T.C
CELAL BAYAR UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

Tibbi Genetik Anabilim Dali

TINNITUS ILE BEYIN-KAYNAKLI NOROTROFIK

FAKTOR (BDNF) GEN POLIMORFIZMLERI VE BDNF

SERUM DUZEYi ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI

Dr. Aysun COSKUNOGLU

TEZ DANISMANI

Dog. Dr. F. Sirnt CAM

MANISA, 2013



ONSOZ

Tezimin olugturularak, yuriitilmesi ve tamamlanmasinda deneyimlerini
aktararak, katki ve yardimlarini esirgemeyen tez danismanim Dog. Dr. F.
Sirn CAM'a

Kliniklerinde  ¢alismami  ylritmem konusunda olanak saglayan,
bilgilerinden faydalandigim Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi KBB
Anabilim Dali 6gretim (iyesi Prof. Dr. Ali Vefa YUCETURKe,

Calisma grubunun psikiyatrik degerlendirimesinde blylik katkilari
olan Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri Anabilim Dali égretim
tiyesi Prof. Dr. Artuner DEVEC/’ye

Tim laboratuvar c¢alismalarimda sabir ve O&zveri ile yardimlarini
esirgemeyerek c¢alismamin tamamlanmasina katki saglayan c¢alisma
arkadagsim Biyolog Seda ORENAY’a

Tez c¢alismamda, c¢alisma grubunun olugturulmasinda, katki ve
yardimlarini esirgemeyen Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi KBB
Anabilim Dali Arastirma gérevlisi Dr. Kadri SERT ve Dr. Mustafa BAYAM'a,
calisma verilerinin istatiksel degerlendiriimesinde yardimlarini esirgemeyen
Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Ogretim
gorevlisi Dr. Zafer AKAN’a ve Halk Sagligi Anabilim Dali Aragtirma Gérevlisi
Dr. Burak TUNC’a

Calismama katilan tiim hastalarima,

Beni her zaman destekleyip yanimda olan aileme ve dostlarima,

TESEKKUR EDIYORUM.



iCINDEKILER

ONSOZ....oeeeeeeeeeee ettt ettt ettt re e Il
ICINDEKILER........ooeeeeeeeeeeeee et ee et 11
KISALTMALAR. ..ttt et e e e e e e e eeees VI
SEKILLER ..o oottt ettt VIl
TABLOLAR . .. e e IX
L GIRIS et 1
.GENEL BILGILER........cooiiieitieceeeeceeeee e 3
LA TINNITUS .ottt 3
[1.1.1.Tinnitus Tanim ve TariNGeSi............ceeeiiiiiiiiiiieiiiie e, 3
[1.1.2.Tinnitus EPIdemiyOlOjiSi..........ccceivriiieiiiiiiiiiiiee e e eee e 4
[1.1.3.Tinnitus Siniflama ve Etyoloji .......ccccovvviiieiiiiiiiiin, 5
[1.1.4.TiNNItUS PatOgENEZI.......vvvvrieiiiiiee e e e e e 9
[1.2.5 TINNIUS TEAAVISI. ....vvvviiiiieieiiiiieee e 11
11.2.NOROPLASTISITE. ..ot 11

[ 2.1 Noroplastisite ve TINNITUS.........coovii i, 13
11.3.BEYIN KAYNAKLI NOROTROFIK FAKTOR (BDNF)................... 15
[1.3.1.Beyin Kokenli Norotrofik Faktor (BDNF)...........covvvvviiiiiinnnnn. 15
[1.3.2.Tek Nukleotid Polimorfizm (SNP)..........coooi i, 18



[1.3.3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Fragman

Uzunluk Polimorfizmi (RFLP).......cooii e 18
[1.3.4.BDNF Geni ve Tek Nukleotid Polimorfizmleri....................... 20
[1.3.5.BDNF V& TINNITUS. ...cceiiiiiiiiiiiieiieieeee e 21

l1I- GEREC VE YONTEM.....oiiiiiiiiite ettt 24
.1.CALISMA GRUBU.......coiiiiiiiiiieiie e 24
H.2.CALISMA PLANLL.....oiiiiiiie e 24
[11.3.KULLANILAN KLINIK DEGERLENDIRME ARACLARI........... 25

I11.3.1. Sosyo-demografik bilgi ve gorugme formlari.................... 25
[11.3.2. Odyolojik degerlendirme.............cccccvviiieiiiiiiiiiiiiiieeee, 26
[1.3.3. SCID-L e e 27
l11.4. MOLEKULER GENETIK ANALIZ.......ccooviioeieeeeeeeeeeeee, 27
[11.4.1. Calhigmada kullanilan Cihazlar................ccccoiiiiiiiiiiiiinnnns 27
[11.4.2. Calismada kullanilan Kimyasallar................cccccccciiieennnn. 28
111.4.3. Calismada kullanilan Tamponlar............ccccceeeeiiiineeeennnnn. 29
1.4.4. Primer ve ENZIMIer..........coooiiiiiiiiiiiiceeeee e 30
111.4.5. DNA IZOIASYONU. .......ooveieiieeceeeee et 30
111.4.6. DNA nin Cogaltiimasi (PZR islemi)..........ccccccovvevinennnnee. 31
111.4.7. PZR Urinlerinin Jel Elektroforezinde Kontrolu............... 32

[11.4.7. Restriksiyon Fragman Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)..33

111.4.8. Kesim Urlinlerinin Jel Elektroforezinde Kontrolii............ 36



l11.5. ELISA YONTEMI ILE BDNF SERUM DUZEYi OLGUMU......36

11.6. VERI GIRIS VE ISTATIKSEL ANALIZ.........cocviiiiiicicie 37
IV. BULGULAR. ...t 38
Vo TARTISMA ..o 47
VI. SONUGLAR VE ONERILER.........ccccooviiiiriinicncc e, 50
VILOZET ..ot 51
VILABSTRACT. ..ot 53

XIHLKAYNAKLAR. ..o 57



KISALTMALAR

DTH: Dig Tuy Hucresi

dB: Desibel

Hz: Hertz

MMS: Minimal Maskeleme Seviyesi
SSO: Saf Ses Ortalamasi

SOAE: Spontan Otoakustik Emisyon
TF: Tinnitus Frekansi

TS: Tinnitus Suresi

TS: Tinnitus Siddeti

VAS: Vizuel analog skala

cAMP: Siklik Adenozin Trifosfat

DSM-IV: Diagnostic and Statistical Manual, Fourth Edition of Mental

Disorders

SCID-I: Structured clinical interview for DSM disorders DSM-IV eksen |

bozukluklari igin yapilandiriimis klinik goérisme

MSS: Merkezi Sinir Sistemi

SSS: Santral Sinir Sistemi

GABA: Gamma-Amino Bitirik Asit

BDNF: Beyinden Kaynaklanan Norotrofik Faktor

Vi



Trk: Tirozin Kinaz

NT: Norotrofin

NGF: Nerve Growth Factor (Sinir Buylime Faktori)

NG-3: Sinir Buyime Faktort 3

NG—4: Sinir Buyume Faktori 4

NGF: N6ron Blylime Faktoru

LTD: long term depression

LTP: long-term potentiation

CREBP: cAMP responding element binding protein

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

RFLP: Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriction

Fragment Lenght Polymorphism)
SNP: Single Nucleotide Polymorphism (Tek Nukleotid Polimorfizmi)
B¢: Baz ifti

Rpm: (rotatory per minute)

Vii



SEKILLER

Sekil 1. isitme sistemi ile amigdala arasindaki baglanti
Sekil 2. Norotrofin ve reseptorler arasindaki iligkiler
Sekil 3. Trk reseptor araciligi ile olan sinyal yolu

Sekil-4. Polimeraz zincir reaksiyonu(PZR)

Sekil 5. Kromozom 11 lizerinde BDNF gen lokalizasyonu

Sekil 6. BDNF geni rs2030324 polimorfizmini iceren gen bélgesinin

agaroz jel goruntusu

Sekil 7. BDNF geni rs1491850 polimorfizmini iceren gen bélgesinin
agaroz jel goruntusu

Sekil 8. BDNF geni rs6265 polimorfizmini iceren gen bolgesinin agaroz
jel géruntusu

Sekil 9. Tinnitus frekans dagilimi

Sekil 10. Tinnitus siddetinin dagihmi

viii



TABLOLAR

Tablo-1. Tinnitus Engellilik anket degerlendirmesi

Tablo-2. Polimorfizmlere goére kullanilan primer dizileri ve enzimler

Tablo-3. PZR sicaklik profili ve dongu sayisi

Tablo-4. Polimorfizmlere gére RFLP icin kullanilan enzimler, distile su ve
PZR urdnd miktarlari

Tablo 5. Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamasi

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyetlere gére dagilimi

Tablo 7. Tinnitus lokalizasyonu

Tablo 8. Hasta ve Kontrol gruplarinda serum BDNF oranlari

Tablo 9. Hasta ve kontrol grubunda genotip ve allel dagilimi

Tablo 10. Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyete dayali genotip ve allel
dagilimi

Tablo 11. Hasta grubunda genotip ve serum BDNF diizeyinin
karsilastiriimasi

Tablo 12. Kontrol grubunda genotip ve serum BDNF diizeyinin

karsilastiriimasi






I. GIRIS

Tinnitus, disaridan herhangi bir uyari olmaksizin kiginin kulaginda veya
basinin herhangi bir bolgesinde ses algilamasidir (1,2). Tinnitus bir hastalik
degil bir semptomdur (3). Oldukg¢a sik gorulen bir durum olup, gorulme
sikhdr %6-30 arasindadir ve yasla birlikte bu oran artmaktadir (1,4,5).
Tinnitusun etiyopatogenezi halen tam anlagilamamis olup etiyolojik nedenler
oldukga degiskendir(4,6). Tinnitus otolojik bir semptom olarak kabul edilse
de son zamanlarda hem gorunttleme yontemleri, hem de hayvan modelleri
ile yapilan c¢alismalar sonucunda ndronal iligki 6n plana c¢ikmaya
baglamistir. Ortaya ¢ikan bu yeni patofizyolojik anlayiglar, néronal temelli

tedavi yaklagimlarinin gelistiriimesinin 6nunu agmaktadir (7).

Noral plastisite agisindan onemli faktorlerden birisi olan beyin kaynakli
norotrofik faktor (BDNF) noronlarin baylumesi, farklilagsmasi, yasamlarini
surdurmesinde ve i¢ kulak duyu epiteli dahil gelismekte olan isitsel yolda
anahtar rol oynayan nérotrofik faktérlerden biridir (6,8-10). BDNF proteinini
kodlayan genin tek nukleotid polimorfizmlerine sik olarak rastlanmaktadir.
BDNF geni tek nukleotid polimorfizmlerinin [rs6265 (Val66Met), rs2030324
ve rs1491850], BDNF serum duzeyindeki degisikliklerle ve isitsel uyariimis
potansiyel test (BAER) sonuglarindaki degismeler ile iligkili oldugunu

gOsteren galismalar vardir (10,11,12).

Tinnitus ile depresyon gibi duygu durum bozukluklari arasinda yakin iligki
oldugu ve BDNF duzeylerinin tinnitus ve depresyon, stres ile iliskili
olabilecek distimik bozukluk, konversiyon bozuklugu ve yagsam krizlerine
bagll intihar girisimleri gibi psikiyatrik bozukluk ve durumlarda azaldigini

gosteren bir¢gok ¢alisma mevcuttur (13,14-18).



Tam bu veriler, tinnitus ile BDNF gen polimorfizmleri ve BDNF serum
duzeyleri arasinda bir korelasyon olabilecegini akla getirmektedir. Bu
calismada, BDNF polimorfizmleri ve BDNF serum duzeyi degisiklikleri ile
tinnitus arasindaki iligki incelenerek, BDNF degisikliklerinin tinnitus
patofizyolojisinde  herhangi bir rol0 olup olmadigini arastirmak
amaclanmistir.



Il. GENEL BILGILER

I1.1.TINNITUS
11.1.1.TinnitusTanim Ve Tarihgesi

Tinnitus, digaridan herhangi bir uyari olmaksizin kisinin kulaginda veya
basinin herhangi bir bolgesinde ses algilamasidir (1,2). Hayalet isitsel bir
algi (phantom auditory perception) olarak tanimlanabilir (5). Tinnitus bir
hastalik olmayip, korti organi, afferent ve efferent iletim yollari, korteks
isitme merkezi ve tum bunlarin koordineli bir sekilde calismasi sirasinda
herhangi bir basamakta meydana gelen patolojiler sonucunda tam
bilinmeyen mekanizmalarla ses algisinda artis olmasi geklinde
aciklanmaktadir (4,19,20).  Tinnitus otolojik bir problem olarak kabul
edilsede son zamanlarda hayvan modelleri ile yapilan caligmalarda ve
ndronal goruntileme yontemlerinde ki gelismelerle tinnitusun Santral sinir

sistemi ile olan iligkisine dikkat ¢cekilmektedir (7,20,21).

Tinnitusa ait ilk yazili bilgiler M.O 16.yy da eski Misira kadar
uzanmaktadir ve “buyldlenmis kulagin tedavisi” baghgi altinda tinnitus igin
tedavi yontemlerinden bahsedilmektedir (4). M.O 4-5.yy da Hipokrat ve
Aristoteles tinnitus ve tedavisinden bahsetmis, 17.yy da Du Verney
tinnitusun kulak ve beyin hastaliklarindan kaynaklandigini ileri sirmas ve
1536’da Paracelsus yUksek ses ve gurultinin tinnitus sebebi olabilecegini,
1727 yiinda da Wepfer yuksek sesin tinnitusu azalttigindan bahsetmistir.
Ancak gunumizde halen tinnitus patofizyolojisi, etyolojisi ve tedavisi
hakkinda kesin bir gérts hakim degildir (4,22).



[1.1.2.Tinnitus Epidemiyolojisi.

Epidemiyolojik olarak farkli Glkelerde yapilmis populasyon ¢alismalarinda
surekli tinnitus prevalansinin yetigkin yas grubunda %4,4- 15,1 arasinda
degistigi, 50 yas altindakilerde %7,6-20,1 iken, ilerleyen yasla birlikte bu
oranin arttigi ve 60-69 yaslari arasinda yaklasik %12.1-14.3 oldugu, 70 yas
Uzerinde ise %25-30 oldugu gorilmektedir. Calismalar insanlarin %0.5-
2’sinin tinnitustan ciddi boyutta etkilendigini gostermektedir (4,6,23-27). Bu
hastalarda tinnitusa anksiyete, depresyon, irritabilite, ajitasyon, depresyon
ve/veya uykusuzluk gibi semptomlar eslik etmektedir. Gegici tinnitus oranlari
ise %22-32 arasinda gozlenmektedir (28-31). Cocukluk déneminde tinnitus
degerlendiriimesinin gugligu nedeniyle farkli sonuglar gortulmekte olup
yapillan populasyon g¢alismalarinda %6-59 arasinda  goruldugu
bildiriimektedir (27). Isitme kaybi veya otolojik problemleri olan g¢ocuklarin
ise yaklasik % 50 oraninda tinnitus gorulmektedir (3). Cinsiyetin tinnitus
sikhgr uzerine etkilerine bakildiginda erkek ve kadin arasinda bir fark
olmadigini bildiren c¢alismalar yaninda, 50 yas altinda kizlarda daha sik
gOrulen spontan otoakustik emisyon ve Ureme hormonlarin etkisi ayrica
ndrotransmitterlerin isitsel yola etkileri nedeni ile kadinlarda erkeklere goére
tinnitus sikliginin hafif daha yiksek oldugu, 50 yagin Uzerinde ise esitlendigi
ve Ozellikle 65 yas sonrasi erkeklerde cesitli ¢cevresel faktorlerin etkisi ile
(gurultalu islerde calisma gibi) %12, kadinlarda ise yaklasik %7 oraninda
tinnitus yakinmasi goruldugu bildiriimektedir (4,19,27).

Kigilerin sosyoekonomik ve mesleki durumlari tinnitus epidemiyolojisini
etkileyebildigi, gelir dizeyi dusuk bireylerde tinnitus sikliginin daha yuksek
oldugu ifade edilmigtir (22). Tinnitus prevalansinin, isitme azligi olmayan
kisilerde %26,6, isitme kaybi olanlarda ise %35,1 oldugu bildiriimigstir.
Gurultye maruz kalma ile tinnitus gorulme sikliginin artigr ve gurultiye
bagll tinnitusun gorilme oraninin yaklasik %18 oldugu bildirilmigtir.
Gurultiye bagh isitme kaybi gelismis kigilerde tinnitus oraninin % 40-80

arasinda oldugu ve tinnitusun igitme kaybinin en fazla oldugu frekansta
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duyuldugu ancak isitme kaybinin sekli ile (iletim, sensorindral veya mixt tip)
iligkisi olmadigi bildirilmigtir (4,32-34). Tinnitus lokalizasyonu ile ilgili pek ¢ok
calisma yapiimis ve sag — sol kulak arasinda fark olmadigini bildiren
calismalarin yaninda sol kulakta daha sik goérdldaguni ifade eden
yayinlarda bulunmaktadir (22,35). Yapilan bir calismada ispanyol olmayan
beyazlarda tinnitus oranlarinin diger etnik kokenlere gore daha yiksek
oldugu, beyaz irkta %9 iken, Afrika kdkenli Amerikan toplumunda %5.5
oldugu gosterilmistir (4,26).

I1.1.3.Tinnitus Siniflama ve Etiyoloji

Tinnitusun etyopatogenezi halen tam anlasilamamis olup etyolojik
nedenler oldukca degiskendir (5,6,8). Tinnitusun tanisinda, odyometrik ve
otondrolojik arastirmalar, manyetik rezonans tomografisi gibi goruntuleme
yontemleri, bir enfeksiyon slUphesi durumunda serolojik testler, cesitli
anketler, psikoakustik ve psikosomatik oOlcekler gibi bircok parametrelerle

degerlendirmesi yapiimaktadir (13,36)

Etiyolojide guraltiye maruz kalma onemli bir neden olmakla birlikte

nedeni bilinmeyen tinnitus grubu en buylk grubu olusturur (7,37).

Ses dalgalari dis kulaktan, kulak zari ve birbiri ile iligkili G¢ kemik yapidan
olusan hava dolu bir bogluk olan orta kulaga oradan denge ile iligkili olan
vestibuler sistem ile isitme merkezi olan koklear sistemi iceren orta kulaga
tasinir. Uc adet skala (skala timpani, skala vestibuli ve skala media) ve
ortasindaki i¢ ve dis tiy hidcreleri ile destek hlcrelerinden olusmus reseptor
organ olan corti organi ile, buradaki reseptor hucrelere bagh sinirler koklear
yaplyl olusturur. Skala timpani ve skala vestibuliyi ayiran zar baziller

memrandir.

Seslerin frekans analizi ilk olarak kokleada, baziler zar tarafindan
gergeklestirilir. Korti organi baziler zardaki titresimlere yanit olarak sinir

uyarilar Uretir ve bu isitme yollar ile beyin ve iligkili merkezlere tasinir.
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isitme yollari afferent ve efferent sinir liflerinden olusur. istirahat halinde bile
elektriksel uyar surekli olarak bu ag aracihgi ile tiy hucreleri, beyin sapi ve
talamus yolu ile kortekse ve ayni sekilde efferent yolla korteksten tly
hicrelerine ulasir. Spiral gangliondan koklear niikleus'a ve isitme korteksine
giden sinir liflerinin (8. Sinir) tonotopik (frekans organizasyonu) Ozelligi
vardir. Korti organindan koklear nukleusa kadar tek bir kanal iginde giden
sinir lifleri sonrasinda isitme korteksine kadar superior oliver kompleks,
lateral lemniskus ve inferior kollikulus gibi st merkezlere asendan sinir
iletimi  saglayacak sekilde birgok paralele yola ayrilarak ilerler. Isitsel
cekirdeklerden olusmus superior oliver kompleks (SOC) her iki kulaktan
gelen uyaranlarin bir araya gelerek horizontal lokalizasyonun, frekans ve
siddet analizinin yapildigi (8. Sinirin ilk caprazlastigi nokta) ilk anatomik
yapidir. Lateral SOC tan ¢ikan aksonlar yuksek frekans ve horizontal ses
lokalizasyonu, medial SOC'tan ¢ikan aksonlar ise algak frekans ve
horizontal ses lokalizasyonu ile ilgili bilgileri inferior kollikulusa ve burada
organize olarak onbeyine iletirler. isitme ile ilgili primer isitme alani ve
assosiasyon alanlar sol hemisferde bulunur (5,38,39). Bu yolun herhangi
bir yerinde ortaya ¢ikan patoloji bilinmiyen bir mekanizma ile ses algisinin
artmasina neden olmaktadir. Gurultiye maruz kalma, stres, basing
degisiklikleri ve cerrahi girisimler gibi bazi cevresel faktorlerin tinnitusu

tetikleyebilecedi ileri surtlmektedir (38,40-42).

Koklea fizyolojisi ile ilgili yapilan arastirmalar ve saptanan gelismelerden
sonra, tinnitus’un, kokleadaki tuylt hiicrelerde ve 8.sinir liflerindeki spontan
uyarilardan meydana geldigi ileri surtlmektedir (5,39). Spontan otoakustik
emisyon (SOAE) kokleanin dis sacli hucrelerindeki kuguk elektriksel
aktiviteden kaynaklanan akustik sinyaller olarak kabul edilmekte ve tinnitus
olarak algilanabilecedi 6ne surilmektedir. Ancak isitme kaybi veya asprin ile
SOAE nin kaybolmasina ragmen tinnitusun devam ettigi gorulmektedir
(19,43).

Korti organinda gesitli nedenlerle (gurultl, ototoksisite, ilerleyen yagla

birlikte dis sacli hiicre kaybi gibi) hasarlanmis dis sacli hiicrelerin ve saglam
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ic sacl hucrelerin dorsal koklear nukleus néronlarinin Uzerine olan
uyarimlarinin organizasyonun bozulmasi ile tinnitusun ortaya gikabilecegine
inanihir (19).

Koklear uyariima yada hasarlar nedeniyle isitme yollarindaki néral
aktivite artarak igitsel plastisite sonucu ortaya c¢ikan klasik olmayan yol ile
hayalet duyu seklinde tinnitus ortaya gikabilmektedir. isitme bolgelerine
yakinhgindan dolayi hasarli bazi kraniyal sinirler ile isitme siniri arasinda
sinapslar geliserek eksternal uyari yokken tinnitus algisina neden olabilir
(19).

ilerleyen yasla aktivitesinin azaldigi bilinene klasik isitme yollar disinda
klasik olmayan isitme yollari ile talamus ve limbik sistemin bir parcasi olan
amigdala arasindaki baglantinin bazi kigilerde yeniden aktive oldugu ve
tinnitusa neden oldugu ileri surilmektedir (44,45).

Otolojik nedenler disinda Temporamandibuler eklem ve servikal
nedenler, hipertansiyon, anemi ve hiper/hipotiroidi, hiperlipidemi, diabetes
mellitus gibi pek¢ok metabolik neden de tinnitusa sebep olabilmektedir
(7,20).

Tinnitus, etiyolojileri g6z ©Onunde bulundurularak, Objektif tinnitus,
Subjektif tinnitus, Isitsel halusinasyonlar ile Pulsatil tinnitus ve Pulsatil
olmayan tinnitus olarak siniflandiriimaktadir.  Pulsatil tinnitus vaskuler

kaynakli olabilecedi gibi objektif ya da subjektif karakterde olabilirken,
pulsatil olmayan tinnituslar subjektif karakterdedir (4,46).

Objektif tinnitusa vicudun herhangi bir bdlgesinden kaynaklanan sesler
neden olmakta iken, subjektif tinnitus ise herhangi bir fiziksel ses yokken
anlamsiz  seslerin  algilanmasidir.  Subjektif tinnituslar ve igitsel

halusinasyonlar hayalet duyulardir.

isitsel halusinasyonlar nadir gorilir ve bazi psikiyatrik siireclerde
kargilagilan insan sesi, muzik sesi gibi anlam tasiyan seslerin duyulmasi

seklinde olup tinnitus ile karigtirilmamasi gerekir (19,32).
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Ayni zamanda vibratuvar tinnitus, ekstrinsik tinnitus ve pseudotinnitus
olarakta adlandirilan objektif tinnituslarda hastayi rahatsiz eden sesler, diger
Kisiler tarafindan da duyulabilmektedir. Objektif tinnitus’'un nedenleri basta
vaskiler anomaliler veya néromuskuler anomaliler olmakla birlikte ayrica,
Ostaki disfonksiyonlari, palatal kaslarin veya orta kulak kaslarinin istemsiz
kasilmalari da objektif tinnitusa neden olabilmektedir (20,47,48).

Tinnitus, vakalarin ¢ogunda subjektiftir (25). Subjektif tinnitus igitme
kaybi olmayanlarda gorulebildigi gibi, genelde igitme kaybi ile birliktedir ve

sadece hastanin kendisi tarafindan duyulur (20,36,49).
Subjektif Tinnitus Nedenleri (4,32,47,50).

1- Otolojik nedenler;
e Dig kulak yolunda yabanci cisim, enfeksiyon, ekzostoz, timor, kulak
zari perforasyonu, atelektazi
e Orta kulak efuzyonu, enfeksiyon, kemik zincir fiksasyonlari veya
devamsizliklari, timaorler
o Koklea Presbiyoakuzi, akustik travma, Meniere Hastaligi, ani igitme
kaybi, labirentit
e Retrokoklear nedenler; i¢c kulak kanali ve serebellopontin agi
tumorleri (Vestibller schwannom, menenjiyom, vs), demiyelinizan
hastaliklar, tamorler, serebrovaskuler hastaliklar
2- Metabolik nedenler
e Hipertiroidi, Hipotioridi, Hiperlipidemi, Diabet mellitus, Vitamin
eksikligi, Cinko, bakir, demir eksikligi, anemi, gebelik
3- Norolojik nedenler
o Kafatabani kiriklari, Multipl Skleroz
4- Farmakolojik nedenler
e Aspirin, Steroid olmayan antienflamatuvarlar, Aminoglikozidler,
Antidepresanlar, Loop diuretikler, Agir metaller, Oral kontraseptifler,
Alkol, Kafein, Kokain
5- Enfeksiyonlar



e Sfiliz, Lyme hastaligi, Menenijit
6- Psikiyatrik nedenler
e Depresyon, anksiyete
Objektif Tinnitus Nedenleri (4,32,47,50).
1- Damarsal lezyonlar

e Konjenital ve akkiz arteriyovenoz fistiller ve malformasyonlar

e Glomus tiumoru

Aterosklerotik karotid arter hastaligi

Karotid arter stenozu

Hipertansiyon

Hidrosefali

2- Néromuskauler olaylar
e Palatal miyoklonus
e Tensor timpani miyoklonusu
o idiyopatik stapes kas spazmi
3- Dogumsal nedenler
e Dogumsal Silviyan kanal stenozu
¢ Arnold-Chiari malformasyonu

4- Temporomandibuler eklem hastaliklari



[1.1.4.Tinnitus Patogenezi

Tinnitusun altta yatan nedenleri tam olarak agiklanamamis olup olusum
mekanizmasi ile ilgili birgok hipotez bulunmaktadir. Genellikle isitsel
sistemdeki anatomik ve/veya fonksiyonel degisikliklere baglh oldugu
disinulmektedir. Tinnitusun patogenezini agiklamaya yonelik ileri surllen
hipotezlerin ortak varsayimlari sinir liflerinde meydana gelen spontan
aktivite artisidir (19,32). Koklear tuy hucre hasar ile tektoryal membranla
temasi kesilen tuy hucrelerinin molekuler hareketinin artmasi ve artan bu
molekuler hareketin neden oldugu uyarilarin tinnitus olarak algilandigi ileri
surtlmastur. Birbirine komsu sinir liflerinde hasar meydana geldiginde bu
sinir lifleri arasinda dogal olmayan sinapslar olusarak patolojik iletimler
olugsmakta ve spontan aktivite artisi ile olusan uyar tinnitus olarak
algilanmaktadir (7,8,34).

isitsel Kkortikal alanlardaki bu aktivasyon artisi fonksiyonel ve yapisal
goruntileme teknikleri; fonksiyonel magnetik rezonans (fMRI), single
Photon Emission Computerized (SPECT), Pozitron Emisyon Tomogrofi
(PET) ile gosterilmistir (51-53). Subjektif tinnitus vakalarinin ¢ogunda
problemin 6zellikle isitme sinirinin santralinde oldugu dusutnulmektedir.
isitme siniri kesilen kisilerde halen tinnitusun devam etmesi bu diisiinceyi
dogrular niteliktedir (20). Yapilan goruntileme c¢alismalarn ile igitsel
yollardaki aktivite dedgisikliklerine ilaveten, dikkat, farkindalik gibi
deg@erlendirmeleri yapan prefrontal ve parietal alanlarda ve emosyonel
surecle iligkili limbik alanlar gibi isitsel olmayan beyin alanlarinda meydana
gelen degisiklikler de gosterilmistir (28,54). Ayrica subgenual 6n cingulate
korteks, hipokampus ve isitsel kortekste yapisal anormallikler gozlenmistir
(55,56). Bunun yaninda magnetoensefalografi (MEG) ve F-deoksyglucose
positron emission tomography (FDG-PET) gibi goruntileme yontemleri ile
tinnitusun, igitsel ve igitsel olmayan noronal aktivitedeki degisiklikler ile olan
iligkisi gosterilmigtir (57-59).

Tinnitusun  muhtemelen, santral isitsel yolda meydana gelen

degisikliklere uyum saglama oOzelligindeki fakliliklar sonucu olustugu ileri
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surilmektedir (60,61). isitme kaybinin tinnitusu tetiklemesi mimkin
gériinmektedir. isitsel noral uyari yoklugunda, santral isitsel yolda exitasyon-
inhibisyon dengesi bozulmaktadir. Bu bozulmanin, subjektif tinnitus
algilamasi, dnemli dlgude isitsel kortikal ve subkortikal yapilarda néronlarin
spontan uyariimasinin artmasi, etkilenmis frekans araliginda spontan noral
aktivitenin eslemesinin artmasi ve isitsel kortekste frekans da degisiklikler
meydana gelmesi gibi isitsel surecin tekrar uyumlanmasina yol actigi ifade
edilmektedir (60-63).

I1.1.5.Tinnitus Tedavisi

Tinnitus i¢in, farmakolojik tedaviler, maskeleme, isitme cihazlari,
akapunktur gibi ¢esitli tedavi protokolleri gelistiriimistir ancak halen standart
tedavisi yoktur. Kognitif Davranig Terapisi (Cognitive Behavioral Therapy-
CBT) tinnitus ile iligkili rahatsizhdin duzeltimesinde etkili bir tedavi
olabilmektedir (64). Norotrofik faktorler ic kuladi gesitli travmalara karsi
korurken ayni zamanda i¢ kulak epitelinin onarimini da artirir. Gen terapi
teknolojisi ile i¢c kulaga buyume faktorleri verilerek tedavi yollari
denenmektedir (65).

I.2.NOROPLASTISITE

Plastisite Yunanca “plastikos” kelimesinden gelir ve bigimlendirmek, sekil
vermek anlamindadir. Noroplastisite ise gesitli ic ve dig uyaranlara bagli
olarak noronlarin ve noronlar arasi sinapslarin yapisal Ozellikleri ve
fonksiyonlarinda dedgisiklikler meydana gelmesi olarak ifade edilebilir.
Olusan degisiklikler sinaptik dizeyde ise meydana gelen adaptif yanit
“sinaptik  plastisite” olarakta isimlendirilebilir ve sinir  sisteminin
adaptasyonunda rol oynar. Santral sinir sisteminin i¢ ve dis uyaranlara karsi
verdigi en giiclii ve dnemli adaptif yaniti 6grenmedir. Ogrenme ile bilginin

bellekte depolanmasi ve/veya elenmesi sinaptik plastisite ile gergeklesir
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(45,64). Ogrenmenin olusabilmesi igin néronlarda sinaptik iletimde meydana
gelen LTP (long-term potentialisation) adi verilen “uzun sureli potansiyelin”
olugsmasi gerekmektedir. Depresyon gibi kronik ve siddetli stres olusturan
nedenler olumsuz noéroadaptif dedisikliklere neden olurken, kisa sureli ve
belli dizeyde stres, LTP i¢in gereklidir (45,66,67).

insanda néronal migrasyon gebeligin ilk haftalarinda baslar ve ikinci
trimester sonunda buyuk kismi olusur. Eskiden inanilanin aksine bugunku
bilgiler 1s1ginda nodronlarin kendilerini onarabildikleri ve yenileyebildikleri,
yeni ndéron olusumunun (ndérogenez) devam ettigi kanitlanmigtir. Erigkin
hipokampal nérogenezisi yapilan gesitli calismalarda gdsterilmistir (68,69).
Yapilan galigmalarla erigskin beyninin ndérogenezin yanisira noroplastisite
kapasitesine sahip oldugu ve dendtritlerin gelismesi, sinapslarin yeniden
yapilanmasi gibi sureglerin hayatin ilk yillarinda en fazla olmakla beraber,
erigkinliktede devam ettigi goOsterilmistir (66,69,70). Beyinde ndroplastik
degisiklikler korteks, septum, amigdala ve Ozelliklede hipokampusta goruldr.
Hipokampus, duygudurum kontroliinden sorumlu limbik sistem iginde yer
almakta olup ayni zamanda 6grenme ve bellekle ilgili islevler, hipotalamo-
adrenal eksen ve vejetatif streglerle de iligkilidir. Ayrica Neokortekste kisa
sureli bellegin uzun sureli bellege donusturulmesi iglemi olan bellek
birlegtiriimesinde de 6nemli bir roll vardir (71,72). Sol hipokampus 6zellikle
epizodik hafiza ile iligkili iken, sag hipokampus spatial hafiza ile iliskilidir
(45). Amigdala cesitli durum ve kosullara baglh olarak korku, 6fke, mutluluk
gibi duygu durumlarinin igslenmesinde gorev alir ve hipokampal hafizay! da
module edebilir. Amigdala ayni zamanda stres hormonlarinin salinimi yolu
ile indirekt olarak uzun donem hafizayi (long-term memory) dizenleyebilir
(45).

Depresyon gibi kronik stres vyaratan durumlarda, duygu durum
bozukluklarinda néron ve glialarin boyut ve sayilarinda azalma, prefrontal
korteks, hipokampus ve striatumdaki gri alan hacimlerinde azalma
gosterilmistir (73,74). Her turlu zihinsel egzersiz ile hipokampus hacminde

ve norogenezde artma gorilurken Major Depresif Bozukluk (MDB) ve
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stresle iligkili durumlarda hipokampus hacminde ve ndérogenezde azalma

oldugu cgesitli gérintileme yontemlerinde gosterilmigstir (75-78).

Noroplastisite ile mevcut sinapslarin etkinliginin artmasi veya azalmasi,
ortadan kalkmasi ya da yeni sinaps olugsumu, dendritlerde dallanmanin
artmasi, azalmasi dendritlerin boylarinda uzama veya kisalma olmasi, yeni
noron olusumu (ndérogenez) veya noron olumu (apopitoz), ndronlarin stres
altinda direnclerinde degisiklikler olmasi ve uyarilara kargi sinaps sonrasi
potansiyellerinde degisiklikler olmasi ve norotrofik faktorlerin etkinliklerinde
degisikliklerin ortaya c¢ikmasi gibi néron, dendrit, sinaps ve ndorotrofik
faktorlerin bir kisminda veya timunde degisikliklerle yeniden sekillenme
meydana gelebilir (9,69). Yani kisaca noroplastisite sinir sisteminin kendini
yenileme yetenegi, gevresel uyarilara gore sinir hicre ve sinaps olusmasi
ile 6drenme, hatirlama ve unutma vyetilerinin sekillenmesi seklinde
tanimlanabilir (45,66).

II. 2.1 Noroplastisite ve Tinnitus

Noroplastisite ile beyin dinamik ve sekillendirilebilir bir durumdadir.
Santral reorganizasyon molekuler ve hiicresel seviyede baslar ve santral
sinir sisteminin tumunde degisikliklere neden olabilir. Plastisite, yapici,
kompansatuar, adaptif veya tinnitus durumunda oldugu gibi maladaptif
olabilir (79).

Subjektif tinnitusun ¢ogu formunda gorulen fizyolojik anormalliklerin
anatomik lokalizasyonu genelde santral sinir sistemindedir ve noral
plastisitenin  bir sonucu olarak meydana gelen degisikliklerdir (80).
Tinnitusun santral orjinli oldugu fikri, igitsel sinir kesisinden sonra tinnitusun

devam etmesi durumuna dayandiriimaktadir (81).

Akustik cevre ayni zamanda isitsel olmayan limbik sistem gibi beyin
bdlgelerini de etkiler. Hipokampus ve amigdala limbik bdlge icinde yer alan

iki major yapidir ve direk ya da indirek santral isitsel sistemden ndronal
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sinyal alirlar (45,82). Amigdala, duysal fonksiyon, davranis veya otonom/
endokrin cevaplara ilaveten eksternal duyusal uyarilarin degerlendiriimesi
fonksiyonlarina da sahiptir. Amigdala isitsel talamus (medial geniculate
body) ve isitsel korteksten néronal uyari alir. Bu durum, korler Uzerinde
yapilan bir calismada, ses uyarisina goruntileme yontemleri ile guglu
amigdala cevabinin alinmasi ile gosterimistir (83). Ses veya ses
yoklugunda hipokampuUste cesitli yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
meydana gelir. Yapilan bazi hayvan deneylerinde ylksek sesin hipokampal
nérogenezisi bozdugu gdsterilmistir (84). isitsel ve limbik sistem arasindaki
fonksiyonel ve anatomik anormallikler fonksiyonel magnetik rezonans
goruntileme yontemleri ile gosterilmistir. Tinnitusu olan kigilerde tinnitus
frekansina yakin frekanstaki seslerde limbik yapilarda ve prefrontal

kortekste yapisal farkliliklar gormusglerdir (85).

Limbik isitsel

vmPFC AC

<<I‘R§— TRN
/, MDN MGN

{uyaran
girisi

vP-=— NAc -— amyg -

Sekil-1: Isitsel ve limbik sistem sematik gdsterimi (85)

vmPFC: ventoromedial prefrontal korteks, AC: isitsel korteks, TRN: talamik retiktler
nikleus, MDN: medial dorsal nikleus, MGN: medial genikulat nukleus, amyg:
amigdala, NAc: nukleus akumbens

Tinnitus genelde igitme kaybi ile birlikte gorulir ve isitme kaybini takiben
ortaya cikan frekansin kortikal ifadesinde meydana gelen degisiklik
istenmeyen yan etki olarak tinnitusa yol acabilir (86,87). Noral plastisitenin
en guclu duzenleyicisinden biri sinyal yoklugudur ve isitme kaybi olanlarda
tinnitusun goérulmesi noéral plastisiteyi ortaya koyan onemli gostergelerden

biridir (88). Sinyal yoklugunda kortikal ve subkortikal noéral agin
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uyarilabilirliligi artarak spontan ateslemenin artmasina yol agar. Bu patalojik
aktivite, tinnitusun hayali algisini (phantom sensory) olusturabilmektedir
(89).

Noroplastisite uyariima ve inhibisyon arasindaki dengeyi degistirerek
santral sinir sisteminin spesifik pargalarinin yeniden dizenlenmesine ya da
santral sinir sistemine bilgilerin klasik olmayan yollar ile iletimesine neden
olabilmektedir (88).

Cesitli gcalismalarda tinnitusun bazi formlarinin klasik olmayan isitsel
yollarin tutulumu ile iligkili oldugu gosterilmigtir. Bu klasik olmayan igitsel
yollar primer igitsel serebral korteksi bypass ederek limbik yapilar ile

baglanti kurulmasina yol agmaktadir (86).

I.3.BEYIN KAYNAKLI NOROTROFiIK FAKTOR(BDNF)
[1.3.1.Beyin Kokenli Norotrofik Faktor (BDNF)

Norotrofik faktdrler, néronlarin  gelisimi ve korunmasinda ayrica
néronlarin  blUyumesinin  desteklenmesi, noéronal hayatta kalimin
surdurulmesi, morfoloji ve farklilagsmasinin saglanmasinda ve hicre 6lumu
uzerine inhibitor etki gosteren, noral plastisite agisindan olduk¢ca Onemli
olan molekullerdir (90). No6ron Buyume Faktorid (NGF), Beyin kaynakli
norotrofik faktér (BDNF), Norotrofin 3 ve 4 (NT3 ve NT4) sinir sisteminde
etkilerini en ¢ok gosteren ve islevleri en ¢ok bilinen noérotrofik faktorlerdir
(66). Norotrofik faktorler iki degisik reseptor Uzerinden etki gosterirler; tirozin
kinaz reseptorleri (Trk) ve daha dusuk baglanma gosterdikleri pan-norotrofik
reseptor p75'tir. P75, Trk reseptorleri ile kompleks bir yapi olusturarak sinyal
iletimini module eder. Pronérotrofinler, p75 nérotrofik reseptér'e (p75 NTR)
baglanirlar. Matur norotrofinler hem p75 NTR reseptorine hemde spesifik
tropomyosin-related kinase- tirozin kinaz A, B ve C (Trk A, Trk B ve TrkC )
reseptorlerine baglanirlar (91-93)(Sekil-2). Bu sinyal yollarinin her biri gen

transkripsiyonunu dizenlerler (94) (Sekil-3).

15



P TR PO - PrOGESLIMNET i U el

¥
¥
¥
#

e e m e == = ——— e el o m —y
rCHE BTRA BDNF g
H - o
.
.
H
H - S
. } - } . “w =
i @ < @ o ~ @ <
. i.RERi-3 i a-3 LLRERI-1
i —z oz 1
CR2 Il T 11
Ly L
P T 12 12
1 1 |
. Tirozin 'Tirezin Tirozin
kinaz kinaz kinaz

PTFSRTR TrkA “TrkC ‘TrkB

Sekil-3 Trk reseptor araciligi ile olan sinyal yolu (94)

BDNF, beyinde 6zellikle serebral korteks ve hipokampuste yaygin olarak
bulunur ve agirlikh olarak noronlarda sentezlenir. BDNF trombositlerde
depolanmigtir. SSS ve serum BDNF konsantrasyonu arasinda siki bir iligki
vardir (95,96). Beyin ve Serum BDNF seviyelerinin benzer degisiklikler
gosterdigi hayvan deneylerinde ortaya konmustur (95). BDNF, immatur
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noronlarin  buyumesi ve  farklilagmasi, néronlarin  yasamlarini
surdirmesinde, onlarin toksik zedelenmelerden korunmasinda, dentrit ve
sinapslarin gelismesinde, apopitozisin inhibe edilmesinde yani noéronal
plastisitenin modile edilmesinde major 6neme sahip norotrofik faktordir
(97).

BDNF, Trk- B reseptori Uzerinden etki eder ve reseptérlerine
bagdlandiktan sonra, reseptorleri ile beraber hicre igine alinirlar. Trk-B
reseptorinin uyarilmasi Mitogen-activated protein kinases/ Extracellular
signal-regulated kinases ( Ras/MAPK/ERK) dongusunu ve fosfatidil inozitol-
3 kinaz/Akt yol reaksiyonlarini kapsayan bir dizi buyume ve sagkalimi
etkileyen hucre i¢i sinyal yolaklarini aktive eder. Ras-MAPK sinyal yolu,
transkripsiyon faktor olarak gorev yapan nikleer bir protein olan cAMP
responding element binding protein (CREB) fosforilasyonunu aktive eder
(pCREB). pCREB bazi proteinlerin genetik transkripsiyonunu aktive eder ve
bdylece ndroplastisite icin gerekli olan proteinlerin Uretimi artar (98-100).
pCREB'’in islevlerinde azalma olmasinin BDNF eksikligine katkisi
olabilecegi bildirilmistir (101). Mitokondri zari Uzerinde proapopitotik ve
antiapopitotik proteinler vardir ve bunlar arasindaki denge noéronlarin
hayatta kalimi agisindan o6nemlidir. Bcl-2 ailesi Uyelerinden bcl-2
antiapopitotik etkiye sahip olup mitokondri digs memraninda bulunur. BDNF
ve diger noérotrofinler MAPK sinyal yolunun aktivasyonu ile, hem yeni sinaps
olusumlarina katki saglar hemde pCREB yoluyla proapopitotik protein olan
Bcl-2 associated deat promoter protein-Bcl-2 bagimli 6lum destekleyici
protein (BAD) yapimini engeller. Ayni zamanda majoér antiapopitotik Bcl-2
ekspresyonunu arttirarak apopitozu inhibe eder (90,102,103). Bir néronun
yasamini devam ettirmesi igin uyaran almasi ve sinaptik islevlerine devam
etmesi gerekir. Uyari alan noronlarda BDNF yapim ve saliniminda artis
izlenmistir (96). BDNF, Noradrenerjik ve seratonerjik ndronlarin gelisimini de
destekler ve onlari toksik zedelenmelerden korur. BDNF uygulandiginda
dentrit ve sinapslarda gelismenin arttigi yapilan gesitli hayvan deneylerinde
gOsterilmigtir (66,104-106).
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11.3.2.Tek Nukleotid Polimorfizm (SNP)

Populasyonda tekrarlayan ve yaygin sekilde gorilen DNA
varyasyonlarina polimorfizm denir. Bir varyasyonun polimorfizm olarak
adlandirilabilmesi i¢in, populasyonda tipik olarak %1 veya daha fazla
oranda gorulmesi gerekir. DNA dizisinde en sik gorulen polimorfizmler, tek
nikleotid polimorfizmleridir (SNP: Single Nucleotide Polymorphism). SNP,
genomda tek bir nukleotidde (A,T,C veya G) meydana gelen degisim ile
ortaya ¢ikan DNA varyasyonlaridir. Ortalama her 300 nukleotidde bir SNP
gO6zlenir bu da bir genomda yaklasik 10 milyon SNP bulunacagi anlamina
gelmektedir. Bu degisimler kodlama bodlgesinde (ekzon) veya kodlama
yapillmayan bdlgelerde (intron, promotor bdlge) gorulebilir. Tek nukleotid
polimorfizmleri evrimde iyi korunmuslardir. Nesilden nesile ¢ok fazla degisim
gOstermezler. Bu sebeple populasyon c¢alismalarinda marker olarak
kullanilabilmektedirler. SNP'lerin gogunun herhangi bir hastalik yapici etkisi
bulunmamasina ragmen genin fonksiyonunu etkiledigi durumlarda veya
bazi c¢evresel faktorlerin de etkisi ile hastaliklara yatkinligin ortaya
cikmasinda katkisi olabilir (106). Bunun yaninda SNP'ler ilag yanitlari ve
toksin gibi bazi ¢cevresel faktdrlere kargi olusan hassasiyette de etkilidirler.
Tum bu nedenlerden dolayl hastaliklarin tanilarinin belirlenmesinde SNP
arastirmalari onem kazanmaktadir (107).

[1.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Fragman
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

1985 yilinda bulunan PZR, belirli hedef DNA dizilerini invitro ortamda
enzimatik olarak gogaltiimasi icin uygulanan bir igslemdir. Ug agamali 25-35
donguden olugan PZR sirasiyla, ¢ift iplikli DNA ipliklerinin yuksek sicaklikta
birbirinden ayrilmasi (denaturasyon), ardindan hedef bolgenin gogaltiimasi
icin  DNA zincirlerinin her birine komplementer olarak tasarlanan iki
oligonukleotid primerlerin hedef DNAya baglanmasi (hibridizasyon,

annealing) ve enzimatik olarak (yuksek isiya dayanikh DNA polimeraz-
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Thermophilus aquaticus=Taq polimeraz) zincir uzamasi ve DNA'larin
sentezlenmesi iglemidir. Gunumuzde belirli yazilm programlari ile tim bu
islemleri  gerceklestiren thermocycler adi verilen PZR cihazlarn
kullaniimaktadir (Sekil-4)(106,108)
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Sekil-4. Polimeraz zincir reaksiyonu(PZR)

A

RFLP; Restriksiyon endonukleaz enzimlerinin kullanildigi bu yontemde,
Restriksiyon endonukleazlar ile gift zincirli DNA'nin restriksiyon bolgeleri
olarak bilinen sadece spesifik baz dizilerinin taninarak DNA'nin farkh
blayuklUkteki fragmanlara ayrilmasi RFLP (Restriksiyon Fragment Length
Polymorphism) olarak adlandirilir. Bu yontem polimorfizm c¢alismalarinda
siklikla kullaniimaktadir. Restriksiyon endonukleazlar, 200 den fazla farkh
bakteri turinden, her biri bakterinin orijinal isminin kisaltmasi ile anilan
enzimlerdir. DNA bdlgeleri ayni restriksiyon enzimi kullanilarak kesildiginde
bireylerin tasidigi mutasyonlara bagl olarak degisik miktar ve uzunlukta
parcalar elde edilebilmektedir. RFLP yontemi; PZR ile DNA izolasyonu,ve

elde edilen PZR udrinunun restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi
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sonrasinda kesilen fragmanlarin jel elektroforez ile ayrimi ve

goruntulenmesi basamaklarindan olugur (106,108).

11.3.4. BDNF Geni ve Tek Nukleotid Polimorfizmleri

BDNF geni, 11. kromozomun kisa kolu (p) tzerinde (11p14,1) yaklasik
70 kb uzunlugundadir (Sekil-5)(109-112).
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Sekil-5. Kromozom 11 tGzerinde BDNF gen lokalizasyonu (109).

BDNF gen proteolitik olarak matur proteine déntsen dncul bir peptit olan
pro BDNF'yi kodlar (113).

BDNF geni uzerinde c¢ok sayida tek nukleotid polimorfizmi
bulunmaktadir. BDNF gen tek nikleotid polimorfizmlerinin, BDNF serum
duzeyindeki degisikliklere etkileri, kronik tinnitusa etkileri ve [rs6265
(Val66Met), rs2030324 ve rs1491850] polimorfizmlerinin igitsel uyarimis
potansiyel test (BAER) sonuglarindaki degismeler ile iligkisi Uzerine yapiimis

cesitli calismalar vardir (10-12,24).

rs6265 polimorfizminde 196 numarali nukleotidde Guanin-Adenin(G/A)
degisimi meydana gelir ve bu degisiklk sonucunda kodonun 66.
pozisyonunda valin-metiyonin aminoasid (val6émet) dedisimi ortaya c¢ikar
(113,114).

Val6émet polimorfizminin, prefrontal ve hipokampal anatomi ve
fonksiyonda olumsuz etkileri oldugu saptanmigtir. BDNF geni Met allel

tasiyicisi saglikli kigilerin daha kuglk hipokampal hacime sahip olduklari ve
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Major Depressif Bozukluga (MDB) yatkinliklarinin olabilecegi ifade edilmistir
(115,116).

BDNF Val66Met polimorfizminin BDNF sekresyonunu etkiledigi ve ayni
zamanda parkinson (Ozellikle hastaligin siddeti ve hastalarda kognitif
bozulma ile iligkisi olabilecegi) alzehimer (hastaligin seyrinde gortlebilen
psikotik semptomlarla iligkisi olabilecegi) ve epilepsi gibi ¢esitli santral sinir
sistemi hastaliklar ile sizofreni, bipolar hastalik, obssesif kompulsif
bozukluk gibi birgok psikiyatrik hastalikla iliskisini gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir (72,117-122).

Ayrica val6émet polimorfizminin ylksek ses ile aktive edilen isitme
potansiyeli (loudness dependence of auditory evoked potentials-LDAEP)

degisiklikleri ile iligkisi gosterilmigtir (12).

BDNF geninin kodlamayan-intronik bdlgesinde bulunan rs2030324
polimorfizmi ve BDNF genin promoter bolgesinde bulunan rs1491850
polimorfizmlerinin ylksek ses ile aktive edilen isitme potansiyeli LDAEP
degisiklikleri ile iligkisini gdsteren c¢alisma disinda, rs1491850
polimorfizminin, duygudurum  bozukluklart ve MDB hastalarinda
antidepressan tedavilere yanit ile iligkisini gosteren c¢esitli caligmalar
yapilmistir (12,122,123). rs2030324 polimorfizminin sizofren hastalar, astim
hastalari ve nikotin bagimlisi kigilerde bu durumlara yatkinlklarla iligkisinin
olabilecegi bildirilmistir (124,125).

[1.3.5. BDNF ve Tinnitus

Noral plastite acisindan 6nemli faktorlerden birisi olan BDNF, néronlarin
blylumesi, farklilasmasi, yasamlarini surdirmesinin, i¢ kulak duyu epiteli
dahil igitsel yolun ve isitsel uyarilarin islendigi santral sinir sistemini
kapsayan yapilarin gelismesinde anahtar rol oynayan norotrofik faktordur
(6,9,10,13).
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BDNF embriyonik gelisim suresince spesifik membran reseptorleri ile
etkileserek noronal hicre dlumund onledigi ve gurultiye bagl sag¢li hucre
kaybini ve ekzotoksin ve cisplatinin toksik etkilerine karsi i¢ kulagi korudugu
saptanmigtir. Kronik sUpuratif otitis medianin en yaygin nedeni olan ve
ratlarda sensorinOral igitme kaybina neden oldugu gosterilmis olan
Pseudomonas aeruginosanin ekzotonine maruziyetten sonra tek doz BDNF
verilmesi ile ekzotoksinin sebep oldugu Auditory Brainstem Response
(ABR) da meydana gelen bozulmanin onlendigi goriimustir (126). Yine
yapilan bir bagka calismada Pseudomonas aeruginosa ekzotoksinine
maruz birakilan siganlara, maruziyetten 12 saat sonra verilen BDNF ile

isitme kaybinin énemli dlglide azaldi§i gosterilmistir (127).

Akustik travma ile sistemik veya kokleaya lokal olarak uygulanan
salisilatin tetikledigi tinnitusta koklea spiral ganglion néronlarinda BDNF
MmRNA ekpresyonunun arttigi c¢esitli hayvan c¢alismalarinda ortaya
konmustur. Bu nedenle tinnitusta BDNF dlzeyinde artis tespit edilmesi,
santral isitsel sistemde BDNF artisini goOsteriyor olabilir (12,65,128-130).
Genetik duyarliik ve c¢evresel faktorlerin etkilerinin biraraya gelmesi ile
hipokampal noronlar strese daha duyarli hale gelmektedir (131). Tinnitus ile
depresyon gibi duygu durum bozukluklari arasinda yakin iligki vardir ve
birlikte gorilme orani yaklasik % 30 lara kadar ¢ikmaktadir (132). BDNF
dizeylerinin tinnitus ve depresyon, stres ile iliskili olabilecek distimik
bozukluk, konversiyon bozuklugu ve yasam krizlerine bagl intihar girigsimleri
gibi psikiyatrik bozukluk ve durumlarda azaldigini gosteren bir¢gok ¢alisma
mevcuttur (13,14-17).

Primer igitsel noronlarin kortikal noronlar ile ayni N-Metil D-Aspartat
(NMDA) bagl plastisiteyi paylastigi goérulur. Kortikal néronlarda bu 6zellik
hafiza formasyonuna yol acarken periferde tinnitusun baslamasina yol
acabilir (133). Glutamat sinyal yolaginda meydana gelen degisiklikler igitsel
kortekste spontan noéronal ateslenme uUzerine etkili olabilir (6). BDNF ve
glutamat sinaptik iletisim ve noronal gelisim icin ortak bir dizenleme
icindedirler (134).
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Batun bu calismalar sonucunda elde edilen veriler tinnitus ile BDNF gen
polimorfizmleri ve BDNF serum duzeyleri arasinda bir Kkorelasyon
olabileceg@ini duistundurmektedir. Buradan haraketle yaptigimiz ¢alismada,
BDNF polimorfizmleri ve BDNF serum duzeyi dedisiklikleri ile tinnitus
arasindaki iligki incelenerek, BDNF degisikliklerinin tinnitus
patofizyolojisinde  herhangi bir rol0 olup olmadigini arastirmak

amaclanmistir.
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ll. GEREC VE YONTEM

lll.1.Calisma Grubu

Calismaya, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi KBB Anabilim Dali
poliklinigine basvuran ve en az 3 aydir devam eden tinnitusu olan, 18 - 55
yas araliginda, toplam 65 hasta (20 kadin, 35 erkek) dahil edildi. (iki aydan
kisa suren tinnitus akut, iki aydan fazla suredir devam eden tinnitus kronik
olarak tanimlanir) (27). Calismaya katiimay! kabul eden hastalara onam
formlari imzalatildi. Bu hastalardan 13 tanesi calisma kriterlerine uygun
olmadigi (DSMIV kriterlerine goére Major Depressif Bozukluk-MDB tanisi
alan hastalar) ve odyolojik testleri tamamlanamadigi i¢in ¢alisma disi
birakildi. Calismaya Celal Bayar Universitesi Yerel Etik kuruldan onay

alindi.

Kontrol grubu olarak herhangi bir KBB ve sistemik rahatsizhgi
saptanmayan 18-55 yas araliginda 13 kadin ve 29 erkek olmak Uzere
toplam 42 denek galismaya dahil edildi.

l1l.2.Galigsma Plani

Belirtilen o6zelliklere uygun olan olgular igin ilk olarak Kisisel Bilgi
Formu, Celal Bayar Universitesi KBB poliklinigi Hasta Bilgi Formu
dolduruldu. Olgulara odyolojik degerlendirmeler hakkinda bilgi verildi.
Sonrasinda odyolojik degerlendirmeler uygulandi ve gerekli veriler elde
edildi.
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Psikiyatri polikliniginde DSM-IV eksen | bozukluklari i¢cin Yapilandiriimis
Klinik Gorusme olgegi (SCID-1) kullanilarak psikiyatrik tanilarin ayirici tanisi

yapildi.

Olgulardan genetik analiz icin 5-10 cc arasi vendz kan alinarak EDTA'lI
tupler icerisinde -20 derecede derin dondurucuda, test edilene kadar

muhafaza edildi.

Ayrica olgulardan ELISA yontemi ile BDNF serum protein diizeyinin
analizi igin jelli tup igine alinan 8-10 cc ventz kan +4 derecede 3600 devirde
10 dk santurfuj edildi ve iki ayri ependorf tipe alinarak -80 derecede test

edilinceye kadar muhafaza edildi.

lll.3.Kullanilan Klinik Degerlendirme Araclari
[11.3.1. Sosyo-demografik bilgi ve gorigsme formlari

- Klinik Bilgi Formu: Hastalara Celal Bayar Universitesi Tip Fakdiltesi
KBB Anabilim Dali polikliniginde rutinde kullanilan ve olgularin ilk
basvurusunda doldurulan, klinik taniya yonelik bilgiler, sistemik hastaliklarin
varligi ve KBB hekimi tarafindan yapilan otoskopik muayene bulgularinin
yer aldigi form dolduruldu. (ek 1)

- Kisisel Bilgi Formu: Hastalara adi- soyadi, yas, cinsiyet, egitim,
meslek, medeni durumu, ¢ocuk sayisi, adres-telefon ve tinnitus ile ilgili
bilgileri ile 0'dan 10’a kadar artan bir cetvel Uzerinde, olgunun her soruya
verdigi subjektif algi duzeyini Olgen ‘Visual Analogue scale’ (VAS)

sorularindan olugan bilgileri iceren form dolduruldu (ek 2).

- Tinnitus Engellilik Anketi (TEA): TEA formunda her bir soruda “evet”,
“‘hayir” ve “bazen” olmak Uzere U¢ cevap segenegi olup, olgularin verdikleri
cevaplarin puanlandiriimasi sirasiyla “4”,”2”,”0” puanlari kullanilarak yapildi.
Anketten alinabilecek en dusik puan 0, en yluksek puan da 100 olacak

sekilde ek-3 deki siniflamaya gore degerlendirildi (Tablo-1)(135).
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Tablo- 1 Tinnitus Engellilik anket degerlendirmesi

Grade 1 0-16 Zayif Sadece sessiz ortamlarda duyulur.

Grade 2 | 18-36 Ihml Cevre gurdltisa ile kolayca maskelenebilir
ve aktivite ile unutulabilir

Grade 3 | 38-56 Orta Arkadan gelen gurtltide fark edilmesine
ragmen gunlik aktiviteleri engellemez

Grade 4 | 58-76 Siddetli Hemen hemen her zaman duyulur, uykuyu
boler ve gunlik aktivitelere engel olabilir.

Grade 5 | 78-100 Felaket Her zaman duyulur, uykuyu béler ve gtnlik
aktivitelere engel olur

l11.3.2. Odyolojik degerlendirme

Odyolojik testler Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi KBB Odyoloji
birimi tarafindan, interacoustics AC40 audiometer kullanilarak yapildi. Saf
Ses Ortalamasi; 125-8000 Hz araliginda hava vyolu isitme esikleri
Telephonics TDH39P hoparlor kullanilarak ve 500-4000 Hz araliginda,
kemik yolu igitme esikleri Radioear B71 vibrator kullanilarak olgilmus ve
500-1000-2000-4000 Hz esiklerinin ortalamalari alinmistir.  Minimal
Maskeleme, 5dB'lik artirrmlarla siddetin kademeli artiriimasi ile maske

sesinin tinnitus sesini bastirdigi seviye belirlendi

isitme kaybi degerlendiriimesi; (136).

10dB-15 dB Normal isitme

16 dB -25 dB Cok hafif derecede igitme kaybi
26 dB -40 dB Hafif derecede isitme kaybi

41 dB -55 dB Orta derecede igitme kaybi

56 dB -70 dB Orta- ileri derecede isitme kaybi
71dB -90 dB ileri derecede isitme kaybi

90 dB uzeri Derin igitme kaybi
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111.3.3. SCID-I

Deneklerin depresyon duzeyleri ile ilgili bilgileri bir psikiyatri uzmani
tarafindan uygulanan DSM-1V eksen | bozukluklari i¢in Yapilandiriimig Klinik
Gorusme 6lgegdi (SCID-I) kullanilarak elde edildi.

lI.4.GENETIK ANALIiZz

Genetik analiz igin hastalardan ETDA'h tupler igine alinan 5-10 cc arasi
venoz kan -20 °C derin dondurucuda, test edilene kadar muhafaza edildi.
Alnan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu ve BDNF gen rs6265, rs1491850

ve rs2030324 polimorfizmlerinin ¢alismasi yapildi.

lll.4.1. Cahismada kullanilan Cihazlar
-20 derin dondurucu (Arcelik)
Buzdolabi (Argelik)
Sogutmal santrifij (Hettich)
Santrifuj Hettich mikro 120)
Etiv (Nidve EN 500)
DNA Thermal Cycler (NyxTechnik ve SensoQuest)
Isitici blok (Giosan-Dry block)
Vortex (Biosan Combispin)
Nanodrop (Maestro Gen)
Hassas terazi
Mikrodalga firin(Premier)

Elektroforez tanki ve gu¢ kaynagi (NyxTectik)
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Elektroforez Goruintuleme cihazi (NyxTechnik)

Mikro pipetler

ll.4.2. Calismada kullanilan Kimyasallar
DNA izolasyon kiti ( QIAGEN)
Primerler (Metabion)
dNTP mix (SolisBioDyne)
HotTaq DNA Polimeraz (5 unite/ pl)
Taq DNA polimeraz (SolisBioDyn
MgCI2 (SolisBioDyne)
PZR Buffer (SolisBioDyne)

Restriksiyon Enzimleri (NEB)

.Pmil

CACGTG...3
..GTG‘CAC .5

@ o

. AfII

. ACRYGT...
3'...TG"=’HC‘A...5'

Cad

o

.Acil

5...CCGC...5
3...GGCG...5
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Agaroz (Bioshop)

10 X TBE (Gibco)

100 b¢ DNA Ladder (Solis BioDyne)
Safe-T-Stain (SimplyBlue)

BDNF Elisa Kiti ( Millipore CYT306)

ll.4.3. Calisgmada kullanilan Tamponlar
-Agaroz Jel Elektroforezi Tamponlari:
Agaroz %2 ve %4 'luk;
2 ve 4 g agaroz
100 ml 1X TBE
-TBE tamponu (10X) ;
108 g Tris baz
55 g Borik asit
9.3 g EDTA
-TBE tamponu (1X) ;
100 ml 10X TBE tampon
900 ml distile su
Toplam hacim distile su ile 1000 ml’'ye tamamlanir
-Yukleme tamponu;

DNA loading dye (Solis BioDye)
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11.4.4. Primer ve Enzimler

BDNF gen ekzon 2 deki rs6265 SNP (kromozomal pozisyon; 27636492 ),
BDNF genin promoter bélgesinde bulunan rs1491850 SNP (kromozomal
pozisyonu;27706301) ve kodlamayan intronik bolgesinde bulunan
rs2030324 SNP (kromozomal pozisyonu;27683491) belirlemek icin ileri ve
geri olmak uzere her polimorfizm igin iki primer kullanildi (Tablo-2).

Tablo-2. Polimorfizmlere goére kullanilan primer dizileri ve enzimler

Gen Snp Primerler (5°—3’ Sequence) Enzim

s6265 F primer; 5 ACT GTC GAG AGC GTG AAT GG 3' PmII
R primer; 5' AGAAGA GGA GGC TCC AAA GG 3'

BDNF | rs1491850 | F primer; 5CAC TCC AAA CAT CAC ACA GCC 3' AfllI

R primer; 5 ACC AAAGGG TTT CAG GACATT 3

rs2030324 | F primer; 5GGA CCA GAG TAG TGAGCTAAC 3' | Acll
R primer; 5CAG CAG GGG AAT ATAAAG GTC 3'

11.4.5. DNA izolasyonu

Calisma kapsamina giren tinnituslu bireylerin kanlari EDTA'lI taplere
alindi. Kan Orneklerinden hemen izolasyon yapilmayacak ise -20°C’de
bekletildi. DNA drnekleri bekletiimis ya da taze kandan test kitinin (QIAGEN)
0ngordugu sekilde asagidaki islemlerle izole edildi.

—

. 1,5ml’ lik ependorf tipline 200 ul kan érnegi alindi.

N

. 200 pl AL Buffer

w

. 20 pl Proteinaz K

I

. Vortexlenen 6rnek 56 °C de 15 dk isitici blokta bekletildi

[$)]

. 210 pl % 96 lik etanol ( etil alkol) ilave edildi ve vortexlendi
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6. Ornekler spin kolona aktarildi
7. 8000 rpm(rotatory per minute) de 1 dk santtrftj edildi

8. Filtreli kisim temiz tipe alinarak Uzerine 500 ul AW1 wash buffer ilave
edildi

9. 8000 rpm de 1 dk santurfij edildi

10. Filtreli kisim temiz tupe alinarak Gzerine 500 pl AW2 wash buffer ilave
edildi

11. 8000 rpm de 1 dk santurftj edildi

12. Filtreli kisim temiz tipe alindi Uzerine bir sey koymadan 14000 rpm de 2
dk santirfdj edildi

13. Bu arada elation buffer(AE Buffer) dan her hastaya 200 pl olacak
sekilde ayri bir ependorf tupe alinarak 56 °C isitici blokta bekletildi.

14. Filtreli kisim ependorf tupune alindi Uzerlerine AE Buffer dan hasta
basina 200 pl olacak sekilde ilave edilerek 14000 rpm de 1 dk santurfyj
edildi.

15. Filtreli kisim atildi kalan ependorf tlpler PZR islemine alindi.

l.4.6. DNA nin Cogaltilmasi (Polimeraz zincir reaksiyonu-PZR

islemi)

BDNF nin hedef bolgelerini ¢godaltilmasi icin segilen primerlere gére PZR

reaksiyonlarinin kogullari agagida belirtildigi gibi uygulandi;
1.PZR buffer (1X); 3 pl
2.MgClI2 (1,5mM) ;1,8 ul

3.dNTP mix (0,2mM); 0.3 pl
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4.Forward Primer(0,3uM); 0.45 pl
5.Revers Primer(0,3uM); 0.45 pl

6.Hot Taq DNA Polymerase(2,2 U); 0.44 pl
7.DNA; 4 pl

8.Su; 19,56 ul

PZR grade su ile 30 pyl ye tamamlandi ve PZR iglemini gergeklestirmek igin,
PZR cihazi (SensoQuest) asagida belirtilen sicaklik ve surelere gore

ayarland,

Tablo-3. PZR sicaklik profili ve dongl sayisi

Sicaklik Sire Dongu
(Tm C°
Baslangi¢ denatlrasyonu 95 °C 13 dk 1
Denaturasyon asamasi 95 °C 30 sn 38
Hibridizasyon asamasi 57°C 30 sn 38
Sentez (Uzama) asamasi 72°C 33 sn 38
Son sentez asamasi 72°C 7 dk 1

Tam iglemler, tepkimenin dogru gergeklesmesi icin buz Ustunde yapildi.
Bu sekilde elde edilen karisim tablo-3 de gosterildigi gibi PZR cihazina
yerlestirilerek tepkime gercgeklestirildi. Tepkime sonunda; rs6265 icin 198bg,
rs1491850 igin 153b¢ ve rs2030324 icin 92bg¢ uzunlugunda PZR Granl elde
edildi.

[11.4.7. PZR Urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontroli

PZR reaksiyonlari ile elde edilen amplifikasyon sonuglarinin kontrolu igin,
%2 lik agaroz jel 1,5 cm kalinlikta olacak sekilde hazirlandi ve elektroforez

tankina bosaltildi, uygun tarak yerlestirildi. Polimerizasyonun tamamlanmasi
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icin en az 1/2 saat beklendi. Polimerizasyon sonrasi tarak ¢ikarildi ve 1X
TBE igeren ylritme tamponu ilave edildi. Ornekler ilk kuyucuga 10
marker(100 bg¢ lik DNA Ladder) ve 10 ul érnek + 6 pyl DNA Loading dye

olacak sekilde jel kuyucuklarina yuklendi.

Yukleme tamponu icinde bulunan ve elektrik alanda hareket eden brom
fenol mavisi ve ksilen siyanol boyalarinin yurudukleri mesafe takip edilerek
90 volt akimda 100 dk elektroforez cihazinda yurutuldu. Suare sonunda jel
cikartilarak elektroforez goruntileme cihazinda UV i1s1d1 altinda goruntu

alindi.

[11.4.7. Restriksiyon Fragman Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)

Uriinler her enzime uygun olmak tizere, 10X NE Buffer tampon ¢ozeltisi,
enzim, PZR UrGnG ve steril distile su ile total reaksiyon volimu 50 pl olacak
sekilde hazirlandi. Her polimorfizm igin kullanim kilavuzunda belirtildigi ve
asagida tabloda (Tablo-4) verildigi gibi uygun isI ve surelerde inkibe ve

inaktive edildi. Daha sonra kesim Urlnleri agaroz jelde ydratalap,

goruntilendi ve kaydedildi (Sekil-2,3 ve 4).

Tablo-4. Polimorfizmlere gére RFLP igin kullanilan enzimler, distile su ve PZR
artint miktarlari

Enzim PZR Griini NE buffer Su inkiibasyon | inaktivasyon
Rs6265 0.8ulPmLI | TOMIDNA | 4pl | 252 pl | 37°C 16 dk | 65°C 20 dk
Rs1491850 | 0.8ul Afllll | 10 yl DNA 4 ul 25,2 yl | 37°C 60 dk | 80°C 20 dk
Rs2030324 | 0.8 pl AcLI | 10 yl DNA 4 ul 25,2 yl | 37°C 15 dk -

PCR Urununde kesim igin mutasyonu taniyan Acl1 enzimi kullanildi.

%4'luk agaroz jelde yurutulen drnekler UV 1sik altinda degerlendirildiginde;
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her iki allelde bu mutasyonu tasimayan (TT igin homozigot) bireylerde
kesilmemis PCR urunu seviyesinde tek bir band (92bg-92bg), baz degisimini
tek allelde tasiyan (TC igin heterozigot) bireylerde biri kesiimemis PCR
ariinu seviyesinde ve digerleri onun altinda iki band (92bg-52bc¢-40bg), iki
allelde de bu mutasyonu tasiyan (CC igin homozigot) bireylerde iki band
(52bg-40bg) olarak goruntulendi (Sekil-6).

1 2 3 4 5 6

Sekil 6. BDNF geni rs2030324 polimorfizmini iceren gen bdlgesinin agaroz
jel goéruntusit (1:TC- 92 bg, 52bg, 40bg, 2: 100b¢ DNA marker, 3 ve 4:
kesilmemis PZR urunu - 92bg, 5: CC- 52bg, 40BC, 6: 100b¢ DNA marker)

PCR Urununde kesim i¢cin mutasyonu taniyan Aflll enzimi kullanildi. %2'lik
agaroz jelde yurutulen ornekler UV 1sik altinda deg@erlendirildiginde; her iki
allelde mutasyon tasimayan (TT i¢in homozigot) bireylerde kesilmemis PCR
ariinu seviyesinde tek bir band (153bg,153bg), baz degisimini tek allelde
tasiyan (TC- heterozigot) bireylerde biri kesilmemis PCR Urlnu seviyesinde
ve digerleri onun altinda iki band (153bg¢-103bg-50b¢), iki allelde de bu
mutasyonu tasiyan (CC icin homozigot) bireylerde iki band (103bg-50bc)

olarak goruntulendi (Sekil-7).
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Sekil-7. BDNF geni rs1491850 polimorfizmini iceren gen bélgesinin
agaroz jel goruntisi (1: 100b¢ DNA marker 2,3,4,5: kesilmemis PZR Gruna-
153 b¢ , 6: CC -103 bg, 50 bg, 7: CC-103 bg, 50 bg, 8: CT-153 bg, 103 bc,
50 bg, 9: CC-103 bg, 50 bc)

PCR urdninde kesim icin PmI1 enzimi kullanildi (137). %Z2'lik agaroz
jelde yurutulen o6rnekler UV 1sik altinda degerlendirildiginde; her iki allelde
bu mutasyonu tasiyan (AA(met/met) igin homozigot) bireylerde kesilmemis
PCR druna seviyesinde tek bir band (198bc-198bg), baz degisimini tek
allelde tasiyan (GA (val/met) icin heterozigot) bireylerde biri kesilmemis
PCR Urunl seviyesinde ve digerleri onun altinda iki band (198bg-128bc-
70bcg) olarak gorildi ancak ¢alismamizda iki allelde de (GG (val/val) igin
homozigot) kesim UrlnU tespit edilmedi (Sekil-8).
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Sekil 8. BDNF geni rs6265 polimorfizmini iceren gen bdlgesinin agaroz jel
goruntisu (1: 100b¢ DNA marker, 2: AA (met/met)-198 bg-kesilmemis PZR
arina; 3: GA(val/met)- 198 bg, 128bc, 70bg, 4 ve 5: AA (met/met)- 198 bc)

[11.4.8. Kesim urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolu

PZR reaksiyonlari ile elde edilen RFLP sonuglarini yarutmek igin %2’ lik
agaroz jel 1,5 cm kalinlikta olacak sekilde hazirlandi ve elektroforez tankina
bosaltildi, uygun tarak yerlestirildi. Polimerizasyonun tamamlanmasi igin en
az 1/2 saat beklendi. Polimerizasyon sonrasi tarak gikarildi ve 1X TBE
iceren ylritme tamponu ilave edildi. Ornekler ilk kuyucuga 10 pl
marker(100 bg¢ lik DNA Ladder) ve 10 ul érnek + 6 pyl DNA Loading dye
olacak sekilde jel kuyucuklarina yuklendi. Yikleme tamponu iginde bulunan
ve elektrik alanda hareket eden brom fenol mavisi ve ksilen siyanol
boyalarinin yuradukleri mesafe takip edilerek 100 volt akimda 100 dk
elektroforez cihazinda yurutlldu. Sdre sonunda jel c¢ikartilarak elektroforez

goruntileme cihazinda UV isi1ginda goéruntisiu alindi.

lI.5. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) YONTEMi iLE
BDNF SERUM DUZEYi OLGCUMU

BDNF serum protein diizeyinin analizi icin jelli tip icine alinan 8-10 cc

venodz kan +4 derecede 3600 devirde 10 dk santurfuj edildi ve iki ayri
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ependorf tipe alinarak -80 derecede test edilinceye kadar muhafaza edildi.
ELISA ydéntemi ile BDNF serum diizeyleri eldesi calismasi yapildi.

Hasta ve kontrol gruplarina ait serum BDNF diizeyleri ticari bir ELISA kiti
(CYT306, ChemiKine BDNF, Millipore, Billerica, U.S.A.) kullanilarak Kkitin
icerisinde yer alan kilavuza uygun sekilde, Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda sandvig ELISA ydntemi ile
dlciildii. insan BDNF proteinine spesifik, fareden elde edilen monoklonal
antikorlarla kaplanmig 96 adet kuyucuk iceren mikroplakanin her bir
kuyucuguna farkli yogunluklarda seyreltiimis rekombinant BDNF iceren
standartlar ve arastirilacak hasta ve kontrol drnekleri eklenerek, BDNF
antijenlerinin antikorlar tarafindan kuyucuklara sabitlenmesi saglandi. Plak,
2-8 °C bir gece inkube edildi. Sonrasinda Wash Buffer yikama tamponu ile
dort kez yikama islemi yapilarak antikora baglanmayan ornek igerigi
ortamdan uzaklastirildi. Ardindan, biyotinlenmis monoklonal mouse anti-
Human antikoru kuyucuklara yuklendi, sonrasinda dort kez yikama ve
ardindan HRP (Horseradish peroksidaz) ile isaretlenmis streptavidin
kuyucuklara eklendi, dort kez yikama yapilarak baglanmayan antikor ve
enzim ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklara TMB/E (tetrametil
benzidin )substrati eklenerek, 15 dakika enzimatik aktivitenin gergeklesmesi
saglandi. Reaksiyon sonucu renklenme(mavi renk) meydana geldi. Son
olarak reaksiyon stop solusyonu (HCI) ile durduruldu. Bu esnada Uriin mavi
renkten sari renge dondu ve olusan sari renkli Grinin absorbansi 450
nm’de ol¢uldu. Kite ait analiz-igi degisim (intra-assay varyasyon) katsayisi
(CV) %3.7 (125pg/ml), analiz arasi degisim (inter —assay varyasyon)
katsayisi (CV) %8.5 (125pg/ml) ‘dur. Kitin duyarliidi(sensitivity) 7.8 pg/mL
dir. Kitin algilama araligi (range of detection) 7.8pg/ml-500 pg/ml dir.

II.6. VERI GIRIS VE ISTATIKSEL ANALIZ:

Elde edilen veriler ‘SPSS-WINDOWS 15 paket programina aktarildi ve
One-way ANOVA ve Ki-kare (X?) testleri uygulandi.
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IV. BULGULAR

Tinnitus ile BDNF gen ve serum duzeyi arasindaki iligkiyi inceleyen bu
calismada PZR-RFLP yontemi ile BDNF geni icin 3 adet polimorfizm ve
serum diizeyi icin ELISA yéntemi ile BDNF serum diizeyi incelenmistir. 52

tinnitus ve 42 kontrol grubunun genotiplemesi yapilmistir.

Hasta grubu 22-55 yas, kontrol grubu ise 24-55 yas araliginda olup
ortalama yas hasta grubu icin 44+11, kontrol grubu igin 41 + 10 dur. (Tablo-
5)

Tablo-5. Hasta ve kontrol gruplarinin yas ve cinsiyete gére dagilimlari (One-way
Analysis of Variance= ANOVA) (p >0.05)

Grup Cinsiyet | N Minimum | Maksimum | Ortalama | S.Sapma | P
Kadin 19 | 22 55 42,7 10,2

Tinnitus ek 33 |23 55 44,1 11,0
Toplam 52 | 22 55 43,6 10,7 0.1264
Kadin 13 | 24 55 38,5 7,5

Kontrol | Erkek 29 |23 55 39,7 10,7
Toplam 42 | 24 55 39,3 9,8

Hasta grubun %36,5 (19) kadin, %63,5 (33) ise erkek bireyden; Kontrol
grubu ise 13 (%30,7) kadin, 29 (%69,1) erkekten olusmaktadir. (Tablo-6)
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Tablo 6. Tinnitus hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyetlere gore dagilimi

Grup Hasta ortalama | SD | Kontrol | Ortalama | SD
Kadin 19 42,8 10 13 38,5 7,5
Erkek 33 44,1 11 29 39,7 11

Hastalarin, 26’s1 bilateral, 21’i sol kulak ve 5’'i sag kulakta tinnitusu

lokalize etmektedir. (Tablo-7)

Tablo 7. Tinnitus lokalizasyon dagilimi

n
Bilateral 26
Unilateral | Sol 21

Sag 5

257

=09

Frequency
;

"
-]
1

B e o ——

T T T T
00,00 1000,00 Z000,.00 4000,00 £000,00 O0OO0O0,00

1Zs,00 50,00

t.frekans

Sekil-9. Tinnitus frekans dagihmi
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Sekil-10. Tinnitus siddet dagilimi

LHHH

Hasta grubunda serum BDNF dizeyi ortalama 1374pg/ml+326, kontrol

grubunda 1640pg/ml+ 193 olup istatiksel olarak anlamli fark vardir. (One-
way Analysis of Variance = ANOVA)(p<0.0001 ) ( (Tablo-8).

Tablo 8. Hasta ve Kontrol gruplarinda serum BDNF oranlari

Grup Cinsiyet | N Minimum | Maksimum | Ortalama | S.D p
Kadin 19 | 644,9 1832,8 1398,6 358
Hasta Erkek 33 | 699,8 2110 1360,2 312
BDNF Toplam | 52 | 644,9 2110 1374,2 326
Kadin |13 | 13945 | 18441 16736 | 117 | <0000
Kontrol | Erkek 29 | 1178,7 22241 1625,4 219
Toplam | 42 | 1178,7 22241 1640,0 193
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Yapilan genotip analizi sonucunda; BDNF gen polimorfizmlerinin genotip
dagilimi ;

rs6265 icin: hasta grubunda; %84,6 GA, %154 AA, % 0 GG; kontrol
grubunda ise; %81 GA, %19 AA, olarak saptandi.

rs1491850 i¢in: hasta grubunda; %32,7 CC, %49,9 CT, %17,4 TT, kontrol
grubunda; %30,9 CC, %40,5 CT, %28,6 TT

rs 2030324 icin: hasta grubunda; %23,4 CC, %42 CT, %34,6 TT, kontrol
grubunda; %23,8 CC, %42,8 CT, %33,4 TT Olarak saptandi.

Allel frekanslari ise: hasta grubunda;
rs6265 icin; G allel frekansi; %57,7, A allel frekansi; %42,3 dur.
rs1491850 icin; T allel frekansi; %42,3, C allel frekansi; %57,7

rs 2030324 icin; T allel frekansi; %55,6C allel frekansi, %44,4 olarak

bulundu.

Kontrol grubunda;
rs6265 icin; G allel frekansi; %59,5, A allel frekansi; %40,5ddr.
rs1491850 icin; T allel frekansi; %48,8, C allel frekansi; %51,2

rs 2030324 icin; T allel frekansi; %54,8, C allel frekansi, %45,2 olarak

bulundu.

Hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip ve allel dagihmlari agisindan fark
yoktur. (ki-kare testi)( p>0.05)(Tablo-9).
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Tablo-9. Hasta ve kontrol grubunda genotip ve allel dagihmi

SNP Gruplar Dagilim AA GA GG Toplam Allel (%)
G A
n 8 44 - 52 57,7 42,3
Hasta % 15,4 84,6 100,0
Rs6265 n 8 34 - 42 59,5 40,5
Kontrol % 18,7 81,3 - 100,0
Gruplar Dgihm TT TC CcC Toplam T C
n 9 26 17 52 42,3 57,7
Hasta % 17,4 49,9 32,7 100,0
Rs1491850
n 12 17 13 42 48,8 51,2
Kontrol % 28,6 40,5 30,9 100,0
Gruplar Dagilim TT TC CcC Toplam T C
n 18 22 12 52 55,6 44,4
Hasta % 34,6 42 23,4 100,0
Rs2030324 n 14 18 10 42 54,8 452
Kontrol % 33,4 42,8 23,8 100,0

Hasta ve kontrol gruplari arasinda cinsiyet agisindan genotip ve allel
dagilimlarinin istatiksel anlami yoktur (ANOVA)( p>0.05)(Tablo-10).
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Tablo 10. Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyete dayali genotip ve allel dagilimi

Rs6265
GG GA AA Toplam
N % N % N % N %
Kadin Hasta 5 9,8 14 26,1 - - 19 35,9
Kontrol 2 5,2 11 26,2 - - 13 31,4
Erkek Hasta 3 5,6 30 58,5 - - 33 64,1
Kontrol 6 14 23 55 - - 29 69
Rs1491850
TT TC CcC Toplam
N % N % N % N %
Kadin Hasta 4 7,8 9 17,3 6 11,6 19 36,7
Kontrol 2 4,7 8 19,2 3 7,1 13 31
Erkek Hasta 5 9,6 17 32,6 11 21,1 33 63,3
Kontrol 10 23,9 9 21,3 10 23,8 29 69
Rs2030324
TT TC CC Toplam
N % N % N % N %
Kadin Hasta 7 13,2 7 13,2 5 10,1 19 36,5
Kontrol 3 7,2 8 19 2 4,8 13 31
Erkek Hasta 11 21,4 15 28,8 7 13,3 33 63,5
Kontrol 11 26,2 10 23,8 8 19 29 69
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Hasta grubunda rs6265, rs1491850 ve rs2030324 ile serum BDNF
duzeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli iligki yoktur (One-way Analysis of
Variance = ANOVA)(p>0,2247)) (Tablo-11)

Tablo-11. Hasta grubunda polimorfizmlerinin  serum BDNF duzeyleri ile
karsilastiriimasi

Snp Genotip | Cinsiyet N BDNF-ortalama | S.Sapma
AA Kadin 5 1123,1 297
Rs6265 Erkek 3 13330,6 212
GA Kadin 14 1496,9 332
Erkek 30 1363,1 323
GG Kadin - - -
Erkek - - -

Toplam 52

TT Kadin 4 1166,1 201

RS1491850 Erkek 5 1216 388
CT Kadin 9 1581,1 170

Erkek 17 1377 345

cC Kadin 6 1279,6 519

Erkek 11 1399,8 218

Toplam 52

TT Kadin 7 1127,9 367
RS2030324 Erkek 11 1231,7 403
CT Kadin 7 15423 182
Erkek 15 1408,5 266
CcC Kadin 5 1576 346
Erkek 7 1458,6 187
Toplam 52
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Kontrol grubunda rs6265, rs1491850 ve rs2030324 ile serum BDNF
diuzeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli iligki yoktur (One-way Analysis of
Variance = ANOVA)(p>0,3264) (Tablo-12).

Tablo-12. Kontrol grubunda polimorfizmlerin  serum BDNF dizeylerinin
karsilastiriimasi

Snp Genotip | Cinsiyet N BDNF ortalama S.Sapma
GG Kadin 2 1776 7
Erkek 6 1647,5 290
Rs6265 GA Kadin 11 1653,7 118
Erkek 23 1619,5 205
AA -
Toplam 42
TT Kadin 2 1485,2 128
Erkek 10 1600,6 143
Rs1491850 | CT Kadin 8 1731 78
Erkek 9 1659,9 165
CcC Kadin 3 1641,5 50
Erkek 10 1600,9 321
Toplam 42
TT Kadin 3 1617,2 197
Erkek 11 1604,8 208
Rs2030324 | CT Kadin 8 1687,2 81
Erkek 10 1608,9 171
CcC Kadin 2 1618,4 42
Erkek 8 1668,5 325
Toplam | 42
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TEA ile BDNF gen polimorfizmleri ve TEA ile BDNF serum duzeyleri
arasinda istatiksel olarak anlamli iliski bulunamamigtir (p>0,05).

Tinnitus frekanslari ile BDNF gen polimorfizmleri ve Tinnitus frekanslar
ile BDNF serum duzeyleri arasinda istatiksel olarak anlaml iligski yoktur
(p>0,05).

Tinnitus siddeti ile BDNF gen polimorfizmleri ve Tinnitus siddeti ile BDNF

serum duzeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli iligski yoktur (p>0,05).

Tinnitus VAS degerleri ile BDNF gen polimorfizmleri ve Tinnitus VAS

degerleri ile BDNF serum duzeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli iligki
bulunamamistir (p>0,05).
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V. TARTISMA

Tinnitus ile BDNF gen ve BDNF serum duizeyi arasindaki iligkiyi
inceleyen bu c¢alismamizda, PZR-RFLP yontemi ile BDNF geni icin 3 adet
polimorfizm (rs6265, rs1491850, rs2030324) ve serum diizeyi igin ELISA
yontemi ile BDNF serum dizeyi incelenmis olup hasta ve kontrol gruplari
arasinda serum BDNF dlzeyi agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanmigtir (p<0.0001). Yapilan bu c¢aligma bu hali ile literatlire gore
alaninda yapilan ilk calisma Ozelliginde bulunmaktadir. Hasta grubunda
serum BDNF duzeyi ortalama 1374pg/ml+326, kontrol grubunda ise
1640pg/ml+ 193 olarak gézlenmistir.

Birgok calisma major depresyonda BDNF serum ve plasma
seviyelerindeki azalmadan bahsetmektedir (14,138,139). Ayrica depresyon
gibi duygudurum bozukluklari ile tinnitusun birlikte gdrtlme oranlarinin
yuksek oldugundan bahsedilmektedir (132,140).

Goto ve ark. larinin 43 (14 erkek, 29 kadin) tinnituslu ve 30 (15 erkek, 15
kadin) saghkh kisi Uzerinde yaptiklari calismada, plasma BDNF duzeylerinin
tinnitus  siddeti ile degdistigi bu nedenle tiniitusun  objektif
degerlendiriimesinde ve ayrica eszamanli bir psikiyatrik bozuklugun ortaya
konmasinda kullanilabilir oldugundan bahsetmiglerdir (12). Bizim
calismamizda incelenen tinnitus olgulari DSM-IV eksen | bozukluklari igin
Yapilandiriimis Klinik Goérisme Olgegi (SCID-I) degerlendirmesine gore
MDB ya da herhangi bir duygudurum bozuklugu saptanmayan ve
antidepressan tedavi almayan bireylerden segilerek olusturuldu. Kontrol

grubunda daha yuksek BDNF protein degerleri saptandi.

Bu calismada Hasta ve kontrol grubunda BDNF genindeki rs6265,
rs1491850 ve rs2030324 polimorfizmleri ile serum BDNF duzeyleri arasinda

ise istatiksel olarak anlaml iligki olmadigi gézlenmistir [(p>0,2247) ve
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(p>0,3264)]. BDNF val6émet polimorfizmi G allel frekansi hasta grubunda
%57,7; A allel frekansi ise %42,3 olarak saptanmisgtir.

2010 yihinda TL Petryshen ve arkadaslan tarafindan 58 farkl
populasyon Uzerinde yapilan ¢alismada BDNF rs6265 polimorfizminin Met
allel frekansinin %0 - %72 arasinda oldugu ifade edilmistir (141). 100
saglkh koreli olgunun incelendigi bir galismada met allel tagiyan bireylerin
val homozigotlu bireylere gore daha dugsuk serum BDNF dizeyine sahip
olduklari gosterilmistir (116).

Sklar P. Ve ark.larinin aile tabanl 136 kiside yaptiklari calismada Bipolar
bozuklukta met allel frekansinin daha dusuk oldugu ifade edilmistir (142).
R.HUnnerkopf ve ark.lari tarafindan yapilan bir calismada met/met genotipi
ile nevrotik yapi arasinda daha dusuk bir iligki oldugu ve dolayisi ile val
allelinin depresyon ve anksiyete bozukluklari icin artmis risk sebebi

olabilecegini 6ne surulmustar (143).

F. miyajima ve ark.larinin galismasinda ise tim kognitif testlerde met allel
varliginda kognitif performansin azaldigi ve met allellerinin non demansif
bireylerde koruyucu rolunun olmadigi gosterilmistir (144). Brang S. ve ark.
larinin 100 saglikh bireyde yaptiklari diger bir calismada da BDNF val66met
polimorfizminde val alleli tagiyanlara gore met allel tagiyicisi olan kigilerde
daha dustik BDNF serum dizeyi bulunmustur (145).

Michael F.Egan ve ark. larinin invitro ve invivo yaptiklari ¢alismalar ile
met allelin, BDNF'nin uyarima bagh salinimini ve intrasellUler
fonksiyonlarini etkileyerek, anormal hipokampal fonksiyon ve daha zayif
sozel epizodik hafizaya neden olabilecegini ifade etmiglerdir (113).
Karsilastirmali olarak hayvan modelleri ve insanda BDNF polimorfizmlerinin
sinaptik plastisite Uzerine etkilerinin paralleligini vurgulayan calismalar

yapilmisgtir (146).

Bunlarin yaninda BDNF rs1491850 polimorfizmi ile ilgili olarak,
duygudurum bozukluklari ve MDB hastalarinda antidepressan tedavilere
yanit konusunda cesitli ¢alismalar ortaya konulmustur (122,123). BDNF
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rs2030324 polimorfizmi ise sizofreni, astim hastaliklar ile nikotin bagimlisi
kisilerde yatkinliklar ile iligkisi birgok ¢alismada incelenmistir (24,125).

Georg Juckel ve ark.larinin doksanbes saglikli bireyde rs6265,
rs1491850 ve rs2030324 polimorfizmleri ve yuksek ses ile aktive edilen
isitme potansiyeli degisiklikleri arasindaki iligkiyi inceledikleri g¢alismada
G(val)-C-T haplotip tastyicilarinda daha gugli LDAEP degerlerini ortaya
koymuslardir (11). LDAEP’in merkezi seratonerjik norotransmisyon igin bir
indikator oldugu ve guglu LDAEP ve azalmis seratonin aktivitesi arasindaki
korelasyon vurgulanmakta (11) ve ayrica Hegerl ve ark.larinin SSRI
tedavisi gbren seratonin sendrom hastalarinda zayif LDAEP cevabini
gosteren calismalarida dikkat cekmektedir (147). Lang ve arkadaslari BDNF
ile seratonerjik aktivite arasindaki iligkiyi inceledikleri galismalarinda dusuk
serotonin aktivitesi ile disuk serum BDNF dlzeylerinin BDNF G-C-T
(rs6265, rs2030324-rs1491850 icgin) tastyicilari ile olan iligkisi ortaya
konmustur (148,149).
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VI. SONUGLAR ve ONERILER

Noéronal hayatta kalis, apopitosiz, hipokampal plastisite ve hipokampal
hafiza, aralarinda norotrofinlerinde oldugu birgok molekdl tarafindan
dizenlenmektedir. Bu surecglere etki eden en 6nemli norotrofinlerden biri
BDNF dir.

Bu calismada altta yatan nedenleri ve patogenezi henuz tam olarak
bilinmeyen tinnitusun ¢esitli cevresel etkilere (yiksek sese maruziyet ile
olabilen akustik travma, isitme kaybi, farmakolojik toksisite vs.)
noroplastisite cevabinin bir sonucu (yan etkisi) olabileceginden yola gikarak,
noral plastisite ve norogenezde etkin rolu oldugu dusunulen BDNF
ndrotransmitterinin serum dizeyi ile BDNF gen polimorfizmlerinin tinnitus ile

olasi iliskisini incelemek amaclanmistir.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda temel olarak Tinnituslu hastalarda kontrol
grubuna gore serum BDNF protein duzeyi daha dusuk olarak saptanmis
ancak BDNF gen polimorfizmleri ile hastalik arasinda anlamli bir iligki
olmadidi go6zlenmis olup bu deger BDNF geninin dinamik fonksiyonel
regulasyon gostermesi sonucu farkli doku ve patolojilerde gesitli ekspresyon
paternine sahip olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle ¢alismanin
daha genig hasta grubu ve farkli dokulardaki ekspresyon paternlerinin de
incelemeye dahil edilerek gelistiriimesi ve kapsaminin genigletiimesine
ihtiyag bulunmaktadir. Toplumumuzda ve literatirde ilk ¢alisma olmasi
dolayisiyla elde edilen bulgulari saglikli olarak karsilastirabilecek yeterli veri

bulunmamakta ve bu bulgulari literatire kazandirmig olmaktadir.

Bunun yaninda Tinnitus frekans, siddet ve VAS degerleri ile BDNF gen
polimorfizmleri ve BDNF serum dizeyleri arasinda istatiksel olarak anlaml

iliski olmadig1 da gosterilmigtir (p>0,05).
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VII. OZET

Patofizyolojisi hakkinda halen c¢ok az sey bilinen tinnitus isitme
sisteminin yaygin bir semptomudur ve disaridan herhangi bir uyari
olmaksizin kulakta veya basinin herhangi bir bolgesinde ses duyulmasi

olarak tarif edilmektedir.

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), noronlarin  buylmesi,
farkhlasmasi, yasamlarini sirdurmesinde ve i¢ kulak duyu epitelyumu dabhil
gelismekte olan isitsel yolda anahtar rol oynayan norotrofik faktérlerden
biridir. BDNF gen polimorfizmleri [rs6265 (Val66Met), rs2030324 ve
rs1491850], BDNF salgilanmasinin duzenlenmesindeki anormalliklerle ve
isitsel uyarilmis beyin sapi potansiyel test (BAER) sonuglarindaki
degismeler ile iligkili oldugunu ve ayrica BDNF duzeylerinin tinnitusta ve
depresyon, stres ile iligkili olabilecek distimik bozukluk, konversiyon
bozuklugu ve yasam krizlerine bagli intihar girisimleri gibi psikiyatrik
bozukluklar ve durumlarda azaldigini gdsteren c¢alismalar mevcuttur.
Tinnitus siklikla depresyon gibi duygudurum bozukluklari ile yakindan
iligkilidir.

TUm bu veriler, tinnitus ile BDNF gen polimorfizmleri ve BDNF serum
duzeyleri arasinda bir korelasyon olabilecegini akla getirmektedir. Bu
calismada, BDNF polimorfizmleri ve BDNF serum duzeyi degisiklikleri ile
tinnitus arasindaki iligki incelenerek, BDNF degisikliklerinin tinnitus
patofizyolojisinde  herhangi bir rol0 olup olmadigini arastirmak

amaclanmistir.

Bu calismada, en az 3 aydir devam eden, tinnitus tanisi almis kisilerde,
tinnitusa yatkinlikta BDNF varyantlarinin olasi etkileri incelendi.

Calismaya CBU Tip Fakiltesi Kulak BurunBogaz (KBB) poliklinigine
bagsvuran 18-55 yas arasi 52 hasta ve herhangi bir KBB ve sistemik
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hastaligi saptanmayan ayni yas grubunda 42 kisi kontrol grubu olarak
segildi. Bu Ozelliklere uygun segcilen olgular degerlendirmeye alinarak, klinik
muayeneleri ve psikiyatri polikliniginde uygulanacak DSM-IV eksen |
bozukluklari i¢in Yapilandiriimig Klinik Gérisme 6lgegi (SCID-1) kullanilarak
psikiyatrik tanilarin ayirici tanisi yapildi. Vendz kanlar kullanilarak elde
edilen DNA orneklerinden BDNF polimorfizmleri genetik incelemesi ve

BDNF serum diizeyi olgimleri yapildi.

Sonug olarak Tinnituslu hastalarda kontrol grubuna goére serum BDNF
protein duzeyi daha dusuk olarak saptanmis olup BDNF gen polimorfizmleri

ile hastalik arasinda ise anlamli bir iligki olmadigi gézlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Tinnitus, BDNF gene, polimorfizm, serum BDNF
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VIIl. ABSTRACT

Tinnitus is a common symptom of hearing system and defined as
perception of sound in the ear or any part of the head without any external
stimuli. Still very little is known about the pathophysiology of tinnitus.

Brain-derived neurotrophic factor(BDNF) is one of the neurotrophic
factors which play key role in growth, differentiation, survival of neurons and
developing auditory pathway including the sensory epithelium of the inner
ear. BDNF gene polymorphisms [rs6265 (Val66Met), rs2030324 ve
rs1491850] is associated with abnormalites of regulated secretion of BDNF
and there are studies which associated with changes in brainstem auditory
evoked potentials (BAER) test results and furthermore BDNF levels are
reduced tinnitus and psychiatric disorders and cases such as depression,
dysthymic disorder that may be associated with stress, conversion disorder
and suicide attempts due to crises of life. Tinnitus is often closely associated

with mood disorders such as depression.

All these data suggest may be correlation between tinnitus with BDNF
gene polimorhpysm and BDNF serum levels. This purpose, we investigated
whether there is any role of BDNF changes in the pathophysiology of

tinnitus.

In this study, we will examine the possible effects of BDNF variants in
individuals with a diagnosis of tinnitus continuing for more than 3 months.
We will select 52 subjects for examination between the ages of 18-55 and
as control group at the same age group, 42 subjects which were free of any
otorhinolaryngology and systemic disease. Patients which selected
appropriately with these characteristics will be evaluated and examine. The
severities of tinnitus and depression will be measured using the tinnitus

handicap inventory (THI) and the differential diagnosis of psychiatric
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diagnoses made using the Structured Clinical Interview(SCID-I) for DSM-IV
in the psychiatry department. Genomic DNA will be extracted from the
venous blood and BDNF gene single nucleotide polymorphism will be
analyzed in the DNA samples and the serum levels of BDNF will be

measured.

As a result, level of serum BDNF was found lower in the patients with
tinnitus than controls and appeared to have no correlation between BDNF

gene polimorfizm and disorder.

Keywords: Tinnitus, BDNF gene, polimorfizm, serum BDNF
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