim
boyunca biiyiik bir sevgi, anlayis ve sabirla beni her konuda destekleyen ve
herzaman benimle birlikte olacaklarini bildigim aileme sonsuz tesekkiirlerimi

sunuyorum.



OZET

Giindesli, H. Nonsendromik isitme kaybinda 2p25 kromozom bandinin aday
gen acisindan taranmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2006. Isitme kaybi
diinyada yaklasik 1000 yenidogandan birinde goriilen sensorinoral bir hastaliktir.
Isitme kayiplari genetik ve cevresel faktdrlere bagl olarak ortaya cikmaktadir.
Prelingual isitme kayiplarinin %50’den fazlasi genetik faktorlere baghdir. Cevresel
faktorlerden kaynaklanan isitme kayiplari ise dogum Oncesi ve dogum sonrasi
donemlerdeki enfeksiyon hastaliklarina ve ototoksik ilaglara bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Kalitsal isitme kayiplarinin %70’ini nonsendromik, %30’unu sendromik
formlar olusturmaktadir. ~ Nonsendromik isitme kayiplarmin yaklasik %801
otozomal resesif, %18’1 otozomal dominant, % 1-2’si X’e bagh kalitilmaktadir.
Yakin zamana kadar, otozomal resesif nonsendromik igitme kayiplari i¢in 60 lokus-
21 gen, otozomal dominant nonsendromik isitme kayiplari i¢in 56 lokus-21 gen ve
X’e bagh kaltilanlar icin 8 kromozom lokusu-1 gen tespit edilmistir. Tez
calismasinda, 2p25 kromozom bandina baglanti gosteren otozomal resesif
nonsendromik igitme kayb1 goriilen bir ailede D2S319-D2S168 genetik belirleyicileri
arasindaki kromozom arali§inda (6.430.934 bg), hastaliktan sorumlu olabilecek aday
genlerin belirlenebilmesi hedeflenmistir. Buna gore, D2S2211 ve D2S162 genetik
belirleyicileri ¢evresinde ilave genetik belirleyiciler (D2S281,D2S51329, D2S2164)
NCBI-Map Viewer veri bankasi araciligi ile belirlenmistir. Daha sonra, haplotip
analizi ve iki-noktali LOD skor analizi yapilarak hastaliktan sorumlu aday genlerin
bulunabilecegi kromozom araliginin daraltilmas1 amaglanmistir. Elde edilen sonuglar
D2S319-D2S168 araliginin aday genlerin taranmasi gereken aralik oldugunu
gostermistir. Buna gore, koklear cDNA kiitiiphanesi ve veri bankalart (NCBI-Map
Viewer, NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Ensembl, Human Genome Browser, Swiss-
Prot, Bioinformatic Harvester, Pfam) taranarak bu aralikta nonsendromik isitme
kaybindan sorumlu olabilecek 10 adet aday gen belirlenmistir. Bu sonuglara gore
belirtilen aralikta bu ailede otozomal resesif nonsendromik igitme kaybindan sorumlu
olabilecegi diisiiniilen aday genler: RNF144, DDEF2, YWHAQ, KIDINS220, SIPL,
ID2, OACT2, KCNF1, ATP6VIC2, ROCK2 dir. Aday genleri belirlemeye yonelik
yapilmis olan bu g¢alisma ileride hastaliktan sorumlu genin tespiti i¢in énemli bir
kaynak olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Nonsendromik isitme kaybi, genetik haritalama, aday gen,
biyoinformatik, koklear cDNA kiitiiphanesi.
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ABSTRACT

Gundesli, H. Searching of 2p25 cytoband for candidate genes in the
nonsyndromic hearing loss. Hacettepe University Institute of Health Sciences,
MS.Thesis in Medical Biology, Ankara, 2006. Hearing loss is a very common
sensorineural disorder which is seen approximately one in every 1000 newborns.
Hearing loss is caused by both genetic and environmental factors. More than 50% of
prelingual deafness is attributable to genetic factors. Environmental causes of hearing
loss include pre and postnatal infectious diseases and ototoxic drugs. Hereditary
hearing loss is due to 70% nonsyndromic, 30% syndromic forms. Approximately,
80% of nonsyndromic hearing loss has an autosomal recessive, 18% autosomal
dominant and 2% X linked mode of inheritance. Recently, for autosomal recessive
hearing loss 60 loci-21 genes, for autosomal dominant hearing loss 56 loci-21 genes
and for X linked inheritance 8 loci-1 gene have been identified. In this thesis, it is
aimed to determine candidate genes which can be responsible for nonsyndromic
hearing loss at the interval of D2S319-D2S168 (6.430.934 bp) in an autosomal
recessive hearing loss family linked to 2p25. In the extend of our study new markers
(D2S281, D2S1329, D2S2164) were added around D2S2211 and D2S162 genetic
markers by using NCBI-Map Viewer database. After that, by performing haplotype
analysis and two-point analysis it was aimed to fine chromosomal interval where
related candidate genes could be found. Results, obtained from both haplotype and
two-point analysis showed that entire interval of D2S319-D2S168 was responsible
for searching disease related candidate genes. In conclusion, by using cochlear
cDNA library and electronic databases (NCBI-Map Viewer, NCBI-Gene, NCBI-
UniGene, Ensembl, Human Genome Browser, Swiss-Prot, Bioinformatic Harvester,
Pfam), 10 candidate genes were found. According to these results, candiate genes
which can be responsible for autosomal recessive nonsyndromic hearing loss in this
family are: RNF144, DDEF2, YWHAQ, KIDINS220, SIPL, ID2, OACT2, KCNF1I,
ATP6VIC2, ROCK2. We believe that this study will be a valuable resource for the
further works to identify the gene.

Key words: Nonsyndromic hearing loss, gene mapping, candidate gene,
bioinformatic, cochlear cDNA library.



vii

ICINDEKILER
Sayfa

ONAY SAYFASI .ottt ettt il
TESEKKUR ..ottt n e, v
OZET ottt v
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et sttt sttt naeens vi
ICINDEKILER ..ottt vii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ........cocoooiviiiiiieieeeeeeeeeeeee X
SEKILLER DIZINT ..., xii
TABLOLAR DIZINI ...coviiiiiiiiiniieiiereierneeeie et Xiii
L GIRIS ottt 1
2. GENEL BILGILER ......cooviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.1 ISTEME STSEEIMI ..ottt ettt 3
2.2. Isitme Kaybinin Genetik OzelliKIeri.............cccoevevevereeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 4
2.3. Genetik Haritalama ..........ccoooveiieniiiiiinieieeeeeee e 7
2.4. Aday Gen Belirleme Strat€jisi ......eccvreerireeiiieeeiieeeiieeeieeeereeeeveeeeveeesevee e s 15
3. BIREYLER ve YONTEMLER........ccooitiniiiiiniiniieiecinsineiessesissese e ssesessessenees 19
R B 23 1<) 7 ) USROS UUURTUPRORUSRRRRIR 19
3.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Cozeltiler..............ccoeeuvennnnnn. 20
3.2.A. DNA IZOIaSYONUL.....vvivieeiececeeeeeeeeeeeeeeee e 20
3.2.B. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile DNA Amplifikasyonu............ccccecueernennnen. 20
3.2.C. Agaroz Jel EleKtroforezi.......c.oooouieiieiiieiiiieiieieeieee et 21
3.2.D. Poliakrilamid Jel EleKtroforezi ...........cceoeevuirienieniiiiinieceeneeeeeeee 22
3.2.D.1. Denatiire Edici Poliakrilamid Jel Elektroforezi............ccccevieiiininnnnnnen. 23
3.2.E. Poliakrilamid Jellerdeki DNA Bantlarinin Giimiis Boyama ile

GOTUNTUIENMEST ...ttt 23
3.2.F. Glimiis Boyama Sonrasi1 Poiakrilamid Jellerdeki DNA Bantlarinin

Fotograflarinin EIdesi .......c..cocoviieiiiiiiiieeieececee e 23
R T €01 1153111 (<) (PSSR P UTUPROUUSRRRRRRR 24
3.3.A. DNA 1ZOIaSYONU. ......coovvvieieieeeeieeeeeeeeeeeee et 24
3.3.B. Haplotip ANAIZI ....ccveeeuiiiiiiiiieiiecie ettt ettt ste e seae e 24
3.3.B.1. Polimeraz Zincir ReaKSIYONU........cc.ceeriiieiiiieiiiieciie e eeeeeeiee e 24



viii

3.3.B.II. Agaroz Jel EleKtroforezi .........cceecvieeiiiieiiieiie et 25
3.3.B.I1I. Poliakrilamid Jel Elektroforezi...........ccocceeriiiiiiniiiiniiiiciceceeee 25
3.3.B.IV. Glimiis Nitratla Boyama..........cccccooeriiiiniiiniiniiniieeeeieeeceeeeee 26
3.3.B.V. DNA Bantlarinin GOriintilenmesi..........ccceceeveerierieneenienieneenienieseeeene 26
3.3.C. Iki-noktali LOD SKOT ANALZI..........c.coceveveveiieeeerereeeeeceeeeeeeeee e 26
3.3.D. Aday Genlerin Belirlenmesi..........ccccveeeiiieeiiieniiieciie et 27
4. BULGULAR ..ottt sttt ettt te e sneesaensenneens 29
4.1. Genetik Belirleyicilerin Tespit EQIIMEsi........coceevueriiviiniiiiniiiciecienieeene 29
4.2, Haplotip ANALIZI.....cceeeeviiriieiiieiiecie ettt et ereeseee e e e 31
4.3, ki-noktalt LOD SKOT ANALIZI .....c.ovvveeereieeeeeeececeeeeeeeeeceeeeeee e 34

4.4. D2S319-D2S168 Kromozom Araliginda Bulunan Aday Genlerin

BElIrl@NIMEST ...uveiiiiiiiieiiieiieeeeee e 38
5. TARTISMA ..ottt sttt ettt ettt b sbe b eaeeneenean 45
SONUC VE ONERILER ........cooiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 52
KAYNAKLAR ..ottt ettt e e e e e e aaa e e e esnaeeeesnneeeas 54
EKLER ..ottt bbbttt 63



SIMGELER VE KISALTMALAR

ACTGI “Actin gamma-1”

ADAM17 “A disintegrin and metalloproteinase domain 17 (tumor necrosis
Factor)”

APS “Amonyum per siilfat”

ATP6VIC2 “ATPase, H+ transporting, lysosomal 42kDa, V1 subunit C
isoform 2”

b¢ “Baz ¢ifti”

CDH23 “Cadherin-23”

CEPH “Centre d’etudes du polimorfisme humaine”

CHLC “Cooperative human linkage centre”

cigh “Viperin”

C2orf22 “Chromosome 2 open reading frame 22

CLDN14 “Claudin-14”

cM “Centimorgan”

CNRS “Le Centre National de la Recherche Scientifique”

COL11A2 “Collagen Type XI, Alpha 2”

CPSF3 “Cleavage and polyadenylation specific factor 3”

CRYM “Crystallin”

DDEF?2 “Development and differentiation enhancing factor 2”

DFNAS “Deafness, autosomal dominat nonsyndromic sensorineural, 5

DIAPH1 “Diaphanous-1~

DFNA “Autosomal dominant nonsyndromic hearing loss”

DFNB “Autosomal recessive nonsyndromic hearing loss”

DFN “X-linked nonsyndromic hearing loss”

dNTP “Deoxynucleotide triphosphate”

ESPN “Espin”

EST “Expressed sequence tags”

EYA4 “Eye absent 4”

GJB2 “Connexin 26”

GJB6 “Connexin 30~

GJB3 “Connexin 31”
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POU4F3
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RFLP
RNF144
ROCK2

“Hippocalcin-like 17

“Inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix- loop-helix
protein”

“Integrin beta 1 binding protein1”

“Potassium voltage-gated channel, subfamily F, member 1”

“K-channel”

“Likely homolog of rat kinase D-interacting substance of 220kDa”

“Logarithm of odds”

“Myosine Heavy Chain-14”

“Myosine 7A”

“Myosine Heavy Chain-9”

“Myosine 6”

“Myosine 1A”

“Myosine 7A”

“Myosine 15”

“Myozin 3A”

“National Centre for Biotechnology Information”

“O-acyltransferase (membrane bound) domain containing2”
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“Online mendelian inheritance in man”
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“POU domain, class 3, transcription factor 4”
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“Rho-associated, coiled coil containing protein kinase”
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“MTCBP-1, Membrane-type 1 matrix metaloproteinase
cytoplasmic tail binding protein 17
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“Single Nucleotide Polymorphism”

“SRY (sex determining region Y)-box 117
“Simple sequence lenght polymorphism”
“Short Tandem Repeat”
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1. GIRIS

Isitme kaybi insanlarda yaygin olarak goriilen bir hastaliktir. Yaklasik olarak
1000 yenidogandan biri dogumdan itibaren veya ¢ocuklugun erken donemlerinde bu

sorunla karsilasmaktadir (1).

Isitme kayiplarmin %50°den fazlas1 genetik etmenlere bagl iken yaklagik
%350’1ik bir kism1 da ¢evresel etmenlere bagli olarak (yiiksek sese maruz kalma,

enfeksiyon hastaliklari, ototoksik ilaglar) ortaya ¢ikmaktadir.

Genetik isitme kayiplari sendromik ve nonsendromik olmak iizere iki kisma
ayrilmaktadir (2,3). Kalitsal isitme kayiplarimin yaklasik 2/3’1i nonsendromiktir ve
cogunlukla i¢ kulak komponentlerinin (koklear) yap1 ve islevinde meydana gelen

degisikliklerden kaynaklanmaktadir (2,4).

Bugiine kadar nonsendromik isitme kayiplarindan sorumlu 120’nin {istiinde
kromozom lokusu tespit edilmis olup bunlarin 43’iinde gen tespit edilmistir (5).
Nonsendromik isitme kayiplarinin %80°1 otozomal resesif, %18’1 otozomal dominant
ve %2’st X’e baghh kahtim gostermektedir (2). Hiicre iskeleti proteinleri,
ekstraselliiler matriks proteinleri, transkripsiyon faktorleri ve hiicre membran
proteinleri gibi farkli ¢cok sayida protein bu genlerin iiriinleridir. Bununla beraber
heniiz haritalanmamis veya tanimlanmamis bir¢ok genin varhigi disiiniildiigiinde,
isitme mekanizmasinin ne kadar karmasik bir mekanizma oldugu da ortaya

cikmaktadir.

Otozomal resesif nonsendromik isitme kayiplar1 iilkemizde de ¢ok sik
goriilmektedir (6). Bu durumun en temel nedeni akraba evliliklerinin ¢ok yaygin
olmasidir (7). Bu nedenle toplumumuzda bireylerin sosyal gelisimlerini olumsuz
yonde etkileyen igitme kayiplarindan sorumlu olan kromozom lokuslarini saptamak,

sorumlu gen ya da genleri tespit etmek cok biiylik 6nem tagimaktadir.



Bu tez ¢alismasinda nonsendromik isitme kaybi1 tanisi alan bir ailede 2p25
kromozom araliginda isitme kaybindan sorumlu aday genlerin koklear cDNA
kiitiiphanesi ve elektronik veri bankalarindan yararlanilarak belirlenmesi
planlanmistir. Bu ailede nonsendromik isitme kaybindan sorumlu aday genlerin
aragtirilabilecegi kromozom araliginin daraltilabilmesi amaci ile Oncelikli olarak
D2S2211 ve D2S162 polimorfik genetik belirleyicileri ¢evresine yeni  genetik
belirleyiciler ilave edilmistir. 2p25 kromozom bandinda bulunan toplam yedi genetik
belirleyici (D2S319, D2S281, D2S2211 D2S1329, D2S2164, D2S162, D2S168) i¢in
haplotip ve iki-noktali LOD skor analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda belirlenen kromozom aralifinda (6.430.934 baz ¢ifti) nonsendromik
isitme kaybindan sorumlu aday genleri belirlemede koklear cDNA kiitiiphanesinden

ve ¢esitli elektronik veri bankalarindan yararlanilmistir.

Tez ¢alismasi sonunda nonsendromik isitme kaybi tanisi alan bir ailede 2p25

kromozom bandinda isitme kaybindan sorumlu olabilecek aday genler belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Isitme Sistemi

Sesleri algilayan duyu organimiz kulak, 3 temel kisimdan olusmaktadir.

Bunlar;
e Dis kulak
e Orta kulak
o Ickulak

Di1s kulak, kulak kepcesi ve kulak kanali olmak iizere 2 kisimdan

olugsmaktadir. Esas gorevi ses dalgalarin1 almaktir.

Orta kulak, kulak zar1 ve birbirine eklemlenmis 3 tane kemikgikten
(¢cekic=malleus, 6rs=incus, ve lizengi=stapes) olusan hava dolu bir bosluktur. Gorevi,
dis kulagin aldig1 ses dalgalarini i¢ kulagin perilenfine, dolayisiyla ses alicilarina

iletmektir.

I¢ kulak, temporal kemik iginde yerlesim gdsterir ve 2 alict mekanizmaya

sahiptir.

e Vestibul ve semisirkiiler kanallar (periferik vestibiiler organ): Vestibular
organ, viicut dengesini saglayan sistemin reseptorlerini tasir.

e Koklea (periferik isitme organt)

Koklea, isitme reseptorlerini (korti organi) tasir ve esas itibariyle kulak
kemigi i¢inde birka¢ kivrim yapmis spiral bir borudur. Kokleada yer alan korti
organinda tiiy hiicreleri bulunur. Basilar membran tiiy epitel hiicrelerine baglanir.
Kokleanin iist bolgesinde ise, igerisinde endolenf sivisini tasiyan Scala media ile
perilenf sivisini tasiyan Scala vestibuli bulunmaktadir. Perilenfin kimyasal yapisi
serebrospinal siviya benzer, tek farki daha fazla protein tasimasidir. Endolenfin

kimyasal yapisi ise, hiicre i¢i stviya benzer, bu nedenle de bol miktarda K" tasir.



D1s kulaktaki hava titresimleri kulak zarini titretir. Kulak zarinin kendine has
bir titresim periyodu yoktur. Bu nedenle ses dalgalarim1 degistirmeden kulak
kemiklerine ve oval pencere yoluyla da kokleaya iletir. Kokleada perilenfin
hareketlenmesiyle basilar membran titresir. Basilar membran titresimleri ise ses
reseptorii olan tliy hiicrelerini etkiler. Bu durum sdyle ifade edilmektedir; basilar
membranin yukar1 dogru hareketi ile tektoriyal membran ve korti organi aksi yonde
kayar ve bu durum tiiy hiicrelerinin bir yone egilmesine neden olur. Tiy
hiicrelerindeki hareket reseptdr membranm iletkenligini arttirir ve K™ iyonunun
endolenf i¢ine pompalanmasiyla reseptor hiicrede elektriksel bir degisiklik meydana
gelir. Reseptor hiicrenin  uyarilmasiyla reseptor membran direnci degisir ve
endolenften perilenfe dogru bir akim baglar. Bu akim reseptor hiicrede reseptor
potansiyelini dogurur. Reseptor potansiyeli de reseptor hiicreden sinaptik transmitter
madde salinmasina ve sensori sinirde uyaran dogmasina neden olur. Sinirsel iletimle

birlikte isitme gerceklesir (8).

Tiim bu bilgiler isitme sisteminin son derece karmasik bir sistem oldugunu
gostermektedir. Boyle karmagik bir mekanizma, ¢ok sayida proteinin isitme olayinin

ger¢eklesmesinde etkin olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.2. isitme Kaybimin Genetik Ozellikleri

20. ylizyilin ilk yarisinda genetik bilimi ile ilgilenen bilim adamlar igitme
sisteminin bir ka¢ gen iiriinii ile agiklanabilecegi yoniinde tartigmalar yapmaktaydi.
Bugiin 120°den fazla genin isitme kaybindan sorumlu oldugu bilinmekte ve hatta bu
saymin daha da artacag1 tahmin edilmektedir. Ozellikle insan genomunda bulunan

tim genlerin yaklasik %]1’inin isitme kaybindan sorumlu oldugu belirtilmektedir
(9,10).

Isitme kayb1 insanlar arasinda gériilen yaygin bir hastaliktir. Yaklasik olarak
1000 ¢ocuktan biri dogumdan veya ¢ocuklugun erken donemlerinden itibaren bu

sorunla karsilagmaktadir (1).

Isitme kayb1 klinik ve genetik olarak heterojen bir hastalik olup bu hastaliga

neden olan etkenler arasinda ¢evresel faktorler (ses veya ototoksik ilaglara maruz



kalma), genetik faktorler (¢cekirdek veya mitokondriyal genlerdeki mutasyonlar) ve

gen-gevre etkilesimi yer almaktadir (2).

Genetik etkenlere bagl olarak ortaya cikan isitme bozukluklari tim isitme
bozukluklarinin yaklasik %50’sini olusturmaktadir. Genetik isitme kayiplar1 sadece
dogumdan itibaren goriilmemekte, cocugun ilerleyen yaslarinda da belirli derecelerde

ortaya c¢ikabilmektedir.

Kalitsal isitme kayiplar1 sendromik ve nonsendromik isitme kayiplar1 olmak

tizere iki kategoride toplanmaktadir.

Sendromik formlar, ¢gocuklardaki igitme kaybinin %30'unu olusturmakta olup
diger sistemlerdeki tibbi veya fiziksel anormalliklerle baglant1 gostermektedir.
Sendromik formlara ait en az 100 genetik lokus saptanmis olup, 50°den fazla gen

tespit edilmistir (11).

Nonsendromik isitme kaybi genetik isitme kayiplarmin yaklasik % 70’ini
olusturmaktadir ve ¢ogunlukla i¢ kulak bilesenlerinin (koklear) yap1 ve islevinde
meydana gelen degisikliklerden kaynaklanmaktadir (2,4,5). Bu tip isitme kaybina
baska hig bir klinik ya da laboratuvar bulgusu eslik etmemektedir.

Bugiine kadar nonsendromik isitme kayiplari i¢in 120'nin {izerinde lokus
tespit edilmis olup 40’dan fazla gen tespit edilmistir (5). Bu genler hiicre iskeleti,
ekstraselliiler matriks proteinleri, transkripsiyon faktorleri ve iyon kanallar1 gibi
farkl1 islevlerdeki proteinleri kodlamaktadir (12,13). Nonsendromik igitme
kayiplarimin yaklasik %80'1 otozomal resesif (DFNB), %18'i otozomal dominant
(DFNA) ve %2'si X'e bagl (DFN) kalitilmaktadir (2).

Otozomal resesif gecisli nonsendromik igitme kayiplari lilkemizde de ¢ok sik
goriilmektedir (6). Bu durumun en temel nedeni ililkemizde akraba evliliklerinin
oldukca fazla goriilmesidir (7). Bu nedenle toplumumuzda isitme kayiplarindan
sorumlu olan kromozom lokuslarini saptamak ve genleri tespit etmek ¢ok biiyiik

Onem tasimaktadir.



Tablo 2.1. Nonsendromik isitme kayiplarinda tespit edilen genler ve proteinler

NONSENDROMIK iSITME KAYIPLARINDA TANIMLANAN GENLER VE PROTEINLER

GEN KODLANAN PROTEIN KROMOZOM KAYNAK
LOKUSU
EKSTRASELLULER MATRIKS PROTEINLERI
TECTA a- Tectorin DFNB21 14
OTOF Otoferlin DFNB9 15
COCH COCH DFNA9 16
TECTA a- Tectorin DFNAS/DFNA12 17
COL1142 Collagen Type XI,Alpha 2 DFNA13 18
TRANSKRIiPSiYON FAKTORLERI
POU3F4 POU3F4 DFN3 19
POUA4F3 POUA4F3 DFNAI1S 20
EYA4 Eye absent 4 DFNA10 21
TFCP2L3 TFCP2L3 DFNA28 22
HUCRE iSKELETi PROTEINLERI
MYO74 Myosine 74 DFNB2 23
MYOI15 Myosine 15 DFNB3 24
MYO34 Myosine 34 DFNB30 25
PRES Prestin - 26
MYO6 Myosine 6 DFNB37 27
DIAPHI Diaphanous-1 DFNA1 28
MYHI4 Myosine Heavy Chain-14 DFNA4 29
MYO74 Myosine 74 DFNAL1l 30
MYHY9 Myosine Heavy Chain-9 DFNA17 31
MYO6 Myosine 6 DFNA22 32
MYOIA Myosine 14 DFNA48 33
ACTGI Actin gamma-1 DFNA20/26 34
ESPN Espin DFNB36 35
HUCRE MEMBRAN PROTEINLERI
GJB2 Connexin 26 DFNBI1 36
GJB2 Connexin 26 DFNA3 36
GJB6 Connexin 30 DFNA3 37
GJB6 Connexin 30 DFNBI1 38
GJB3 Connexin 31 DFNA2 39
WFS1 Wolframin DFNAG6/DFNA14 40
KCNQ4 K-channel DFNA2 41
SLC26A44 Pendrin DFNB4 42
CLDNI14 Claudin-14 DFNB29 43
CDH23 Cadherin-23 DFNB12 44
STRC Stereocilin DFNB16 45
USHIC USHIC DFNB18 46
OTOA Otoancorin DFNB22 47
PCDH15 Protocadherinl5 DFNB23 48
WHRN Whirlin DFNB31 49
TIMIE Transmembrane inner ear- DFNB6 50
expressed gene
T™Cl1 Transmembrane cochlear DFNB7/DFNB11 51
expressed gene-1
TMPRSS3 Transmembrane protease DFNB8-DFNB10 52
serine-3
T™CI Transmembrane cochlear DFNA36 53
expressed gene-1
YAPISAL PROTEIN CRYM Crystallin - 54
GEN URUNU BILINMEYEN
DFNAS™ Deafness,Autosomal DFNAS 55

Dominant Nonsyndromic
Sensorineural, 5

" DFNAS olarak isimlendirilen genin {irlinii ve iglevi heniiz bilinmemektedir.




2.3. Genetik Haritalama

Genetik haritalama, genlerin kromozomlar {zerindeki yerlesimlerinin
gosterilmesine yonelik bir yontemdir. Genetik haritalama, insan genetik
hastaliklarinin nesiller boyu kalitminda etkin olan genlerin tespit edilmesi,
islevlerinin ortaya konulmasi ve ileri siirecte bu hastaliklara yonelik gen tedavisinin

gerceklestirilebilmesinde dnemli bir yere sahiptir.

Genetik haritalamada genlerin  kromozomlar Tizerindeki yerlesimleri
bulunurken cesitli molekiiler  genetik teknikler ve istatistiksel analizlerden
yararlanilmaktadir. Bilindigi {izere kardes kromozomlar mayozun [. Profaz
asamasinda kars1 karsiya gelerek pargca degisimine ugrarlar (crossing-over). Parca
degisimleri sirasinda birbirlerine ¢ok yakin yerlesimli genler yavru kusaga siklikla
birlikte aktarilirlar. Birbirine uzak yerlesimli genler ise Mendel’in “Bagimsiz
Ayrilma Kurali’'na” gore rastgele olarak bir arada olabilir ya da ayrilirlar. Boylece
yavru kusaklarda ebeveynlerinde olmayan yeni yapilanmalar ortaya ¢ikar. Bu olaya

rekombinasyon denir (56, 57).

Rekombinasyon, genetik haritalamanin temelini olusturur. Buna gore,
kromozom yerlesimi kesin olarak bilinen bir genetik belirleyici ile hastalik aleli
birbirine uzak yerlesimli ise %50 rekombinasyon riski ile  birlikte
kalitilmayacaklardir. Buna gore genetik haritalamada ¢ok sayida rekombinant bireye
rastlanilmasi aradigimiz genden uzaklastigimiz anlamina gelecektir. Bunun yanisira
hastalik aleli ile kromozom iizerindeki yerlesimi bilinen genetik belirleyici biribirine
yakin yerlesimli ise hastalik aleli ve genetik belirleyici kusaklar arasinda daima

birlikte kalitilacaktir.

Rekombinasyon meydana gelme siklig1 yani rekombinasyon orani (theta=0)
genetik haritalamada 6nemli bir faktordiir. Rekombinasyon oranlar1 6= 0 (sik1 bir
baglanti oldugunu gosterir) ve 6= 0.5 (genetik baglant1 olmadigini1 gosterir) arasinda
degisir. Eger rekombinasyon orani1 8=0 ise ¢calismada kullanilan genetik belirleyici ve

hastalik arasinda siki bir baglant1 vardir, nesiller boyu birlikte kalitiliyorlardir (57).



Rekombinasyon birimi santimorgan (cM) ile ifade edilir. 1 ¢cM ya da 1 harita
tinitesi %1 rekombinasyon sikligini belirten yani, 100 kiside 1 rekombinant birey
oldugunu gosteren genetik harita birimidir. Bu birim sadece genetik belirleyici ile
hastalik aleli arasinda gozlenen rekombinasyon olasiligini ifade eder. DNA’da 0.7-1

Mb’lik uzunluga karsilik gelir (57).

Belirli sayida gerceklesen mayozda rekombinasyonlarin tespit edilmesiyle
kromozom yerlesimi bilinen bir genetik belirleyici ile aradigimiz genin genetik

olarak bagli olup olmadigi belirlenebilir.

Temel olarak istatistiksel analizlere ve molekiiler genetik tekniklere dayali
olan genetik haritalamada verilerin son derece belirgin olmasi1 gerekir. Buna gore,
genetik etkenlere bagli oldugu diisiiniilen bir hastaliga ait genin yerlesimini

bulabilmek yani geni haritalamak i¢in izlenecek asamalar vardir. Bunlar;

1. Klinik olarak hastalarin aile hikayelerinin alinmasi ve hastalik fenotipinin

en dogru sekilde tanimlanabilmesi,

2. Uzerinde calisilan hastaliga ait ailedeki kalitm modelinin miimkiin

oldugunca kesin olarak belirlenmesidir.

Kalitim modeli bilgisine bagli olarak gen haritalama islevi i¢in hangi metodla
calisilacagl da belirlenmelidir. Bu amacla yararlanilabilecek 2 ayr1 gen haritalama

metodu vardir;

e Model Bagimh (parametric) Metodlar: Baglanti (/inkage) analizi olarak
bilinmektedir. Bu tip bir analizin yapilabilmesi i¢in degismez parametrelere ihtiyag

vardir (56, 57).

I. Analizin yapilabilmesi icin kalittm modeli kesin olarak bilinmelidir.

Kalitim modelinin belirlenmesinde, gen haritalama ¢alismalarinda istatistiksel



verilerin elde edilmesi amaciyla kullanilan programlardan yararlanilabilir. iki-noktali
LOD skor analizlerinin yapilabildigi Superlink Pedtool version 0.9 (Bayesian
Network) bu amacgla kullanilabilen bir programdir. Kalittm modelinin
belirlenmesinde  Superlink Pedtool version 0.9'un “Segregation Analysis”
programindan yararlanilir. Burada aileye ait bireyleri, anne-babalarini, bireylerin
esey durumlarimi ve hastaliktan etkilenip etkilenmediklerini belirten rakamlar
kullanilarak bir aile dosyasi olusturulur ve programa tanitilir. Yapilan istatistiksel
analiz sonucunda sifira en yakin ¢ikan deger anlamli kabul edilir ve bu degere

karsilik gelen aileye ait kalitim modeli 0.99 olasilikla belirlenir.

II. Calismada bir kag kusakli genis aileler tercih edilmelidir.

I11. Yeterli sayida 6rnek toplanmasina dikkat edilmelidir. Ornegin; otozomal
resesif kalitim gosteren bir hastalifa ait gen haritalanmak isteniyorsa, tastyict olan
anne-baba ve tiim cocuklar caligmaya dahil edilmelidir. Eger otozomal dominant
kalitim gosteren bir hastaliga ait gen haritalanmak isteniyorsa hasta bireyler, varsa
esleri, tiim ¢ocuklar1 ve normal bireylerin sadece kendisi ile calisilmasi yeterlidir.
Ailedeki bireylerin 6lmiis olmasi, bazi bireylerden 6rnek toplanamamasi ve ailedeki
birey sayisinin yeterli olmamasi istatistik analiz sonuglarini olumsuz yo6nde
etkileyebilir. Bu amagla ailedeki mayoz sayisinin genetik haritalama icin yeterli olup
olmadigini belirleyebilmede ¢alismaya baslamadan once genetik belirleyici bilgileri
icin simulasyon yapilarak azami LOD skor degeri tahmin edilir. Otozomal resesif
kalitilan durumlarda hastalar i¢in 1 1, sagliklilar i¢in 1 2 tanimlamasi yapilir (1,
hastalikla iligkili alel) ve LOD skor hesaplanir. Elde edilen LOD skor degerinin 3 ve
3’lin Ustiinde olmasi ailenin genetik haritalama ic¢in uygun sayida mayoz igerdigini

gostermektedir (58).

IV. Penetrans; hastaligin bireyde goriilme orani belirlenmelidir.

V. Fenokopi; mutasyon goriillmemesine ragmen ¢evresel etmenler sonucunda

benzer fenotipin bireylerde goriilme siklig1 belirlenmelidir.
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VI. Mutasyonun populasyonda goriilme siklig1 belirlenmelidir.

e Modelden Bagimsiz (non-parametric) Metodlar: Ozellikle belirgin bir
kalitim modeline sahip olmayan kompleks hastaliklar i¢in kullanilan metodlardir (56,
57). Bu metod daha once belirtilen parametrelerden bagimsizdir ve c¢ogunlukla
iliskilendirme (association) c¢alismalarinda etkindir. Iliskilendirme calismalarinda
hastalik ve genetik belirleyici alelleri arasinda anlamli bir iligki bulunmaya c¢aligilir.
Bu metodla yapilan calismalarda hastalik aleli ve genetik belirleyicinin kusaklar arasi
kalitimini incelemek yerine hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkin olabilecek aday genler

belirlenir.

3. Genetik haritalamada kullanilacak genetik belirleyiciler dogru bir sekilde

secilmeli ve mevcut olan genetik belirleyici haritalar: etkin olarak kullaniimalidir.

Genetik haritalamada gesitli polimorfik genetik belirleyiciler kullanilmaktadir.

Bunlar;

RFLP- “Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizmi”: Restriksiyon enzimi
tanima bolgesini ortadan kaldiran veya yeni bir tanima bdlgesi olusturan tek baz cifti
degisimleridir. Bu polimorfizmleri belirleyebilmek i¢in bakterilerden elde edilen,
DNA’da yer alan 4-6 niikleotidlik 6zgiil dizileri taniyarak baglanan ve DNA’y1 bu
Ozgiil dizilerden kesen enzimlerden yararlanilmaktadir. DNA’da meydana gelen
mutasyon bir restriksiyon enzimi kesim bdlgesini ortadan kaldiriyor veya yeni bir
kesim bolgesi olusturuyorsa DNA’nin bu enzim ile kesilmesi sonucunda ortaya farkl
uzunluklarda DNA fragmentleri ¢ikar. Boylece mutasyonun varligi ya da yoklugu

test edilebilir (56).

VNTR- “Degisen Sayidaki Ardisik Tekrarlar”: Minisatellit tekrarlardir,
uzunluklar1 9-70 bp arasinda degismektedir. Kodlanmayan bdlgelerde bulunurlar

(56).
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SNP- “Tek Niikleotid Polimorfizmi”: Tek bir niikleotid de meydana gelen
baz degisiklikleridir. SNP’ler insan genomunda yaklagik her 1000 baz ciftinde bir
bulunurlar. STR’lere (Short Tandem Repeat) oranla heterozigotluk dereceleri
diistiktiir ve bu nedenle SNP haritalarinda genetik belirleyici yogunlugu ¢ok daha
fazladir (56,59). Her ne kadar giiniimiizde array sistemlerinin gelistirilmesiyle SNP
kullanim1 artsa da, boyle bir ¢alismada deney sisteminin uygulanmasindaki zorluklar
ve maliyetinin olduk¢a yiiksek olmasi, SNP’ler yerine, STR’lerin haritalama

calismalarinda tercih edilmesine neden olmaktadir.

STR/STRP/SSLP- “Kisa Ardisik Tekrarlar”: Mikrosatellit tekrarlardir,
uzunluklar1 2-5 niikleotid arasinda degismektedir (56,59). Gen iizerinde rastgele
dagilim gosteren ve art arda tekrarlanan dizilerdir. STR’ler genomda ikili, tg¢li,
dortli, besli tekrarlar halinde bulunabilirler. Bunlar i¢inde en sik goriilenleri (CA)n
diniikleotid tekrarlaridir ve insan genomunda ortalama her 3000 bazda bir bulunurlar.
Genomda sik bulunmalar1 ve diger genetik belirleyicilere oranla heterozigotluk
derecelerinin oldukga yiliksek olmasi mikrosatellitleri genetik baglant1 analizleri igin

cok uygun genetik belirleyiciler haline getirmistir.

Bir kromozom boélgesinde farkli sayilarda STR tekrarlari bulunabilir ve bu
tekrar sayilarma bagl olarak da genetik belirleyicilerin heterozigotluk derecesi
degisir. Bir genetik belirleyicinin heterozigotluk yiizdesi (bireylerin heterozigot
bulunmasi yiizdesi) ne kadar yiliksekse kullanilan genetik belirleyici o derece bilgi
vericidir. Boyle bir durumda iki kromozomu birbirinden ayirt etmek miimkiindiir ve
alel gegisi aile agacinda kolaylikla izlenebilir. Bu nedenlerle genetik baglant1 analizi
calismalarinin basarili olabilmesi i¢in alel sayist1 5’ten fazla olan genetik

belirleyicilerin kullanilmasi olduk¢a 6nemlidir (59).

Insan genom projesi kapsaminda &zellikle 3 kusakli ailelerin kullanilmastyla
(CEPH aileleri; Centre d’Etudes du Polymorphisme Humaine) (60) genomda
polimorfik genetik belirleyicilerin tespit edilmesi ve birbirlerine gére kromozomdaki
yerlesimlerinin saptanmasi hedeflenmistir. Bdylece tiim genomu 1-2 c¢cM araliklarla

tarayabilecek haritalar olusturulmustur. Birinci kusak genetik haritalar, 21 CEPH
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ailesinin ve cogunlugu RFLP genetik belirleyicilerinden olusan 403 adet genetik
belirleyicinin kullanilmasiyla olusturulmus, tiim insan kromozomlarini igeren ilk
genetik haritalardir (61). Ikinci kusak genetik haritalardaki genetik belirleyicilerin
bliylik c¢ogunlugu STR (Short Tandem Repeat)’lerden olmustur. Genetik
belirleyicilerin ~ biliyiik c¢ogunlugu sekiz adet biiyik CEPH ailesi igin
genotiplendirilmistir. Bu aileler 184-188 mayoz igermektedir (59). Bugiin yaygin

olarak kullanilan ikinci kusak genetik haritalar;

o  Marsfield (62)

e CHLC-Cooperative Human Linkage Center (63, 64)
e deCODE (65)

e Genethon Map (66)

e Rutgers Combined Linkage- Physical Map (67)

Genetik haritalar kullanilirken dikkat edilecek bazi hususlar vardir.

% Haritalar genetik belirleyicilerin kromozomlar {izerindeki sirasini ve
birbirlerine gore genetik uzakliklarint vermelidir. Genotipleme yapilirken kullanilan
genetik belirleyicilerin siralanmasinda ve fiziksel harita uzakliklarinin tespitinde
yapilabilecek hatalar, gen haritalama c¢aligmalarim basarisiz kilmaktadir. Insan
Genom Projesinden elde edilen veriler dogrultusunda, genetik belirleyiciler arasinda
hatali yerlesimlerin yapilmamasi amaci ile genetik belirleyicilere ait genetik harita
uzakliklar1 (cM) yerine, DNA’y1 olusturan bazlarin sirasini belirten fiziksel harita

uzakliklar (b¢=baz ¢ifti) etkin olarak kullanilmaktadir.

¢ Farkli merkezler tarafindan olusturulan genetik haritalar (Marsfield,
Genethon, deCODE) farkli sayida CEPH ailesinin kullanilmasi, c¢alisma sirasinda
genotipleme hatalarinin yapilabilmesi ve bilgi verici mayoz sayisindaki yetersizlikler
nedeniyle birbirleriyle uygunluk géstermeyebilir ve hatali genetik harita uzakliklari
hesaplanabilir. Bu amagla olduke¢a genis polimorfik genetik belirleyici (N= ~16.000)
setine sahip ve yiiksek c¢oziiniirliikkli bir harita olusturulmustur. Bir¢ok genetik

belirleyicinin bu haritada belirtilen kromozom yerlesimleri, hem fiziksel harita
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uzakliklar1 hem de rekombinasyona dayali bilgilerle desteklenmistir. Farkli genotip
bilgilerinin ve diger genetik haritalarin birlestirilmesiyle olusan Rutgers fiziksel
haritas1 bilgisayar ortaminda olusturulmus bir harita olan MAP-O-MAT sistemi igine
dahil edilmistir. MAP-O-MAT, CRI-MAP programmin kullanilmasiyla genetik
belirleyicilerin hesaplanan harita uzakliklarinin ve kromozom iizerindeki yerlesim

siralarin dogrulugunun kontroliinii kolaylastirmaktadir (67).

Genetik haritalama ¢alismasinin kullanim alanlari:

e Bilinen Kromozom Lokuslarina Baglantinin Taranmasi: Bu yaklagimda
hastalik fenotipinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu geni saptamak i¢in oncelikle daha
onceden benzer klinik tabloyu gosteren ailelerde, belirlenmis olan kromozom
lokuslarma genetik baglantinin olup olmadigina bakilir. Kromozom lokusu
cevresinde veya icinde yerlesmis polimorfik genetik belirleyiciler kullanilarak
aranilan Ozelligin bu kromozom lokuslariyla iliskili olup olmadigi ortaya konur.
Yapilan istatistiksel analizler ile aranilan 6zellik ve gen arasindaki baglantinin ne
derece giiclii oldugu arastirilir. Genetik haritalama siirecinde rekombinant bireylerin

varlig1 ile kromozom araliginin daraltilmasi genin tanimlanmasini saglayabilecektir.

e Genom Taramasit (Random Genome-Wide Search): Hastaligin hangi
kromozomda ya da hangi aday gen ile iligkili olacagma dair bir bilgi yoktur. Bu
bilgilere erisebilmek i¢cin genomu 10-20 cM araliklarla tarayan, kromozom iizerinde
yerleri belirli genetik belirleyici panelleri kullanilarak tiim genom rastgele taranir.
[statistiksel olarak anlamli sonug veren kromozom pargast bulunmaya calisilir. Eger
tim genom tarandiktan sonra hastalikla baglantili olabilecek kromozom
lokusu/lokuslar1 saptanamamis ise, genomu daha sik araliklarla tarayan genetik
belirleyici panelleri ile ¢alisilir. Genomu 20 cM aralikla taramak i¢in yaklasik 200, 8-
10 cM aralikla taramak icin yaklasik 400 ve 5 cM aralikla taramak i¢in yaklasik 750
genetik belirleyici gereklidir (68).

4. Istatistiksel Degerlendirme (iki-noktali LOD skor Analizi); Genetik

baglantinin degerlendirilmesinde LOD skor (Logarithm of Odds Ratio) analizi
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uygulanir. LOD skor, ilgilenilen hastalik geni ile kromozom yerlesimi bilinen

genetik belirleyici arasindaki genetik baglantinin derecesini ifade eder (57, 58).

Buna gore;

Baglant1 Gozlenmesi Olasilig1 0<0.5
LOD skor = 10}, =

Baglant1 Gozlenmemesi Olasiligi ~ 6=0.5

Bir diger deyisle, LOD skor; aranilan genin, test edilen kromozom lokusunda
olma olasiliginin olmama olasiligina oranidir. Hastaligin genetik belirleyiciye karsi
analizinde iki-noktali (two-point analysis) LOD skor analizinden yararlanilir. Elde
edilen LOD skor degerlerine gore genetik belirleyiciler ve aranilan gen arasinda

baglanti olup olmadig1 degerlendirilir.

Analiz sonucunda ¢ikan deger pozitife dogru arttik¢a kromozom yerlesiminin
saptanmast olasiligr da artar. Eger bu deger 5 gibi bir say1 ise, aranilan genin test
edilen kromozom lokusunda segilen genetik belirleyiciye baglanti gostermesi
olasilif1, baglant: olmamast olasihigindan 10° kez (100.000 kez) daha fazla olacaktur.
Sonucun negatif bir deger ¢ikmasi, aranilan kromozom lokusundan uzaklasildigini
gosterirken, 3 ve 3’ {in Ustiinde ¢ikan degerler anlamlidir ve genetik baglantiy1

destekler.

Baglant1 Analizleri ve LOD skor degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in kullanilan

birtakim programlar vardir (59, 69). Bunlar;

e Elston Stewart Algoritmasi (biiyiik aile agaglar1 ve az sayida genetik
belirleyici kullanildiginda),
I. LINKAGE
II. FASTLINK

e Lander-Green Algoritmas1 (kiiclik aile agaclart ve ¢ok sayida genetik
belirleyici kullanildiginda),
I. Mapmaker

II. Genehunter
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III. Allegro
IV. Merlin
e Diger Analiz Programlari
I. SUPERLINK (Bayesian network)
II. SIMWALK 2
1. LOKI

2.4. Aday Gen Belirleme Stratejisi

Genetik baglanti analizi sonucunda LOD skor degerleri pozitif ve 6zellikle 3
ve 3’lin ustiinde olan genetik belirleyicilerin bulundugu kromozom araliginda
yerlesmis olan tim genler veri bankalart NCBI-Map Viewer ve Ensembl araciligi ile
belirlenmektedir. Tespit edilen kromozom araliginda bulunan genlerin aranan
fenotipten sorumlu olma ihtimalleri arastirilir ve aday gen/genler belirlenir. Aday
genleri belirlemede cesitli yaklagimlardan yararlanilabilir. Ancak genel olarak, bir
hastaliktan sorumlu olabilecek aday genleri tespit etmede izlenecek strateji sirasiyla

asagida belirtildigi gibidir:

A. Dokuya 6zel cDNA Kkiitiiphanelerinin arastirilmasi

Dokuya 6zel ¢cDNA kiitiiphaneleri, ifade edilen niikleotid dizilerini (EST-
Expressed sequence tags) veya cDNA'nin tamamini icermekte olup belirli bir
kromozom araliginda bulunan hastaliktan sorumlu aday genlerin tespit edilmesinde

cok dnemli kaynaklardir.

Dokuya 6zgiil cDNA kiitiiphanelerinden elde edilecek dizi bilgisinin genom
icerisinde benzerlik gosterdigi bolgeler NCBI-BLAST programu ile belirlenir. cDNA
kiitliphanesinden elde ettigimiz dizi/dizilerin bir gen dizisinin belirli bir kism1 veya
tamami ile %100’lere varan niikleik asit dizisi benzerligi gostermesi bu genin
hastaliktan sorumlu aday gen olmasi olasiligini arttirmaktadir. Hastalarda bu gen dizi

analizine alindiginda ve mutasyonun saptanmasi durumunda hastaliktan sorumlu gen
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saptanmis olacaktir. Mutasyonun bulunmamasi aday genlerin saptanmasi igin

elektronik veri bankalarmin kullanimini gerektirir.

B. Elektronik veri bankalarinin kullanimi

Elektronik  veri  bankalar1  Ozellikle insan genom  projesinin
tamamlanmasindan sonra aday genlerin saptanmasinda ¢ok sik basvurulan kaynaklar

olmuglardir.

Genom taramasi sonucunda tespit edilen kromozom araliginda bulunan
genler, ifade edildikleri dokular1 ve gen iiriinlerinin islevlerini belirlemek amaciyla
elektronik veri bankalarinda incelenir ve aday gen olabilme nitelikleri ortaya konur.
Bu asamada taradigimiz kromozom aralifindaki genlerin herhangi bir hastalikla
iliskisi i¢in NCBI-OMIM, genin kromozomdaki yerlesimi i¢in NCBI-BLAST, NCBI-
Map Viewer, Ensembl (EMBL-EBI and Sanger Institute)) Human Genome Browser
ve NCBI-Gene, ifade edildikleri dokular ve ifade edilme diizeyleri icin NCBI-Gene,
Ensembl, Bioinformatic Harvester, gen lrliinlinlin yap1 ve islev bilgisi i¢in, NCBI-
Protein, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot, NCBI-Conserved Domain, Pfam,
ProDomain siklikla kullanilan veri bankalaridir. Ayrica aday gen taramasi yapmak
tizere daraltilan kromozom araliginda, ilgilendigimiz dokuda ifade edilip
edilmedigini belirleyemedigimiz bir gen var ise bu gene ait EST lerin tespit edildigi
doku bilgisine bakilir. Eger sorumlu dokuda gene ait bir veya birden fazla sayida
EST tespit edilirse, o genin hastalikla ilgili dokuda ifade edildigi belirlenmis olur. Bu

amacla NCBI-UniGene veri bankasindan yararlanilir.

Boylece genler igerisinden ilgili hastaliktan sorumlu olma ihtimali yiiksek
olan aday gen/genler, ifade edildigi dokular ve protein iirlinlerinin islevi agisindan
aragtirildiktan sonra elde edilen bilgiler dogrultusunda segilir ve bu genler i¢in DNA
dizi analizi yapilarak kontrol ve hasta bireyler arasinda herhangi bir baz degisikligi

olup olmadigina bakilir.
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KIAA, FLJ ve LOC kodlu genler heniiz gen {iriinleri karakterize edilememis
genlerdir. Bu genlerin de elektronik veri bankalarindan yararlanilarak aday olabilme

niteliklerinin arastirilmasi gerekmektedir.

KIAA’lar, 4 kb’dan biiyiik cDNA’lardir, 0-9 arasi verilen dort numara ile
adlandirihir  (KIAA0400 gibi) ve Kazusa cDNA dizi analizi projesinde
tanimlanmiglardir. Bu proje ile dnceden tanimlanamamis insan gen ifadelerinin
tanimlanmas1 ve tanimlanmamis insan gen ifadeleri tarafindan kodlanan gen
tirtinlerinin primer yapilariin tahmini hedeflenmistir. KIAA’lar proteine kodlanan
genlerdir ancak protein iriinleri bilinmemektedir. Bir baska deyisle, gen ifadesi
bilgisi ve protein bilgisi arasinda bir baglanti kurulamamustir. Gene ait ifade
bilgisinin protein bilgisi ile iligkilendirilebilmesi i¢gin ¢cDNA’lara ait gen iiriinleri
islevleri acisindan aminoasit dizileri diizeyinde bilgisayar analiz programlarina
alinirlar. Boylece, aminoasit dizileri benzerliginden yararlanilarak kodlanan diziye
ait protein Uriinii belirlenmeye calisilir. Yaklasik 10 yildir siiren Kazusa Dizi Analizi
Projesi kapsaminda birgok gen ifadesi bilgisi tespit edilebilmistir. Bu sekilde ikinci
isimlendirmeleri KIAA kodlu olan birgok gen veri bankalarina girmistir. Or:

KIAA0161-RNF144 (70).

FLJ kodlu genler de tipki KIAA’lar gibi biiyiikk ¢cDNA dizileridir (71).
KIAA’larda oldugu gibi bu diziler icin de niikleotid ve aminoasit dizilerinin
genomdaki diger dizilerle olan benzerligine bakilarak, heniiz tanimlanamamis gen
irlinlinlin islevleri ortaya c¢ikarilmaya calisilir. Bu nedenle KIAA ve FLJ kodlu
genler her ne kadar {irlinleri bilinmiyor olsa da proteine kodlaniyor olmalari

nedeniyle gen sinifina alinmasi gereken niikleotid dizileridir.

Aday gen belirlenmesinde en son asamada arastirilacak genler LOC kodlu
genlerdir (LOC400942 gibi). Bu genlere ait niikleotid dizileri veri bankalar1 (NCBI-
GNOMON) araciligi ile bilgisayar ortaminda belirlenmistir (72). Bu diziler i¢in kesin
olarak tanimlanmis herhangi bir gen {riinii bilgisi veri bankalarinda
bulunmamaktadir. Bu nedenle LOC genleri hipotetik olarak adlandirilmaktadir. LOC

kodlu genlere ait protein iirlinleri bilinmiyor olsa da proteini agiklamaya ya da



18

protein islevi hakkinda gesitli varsayimlarda bulunmaya yonelik her tiirlii ¢calisma
genin cDNA dizisi lizerinden yapilabilir. Boyle bir durumda hipotetik bir genin ilgili
hastaliktan sorumlu aday gen olup olamayacagini belirlemek bu dizinin islevlerini
belirtilen veri bankalar1 araciligryla ¢cDNA dizisi lizerinden tahmin edebilmekle
miimkiin olacaktir. Bu amagcla hipotetik genlerin genomda bilinen gen dizileriyle
olan niikleotid ve aminoasit dizisi benzerligine ve bu dizilerin herhangi bir dokuda
ifade edilip edilmediklerini belirten EST verilerine bakilir ve LOC kodlu dizinin gen
triinii ve ifade edildigi dokular hakkinda bilgi edinilir. Elde edilen bilgiler
dogrultusunda LOC kodlu dizi ya da dizilerin hastaliktan sorumlu olabilecek aday

gen listesine alinip alinmayacagina karar verilir.

Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda, otozomal resesif nonsendromik igitme
kayb1 goriilen ve 2p25 kromozom bandina baglanti gosterdigi tespit edilmis bir
ailede, oncelikle genin bulunabilecegi kromozom araligir daraltilmis ve D2S319-
D2S168 genetik belirleyicileri arasindaki 6.430.934 baz ¢iftlik kromozom boélgesinde
hastaliktan sorumlu olabilecegi diisiiniilen aday genlerin tespiti koklear cDNA

kiitliphanesi ve elektronik veri bankalar1 araciligi ile yapilmistir.
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3. BIREYLER ve YONTEMLER

3.1. Bireyler

e Bu tez ¢alismasi kapsaminda otozomal resesif nonsendromik igitme kaybi1

goriilen 6’s1 hasta ve 8’1 saglikli genis bir aile ile ¢calisilmustir.

e Hastalarin klinik ve odyolojik degerlendirmeleri Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi KBB Anabilim Dali ve Odyoloji-Konugsma Bozukluklar1 Bilim

Dali’nda yapilmis ve hastalara bilateral sensorindral isitme kaybi tanist konmustur.

Tiim ¢alismalar ailelerden “Bilgilendirilmis Onam Formu” ve H.U. Tibbi,
Cerrahi ve Ila¢ Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun onayi almarak (21.10.2004 tarihli LUT
04/43-23 karar no) gergeklestirilmistir.
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3.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Cozeltiler

3.2.A. DNA izolasyonu

Liziz Tampon ( pH 8.2)

%10 SDS (Merck)

Proteinaz K (Sigma)

Satiire amonyum asetat (Carlo Erba)

Tris-EDTA tampon (pH 7.5)

: Tris-HCI (Sigma) 10 mM
NaCl (Merck) 400 mM
NaEDTA (Merck) 2 mM

: Sodyum dodesil siilfat
10 gr/100 ml distile su

: 10 mg/ml 1 mM Tris HCI

: Amonyum asetat
74 gr/100 ml distile su

: Tris-HCI (Sigma) 10 mM
NaEDTA (Merck) 1 mM

3.2.B. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA Amplifikasyonu

Haplotip Analizi Icin Kullamlan Primer Dizileri

Taq DNA polimeraz tampon
(10X) (Fermentas)

Taq DNA polimeraz (Fermentas)
MgCl, (Fermentas)
dNTP karisimi ( Fermentas)

: 750 mM Tris-HCI
(pH 8.3, 25 °C)
200 mM (NH4)>SO4
%0.1 Tween 20
:50/ul
25 mM
:2.5 mM dATP, 2.5 mM dTTP
2.5 mM dGTP, 2.5 mM dCTP

D2S319, D2S2211, D2S162, D2S168, genom taramasi i¢in kullanilan

primerlerdir. Haplotip Analizi i¢in kullanilan primer dizileri;
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D2S281 F: 5°-TGC ATG TGT GTT TGT ATA TGT ATT A-3’

R: 5°-CAT CGT CTT GCA TTA GAC AG- 3°
D2S1329  F: 5°-TTG TGG AAC CGT TCT CAA AT- 3’

R: 5°-GAA ACT TCC ACC TGG GTT CT- 3’
D2S2164 F:5-GTC ACT ATC AGC CCC AGG- 3’

R: 5’-GAG AGA GCC ATT ACA GAT TCAC-3’

Bu primerler sirasiyla AFM168xg3 (CA,), GATA28H06 (GATA),
AFMA130WH9 (CA,) primerleri olup heterozigotluk yiizdeleri dikkate alinarak
secilmiglerdir. Primerlerle ilgili bilgilere NCBI-Map Viewer ve NCBI-UniSTS veri

bankalar1 araciligi ile ulasilmistir.

3.2.C. Agaroz Jel Elektroforezi

e Agaroz (Sigma) : Molekiiler biyoloji kullanimi1 safliginda
e Tris-Asetat Tamponu (TAE) (pH 8.0): Tris baz ( Applichem) 2M
: Glasiyal asetik asit (Carlo Erba) 1.14 ml
: Na,EDTA (Merck) 0.5M
e Yiikleme tamponu : Gliserol (Merck) 5.5ml
1XTAE tamponu (Merck) 4.5 ml
Orange G boya (Merck) 0.01 gr
e Etidyum bromdir : 10 mg/ml distile su
e Molekiiler agirlik belirleyicisi : Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder

(1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 250, 200, 150, 100, 50 baz ¢ifti)
®X174/Haelll (Sigma)

(1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 234,
194, 118, 72 baz cifti)
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3.2.D. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

. %40 Akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi ~ : Akrilamid (Sigma) 41.5 gr
Bisakrilamid (Sigma) 1 gr

Distile su ile 115 ml’ye tamamlanir.

o Tris-borat tampon : Tris baz (Applichem) 0.9M
(TBE) (pH 8.3) (10X) Borik asit (Merck) 0.9M
NaEDTA (Merck) 25 mM
o Amonyum persiilfat (Merck) : 0.1 gr/1 ml distile su
(APS) (%10)
. TEMED (Amresco) 40 pl/100 ml jel ¢ozeltisi
. Yapistirict Cozelti : Bind silane (Sigma) 50 ul

Glasiyal asetik asit (Carl.E) 50 ul
Etil alkol (%95) (Sigma) 10 ml

. Silikon ¢ozelti (Stratagene) : 2 ml cam iizerine

. Yiikleme tamponu (6X) : %40 Siikroz (Sigma)
%0.25 brom fenol mavisi (Sigma)

%0.25 ksilen siyanol (Sigma)

. Molekiiler agirlik belirleyicisi : Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder
(1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 250, 200, 150, 100, 50 baz cifti)
@X174/Haelll (Sigma)
(1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 234,
194, 118, 72 baz ¢ifti
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3.2.D.1. Denatiire Edici Poliakrilamid Jelde Haplotip Analizi

. Denatiire edici jel ¢ozeltisi (%7) : Ure 42 gr
Akrilamid/bisakrilamid (%40) 7.5 ml
TBE (10X) 10 ml
%10 APS 350 ul
TEMED 40 pl

Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

3.2.E. Poliakrilamid Jellerdeki DNA Bantlarinin Giimiis Boyama ile

Goriintiillenmesi
o Fiksasyon ¢ozeltisi Glasiyal asetik asit (CarloErba) 500 ml
Distile su 1450 ml
. Glimiis nitrat ¢ozeltisi (%1) (Applichem) 1 gr/ml
. Formaldehit (%1) (Merck) 1 ml/L
o Sodyum tiyosiilfat (Merck) 10 mg/ml
o Sodyum karbonat ¢ozeltisi (Merck) 30 gr/L

3.2.F. Giimiis Boyama Sonrasi Poliakrilamid Jellerdeki DNA Bantlarinin

Fotograflarimin Eldesi

. APC (Automatic Processor Compatible) film (Promega)
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3.3. Yontemler

3.3.A. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in yiiksek tuz konsantrasyonunda c¢oktiirme yontemi
kullanildi. 10 ml kan 50 ml’lik tiiplere alind1 ve eritrositlerin pargalanmasi amaciyla
40 ml soguk distile su ilave edilerek 2-3 dk. hizla calkalandi. Tiipler 15 dk. 2500
rpm’de (680 RCF) oda sicakliginda santrifiij (/EC International Santrifuge Model K)
edilerek 16kositlerin tiipiin dip kisminda toplanmasi saglandi. Ust faz atilarak ¢okelti
tizerine 30 ml soguk distile su eklendi ve calkalanarak ¢okelti yikandi. 2500 rpm’de
(680 RCF) 15 dk. santrifiij edildi ve slipernatan yavag ve dikkatli bir sekilde dokiildii.
Cokelti iizerine 3 ml liziz tamponu eklendi ve hiicreler karistirildiktan sonra tizerine
200 pl %10 SDS, 150 pl Proteinaz K eklendi. Tiipler dikkatli bir sekilde alt st
edilerek 37°C’lik etiivde 16 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda karisim {izerine 1
ml satiire amonyum asetat eklenerek 30 sn. hizli bir sekilde calkalandi. Oda
sicakliginda 15 dk. inkiibasyondan sonra 4500 rpm’de (2210 RCF) 20 dk. santrifiij
edildi. Siipernatan baska bir tlipe alinarak iizerine 15 ml saf etanol etanol eklendi ve
DNA’nin toplanmasi saglandi. Toplanan DNA %70’lik etanol ile yikandi ve alkol
ucuruldu. DNA, TE tamponu iceren tiipe alind1 ve erimesi i¢in bir gece oda 1sisinda
veya 37 °C’lik etiivde birakildiktan sonra analiz edilene kadar +4 °C’de saklandi
(73).

3.3.B. Haplotip Analizi
3.3.B.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, incelenecek DNA bdlgesinin o bolgeye 6zgii
oligoniikleotid primerler kullanilarak g¢ogaltilmasi islevidir. Bu amagla 6ncelikli

olarak her bir oligoniikleotid primer i¢in uygun PCR kosullar1 belirlendikten sonra

polimeraz zincir reaksiyonu uygulandi.
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Calismamizda kullandigimiz polimeraz zincir reaksiyonu i¢in uygulanan

protokol Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Protokolii

STOK 25 ul icin Kullanilan Son Konsantrasyon
10x Tampon 2.5 ul 1x

25 mM MgCl, 1.5 ul 1.5 mM

2.5 mM dNTP 1l 0.01 mM
Primer“forward* 20pmol/ pl | 1 pl 20 pmol
Primer “reverse* 20pmol/ ul | 1 pl 20 pmol

Taq DNA polimeraz S5U/ ul | 0.1 pl 05U
Genomik DNA 1l 200-300 ng/ pl
dH,O 16.9 ul

TOPLAM 25 ul

94°C 5 dak.

94°C 1 dak.

55°C 1 dak. 35 dongii

72°C 1 dak.

72°C 3 dak.

3.3.B.11. Agaroz Jel Elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda %?2’lik agaroz jelde PCR iiriinleri

kontrol edilmistir. DNA bantlarinin biiyiikliiklerini tespit etmek ve DNA {izerinde

dogru bolgenin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigini anlamak icin ise 50 bp DNA ladder ve
@X174 (Haelll) molekiiler agirlik belirleyicileri kullanildi.

3.3.B.111. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu ile c¢ogaltilan hedef DNA bdlgesi uygun

konsantrasyonlarda yiikleme tamponu (BlueFormamide) ile karistirilip, 94 °C’de 10
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dk. denatire edildikten sonra buz 1izerine alinarak %7’lik denatire edici
poliakrilamid jelde 1600 V’da 45 mA’de, 4 saat yiiriitiildii. DNA bantlarinin jelde

yiirlime siireleri bantlarin biiytikliiklerine gore belirlendi.

3.3.B.1V. Giimiis Nitratla Boyama

Denatiire edici poliakrilamid jeldeki DNA bantlar1 goriintiilenebilmesi amaci
ile 9%0.1°1lik glimiis nitrat ¢6zeltisi ile boyandi. Bu islem igin, jel dnce %10’luk asetik
asit ¢ozeltisinde fiksasyon amaci ile 30 dk. yikandi. Daha sonra 1500 ml distile su ile
iki kez 5 dk. yikandi ve i¢ine 2 ml formaldehit ekledigimiz % 0.1’lik giimiis nitrat
cozeltisinde 30 dk. siireyle boyandi ve “developer” ¢ozeltisinde (%3 Na,COs, 2 ml
formaldehit, 0.4 ml Na,S;0; ) yaklasik 1-5 dk. yikanarak bantlar goriinlir hale
getirildi.

3.3.B.V. DNA Bantlarinin Goriintiilenmesi

Glimiis boyama sonrasi denatiire edici poliakrilamid jellerdeki DNA bantlar1
APC film iizerinde goriintiilendi. Hasta ve saglikli bireylerin alelleri, CEPH kontrol
bireyi (1347-02) ile karsilastirilarak numaralandirildi. Tiim genetik belirleyiciler
birlikte degerlendirildikten sonra bireylere ait haplotipler olusturuldu. Haplotipler
incelenerek aile agaci iizerinde mutant ve mutant olmayan (saglikli) haplotipler

belirlendi.

3.3.C. iki-noktali LOD Skor Analizi

Aranilan genin test edilen kromozom lokusunda olma olasiliginin olmama
olasiligia oranini (LOD skor degeri) hesaplayabilmek amaci ile Superlink Pedtool
version (.9 programinin iki-noktali LOD skor analizinden yararlanildi. Bu programla
hastaligin her bir genetik belirleyiciye karst LOD skor degerlerinin hesaplanabilmesi
icin dncelikli olarak aileye ait aile agaci dosyasi (pedfile) asagida belirtilen kurallara

gore olusturuldu.
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Aile agaci dosyasi olusturulurken, 1. siitunda bireyleri tanitici rakamlar
(id=identification), 2. siitunda bireylerin babalarmi tanitici rakamlar, 3. siitunda
bireylerin annelerini tanitici rakamlar, 4. slitunda bireylerin esey durumlarini belirten
rakamlar (1: Erkekler, 2: Disiler i¢in kullanilir), 5. siitunda bireylerin hastaliktan
etkilenip etkilenmedigini belirten rakamlar (0: Hastaliktan etkilenip etkilenmedigi
bilinmiyor, 1: Saglikli, 2: Hasta), geriye kalan siitunlarda ise calismada kullanilan

genetik belirleyicilere ait alel numaralandirmalart kullanildu.

LOD skor degerleri Superlink Pedtool version 0.9 ile hesaplanirken aile agaci
dosyas1 disinda programa veri girisleri yapildi. Buna gore, Oncelikle hastaligin
ailedeki kalittim modeli otozomal resesif (0.99 olasilikli) olarak belirtildi. Bunun
yaninda c¢alismada kag tane genetik belirleyici kullanildig1 ve genetik belirleyicilerin

isimleri belirtildi. Ayrica, hastaliga ait mutant gen frekansi 0.01 olarak kabul edildi.

Yapilan analizlerde 3 ve 3’lin iistiinde elde edilen degerler anlamli kabul
edildiginden bu degerlerin tespit edildigi genetik belirleyicilerle birlikte pozitif
degerli genetik belirleyiciler de belirlendi.

3.3.D. Aday Genlerin Belirlenmesi

e cDNA kiitiiphanelerinin taranmasi

Aday genleri belirlemeye yonelik olarak, oncelikle gen bankasi numarasi
CB381773—CB38790 ve CB410624—CB410971 olan koklear cDNA kiitiiphanesinde
ve Morton Fetal Koklear EST veri bankasinda D2S319-D2S168 genetik
belirleyicileri arasindaki kromozom araliginda herhangi bir EST’nin bulunup
bulunmadig1 arastirildi (74,75). Bu amagla belirtilen aralikta koklear cDNA
kiitiphanesinde bulunan EST’ler (C4E11, C15A9, C3G2, C15E10, C3G11, C15ES,
C17GS5, C2E12) NCBI-BLAST programina kopyalanarak genom iginde benzerlik
gosterdigi bolgeler incelendi. cDNA kiitiiphanesinde yer alan DNA dizilerinin insan
genomunda bulunan hangi dizilerle %100 benzerlik gdsterdigi tespit edilerek EST
lerin belirledigimiz kromozom araliginda olup olmadiklari arastirildi. Koklear cDNA

kiitliphanesinde bulunan dizilerin %100 niikleik asit dizisi benzerligi gosterdigi
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genler aday gen olarak belirlendi. Ayrica bu genlerin, ne tip hastaliklarla iligkili
olduklar1 (NCBI-OMIM), sorumlu dokuda ifade edilmeleri, ifade edilme diizeyleri
(NCBI-Gene, Human Genome Browser, Bioinformatic Harvester) ve Kromozom
yerlesimleri (NCBI-Gene, Ensembl, Human Genome Browser), gen {riinlerinin islevi
ve bu iglevin isitme kaybi ile baglantili olup olamayacag1 bilgisi (NCBI-OMIM,
NCBI-Protein, NCBI-Conserved Domain, Swiss-Prot, Pfam, Bioinformatic

Harvester) veri bankalari araciligi ile arastirildi.

e FElektronik veri bankalari

Aradigimiz kromozom bolgesinde (2p25/D2S319-D2S168) bulunan tiim
genler, elektronik ortamda veri bankalari (NCBI-Map Viewer, Ensembl) kullanilarak

tespit edildi (Veri bankalarina ulasilacak internet adresleri EK-1’de verilmistir).

Koklear cDNA kiitiiphanesinde EST bilgisine rastlamadigimiz fakat aday
genleri belirleyecegimiz kromozom araliginda bulunan genlerin aday gen nitelikleri

asagidaki veri bankalar1 aracilig ile arastirildi.

NCBI-OMIM, genlerin herhangi bir hastalikla iliskili olup olmadigini
belirlemede, NCBI-Map Viewer, Ensembl, Human Genome Browser ve NCBI-Gene,
genlerin kromozom yerlesimlerini belirlemede, NCBI-Gene, Ensembl, Bioinformatic
Harvester, genlerin ifade edildikleri dokular ve ifade edilme diizeylerini tespit
etmede, NCBI-Protein, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot, NCBI-Conserved

Domain, Pfam, gen iirlinlerinin yap1 ve islev bilgisini tespit etmede kullanilmstir.

Ayrica 2p25/D2S319-D2S168 kromozom araliginda otozomal resesif
nonsendromik isitme kaybindan sorumlu aday genleri tespit etmede gen iiriinii heniiz
tespit edilmemis FLJ kodlu genler ile LOC kodlu hipotetik genler de aday gen olup
olamayacaklar1 yoniinde veri bankalarinda arastirildi. Bu asamada da tespit edilen
dizilere ait niikleotid ve aminoasit dizilerinin tiim canli genomlarinda taramas1 NCBI-
BLAST programi kullanilarak yapildi. Boylece belirlenen bu dizilerin (FLJ, LOC)
insan genomunda bulunan hangi genlerle yiiksek oranda homoloji gosterdigi ya da

gostermedigi saptandi.
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4. BULGULAR

4.1. Genetik Belirleyicilerin Tespit Edilmesi

“Populasyonumuzda sensorindral isitme kayiplarindan sorumlu yeni
kromozomal lokalizasyonlarin ve genlerin tamimlanmas1” baslikli TUBITAK-CNRS
(Proje No: 8833) projesi kapsaminda otozomal resesif nonsendromik isitme kaybi
tanis1 alan ve akraba evliliginin goriildiigli bir aile i¢in nonsendromik isitme
kaybindan sorumlu yeni bir kromozom lokusu bildirilmistir. TUBITAK-CNRS
(Proje No: 8833) projesi kapsaminda, otozomal resesif nonsendromik igitme kayb1
goriilen bu ailede, genom taramasi sonrasinda D2S319, D2S2211, D2S162, D2S168
genetik belirleyicilerinden ikisi (D2S2211 ve D2S162) i¢in tiim isitme engelli
bireylerin homozigot oldugu saptanmis (Sekil 4.1) ve pozitif LOD skorlar
(D2S2211: LOD skor=2.10 6=0.05 / D2S162: LOD skor= 3.09 6= 0.0) elde
edilmistir (Tablo 4.1). Ayrica, yapilan ¢alisma kapsaminda D2S319 ve D2S168
genetik  belirleyicilerinin -~ bulundugu kromozom bdlgesinde rekombinasyon

saptanmigtir (Sekil 4.1).

e

1 2
6 3 4 5
D2S319 23 12
D2S2211 62 @2 2
D2S162 55 (6 5)
D25168 81 7 1) R
7 3
9 10 11 12 13 14 15
D2S319 21 22 ik 22
D2S2211 62 6 2 6 2 26
D2S162 56 55 56 45
D2S168 87 81 8 7 75
16 17 18 19 20
D2S319 22 2 2 - - 22 22 —»12 —» Rekombinasyon
D2S2211 6 6 62 66 66
D2S162 5 5 5 5 54 55 5 5[
D2S168 85 g 7% - 87 85 8 7

Sekil 4.1. TUBITAK-CNRS (Proje No: 8833) projesinde genom taramasi sonrasinda

dort genetik belirleyici i¢in elde edilen haplotip analiz sonuglari.
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Tablo 4.1. TUBITAK-CNRS (Proje No: 8833) projesinde genom taramasi sonrasinda
dort genetik belirleyici i¢in elde edilen iki-noktali LOD skor analiz

sonuclari.

Genetik

0=10.0 0.01 0.05 0.1 0.2 0.3 04
Belirleyiciler
D2S319 - -0.16 0.36 0.45 0.32 0.13 0.02
D2S2211 -0.05 1.70 2.10 2.03 1.56 0.95 0.32
D2S162 3.09 3.03 2.76 2.42 1.72 1.00 0.35
D2S168 - -3.06 -1.24 -0.53 -0.03 0.08 0.04

Bu proje sonucunda, D2S2211 ya da D2S162 genetik belirleyicileri igin
pozitif LOD skor degerlerinin bulunmasiyla birlikte homozigotlugun da saptanmasi
2p25 kromozom bandinda D2S2211 ya da D2S162 genetik belirleyicileri ¢evresinde
nonsendromik isitme kaybindan sorumlu yeni bir genin bulunabilme olasiligini

arttirdi.

D2S2211 ve D2S162 genetik belirleyicileri ¢evresine uygun polimorfik
genetik belirleyiciler (D2S281, D2S1329, D2S2164) NCBI-Map Viewer ve NCBI-
UniSTS veri bankalar1 kullanilarak belirlendi. Buna gore, D2S2211 ve D2S162
genetik belirleyicileri c¢evresinde tespit edilen polimorfik genetik belirleyicilerin
genetik harita (cM) ve fiziksel harita (bg) yerlesimleri ve birbirlerine gore uzakliklari
deCODE, Genethon, Marsfield haritalar

belirleyicilerin siralanmasinda heterozigotluk derecelerinin belirlenmesinde Rutgers

kullanilarak  belirlendi.  Genetik
Fiziksel Harita bilgilerinden yararlanildi. Calismada kullanilan tiim genetik
belirleyicilerin yerlesimlerinin dogru oldugu ve heterozigotluk derecelerinin 0.5’in

iistiinde bulundugu tespit edildi (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3).
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Tablo 4.2. Haplotip Analizinde Kullanilan Polimorfik Genetik Belirleyiciler

Polimorfik Genetik

Belirleyiciler Baz araliklan deCODE | Genethon | Marsfield
D2S319 4.965.347-4.965.474 bg 7.6 cM 6.00 cM 7.60 cM
D2S281 6.480.316-6.480.562 be 15.19cM |12.60cM | 14.10 cM
D2S2211 7.421.978-7.422.231 bg - 14.00cM | 15.61 cM
D2S1329 7.796.185-7.796.385 bg 19.11 cM |- 15.61 cM
D2S2164 8.177.636-8.177.840 bg 20 cM 1730 cM | 18.42 cM
D2S162 8.810.895-8.811.018 bg 22.73cM [21.30cM | 20.03 cM
D2S168 11.396.073-11.396.281bg - 28.60cM |27.06 cM
Tablo 4.3. Rutgers Fiziksel Haritasi

Genetik Genetik Primer veya Bilgi verici | Heterozigotluk | Fiziksel Harita
belirleyici | belirleyici tipi | SNP referans ad1 | mayoz sayis1 | derecesi Pozisyonu
D2S319 - - - - -

D2S281 STS AFM168XG3 567 0.80 6.608.842 be
D2S2211 STS AFMA272YC5 123 0.74 7.421.978 be
D2S1329 STS GATA28H06 803 0.69 7.796.185 bg
D2S2164 STS AFMA130WHY9 | 884 0.81 8.177.636 bg
D2S162 STS AFM225ZGS5 1055 0.86 8.810.895 be
D2S168 STS AFM240VF6 159 0.83 11.396.073 be
4.2. Haplotip Analizi

Yaklagik 6.4 cM’lik kromozom bolgesi iizerinde tespit edilen yedi genetik
belirleyici (D2S319, D2S281, D2S2211, D2S1329, D2S2164, D2S162, D2S168) ile

yapilan ¢alismalar sonrasinda aileye ait haplotipler olusturuldu. Haplotip analizine ait

ornek fotograflar Sekil 4.2°de, tiim genetik belirleyicilerin kullanilmasiyla elde

edilen haplotip analiz sonuglar1 ise Sekil 4.3’te gdsterilmistir.




D2S281
(239-255 bg)

D2S1329
(197-207 b¢)

M: X174

D2S2164
(195-207 be) M: ®X174

D2S162
(120-144 be)

CEPHDNA (I-7)

3 69)
Y
B 59)
569
59
269

5 69
269
9

2 (55)

M: 50 bp DNA Ladder

D2S168 =
s = 5 & =5 & = 5 = 5 = & =
= = = a3 S s = v = o = e =

(196'216 b‘}) M © 10 & 12 14 16 15 17 18 19 20 21 =

- 1 - e

M: 50 bp DNA Ladder
Sekil 4.2. D2S1329, D2S281, D2S2164, D2S162 ve D2S168 genetik

belirleyicilerinin jelde analizleri (%7°lik denatiire edici PAGE, 1600V,
45 mA, 4 saat).
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O
7
D2S319 2 3
D2S281 4 1
D2S2211 6 2
D2S1329 4 2
D252164 2 3 11 6 1
D2S162 55 © 5 2 3
D2S168 8 1 71 o
M2 M1 13
11
85
M3
5_45 (] & O
13 8 9 10 12
D2S319 21 22 21 22
D2S281 42 45 42 33
D2S2211 62 62 62 2 6
D2S1329 41 43 41 13
D2S2164 21 21 21 21
D2S162 56 55 56 45
D2S168 87 81 87 75
M2 M2 M1 M2 M3
o= ° s o 5 o
14 16 17 18 19 20 21
D2S319 12 22 22 22 S 22 12
D2S281 3 4 43 43 43 43 4 3 4 3
D2S2211 2 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 2 6 6
D2S1329 3 4 4 3 4 3 43 4 3 41 4 3
D2S2164 12 21 21 21 21 22 21
D2S162 55 55 55 55 55 5 4 55
D2S168 57 85 85 8 7 85 8 7 8 7
M2 M2M3  M2M3 M2M3 M2 M3 M2 M2 M3
O
15
D2S319 - - ]
D2S281 4 4 Mutant Haplotipler [0 Saglkh-tasiyici birey
D252211 - M1 M2 M3 B Hasta birey
D2S1329 4 4 5 4 3 )
D2S2164 2 2 3 6 p lZ[ Olmiis birey
D2S162 5 5<— 3 4 3 —> Rekombinasyon
D2S168 85 1 N 1
M2 M2 5 5 5
Sekil 4.3. Tim genetik belirleyicilerin kullanilmasiyla elde edilen haplotipleri

gosteren aile agaci.
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Bireylere ait tiim haplotipler incelendiginde otozomal resesif nonsendromik
isitme kayb1 goriilen bu ailede biri (M1) aile i¢inden gelmek iizere 3 farkli mutant
haplotipin bulundugu tespit edildi. Hasta bireylerde beklenen homozigotluga
rastlanmadi. Sekil 4.3’te 9 no’lu hastanin M1ve M2 mutant haplotiplerini, 16, 17,
18, 19, 21 no’lu bireylerin M2 ve M3 mutant haplotiplerini, 15 no’lu bireyin ise M2

mutant haplotipini her iki kromozomunda da tasidig1 goriilmektedir.

Haplotip analizi sonrasinda elde edilen bir diger bulgu 15 no’lu bireyde
goriilen fenotip ve genotip uyusmazhigidir. 15 no’lu birey 14 ve 16 no’lu bireylerin
akraba evliliginden dogan ¢ocuklaridir ve her iki kromozomunda da mutant haplotipi
tagimaktadir. Cocugun annesi (14 no’lu birey) tasiyict olup M2 mutant haplotipini
tagimakta, babasi ise (16 no’lu birey) hasta ve M2 ve M3 mutant haplotiplerini
tagimaktadir. Cocuk (15 no’lu birey) heniiz 3 yasinda olup ailesi tarafindan isitme
kayipli olmadig bildirilmis olmasina ragmen yasinin kiigiik olmasi nedeniyle isitme
kayipli olup olmadigin1 belirtmek miimkiin degildir. Ailenin isitme testini yaptirmak

istememesi nedeniyle 15 no’lu bireyde odyolojik degerlendirme yapilamamustir.

4.3. iki-noktalh LOD Skor Analizi

Superlink Pedtool version 0.9 (Bayesian Network) iki-noktali LOD skor

analiz programinin kullanilmastyla her bir genetik belirleyici i¢cin LOD skor

degerleri hesaplandi. Bunun i¢in 6ncelikle aile agac1 dosyasi olusturuldu (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Aileye ait aile agaci dosyasi ve iki-noktalt LOD skor analiz sonuglari. A.

Aile agact dosyast: 1. siitun: Ailedeki her bir bireye verilen numara, 2.
situn: Bireylerin babalarina verilen numaralar 3. siitun: Bireylerin
annelerine verilen numaralar (0: Anne ve baba aile agacinda
belirtilmiyor), 4. siitun: Bireylerin esey durumu (1: Erkek, 2: Disi),
S5.stitun: Bireylerin hastaliktan etkilenip etkilenmedigini belirten numara
(0: Hastaliktan etkilenip etkilenmedigi bilinmiyor 1: Hasta degil, 2:
Hasta) 6. siitun ve sonrasi: Herbir genetik belirleyici i¢in tespit edilen
bireylere ait alel numaralar1 B. iki-noktali LOD skor analizi: Superlink
Pedtool version 0.9 programi kullanilarak farkli rekombinasyon
oranlarinda her bir genetik belirleyici i¢in elde edilen LOD skor degerleri
tabloda gosterilmistir

A. Aile agac1 dosyast
pedigree: yav

16
17
18
19
20
21

PR RPRRRERR [
OO0 O0OO0OO0CO0OO0OWOFrROWWWOPMNORLPEFR OO

WO OOONN~NOUWONDNOO

NNNNNRFPEPNEPENPEPRPEPNMNNMNNNEREPEDN

1

NFEFNMNNMNNMNNOPRPRPEFRPEPEPNRPRPRPPRPERPEPRPR
P NONNNORPRONONNNNOOOPRL,OO
NNONNNONONORFRNREPWOOONODO
A WOWORMASMMDMMANOONODO
WWWWWWhARAROWONUUNPFP WOOUIOO
OO OODONONOOTOOOOGOOONODO
ONODOODOOOOOOOOOONNDNNOOONODO
A WORPROA_AMMDMPAPRLPOORLOO
WRPRWWWWPArPPOWORPRWEPNWOOWOO
NNNNNNNEPONONNNNPOOPRL,OO
PNFFPFPFPNNOPFPORFRPFRPPFPWFRLROOPRPROO
oo oo oOh~AOCTUIRNUTO OOO OO
OO OUTOOUIOUITO OOU1IOo O
00 00 00 00 C0O O WUTONOO0WOoWOOmOMmMOMmMOONOOo
N~No~NOooOooOo~NOoOUO NP NP UOITOOR, OO

B. iki-noktal: LOD skor analiz sonuglari

Genetik Belirleyici Bilgisi |Rekombinasyon Oranlari (0)

Id Genetik Belirleyici |0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40

1 D2S319 -6.1840 |-0.2278 10.3022 |0.3914 |0.2818 [0.1128 |0.0192
2 D2S281 0.8336 |0.8520 |0.8639 |0.8037 |0.5800 [0.3141 |0.0783
3 D2S2211 1.6368 |1.6976 |1.7488 |1.6447 |1.2375 [0.7096 |0.1902
4 D2S1329 3.6114 |3.5278 |3.1900 [2.7616 |1.8950 |1.0492 0.3224
5 D2S2164 1.5543 |1.4963 [1.2674 [0.9911 |0.4952 [0.1560 |0.0330
6 D2S162 3.3867 |3.3159 (3.0290 [2.6615 [1.8991 |1.1152 |0.3874
7 D2S168 -3.8270 |-1.5861 [0.0063 |0.5210 [0.6875 [0.4916 |0.1974
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Iki-noktal1 LOD skor analizine gére, en yiiksek LOD skor degeri D2S1329

elde edilen diger genetik belirleyiciler sirasiyla D2S162 (LOD skor: 3.38 0: 0.0),
D2S2211 (LOD skor: 1.74 6: 0.05), D2S2164 (LOD skor: 1.55 6: 0.0) ve D2S281
(LOD skor: 0.86 6: 0.05) dir.

Mutant haplotipi her iki kromozomunda da tasiyan ancak isitme kayipli olup
olmadig1 odyolojik testlerle degerlendirilememis 15 no’lu birey icin Tablo 4.4’de
fenotip icin belirsiz tanimlamasi yapilmistir. Ancak, hasta ve saglikli olma
thtimalleri de gz 6niinde bulundurularak 2 aile agaci dosyasi daha olusturulmus ve
LOD skor analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.5 ve 4.6’da

gosterilmistir.

Tablo 4.5. 15 no’lu bireyin saglikli kabul edilmesiyle olusturulan aile agac1 dosyasi

ve iki-noktali LOD skor analiz sonuglari.
A. Aile agac1 dosyasi

pedigree: yav

1 0 01100000000O0O0O0OO0CO0O0
2 0 021000000000000O00O0
3 1 21112252213116571
4 1 21100000000000000
5 0 021000000000000O00O0
6 4 52100230013110085
7 0 02123416242235581
8 3 72121426241215687
9 3 71222456243215581
10 3 71121426241215687
11 0 01100000000O0O0O0OO0CO0O0
12 11 62122332613214575
13 0 011000000000O0O0O0O0CO0
14 13 82112342634126557
15 161411 00440044225585
16 10121 222436643215585
17 1012222 2436643215585
18 10122 222436643215587
19 10122 200436643215585
20 10122122436241225487
21 10122212436643215587




B.iki-noktali LOD skor analiz sonuglar1

37

Genetik Belirleyici Bilgisi

Rekombinasyon Oranlari (0)

Id Genetik Belirleyici 0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40

1 D2S319 -6.4007 |-0.2706 10.2653 |0.3622 |0.2677 [0.1094 |0.0191
2 D2S281 -1.0864 |-0.4683 |0.1387 |0.3555 |{0.3932 10.2447 |0.0575
3 D2S2211 1.5912 |1.6534 |1.7103 |1.6131 |1.2185 |0.7008 |0.1882
4 D2S1329 1.6914 |2.2075 |2.4643 |2.3114 [1.7045 ]0.9785 |0.3018
5 D2S2164 1.3355 |1.2942 |1.1206 |0.8938 |0.4567 |0.1451 |0.0314
6 D2S162 3.3414 |3.2742 |2.9998 |2.6447 |1.8981 |1.1194 ]0.3893
7 D2S168 -3.7512 |-1.5103 |0.0814 |0.5932 |0.7474 ]0.5315 [0.2153

Tablo 4.6. 15 no’lu bireyin hasta kabul edilmesiyle olusturulan aile agac1 dosyasi ve

iki-noktalt LOD skor analiz sonuglari.

A. Aile agac1 dosyast
pedigree: yav

=
ORPROWWWORMAORFRFRLROO

13
16
10
10
10
10
10
10

0110000
0210000
2111225
2110000
0210000
5210023
0212341
7212142
7122245
7112142
0110000
6212233
0110000
8211234
141200414
12122243
12222243
12222243
12220043
12212243
12221243

OO0 ONONOOODOOOOOOONOO
ONODOOODOODOOOONNNNOOONOO
AR PNWORORMADMPAAPLPOORLOO
WRPRWWWWPArPOWORPRWEPNWOOWOO
NNNNNNNRFPONONNNNPRPOOROO
PNFRPFRPFPPNNORFRPORPRFRPPWFROORFRLOO
aOauuouooh~OoUIUIUIUTOOOOOO
OO OIOUOOUIOUTOOOUIO O
OO OWMUTONOWOWMMWMMWWOWOONOO
N~NOONOUOINOUIONPRPNPRPUIOOR,OO

B. Iki-noktali LOD skor analiz sonuglar1

Genetik Belirleyici Bilgisi

Rekombinasyon Oranlari (0)

Id Genetik Belirleyici 0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40

1 D2S319 -5.7154 |-0.0624 10.4491 |0.5126 |0.3456 |0.1289 [0.0195
2 D2S281 1.6031 |1.6082 |1.5639 |1.4250 |{1.0157 ]0.5521 |0.1685
3 D2S2211 1.8107 |1.8672 1.9008 |1.7740 |1.3208 |0.7506 [0.2003
4 D2S1329 4.3809 |4.2840 |3.8901 |3.3838 |2.3351 [1.2906 |0.4117
5 D2S2164 2.0250 |1.9494 1.6509 |1.2903 |0.6471 [0.2063 |0.0408
6 D2S162 3.5596 |3.4782 (3.1502 |2.7361 |1.9039 {1.0939 [0.3780
7 D2S168 -5.0617 |-2.8251 |-1.1656 |-0.4532 {0.1189 |0.2110 |0.0958
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Buna gore 15 no’lu birey saglikli kabul edildiginde (Tablo 4.5), D2S162
i¢cin 3.34 6:0.0 ve D2S1329 i¢in 2.46 0:0.05; hasta kabul edildiginde (Tablo 4.6) ise
D2S1329 i¢cin  4.38 0:0.0 ve D2S162 icin 3.55 0:0.0 LOD skor degerleri elde
edilmistir. 15 no’lu bireyin her iki durum i¢in elde edilen LOD skor degerleri
fenotipin belirsiz olmasi1 (Tablo 4.4) durumuyla karsilastirildiginda, nonsendromik
isitme kaybindan sorumlu kromozom araligimi degistirebilecek anlamli farkliliklar

tagimadig1 goriilmektedir.

4.4. D2S319-D2S168 (6.430.934 b¢) Kromozom Arahiginda Bulunan Aday

Genlerin Belirlenmesi

Aday genleri belirlemede ilk olarak Hollanda, Nijmegen Universitesi
Otorinolaringoloji boliimiinden Dr. Hannie Kremer ve ekibinin olusturdugu koklear
cDNA Kkiitiiphanesinden yararlanildi (74). Koklear cDNA kiitiiphanesinde D2S319-
D2S168 kromozom araliginda bulunan kokleada ifade edilen sekiz EST (C15E10,
C17G5, C2E12, C3G2, C4E11, C15A9, C15ES, C3G11) belirlendi.

Bu dizilerin genomda herhangi bir gen dizisi ile ortak diziler icerip icermedigi
NCBI-BLAST programinin kullanilmasiyla tespit edildi. Buna gore, bu dizilerden
C4E11, C15A9, C3G2 dizilerinin RNF144 (KIAA0161) genine ait EST’ler oldugu
belirlendi. Ayrica, Morton Arastirma Grubu tarafindan hazirlanmig olan koklear EST

veri bankasinda RNF144 genine ait 4 EST bilgisi tespit edildi (74-76).

NCBI-Gene, Ensembl, Swiss-Prot veri bankalar1 araciligiyla yapilan
aragtirmalarda RNF 144 geninin “Ring finger” motifli protein {riiniine sahip bir

transkripsiyon faktorii oldugu belirlendi.

D2S162-D2S168 polimorfik genetik belirleyicileri arasinda bulunan ve
koklear cDNA kiitiiphanesinde yer alan C15E5 ve C15E10 dizileri ile homoloji
gosterdigi icin DDEF?2 (Development and Differentiation Factor 2) geni belirlenen
bir diger aday gen oldu. Ayrica bu genin 6zellikle sinyal iletiminde gorevli protein

tyrosine kinase 2-beta (PYK2) proteini ile baglantt gosterdigi, protein-protein
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etkilesimlerinde 6nemli rol oynayan ankyrin tekrarlarindan olusan domaine sahip
oldugu veri bankalarinda tespit edildi (77) (NCBI-Gene, Ensembl, Bioinformatic

Harvester, Swiss-Prot).

Uciincii aday gen olarak gen bankasi numarast CB381773-CB38790 ve
CB410624—CB410971 olan koklear cDNA kiitiiphanesinden C3G11 dizisi ile %100
benzerlik gosteren ve D2S162-D2S168 genetik belirleyicileri arasinda bulunan
YWHAQ geni belirlendi (74). Morton fetal koklear EST veri bankasinda YWHAQ
genine ait 10 adet EST bilgisi tespit edildi (75). YWHAQ gen iiriiniiniin fosfoserin
iceren proteinlere baglanmak yoluyla sinyal iletiminde gorev alan 14-3-3 protein
ailesine ait oldugu belirlendi ve NCBI-OMIM’de yapilan arastirmalarda YWHAQ
geninin “Amyotrofik Lateral Skleroz” hastalarinda yiiksek oranda ifade edildigi

tespit edildi (78) (NCBI-Gene, Ensembl, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot).

D2S319-D2S168 kromozom araliginda bulunan RNF 144, DDEF2 ve YWHAQ
cDNA Kkiitliphanesinin kullanimi ile tespit ettigimiz kuvvetli aday genlerdir. Diger
aday genler elektronik ortamda NCBI-Gene, NCBI-MapViewer, NCBI-UniGene,
Ensembl, Human Genome Browser, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot, Pfam veri
bankalar1 araciligi ile belirlenmistir. Her bir veri bankasindan elde edilen bilgiler
birbirleriyle karsilagtirilarak bilgilerin dogrulugu test edilmistir. Asagidaki tablo
D2S319-D2S168 kromozom araliginda (6.430.934 bg¢) bulunan tiim genleri
gostermektedir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. D2S319-D2S168 genetik belirleyicileri aralifinda bulunan tiim genler

D2S319-D2S281 (4.965.347-6.480.562 bc¢)

Sitogenetik | Aciklama

Band
TTC15 2p25.2 tetratricopeptide repeat domain 15
LOC388923 | 2p25.2 hypothetical LOC388923
LOC440845 | 2p25.2 hypothetical gene
SIPL 2p25.2 SIPL protein
SO0X11 2p25 SRY (sex determining region Y)-box 11
FLJ30594 2p25.2 hypothetical protein FLJ30594
FLJ41046 2p25.2 FLJ41046 protein

D2S281-D2S2211 (6.480.562-

7.422.231 be)

LOC391349 | 2p25.2 similar to phosphoinisitide 3 kinase
FLJ42418 2p25.2 FLJ42418 protein

LOCI129607 | 2p25.2 hypothetical protein LOC129607
cigh 2p25.2 viperin

LOC440846 | 2p25.1 LOC440846

RNF144 2p25.1 Ring finger protein 144
(KIAA0161)

D2S2211-D2S1329 ( 7.422.231-7.796.385 b¢)

Bu aralhikta herhangi bir gen bulunamadi.

D2S1329-D2S2164 (7.796.385-8.177.840 bg)

LOC339788

2p25

hypothetical protein LOC339788

LOC442007

2p25

similar ENSANGP00000014942

D2S2164-D2S162 (8.177.840-

8.811.018 be)

LOC339789 | 2p25 hypothetical protein LOC339789

LOC400942 | 2p25 hypothetical LOC400942

ID2 2p25 inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-helix protein
KIDINS220 | 2p24 likely homolog of rat kinase D-interacting substance of 220 kDa

D2S162-D2S168 (8.811.018-1

1.396.281 b)

OACT2 2p25.1 O-acyltransferase (membrane bound) domain containing 2

DDEF2 2p25 development and differentiation enhancing factor 2

(KI4A0400)

ITGB1BP1 2p25.2 integrin beta 1 binding protein 1

CPSF3 2p25.1 cleavage and polyadenylation specific factor 3, 73kDa

ADAM17 2p25 a disintegrin and metalloproteinase domain 17 (tumor necrosis factor
YWHAQ 2p25.1 tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein
TAFIB 2p25 TATA box binding protein (TBP)-associated factor, RNA polymerase |
TFCP2L2 2p25.1 transcription factor CP2-like 2

UNQ5830 2p25.1 AILT5830

TIEG2 2p25 TGFB inducible early growth response 2

RRM?2 2p25-p24 ribonucleotide reductase M2 polypeptide

FLJ25102 2p25.1 hypothetical protein FLJ25102

HPCALI1 2p25.1 hippocalcin-like 1

oDCl1 2p25 ornithine decarboxylase 1

LOCI30063 | 2p25.1 hypothetical LOC130063

FLJ14075 2p25.1 hypothetical protein FLJ14075

ATP6VIC2 2p25.1 ATPase, H+ transporting, lysosomal 42kDa, V1 subunit C isoform 2
TXNDC7 2p25.1 thioredoxin domain containing 7 (protein disulfide isomerase)
LOC388924 | 2p25.1 hypothetical LOC388924

KCNF1 2p25 potassium voltage-gated channel, subfamily F, member 1

FLJ33534 2p25.1 hypothetical protein FLJ33534

FLJ25143 2p25.1 hypothetical protein FLJ25143

C2orf22 2p25.1 chromosome 2 open reading frame 22

ROCK?2 2p24 Rho-associated, coiled coil containing protein kinase
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D2S319-D2S168 kromozom araliginda bulunan tiim genler veri bankalari
araciligl ile hastalik bilgisi, ifade edildikleri dokular, dokularda ifade edilme
diizeyleri ve islevleri agisindan arastirildi. Bu genlerin kokleada ifade edilip
edilmedigi bilgisine ulagmak i¢in elektronik veri bankalari ile birlikte Morton Fetal
Koklear EST veri bankasindan yararlanildi. Koklear cDNA kiitiiphanesi elektronik
ortamda tarandi. Daha sonra protein {Uriinii heniiz tanimlanamamis FLJ genleri ve
LOC hipotetik genlerinin nonsendromik isitme kaybindan sorumlu olma ihtimalleri
veri bankalarindan elde edilen bilgilerle degerlendirildi (NCBI-Gene, NCBI-

UniGene, Bioinformatic Harvester).

D2S319-D2S281 araliginda bulunan, SIPL (MTCBP-1, Membrane-type 1
matrix metaloproteinase cytoplasmic tail binding protein 1) geni kemik, lenf
nodiilleri, kemik iligi, beyin, plasenta, bobrek, akciger, karaciger, testis ve prostat da
ifade edilmektedir. Ayrica Morton koklear EST veri bankasinda SIPL genine ait iki
adet EST tespit edildi (75). Bu genin 6zellikle metal iyonlarinin baglanmasinda iglev
gordiigii belirlendi (NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic Harvester).

D2S2164-D2S162 genetik belirleyicileri araliginda bulunan /D2 geninin, kan,
kemik, kemik iligi, beyin, kolon, goz, kas, bobrek, larinks, karaciger, akciger, lenf
nodiilii, meme bezi, over, periferik sinir sistemi, plasenta, prostat, deri, uterus,
sindrim sistemi ve testislerde ifade edildigi tespit edildi. Morton koklear EST veri
bankasinda bu gene ait dort adet EST bulundugu belirlendi (75). ID2 geninin
sicanlarda bir benzeri oldugu (/d2), Id2 ailesinin helix-loop-helix transkripsiyon
faktoriinii kodladig1 ve farklilasmanin etkinsizlestirilmesinde 6nemli rol oynadigi
belirlendi ve ID2 genin siganlarla yapilan deneylerde i¢ kulaktaki tiiy hiicrelerinin

kaybinda rolii oldugu tespit edildi (79).

Aymni aralikta bulunan KIDINS220 (Kinase D-interacting substance of 220
kDa) geni ise beyin yaninda kokleada da ifade edilmektedir. Morton Fetal Koklear
veri bankasinda KIDINS22(0 genine ait dort adet EST mevcuttur (75). Ayrica,
insanlarda bulunan bu genin farelerde de bir benzeri oldugu (Kidins220) ve

Kidins220 ¢cDNA dizisinin daha 6nceden karakterize edilmis hi¢cbir genle benzerlik
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gostermedigi tespit edildi (80). Tiim bu bilgilere ilave olarak, K/IDINS220 geninin
herhangi bir hastalikla iligkisinin kurulamadigi, gen {iriinliniin bir integral membran
proteini oldugu, hiicre iskeleti proteinleriyle 23 ankyrin tekrarlarindan olusan
domaini vasitasiyla etkilesime girdigi veri bankalar1 aracilig1 ile belirlendi (NCBI-

Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot).

D2S162-D2S168 araliginda bulunan OACT?2 geni kan, kemik, beyin, serviks,
kolon, g6z, kalp, bobrek, larinks, karaciger, akciger, lenf nodiilleri, meme bezi, over,
pankreas, periferik sinir sistemi, plasenta, prostat, dalak, dil, testis, dalak, uterus ve
midede ifade edilmektedir. EST bilgileri incelendiginde, Morton Fetal Koklea’da 2
adet EST tespit edildi (NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic Harvester).

D2S162-D2S168 araliginda bulunan ATP6VIC2 geni V-ATPaz proteinini
kodlamaktadir. Bu protein, proteinlerin tasnifi, zimojen etkinlestirilmesi ve reseptor
araciligiyla endositoz gibi hiicre ici islevleri gerceklestirmektedir. Bu islevler hiicre
organellerinin V-ATPaz’a bagh asidifikasyonu ile gerceklesmektedir. Ayrica bu
genin en fazla, bobrek, uterus, plasenta ve kolonda ifade edildigi tespit edilmekle
birlikte Anne B. Skvorak ve arkadaglar1 (84) tarafindan yayinlanan bir ¢calismada ve
Morton Fetal Koklear EST veri bankasinda ATP6VIC2 genine ait koklear EST
bilgisi oldugu da belirlendi (75, 81-84).

D2S162-D2S168 genetik belirleyicileri aralifinda bulunan KCNFI geni
potasyum transportu ve potasyum kanalinin islevinden sorumludur. Ayrica
norotransmiterlerin serbest birakilmasi, kalp atim hizinin belirlenmesi, insulin
salinmasi, epitel elektrolit tasinmasi, yumusak kas kasilmasi gibi biyolojik islevlere
sahip oldugu da tespit edildi. Ayrica bu genin beyinde, kalpte, iskelet kasinda,
bobrek ve pankreasta ifade edildigi belirlendi. Otozomal dominant isitme
kayiplarindan sorumlu KCNQ4 ile ayni protein ailesinden olmasi ve potasyum
homeostazisinden sorumlu oldugu oldugu bilinmesine ragmen KCNFI geninin
kokleada ifade edildigi bilgisine rastlanmadi (NCBI-Gene, NCBI-UniGene,

Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot).
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D2S162-D2S168 genetik belirleyicileri araliginda bulunan ROCK?2 geni veri
bankalarinda arastirildiginda oncelikli olarak goz, beyin, pankreas, kalp ve deri
dokusunda ifade edildigi tepit edildi. Ayrica NCBI-UniGene’den EST bilgilerine
bakildiginda bu gene ait i¢ ve orta kulakta ifade oldugu belirtilen EST bilgisi elde
edildi. Bu gen {iriinliniin bir serin/treonin kinaz oldugu, aktin stres fibrillerinin
olusumu ve yumusak doku kasilmasi gibi islevlere sahip oldugu veri bankalari
aracihigi ile tespit edildi (NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic

Harvester,Ensembl, Swiss-Prot).

D2S319-D2S168 kromozom araliginda bulunan FLJ ve LOC kodlu genler
(FLJ30594, FLJ41046, FLJ42418, FLJ25102, FLJ14075, FLJ33534, FLJ25143,
LOC388923, LOC440845, LOC391349, LOCI129607, LOC440846, LOC339788,
LOC442007, LOC339789, LOC400942, LOC130063, LOC388924) elektronik veri

bankalarinda arastirildiginda kokleada ifade edilen EST bulgusuna rastlanmadi.

Sonugta, tiim bilgiler degerlendirildiginde tanimladigimiz kromozom
araliginda (2p25/D2S319-D2S168) Tablo 4.7°de goriilen genlerden 10’u otozomal
resesif nonsendromik isitme kaybindan sorumlu olabilecek aday genler olarak

belirlendi (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. D2S319-D2S168 kromozom araliginda belirlenen aday genler.

RNF144
(D2S281-D2S2211)

2p25.1

Ring finger protein 144

DDEF2 2p25 Development and differentiation enhancing factor 2
(D2S162-D2S168)

YWHAQ 2p25.1 | Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
(D2S162-D2S168) monooxygenase activation protein

KIDINS220 2p24 Likely homolog of rat kinase D-interacting substance
(D2S2164-D2S162) of 220 kDa

SIPL 2p25.2 | SIPL protein

(D2S319-D2S281)

ID2 2p25 Inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-
(D2S2164-D2S162) loop-helix protein

OACT2 2p25.1 | O-acyltransferase( membrane bound) domain
(D2S162-D2S168) containing 2

KCNF1 2p25 Potassium voltage-gated channel, subfamily F,
(D2S162-D2S168) member 1

ATP6VIC2 2p25.1 | ATPase, H+ transporting, lysosomal 42kDa, V1
(D2S162-D2S168) subunit C isoform 2

ROCK2 2p24 Rho-associated, coiled coil containing protein kinase

(D25162-D2S168)
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5. TARTISMA

Isitme kayiplari igerisinde genetik isitme kayiplarmin yaklasik %70’ini
olusturan nonsendromik isitme kayiplar1 en yaygin goriilen formdur. Yapilan
calismalarda nonsendromik isitme kayiplarinin yaklasik %80’i otozomal resesif,

%181 otozomal dominant ve %2’si X’e bagh kalitilmaktadir (2,4).

Bireylerin sosyal gelisimlerini olumsuz yonde etkilemesi ve tiim diinyada
yaygin olarak goriilmesi isitme kayiplarinin ortaya ¢ikmasinda etkin olan genlerin
haritalanmas1 ve tanimlanmasina yoOnelik yapilacak calismalar1 hizlandirmistir.

Bugiin diinyadaki bir¢cok merkezde bu alanda ¢alismalar 6nemle stirmektedir.

2p25 kromozom bolgesinde otozomal resesif nonsendromik isitme kaybindan
sorumlu aday genlerin belirlenmesine yonelik yapilan bu tez caligmasinda, yedi
genetik belirleyici i¢in Superlink Pedtool version 0.9 programi kullanilarak iki-
noktali LOD skor analizi yapilmig ve buna gére D2S1329 (LOD skor:3.61 6: 0.0),
D2S162 (LOD skor: 3.38 6: 0.0), D2S2211 (LOD skor: 1.74 6: 0.05), D2S2164
(LOD skor: 1.55 0: 0.0) ve D2S281 (LOD skor: 0.86 6: 0.05) genetik belirleyicileri
icin pozitif LOD skor degerleri elde edilmistir. Degisik pozitif LOD skor degerleri
elde edilmesinin nedeni genetik belirleyicilerin aile bireyleri i¢in bilgi verici
niteliklerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, D2S319 icin 21 no’lu
bireyin ve D2S168 i¢in 14, 15, 18 ve 21 no’lu bireylerin rekombinant alelleri
tagimalari, bu genetik belirleyicilerin aranan gen bdlgesine uzak oldugunu goéstermis
ve bu durum negatif LOD skor degerlerinin elde edilmesini desteklemistir. Ardarda
siralanmig  bes genetik belirleyici i¢in pozitif LOD skor elde edilmesi ve
rekombinasyon tespit edilen D2S319, D2S168 genetik belirleyicilerinde
rekombinasyonun yerini bilmenin miimkiin olmamasi, D2S319-D2S168 genetik
belirleyicileri araligin1 igeren kromozom bolgesinin bu ailede hastaliktan sorumlu

aday genlerin belirlenecegi aralik olacagini gostermistir.

Yapilan tez c¢aligmasinda oOncelikli olarak D2S319-D2S168 genetik

belirleyicileri araliginda bulunan tiim genler NCBI-Map Viewer ve Ensembl veri
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bankalar1 ile belirlenmistir. Bu genlerin  6ncelikli olarak koklea da ifade edilip
edilmedikleri arastirilmistir. Bu amacla, D2S319-D2S168 genetik belirleyicileri
araligin1 kapsayan koklear cDNA kiitiiphanesinden yararlanilmistir. Koklear cDNA
kiitiphanesinde bulunan EST’ler koklea da ifade olan genlere ait niikleotid
dizileridir. Koklea da ifade oldugu bilinen bu dizilerin NCBI-BLAST programiyla
genomda hangi niikleotid dizileriyle %100 benzerlik gosterdigine bakilarak bu
genlerden hangilerine ait oldugu saptanmistir ve bu genler en kuvvetli aday genler
kategorisine alinmistir. Bunu takiben, belirtilen kromozom araliginda koklear ifade
bilgisi belirlenmemis genler, gen {irlinii islevleri agisindan arastirilmis ve isitme
mekanizmasi ile baglantili olup olamayacaklar1 yoniinde degerlendirilmistir. Bu
amagla, Bioinformatic ~ Harvester, —Swiss-Prot, Pfam veri bankalarindan
yararlanilmistir. Bunun sonucunda koklear ifadesi heniiz bilinmeyen ancak isitme
mekanizmasi ile iliskisi diisiiniilen genler ve daha dnce isitme kaybindan sorumlu
oldugu tespit edilmis genlerle ayni protein ailesine dahil oldugu bilinen genler
nonsendromik isitme kaybindan sorumlu olabilecek aday genler olarak belirlenmistir.
Ayrica aday genlerin belirlenmesinde, D2S319-D2S168 genetik belirleyicileri
araliginda bulunan genler herhangi bir hastaliktan sorumlu olup olmadiklart yoniinde
NCBI-OMIM veri bankasi araciligl ile arastirtlmistir. Tiim bunlara ilave olarak
D2S319-D2S168 genetik belirleyicileri araliinda bulunan ancak heniiz gen iirlinii
karakterize edilememis FLJ kodlu dizilerle, hipotetik LOC kodlu diziler aday gen
olup olamayacaklar1 yoniinde incelenmistir. FLLJ kodlu diziler gen ifade bilgisinin
varligi nedeniyle LOC kodlu dizilere oranla oOncelikli olarak arastirilmali ve
genomdaki diger dizilerle olan niikleotid ve amino asit dizisi benzerligine
bakilmalidir. LOC kodlu dizilerin hipotetik olmalar1 ve biyoinformatik olarak bu
dizilerle ilgili etkin yorumlamalarin yapilamiyor olmasi bu dizilerin aday gen olarak
en son asamada degerlendirilmeleri gerektigini ortaya c¢ikarmaktadir. Ayrica,
tanimlanan aralikta ¢ok sayida EST bulunmasi 2p25 kromozom araliginda heniiz
karakterize edilmemis ¢ok sayida genin varligin1 ortaya koymaktadir. Bu nedenle,
Ensembl, Human Genome Browser, vb. elektronik veri bankalarinin stirekli takip
edilerek literatiire kazandirilmis olan yeni genlerin nonsendromik isitme
kayiplarindan  sorumlu olup olmayacaklar1 yoniinde degerlendirilmeleri

gerekmektedir.
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Aragtirma siirecinde bilgilerin hizli, dogru ve etkin bir sekilde elde
edilebilmesinde koklear cDNA Kkiitiiphaneleri ve elektronik veri bankalar1 en 6nemli
kaynaklar olmustur. Yapilan tez calismasinda birden fazla farkli veri bankalarindan
yararlanilmig ve farkli veri bankalarinin kullanimi elde edilen bilgilerin dogrulugunu

desteklemistir.

Buna gore, D2S281-D2S2211 kromozom araliginda tespit edilen RNFI144
(KIAA0161) geninin “Ring finger” motifli protein {iriiniine sahip bir transkripsiyon
faktorii olmasi, gen bankast numarast CB381773-CB38790 ve CB410624—
CB410971 olan koklear cDNA kiitiiphanesinde bulunan ii¢ ayr1 EST ile %100
homoloji gostermesi ve Morton Koklear EST veri bankasinda dort adet EST
bilgisinin bulunmasi kuvvetli bir aday gen olarak belirlenmesinde 6nemli rol
oynamistir (NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic Harvester, Ensembl, Swiss-
Prot).

Ikinci aday gen olarak belirlenen ve D2S162-D2S168 araliginda bulunan
DDEF?2 geninin aday gen olabilmesini destekleyen en 6nemli nedenler arasinda, gen
bankasi numaras1 CB381773-CB38790 ve CB410624-CB410971 olan koklear
cDNA kiitiiphanesinde bulunan iki adet EST (CI5SE5 ve C15E10) ile %100
niikleotid dizisi benzerligi gostermesi, 6zellikle sinyal iletiminde gorevli protein
tyrosine kinase 2-beta (PYK?2) proteini ile olan iliskisi, isitme mekanizmasinda etkin
rol oynayan TRP (Transient Receptor Potential) proteinlerinde de bulunan ve bu
proteinlerin hiicre iskeleti veya baska proteinlerle etkilesiminde 6nemli rolii olan
Ankyrin tekrarlarinin DDEF?2 proteini domainleri arasinda yer almasi sayilabilir
(74,77,85) (NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic Harvester, Ensembl, Swiss-
Prot).

Gen bankasi1 numarasi CB381773—-CB38790 ve CB410624-CB410971 olan
koklear cDNA kiitiiphanesinde bulunan C3G11 dizisi ile homoloji gosteren ve
D2S162-D2S168 genetik belirleyicileri araliginda bulunan YWHAQ geninin aday gen
olmasin1 destekleyen en Onemli nedenler, bu genin kokleada ifade edildiginin

bilinmesi, bu bilginin Morton Koklear EST veri bankasinda (76) tespit edilen 10 adet
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koklear EST ile desteklenmesi ve gen iiriiniiniin fosfoserin igeren proteinlere
baglanmak yoluyla sinyal iletiminde gorev alan 14-3-3 protein ailesine ait olmasidir.
Ancak “Amyotrofik Lateral Skleroz” hastalarinda bu genin mutant olmasi ve bu
hastalig1 tasiyan kisilerde isitme kaybi gibi bir durumun bildirilmemis olmasi bu
genin aday gen olma derecesini diger iki gene oranla diisiirmektedir (78). Bununla
beraber genin sinyal iletiminde gorev alan bir protein iirliniine sahip olmasi ve
koklear cDNA kiitiiphanesinde ifade edilen dizilerinin bulunmasi nonsendromik
isitme kaybindan sorumlu olabilecek bir aday gen olabilecegini ortaya ¢ikarmistir.
Bu durum alelik heterojenitenin séz konusu olabilecegini diisiindiirmektedir. Alelik
heterojenite bir ¢ok tek gen hastaliginda goriilmektedir. Birbirlerinden tamamen
farkli fenotipler aymi genin farkli mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir.
Nonsendromik igitme kayiplarinda da alelik heterojenite Orneklerine rastlanmustir.
Ornegin, Connexin-26, TECTA, MYO7A, MYO6, TMCI genleri otozomal dominant
ve otozomal resesif kalitilan nonsendromik isitme kayiplarina neden olurlar. Ayrica
SLC26A44, COL11A2, PCDHI15, MYO7A, USHIC ve CDH23 genleri hem sendromik
hem de nonsendromik isitme kayiplarina neden olmaktadir (5) (NCBI-Gene, NCBI-

UniGene, Bioinformatic Harvester, Ensembl, Swiss-Prot).

Koklear cDNA kiitiiphanesinden elde edilen verilerle belirlenen bu ii¢ gen
disinda elektronik veri bankalari ile yapilan aragtirmalarda D2S2164-D2S162
kromozom araliginda bulunan, beyinde yiiksek oranda ifade edilen KIDINS220
geninin kokleada ifade oldugu Bioinformatic Harvester, NCBI-Gene ve NCBI-
UniGene veri bankalartyla Morton Fetal Kokleada bulunan dort adet EST
(N67315.1, B1496897.1, B1495539.1, B1495540.1) bilgisi ile desteklenmistir.
Koklear ifade bilgisinin yaninda bu gen iirliniiniin, isitme mekanizmasinda gorev
alan TRP proteinlerinde oldugu gibi ankyrin tekrarlarindan olusan domaini
vasitastyla hiicre iskeleti proteinleri ile etkilesime ge¢mesi nonsendromik isitme
kaybindan sorumlu aday gen olma durumunu desteklemektedir (80) (NCBI-Gene,
NCBI-UniGene, Ensembl, Bioinformatic Harvester).

D2S319-D2S281 kromozom araliginda bulunan SI/PL genine ait iki EST nin
Morton Koklear EST veri bankasinda bulunmasi bu genin kokleada ifade edildigini
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desteklemis ancak isitme mekanizmasi ile gen {iriiniiniin islevi arasinda bir baglanti
bulunamamistir. Ancak otozomal resesif nonsendromik isitme kaybindan sorumlu
olabilecek aday gen taramasi yaptigimiz kromozom araliginda bulunmasi ve
kokleada ifade edildiginin tespit edilmis olmasi SIPL geninin aday gen olarak
nitelendirilmesini miimkiin kilmistir (75) (NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Ensembl,

Bioinformatic Harvester).

D2S2164-D2S162 araliginda bulunan ve Morton Koklear EST veri
bankasinda dort adet EST bilgisi bulunan /D2 geni de aday genler arasinda yer
almaktadir. Sicanlar ile yapilan bir calismada /d2 gen ifadesinin i¢ kulak gelisimi
stiresince var oldugu ve i¢ kulaktaki tliy hiicrelerinin kaybinda bu gen ifadesinin
onemli bir role sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgular bu genin
farklilasmay1 negatif yonde etkilemek suretiyle i¢ kulaktaki tiiy hiicrelerinin yeniden
olusumunu engelledigini gostermektedir (79). ID2 genin sicanlarla yapilan
deneylerde i¢ kulaktaki tily hiicrelerinin kaybinda rolii oldugunun tespit edilmesi ve
koklear ifadenin EST verileri ile desteklenmesi bu genin aday genler arasinda yer
almasinin temel sebepleridir (NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic Harvester,
Ensembl, Swiss-Prot).

D2S162-D2S168 genetik belirleyicileri araliginda bulunan ve kokleda ifade
edildigi Morton fetal kokleada bulunan iki adet EST bilgisi ile desteklenen OACT2,
koklear ifade bilgisi nedeniyle aday gen olarak kabul edilmistir (NCBI-Gene, NCBI-

UniGene, Ensembl, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot).

Ayrica, otozomal dominant nonsendromik isitme kayiplarindan sorumlu
KCNQ4 geni gibi potasyum kanal protein ailesi {iyesi olan KCNF'I geninin bu ailede
otozomal resesif nonsendromik isitme kaybindan sorumlu aday gen olabilecegi
diisiiniilmiistiir. KCNQ4 geninin K iyonu homeostazisinden ve dis merkezden gelen
molekiiler sinyallerin karakterize edilmesi yoluyla isitme islevinin ger¢ceklesmesinde
gorevli oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte KCNF'I geni potasyum taginmasindan
ve potasyum kanalimin islevinden sorumludur. Veri bankalarinda yapilan

aragtirmalarda KCNFI geninin kokleada ifade edildigine dair herhangi bir bilgi
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bulunmuyor olsa da isitme kaybindan sorumlu oldugu bilinen bir gen ile benzer
isleve sahip olmasi ve aymi protein ailesi i¢inde bulunmasi D2S2164-D2S162
kromozom aralifinda bulunan KCNFI[ geninin de aday gen olarak
nitelendirilebilecegini desteklemektedir (NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic

Harvester, Ensembl, Swiss-Prot).

D2S162-D2S168 genetik belirleyicileri araliginda bulunan ve aday gen olarak
belirlenen ATP6VIC2 geninin Anne B. Skvorak ve arkadaglari (84) tarafindan
yayinlanan bir ¢alismada ve Morton Fetal Koklear veri bankasinda koklear ifade
bilgisi tespit edilmistir. Yapilan imiinohistokimyasal calismalarda, ATP6VIC2
(Vakuolar-ATPaz C2 alt iinitesi) ile aym protein ailesi igerisinde bulunan
ATP6VIBI proteinini kodlayan ATP6VIBI geninde meydana gelen bir mutasyonun
endolenf sivisinin alkali yapida kalmasina yol agtig1 belirlenmis, bu nedenle de tiiy
hiicrelerinin mekanik ses dalgalarina cevap olusturamadigini tespit edilmistir. Bu
durum endolenfin asidik o6zelliginin vakuolar H-ATPaz tarafindan aktif olarak
korunmasimin isitme islevinin devaminda olduk¢a O©nemli oldugunu ortaya
koymaktadir (81-84). Bu sonuglar dogrultusunda asidifikasyonda etkin bir rolii
oldugu belirtilen V-ATPaz’1 kodlayan ATP6VIBI geninde meydana gelen bir
mutasyonun sensorindral isitme kaybina neden olmas1 ATP6V1C2 geninin de igitme
mekanizmasinda meydana gelen hasarlardan sorumlu olabilecegini diigiindiirmiistir.
Elde edilen bu bilgiler ATP6VIC2 geninin aday gen olarak belirlenmesinde ki en

Oonemli etkenler olmustur.

Ayni aralikta bulunan ROCK?2 geninin i¢ ve orta kulakta ifade edildigini
gosteren EST bilgisinin bulunmasi ve bu genin 6zellikle sinyal iletiminde gorevli
proteinlerin fosforile edilmesinden sorumlu serin/threonin kinaz iriiniine sahip
olmasi aday gen olarak belirlenmesinde ki en 6nemli nedenlerdir (NCBI-Gene,

NCBI-UniGene, Ensembl, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot).

DNA dizi analizi sonucunda mutasyonun saptandigir gen, D2S319-D2S168
araliginda otozomal resesif nonsendromik isitme kaybi ile iligkilendirebilecegimiz
bir gen niteligini kazanacaktir. Belirlenen aday genlerde herhangi bir baz degisikligi

saptanamadigr durumda bu kromozom bdlgesinde yer alan FLJ ve LOC kodlu
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genlerden beyinde yiiksek diizeyde ifade edilen FLJ41046, FLJ42418, FLJ33534,
LOC339789 dizileri oncelikli olarak DNA dizi analizine alinabilir ve hastaliktan

sorumlu gen olup olmadiklar1 yoniinde incelenebilirler.

Bu genlerin DNA dizi analizine alinarak mutasyon taramasinin yapilmasi
nonsendromik isitme kaybindan sorumlu genin saptanmasi i¢in zorunludur. Ancak,
ayni kromozom bdlgesine baglant1 veren genis ailelerin bulunmasi ve bu ailelerde
rekombinant bireylerin gézlenmesi durumunda kromozom aralig1 daraltilarak DNA

dizi analizine alinacak gen sayis1 azaltilmis olacaktir.

Tez c¢aligmasinda aday genlerin taranabilecegi kromozom araliginin
daraltilmas1 amaciyla polimorfik STR genetik belirleyicilerden yararlanilmistir.
Ancak bdyle bir caligmada SNP haplotipleme yaklasimindan da yararlanilabilir. SNP
haplotipleme olarak bilinen ve belirlenen kromozom araliginda bulunan ¢ok sayida
SNP iceren kit ve array sistemlerinin kullanilmasiyla ger¢eklestirilebilecek calismada
aile icinde SNP segregasyonunun incelenmesi ile belirlenen kromozom aralig
daraltilabilir. Ayrica belirledigimiz aday genlerin i¢ine diisen SNP’leri kullanarak
aday genin baglanti analizi ile dislanmasi saglanabilir. Ancak bu yontemin
maliyetinin oldukg¢a yiiksek olmasi, kapsamli bir array sistemine sahip olunmasi
gerekliligi ve degerlendirilmesindeki giigliikler birgok laboratuvarda heterozigotluk
dereceleri ¢ok daha yiiksek olan, daha az sayilarda kullanilan ve her laboratuvarda

kolaylikla ¢alisilabilen STR’lerin kullanimini 6ne ¢ikarmistir.



52

SONUC VE ONERILER

e D28S2211 ve D2S162 genetik belirleyicileri ¢evresinde ilave genetik
belirleyiciler ile kromozomal araligin daraltilabilmesi hedeflenmis ve
D2S319-D2S168  araligina D2S281, D2S1329, D2S2164  genetik

belirleyicileri dahil edilmistir.

e Ilave genetik belirleyicilerle yapilan haplotip analizleri sonucunda ailede
nonsendromik isitme kaybina neden olan 3 farkli mutant haplotipin (1’1 aile

icinden 2 tanesi aile disindan gelen) bulundugu tespit edilmistir.

e Haplotip Analizi sonrasinda Superlink Pedtool version 0.9 (Bayesian
Network) programi kullanilarak yapilan iki-noktalt LOD skor analizi ile yeni
LOD skor degerleri elde edilmistir (D2S1329; LOD skor: 3.61 0:0.0 ve
D2S162; LOD skor: 3.38 6:0.0, D2S2211: LOD skor: 1.74 6: 0.05, D2S2164:
LOD skor: 1.55 6: 0.0 ve D2S281: LOD skor: 0.86 6: 0.05)

e Haplotip sonuglar1 ve LOD skor degerleri birlikte degerlendirildiginde aday
genlerin taranacaglt kromozom aralifinin 4.965.347. baz ciftinden baslayip
11.396.281. baz giftinde sonlanan toplam 6.430.934 baz ciftlik bir aralik

oldugu belirlenmistir.

e Aday gen taramasi yapilirken koklear cDNA kiitliphanelerinden ve internet
ortaminda bulunan c¢esitli veri bankalarindan (NCBI-OMIM, NCBI-Map
Viewer, NCBI-UniGene, NCBI-Gene, NCBI-Conserved Domain, Ensembl,
Human Genome Browser, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot, Pfam)

yararlanilmistir.

e Koklear ¢cDNA kiitiiphanesinde bulunan C4E11, C15A9, C3G2 dizilerinin
RNF'144 geni ile, C15ES ve C15EI10 dizilerinin DDEF?2 geni ile, C3Gl11
dizisinin de YWHAQ geni ile homoloji gosterdigi tespit edilmistir.
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Bu tez caligmasi sirasinda ortaya konan ve takip edilen gen belirleme
stratejisi sonunda D2S319-D2S168 araliginda otozomal resesif nonsendromik
isitme kaybindan sorumlu olabilecek 10 adet aday gen belirlenmistir
(RNF144, DDEF2, YWHAQ, KIDINS220, SIPL, ID2, OACT2, KCNFI,
ATP6VIC2, ROCK?2).

10 genin DNA dizi analizi ile incelenmesi ve proteine kodlanan
bolgelerindeki baz degisikliginin saptanmasi ile nonsendromik igitme

kayiplarindan sorumlu yeni bir gen tespit edilmis olacaktir.

Elektronik veri bankalarinin takip edilerek literatiire yeni kazandirilan
genlerin de aday gen olup olmayacaklar1 yoniinde degerlendirilmeleri

gerekmektedir.

Otozomal resesif nonsendromik isitme kaybindan sorumlu yeni bir genin

literatlire kazandirilmasi bu siiregler sonrasinda saglanacaktir.
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