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OZET

Konjenital Bilateral Sensorindral isitme kayiplariin %60’ 1na genetik
faktorler neden olmakta ve ileri derecede isitme kayiplarinin yarisinin tek bir
gen mutasyonuna bagli oldugu bildirilmektedir. GJB2 geninde ortaya ¢ikan
mutasyonlardan biri olan 35delG mutasyonu anormal konneksin 26 (GJB2)
proteinin sentezine neden olur ve bozulan konneksin 26 protein sentezi isitme
kaybmna sebep olur. Bu c¢alismada; Isitme kaybi olan hastalarda GJB2 gen
mutasyonlariin  isitme  kaybi  iizerindeki etiyolojisinin  arastirilmasi
amaglanmaktadir. Calismaya 90 desibel ve lizeri bilateral sensorindral isitme
kaybi1 olan 46 hasta dahil edildi. Hastalarin periferik kan-EDTA 6rneklerinden
total DNA izole edildi. GJB2 geninin 1. ve 2. ekzonlari PCR ve Sanger
Sequencing yontemi ile analiz edildi. Bu g¢alismada 3130 Genetic Analyzer
cihaz1 ve Seqscape v 2.6 ve Sequencing Analysis 5.3.1 yazilimlar1 kullanildi.
Isitme kaybi olan 46 hasta (5 K, 41 E) incelendiginde 6 hastada patolojik
mutasyon saptandi (%13) ve 11 hastada mutasyon saptanmadi (%24). Bu
mutasyonlar, 35delG heterozigot, H100P homozigot, V153l heterozigot, V271
heterozigot mutasyonlaridir. GJB2 genin 1. ekzonunda mutasyon saptanmadi.
GJB2 geni 2.ekzonunda; 2 hastada 35delG heterozigot (%4,3), 2 hastada V271
heterozigot (%4,3), 2 hastada V153l heterozigot (%4,3), 33 hastada H100P
homozigot mutasyon (%71,7) saptandi. En sik saptanan mutasyon H100P
homozigot mutasyonu olup, bu mutasyon polimorfizm olarak degerlendirildi
(%71,7). Ancak isitme kaybr ile iliskisi olup olmadigin1 belirlemek amaciyla tam
isiten saglikli kontrollerde H100P mutasyonunun analizi planlandi. Isitme
engelli kardesi olan 9 hastadan 7'sinde H100P homozigot, 1'inde 35delG
heterozigot ve H100P homozigot mutasyonlar1 birlikte saptanti. Isitme kaybma
ek olarak spina bifidasi olan bir hastada 35delG heterozigot ve H100P

homozigot mutasyonu saptandi.

Anahtar kelimeler: Isitme Kaybi; GJB2; H100P; 35delG
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ABSTRACT

The genetic factors causes 60% of Congenital Bilateral Sensorineural hearing loss
and it is reported to be dependent on a single gene mutation half of hearing loss. 35delG
that is one of the mutations occurs in GJB2 gene causes the synthesis of an abnormal
protein connexin 26 (GJB2) and deteriorating connexin 26 protein synthesis leads to
hearing loss. In this study; It was aimed to investigate the etiology on hearing loss of
GJB2 gene mutations in patients with hearing loss. 46 patients were 90 decibels or
higher with bilateral sensorineural hearing loss included to study. Total genomic DNA
was isolated from patient’s periferal blood-EDTA samples. The exons 1 and 2 of GJB2
gene were analyzed by PCR and Sequencing Sanger method. In this study, 3130
Genetic Analyzer instrument and Segscap v 2.6 and Sequencing Analysis 5.3.1 software
was used. When examined 46 patients (5F,41M) with hearing loss, pathological
mutation was detected in 6 patients (%13) and was not detected mutation in 11 patients
(%24). These mutations are 35delG heterozygous, H100P homozygous, V153
heterozygous and V271 heterozygous mutations. The exon 1 of GJB2 genewas not
detected mutation. 2.ekzon in the GJB2 gene; 35delG heterozygous mutation was
detected in 2 patients (%4,3), V271 heterozygous mutation was detected in 2
patients(%4,3), V1531 heterozygous mutation was detected in 2 patients (%4,3), H100P
homozygous mutation was detected in 33 patients (%71,7). H100P homozygous
mutation which was detected frequently was evaluated as polymorphism (%71,7). But;
in order to determine whether the association with hearing loss, H100P mutation
analysis was scheduled in full hearing healthy controls. In 7 of 9 patients who have
brother with hearing impaired was detected H100P homozygotes, In 1 of 9 patients
were detected H100P homozygotes, 35 delG heterozygous mutations. In addition to
hearing loss, 35delG heterozygous and H100P homozygous mutations were detected in

a patient with spina bifida.

Keywords: The hearing loss; GJB2; H100P; 35delG
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1. GIRIS ve AMAC

Isitme kayb1 kulagin dis, orta veya i¢ kismina ait patolojilerden yada isitme siniri
veya beynin isitme merkezindekindeki bir patolojiden kaynaklanan isitme duyusu
kayb1 olarak tanimlanir (Hedge 1995).

Isitme kayb1 Diinyada ve Tiirkiye’de en yaygin goriilen duyusal bozukluktur
(Hilgert ve ark., 2009). Diinyada her 1000 ¢ocuktan 1 ya da 2’sinde konjenital isitme
kayb1 goriiliirken yetmis milyondan fazla insanin da isitme kaybindan etkilendigi
bilinmektedir (Morton ve Nance, 2006). Prelingual sensorinéral isitme kaybi
1/650’lik dogum sikligiyla ¢ocuklardaki en sik sensorial bozukluktur (Tamayo ve
ark., 2008). Isitme kayb1 yeni doganda dil kazanimmi ve egitiminin ilerlemesini,
cocukluk ve yetiskin donemde ise kisilerin sosyal ve is yasamlarimi ciddi sekilde
etkilemektedir (Eyerci 2010).

Sesin taninmasi ve iletiminin hayatimizdaki roliinii diislindiigimiizde insan
genomunda 130’dan fazla lokus ve 54 otozomal dominant, 67 otozomal resesif, 8
X’e bagli, bir Y kromozomuna bagli ve iki mitokondrial genin belki de daha
fazlasinin isitme sistemi i¢in gerekli oldugu bugiin artik bilinmektedir (Lingala ve
Penagaluru, 2009).

Isitme kayb1 basit olarak iletim, sensorindral veya ikisinin birlesimi; sendromik
veya nonsendromik; prelingual ve postlingual olarak siniflandirilabilir. Sendromik ve
nonsendromik grupta, klasik Mendel kalitim tiplerinden biri veya mitokondriyal
kalitim gekli goriilmektedir. Nonsendromik isitme kaybi genetik isitme kaybinin
%70’ini olusturur. Isitme kayiplarinin % 40-60’1 genetik kokenli, % 70-80i
nonsendromiktir. Nonsendromik genetik prelingual sensorindral isitme kayiplar
otozomal resesif (%70-80), otozomal dominant (%8-20), X e bagl resesif (%1-5) ya
da mitokondrial (%1) kalitim gosterir (Morton 1991, Ozturk 2004).

Isitme kaybi ile ilgili gen tanimlanmasi ve mutasyon taramasi konusunda en
onemli adim 1997°de Kelsell’in GJB2 genini bulmasi ile atilmistir. “Gap Junction”
kanallarinin olusumundan sorumlu olan “Konneksin 26 (GJB2/Cx26)” proteinini
kodlayan bu gendeki mutasyonlarin, resesif kalitilan prelingual nonsendromik isitme
kayiplarinin yaklasik %50’sinden sorumlu oldugu gosterilmistir (Kelsell ve ark.,
1997). GJB2 mutasyonlari, diinya ¢apinda pek ¢ok populasyonda otozomal resesif
kalittmin en sik sebebidir (Lee 2009). En sik GJB2 mutasyonu olan 35delG



mutasyonu GJB2 mutasyonlarinin % 48-77’sini kapsar (Kalay ve ark. 2005, Hayashi
ve ark. 2010).

Genel olarak isitme bozuklugu ile iliskili oldugu bilinen genlerin bir toplumdaki
sikliginin belirlenmesi olduk¢a onemlidir. Bir¢ok sagir kisi ve aileleri sagirliklarinin
sebebini bilmeyi ister, 6zellikle de genetik olup olmadiginin belirlenmesini ister.
Genetik tani, dogru genetik danismanlik ve aile planlamasina izin verir. Akrabalar
i¢in tasiyici testleri ve cevresel risk faktorleri hakkinda gerekli bilgiyi saglarlar. Bu
caligmalar igitme kaybi icin genetik tarama programlarinin yapilmasinmi saglayarak
hastaligin daha erken teshisine yardimci olmaya yoneliktir. Isitme taramalarinin
yapilmamasit durumunda ise hastalar zamaninda tan1 alamamakta, uygun
rehabilitasyon verilemeyen hastalarda konusma gelisimi olmamaktadir. Bu da
hastalarin izole bir sosyal yasam silirmelerine yol agmaktadir (Brookhouser 2000,
Morton 1991). Tirk toplumunda isitme kaybinin genetik etiyolojisinin
aydinlatilmasina yonelik yapilan ¢aligmalar sonucunda LHFPLS, ESSRB, LRTOMT
(DFNB63), FGF3 genleri Tiirk bilim adamlari tarafindan tanimlanmastir.

Bu tez calismasinda; Isitme kaybi1 olan hastalarda GJB2 gen mutasyonlariim

isitme kayb1 tizerindeki etiyolojisinin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Calismamizda; 90 desibel ve iizeri bilateral sensorindral isitme kaybi olan
hastalarin periferik kan-EDTA o6rneklerinden total DNA izole edilmistir. GJB2
geninin 1. ve 2. Ekzon bélgelerine spesifik primerler kullanilarak PCR yontemi ile
amplifiye edilerek, DNA dizi analizi yontemi ile segilen gen bolgelerdeki degisimler

arastirilmistr.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Isitme Mekanizmasi

Kulak isitme ve denge islevlerinden sorumludur. Dis kulak, orta kulak ve i¢
kulak olmak tizere 3 ana boliimden olusur (Sekil 1) Dis kulak: kulak kepgesi ve dis
kulak kanalindan olusur. Ses dalgalar1 kulak kepgesi tarafindan toplanir, dis kulak
yolundan (isitme kanalindan) gecerek kulak zarina ¢arpar. Kulak zar1 (timpanik zar)
dis kulak yolu ile orta kulag: birbirinden ayirir ve orta kulaktaki kemik zincire ses

dalgalarini iletir (Sekil 1)

\ Vestibluler aygit

Semisirkiuler kanallar

Endolenfatik kanal

Vestibller sinir

A

Kohlea

Timpanik

Isitme kanal

Orta kulak

— i‘

Sekil 1. Kulagin anatomik yapisi (Morton ve Nance, 2006)’dan alinmustir.

Oztaki tupu

Orta kulak; Malleus, incus ve stapes isimli ¢ hareketli isitme kemik¢iginden
olusur. Kulak zarindan ses dalgalarinin titresimi malleus ile alinir ve inkus ve stapese
iletir. Inkus’tan da oval pencere araciligi ile i¢ kulaga iletilir. Bdylece kulak zar1 ve
kemikleri havadaki titresimleri i¢ kulagin sivi ortamina tasiyan bir doniistiirme
gorevi yaparlar (Petit ve ark., 2001). Ic kulak labirent adi verilen i¢ ige ge¢mis
kanallardan olusur. Bu kanallardan kemiksi labirent kohlea ve vestibiilii igerir.
Kohlea kivrimli sarmal bir tiiptiir. Isitme reseptérii olan Corti organ1 kohleanin iginde
bulunur. Skala media endolenf ile, skala vestibuli ve skala timpani ise perilenf ile

doludur. Perilenf ve endolenfin iyonik kompozisyonlar1 ¢ok farklidir. Endolenf



yiiksek K™ diisiik Na® ve az miktarda Ca™" igerirken perilenf plazmaya benzer
sekilde, diisiik K* , yiiksek Na* ve endolenfden ¢ok daha yiiksek miktarda Ca™" igerir
(Petit ve ark., 2001). Endolenf ve perilenf arasindaki bu iyonik farklilik kohlear

kanalin yan duvarinda bulunan stria vaskularis hiicrelerince saglanmaktadir (Sekil 2).

Mezensimal htcreler

Reissner

Sinir Y membrani
hicreler S ktorial membran
ic tuy hucreleri Y
Disler arasi hucreler
Spiral T . \\ 4
ligament \\‘Q \ __}.‘ Spiral 7

. Kohlear sinir ~ ——
Dis tuy hucreleri &‘, P ———

Sekil 2. i¢ kulagin yapisi (Morton ve Nance, 2006)’dan alinmugtir.

Isitme sisteminin en énemli elemani i¢ kulaktaki Corti organi olup, reseptorlere sahip
tiiy hiicreleri igerir. I¢ tiiy hiicreleri, Nervus akustikus ve Akustik kortekse sinyaller
ileten reseptor hiicreleridir. Dig tlly hiicreleri ise hem sensorial elemanlardandir,
ayrica alinan sesleri arttirarak akustik hassasiyete ve frekans seciciligine katkida
bulunur. Ses dalgalarinin kulak zarindan i¢ kulaga yansiya mekanik etkisi perilenfin
icindeki sivida dalgalanmaya yol agar. Perilenfteki dalga hareketi endolenfe
yanstyarak tektoral membranda titresimlere neden olur. Bu titresimler stereosillerin
biikiilmesini saglar. Stereosillerin iist yiizeyindeki harekete duyarli (mekanosensitif)
iyon kanallar1 agilir ve potasyumdan zengin endolenften hiicre i¢ine dogru potasyum
akist olur ve bunun sonucunda da bu hiicreler depolarize olur. Depolarizasyon
bazolateralde bulunan kalsiyum kanallarin1 aktive eder. Hiicreye kalsiyum iyon akis1
olur, bu akis ta akustik siniri uyarak ndrotransmitterlerin saliimini stimiile eder.
Boylece dis kulak yoluyla alinip zar yoluyla orta kulaga, kemikler araciligi ile i¢
kulaga iletilen mekanik ses dalgalari, i¢ kulaktaki stereosillia yapilarinda akustik

sinire aktarilan elektrik enerjisine dontismiis olur (Willems 2000). Normal isitmenin



devami i¢in bu olaylarin tekrarlanabilmesi gerekir, yani aksiyon potansiyelini
olusturan potasyum iyonlarinin endolenfe geri pompalanmasi gerekmektedir.
Hiicrede kalsiyum iyonlarinin artmasi, kalsiyuma duyarli potasyum kanallarini agar
ve potasyum iyonlar1 hiicre disina atilir (Noyan 1999). Bu geri doniis sirasinda
potasyum iyonlari ilk olarak tiiy hiicrelerinin bazolateral kismindaki kanala gecerler.
Burada iyonlarin hiicreler aras1 gecisi “Gap Junction “ yapilar1 sayesinde olur. Stria
vaskularise gelen potasyum iyonlar1 voltaj kapili potasyum kanallarindan gegerek

endolenfe geri pompalanmis olur (Tekin ve ark., 2001).

2.2. Isitme Seviyesinin Belirlenmesi

Isitme, sesin siddetine verilen deger ile 6lgiiliir. Sesin siddeti bulundugu ortamda
olusturdugu basing degisikligine goére belirlenir. Ses siddetindeki degisimleri 6lgmek
icin kullanilan birim desibel’dir (dBL). Ses siddetindeki degisiklikleri ifade etmek
icin desibel sistemi kullanilmasinin nedeni, iletisimde kullanilan olagan ses siddeti
siirlart iginde kulaklarimizin ses siddetindeki yaklasik bir desibellik bir degisikligi
ancak ayirt edebilmesidir. Desibel, bir hastada isitme esiginin elde edilmesi i¢in
gereken uyaranin akustik giicii ile normal bir bireydeki ayni akustik gii¢ arasindaki
oranin logaritmik olarak artan birimidir. Lineer olarak artmadigindan 1dBL ile 5 dBL
arasindaki fark 5 dBL ile 10 dBL arasindaki fark ile ayni degildir. Normal isiten
insanlarin algilayabildigi en kiigiik ses 0 dBL’dir ve odyometri testinde bu deger
referans olarak kabul edilir. Her frekansta Olgiime hastayr rahatsiz etmeyecek
miimkiin olan en yiiksek seviyeden baslanir. Uyar: siddeti, 10 dBL’lik azaltmalar ile
hastanin duymadigi seviyeye kadar indirilir. Daha sonra 5 dBL’lik arttirnmlar yapilir.
Hastanin tekrar duymaya basladig1 seviyedeki ses siddeti isitme esigi olarak
odiyogram adi verilen bir grafik iizerinde isaretlenir. Fisilt1 seklinde konusma 0-40
dBL normal konusma ise 40-80 dBL dir (Guyton ve Hall, 2001). Isitme kayiplari
birgok sekilde siniflandirilabilmektedir. Genetik sagirligin odyolojik kriterleri 1996
yilinda “European Workshop on Genetic Hearing Loss” adl1 ¢alistayda belirlenmistir
(Liu ve ark. 2005, Hismi ve ark. 2006). Genel olarak odyolojik fenotipe ve etkene
gore Tablo 1’de siniflandirma yapilmistir (Kochhar ve ark. 2007, Tiimer 2007).



2.3. Isitme Kayiplarinin Simiflandirilmasi

Isitme kaybi genetik, cevresel veya hem genetik hem cevresel sebeplerle
gelisebilir. Pek c¢ok yayinda cevresel ve genetik etiyoloji %50-60 bildirilse de
tilkemizde akraba evliligi nedeniyle genetik etiyoloji %60 civarinda bildirilmektedir.
Isitme kaybinin etiyolojisinde yer alan gevresel faktdrler arasinda prematiirite, diisiik
dogum kilosu, ototoksik ilaglar, prenatal ve post natal enfeksiyonlar ve kafa
travmalar1 sayilabilir (Tekin 2002, Morton ve Nance, 2006, Silan 2011).

Isitme kaybi fenotipte ek bulgularin olup olmamasina gore sendromik (%10-30)
ve nonsendromik (%70-90) olarak da ikiye ayrilmaktadir (Morton ve Nance, 2006).
Sendromik igitme kayiplarinin bazilarinda ek bulgular dogumda mevcut (konjenital
anomaliler) olabilecegi gibi bazi sendromlarda da Usher sendromunda oldugu gibi
ergenlik donemi yada erigkin donemde ortaya ¢ikabilir. Yayinlar arasinda sendromik
etiyolojinin oraninda biiylik farklilhlk bulunmasi hasta gurubunun yasma ve
incelemede kullanilan yontemlere gore degisiklik gostermektedir. Isitme kayiplart
klinik olarak sensérinoral, iletim, miks (hem sensorinéral hem iletim tipi bir arada)
ve santral tip olmak iizere 4’e ayrilir.

Sensdrindral isitme kaybi, igitme sinirlerinin veya i¢ kulaktaki koklea
hiicrelerinin yaslanma, yiiksek ses, hastalik, yaralanma, enfeksiyon, bas travmasi,
ilaclarin toksik etkileri ile zarar gérmesi nedeni ile ya da kalitsal olarak ortaya ¢ikar.
Genetik isitme kaybinda etkilenmis bireylerde zaman zaman isitme ile ilgisi olmayan
ek klinik o6zellikler goriilmektedir. Bu tip genetik isitme kaybina sendromik isitme
kaybr denir. Sendromik isitme kaybindan daha sik olarak goriilen nonsendromik
isitme kaybinda ise olgular isitme kaybindan baska herhangi bir ek klinik 6zellik
tasimazlar. Nonsendromik isitme kaybi genellikle monogenik olarak goriilse de
yiiksek derecede heterojenite gostermektedir. Kalitsal isitme kaybinin yaklasik %701
nonsendromiktir ve hasar ¢ogunlukla sensérindral orijinlidir. Sensdrindral igitme
kayb1 toplam isitme kayiplarinin %90’indan sorumludur (Abreu ve Quintanilha
2007, Schrijver 2004). Konduktif igitme kaybi, en sik rastlanan isitme kayiplar
arasinda ikinci siray1 almaktadir. Dis kulakta kulak kiri birikmesi, otitis media veya
kulak zarmin delinmesi gibi dis veya orta kulak hasarlar1 sonucu ses dalgalarinin

yiikseltgenmesinin ve i¢ kulaga ge¢isinin engellenmesi ile ortaya ¢ikar. Merkezi tip
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isitme kaybi beyin sap1 ya da beyinde meydana gelen bir hasar sonucu olusan ve
oldukca nadir olarak goriilen bir sagirliktir. Miks isitme kaybi ise konduktif ve
sensorindral isitme kaybinin bir kombinasyonudur (Petit 2006, Friedman ve Griffith,
2003).

Isitme kayiplar1 baslangic yasma gore de konjenital (dogumda mevcut),
prelingual (konusma 6ncesi erken baslangigli) ve postlingual (konusma basladiktan
sonra gelisen) isitme kaybi olmak {izere ii¢ tiptir. Prelingual (dil gelisimi oncesi - 2
yasina kadar) donemde ortaya ¢ikan isitme kayiplar1 otozomal dominant, otozomal
resesif, X’e bagli veya mitokondrial kalitim gosterebilmekle birlikte siklikla
otozomal resesiftir. Postlingual donemde (dil gelisimi sonrasi) ozellikle de ileri
yaslarda ortaya c¢ikan isitme kayiplart siklikla otozomal dominant kalitim
gostermektedir (Finsterer ve Fellinger, 2005). Mendeliyen kalitim siklikla otozomal
resesif (%70-80), otozomal dominant (%20), X’e bagl resesif (%1-2) ve
mitokondrial (%0-20) olarak tanimlanmis olup mitokondrial koékenli isitme
kayiplarinin sikligi toplumlara gore olduk¢a degiskendir (Nance 2003).

Tablo 1. Isitme kaybinin siniflandirilmas:

A.Odyolojik fenotipe gore siniflandirma

1.Tip 2. Ilerleme 3. Frekans 4. Siddet 5. Baslangi¢

Sensorindral Mlerleyici Diisiik Normal <20 | Dogumsal
(<500 Hz) dBL

Konduktif Duragan Orta Hafif  21-40 | Cocukluk

(501-2000Hz) | dBL

Miks Degisken Yiiksek Orta  41-70 | Eriskin
(>2000 Hz) dBL
Merkezi lleri ~ 71-95
dBL
Cok ileri 95>
dBL
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B.Etkene gore siniflandirma
1.Genetik nedenler (%50-60)

2.Genetik olmayan nedenler (%40-50)

la. Fenotip 1b. Kalitimsal | I¢c.Multigenik Teratojen etkiler
(CMV, Rubellla)
Sendromik Otozomal resesif | Kromozomal Prematiire
(%30-40) (%70-80) Anomaliler
Non-sendromik | Otozomal Trizomi Postnatal enfeksiyon
(%60-70) dominant 13;18;21 (menenjit, cititis media)
(9%10-20)
Cinsiyete bagh Mozaik Ototoksik ilaglar
(%1-2) Trizomi 8
Mitokondriyal Turner Akustik ve kranial
(%0-20) sendromu Travma
22011
delesyonu

2.3.1. Sendromik Isitme Kayiplar

Isitme kaybina ek olarak dismorfik, ebdokrinolojik, matabolik, major veya mindr
organ anomalilerinin bulundugu durumlara SENDROMIK isitme kayb1 adi verilir.
Isitme kaybina yiiz, cilt, bobrek, gdz, pigment, sinir, kalp, iskelet anomalileri ve sag
kaybi gibi bulgularin eslik ettigi 440' dan fazla sendrom tanimlanmistir (Nance
2003). Toplam igitme kaybinin %10- 30’unu olusturur ve olgularin gogunda iletim ya
da miks tip isitme kayb1 goriilmektedir. Bu tiir olgularda isitme kaybi sendrom ile
iligkili olarak primer veya sekonder fenotip olarak ortaya g¢ikmaktadir. Bircok
sendromik form Mendel kalitimina uymasmna ragmen bazilar1 kromozomal
diizensizlik ve mitokondrial mutasyonlar nedeni ile olabilir. Sebep her zaman genetik
olmayabilir ya da bilinmeyebilir. Shprintzen ve ark.’a gore sendromlar iki gruba
ayrilir. Bunlarin ilki sebebi bilenen sendromlardir. Bu sendromlar kromozomal,
genetik, teratojenik ya da mekanik nedenli olabilir. Sebebi bilinmeyen sendromlar ise

tekrarlayan bir paterne ya da tek bir paterne uyup uymadigina gore iki kategoriye




ayrilir. Isitme kaybi ve diger anomalilerin birlikte seyrettigi 440’ dan fazla
sendromik durum bildirilmistir. Ornegin Jervell ve Lange-Nielsen sendromu i¢ kulak
homeostazisi, Vohwinkel gap junction, Alport ve Stickler de ekstraselliiler matriks
eleman1 kollajen, Norrie sendromunda norrin, Waardenburg sendromunda hiicre
iskeleti, Usher de miyozin benzeri proteinlerin, Pendred sendromunda siilfat
tagiyicilarinda goriilen mutasyonlarin sendromik isitme kaybina yol agtigi ortaya
konulmustur. En yaygin goriilen sendromlar Waardenburg, Usher, Alport, Pendred,
Brankiootorenal Sendrom (BOR), Treacher-Collins Sendromudur (Petit ve ark. 2001,
Bitner-Glindzicz 2002, , Silan ve ark. 2004).

Waardenburg Sendromu (WS): Cilt anomalileri ve isitme kaybinin birlikte
seyrettigi en yaygm ve en Onemli sendromlardan biridir. Otozomal dominant
gecisli olup yiiksek penetrans gostermesine ragmen ayni aile iginde bile klinik
bulgular degiskenlik gosterebilmektedir. Klinik olarak dort tipi vardir. Tip 1
Sagirlik, i¢ kantuslar arasindaki mesafenin artmasi (distopia kantorum ), saglar, iris
heterokromisi ve ciltte hipo-apigmente alanlar vardir. Tip 2: Sagirlik, saglar, gozler
ve deride pigmentasyon degisiklikleri vardir. Distopia kantorum yoktur. Tip 3: Tip 1
e ek olarak ekstremite anomalileri vardir. Tip 4: Tip | e ek olarak Hirschprung

hastalig1 vardir (Kochhar ve ark., 2007).

Usher sendromu hem lokus heterojenitesi hem de genetik heterojenite
gosterir. Yapilan ¢alismalarda degisik ailelerde 10 dan fazla farkli lokus saptanmus,

sadece tip 1 i¢in alt1 farkli gende mutasyonlar bildirilmistir (Nance 2003).

Alport Sendromu: Sensorindral isitme kaybi ile birlikte ilerleyen glomeriilopati
goriiliir. lerleyen bdbrek yetmezligi ve Sliimle sonuglanir. Bu hastaliktan etkilenen

bireylerde progresif tipte bilateral isitme kaybi goriilebilir (Gregory 2004).

Pendred Sendromu: Pendred Sendromu otozomal resesif gegis gosterir. Pendred
sendromunun en Onemli klinik bulgular1 konjenital sensorindral isitme kaybi ile
guatrdir. Fakat guatr olgularin tiimiinde bulunmayabilir, puberte veya sonrasinda

baslayabilir. Hastalarin yaklasik yarisinda hipotiroidi saptanmaktadir. Pendred
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sendromlu  hastalarin ~ ¢ogunda  ileri  radyolojik  gOriintiileme yontemleri
ile saptanabilecek genislemis vestibiiler kanallar gibi i¢ kulak anomalileri mevcuttur.
Isitme kaybi dogustan goriilebildigi gibi erken ¢ocukluk déneminde de ortaya
¢ikabilir. Pendred sendromuna neden olan “PDS” geni 7q31 kromozomda lokalizedir
ve 21 ekzondan olusur. Bu gen siilfat transportu yapan transmembran proteinlerine
benzer 780 aminoasitten olusan pendrin proteinini kodlamaktadir. Pendrin proteini
iyon/klor tasiyicist olarak gorev yapmaktadir. Endolenfatik dengenin saglanmasinda
rol oynadigi distniilmektedir. PDS mutasyonlar1 ayrica non-sendromik isitme

kayiplart ile de iligkili bulunmustur (Nance 2003, Martini ve ark. 2009).

Brankiootorenal Sendrom (BOR): Brankial siniis ve fistiiller, brankial ark
anomalileri, dis kulaklar normal veya dismorfik olabilir, i¢ kulakta Mondini
malformasyonu ve basit {iriner sistem malformasyonlarindan renal ageneziye kadar
degisebilen iriner sistem anomalileri ile karakterize bir sendromdur (Kochhar ve
ark., 2007).

Treacher-Collins Sendromu: Otozomal dominant kalitilir. Anomaliler asimetrik ve
bilateraldir. Ozellikle dis ve orta kulak malformasyonu goriiliir. Yiizde simetrik
olarak  zigomatik  kemiklerin  hipoplazisi, antimongoloid  palpebral fissiirler,

mikrognati ve dis kulak anomalileri mevcuttur (Nance 2003).

Bu sendromlara neden olan genler ve kodladiklart molekiiller Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Bazi sendromik olgularda tutulum gosteren genler ve islevleri.

Sendrom Kahtim | Gen Kodladig:
Molekiil
Waardenburg | O.D PAX3 Transkripsiyon
tipl faktort
Waardenburg | O.D. MITF Transkripsiyon
tip2 faktori
Waardenburg | O.D. PAX3 Endotel ligand
tip3 Ve reseptor
Waardenburg | O.D. EDN3,EDNRB Endothelin-3,
tip4 ligand
Treacher O.D. TCOF1 Niikleolar
Collins fosfoprotein
Branchio-oto- | O.D. EYAl Transkripsiyon
renal faktorii
Jarvel ve | OR KCNQ1,KCNE1 | Iyon kanal
Lange-
Nielsen
Pendred O.R. SLC26A4 Anyon
Sendromu transporter
Alport X’e COLA4A5/6 Kollagen alfa
Sendromu bagh 5
O.R. COL4A3/COL4A4 | Kollagen alfa
3
Norrie X’e NDP Ekstraselliiler
baglh matriks
protein
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Stickler O.D. COL2A1, Yapisal
COL11A1, kollagen
COL11A2

Usher tip 1A | O.R. Bilinmiyor

Ushertip 1B | O.R. MYO7A Tip 7 miyozin

Ushertip 1C | O.R. Harmonin PDZ domain
protein

Ushertip 1D | O.R. CDH23 Cadherin 23

Usher tip 1F | O.R. PCDH15 Protocadherin
15

UshertiplJ |O.R CiB2

Ushertip 1G | O.R. SANS

Usher tip 2A | O.R. USH2A Ekstraselliiler
matriks

protein

Ushertip 2B | O.R. Bilinmiyor

Ushertip2C | O.R. VLGR1\GPR98

Ushertip2D | O.R. WHRN

Usher tip 3A | O.R. CLRN1 Tranmembran

protein

Ushertip 3B | O.R. HARS

Ayn1 gende meydana gelen farkli mutasyonlarin hem nonsendromik otozomal
resesif isitme kaybina hem de sendromik isitme kaybina neden oldugu (6zellikle cilt
bulgulariyla birlikte) gdsterilmistir. Ornegin DFNBI lokusu hem Palmoplantar
Keratoderma ve Keratitis Ichthyosis Deafness sendromunda hem de nonsendromik
isitme kaybinda rol oynar. Yine anyon transport proteinini kodlayan Pendrin geninde

meydana gelen mutasyonlar hem sendromik (Pendred sendromu) hem de
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nonsendromik (DFNB4) isitme kaybina yol agmaktadir (Everett ve ark. 1997, Lee ve
White 2009). Non-sendromik olgularda yiiksek oranda mutasyon belirlenen GJB2
geninin, sendromik olgular ile dominant kalittim gosteren mutasyonlar1 Tablo 3’te

gosterilmistir (Eyerci 2010).

Tablo 3. Sendromik olgularda dominant kalitim gosteren GJB2 mutasyonlari. KID:
Keratitis ichthyosis sagirlik sendromu HID: Hystrix-like ichthyosis sagirlik
sendromu BPS: Bart-Pumphery sendromu PPK: Palmoplantar kerotoderma VS:

Vohwinkel sendromu.

Mutasyon Sendrom Tanim Etkisi Protein

Adi bolgesi

G12R KID G34C 12. kodon IC1
Gly—Arg

S17F KID C50T 17. kodon IC1
Ser—Phe

D50N KID-HID G148A 50. kodon EC1
Asp—Gln

N54K BPS Tanimlanmamis 54, kodon EC1
Asn—Lys

G59A PPK C176G 59. kodon EC1
Glu—Arg

D66H VS G196C 66. kodon EC1
Asp—His

R75W PPK C223T 75. kodon EC1
Arg—Trp

R75Q PPK G224A 75. kodon EC1
Arg—GlIn EC1

2.3.2. Nonsendromik isitme Kayiplar
Nonsendromik isitme kayiplarinin %70-80’inin otozomal resesif, %10-15’inin
otozomal dominant, kalanlarin X’e bagli ve mitokondriyal nedenlere bagl oldugu

tahmin edilmektedir (Bayazit ve Yilmaz, 2006). Genetik isitme kayiplarinin
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tanimlanmasinda c¢esitli rehberler kullanilmaktadir. Genetik nonsendromik isitme
kayiplart i¢cin sembol olarak DeaFNess’tan iiretilen DFN sembolii kullanilmaktadir.
DFNA otozomal dominant 23 form, DFNB otozomal resesif form igin
kullanilmaktadir. Sadece DFN ise X’ e bagh ve mitokondrial kalitimi
simgelemektedir (Lalwani ve Castelein, 1999). Nonsendromik igitme kayiplart eslik
eden baska anomali olmadan sadece isitme kaybiyla karakterizedir. Konjenital
genetik nonsendromik isitme kayiplar1 genellikle dogum sirasinda fark edilmemekte,
ilerleyen donemlerde infant iletisim kurmadiginda anlasilmaktadir. Persistan
konjenital veya erken baslangich isitme kayiplart ¢cocugun konusmasinin gelisimini
de etkilemektedir. Eger fark edilmezse okul basaris1 ve sosyal yasami da
etkilenmektedir. Ulkemizde basari ile siirdiiriilmekte olan yenidogan taramasi bu
konuda biiyiik ilerleme saglamistir. Konjenital genetik isitme kaybi on tanisi, detayl
aile hikayesi ve fizik muayeneye dayanarak konmakta yapilan genetik analizlerle tani

kesinlestirilmektedir (Josephson ve Grundfast, 2000).

2.3.2.1. Otozomal Resesif Kalitilanlar

Konjenital nonsendromik isitme kayiplarinin %70-80 i otozomal resesif kalitilir.
Gilinimiizde de 60’a yakin otozomal resesif gen lokusu saptanmistir. Otozomal
resesif gen lokusu DFNB olarak gosterilir ve kronolojik olarak bulunma sirasina gore
1’den baglayarak numaralandirilir (Lalwani ve Castelein, 1999, Bitner-Glindzicz
2002, Bayazit ve Yilmaz, 2006).

2.3.2.2. Otozomal Dominant Kahtilanlar

Konjenital nonsendromik isitme kayiplarinin %20 sini olusturmaktadir. Konjenital
nonsendromik igitme kaybina neden olan 40’tan fazla gen lokusu bulunmustur. Bu
kalitim tipi daha sik olarak postlingual baslangigli isitme kayiplarinda goriilmektedir
(Petersen 2002).

2.3.2.3. X’ e Bagh Kahtilanlar

Tim genetik nonsendromik isitme kayiplarinin % 1-3’unu  olusturmaktadir

(Denoyelle ve ark., 1999). isitme kaybi, DFN6 disindakiler igin prelingualdir. Tek X
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kromozomuna sahip olduklarindan erkek c¢ocuklar etkilenirler (Bayazit ve Yilmaz,
2006).

2.3.2.4. Mitokondriyal Kalitilanlar

Bazi mitokondriyal DNA mutasyonlar1 nonsendromik isitme kaybina neden
olmaktadir. Bu mitokondriyal nonsendromik isitme kayiplarinda maternal kalitim
paterni goriiliir. Mitokondriyal mutasyonlar tarafindan olusan isitme kayiplarinda
penetrans eksikligi goriilmektedir. Yine bu mutasyonlarda belirlenmemis genetik
veya c¢evresel faktorlerin de progresyonda rol oynadigi diistiniilmektedir (Ensink ve
ark., 2002).

Nonsendromik isitme kaybindan sorumlu genlerin hiicrede oynadiklar: islevlere
bakilarak; tily hiicre demetlerinin olusumu; hiicre iskelet proteinleri, adezyon
proteinleri, motor proteinler, iyon homeostasisin saglanmasi, ekstraselliiler matriks
bilesenlerinin kompozisyonunun belirlenmesi ve transkripsiyon faktorleri olmak
tizere genel bir siniflandirma yapilabilir (Bitner-Glindzicz 2002, Hilgert ve ark.,
2009). Tablo 4’te Non-sendromik isitme kaybi ile ilgili gen lokuslari ve gen

tiriinlerinin iglevleri verilmistir.

Tablo 4. Nonsendromik isitme kaybi ile ilgili gen iriinlerinin islevleri ve gen

lokuslari.
GEN PROTEIN LOKUS
TUY HUCRE DEMETLERININ OLUSUMU
Hiicre Iskelet Proteinleri

ACTG1 y-actin DFNAZ20/26
DIAPH1 diaphenous 1 DFNA1
ESPN Espin DFNB36
RDX Radixin DFNB24
TRIOBP TRIO ve filamenoz Actin baglayici protein DFENB28
CCDC50 Ymer DFNA44
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Adhezyon proteinleri

CDH23 cadherin 23 DFNB12-USH1D
PCDH15 Protocadherin 15 DFNB23-USH1F
TMHS (LHFPL5) lipoma HMGIC fusion partner- | DFNB67

like 5
VLGR1b (GPR98) G protein-coupled receptor 98 USH2C
USH2A Usherin USH2A

Motor proteinleri
MYQO6 myosin VI DFNA22-DFNB37
MYO7A myosin VIIA DFNA11-DFNB2-
USH1B

MYH9 myosin, heavy  chain 9, | DFNA17

nonmuscle
MYO15A myosin XVA DFNB3
MYO3A myosin 1A DFNB30

Scaffolding proteinler
WHRN Whirlin DFNB31-USH2D
USH1C Harmonin DFNB18-USH1C
SANS (USH1G) SANS USH1G

Ekstraseluler matriks proteinleri
TECTA a-tectorin DFNAS8/12-DFNB21
COL11A2 collagen, type XI, alpha 2 DFNA13-DFNB53-
STL3
STRC Stereocilin DFNB16
OTOA Otoancorin DFNB22
COCH Cochlin DFNAS9
Iyon Homeostasis proteinleri
Konneksinler

GJB2 konneksin 26 DFNA3-DFNB1
GJB3 konneksin 31 DFNA2
GJB6 konneksin 30 DFNA3-DFNB1
GJA1 konneksin 43
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Iyon kanallar

KCNQ4 potayum voltaj kapili kanal, DFNA2

KQT-benzeri altailesi, iiye 4
SLC26A4 solute carrier family 26, liye 4 DFNAB4-PDS
SLC26A5 solute carrier family 26, iiye 5

(prestin)

Siki Baglantilar

CLDN14 claudin 14 DFNB29
TRIC (MARVELD?2) tricellulin (MARVEL domain DFNB49

containing 2)

Digerleri
CRYM p-crystallin
WFS1 Wolframin DFNAG6/14/38-WFS
Transkripsiyon faktorler
EYA4 eyes absent homolog 4 DFNA1
(Drosophila)
POU4F3 POU class 4 homeobox 3 DFNA15
POU3F4 POU sinif 3 homeobox 4 DFN3
TFCP2L3 (GRHL2) grainyhead-like 2 (Drosophila) DFNA28
ESRRB estrogen-related receptor beta DFNB35
Fonksiyonu Tam Anlasimayan Proteinler
TMPRSS3 transmembran proteaz, serine 3 DFNB8/10
TMC1 transmembran channel-like 1 DFNA36-DFNB7/11
MYO1A myosin la DFNAA48
MYH14 myosin, heavy chain 14 DFNA4
DFNAS DFNAS DFNAS
PJVK Pejvakin DFNB59
TMIE transmembrane inner ear DFNB6
OTOF Otoferlin DFNB9
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2.4. Gap Junction

Cok hiicreli organizmalarda doku-organ homeostazisinin saglanmasi igin
hiicresel iletisim Onemlidir. Hiicreler arasindaki etkilesim, iletisim kuracaklari
hiicrelere sinyal yollar1 ya da hiicreler aras1 kanallar yoluyla saglanir. Gap junction,
tight junction, adherens junction, desmozom, hemi-desmozom, fokal adezyonlar,
kimyasal sinapslar ve immunolojik sinapslar ¢ok elemanli kompleks membran
yapilaridir. Hiicre sinyalizasyonu ve yapisal doku organizasyonu saglarlar. Biitlin bu
yapilar farkli transmembran yapilardan olusurlar. Genelde scaffold proteinler, anchor
proteinler ve sinyalizasyon proteinleri transmembran proteinlere yapisiktirlar ve
aktin, mikrotubiil ve intermediate filament agiyla baglantilidirlar. Gelisim, doku
fonksiyonu ve hiicre homeostazisinin hiicrelerarasi koordinasyonuna aracilik etmede
onemli bir fonksiyona sahiptirler. Gap junctionlar1 olusturan birimlerin, yani
konneksinlerin bir araya gelip toplanmasi karmasik bir mekanizma ile gergeklesir

(Bruzzone ve ark., 1996, Martinez ve ark., 2009).

2.4.1. Konneksin proteinin genel yapisi

Gap junction komsu hiicrelerin karsilikli membranlarin da koprii olarak is goren
hidrofilik kanal formunda hiicreden hiicreye sinyal molekiillerinin direkt gecisine
izin veren tek hiicresel yapidir. Iyonlarm (K, Ca), siRNA, ikincil habercilerin
(cAMP, cGMP ve IP3), kiigiik metabolitlerin (glukoz) ge¢mesine izin vererek
hiicreler arasinda elektriksel ve biyokimyasal dengenin saglanmasina izin verir
(Bruzzune ve ark. 1996, Valiunas ve ark., 2005). Bu proteinlerden biri de konneksin
26 dir. Farkli tiplerdeki konneksinler farkli doku ve hiicrelerdeki gap junction
kanallariin yapisina katilirlar. Giiniimiize kadar 15 tanesi tanimlanan bu proteinler
arasinda GJB2 (DFNB1 ve DFNA3), GJB3 (DFNA2) (DFNA3) ve GJB6 gibi
proteinler sayilabilir (Van Camp ve ark. 2001, Wangeman 2002).

Konneksin grubu proteinler gap junctionlari olusturan birimler olup hem
omurgali (konneksin, pannexin) hem de omurgasiz hayvanlarda (innexin) bulunur.
Memelilerde, gap junction kanallar iki hemi kanaldan olusur, connexon olarak
adlandirilan bu yapilar iki komsu hiicrenin her biriyle olusur. Bitisik hiicre

membranlart arasinda bir bosluk birakmasina ragmen iki connexon ektraselliiler

18



yiizeyde siki iligki i¢indedirler. Yapisal analizler gostermistir ki her bir konneksin 6
politopik transmembran altiinitesinden olusmustur ve connexin denilmektedir.
Konnekson kanalinda bulunan konneksin proteinleri 6zdes olursa “homomerik”,

farkli olursa; “heteromerik” konnekson olusmaktadir. Kanallarda bu olusuma gore

Hucre Zan

homotipik, heterotipik ve heteromerik kanal seklinde farkli isimler almaktadir
e
Connexon ('

(Kumar ve Gilula, 1996).
{ 8 @L

Homomerik Heterometik Homomerik
Heterotipik Heterotipik Homotipik

connexon

Sekil 3. Konneksinler ve gap junctionlarin organizasyonu (Kumar ve Gilula, 1996).

Konneksinler en az 22 izoformdan olustugu tahmin edilen biiyiik bir gen ailesi
tarafindan kodlanir (Thonnissen ve ark., 2002). 25-62 kDa biiyiikliigiinde, C terminal
domainin uzunlugunda farklilik goriilen, glikozillenmemis yapisal olarak korunmus
Ozellik gosterirler. Konneksinler; gen yapilari, gen homolojileri, spesifik sekans
motiflerine gore alfa, beta ve gama gruplarina ayrilir. Ayrica konneksinler literatiirde
molekiiler kiitlelerine gore (26kDa=Cx26) ve evrimsel siniflandirmaya gore
(GJIB2=Cx26) gruplandirilirlar. Birgok farklt gap junction kanal alt {initesi eksprese
edilir. Endoplazmik retikulum membranin da konneksin alt Ginitelerinin biyosentezini
igeren islemler ¢ok siki diizenlenir. Hekzamerik hemi kanallara uygun alt {initelerin
oligomerizasyonu, plazma membranina konneksinlerin yerlestirilmesi, ektraselliiler
alanda konneksinlerin uygun konneksinler ile basa bas baglanmalari, dinamik,
spatial, temporal organize olmus plaklarin diizenlenmesi, degradasyon ile kanallarin

sitoplazmaya gonderilmesini igeren bir¢ok islem gergeklesir (Evans ve ark., 2006).
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Sekil 4. Konneksin 26 proteinin hiicre membraninda yerlesimi (Evans ve ark., 2006).

Konneksin 26 proteininde dort transmembran domain (M1-M4), iki ekstraselliiler
domain (E1- E2), bir sitoplazmik domain (CL), bir N-terminal domain (NT) ve bir C-
terminal domain (CT) bulunmaktadir. N terminal domain aminosit ile gevrili bir
ortamda kovalent ve kovalent olmayan modifikasyonlar yaparak voltaj degisiminde
rol oynar. Transmembran domainler gap junction kanal porlarinin olugsmasi ve kanal
gecirgenliginin belirlenmesini saglamaktadir. M1 domaini voltaj sensorii olarak
calisir. M2 domaini konneksinlerin oligomerizasyonu igin gereklidir. M3 domaini
amfipatik 0Ozellik gosterir. Kanal ayriminda gereklidir. Ekstraseliiler alan ise
konneksinler ile bitisiginde bulunan hiicrelerin uygun bir bigimde Ortiigmesini

saglayacak 3 sistein rezidiilii korunmus bir bolge igerir (Krutovskikh ve Yamasaki,
2000).
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Sekil 5. Konneksin 26 protein domainleri. Dort transmembran domain (M1-M4), iki
ekstraselliiler domain (E1-E2), bir sitoplazmik domain (CL), bir N-terminal domain
(NH2) ve bir C-terminal domain (COOH) (Krutovskikh ve Yamasaki, 2000).

Plazma membranindaki konneksin dinlenme durumunda kapalidir. Diisiik
ekstraseliiler Ca*?, membran depolarizasyonu, membranda olusabilecek mekanik
stres ve metobolik inhibisyon etkisi ile agilabilir. Konneksinler; hiicre i¢i ve dis1 pH,
fosforilasyon, redoks gibi ¢ok sayida faktérden etkilenirler (Evans ve ark., 2006).

Olgun memeli kohleasinda 5 konneksin izoformu vardir. Bunlar; Cx26, Cx29,
Cx30, Cx31 ve Cx43’ tir (Forge ve ark., 2003). Son bulgular gostermistir ki
konneksinler tek ve spesifik fonksiyonlara sahiptirler. Her bir konneksin izoformu
farkli doku dagilimi saglamasina ragmen birgok hiicre tipi bir konneksin
izoformundan daha fazlasini eksprese eder. Farkli konneksin izoformlarinin
oligomerizasyon davranigi arastirildiginda biitiin konneksinlerin heterooligomerik
konneksin formuna katilmadigi goriilir. Bu gozlemler gostermistir ki konneksin
izoform interaksiyonu segicidir. Bir¢ok farkli kanal tipinin nigin oldugunu bilmesek
de, muhtemelen ekprese edildikleri cesitli hiicrelerin birgok farkli spesifik
ihtiyaglarin1 saglamada gerekli olabilecekleri bildirilmektedir (Bruzzone ve ark.,
1996).

2.4.2. Konneksin 26 proteinin isitmedeki rolii
Hayvan dokularindaki hiicrelerin ¢ogunlugu komsu hiicreler ile aralikh

kavsaklar yoluyla iletisime girerler. Her aralik kavsak, geleneksel elektron
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mikrograflarinda, iki komsu hiicrenin zarlarinin 2-4 nm civarinda diizenli, dar bir
aralik ile ayrildig1 bir yama olarak goériinmektedir. Kavsak boyunca kanal olusturan
proteinler “konneksin”ler uzanmaktadir. Olusturduklar1 kanallar yani konneksonlar
bir hiicrenin sitoplazmasindan, diger hiicrenin sitoplazmasina, inorganik iyonlarin ve
suda ¢oOziinen molekiillerin dogrudan gecislerine izin vererek, hiicreleri hem
elektriksel hem de metabolik olarak birbirlerine kenetlerler. Boya enjeksiyon
deneyleri, baglayict kanallarin azami gozenek biyiikligini 1.5-2 nm olarak
gostermektedir, bu kenetlenmis hiicrelerin kiiclik molekiilleri birbirleri ile
paylastiklarin1 (inorganik iyonlar, sekerler, aminoasitler, niikleotidler, vitaminler,
halkasal amp ve inozitol trifosfat), biiyiik molekiiller (proteinler, niikleik asitler ve
polisakkaritler) igin ise bunun s6z konusu olmadigin1 diisiindiirmektedir. Bu hiicre
eslesmesinin, ancak yeni yeni anlasilmaya baslanan bir¢ok islevsel sonuglar1 vardir
(Kikuchi ve ark., 2000, Zhao ve ark., 2006). Bu gap junction aglar1 kohlear iyonik
homeostazisten sorumludur. Kohlea, sensor hiicreleri iyonik c¢evreden ayiran bir
yapidir. iki ana sivi dolu kompartiman icerir perilenf ve endolenf. Perilenf
ektraselliiler sivilara benzer sekilde yiiksek Na* diisiik K*, buna karsin endolenf
yiiksek K diisiik Na* kompozisyonuna sahiptir. Gap junctionlar, 6zellikle GJB2 ve
GJB6, stria vaskularisin bazal ve intermediate hiicrelerini baglar. Endokoklear
potansiyelin olusumu ic¢in 6nemlidir ve isitme icin gereklidir. Gap junctionlar
hiicreler arasinda metabolitlerin paylasilmasi i¢in gereklidir. Korti organinin lateral
duvarlarinda metabolik esitlik 6nemlidir. Bagli hiicreler HCO3", serbest radikal, Ca'?
ve metabolitler i¢in tampon sistemi saglarlar. Destek hiicrelerindeki gap junction
aginin  koklear K' iyonlarmin resirkiilasyonunda kritik bir rol oynadig
diisiiniilmektedir.  Isitmede ses dalgalar1 skala timpani igindeki siviy1
hareketlendirerek baziller membranin hareketini saglar. Bu da tektoriyal
membrandaki uzun sterosilyalar1 hareket ettirir. Boylece hiicre i¢ine K akisi baslar.
Tiiy hiicrelerinin bazal memranindaki KCNQ4 ve maxi-K iyon kanallarindan K*
hiicre disina ¢ikar. Potasyum K*/CI” kanali ve K* kanal gibi i géren Kir 4.1 yardimi
ile Deiter hiicrelerinin i¢ine alinir. Bu hiicreleri baglayan gap junctionlar yardim ile
destek hiicreler arasinda K* dagitilir. ATP gibi ek sinyaller bu hiicrelerde IP3 ve Ca*?
un salimmmi saglar. ikincil haberci niteligi tastyan bu molekiiller birgok hiicresel

fonksiyona aracilik eder (Beltramello ve ark. 2005, Martinez ve ark., 2009). Ornegin
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Betramello ve ark. wild tip Cx26 ve sagirlikla iligkili Cx26 V84L mutasyonlu
hastalarda IP3 iliskili kanali karsilagtirmis baslangigta hem wild hem de mutant kanal
esit bir bicimde K iyonlarin1 gegirirken IP3 gegisi mutant ve wild tipte farklilik
gostermistir. V84L mutant kanal K* iyonuna gegirgenken, IP3 transferi mutant
proteini eksprese eden hiicreler arasinda bozulmustur. Yine Cx30° un IPj3
permeabilitesi aragtirilmis ve Cx26’nin yaklagik yarisi kadar oldugu goriilmiistiir. Bu
da kohlea hiicrelerinde her ne kadar Cx30 gereksiz goriinmese de Cx26’nin telafisini
saglamadigin1 diistindiirmektedir. Ayrica kohleadaki bu yliksek metobolizma reaktif
oksijen tiirlerinin de artigina neden olmaktadir. Bu molekiiller gap junctionlarin
negatif diizenleyicileridirler. Yaslanma sonucu ortaya g¢ikan isitme kaybinda rol

oynadiklari diisiiniilmektedir (Martinez ve ark., 2009).
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Sekil 6. Kokleadaki potasyum dongiisti (Martinez ve ark., 2009).

2.4.3. Konneksin GJB2 geni

Konneksin geni ilk kez baglanti analizleri yardimi ile prelingual, agir isitme
kayb1 olan Tunus’lu 2 genis ailede gosterildi (Guilford ve ark., 1994). GJB2 geni,
1997 yilinda ilk kez DFNB1A lokusunda tanimlandi. Kelsell ve ark. bu ¢aligmada
GJB2 geninde 3 ailenin iiyelerini etkileyen homozigot mutasyon tanimlamistir.
Immunohistokimyasal boyama yaparak insan koklea hiicrelerinde Cx26” nin yiiksek

diizeyde eksprese oldugu gosterilmistir. Sitogenetik bandi, 13. kromozomun 13q11-
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q12 bolgesinde yerlesim gosteren Cx26 geni sentromerik yonde GJA3 ve telomerik

tarafta ise GJB6 arasinda yer alir.

19611K+
13q11-q12 gap junction protein, alpha 3
8 6J43
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Sekil 7. 13. kromozom tizerinde GJB2 geninin yerlesimi (NCBI, Mapviewer).

Gen iki ekzon ve bir introndan olusmaktadir. Gen 5509 niikleotid i¢ermektedir.

Ekzon 1; 158 bazdan olusur ve transkript edilmez. Iki ekzon arasinda genis bir intron

bolgesi bulunmaktadir. Ekzon 2 ise 681 bazdan olusur ve 226 aminoasitlik gen

irtiniinii olugturan kisim bu bolgededir.
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Sekil 8. GJB2 geninin ekzon 1 ve ekzon 2 bolgeleri (Eyerci 2010).
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Insan GJB2 geninin 5’UTR ve promotor bdlgesi guanin ve sitozince zengindir.
Cx26 proksimal promotor bolge 128bp den olusmaktadir. Bu bolge icinde TATA
motifi (TTAAAA) -24 bolgesinde yer almaktadir. Iki GC kutusu ise -93 ve -81
bolgelerinde 6 niikleotid ile ayrilmistir (GCGGCG). Bu bolge Spl transkripsiyon
faktorleri tarafindan taninmaktadir (Tu ve Kiang, 1998). Promotor ve translasyona
ugramayan bolgelerdeki mutasyonlar, GJB2’nin diizenlenmesini etkileyebilmektedir.
Bu mutasyonlar, sadece tek allel de GJB2 mutasyonu tanimlanan, isitme kaybi

olgularinda patogenezin olusumuna katki1 da bulunabilir (Eyerci 2010).

2.4.4. Isitme Kaybina Yolacan Konneksin 26 Mutasyonlar1 ve Polimorfizmleri
Cx26 da goriilen mutasyonlar dort sinifa ayrilabilir.

1. Hiicre membraninda yerlesim gdsterme ve gap junctionlarin toplanmasi igin
gerekli hemikanal trafigini degistirme.

2. Fonksiyonel olmayan kanal formasyonu olusturma.

3. Mutasyonun fonksiyonel kanal olusturmasi ancak kanalin acilip kapanmasi ve
gecirgenlik 6zelliklerinin degismesi, 6rnegin IP3 gegirgenliginin azalmasi.

4. Mutasyonlarin fonksiyonel kanallar olusturabilmesi fakat hiicre canliligini azaltan
yagsamsal metabolitlerin homeostasisini veya iyonik dengeyi etkilemesi. Mutasyonlar
cogunlukla voltaj sensorii, kanal acip kapama ve hemikanal gegirgenligini saglayan
bolgelerde bulunur.

GJB2 geninde kodlanmayan bolgedeki mutasyonlar 6zellikle promotor bolgedeki
mutasyonlar GJB2 transkripsiyonun diizenlenmesini etkileyebilmektedir. Bugiin
farkli toplumlar iizerinde yapilan calismalar sonucunda, GJB2 geni iizerinde
tanimlanan 100’den fazla mutasyon ve polimorfizmin etkili oldugu bilinmektedir

(Ballana ve ark., 2010).

2.4.4.1. Otozomal Dominant Kalitim Gésteren GJB2 Mutasyonlari

GJB2 geninde tanimlanmis mutasyonlardan ¢ok azinin otozomal dominant isitme
kayb1 ile beraber g¢esitli tiplerde cilt hastaliklarina neden oldugu saptanmistir.
Palmoplantar kerotoderma gibi cilt fenotipleriyle (misens mutasyonlar G59A, R75W,
DEA42), Vohwinkel sendromu (D66H) ve Keratitis ichthyosis-deafness (D50N, G12R

ve S17F mutasyonu) hastaliklarinda da goriiliir. Bu mutasyonlar daha ¢ok hiicre i¢i

25



trafigin saglanmasindan sorumlu amino u¢ ve birinci ekstraselliiler bolgede
toplanarak konneksonlarin birlesmesinde bozukluklara neden olmaktadirlar. RNA
interferans kullanilarak GJB2 dominant allellerin siipresyonu dominant igitme
kaybmin bazi formlarimi tedavi etmek i¢in uygun bir strateji olabilir (Nickel ve

Forge, 2008).

2.4.4.2. Otozomal Resesif Kalitim Gosteren GJB2 Mutasyonlari

Gap Junction Beta 2, nonsendromik sensoérindral isitme kaybina neden olan genler
arasinda ilk siradadir (Glattke ve Kujawa, 1991, Gasparini ve ark., 2000). Gap
jnction Beta 2 gen mutasyonlari, potasyum dongiisii ve endokoklear potansiyelin
bozulmasina neden olur ve bu durum isitme kaybina yol agar. Bunun nedeni ise,
afferent sinir liflerini aktive eden tlly hiicrelerindeki reseptdr potansiyelinin
engellenmesidir. Gap Junction Beta 2 ‘yi etkileyen mutasyonlar kokleadaki
potasyum dongiisiiniin bozulmasi sonucunda, korti organinin potasyum tarafindan
lokal olarak entoksikasyonu olugsmakta ve buda hiicre 6liimii ve dolayisiyla isitme
kaybina yol agmaktadir. Kokleadaki isitsel yol boyunca Cx 26 mutasyonu nedeniyle
hangi bolgelerin hasar gordiigi tam olarak bilinmemektedir (Engel ve ark., 2003).
Beyaz irkta en ¢ok goriilen Cx mutasyonlarindan bir tanesi 35delG’dir ve tiim
patolojik Cx26 mutasyonlarinin yarisindan fazlasinin nedenidir (Cohn ve Kelley,
1999).

35delG mutasyon Olusumu

Cocuklukta goriilen nonsendromik isitme kayiplarmin %50 si GJB2 genindeki
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Van Laer ve ark., 2001). Elliden fazla Cx26
mutasyonu bildirilmistir. Bunlarin arasinda en sik goriilen mutasyon, genin 30.
pozisyonunda baglayip 35.‘nci pozisyonunda sonlanan 6 Guanin rezidiisiinden
olusmus zincirdeki tek bir niikleotidin delesyonu sonucunda ortaya ¢ikar. Bunun
sonucunda 12. aminoasitteki zincirin erken sonlanmasina neden olur (Kelsell ve ark.,
1997, Reardon 1998, Denoyelle ve ark., 1999, Park ve ark., 2000, Van Laer ve ark.,
2001). Bu mutasyonun ortaya ¢ikisi yaklasik olarak 500 kusak onceye dayanmakta
olup, 1000 yasinda oldugu saptanmistir. Mutasyon biiyiik olasilikla Orta Dogudaki

baz1 bolgelerden kaynaklanmig, ve iki neolitik gb¢ yolunu takip etmis ve tim
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Avrupa’ ya yayilmistir. (Van Laer ve ark., 2001). 35delG Avrupa ve Orta doguya
yayilmig olan eski bir delesyon mutasyonu olmakla birlikte, tamamiyle bagimsiz ve
tekrarlanan 6zelliklerde tasimaktadir (Baris ve ark., 2001). Asya ve Avrupa arasinda
koprii gorevi goren Tiirkiye, iki mutasyon go¢ rotasinin lizerinde yer almaktadir.
35delG atasal bir mutasyon da olsa, populasyonlar arasinda sik tekrarlanan bir
mutasyon da olsa populasyonumuz gen havuzuna katildigi bir bolge/bolgeler ve
atasal bir haplotip/haplotipler olmasi gerekmektedir (Balc1 2002).

Tirkiyede 35delG tasiyicihiginin  goriilme sikligr ile ilgili yapilan farkh
calismalarda %0.8, %1.8 ve %2.7 oranlarinda sonuglar bulunmustur (Gasparini ve
ark. 2000, Baris ve ark. 2001, Tekin ve ark. 2001, Uyguner ve ark. 2001). Cesitli
arastirmalar, Akdeniz toplumlar1 ve Tiirk toplumlarindaki nonsendromik resesif
isitme kaybinin %63-79’unun nedenini bu mutasyon bozuklugu olarak belirtmislerdir
(Estivill ve ark. 1998, Denoyelle ve ark., 1999). Nonsendromik igitme kaybi tanisi
konan vakalarin ise %2.1 ‘inin 35 delG mutasyonu tasidigi bildirilmistir. Bu

bulgularin beyaz irk toplumlariyla yapilan g¢alisma sonuglariyla uyumlu oldugu

belirtilmistir (Tekin ve ark., 2005).

Tablo 5. Otozomal Resesif Kalitilan GIJB2 Mutasyonlari

Mutasyon adi Protein bolgesi

IVS1+1 G >A G -3172A

G-3170A G -3170A

M1V (p.0) AlG IC1
T8M C23T IC1
31del38 31-69del38 nt IC1
31del14 31-45del14 nt IC1
Gl2v G35T IC1
30delG 30-35delG IC1
35insG 30-35insG IC1
350delG 30-35delG IC1
K15T A44T IC1
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51del12insA 51-63 12 nt del ve ins A IC1
S19T G56C IC1
120T T59C IC1
W24X G71A TM1
V271+E114G G79A +A341G TM1+IC2
R32C CoAT IC1
R32L GO95T IC1
R32H G95A IC1
V37l G109A TM1
A40E C119A EC1
A40G C119G EC1
W44 X G132A EC1
G45E G134A EC1
E47X G139T EC1
E47K G139A EC1
167delT 167delT EC1
Q57X C169T EC1
176-191del16 176-192del 16nt EC1
C64X C192A EC1
Y65X C195A EC1
Y65X C195G EC1
WT77R T229C TM2
WT77X G231A TM2
235delC 233-235delC TM2
L79P T236C TM2
Q80X C238T TM2
Q80P A239C TM2
Q80R A239G T™M2
182M C246G TM2
V84L G250C T™M2
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S85P T253C T™M2
A88S G262T T™M2
Lo0V C268G T™M2
L90P T269C T™M2
269insT 269insT T™M2
M3l G279A T™M2
VI5M G283A IC2
Y97X Tanimlanmamig IC2
290-291insA Frameshift IC2
H100Y C298A IC2
H100L A299T IC2
299-300delAT 299del AT IC2
302del3 302delAGA IC2
E101G A302G IC2
310del14 314-328del 14nt IC2
312del14 312-326del 14nt IC2
314del14 310-324del 14nt IC2
333-334delAA 333-335del AA IC2
S113R T339G IC2
delE120 360delGAG IC2
K1221 A365T IC2
Q124X C370T IC2
R127H G380A IC2
W133X G398A IC2
Y136X C408A IC2
S139N G416A IC2
R143W C427T T™M3
E147K G439A T™M3
E147X G439T T™M3
469delG 469delG EC2
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486insT 486insT EC2
R165W C493T EC2
504insAAGG 504insAGG EC2
509insA 509insA EC2
509del14 509-523del 14nt EC2
515del17 515-532del 17nt EC2
W172X G516A EC2
C174R T520C EC2
P175T C523T EC2
V178A T533C EC2
R184W C550G EC2
R184P G551C EC2
572delT 572delT EC2
S199F C596T TMA4
605ins46 605-651ins 46 nt TM4
1203K TC608AA TM4
N206S ABL7G IC3

631delGT 631-632delGT IC3

L214P T641C IC3

645-648delTAGA 645delTAGA IC3

Polimorfizmler (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

Insan genom DNA's1 statik degildir, aksine, degisik tiplerde kalitsal degisikliklere
maruz kalmaktadir. Yeni mutasyonlar bir bireyin germinal veya somatik hiicrelerinde
olusur. Eger germinal hiicrelerde gerceklesen bir mutasyon bireyin liremesine engel
olmuyorsa gelecek nesillere aktarilabilir ve populasyondaki frekansi artabilir. Allelik
dizilerdeki varyasyon, (eger bir varyantin frekanst 0,01'den biiyilkse) DNA
polimorfizmi olarak tanimlanir (sansla agiklanamayacak kadar biiyiik bir oran). Insan
genomik DNA'smin ortalama heterozigotluk orani 0,0037 olarak hesaplanmigtir

(allelik diziler yaklasik her 250 — 300 bazda bir farklilik gostermektedir). Allelik
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dizilerdeki varyasyon, mutasyon orani relatif olarak diisiik oldugundan nadiren yeni
mutasyonlarin bir sonucu olarak meydana gelir. Bu nedenle, bir bireydeki farkli
allelik diziler de novo mutasyonlarla ortaya ¢ikmaz, kalitil
ir (Strachan ve Read, 1999). Genomik DNA iizerinde gozlenen polimorfizmler;
populasyon genetigi, ila¢ calismalari, adli tip calismalari, organ nakli, kanser ve
genetik hastaliklarin arastirilmasinda 6nemli bakis acilar olusturmaktadir.

Cx26 geni tizerinde birgok polimorfizm saptanmistir. Genel olarak toplumlarda
goriilen polimorfizmler ve isitme kayb1 ile birliktelik gosteren degisimler

bildirilmistir (Balbana ve ark., 2010).

2.4.4.3. Mitokondrial mutasyonlar ve isitme kaybi

Mitokondrial DNA (mtDNA)’nin sekans analizi ilk kez 1981 yilinda yapilmistir. Her
mitokondride sayis1 2-10 arasinda degisen mtDNA vardir. Ancak bu sayr ayni
dokuyu olusturan hiicreler arasinda bile farklilik gdstermektedir. Insan mtDNA’s1
16,569 b¢ uzunlugunda biri agir digeri hafif olmak iizere ¢ift zincirli ve dairesel
formda olup replikasyon ve transkripsiyonu mitokondri i¢inde olmaktadir. 2 rRNA,
22 tRNA ve 13 mRNA olmak iizere toplam 37 gen bulunmaktadir. Genler icinde
intron bolgeleri yer almaz (Anderson ve ark., 1981). MtDNA kalitimi sitoplazmik bir
kalittm olup, bu kalittim anne yoluyla yavrulara aktarilmaktadir. Bdylece hasta
annenin ¢ocuklarinin cinsiyet ayrimi olmaksizin tamaminin hasta olmasi, hasta
babanin ise tiim g¢ocuklarimin saglikli olmasi sitoplazmik kalitimin karakteristik
ozelligidir. Mitokondrial DNA, niikleer DNA’dan bagimsiz olarak replikasyon yapar.
Mitokondrinin bu otonom 0zelligi nedeniyle hiicre boliinmesi sirasinda mtDNA
heteroplazmik bir segresyon gosterebilir. mtDNA’da olusabilecek mutasyonlar
sonucu hiicre iginde mutant ve normal mtDNA’lar yavru hiicrelere rastgele dagilir.
Bu durum mtDNA ile gecis gosteren hastaliklarin kliniginde farkliliklar
olusturmaktadir.

Mitokondrial sagirlik sensorineural, bilateral ve genellikle progresif seyreder.
Mitokondrial genler prelingual isitme kaybinin nadir sebebi olarak goriiliir.
Nonsendromik, sendromik olabilir ayrica bir ailedeki bireyler arasinda bile isitme
farklilik arz eder (Prezant ve ark. 1993, Estivill ve ark. 1998). Isitme kaybinin nedeni

Korti, stria vaskularis ve destek hiicrelerini iceren koklear dejenerasyondur. MtDNA
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mutasyonlarinin nasil isitme kaybina neden oldugu hala ¢ok agik olmasada, isitme
kaybinin dis tiiy hiicre fonksiyonun kayb1 nedeniyle kokleada oldugu bilinmektedir.
Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve apoptotik sinyalizasyonun degismesi ana
patojenik faktorlerdir. Korti organt yogun enerjiye ihtiya¢ duymaktadir. Azalan ATP

tiretimi, ATPaz ve norotransmitterlerin saliimini baskilar (Sinnathuray ve ark.,

2003).

Mitokondrial mutasyonlar

Birka¢ mitokondrial mutasyon tanimlanmigtir. Bunlarin en 6nemlisi 1992 yilinda bir
Arab-israil ailesinde tanimlanmis 12S rRNA MTRNR1 geninde ki A1555G
mutasyonudur (Prezant ve ark., 1993) Etkilenen kisilerin ¢ogunda ¢ocukluk
doneminde agir ve derin igitme kaybi goriilmiis, diger aile iiyelerinde ise yetigkinlikte
isitme kayb1 veya bazilarinda normal isitme goriilmiistiir. Mutasyon, 12S rRNA’nin
yiikksek korunumlu bolgesinde, ayni zamanda bakterilerde de aminoglikozidlerin
baglandigi noktada olmaktadir (Guan ve ark., 1996). Gentamisin, streptomisin,
kanamisin ve tobramisin gibi aminoglikozid antibiyotikler aerobik gram negatif
bakterilerin yol ag¢tig1 infeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Lortholary ve ark.,
1995). Aminoglikozidlerin kullanim1 sik sik renal, vestibiiler ve isitme sisteminde
toksisiteye yol agar. Bu ilaglar bobrek tiibiillerindeki hiicrelerde, i¢ kulaktaki perilenf
ve endolenftde toplanabilir. Streptomisin ve gentamisin vestibuler hasara neden
olurken, neomisin ve kanamisin koklear hasara neden olur. Tobramisin ise esit
oranda etkilemektedir.  Aminoglikozidler antibakterial etkilerini  bakteri
ribozomlarinin 16S rRNA’nin spesifik bir G niikleotidine baglanarak yapmaktadirlar
(Davies ve Davis 1968, Usami ve ark. 1998). 12S rRNA bolgesinde meydana gelen
mutasyon ribozomun aminoglikozid duyarliligini degistirmektedir. Mitokondriyal
DNA tizerinde, 12S rRNA kodlayan bolgede 1555. adenin yerine guanin nukleotidi
gelmesiyle olusmaktadir. 12S rRNA daki 1555. niikleotiddeki olusan degisiklik
Escherichia coli bakterisinin 16S rRNA dizine ¢ok benzemektedir. Aminoglikozidler
mutant 12S rRNA’ya baglanarak i¢ kulakta ototoksik etkilere neden olmaktadir
(Prezant ve ark. 1993, Tekin ve ark. 2003, Xing ve ark. 2007). Ispanya, Japonya ve
Cin de yapilan caligmalar, sensorinoral duyma kaybindan etkilenmis ancak

aminoglikozid kullanmamis kisilerde de bu mutasyona siklikla rastlanildigim
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gostermistir. Bu durum karsisinda MTRNR1 genini modifiye eden baska bir genin
varligr diisiiniilmis ve baglanti (linkage) analizi yapilan A1555G mutasyonu tasiyan
bircok aile ile yapilan ¢aligmalar sonucunda bu modifiye edici gen 8p23.1 bolgesinde
haritalanmistir (Frinnila ve ark., 2003). Ozetle non-sendromik mitokondrial sagirlik
coklu jenerasyonlu ailelerde diisliniilmesi gerekir. Aminoglikozid antibiyotikler
kullanilsin kullanilmasin bir erkekten sagirlik gecisi bilgisi olmadik¢a bdyle

distiniilmelidir (Usami ve ark., 1998).

3. YONTEM VE GEREC

3.1. Olgularin Se¢imi

Projemiz Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 25.09.2013 tarihinde alinan EK-2013-162 no’ lu izin ile baslatilmistir
ve Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan TYL-2014/204 numarali proje ile desteklenmistir.

Isitme kaybi tanisi hikaye, fizik muayene, odyolojik degerlendirme, laboratuar
bulgular1 ve radyolojik goriintillemeden faydalanilarak konuldu. Hikayede, hastalarin
yasl, ailede kag¢ ¢ocuk oldugu, kaginda isitme kaybi ve anomalili aile bireyi oldugu,
yakin akrabalar da dahil olacak sekilde ailede bagka isitme kayipli bireylerin olup
olmadigi, isitme kaybinin siddeti, ebeveyn akrabaligi, sorgulandi. Muayenede,

sistemik dismorfolojik muayene yapildi.

Calismaya Canakkale 18 Mart Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Tibbi Genetik poliklinigine dogrudan basvuran veya ilimizdeki KBB uzmanlarinca
refere edilen hastalar, 50 desibel ve tlizeri sensorindral isitme kaybi olan, isitme kayb1

2,5 yas Oncesi baslamis, unilateral veya bilateral isitme kaybi olan hastalar dahil
edildi.
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3.2. Kan Orneklerinin Alinmasi
Her bir hastanin 6n koldan 1-2 ml periferik kan 6rnegi Etilen Diamin Tetra
Asetikasit (EDTA) igeren tiiplere alindiktan sonra laboratuvarimiza getirildi. Kan

daha sonra kullanilmak iizere -20 °C’ de saklandi.

3.3. MOLEKULER ANALIZ

DNA ekstraksiyonu ve molekiiler analizler, Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Bu
calismada Konneksin 26 (GJB2) geninin ekzon 1, ekzon 2A ve ekzon 2B
bolgelerindeki mutasyonlara bakildi.

3.3.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu
3.3.1.1. DNA izolasyonu I¢in Gerekli Malzemeler

e Mikrosantrifiij

e Vorteks

e Isitic1 blok

e Otomatik pipet seti

e Manuel DNA izolasyon kiti (HighPure PCR TemplatePreparation Kit Roche)
e Ethanol (%96-100)

« Isopropil alkol

e 2 ml steril ependorf tiip

e Steril, filtreli 10 pl,100 pl,ve 1000 pl pipet uglar

e Cryo tlip

e Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven

3.3.1.2. Manuel DNA izolasyonu

DNA izolasyon islemi; proteinlerin par¢alanmasini Ve denatiirasyonunu, proteinden
DNA’ nin ayrimi ve DNA’nin ¢oktiiriilmesini igerir. Tam kan kullanildig1 igin
eritrosit lizisi gereklidir. PCR inhibisyonuna neden olan proteininin ortamdan

uzaklastirilmasi saglanir.
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Bu calisma, HighPure PCR Template Preparation Kit Roche ile iireticinin kandan
DNA eldesi protokoliine gore gerceklestirilip, spin kolon yontemi kullanilmigtir. Bu
tez calismasinda genomik DNA izolasyonu 46 bireyden EDTA’l tiiplere alinan
yaklasik 1-2 ml kan 6rneklerine asagida belirtilen basamaklar1 igeren DNA izolasyon

yontemi uygulanarak yapildi.

Periferik kandan DNA eldesi amaciyla;

. 40 ul Proteinaz-K 2 ml’lik ependorf tiipe konuldu.

. Uzerine 200 pl 6rnek (periferik kan) eklendi.

. Uzerine 200 ul Binding buffer eklenilerek 15 sn vortekslendi.

. 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonras1 100 ul isopropil alkol eklendi. Pipetaj yapilds.

. Karisim spin kolona tiiptin kenarlarini 1slatmadan aktarildi. 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 spin kolon 2 ml’lik temiz bir toplama tiipiine

alindi.

. Spin kolonun kapagi sarsmadan dikkatlice agildi, {izerine 500 pl Inhibitér
removal buffer eklendi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi spin

kolon 2 mI’lik temiz bir toplama tiiptine alindi.

. Spin kolonun kapagi dikkatlice agildi, tizerine 500 ul Wash buffer eklendi.
8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 spin kolon 2 ml’lik temiz bir

toplama tiipiine alindu.

. Ayni iglem tekrarlandi. Spin kolonun kapag: dikkatlice agildi, lizerine 500 pl
Wash buffer eklendi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrast spin

kolon 2 mI’lik temiz bir toplama tiiptine alindi.

. 12000 rpm’de kisa santriflij sonrasi spin kolon 1,5 ml’lik ependorf tiipe

alindi.
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. Spin kolonun kapag1 dikkatlice ag1ldi. Uzerine 200 pl Elution buffer eklendi.
Not: Elution buffer 70 °C’de 1siticiya koyularak ¢alisma sirasinda 1sitilda.

. Son olarak 8000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi spin kolon atild1.
3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve DNA Dizi Analizi

Bu calismada 46 bireyin kan Orneklerinden izole edilen genomik DNA’lardan
Konneksin 26 (GJB2) geninin ekzon 1, ekzon 2A ve ekson 2B bolgeleri PCR
yontemi ile amplifiye edildi. Her bir bélge i¢cin F ve R olmak iizere iki primer
kullanildi. PCR islemi sonrast PCR firiinleri; ExoSAP, Dizileme hazirlik PCR’1,
saflastirma asamalarindan gegirildikten sonra DNA dizi analizi i¢in Kapiller
Elektroforez Cihazi (ABI Prism 3130) kullanilarak GJB2 geninin ekzon 1, ekzon 2A

ve ekzon 2B bolgeleri dizilendi ve mutasyon taramasi yapildi.

3.3.2.1. PCR ve DNA Dizi Analizi i¢in Gerekli Malzemeler

e Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prism 3130)

e ThermalCycler (AppliedBiosystemsGeneAmp PCR System 9700)

e Mikrosantrifiij (Mikro 120-Hettich)

e Isitic1 blok (Eppendorf)

o Vorteks (IKA VortexGenius 3)

e Otomatik pipet seti (GLP F1 kit 0.2-2 ul,2-20ul, 20-200ul ve 100-1000p)
e Seqgfinder Sequencing System Connexin (GJB2) Kit

e BigDyeTerminator v 3.1cycle Sequencing kit

e BigDyeTerminator v 1.1 v 3.1 5X Sequencing Buffer

e EX0SAP (GML)

e Performans Optimize Edici Polimer (POP 7) (AppliedBiosystem)
e Sephadeks

e Kolonlu Tiip

e 2 ml steril ependorf tiipleri

e 0.2 ml steril ependorf tiipleri

e Steril, filtreli 10 ul,100 pl,ve 1000 pl pipet uglar

e Tek kullanimlik pudrasiz nitril eldiven
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3.3.2.2. Konneksin 26 (GJB2) geninin PCR ile Cogaltilmasi

Bu c¢alismada 46 bireyin kan orneklerinden izole edilen genomik DNA’lardan
Konneksin 26 geninin ekzon 1, ekzon 2A ve ekzon 2B bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in
(PCR caligmasinda) GML firmasinin sagladigi SeqFinder Squencing System
Connexin (GJB2) Kit Procedure kullanilmigtir. Calisilacak her bir geni amplifiye
edebilmek i¢in polimorfik bolgeyi de icine alacak sekilde uygun primer setleri
kullanildi. Bundan dolay1 ilgili bolgelere 6zgii forward (ileri) ve revers (geri) primer

setleri kullanilarak PCR gergeklestirildi.

Tablo 6. Calismada kullanilan primer dizileri

Gen Primer

Ekzon 1-F TATGTTCCTGTGTTGTGTGCAT
Ekzon 1-R TTTGATCTCCTCGATGTCCTTA
Ekzon 2-F GTGGCCTACCGGAGACAT
Ekzon 2-R CCCTCTCATGCTGTCTATTTCTT

PCR’ nin hazirlamisi: Toplam reaksiyon hacmi 15 ul olacak sekilde Tablo 8’deki
bilesenler sirasiyla 0.2 pl steril tiiplere eklenerek karistirildi. Hazirlanan PCR
karisgtmina Taq DNA polimeraz en son eklendi. Karisim iyice homojenize edildi.
PCR islemi otomotik sicaklik dongiisii saglayan alette (Applied Biosystem Thermal
Cycler) yapildi (Tablo 7).
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Tablo 7. Konneksin 26 geni Ekzon-1, 2A ve 2B bolgeleri i¢in 15 pl’lik PCR

reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Miktar (ul)
GML PCR Mix 7,5
GML Tag. Pol. 0,2
Connexin Primer Mix 1,0
GML Enhancing 2,0
Distile su 3,0
Genomic DNA 1,5
Total 15

Tablo 8. Konneksin 26 geni Ekzon-1, 2A ve 2B bdlgeleri igin PCR reaksiyonunun

calisma sartlari.

Basamak Tanim Sicaklik Zaman

1 Aktivasyon 95°C 10 dakika

2 Amplifikasyon 95 °C 40 saniye
(40 dongii) 60 °C 1 dakika

72°C 50 saniye
3 Final Uzama 72°C 7 dakika
4 Saklama 4°C 0

3.3.2.3. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

PCR platesi 100 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.
2. 5 ul amplifiye edilen PCR iiriiniine GML ExoSAP’tan 2 ul eklendi ve karistirildi.
3.

4. 7 pl’lik reaksiyon karigimi asagidaki tabloda gosterilen Thermal Cycler

1.

1600 g’ de 30 saniye santrifiij yapildi.

programinda calistirildi.
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Tablo 9. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi icin PCR reaksiyonunun calisma sartlari

Basamak Tanim Sicakhik Zaman

1 Enzim 37°C 30 saniye
Inkiibasyonu

2 Enzim 80 °C 15 dakika
Inaktivasyonu

3 Saklama 4°C ©

3.3.2.4. Dizileme Reaksiyonlarinin Hazirlanmasi

Her bir PCR {irini dizileme reaksiyonu i¢in Forward ve Reverse olarak iki tiip
olarak hazirlandi. Hazirlanan 8 pl’ lik reaksiyon karigimi iizerine 2 pl PCR

tirtintinden eklenerek karigim vortekslendi ve 1600 g de 30 saniye santrifiij yapildi.

Tablo 10. Dizileme Reaksiyonlarinin Hazirlanmasi igin 10 ul’lik PCR’ da kullanilan

bilesenler ve miktarlar1 (Forward Primer)

Bilesen Miktar (ul)
BigDye Terminator Mix 2,0
Sequencing Buffer 2,0
Sequencing Forward Primer 2,0

Distile su 2,0

PCR triinii 2,0

Total 10,0
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Tablo 11. Dizileme Reaksiyonlarinin Hazirlanmasi igin 10 ul’lik PCR’ da kullanilan

bilesenler ve miktarlar1 (Reverse Primer)

Bilesen Miktar (ul)
BigDye Terminator Mix 2,0
Sequencing Buffer 2,0
Sequencing Reverse Primer 2,0

Distile su 2,0

PCR triinii 2,0

Total 10,0

Tablo 12. 10 pl’ lik reaksiyon karisimi asagidaki tabloda gosterilen Thermal Cycler

programinda calistirildi.

Basamak Tanmim Sicaklik Zaman
1 Aktivasyon 96 °C 1 dakika
2 Amplifikasyon 96 °C 10 saniye
(25 dongii) 50 °C 5 saniye
60 °C 4 dakika
3 Saklama 4°C 0

3.3.2.5. PCRiiriinlerinin saflastiriimasi
Dizileme reaksiyonu i¢in gergeklestirilen PCR isleminden sonra PCR iiriinlerinden

tuz ve ANTP lerin uzaklastirilmasi i¢in bu asama gereklidir.

e 2 ml’ lik kolonlu tiip i¢ine 700 ul Sephadex (1 g Sephadex + 14 ml distile su)
eklendi.
Not: Sephadex kullanmadan 6nce vortekslenir ve 30 saniye ¢alkalanir.

e 3 dakika 2000 g de santrifiij yapildu.
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e Santrifiij sonras1 tlipte kolon olusumu saglandiktan sonra PCR iirilinii
kolondan gegirildi.
e 3 dakika 2000 g de santrifiij yapildiktan sonra PCR iiriinii cihaza yiiklenmek

icin hazirdir.

3.3.2.6. DNA Dizi analizi icin Orneklerin Cihaza Yiiklenmesi

Konneksin 26 geninin ekzon 1, ekzon 2A ve ekzon 2B bdlgelerinin dizisinin
belirlenmesi i¢in, saflasgtirma islemi sonrasi elde edilen {irtinler (10-12 pl) kapiller
elektroforez sistemi olan otomatik dizi analiz cihazina (Genetic Analyzer cihazi/ ABI
Prism 3130) yiiklendi. Cihazin okunmasinda Seqscape v 2.6 ve Sequencing Analysis
5.3.1 yazilimlar kullanildz.

4. BULGULAR

Isitme kayb1 olan yaslar1 13-24 arasinda degisen 46 hasta (5 K, 41 E)’dan olusan
olgu grubuna ait DNA o6rneklerine PCR iglemi uyguland1 ve GJB2 geninin 1. ve 2.
ekzonlar1 dizilendi. 6 hastada patolojik mutasyon saptandi (%13) ve 11 hastada hi¢
mutasyon saptanmadi (%?24). Bu mutasyonlar, 35delG heterozigot, H100P
homozigot, V153l heterozigot ve V271 heterozigot mutasyonlaridir. GJB2 genin 1.
ekzonunda hi¢ mutasyon saptanmazken, GJB2 geni 2. ekzonunda; 2 hastada 35delG
heterozigot (%4,3), 2 hastada V271 heterozigot mutasyonu (%4,3), 2 hastada V153l
heterozigot (%4,3) ve 33 hastada H100P homozigot mutasyonu (%71,7) saptandi.

GJB2 Geninin 1. ve 2. Ekzonlarimin Dizi Analizi Sonuclar:

GJB2 Geninin DNA Dizi Analiz Verilerine Gore 2. Ekzonlarinda Saptanan

Mutasyonlar ve Goriintiileri
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Sekil 9. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, H100P homozigot mutasyonunun
lokalizasyonu ok ile yukarida gosterilmektedir (Seqscape v 2.6 yazilimina ait

gorintii).
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eratgeergtygertaceoqagerstyagaagaagaryaaqiiratetagyqqgagats

L0 BV AT R R|EEEERET IR GG EI

1099997:9212922202772 0G0 TOAGRAGAAGAGBAAGTTCATCAAGECAGATA
GLLEMGAG

i

Sekil 10. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, H100P homozigot mutasyonu (A/C

homozigot mutasyonu-Transversiyon) yukarida ok ile gosterilmektedir (Seqscape v

2.6 yazilimina ait goriintii).
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LTGACCTGLG &} GLGEG GTTCATLC GEGGGAGALT FLGTG TTT GGACATCGAGGLG
TGALACCTGAG &} GLGEG GTTCATLC GEEGGAGAT GLGTG TTT GELCATCGAGGLG

L

Sekil 11. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, H100P homozigot mutasyonu ok ile

yukarida gosterilmektedir (A/C homozigot mutasyonu-Transversiyon) (Sequencing

Analysis 5.3.1 yazilimina ait goriintii).
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Sekil 12. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, 35delG heterozigot mutasyonunun

(Gly12Valfs) lokalizasyonu (Segscape v 2.6 yazilimina ait goriintii).
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Sekil 13. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, 35delG heterozigot mutasyonunun
(Glyl12Valfs) sekans goriintiisii ok ile yukarida gosterilmektedir (Bu delesyon sonucu erken
stop kodonu olusmakta ve dizilimin sonrasindaki goriintii frameshift mutasyondan

kaynaklanmaktadir). (Sequencing Analysis 5.3.1 yazilimina ait goriintiisii).

1. - 1111 111
6 g secfARAN: 00 001

2%9 231 2?3 2?5 2?'? 2?9 2.|41 2é‘13 2r|45 247 249 2.|51 2.?3 2.|55 257 259 2(|51 2l|53 2l|55

W AW\/\/\WMW

Sekil 14. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, 35delG heterozigot mutasyonunun

(Glyl2Valfs) sekans goriintiisii ok ile yukarida gosterilmektedir ( Sequencing

Analysis 5.3.1 yazilimina ait goriintiisii).
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GOGCACGCTCOAGACGATCCTREGGOGTOTCRACARACACTCCACCALCR

4] il

gggcacgctgcagacgateet ggtytyaacasacactocaccagea

r ¢ T L 0 T I L6t & v ¥ KE H 5 T 3

GCOGCACGCTCCAGACGATCCTELOOORTOTOAACARACACTCCACCAGLA’
CTUCTERGRRE

Sekil 15. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, 35delG heterozigot mutasyonunun
(Glyl2Valfs) sekans goriintiisii ok ile yukarida gosterilmektedir (Bu delesyon sonucu
erken stop kodonu olugmakta ve dizilimin sonrasindaki goriintii frameshift

mutasyondan kaynaklanmaktadir). (Segscape v 2.6 yazilimina ait goriinti).
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Sekil 16. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, V271 heterozigot mutasyonunun
lokalizasyonu yukarida ok ile gosterilmektedir (Seqscape v 2.6 yazilimina ait

gorilintii).
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Sekil 17. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, V271 heterozigot mutasyonunun

sekans goriintlisii yukarida ok ile gosterilmektedir (Segscape v 2.6 yazilimina ait

gorilintii).

Sekil 18. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, V271 heterozigot mutasyonunun
sekans goriintlisii yukarida ok ile gosterilmektedir (Sequencing Analysis 5.3.1

yaziliminin goriintiisii).
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Sekil 19. GJB2 geninin 2. Ekzonunda saptanan, V1531 heterozigot mutasyonunun
lokalizasyonu ok ile yukarida gosterilmektedir (Seqscape v 2.6 yazilimina ait
gorintii).
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Sekil 20. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, V153l heterozigot mutasyonunun
sekans goriintiisii ok ile yukarida gosterilmektedir (Seqscape v 2.6 yazilimina ait
gorintii).
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Sekil 21. GJB2 geninin 2. ekzonunda saptanan, V153! heterozigot mutasyonunun
sekans goriintlisii ok ile yukarida gosterilmektedir.



5. TARTISMA

Sagirlik, sosyal iletisim ve Ogrenme kapasitesi acgisindan onemli bir saglik
problemidir. Ozelikle pediyatrik yas grubunda, tam olarak gelisim igin gerekli
oldugundan {izerinde durulmalidir. Yeni dogan tarama testleri ile bu olgulara ilk alt1
ay icerisinde ulagsma olanaklarimiz artmustir. Genetik agidan riskli ailelerin
saptanmasi olgulara daha da erken tani konmasini saglayabilecektir (Tekin 2001,
Bolz 2004). Isitme kayiplari populasyonda sik rastlanan, sendromik veya non-
sendromik seyreden hastaliklardir. Diinyada 70 milyondan fazla isitme kaybindan
etkilenen birey oldugu diistiniilmektedir. Pre-lingual veya konjenital isitme kayb1 ise
en sik rastlanan duyusal yitim olup, her 1000 yeni doganda 1 gozlenebilmektedir.
Bebeklerin dil yetenegi, lisan becerilerini kazanabilmesi, ¢gevreyle uyum ve iletisimi,
zeka, sosyal ve duygusal gelisimi agisindan isitme duyularinin dogustan itibaren
normal sinirlarda olmasi gereklidir. Bu nedenle saglikli yeni doganlarda en yaygin
dogustan anomaliler arasinda gozlenen dogustan isitme kayiplari ve nedenlerinin

erken donemde saptanmasi ¢ok dnemlidir.

Tiirkiye de sagirligin etiyolojisi lizerine en genis kapsamli ¢aligmalardan biri 840
sagir 0grencinin pedigri ve klinik analizlerinin yapildig1 ¢aligmadir. Bu c¢aligmada
sagirhigin %51 oraninda genetik kokenli oldugu %15’inin sonradan kazanilmis, %34

probandda ise sagirlik nedeninin bilinmedigi rapor edilmistir (Oztiirk 2005).

Silan ve Arakadaglarinin 2010 yilinda Gelibolu Isitme Engelliler okulundaki 64
ogrencide yaptiklar1 klinik degerlendirmeler, pedigri analizleri ve tiim olgulara
35delG ve Mit A1555G mutasyonu analizi yapilmasi sonucunda 40 olgu genetik
(9%62.5), 10 olgu hem genetik hem edinsel(%15.6) etiyolojili olarak tanimlanmis, 13
olgu edinsel (%20.3 ) ve etiyolojisi agiklanamayan sadece 1 olgu (%]1.6)
bildirilmistir.

Calismamizda; Hastaligin genetik nedenlere dayandirilmasi i¢in her aileden
aliman ayrintili soy gecmis, ailede birden fazla sagir birey olmasi kalitimsal isitme

kaybini1 destekleyici sonuglarin alinmasni sagladi.
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35delG mutasyonunun, Orta Dogu’dan kdken aldigi ve populasyon gocleriyle
Akdeniz ve Karadeniz kiyilarini takiben iki ayri rota izleyerek Avrupa’ya yayildigi
distintilmustir (Van Laer L 2001). Beyaz irkta 35delG mutasyonunun, bir ‘hot spot’
bolge olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ikinci ekzonun 30-35. niikleotidleri arasinda alt1 G
tekrar1 olmasi, DNA polimeraz alfa i¢in bir hata noktasi olabilecegini ve bununda
mutasyonel hot spotlara neden oldugu g¢alismalarda bildirilmistir. Ancak SNP
belirtegleri kullanilarak yapilan diger arastirmalar gostermistir ki; 35delG bir ‘hot
spot’ mutasyondan c¢ok ‘founder effect’ ile populasyonda frekansi artmis bir
mutasyondur. Isitme kayipli bireylerin birbirleri ile segimli olarak birlesmesi, gen
havuzunda bu patolojik allellerin frekanslarinda kaymaya sebep olmaktadir. Ayrica
kistik fibrozisde goriildiigii gibi heterozigot avantaj gosterdigi diistiniilmektedir. Bu
mutasyon kodon 12 de bulunan glisin aminoasidinin valine donlismesine neden
olarak erken bir stop kodon olusmasima neden olmaktadir. Bu mutasyon igin
homozigot olan kisilerin klinik fenotipleri orta derecede isitme kaybindan ¢ok ileri
derece isitme kaybina kadar degisebilmektedir (Eyerci, 2010). Bizim calismamizda
35delG mutasyonunu heterozigot tasiyan bireyler ileri derecede isitme kaybi
gostermektedir. Bu olgularda Konnksin 26 geninin intronik bdlgesinde veya diger
konneksin genlerinde de mutasyonlar olabilir. Intronik mutasyonlar da splicing’i
bozarak normal polipeptid sentezine engel olabilmektedirler. 17 avrupa iilkesinde
yapilan diger bir c¢aligmada 35delG’nin ortalama tasiyict frekanst 1.96(1/51)
bulunmustur. Kuzey Avrupa’ya dogru gidildikce bu oranin %2.86 oldugu
goriilmiistiir. 35delG’nin tastyict frekansi Yunanistan (%3.5), Giiney Italya (%4.0),
Fransa (%3.4) gibi Akdeniz populasyonlarinda daha da yiiksektir. Avrasya
bolgesinde 2308 saglikli bireyi iceren 18 etnik populasyon ile yapilan g¢alismada
Tiirkce konusan Kazak (%0.8), Uygur (9%0.9), Yakut (%0.4) toplumlarinda 35delG
frekans: diisiik bulunmustur. Ozbek ve Altay toplumlarinda ise bu mutasyona hig
rastlanmamustir. Yine Baskir (%0.3) ve Tatar (%]1) larda 35delG diisiik oranda
goriilmiistiir. Ulkemizde bu konuda yapilan galismalar, 35delG’nin popiilasyondan
rastgele secilmis bireylerdeki taginma sikliginin % 1.3 ila %1.8 araliginda oldugunu
ortaya koymustur. 35delG mutasyonu agisindan Tirkiye’nin homojen bir yap1
gostermedigini, Turkiye’nin batis1 ile dogusu arasinda Onemli derecede fark

oldugunu, akraba evlilik oran1 yiliksek olmasma ragmen 35delG homozigot
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frekansinin doguda daha diisiik oldugunu bildirmistir (Eyerci, 2010). Bizim
calismamizda 46 probandda 35delG’ nin goriilmesi %4. 3 bulunmustur ve birlesik
heterozigot mutasyon tasiyan probandlarda yaklasik %50 oraninda akraba evliligi

hikayesi oldugu goriilmektedir.

V271 polimorfizmi; 79. niikleotidde guanin yerine adenin gelmesi ile birinci
transmembran bolgede 27. kodondaki valinin izoldsine doniismesi sonucu olusur.
Avrupa toplumlarinda sikligi %’lin altinda bulunmustur (Snoeckx ve ark., 2005).
Bizim bulgularimizda 46 hastada goriilmesi %’4.3 tiir. Cinliler iizerinde yapilan bir
calismada 100 kisiden olusan kontrol grubunda 8 kisi de (%8) bu polimorfizme
rastlanmistir. Asya toplumlarindaki bu yiiksek oranin “founder effect” nedeni ile

olabilecegi diisiiniilmektedir (Oztiirk 2005).

V1531 polimorfizmi; Bazi ¢aligmalarda mutasyon bazilarinda ise polimorfizm olarak
degerlendirilmistir. Ornegin DHPLC teknigi ile yapilan bir g¢alismada bizim
calismamizda oldugu gibi bir hastada heterozigot mutasyon tespit edilmistir. Hastada
kohlear sinirde apilazi, internal isitme kanalinda daralma gibi radyolojik bulgular ile
iliski gosteren cok ileri isitme kaybi bildirilmistir (Eyerci 2010). Bu degisimin hem
dominat hem de resesif etki gosterdigi diisiinilmektedir (Lin ve ark., 2000).
Ulkemizde 14 ailede yapilan bir ¢aliymada sadece 2 hastada bulunmus ve
polimorfizm olarak degerlendirilmistir (Beyazit vd 2003). Bizim c¢alismamizda
V153l probandin ikisinde heterozigot olarak bulunmus, 46 hastada goriilmesi %4.3

olarak bulunmustur.

H100P polimorfizmi; Calismamizda en sik saptanan mutasyon olan H100P
homozigot mutasyonu polimorfizm olarak degerlendirildi ve 33 isitme engelli
hastada saptandi (%71,7). Isitme engelli kardesi olan 9 hastadan 7'sinde H100P
homozigot mutasyon saptanirken, 1 hastada 35delG heterozigot ve H100P
homozigot mutasyonlarinin Dbirlikte saptanmasi mutasyonlarin kombine etki

yaratabilecegini diisiindiirdii. Isitme kaybina ek olarak spina bifidasi olan bir hastada
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ise 35delG heterozigot ve H1I00P homozigot mutasyonlar: birlikte saptandi. Ancak
HI100P’nin isitme kaybr ile iliskisi olup olmadigini belirlemek amaciyla tam isiten

saglikli kontrollerde H100P mutasyonunun analizi planlandi.
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7-EKLER

EK-1 SPIRALLI TEZ KONTROL FORMU

Evet Hayir

1) Amblem renkli ve 2x2 cm boyutunda olmalidir.

2) Kapakta sadece baslik bold ve 14 punto, diger yazilar normal

renkte venl2 punto yazilmalidir.

3) Tez savunma smavinda kabul edilmis tezler icin, tezin sirt1 tez

yazim kilavuzuna uygun olarak diizenlenmis olmalidir.

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu

aynt olmalidir.

5) Beyan eksiksiz ve imzali olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi

konmalidir.

6) Ozet ve Summary 250’ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa)

7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidir.

8) Ingilizce 6zetin basinda konu bashig1 yazilmalidir.

9) Metin ve kaynaklarin tiimii 1,5 aralikli olmalidir.

10) Tezde vyazim karakteri olarak “Times New Roman”

kullanilmalidir.

11) Web sayfa kaynaklari metin icinde de ge¢melidir (parantez
icinde giincelleme tarihi ile birlikte). Kaynaklar bdliimiinde de
climlenin en sonunda Erisim adresi ve Erisim tarihi sirasiyla

verilmelidir.

12) Calismanin Etik Kurul onayi, varsa kurum onayi tezin en

arkasina konmalidir.

Tarih: 15/01 /2016 Tarih: 15/01 /2016
Ogrenci Danigman
Duygu KANKAYA Prof. Dr. Fatma Silan
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EK-2 CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU SPIRALLI/CIiLTLi TEZ YAZIM

KONTROL LISTESI
KONTROL BASLIGI OGRENCI DANISMAN
Tez yaziminda kullanilan yazi tipi oUYGUN oUYGUN
Sayfa kenar bosluklar oUYGUN oUYGUN
Kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
I¢ kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Onay sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Beyan sayfasi icerigi ve diizeni oUYGUN oUYGUN
Icindekiler sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Tesekkiir sayfasi oUYGUN oUYGUN
Tiirkge Ozet oUYGUN oUYGUN
Ingilizce 6zet oUYGUN oUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini oUYGUN oUYGUN
Sekiller dizini oUYGUN oUYGUN
Tablolar dizini oUYGUN oUYGUN
Tezin On sayfalarinin siralamasi oUYGUN oUYGUN
On sayfalarm numaralandiriimasi oUYGUN oUYGUN
Sayfalarinin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Bagliklarinin numaralandirilmasi oUYGUN oUYGUN
Sekil, resim ve tablo numaralandirmasi oUYGUN oUYGUN
Yontem ve Gereg oUYGUN oUYGUN
Bulgular oUYGUN oUYGUN
Tartigma oUYGUN oUYGUN
Sonug ve Oneriler oUYGUN oUYGUN
Kaynaklar oUYGUN oUYGUN
Atiflar (alint1 ve géndermeler) oUYGUN oUYGUN
Ekler (etik kurul onayi, vs) oUYGUN oUYGUN
Tez plani oUYGUN oUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) oUYGUN oUYGUN
Kagit ve baski dzelligi oUYGUN oUYGUN
Tezin son seklinin elektronik kopyast oUYGUN oUYGUN
Tarih: ”15/01 /2016 Tarih: 14/01 / 2016
Ogrenci Danisman
Duygu_ KANKAYA Prof. Dr._ Fatma Silan
Imza Imza




EK-3 Etik Kurul Onay Formu

T.C,
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNiVERSITESI
Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanhg:

Say1 :KLIL.ARS.ETIK.KURUL.BSK./050.99- 237 30./.09/2013
Konu : Bagvuru Incelemesi

Sayin Prof. Dr. Fatma SILAN

Yiiriitiiciiliigiinii yapmus oldugunuz “Isitme Engelli Olgularda Molekiiler Etiyolojik
Sebeplerin Arastirtlmasi” baslikli EK-2013-162 nolu projeniz ile ilgili olarak Klinik
Arastirmalar Etik Kurulunun almis oldugu 25/09/2013 tarih ve 18-06 nolu karari asagidadir.

Bilgilerinize rica ederim.

Dog¢. Dr. Emine COSAR
Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Ba

Karar Tarihi : 25.09.2013 15:00
Karar No :2013-18

Karar-06) EK-2013-162 no’lu arastirma ile ilgili olarak, proje yiiriitiiciisiiniin gdndermis
oldugu diizeltmeler kontrol edildikten sonra yapilan oylamada “ETiK KURUL ONAYINI
ALIR.” karar1 verilmigtir. (Yrd. Dog. Dr. Naci TOPALOGLU projede yer almasindan ve
Dog. Dr. Coskun SILAN projede yer alan Prof. Dr. Fatma SILAN’in esi oldugundan dolay:
bu arastirma Snerisi igin oy kullanmamistirlar.)

..../09/2013  Bilgisayar Isletmeni : FFOTURAN
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8. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 DUYGU Soyadi KANKAYA
03/04/1987
Dogum Yeri | CANAKKALE/MERKEZ | Dogum Tarihi
Uyrugu T.C TC Kimlik No 36448137220
_ _ (541) 7892489
E-mail dyg_gwn@hotmail.com Tel
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ogrenim devam
Yiiksek Lisans .
Saglik Bilimleri Enstitiisii ediyor.
_ Balikesir Universitesi
Lisans 2010
Fen Edebiyat Fakiiltesi

Ulusal kongre, sempozyum, panel gibi bilimsel toplantilarda sunularak,
programda yer alan 6zet metin olarak yayimlanan bildiri ya da poster veya

gosteri .

1. Uludag A., Silan F., Uludag A., Kankaya D. G., Silan C., Yalgintepe S.,
Sahin E. M., Ozdemir O. MTHFR polimorfizmlerinin kanser riski ile iligkisi.
10. Ulusal T1bbi Genetik kongresi, s. 207, 19-23 Aralik 2012, Bursa.

2. Ozdemir O., Uludag A., Giingér A. N. C., Cosar E., Yalcintepe S. A.,Uysal
D., Kankaya D. G., Demir Y., Silan F. Fetal andploidilerin analizinde QF
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PCR: Canakkale deneyimi. 10. Ulusal Tibbi Genetik kongresi, s. 61, 19-23
Aralik 2012, Bursa.

Silan F., Uludag A., Kankaya D. G., Glines F., Uysal A., Yalgintepe S.,
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ilgi Alanlari-Laboratuvar Deneyimi

- Molekiiler Genetik
- DNA lIzolasyonu

- PCR

- Real-Time PCR

- Sanger Sekans

- Pyro Sekans

-  MLPA
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