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OZET

Kalitsal nonsendromik isitme kaybi bulunan olgularin %69 unda
konneksin26 proteinini kodlayan GJB2 geninde 100’den fazla
mutasyon tanimlandigl icin, Oncelikle 23 ailenin her birinden 2
etkilenmis birey olmak Utizere toplam 50 bireyde GJB2 geninde DNA dizi
analizi ile mutasyon taramasi yapildi. 8 ailenin bireylerinde GJB2
geninde 35delG ve delE120 olmak tizere 2 degisik mutasyon saptandi.
GJB2 geninde mutasyon tasimadiklar1 saptanan 7 aile, baglanti
analizine uygunluklarini saptamak ve bir kontrol olmasi amaci ile
bilgisayar simulasyon programi olan SLINK analizine alindi. SLINK
analizi sonuclarina gére tahmini lod degerleri, 1.97 ile 4 arasinda
hesaplanan 6 ailenin etkilenmis ve etkilenmemis bireylerinde tahmini
maksimum lod degeri 1’in altinda olan 1 ailenin ise sadece etkilenmis
bireylerinde, genom taramasi yapildi. Yaklasik olarak 10 cM araliklarla
genoma  dagilmis, polimorfik  markirlarla  genom = taramasi
gerceklestirilmis 7 aileden, SLINK analizi sonuc¢larina goére, tahmini
maksimum lod degerleri istatistiksel olarak anlamli bulunan 4 aile
baglanti analiz programina alindi. 4 aileden 1’inde DFNB3 bdlgesinde
lokalize olan D17S1294 markirn icin maksimum lod degeri 3.23 olarak
hesaplandi. Bazi markirlar icin pozitif lod degerleri hesaplanan 3
ailede, ek markirlarla yapilan tarama sonucunda, 1 ailede daha DFNB3
bolgesinde lokalize olan D17S2196 ve bu boélgedeki MYO15A geninin
intronik dizisinde lokalize olan D17S2207 markir: icin maksimum lod
degeri sirasi ile 3.48 ve 3.21 olarak bulundu. Bu 2 ailede MYO15A geni
icin DNA dizi analizi ile mutasyon taramasi yapildiginda ailelerden
1'inde genin 33 no’lu ekzonunda yanlis anlamli yeni bir mutasyon
(V2266M) bulundu. Ek markirlarla tarama sonucunda ise diger 2
ailede gercek bir baglanti saptanmadi. Sadece genom taramasina
alinan 2 ailede, genomun herhangi bir bdlgesinde anlamli bir
homozigosite saptanamadi. Bu calismada, Turk populasyonunda
kalitsal nonsendromik otozomal resesif isitme kaybinin MYO15A geni
ile baglantili oldugu ilk defa goésterildi.

Anahtar kelimeler: Kalitsal nonsendromik isitme kaybi, GJB2
mutasyon analizi.



ABSTRACT

As more than 100 mutations have been detected in the GJB2 gene
which encodes connexin 26 protein in 69% of nonsyndromic hearing
loss patients, 2 affected individuals from each of 23 families were
screened for mutations in the GJB2 gene by automated sequencing. We
detected 2 different mutations, 35delG and delE120, in members of 8
different families. 7 of the families, who did not have any mutations in
the GJB2 gene, were analyzed by a simulation program called SLINK, to
determine if they were informative enough for a genome wide linkage
scan and to be used as controls. As a result of SLINK analysis, genome
wide scans were carried out in the affected and unaffected individuals
from 6 families whose estimated maximum lod scores were between 1.97
and 4, and in only the affected individuals from 1 family whose
estimated maximum lod score was less than 1. From these 7 families
who were genome wide screened using highly polymorphic microsatellite
markers which are spaced 10 cM apart on average, 4 families whose
estimated maximum lod scores were statistically significant as a result
of SLINK, were analyzed using Linkage software to localize the disease
gene. The maximum lod score for the D17S1294 marker localized in the
DFNB3 region was calculated as 3.23 in 1 of these families. As a result
of genome screening with additional markers, the maximum lod scores
for the D17S2196 marker localized in the DFNB3 region and for the
D17S2207 marker localized in the intronic sequence of the MYO15A
gene in this region, were calculated as 3.48 and 3.21, respectively, in
another family. In one of these two families who were sequenced to find
mutations in the MYO15A gene, a missense mutation (V2266M) was
found in exon 33 of MYO15A. We didn’t detect linkage in the other 2
families. In 2 families to whom only genome wide scan was performed,
we didn’t detect any significant homozygosity in any region. In this
study it was shown for the first time that nonsyndromic autosomal
recessive hearing loss is associated with MYO15A in Turkish population.

Key Words: Hereditary nonsyndromic hearing loss, GJB2 mutational
analysis.



TESEKKUR

Yuksek lisans ve doktora calismalarim suresince gosterdigi ilgisi,
destegi ve yol gostericiligi icin danisman hocam Prof. Dr. Guven
Luleci'ye,

Amerika ile isbirligi yapmamizda ve baglanti kurulmasinda emegi
gecen hocam Yrd. Dog. Dr. Ozgtil Alper’e,

Calismada bizimle isbirligi yaparak kalitsal isitme kaybi bulunan
aileleri bize yénlendiren hocam Prof. Dr. Oktay Dinc¢’e ve ailelerin gerek
muayenelerinde gerekse evlerine ulasmamizda emegi gecen Dr. Engin
Erkal’a,

Laboratuvarinda calisarak tezimi yapma imkani veren, her
asamada yol goéstericilik yapan hocam Dr. Thomas B. Friedman’a ve
tezimin her asamasinda bana yardimci olan hocam Dr. Robert J.
Morell’e,

Yogun isleri arasinda zaman ayirip tezimin yazim asamasinda
gosterdikleri ilgi ve énerileri icin hocalarim Dog¢. Dr. Ibrahim Keser’e ve
Doc¢.Dr. Sibel Berker Karatizim’e,

Tez calismalarim sirasinda hastalardan kan alma isleriyle ilgilenen
arkadaslarima,

Yuksek lisans ile baslayan bu uzun yolda beni hi¢ yalniz
birakmayan, desteklerini ve sevgilerini yanimda hissettiren sevgili
aileme ve dostlarima yurekten tesekktirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

Sayfa
OZET iv
ABSTRACT v
TESEKKUR vi
ICINDEKILER DiZINi vii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINIi ix
SEKILLER DiZiNi x
CIZELGELER DIiZiNi xii
GIRIS ve AMAC 1
GENEL BILGILER 4
2.1. Kulagin Yapisi 6
2.2. Isitmenin Fizyolojisi 9
2.3. Kalitsal Isitme Kaybinin Genetik Olarak
Siniflandirilmasi 11
2.4. Nonsendromik Otozomal Resesif Lokuslar 12
2.5. Otozomal Resesif Isitme Kayb Ile Ilgili Tanimlanmis
Genler 15
2.6. Nonsendromik Otozomal Dominant Lokuslar 23
2.7. Otozomal Dominant isitme Kayb Ile Ilgili Tanimlanmis
Genler 26
2.8. X Kromozomal Lokuslar 29
2.9. X Kromozomal isitme Kaybx Ile Ilgili Tanimlanmis
Genler 30
2.10. Y Kromozomal Lokus 31
2.11. Modifiye Edici Lokuslar 31
2.12. Mitokondriyal Genler 33
2.13. Sendromik Isitme Kaybi 33
2.14. X Kromozomal Sendromik Lokus (Mohr-Tranebjaerg
Sendromu 36
2.15. Sagirlikla Ilgili Kurucu (Founder) Mutasyonlar 36
2.18. Baglant: Analizi 37
MATERYAL VE YONTEMLER 39
3.1. DNA Izolasyonu 52
3.1.1.Kullanilan Co6zeltiler 52
3.1.2.islemler 53



3.2. Konneksin 26(GJB2) Geninde Dizi Analizi ile Mutasyon

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.2.4.
3.2.5.
3.2.6.
3.2.7.
3.2.8.

3.3.
3.4.

Taramasi

PCR icerigi

PCR Protokolti

Amplifiye Edilen Orneklerin Agaroz Jelde Kontrolti
PCR Urtinlerinin Temizlenmesi
Dizi Analizi

PCR Icerigi

PCR Protokolu

PCR Urtinlerinin Temizlenmesi
Baglanti Analizine Uygunluk Testi
Genom Haritalama Seti

3.4.1.PCR Plakalarinin Hazirlanmasi
3.4.2.DNA Orneklerinin Mikrosatellit Markirlar ile

Amplifikasyonu

3.4.3.PCR Icerigi
3.4.4.PCR Protokolu
3.4.5.Genotipleme
3.4.5.1.Sonuclarin Analizi

3.5. Baglanti Analiz Programinin Uygulanmasi
3.6. MYO15A Geninde Dizi Analizi [le Mutasyon Taramasi
BULGULAR
4.1. Pedigri Analizi
4.2. Odyolojik Bulgular
4.3. Konneksin 26(GJB2) Geni DNA Dizi Analizi Bulgular
4.4. Baglanti Analizi Uygunluk Testi Bulgularn
4.5. Genom Taramasi ve Baglant1 Analizi Bulgularn
4.6. DFNB3 Bolgesine Bagli Olan Aileler ve Dizi Analizi
Sonuclari
TARTISMA VE SONUCLAR
KAYNAKLAR
OZGECMIis
EKLER

Ek1l: Anamnez Formu
Ek2: Aydinlatilmis Onam Formu
Ek3: Two rare mutations in Turkey: IVS 1.130(G-C) and

IVS 11.848(C-A). N.Nal, A.E.Manguoglu, C.F.Sargin,
I.Keser, A.Kupesiz, A.Yesilipek, G.Liileci. Clin.Lab.
Haem. 2005 27:274-277

Ek4: Combination of IVS2.849 A-G with IVS1.1 G_A: A

Mutaion of 3-Globin gene in a Turkish B-Thalassemia
Major patient. Esra Manguoglu, Canan Figen Sargin,
Nevra Nal, Ibrahim Keser, Alphan Kiipesiz, Akif
Yesilipek, Guiven Luleci. Pediaric Hematology

53
54
54
54
55
55
56
56
56
57
57
58

58
58
58
59
59
62
62
69
69
69
71
74
75

77
79
88



And Oncology. 2005 22:291-295

Ek5: Molecular analysis of Beta-Thalassemia and sickle

dB
EDTA
EYA4

KCNQ4

NaCl
NH4Cl
NSHL
POU4F3
POU3F4
SDS
TAE

TFCP2L3

Cell anemia in Antalya. I.Keser, A.D.Sanlioglu, E.
Manguoglu, O. Guzeloglu Kayisli, N.Nal, F.Sargin,
A.Yesilipek, M.Simsek, I.MEndilcioglu, D.Canatan,
G.Luleci. Acta Haematol 2004 111:205-210

SIMGELER ve KISALTMALAR
:Desibel
:Etilendiamintetraasetikasit
:Eyes absent 4

:Potassium channel voltage-gated, KQT-like subfamily,
member 4

:Sodyum klortr

:Amonyum klortr

:Nonsendromik isitme kaybi

:Pou domain,class 4, transcription acor 3
:Pou domain, class3, transcription factor 4
:Sodyumdodesulfat

:Tris-Asetik Asit-EDTA

:Transcription factor CP2-like 3



WBL

Sekil
2.1.
2.2.
2.3.
2.4.

2.5.

2.6.

3.1.
3.2.

3.3.

:White Blood Lysis

SEKILLER DIiZiNi

Kulagin anatomik yapisi

Ic kulagin anatomik yapis1
Korti organi

Miyozin XVA proteininin yapisi

Farenin korti organindaki i¢ silyali hticreler
ve siller

Insan nonsendromik sagirlik lokuslarinin
sitogenetik harita pozisyonlari

TRDFO1 ailesine ait pedigri
TRDFO2 ailesine ait pedigri

TRDFO3 ailesine ait pedigri

Sayfa

19

20

32
40
40

41



3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.11.

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

4.1.

TRDFO04 ailesine ait pedigri
TRDFOS ailesine ait pedigri
TRDFO6 ailesine ait pedigri
TRDFOQ7 ailesine ait pedigri
TRDFO08 ailesine ait pedigri
TRDFOQ9 ailesine ait pedigri
TRDF10 ailesine ait pedigri
TRDF11 ailesine ait pedigri
TRDF12 ailesine ait pedigri
TRDF13 ailesine ait pedigri
TRDF14 ailesine ait pedigri
TRDF15 ailesine ait pedigri
TRDF16 ailesine ait pedigri
TRDF17 ailesine ait pedigri
TRDF 18 ailesine ait pedigri
TRDF19 ailesine ait pedigri
TRDF20 ailesine ait pedigri
TRDF21 ailesine ait pedigri
TRDF22 ailesine ait pedigri

TRDF23 ailesine ait pedigri

Alel paternlerinin bilgisayar c¢iktisi

20 aile bireylerinde yapilan odyoloji testi

sonuclari

10

41

42

42

43

43

44

44

45

45

46

46

47

47

48

48

49

49

50

50

51

61

71



4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

Cizelge
2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Homozigot 35delG mutasyonlarini gésteren
elektroferogram 72

Heterozigot 35delG ve delE120 mutasyonlarini
gosteren eletroferogram 72

TRDFO1 ailesinin MYO15A geni dizi analizi
sonucu 33 no’lu ekzonda saptanan V2266M

degisimini gésteren elektroferogram 78

Miyozin 15A preoteininin domain
organizasyonu 85

2266. pozisyondaki Valin amino asidinin
evrimsel olarak korunmuslugu 86

CIZELGELER DIiZiNi
Sayfa

Nonsendromik otozomal resesif lokuslar 12

Insan nonsendromik otozomal resesif isitme kaybi ile
Ilgili tanimlanmis genler ve biyolojik rolleri 15

Turk populasyonunda GJB2 geninde tanimlanmis
nonsendromik otozomal resesif isitme kaybina neden
olan mutasyonlar ve sikliklari 17

Nonsendromik otozomal dominant lokuslar 24

Insan nonsendromik otozomal dominant isitme
kayba Ile ilgili tanimlanmis genler ve biyolojik rolleri 26

11



2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

2.10.

2.11.

2.12.

2.13.

3.1.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

X kromozomal lokuslar 30

Insan nonsendromik isitme kaybu ile ilgili X

Kromozomal tanimlanmis gen ve biyolojik rolt 30
Y kromozomal isitme kaybi lokusu 31
Modifiye edici lokuslar 31
Usher sendromlarinin klinik olarak

siniflandirilmasi 35
Usher sendromlarinin molektler siniflandirilmasi 35
X kromozomal sendromik lokus 36

Insanda isitme kaybz ile ilgili yaygin kurucu (founder)
mutasyonlar 37

GJB2 geninin amplifikasyonunda ve dizi analizinde
kullanilan primer dizileri 54

GJB2 geni DNA dizi analizi ile mutasyon saptanan
bireylerin mutasyon tipleri 73

Her pedigri icin 5 cM araliginda SLINK analizi

Sonuclari 74
Genomda pozitif lod degeri saptadigimiz aileler ve

markirlara ait bilgiler 75
TRDF15 no’lu ailenin baglanti1 analizi bulgularn 76

TRDFO1 no’lu ailenin ek markirlarla yapilan tarama
sonucu elde edilen baglant: analizi bulgular: 76

TRDFO03 ve TRDF22 no’lu ailelerin genom aramasinda
homozigosite saptanan markirlar 77

GIRIS VE AMAC

12



Hassas bir ses tanima kapasitesinin bir tir icin secici bir avantaj
oldugunu ve ses iletiminin hayatimizdaki roliini dustndigimuzde,
insan genomunda bugiine kadar tanimlanmis 100’den fazla lokus ve 34
genin ve hatta daha fazlasinin isitme sistemi icin gerekli oldugunu
dustnmek hic¢ de sasirtict degildir.

Genel olarak isitme kaybinin sikligi diinyada ve Turkiye’de oldukca
yuksektir. Temelinde kolayca saptanabilecek genetik nedenler olmayan
olgular icin erken dogum, farmakolojik ototoksisite, dogum oncesi
gecirilmis kizamik¢ik veya sitomegalovirtis gibi infeksiyonlar veya dogum
sonrasl sepsis ya da menenjit gecirilmesi sagirllk nedeni olarak
sayilabilir.

Yaygin olarak goértilen kalitsal isitme kaybi klinik ve genetik olarak
oldukca heterojendir. Hayatin herhangi bir déneminde ve herhangi bir
derecede ortaya cikabilir. Dogumda veya erken cocukluk doéneminde
ortaya cikan isitme kaybinin konusmanin kazanilamamasi ydntinde
dramatik etkileri vardir. Hayatin gec evrelerinde ortaya ¢ikan isitme kaybi
ise hayatin kalitesini 6nemli 6lciide dustrmekte ve etkilenmis bireyler
sosyal olarak izole olmaktadir.

Genetik temeli kesin olarak belirlenmis olgular sendromik ve
nonsendromik olarak ikiye ayrilir. Isitme kaybina baska hicbir patolojik
bulgunun eslik etmedigi durumda nonsendromik isitme kaybi
s6zkonusudur. Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %701 bu
gruba girmektedir. Sendromik ve nonsendromik grupta, klasik Mendel
kalitim tiplerinden biri veya mitokondriyal kalitim sekli gértilmektedir.
Otozomal resesif kalitim modeli nonsendromik grupta yaklasik %80
oraninda, yani en siklikla g6zlenmektedir.

Isitme kaybi ile ilgili gen tanimlanmasi ve mutasyon taramasi
konusunda en 6nemli adim 1997 yilinda nonsendromik otozomal resesif
gecisli isitme kaybinda, konneksin 26 proteinini kodlayan, GJB2 geninin
bulunmasiyla atilmistir. Bugiin nonsendromik resesif isitme kaybi olan
olgularin %69'unda GJB2 geninde tanimlanan 100’den fazla farklh
mutasyonun etkili oldugu bilinmektedir. Bunlar arasinda bu gende
35delG mutasyonunun o6zellikle Amerikan ve Avrupali Kafkas koékenine
sahip populasyonlarda, 167delT delesyonunun Ashkenazi Yahudileri
populasyonu  bireylerinde, 235delC delesyonunun ise  Asya
populasyonlarinda baskin oldugu bilinmektedir. Giintiimtiz Turkiye’sinde
farkli etnik kokene sahip ve isitme kaybi olan sayilamayacak kadar cok
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birey yasamasina, otozomal resesif isitme kaybinin ortaya c¢ikmasina
neden olan akraba evliligine c¢ok sik rastlanmasina ragmen,
nonsendromik kalitsal isitme kaybs ile ilgili olarak sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. Ulkemizde daha cok konneksin 26 geni ile calisilmis,
hangi tip mutasyonlar oldugu tanimlanmis, etnik kékene spesifik bir
mutasyon belirlenememis ve siklikla 35delG goérilmustir. Yeni gen
arayislarina yonelik ise bazi merkezlerde calismalar devam etmektedir.
1998 yilinda, yayinlanan bir calismada, Turkiye’nin dogusunda yasayan,
3 kusakli, etkilenmis bireylerinde nonsendromik prelingual total isitme
kaybi1 bulunan ve akraba evliligi yapmis bir ailenin isitme kaybi
nedeninin DFNB9 lokusu ile baglantili oldugu go6sterilmis ve. 2002
yilinda bu Turk ailenin ekilenmis bireylerinde, DFNB9 lokusunda
tanimlanmis Otoferlin geninde yapilan SSCP ve dizi analizi sonucunda,
proteinin 3 boyutlu yapisinda degisiklige neden olan yeni bir yanlis
anlamli mutasyon oldugu saptanmaistir.

Dinyada yapilan calismalar g6z ©6ntne alindiginda Turk
populasyonu ile yapilan calismalarin akraba evliligi sikligi fazla olmasina
ragmen yetersiz oldugu, bilinen genlerdeki mutasyon siklik ve
cesitliliginin hala kesin olarak bilinmedigi, Turkiye’de isitme kaybinin
hangi genlerle baglantili oldugunun ve nonsendromik sagirliga neden
olan yeni aday genlerin belirlenmesi gerektigi sonucu ortaya ¢cikmaktadair.
Bu calismada amacimiz, Turk populasyonunda kalitsal isitme kaybina
yol acan yeni lokuslar haritalamak, daha énce tanimlanmis olan genlerde
mutasyon taramasi yaparak Turk populasyonu icin yeni mutasyonlar
tanmimlamak ve bunlarin frekansimi belirlemektir. Isitme kaybindan
sorumlu yeni bir genin veya DNA dizisinin tanimlanmasi, prenatal
donemde mutasyonlarin daha hizli taranarak hastaligin 6nlenmesine
katkida bulunacaktir. Yeni gen(ler)in izole edilmesi sayesinde, bilim
adamlar1 tarafindan hayvan modelleri tUzerinde bdlge spesifik
mutasyonlar yaratilarak her bir mutasyon ile isitme kaybinin spesifik
molekuler ve fizyolojik karakteristikleri arasinda bir korelasyon olup
olmadig1 incelenebilecek, spesifik gen mutasyonlar: ile iliskili klinik
profile uygun ve daha gelismis tibbi tedavi olanaklarinin olusmasina
katki saglanabilecektir. Ayrica GJB2 geninde mutasyon belirlenen
ailelere danigsma verilerek gerektiginde prenatal tani yapilabilecektir.
Bugutne kadar Turk ailelerde yapilan GJB2 geninde mutasyon taramasi
ve baglanti calismalarinin sinirli sayida oldugu g6z 6nune alininca, bu
calismadan elde edilen verilerin literatiire 6nemli katk: saglayacagi
dustunudlmektedir.
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Isitme kaybi insanlarda en sik gériilen duyusal hasarlardan biridir
(1). Dunyada her 1000 cocuktan 1’'inde kalitsal isitme kaybi
bulunmaktadir. Ayrica her 1000 cocuktan 17 yetiskinlik dénemine
ulasmadan 6nce sagir olmaktadir (2). Turkiye’de ise her yil kalitsal isitme
kayb1 olan yaklasik 500 cocuk dinyaya gelmektedir (3). Populasyonda
30-50 yas arasinda ve 60-70 yas arasindaki bireylerde sirasiyla 9%0.3 ile
%2.3 sikliginda isitme kayb1 ortaya cikmaktadir (4-5).

Isitme kaybi hayatin herhangi bir déneminde ve degisik siddetlerde
ortaya cikabilmektedir. Erken cocukluk déneminde ortaya c¢ikan ciddi bir
hasar, bireyin konusma yetenegini biiytk 6lctiide etkilemektedir. Hayatin
ileri evrelerinde ortaya cikan isitme kaybi ise yasamin kalitesini 6énemli
olcide dusurmekte ve etkilenmis bireyler sosyal olarak toplumdan izole
olmaktadirlar (4).

[sitme kaybi genetik ve cevresel faktérlerin ya da her ikisinin
karsilikli etkilesimi sonucu ortaya cikmaktadir (5). Bu hastaliga neden
olan cevresel faktoérler; akustik travma, menenjit, kabakulak, perinatal
komplikasyonlar, toksoplazma, rubella ve sitomegalovirtis gibi bakteriyal
ve viral enfeksiyonlar ve aminoglikozidler gibi ototoksik ilaclardir.

Yapilan genetik calismalar sonucunda kalitsal isitme kaybinin, tek
bir gende meydana gelen mutasyonlarla olusabilecegi gibi farkh
genlerdeki mutasyonlar ve cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu
multifaktériyel olarak da ortaya cikabilecegi bildirilmistir. Gelismis
ulkelerde elde edilen bilimsel bulgulara gére konjenital sagirligin %601
kalitsal olup tek bir gende meydana gelen mutasyonlar sonucu
olusmaktadir (5).

Dliinyada yaygin bir hastalik olan kalitsal isitme kaybi, klinik ve
genetik olarak oldukca heterojendir. Bu genetik heterojenite ve klinik
siiflandirmanin sinirli olmasi, isitme kaybina yol acan yeni genlerin
tanimlanmasinda kaydedilen hizli ilerlemelerin 6éntine set cekmektedir
(4). Ayrica farkl genlerdeki mutasyonlar isitme kaybi bulunan bireylerde
ayni klinik fenotipe yol acabilirler. Yine, ayni gende bulunan mutasyonlar
farkli ailelerde ve hatta ayni ailenin icindeki farkli bireylerde bile
tamamen farklh klinik fenotipin ortaya c¢ikmasindan sorumlu
olabilmektedir (6). Isitme kaybi ile ilgili gorilen klinik ve genetik
heterojenite sonucu, konjenital cok ileri derecede isitme kaybi ile, yavas
ilerleyen ve yetiskin déneminde ortaya cikan isitme kaybi ve bu ikisi
arasinda c¢ok cesitli fenotipik varyasyonlar ortaya cikmaktadir(7-8).
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Ayrica dunyada ve Turkiye’de isitme kayb1t bulunan iki bireyin
evlendirilmesi oldukca yaygin bir olgudur. Bu durum ailede iki farkh
gendeki mutasyonlar: tasiyan ve ebeveynlerinden daha siddetli hastalik
belirtisi tasiyan bilesik heterozigot ( compand heterozygote ) bireylerin
olusumuna neden olmaktadir (8). Genetik faktérler kadar sagirliga neden
olan cevresel faktérlerin de ise karismasi durumu daha da karmasik ve
cdziilmesi zor hale getirmektedir. Isitme kaybinda digenik kalitim ilk kez
bir Isvec’li ailede, etkilenmis bireylerin 2 farkli gende (DFNA2 ve DFNA12)
tasidiklari mutasyonlarin saptanmasiyla gésterilmistir (8). Iki farkli gen
arasinda olasi interaksiyonlar da farkli fenotiplere neden olabilmektedir.

Butin bunlara ek olarak, genetik ve/veya cevresel modtle edici
faktorlerle, isitme kaybi ile ilgili olan genlerin fonksiyon ve
ekspresyonlarini modifiye eden ve baska bir bdlgede lokalize olan bir
modifiye edici gen nonsendromik isitme kaybina neden olmaktadir (9).
Bu da bireyler arasinda fenotipik varyasyonlara neden olmaktadir. 12S
tRNA genindeki A1555G mutasyonu konjenital isitme kaybina yol
acarken, bu mutasyon icin heterozigot tasiyic1  bireylerde,
aminoglikozidlere maruz kaldiklarinda isitme kaybi induklenmektedir.
Bu durum g6ézéniine alinarak yapilan bir calismada, mitokondriyel isitme
kayb1 icin tim genom taranmis ve nuklear genomda lokalize olan
modifiye edici bir gen saptanmistir (10).

Kalitsal gecis gosteren sagirlikta gortlen bu klinik ve genetik
heterojenite nedeniyle, baglanti calismalar1 ve pozisyonel klonlama
stratejileri icin, cok sayida etkilenmis birey bulunan buytk aileler
secilmektedir. Ozellikle akraba evliligi bulunan ve otozomal resesif
kalitim modeli gésteren buytk aileler, kalitsal isitme kayb ile ilgili yeni
genlerin tanimlanmasinda en iyi kaynagi olustururken, ktictik aileler de
homozigosite haritalamasinda kullanilmaktadir (11-12). Kulturel, dinsel
ya da cografi olarak izole olan toplumlarda, akraba evliligi olan buyuk
ailelere siklikla rastlanilmaktadir. Bu tur toplumlarda resesif olarak
kalitilan hastaliklarin sikliklar1 da daha yuksektir. Ayni durum resesif
olarak kalitilan isitme kaybi icin de gecerlidir. 2004 yilinda yayinlanan
bir makalede, Turkiye’de akraba evliligi siklhiginin %21-25 oldugu
gosterilmigtir (13-14). Buna bagh olarak kalitsal isitme kaybi1 da oldukc¢a
yaygindir. Bu aileler genetik baglanti calismalar1 ve yeni sagirhk
genlerinin tanimlanmasi i¢in iyi bir kaynak olusturmaktadirlar.

Gen baglanti calismalari, sadece yeni lokuslarin haritalanmasi icin
degil, ayn1 zamanda daha o6nceden tanimlanmis lokuslardaki aralig:
daraltmak ve yeni genler tanimlamak icin de oldukca guicli bir tekniktir.
Gen baglanti calismalar1 sayesinde yaklasik 100 sagirlik lokusu
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haritalanmis ve bu genlerden bazilari tanimlanmistir (15). Cok sayida
ailede yapilan gen baglanti calismalari sonucunda, ailelerde farkh
bolgelerde rekombinasyon tanimlanmasi sayesinde, aday kromozom
bolgesi daraltilarak sagirliga neden olan genlerin tanimlanmasi
kolaylastirilmistir.

Kalitsal sagirlikta, etkilenmis bireyler isitme kaybi ile birlikte baska
klinik belirtiler de gdsteriyorsa buna sendromik isitme kaybi denir. Eger
tek klinik belirti isitme kaybi ise buna nonsendromik isitme kaybi denir.
Sendromik resesif sagirlik calismalari, klinikcilerin fenotipe bakarak
hangi genin hasarli olabilecegi hakkinda fikir sahibi olabilmesini
saglamaktadir. Ornegin, Pendred sendromunda isitme kayb:1 tiroid
anomalileri ile birlikte gériilmektedir. Aniden koétulesen isitme kaybi ya
da anormal perklorat atilim testi sonuclari Pendred sendromundan
sorumlu olan Pendrin (PDS) genindeki mutasyonlar1 isaret etmektedir
(16).

Yurutilen fonksiyonel calismalar sonucunda, tanimlanan sagirlik
genlerinin, hucre iskeleti komponentleri, ekstraseliiler matriks
komponentleri, transkripsiyon faktoérleri, enzimler, iyon pompalar1 gibi,
farkli gorevleri yerine getiren proteinleri kodladiklar1 saptanmistir. Bu
calismalar isitsel fonksiyonlarin molektler temelinin anlasilmasina
buytk katkilar saglamis, bu genlerde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda kokleadaki yapisal proteinlerde meydana gelen degisikliklerin
isitme kaybi ile dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir (17).

2.1.Kulagin Yapisi

Sesleri algillamamizi saglayan ve vicudumuzun dengesini koruyan
kulak oldukca kompleks bir yapidir. Dig dinyadan gelen uyarilarin
toplanmasi, iletilmesi ve beyne iletilerek uyarilarin algilanmasi: kulaktaki
3 farkli kismin beraber fonksiyon gérmesiyle saglanmaktadir ( Sekil2.1).
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Sekil 2.1. Kulagin anatomik yapisi ( http//:images.google.com.tr)

Kulagin disaridan goérulen ilk kismi dis kulak, kulak kepcesi (pinna
ya da avricula) ve dis kulak kanalindan olusmaktadir. Bu dis isitme
kanali, kulagin icinde kulak zarina (timpanik membran) kadar
uzanmaktadir. Ici hava ile dolu orta kulaktaki 3 isitsel kemiklerden ilki
olan cekic (malleus), kulak zarina bitisiktir. Cekic kemigi 6rs kemigi ile ve
ors, lizengi kemigi ile iliski halindedir. Uzengi kemigi, oval pencere
araciligl ile i¢ kulaga baglanir.

Ic kulak, temporal labirentin icinde bulunan kemiksi labirent ve
kemiksi labirentin icindeki membranéz labirentten olusmaktadir.
Semisirktler kanallar, vestibul ve koklea olmak TtUzere 3 yapi
icermektedir. Kemiksi labirent ile membranéz labirentin arasindaki
bosluk perilimf olarak adlandirilan bir sivi ile doludur. Yani perilimf
membrandz labirenti islak tutmaktadir. Bu sivinin iyonik yapisi, kan
plazma sivisi1 ve serebrospinal sivi ile benzerdir. Membrandz labirentin
icindeki sivi endolimf olarak isimlendirilir. Bu siv1  yuksek
konsantrasyonda potasyum ve sodyum icermektedir ve koklea kanalinda
dizili stria vascularis denen bir grup hulcreden salgilanmaktadir.
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Semisirktiler kanallar olarak adlandirilan 3 lop ve onlara bitisik yer alan
utrikiil ve saccul vestibular yapiyr olusturmakta ve dengenin
korunmasini saglamaktadir (Sekil.2.2).

Macula

Macula N
utriculus

sacculerae

Anterior semisirkiiler
kanlain crista ampullarisi

Lateral semisirkiiler
kanalin crista
ampullarisi

Korti Posterior semisirkiiler kanalin
organi crista ampullarisi

Koklear Vestibiiler

Labirent Labirent

Sekil 2.2. i¢c kulagin anatomik yapisi ( http//:images.google.com.tr)

Koklea, koklea modiolus ad1 verilen koni seklindeki bir yap: etrafinda
arkadan o6ne, icyandan disyana dogru 2.5 defa dolanan bir kanaldir.
Kokleanin icinde, korti organi olarak adlandirilan, alici epitel hiicrelerden
olusan, isitme organi bulunmaktadir (Sekil.2.3). Korti organi basilar
membranin Ust yUzeyinde yerlesen, bir cok htlicreden yapilmis bir
organdir ve tektorial membran tarafindan sarilmistir. Korti organi,
Claudius, Boettcher, Hensen, Deiters, Pillar ve i¢ sinir hiicreleri denen
destek  hucreleri icermektedir. Bu hucreler silyali hucreleri
desteklemektedirler. Ses iletimini saglayan duyu hucreleri, st
yuzeylerinde bulunan mikrovililer nedeniyle silyali huicreler olarak
isimlendirilirler. Ic ve dis olmak tizere, morfolojik ve fonsiyonel olarak
birbirinden farkl 2 tip silyali hticre vardir. Korti organinda 3 sira halinde
dis silyali hiicreler ve tek sira halinde i¢ silyali hticreler bulunur. Dis
silyal1 hucreler, ince silindirik bir yapiya, i¢ silyali huicreler ise, ampul
seklinde bir yapiya sahiptir. Her bir silyali huicre, 100 adet sil
icermektedir. Bu siller hucrelerin Uzerinde 3 sira halinde, artan
yuksekliklerde ve V seklinde lokalize olmuslardir. Her bir silden uc
baglantis1 denen kuctk bir filamentéz yap: cikar ve bu yap: bitisikteki
daha uzun olan sile baglanir. Dis silyali hiicrelerin en uzun sili direkt
olarak tektorial membrana dayanir (Sekil.2.3). Dis silyali hucrelerin
motor fonksiyon gérdiigi ve dusik yogunluktaki wuyarilarin
cogaltilmasinda 6nemli olabilecegi hatta koklear cogalticilar olabilecekleri
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dustunutlmektedir (18). Dis silyali huicreler siskindir ve kasilip gevseme
hareketi yaparak uyarinin etkisini arttirabilirler. I¢c silyali hiicreler bu
ozellikleri tasimazlar ve onlarin alici sinir fiberlerinin %90-95’ini alan
gercek reseptor huicreleri olduklar: distintlmektedir (18).

Das silyali hiicreler Tektoryal membran

Hensen - e — ! o
hiicreleri -

Sil grubu

Retikiiler
lamina

Claudius
hiicreleri

ic silyah
hcreler

Pillar
hiicreler

B?ettche}' Korti kanah
hiicreleri

Bazal membran Deiters Sinir fiberleri
hiicreleri

Sekil 2.3. Korti organi ( http//:images.google.com.tr)

2.2.Isitmenin Fizyolojisi

Isitme, basin cevresinde olusan ses dalgalarinin dis kulak, orta
kulak ve i¢ kulak araciligi ile beyin sapindan gecip korteksteki isitme
merkezi tarafindan algilanmasidir. Kulak kepcesi ve dis kulak kanali
sesin iletilmesinde pasif rol oynar. Kulak kepcesi ses dalgalarinin
toplanmasinda, dis kulak yolu da bu dalgalarin timpanik membran
iletilmesinde rol oynarlar. Dis kulak yolundaki hava boslugunda bulunan
ses dalgalari, orta kulakta yer alan timpanik membrani, cekic, 6rs ve
ltzengi kemiklerini titrestirerek stapes ve oval pencere aracilig ile ic
kulakta kokleadaki sivi ortama ulasir. I¢ kulaktaki basilar ve tektoryal
membranlarin hareketleri sillerin yontnt degistirmek suretiyle uc
baglantilarinin gerilerek iyonik kanallarin acilmasina neden olur. Bunun
sonucunda, endolimfteki potasyum, hizla silyali hticrelere bosaltilarak bu
hiicrelerin depolarize olmasina neden olur. I¢ silyali hiicrelerde bulunan
voltaj sensitif kalsiyum kanallar1 aktive olur ve kalsiyum isitme sinirleri
boyunca beyne iletilen nérotransmiterlerin salinimina neden olur. Sesler
beyinde zit temporal kemigin serebral korteksinde islenmektedir. Bu
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yollardan herhangi birinde dogustan ya da hayatin ileri evrelerinde
yaralanma veya ila¢ kullanimina bagli olarak meydana gelen bir hasar
isitme kaybina yol acmaktadir. Olgularin bluytuk cogunlugunda gérilen
hasar dis silyali hticrelerde meydana gelmektedir (18).

[sitme kayb1 konjenital olabilir ya da hayatin gec evrelerinde ortaya
cikabilir. Dogustan veya erken cocukluk déneminde ortaya cikmissa
prelingual, hayatin ileri evrelerinde ortaya cikmissa postlingual olarak
siiflandirilir  (14). Isitme kayiplarn bliylik oranda periferal isitsel
hasarlardan kaynaklanir ve klinik olarak sensoérindral, konduktif, miks
ve merkezi tip olmak Uizere 4’e ayrilir. Sensérindral isitme kaybi, isitsel
sinirlerin veya i¢ kulaktaki koklea hticrelerinin yaslanma, yuksek ses,
hastalik, yaralanma, enfeksiyon, virlsler, bas travmasi, ilaglarin toksik
etkileri ile zarar gérmesi nedeniyle ya da kalitsal olarak ortaya cikar.
Kalitsal isitme kaybinda etkilenmis bireylerde zaman zaman isitme ile
ilgisi olmayan ek klinik 6zellikler goértilmektedir. Bu tip kalitsal isitme
kaybina sendromik isitme kaybi denir. Toplam isitme kaybinin %30unu
olusturur ve olgularin cogunda konduktif ya da miks tip isitme kaybi
gortulmektedir. Bu tur olgularda isitme kaybi sendromla iliskili olarak
primer veya sekonder fenotip olarak ortaya cikmaktadir. Sendromik
isitme kaybindan daha sik olarak gériilen nonsendromik isitme kaybinda
ise olgular isitme kaybindan baska herhangi bir ek klinik o6zellik
tasimazlar. Nonsendromik isitme kaybi genellikle monogenik olarak
gorulse de yuksek derecede heterojenite gostermektedir (11). Kalitsal
isitme kaybinin yaklasik %70’i nonsendromiktir ve hasar cogunlukla
sensorindral orijinlidir (11). Senso6rindral isitme kaybi toplam isitme
kayiplarinin %90 indan sorumludur. Konduktif isitme kaybi, en sik
rastlanan isitme kayiplari arasinda ikinci siray1 almaktadir. Dis kulakta
kulak kiri birikmesi, otitis media veya kulak zarinin delinmesi gibi dis
veya orta kulak hasarlari sonucu ses dalgalarinin yutkseltgenmesinin ve
i¢c kulaga gecisinin engellenmesi ile ortaya cikar. Merkezi tip isitme kaybi
beyin sap1 ya da beyinde meydana gelen bir hasar sonucu olusan ve
oldukca nadir olark goérilen bir sagirhiktir. Miks isitme kaybi ise
konduktif ve sensérindral isitme kaybinin bir kombinasyonudur.
(4,18,19).

Isitme, sesin siddetine verilen degerle 6lctiliir. Sesin siddeti
bulundugu ortamda olusturdugu basin¢ degisikligine goére belirlenir.
Sesin siddetini 6lcmek icin kullanilan birim desibel’dir (dB). Desibel
logaritmik bir birimdir ve lineer olarak artmaz. Yani 1dB ile 3 dB
arasindaki fark 5 dB ile 7dB arasindaki fark ile ayni degildir. Normal
isiten insanlarin algilayabildigi en kticik ses O dB’dir ve odyometri
testinde bu deger referans olarak kabul edilir. Her frekansta 6lctime
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hastay1 rahatsiz etmeyecek mimkuin olan en yltksek seviyeden baslanir.
Uyar: siddeti, 10 dB’lik azaltmalarla hastanin duymadig: seviyeye kadar
indirilir. Daha sonra 5 dB’lik arttirimlar yapilir. Hastanin tekrar duymaya
basladig1 seviyedeki ses siddeti isitme esigi olarak kaydedilir. Isitme
kayiplar: elde edilen esiklerin derecesine gore soyle siniflandirilir:

0-20 dB Normal igitme

20-40 dB Halfif isitme kaybi

40-60 dB Orta derecede isitme kaybi
60-80 dB Siddetli isitme kaybi
80-100 dB Derin isitme kayb1

100 dB ve tisti  Total isitme kayb1

Otozomal dominant ve otozomal resesif aile gruplarinin odyogramlari
arasinda belirgin farkliliklar bulunmaktadir. Otozomal resesif grupta,
odyogram artan sekilde ve keskin bir egim goésterir. Otozomal dominant
grupta ise odyogram keskin, yaygin veya hafif egim gostermektedir.
Otozomal resesif gruba gére otozomal dominant gruptaki ailelerde, isitme
kaybinin derecesinde, aile i¢i varyasyonlara oldukca sik rastlanmaktadir
(19).

2.3. Kalitsal Isitme Kaybinin Genetik Olarak Siniflandirilmas:
Kalitsal nonsendromik isitme kayb:1 kalitim modeline goére, otozomal
resesif ( DFNB ), otozomal dominant ( DFNA ), X kromozomal ( DFN ) ve
mitokondriyal olarak smniflandirilir (19). Kalitsal nonsendromik isitme
kaybinin otozomal resesif formu %85 oraninda goérilmekte, cogunlukla
koklear hasarlara ve konjenital ileri derecede isitme kaybina yol
acmaktadir. Otozomal resesif kalitim modeli gbésteren isitme kayiplari,
Turkiye gibi, akraba evliligi sikligi yuksek olan tulkelerde daha sik
gorulmektedir. Otozomal dominant isitme kaybi ise %15-20 oraninda
gorulmekte, otozomal resesif forma gére daha az siddetli ve ilerleyici tipte
isitme kaybina yol ag¢makta ve postlingual olgularin buytk kismini
olusturmaktadir (GB11). X kromozomuna bagh isitme kaybi1 %1-3 ve
mitokondriyal igsitme kaybi %1’den daha az oranda goértulmektedir.

Hayatin erken evresinde ortaya cikan nonsendromik isitme kaybinin
pek cok formu monogeniktir. Oligogenik ya da kompleks kalitim gbsteren
isitme kayiplari ¢cok nadir olarak bulunur ve saptanmasi oldukca zordur
(20). Gectigimiz yillarda isitme kaybina yol acan yeni genlerin
tanimlanmasinda kaydedilen hizli ilerlemeler sonucunda, nonsendromik
isitme kaybia ile iligili olarak 46 otozomal dominant, 48 otozomal resesif, 4
X kromozomal, 1 Y kromozomal ve 2 modifiye edici olmak uzere 102
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lokus, bu lokuslardan 22 otozomal dominant, 19 otozomal resesif ve 2 X
kromozomal gen tanimlanmistir. Ayrica 2 farkli mitokondriyal gende (
12SrRNA ve tRNASer ) 4 farkli mutasyon gésterilmistir.

2.4.Nonsendromik Otozomal Resesif Lokuslar

Bugline kadar haritalanan 48 nonsendromik otozomal resesif
lokustan 46’s1, konjenital siddetli veya derin isitme kaybina neden
olmaktadir (Cizelge 2.1). DFNB2 ve DFNB8 Ilokuslar1 ise bazen
postlingual isitme kaybindan sorumludur (12-21). Yapilan calismalar
sonucunda ayni gende meydana gelen farkli mutasyonlarin hem
nonsendromik otozomal resesif isitme kaybmna hem de Usher
sendromuna neden oldugu gosterilmistir. Ornegin, MYO7A genindeki
farkli mutasyonlar Usher sendromu tip 1B (USH1B), atipik Usher
sendromu, ve nonsendromik DFNB2’ye, kaderin23 (CDH23) genindeki
mutasyonlar USH1D ve DFNB12%e, Ushlc genindeki mutasyonlar
USH1C ve DFNB18’%¢, PCDH15 genindeki mutasyonlar ise USHIF ve
DFNB23’e neden olmaktadir (22-23,24-27). Bir baska 6rnek olarak, bir
anyon transport proteinini kodlayan Pendrin geni verilebilir. Bu gende
meydana gelen mutasyonlar hem sendromik (Pendred sendromu) hem de
nonsendromik (DFNB4) isitme kaybina yol a¢cmaktadir (23,28). Ayrica
yapilan ilk calismalarda farkli boélgeler olarak haritalanan DFNBS8 ve
DFNB10 lokuslarinda TMPRSS3 geninin ve DFNB7 ve DFNBI11
lokuslarinda TMC1 geninin lokalize oldugu saptandiktan sonra bu
lokuslarin cakistiklar: anlasilmistir (29).

Cizelge 2.1.Nonsendromik otozomal resesif lokuslar
(http:/ /webhost.ua.ac.be/hhh/)

DFNB1 13q12 GJB2 D13S175, D13S292 30

DFNB2 11q13.5 MYO7A D11S4081, D11S906 31

DFNB3 17p11.2 MYO15 D17S2196, D1752187 32

DFNB4 7931 SLC26A4 D7S5496, D752459 33

DFNBS 14q12 bilinmiyor D14S286, D14S579, 34
D14S301

DFNB6 3pl4-p21 TMIE D3S1767, D3S3647 35

DFNB7 9q13-g21 TMC1 D9S301, D9S1876 36

DFNB8 21q22 TMPRSS3 D21S1260, D21S1259 21
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DFNB9 2p22-p23 OTOF D2S158, D2S174 37

DFNB10 21922.3 TMPRSS3 38

DFNB11 9q13-g21 TMC1 39
|
DFNB12 10g21-g22 CDH23 D10S537,D10S1432 27
DFNB13 79q34-36 bilinmiyor D7S1824, D7S2513 40
|
DFNB14 7931 bilinmiyor D7S554, D7S515; 40
D7S2459
|
DFNB15 3921-925 bilinmiyor D3S1764, D3S1744, 41
19p13 D3S1605, D19S216,

D19S406, D19S221

DFNB16 15921-q22 STRC D15S994, D15S659 42

DFNB17 7q31 bilinmiyor D7S501, D7S692 43

DFNB18 11p14-15.1 USHIC D11S902, D11S2368 26

DFNB19 18p11 bilinmiyor D18S452, D18S843 yayinlanmamis

DFNB20 11925-qter bilinmiyor D11S968, D11S2359 44

DFNB21 11q TECTA D11S925, D11S4464 45

DFNB22 16pl2.2 OTOA D16S3046, D16S403 46
|
DFNB23 10p11.2-g21 PCDH15 D10S1762, 47

D10S1227
|
DFNB24 11923 bilinmiyor D11S2017,D11S908, Richard Smith,

D11S1992 yaymlanmamis
|
DFNB25 4p15.3-ql12 bilinmiyor D4S2632, D4S405, Richard Smith,

D4S428 yayinlanmamis

DFNB26 4931 bilinmiyor D4S424, D4S1625, 48
D4S1604, D1S2815,
D1S1619, D1S1165
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DFNB27 2q23-q31 bilinmiyor ~ D2S2307, D2S2314, 49

D25148
|
DFNB28 22q13 bilinmiyor ~ D22S1045, D22S423, 50

D225282
DFNB29 21922 CLDN14  D21S1252,D21S168 51

DFNB30 10p12.1 MYO3A D10S1749, D10S2481 52

DFNB31 9q32-q34 WHRN D9S302, D9S1776 53
|
DFNB32 1p13.3-22.1 bilinmiyor D1S2819, D1S495, 54

D1S3723
|
DFNB33 9q34.3 bilinmiyor D9S1826, D9S158, 55

D9S1838
|
DFNB35 14924.1-24.3 bilinmiyor D14S258, D14S77, 56

D14S53

DFNB36 1p36.3 ESPN D152870, D1S214 57
|
DFNB37 6q13 MYO6 D6S1659, D6S1031 58
|
DFNB38 6426-G27 bilinmiyor =~ D6S1599, D6S1277 55
|
DFNB39 7q11.22-q21.12 bilinmiyor ~ D7S2516, D7S2204, 59

D75644
|
DFNB40 22q bilinmiyor ~ D22S686, D22S1174, 60

D22S1144

DFNB42 3q13.31-g22.3  bilinmiyor 61

DFNB44 7pl4.1-q11.22  bilinmiyor 62

DFNB46 18p11.32-p11.31 bilinmiyor 63

DFNB48 15923-g25.1 bilinmiyor 64

DFNB49 5q12.3-q14.1. bilinmiyor 65

DFNBSO 12923 bilinmiyor yayinlanmamis

DFNBS3 6p21.3 bilinmiyor 66

DFNBSS 4ql12-q13.2 bilinmiyor 67



DFNB60 5g22-g31 bilinmiyor D5S404, D5S1979 R. Smith
yayinlanmamis

Bu lokuslarda tanimlanmis genler ve kodladiklari proteinlerin
biyolojik rolleri cizelge 2.2’de gériilmektedir.

Cizelge 2.2. Insan nonsendromik otozomal resesif isitme kaybi ile ilgili
tanimlanmis genler ve biyolojik rolleri.

Biyolojik rola Gen Urinti Gen sembolti NSHL lokusu Alelik mutantlarin

neden oldugu
diger fenotipler

Adezyon Kaderin23 CDH23 DFNB12/10qg21-22 USH1D

Htuicre iskeleti Espin ESPN DFNB36/1p36 -

Enzim TMPRSS3 TMPRSS3 DFNBS8,10/21g22.3 -

Ekstraseltler matriks Otoankorin OTOA DFNB22/6pl12.2 -

Alfa-tektorin TECTA DFNAS,A10,A12, -
B21/11g22-q24
Gap junction Konneksin26 GJB2 DFNB1,A3/13ql2 Keratoderma
Konneksin30 GJB6= DFNB1,A3/13ql2 Clouston’s S.

Transportirlar Pendrin SLC26A4 DFNB4/7q31 Pendred S.

Integral membran TMIE TMIE DFNB6/3p14-p21 -

Proteinleri

Motor MyozinIIIA MYOS3A DFNB30/10p12.1 -
MyozinVIIA MYO7A DFNB2,A11/11q12.3 Usher1B
MyozinXVA MYO15A DFNB3/17pl11.2 -

Makromolektler Harmonin USH1C DFNB18/11p15.1 Usher1C

Organizatorler

Noron/sinaps Otoferlin OTOF DFNB9/2p22-p23 -

Siki baglanti Klaudin14 CLDN14 DFNB29/21g22 -

Fonksiyonu Steryosilin STRC DFNB16/15q21-q22 -

bilinmeyen Protokaderin PCDH15 DFNB23/10g21-q22 UsherlF

2.5.0tozomal Resesif isitme Kaybi ile Ilgili Tanimlanmis Genler
Konneksin 26 (GJB2): Nonsendromik otozomal resesif isitme kaybi
bulunan ve akraba evliligi olan 2 Tunuslu ailede sagirlik, linkaj analizi ile
13q12°de lokalize DFNB1 lokusuna haritalanmistir (30). Bunun ardindan
farkli populasyonlardan, nonsendromik resesif isitme kaybi bulunan,
akraba evliligi olan ve olmayan pek cok ailede isitme kaybinin DFNB1
lokusuna haritalanmasi, bu lokusun isitme kaybinda biyuk oranda etkili
oldugunu kanitlamistir (68-69).
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Gap-junction beta2 (GJB2) ve konneksin gen ailesinin diger tyeleri
iki ekzondan olusan basit bir genomik yapiya sahiptir. GJB2 geninin 1
no’lu ekzonu 5’ transle edilmeyen bélge kodlar ve 2 no’lu ekzonu 208
aminoasitlik Konneksin 26 proteinini kodlar. Dliinyanin pek cok yerinde
nonsendromik resesif isitme kaybi bulunan ailelerde ve sporadik
olgularda bu gendeki mutasyonlar ekzon 2’de tanimlanmistir (70-71).
Buglin nonsendromik otozomal resesif gecisli sens6érinéral isitme kaybi
olan olgularin %69unda, GJB2 geninde tanimlanan 100’den fazla
mutasyonun etkili oldugu dustuntlmektedir (72-73). Tanimlanan
mutasyonlar arasinda nonsense bir mutasyon olan 35delG’nin, 6zellikle
Kafkas populasyonunda, nonsendromik orta derece-ileri derece isitme
kayb1 gorilen bireylerin %70’inde bulundugu saptanmistir (74). Bu
mutasyon cerceve kaymasina ve proteinde sonlanma kodonu olusmasina
neden olmaktadir. 35delG mutasyonu icin homozigot olan bazi
bireylerdeki isitme kaybinin hafif ya da orta derecede olmasi bu
bireylerde konneksin 26’nin isitme sisteminde gérdigu fonksiyonunun
kaybinin bir baska yolak ile tamamlandigini distindirmektedir (75). Bu
alternatif yolak, diger konneksin proteinlerinden biri olabilecegi gibi gen
icinde bulunan bir baskilayici da olabilir. 35delG’nin tasiyict sikligi
Akdeniz populasyonunda 1/31 ve Avrupa populasyonunda %?2’dir (76).
Tanimlanan diger mutasyonlardan 167delT Ashkenazi Yahudilerinde,
235 delC mutasyonu ise Asyalilarda cok sik goérilmektedir (31-32).
Bunlar disinda GJB2 geninde pek cok anlamsiz, yanlis anlamlh
mutasyonlar, kuctk delesyon ve insersiyonlar tanimlanmistir. Bu
mutasyonlarin buyltk cogunlugu otozomal resesif, 6 tanesi otozomal
dominant, 3 tanesi ise sendromik isitme kaybina neden olmaktadir (77).
Tuark populasyonunda GJB2 geninde tanimlanmis otozomal resesif
nonsendromik isitme kaybina neden olan mutasyonlar ve sikliklar
cizelge 2.3’de gortulmektedir.
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Cizelge 2.3. Turk populasyonunda GJB2 geninde tanimlanmis nonsendromik
otozomal resesif isitme kaybina neden olan mutasyonlar ve
sikliklar (Kalay ve ark. 2005°ten uyarlanmistir.)(78)

KalayVe Uyguner Bayazitve arkTekinve ark
Mutation ark. ve ark. (2003) (2003) Total

(2005) (2003) 14 bire 154 bire 321 birey

93 birey 60 birey Y Y
35delG/35delG 20 (%21.5) 13 (%21.7) 1 (%7.1) 27(%17.5) 61 (%19)
W24X/W24X 3 1 - - 4
35delG/W24X - 1 - - 1
DelE120/delE120 1 1 1 3
233delG/233delG - 1 - - 1
Q80R/Q80R - 1 1
310del14/310del14 1 - - - 1
299-300delAT/299-300delAT - - 1 - 1
35delG/c.167delT - - - 1 1
35delG/P184R 1 - - 1
35delG/236- _ B _ 1 1
239delTGCAInsAGATCCG
35delG/L90OP - - - 1 1
35delG/310del14 1 - - - 1
35delG/P173S 1 - - - 1
35delG/R127H - — - 1
35delG/Q80K 1 - - - 1
Toplam 29 (%31.2) 19 (%31.7) 2 (%14.3) 31 (%20) 81 (%25)

GJB2 geninde tanimlanmis mutasyonlardan ¢cok azinin ise otozomal
dominant isitme kaybi ile beraber degisik tip keratodermaya neden
oldugu saptanmistir. Bir ka¢ calisma, GJB2 geninde tanimlanmis R143W
mutant aleli icin homozigot ya da heterozigot olan aile tiyelerinin mutant
olmayanlara gore deride artmis epidermal kalinliga sahip olduklar1 ve
homozigotlarin terindeki sodium ve klortir konsantrasyonlarinin daha
yuksek oldugu saptanmistir (79).

Yapilan fonksiyonel calismalar sonucunda GJB2 genindeki patolojik
mutasyonlarin i¢ kulakta potasyum iyonlarinin geri déntsumlt
dolanimini engelledigi diistintlmektedir. Diger taraftan bilim adamlari,
konneksin 26 proteininin huicreler arasinda diger kiictik molektullerin de
gecisinde rol almasi nedeniyle degismis potasyum iyon homeostazisinin
isitme kaybindan tamamiyle sorumlu olmayabilecegini, konneksin
proteinlerinin koklear noroepitelin farklilasmasinda oynadigr rol
nedeniyle isitmede etkili olabilecegini diisinmektedirler (80).
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Konneksin 30 (GJB6): Herhangi bir baglanti verisi olmadan, kokleada
eksprese edildigi bilgisine dayanilarak 1999 yilinda Grifa ve ark. isitme
kaybi1 bulunan 200 bireyde, 261 aminoasitlik Konneksin 30 proteinini
kodlayan GJB6 genini dizi analizi ile incelemislerdir (81). Degisen
derecelerde nonsendromik isitme kaybi bulunan 1 anne ve 2 cocugunda
heterozigot TSM mutasyonunu tanimlamislardir. Ayrica isitme kaybi
bulunan iki kardes ve 1 sporadik olguda GJB6 geninde homozigot 342
b¢’lik bir delesyon saptanmistir (GB82-83). Bunun hemen ardindan 2000
yilinda isitme kaybi ile bir ilgisi olmayan Clouston’s sendromu ( hidrotik
ekdodermal displazi ) bulunan bir ailede yapilan calisma sonucunda bu
sendrom GJB6 boélgesine haritalanmis ve bu gendeki dominant yanls
anlamli mutasyonlarin sendroma neden olabilecegi saptanmistir (84).

Miyozin VII A ( MYO7A ): 1994 yilinda nonsendromik otozomal resesif
isitme kaybi1 bulunan Tunuslu bir ailede yapilan baglanti analizi
sonucunda sagirlikla ilgili lokus, 11q12.3’de lokalize DFNB2 bdlgesine
haritalanmistir (85). 1997 yilinda ise isitme kaybi bu lokusa haritalanmis
ailelerde yapilan calismalar sonucunda bu boélgede MYO7A genindeki
mutasyonlarin nonsendromik isitme kaybindan ve Usher sendromu
tiplB’'den sorumlu oldugu saptanmistir (22-23). Ayrica 1996 yilinda
nonsendromik otozomal dominant isitme kaybi bulunan Japon bir
ailenin de ayni boélgeye baglanti gosterdigi saptanmis ve bu genin 22
no’lu ekzonunda 9 bg¢.lik bir mutasyon tanimlanmistir (86). MYO7A dis
ve daha yuksek oranda i¢ silyali hiicrelerde eksprese edilmektedir. Bu
genin kodladigr 2215 aminoasitlik MiyozinVIIA proteini aktin filamentler
boyunca hareket eden bir domaine sahiptir. Bu protein i¢ kulakta
membran trafigi ve endositozda 6nemli rol oynamaktadir (87).

Miyozin XVA (MYO15A): DFNB3 ilk kez 1995 yilinda, nonsendromik
otozomal resesif isitme kaybi bulunan Balinez bir ailede yapilan
calismayla 17pl1.2°de lokalize olan DFNB3 bdlgesine haritalanmistir
(88). Bunun ardindan Hintli ve Pakistanli olan toplam 11 ailenin de bu
bolgedeki genetik markirlara baglant: gésterdigi saptanmistir (32,89-90).
Bu lokusun fare modeli shaker2 tizerinde yapilan calismalar sonucunda,
fenotipten sorumlu olan myol5A (myoxva) geni tanimlanmistir (91).
Bunun ardindan daha énce DFNB3 bélgesine haritalanmis olan ailelerde,
gende dizi analizi yapilmis ve isitme kaybi fenotipi ile iligkili pek cok
yanlis anlaml ve anlamsiz mutasyon belirlenmistir (90,92).

Degisik splice izoformlari bulunan MYO15A geninin 66 ekzonluk en
buylik izoformu yaklasik 3530 aminoasitlik ve 365-kDa.Tuk bir protein

30



kodlamaktadir. Bu genin 2 no’lu ekzonu, yalniz basina 1223 aminoasitlik
prolin ve tirozince zengin ve bir elastomerik domaine dizi benzerligi
gosteren N-terminal domainini kodlamaktadir (93). N-terminalden sonra
proteinin motor domaini ve kuyruk boélgesi gelmektedir. Kuyruk
boélgesinde 2-3 miyozin hafif zincir baglama bdélgesi (IQ domainleri), 2
MyTh4 boélgesi, 1 FERM benzeri bolgesi, 1 SH3 boélgesi, 1 FERM bdlgesi
ve 1 PDZ ligandi baglama bdélgesi bulunmaktadir (Sekil 2.4) (94).

PDZ
ligand

| B [ T H i F $

Sekil 2.4. MiyozinXVA (MYO15A) proteininin yapisi.

N-terminal domain Motor Q MyTH4 FERM-like gH3 MyTH4 FERM

MYO15A proteini ile yapilan calismalar sonucunda bu proteinin i¢ ve
dis silyali htucrelerde ve hipofiz bezinin salgl yapan grantllerinin
bulundugu bolgede eksprese edildigi saptanmistir (95). Fare modelleri
Uzerinde yapilan 1sik ve elektron mikroskoplari calismalan ile i¢c kulakta
silyali hucrelerin bulundugu fakat sillerin uzunlugunun yabanil tiplere
gore 1/10 oraninda kisa oldugu ve uc¢ baglantilar1 icermedikleri
saptanmistir (Sekil 2.5)(96-97).
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Sekil 2.5. Farenin korti organindaki i¢ silyali hticreler ve siller. A ve B panelleri
yabanil tip dis silyali hticreleri ve uc¢ baglantilarini géstermektedir.
Panel C,D ve E ise anormal sekilli silleri géstermektedir. Defektif
MYOXVA proteinini kodlayan sh2 faresinin sahip oldugu ug¢
baglantisi olmayan ve normalden 1/10 oraninda kisa olan siller, E
panelinde gortlmektedir (15)

Yapilan immunofloresan calismalar1 ile MYOI15Anin, kokleadaki
silyal1 hticrelerin sillerinin ucunda ve vestiblil organinda lokalize oldugu
gorulmustir. Bu bulgular nedeni ile MYOI15Anin, transdiksiyon
kanallarinin lokalizasyonunda motor goérevi olabilecegi dustinulmektedir
(98). Insanda isitme mekanizmalarinin biyolojisinin anlasilmasi icin
miyozin motor proteinlerinin fonksiyonlarinin saptanmasi: ¢ok 6énemli bir
adim olacaktir.

Pendrin (SLC26A4): Pendred sendromu ve nonsendromik sagirlik, 7q22-
31.1’de lokalize DFNB4 boélgesindeki SLC26A4 ( PDS ) geninde meydana
gelen mutasyonlar sonucu ortaya cikan alelik hastaliklardir (28,99).
DFNB4 ailelerinin etkilenmis bireylerinde yapilan ayrintili klinik
muayenelerinde, bu lokusun sadece nonsendromik isitme kaybina neden
olmadigr anlasilmistir. Fakat PDS geninde mutasyon bulunan bazi
ailelerde isitme kaybinin nonsendromik oldugu herhangi bir tiroid
anomalisinin bulunmadig: da goésterilmistir (100). 1998 yilinda iki farkl
grup yaptiklari1 calismalarda, DFNB17 ve DFNB14 lokuslarini da DFNB4
ile ayn1 genomik boélgeye lokalize etmislerdir (40,43). Fakat bu ailelerde,
PDS geninin kodlayici bélgelerinde yapilan dizi analizi sonucunda
mutasyon bulunamamistir. Bu ailelerdeki isitme kaybinin, PDS geninin
duzenleyici boélgelerindeki bir mutasyondan kaynaklanabilecegini ya da
bu boélgede bulunan farkli bir genin mutasyonu sonucu olabilecegini
dustindirmektedir.
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Ic Kulak Transmembran Proteini (TMIE): 2002 Yilinda Mitchem ve
arkadaslarinin insan DFNB6’nin fare modelinde yaptiklar: bir calismada
bir transmembran proteinini kodlayan Tmie geninde 1 anlamsiz
mutasyon ve 1 delesyon tanimlamaislardir (101). Bu calismanin ardindan,
nonsendromik otozomal resesif isitme kaybi bulunan, akraba evliligi
gortlen ve isitme kayb:1 3p21-14'de lokalize DFNB6 bdlgesine
haritalanmis olan S5 ailede, TMIE geninde dizi analizi ile 5 farkh
mutasyon tanimlanmistir(35).

Transmembran Proteaz Serin (TMPRSS3) : 1996 yilinda 2 farkli grup
tarafindan yapilan 2 ayri1 calismada, nonsendromik otozomal resesif gecis
gosteren cocukluk caginda ortaya cikan isitme kaybi bulunan Pakistanh
bir ailede ve konjenital sagirlik géruilen Filistinli bir ailede isitme kaybi
21922 lokalizasyona sahip sirasiyla DFNB8 ve DFNB10 lokuslarina
haritalanmistir ve ailelerdeki fenotipik farkliliklar nedeniyle bu 2 lokusun
farkli oldugu dustnutlmustir (21,38). Daha sonraki yillarda yapilan bir
baska calismada, bu 2 ailedeki etkilenmis bireylerdeki ve 21q.22.3
boélgesine haritalanmis diger ailelerdeki isitme kaybinin, TMPRSS3
genindeki resesif mutasyonlar sonucu ortaya ciktigr saptanmistir. Bu
genin en az 12 kodlayict ekzona sahip oldugu ve pek cok splice
izoformlarinin oldugu gosterilmistir (102-105). Kodlanan protein,
karboksi terminalinde korunmus bir serin proteaz sinyal dizisine sahiptir
ve endoplazmik retikuluma baglanmaktadir (106). Bu gendeki
mutasyonlar Pakistan populasyonundaki nonsendromik resesif igitme
kaybinin %6’sindan sorumlu iken Kuzey Amerika populasyonunda cok
nadir olarak bulunmustur (101).

OTOF Geni: Nonsendromik otozomal resesif isitme kaybi bulunan,
akraba evliligi gortilen genis bir Libnanl ailede isitme kayb1 2p23-p22°de
lokalize DFNB9 bolgesine haritalanmistir (27). Bu ailede ve baska
Lubnanl 3 ailede yapilan calismalar sonucu bu lokusta bulunan OTOF
geninde anlamsiz bir mutasyon tanimlanmistir (37). OTOF, C.elegans
spermatogenez faktériinii kodlayan fer-1 geni ile iliskili oldugu saptanmis
memeli gen ailelerinin yeni bir Uyesidir. Bu gende tanimlanmis Q829X
kurucu mutasyonunun, Ispanyol populasyonunda oldukca yaygin
prelingual isitme kaybindan sorumlu oldugu go6sterilmistir (107). Bu
genin kodladig1 proteinin sitozolik oldugu, hlicre membranina karboksi
terminaliyle tutundugu, sinaptik vezikul trafiginin oldugu, i¢c silyali
hucrelerde eksprese edildigi ve bu ytizden beyne iletilen sinyal yollarinda
onemli rol oynadigi distnutlmektedir (37).
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Kaderin23 (CDH23) : 1996 yilinda nonsendromik resesif gecisli sagirlik
lokusu 10g21-g25 boélgesine haritalanmistir (27). DFNB12 boélgesine
haritalanmis ailelerdeki etkilenmis bireylerde prelingual, bilateral, orta
derece-derin sensérindral isitme kaybi bulunmaktadir (108,25,27).
Gectigimiz yillarda Usher sendromu tiplD (USH1D) lokusu da DFNB12
ile ayni boélgeye haritalanmistir. Bu yltzden USH1D ve DFNB12’nin
birbirlerinin alelik varyasyonlari oldugu dustntlmektedir (109). USH1D
gorilen ailedeki etkilenmis bireylerde sensoérindral isitme kayb:i ile
beraber vestibuler arefleksi bulunmaktadir. Retinal dejenerasyon hayatin
ilk 10 yillik déneminde ortaya cikmakta ve bazi olgularda tamamen
korltige neden olmaktadair.

Bu genin en buyuk izoformu, 69 ekzonu ile 3354 aminoasitlik
kaderin23 proteinini kodlamaktadir. Kaderinler membran bagli reseptér
glikoproteinlerdir ve hiicre-huicre iletisiminde fonksiyon gérmektedirler ve
komsu silyali htucrelerin silleri arasinda ekstraseltiler baglantilar
olusturmaktadirlar (110).

Stereosilin(STRC) : Nonsendromik resesif isitme kaybi bulunan ve
akraba evliligi gérulen 4 ailede baglanti 15q21-q22’de lokalize DFNB16
bolgesine haritalanmistir (111-112). Bu ailelerde STRC adi verilen yeni
bir gende 3 yeni mutasyon tanimlanmistir (42). Bu genin i¢ kulakta
spesifik olarak eksprese edildigi diustinulmektedir.

Harmonin(PDZ Bolgesi Iceren Protein-PDZ73): 1998 yilinda
nonsendromik otozomal resesif sensorindral isitme kaybi1 bulunan btyutuk
bir hintli ailede ve otozomal resesif isitme kaybi ile beraber Retinitis
Pigmentosa bulunan Usher tip 1C bulunan bir baska ailede sagirlik
11p15.1-p15.4°de lokalize DFNB18 boélgesine haritalanmistir (113).

Alfa Tektorin (TECTA) : 1999 yilinda nonsendromik resesif isitme kaybi
bulunan Libnanl bir ailede isitme kaybi, DFNA8/A12 ile ayn1 11q22-q24
genomik lokalizasyonuna sahip DFNB21 boélgesine haritalanmis ve bu
ailenin TECTA geninde mutasyona sahip oldugu go6sterilmistir (45). Bu
gen, i¢ kulakta tektoryal membranin non-kollojen proteinlerinden biri
olan alfa-tektorin proteinini kodlamaktadir.

Otoankorin (OTOA): Bu gen ilk defa mutant bir fare modelinde
tanimlanmistir (42,46). Daha sonra yapilan calismalarda, resesif igitme
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kaybi1 bulunan yaklasik 350 genis ailenin bu genin insan ortologunun
lokalize oldugu 16p12.2 boélgesine bagli olup olmadigi taranmis ve 150
ailede bu bodlgede baglanti saptanmistir. Bu ailelerden secilen
probandlarda OTOA geni i¢cin dizi analizi yapilmistir (46). Bu 150 bireyde
herhangi bir mutasyon saptanamamis fakat prelingual sensérinéral orta
derece-derin isitme kaybi1 bulunan bir aile DFNB22 lokusuna
haritalanmis ve dizi analizi ile bu gende splice bélgesi mutasyonu
saptanmistir.

Klaudinl4 (CLDN14) : Derin konjenital isitme kaybi1 bulunan ve akraba
evliligi gortulen 2 Pakistanhh ailede isitme kaybi 21g22.1°de lokalize
DFNB29 lokusuna haritalanmis ve bu bélgede bulunan CLDN14
proteinini kodlayan CLDN14 geninde 2 farkhh resesif mutasyon
tanimlanmistir. Bu protein korti organindaki destekleyici hiicrelerde ve
silyali hticrelerde eksprese edilmektedir (51).

Myozin III (MYO3A) : Otozomal resesif ilerleyici tip isitme kayb1 bulunan
3 kusakli Israil’li bir ailede yapilan genom taramasi ve baglanti analizi ile
sagirlhik 10pl12-pll’de lokalize DFNB30 bodlgesine haritalanmistir. Bu
ailede yapilan dizi analizi ile anlamsiz bir mutasyon (3126T>QG)
tanimlanmistir. Aynm1 ailenin diger etkilenmis bireylerinde ise 2 farkl
splice boélge mutasyonu da gértlmustir. 3126T>G mutasyonunun Iraklh
yahudilerde tasiyici frekansi %2.3’tur. 96 Ashkenazi Yahudisinde ve 96
Filistinli kontrol kromozomunda bu 3 mutant alel saptanamamuistir.
MYO3A geni kinaz aktivitesi gésteren korunmus bir N-terminale sahiptir
(52).

Espin (ESPN) : 2004 yilinda 2 resesif isitme kayb1 ve vestibtliler arefleksi
bulunan 2 Pakistanli ailede isitme kaybi, 1p36.3-p36.1’de lokalize
DFNB36 boélgesine haritalanmis ve bu iki ailede Espin geninde 2 farkh
mutasyon tanimlanmaistir (57).

2.6.Nonsendromik Otozomal Dominant Lokuslar

Bugliine kadar yapilan calismalar sonucunda 46 nonsendromik
otozomal dominant lokus haritalanmis, bu lokuslarda 22 tane gen
tanimlanmistir  (Cizelge.2.4). Nonsendromik otozomal dominant
lokuslardan DFNAS8 ile DFNA12, DFNA20 ile DFNA26 ayni bdlgeye
haritalanmistir (114-116). MYO7A geninde meydana gelen mutasyonlar
hem USHI1B ve DFNAll’e neden olmaktadir. 2001 yilinda yapilan
calismalarda DFNA30 lokusunun otosklerozis (OTSC1) lokusu ile
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cakistigi goOsterilmistir. Fakat bu hastalarin otosklerozis klinik
bulgularini goéstermedigi belirtilmistir (117). DFNA6 ve DFNA14
lokuslarinin orijinal olarak cakigsmadiklar1 yayinlanmis olsa da 2001
yilinda yapilan bir c¢alismada original DFNA6 lokusu yeniden
degerlendirildiginde aday boélgenin DFNA14  bodlgesine yeniden
haritalanmistir. Her iki lokusta lokalize olan gen WFS1’dir (118-119).
DFNA1S ve DFNAS54 lokuslar1 cakigsmalarina ragmen, ailelerin isitme

bu bélgede ikinci bir genin varligini géstermektedir (120-121).

Cizelge 2.4. Nonsendromik otozomal dominant lokuslar.

DFNA1 5q31 DIAPH1 D5S658, D5S2010 122

DFNA2 1p34 GJB3 /KCNQ+«D1S496, D1S255, D1S3721 123

DFNAS3 13q12 GJB2 / GJB6 D13S175, D13S292 124

DFNA4 19q13 MYH14 D19S897, D19S246 125

DFNAS 7plS DFNAS5 GATA137A12, D7S1791 126

DFNA6 4p16.3 WFS1 D4S432, D4S2366 118

127

DFNA7 1q21-q23  bilinmiyor =~ D1S196, D1S2878, D1S416

DFNAS8 11922-24 TECTA Bkz. DFNA12 114

DFNA9 14q12-q13 COCH D14S54 , D14S597 128

DFNA10 6q22-923 EYA4 D6S262, D6S292 129

DFNA11 11q12.3-g21 MYO7A Bkz. DFNB2 86

DFNA12 11922-q24 TECTA D11S925, D11S4464 114

DFNA13 6p21 COL11A2 D6S1051, D6S1666 130

DFNA14 4p16 WFS1 D4S432, D4S2366 119

DFNA1S5 5q31 POU4F3 D5S436, D5S638 120

DFNA16 2924 bilinmiyor D2S2380, D2S355 131

DFNA17 22q MYHO9 D22S683, D225283 132
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DFNA18 3922 bilinmiyor D3S3606, D3S1292, D3S1541133

DFNA19 10 (pericentr.) bilinmiyor yayimnlanmamais

DFNA20 17925 ACTG1 D178928, D17S784 115

DFNA21 6p21 bilinmiyor D6S422, D6S1663, D6S299 134

DFNA22 6q13 MYO6 D6S1659, D6S1031 135

DFNA23 14921-q22  bilinmiyor ~ D14S592, D14S290 136
|
DFNA24 4q bilinmiyor ~ D4S426, D4S1652, D4S1523 137
|
DFNA25 12q21-24  bilinmiyor ~ D12S1063, D125346, 138

D12S1607

DFNA26 17925 ACTG1 D17S784, D175928 116

DFNA27 4ql12 bilinmiyor D4S428, D4S392, D4S1645 139

DFNA28 8q22 TFCP2L3 D8S521, D8S1738 140

DFNA30 15925-26 bilinmiyor D15S127, D15S1004 117

DFNA31 6p21.3 bilnmiyor D6S276, D6S1022, D6S273 141

DFNA32 11p15 bilinmiyor D11S1984 142

DFNA34 1944 D1S1609, D1S2836, D1S2682143

DFNA36 9q13-g21 TMC1 D9S301, D9S1876 39

DFNA37 1p21 D1S495 44

DFNA38 Bkz. DFNA6/14 yayinlanmamis

DFNA39 4921.3 DSPP D4S1534, D4S414 145

DFNA41 12q24-qter  bilinmiyor D12S343, D12S392, D12S357146

DFNA42 4928 bilinmiyor D5S2115, D5S2116, D5S2017147

DFNA43 2pl2 D2S2116, D2S139, D2S2180 148

DFNA44 3q28-29 D3S1288, D3S1601, D3S3663149
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DFNA47 9p21-22 bilinmiyor D9S285, D9S157, D9S1684 150

DFNA48 12q13-q14 MYOI1A D12S1618, D125S1298 150

DFNA49 1921-g23 bilinmiyor D1S1167, D1S2707, D1S3785151

DFNAS50 7932 bilinmiyor D7S8461, D7S530, D752544 149

DFNAS53 14ql1-ql12  bilinmiyor D14S581, D14S1021, 152
D14S1280

DFNA54 5q31 bilinmiyor 121

Cizelge 2.5. Insan nonsendromik otozomal dominant isitme kaybi ile ilgili
tanimlanmis genler ve biyolojik rolleri.

Biyolojik rolt Gen urtinti  Gen sembolti  NSHL lokusu  Alelik mutantlarin
neden oldugu
diger fenotipler

Htcre iskeleti Diafonus1 DIAPH1 DFNA1/15g31 -
Ekstraseltler matrix Koklin COCH DFNA9/14ql12-q13 -
Alfa2(XI) COL1A2 DFNA13/7g22.1 Tip3 Stickler
Sendromu,
OSMED
Gap-junction Kollojen
Konneksin31 GJB3 DFNA2/1p34 -
Iyon kanalllar: KCNQ4 KJNQ4 DFNA2/1p34 -
Integral membran TMC1 TMC1 DFNB7,B11, -
Proteinleri A36/9q13-g21 -
Motor MyozinIIA MYHO9a DFNA17/22q13 -
MyozinVI MYO6 DFNA -
Transkripsiyon EYA4 EYA4 DFNA10/6q22-g23 -
regulatorleri POU4F3 POU4F3 DFNA15/5g31 -
TFCP2L3 TFCP2L3a DFNA28/8q22 -
Fonksiyonu
Bilinmeyen DFNAS DFNAS5a DFNAS5/7ql5 -
Wolframin WFS1 DFNA6,A14,A38 Wolfram S
/4pl6 (DIDMOAD)

2.7.0tozomal Dominant Isitme Kaybx ile Ilgili Tanimlanan Genler
MiyozinVI(MYO6): Son yillarda dominant ilerleyici tipte isitme kaybi
bulunan Italyan bir ailede istme kayb1 DFNA22 bélgesine haritalanmis ve
MYO6 geninde C442Y mutasyonu saptanmistir(135).
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Diyafonus1(DIAPH1): 1992 yilinda otozomal dominant ilerleyici tipte
isitme kaybi bulunan 8 kusakli Kosta Rika’li genis bir ailede 5q31’deki
DFNA1 lokusuna baglanti saptanmis ve bilim adamlar1 burada
tanimladiklar1 DIAPH1 geninde bir splice boélgesi mutasyonu
saptamislardir (153-155). DIAPH1 formin gen ailesinin bir tyesidir ve 2
formin homoloji bélgesi (FH), 1 Ras-iligkili kiicik GTPaz (RHO)- baglama
bolgesi icermektedir. Bu genin i¢c kulaktaki sillerin yapisinda bulundugu
dustnulmektedir (156).

Konneksin31(GJB3): Otozomal dominant ve resesif isitme kaybi
bulunan az sayida kuctk bir ailede ve yatay gecis gosteren isitme kaybi
ile beraber Tipll diyabet ve periferal néropati klinik fenotipine sahip bir
ailede, bu gende mutasyonlar bulundugu saptanmistir(157-159). Bu
gende tanimlanan bazi dominant mutant alellerin isitme kaybi olmadan
eritrokeratoderma variabilis (EKV)’ye neden olduguna dair gucli genetik
kanitlar bulunmaktadir (160).

KCNQ4: Bu gen voltaj-kapili potasyum kanal gen ailesinin bir Giyesidir ve
ilk kez Endonezyali bir ailede yapilan calismalar sonucunda, 1p34°de
lokalize DFNA2 bolgesine haritalanmistir (161). Daha sonra daha cok
sayida yapilan aile calismalarinda bu gende farkli yanlis anlamh
mutasyonlar tanimlanmistir.

DFNAS: Otozomal dominant ilerleyici tipte isitme kaybi1 bulunan genis bir
Alman aile, 7q15teki DFNAS bélgesine haritalanmistir. 1997 yilinda bu
bolgede insan foétal kokleasinda eksprese edilen aday bir gen
tanimlanmistir(126,162). Bu gen fonksiyonu bilinmeyen ve kokleada
eksprese edildigi saptanmis 423 aminoasitlik bir protein kodlamaktadair.

Wolframin(WFS1): DFNA6 ilk kez otozomal dominant nonsendromik
isitme kaybi bulunan buyuk bir ailede yapilan calismalar sonucu
tanimlanmistir (163). Klinik fenotipi DFNA6 ailesinden farkli olmasi
nedeni ile farkl bir lokus olarak dustiniilen DFNA14 ve DFNAG6 ile ayni
bolgeye haritalanmistir(163,119). Yine otozomal dominant isitme kaybi
bulunan Newfoundlandi bir ailede isitme kayb1 ayni bdlgeye
haritalanmis ve bu lokus DFNA38 olarak adlandirilmistir (164).
DFNA6/DFNA14/DFNA38 bolgesi WFS1 aday genini icermektedir.
Ailelerde = WFS1 geninde farkli yanhs anlamli mutasyonlar
saptanmistir(163). Bu gen tahminen 10 transmembran bdlge iceren bir
protein kodlamakta olup i¢c kulakta protein trafiginde rol aldig:
dustunulmektedir (165).
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Koklin(COCH): Isitme kaybi, 14q12-q13’de lokalize DFNA9 lokusuna
haritalanmis ailelerde yapilan calismalar sonucunda COCH geninde
yanlis anlamli mutasyonlar tanimlanmistir (166). Genin kodladig: protein
insan, fare ve tavuklarda evrimsel olarak ytksek derecede korunmustur.
Bu protein, koaglilasyon ve ekstraseliiler matriks yapisinda bulunan
proteinlere homoloji gbdsteren boélgeler icermekte olup, koklea ve
vestibuildeki noéral kanallar ve destekleyici yapilarda yiiksek oranda
eksprese edilmektedir (166).

Alfa2(XI) Kollojen(COL1A2): DFNA13 lokusunda klonlanan COL1A2
geninde tanimlanmis pek cok dominant mutasyonlarin isitme kaybina
neden oldugu saptanmistir(167). Bu ailelerden elde edilen klinik veriler
konnektif doku hastaliklari ya da diger sendromik fenotipleri
dislamamaktadir. Genle ilgili tanimlanmis dominant mutasyonlar
kollajen fibrillerinin sentezi ve sekresyonu tizerinde dominant negatif etki
gostermektedir.

EYA4: Nonsendromik, postlingual ve ilerleyici tip isitme kaybi gésteren 4
kusakli Kuzey Amerikali bir ailede sagirhk 6q22.3-q23.2’de lokalize
DFNA10 lokusuna haritalanmistir(168-169). Fare i¢c kulaginin gelisim
doéneminde noroepitelde eksprese edilmesi nedeniyle EYA4 (Eye absent 4)
aday geninde, mutasyon taramasi yapimistir(170). Doért DFNA10
ailesinin 3Yinde etkilenmis bireylerin, EYA4 proteininin karboksi
terminalindeki EYA-D bélgesinde yer alan premature sonlanma kodonu
olusumuna neden olan 3 farkli mutasyon acisindan heterozigot olduklar:
saptanmistir(171-172). Transkripsiyon duzenleyici proteinleri kodlayan
EYA gen ailesinin bir Uiyesi olan EYA1 genindeki dominant mutasyonlar
ise klinik fenotipinden biri igsitme kaybi olan Branchio-otorenal sendroma
neden olmaktadir(173).

POU4F3: Otozomal dominant, hayatin ticincti 10 yilinda ortaya cikan
ilerleyici tip isitme kaybi bulunan 5 kusak Israilli Yahudi bir ailede
yapilan haplotip analizi ile DFNA1S Ilokusu 5q31 bdlgesine
haritalanmistir ve bu ailede POU4F3 geninin 2 nollu ekzonunda
premature sonlanma kodonuna neden olan 8 bg.lik bir delesyon
(884del8) bulundugu goésterilmistir(120,174).

Miyozin IIA (MYH9): Ilk kez korti organi ve stria vascularis
dejenerasyonu bulunan 61 yasindaki bir bireyde yapilan calismalar ile
bu fenotip 22ql12.2-q13.3te DFNA17 lokusuna haritalanmistir (175).
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Nondsendromik otozomal dominant isitme kaybi bulunan 5 kusakh
Kuzey Amerikali bu ailenin 9 etkilenmis bireyinde, bu lokus icin aday gen
olan MYH9 geninde yapilan dizi analizi ile yanhs anlamli bir mutasyon
(R705H) saptanmistir. Ayrica bu gende tanimlanmis otozomal dominant
mutasyonlar MYHIIA sendromlar: olarak adlandirilan ve genel 6zellikleri
trombositopeni olan ve birbirlerinden kendilerine 6zgti bir klinik fenotip
ile ayrilan (6rnegin, Fechter sendromunda trombositopeniye ek olarak
katarakt ve sensoérindral isitme kayb:1 da bulunmaktadir) bir dizi
sendroma (May-Hegglin sendromu, Fechter, Sebastian, Alport ve Epstein
sendromlari) neden olmaktadir (176-177).

TFCP2L3: Otozomal dominant postlingual ilerleyici tip isitme kaybi
bulunan 3 kusakli buyuk bir ailede fenotip, DFNA28 bolgesine
haritalanmis ve bu ailenin 9 etkilenmis bireyinde DFNA28 boélgesinde
lokalize oldugu bilinen 7 genin 3"inde dizi analizi yapilmistir. Bu calisma
sonucunda, TFCP2L3 geninin 13 nolu ekzonunda meydana gelen 1
be.’lik bir insersiyonun (160-1610insC), 14 no’lu ekzonunda premature
sonlanma kodonu olusmasina neden oldugu saptanmaistir(140).

Transmembran Kanal Benzeri Gen (TMC1): 2002 yilinda,
nonsendromik otozomal dominant ve ilerleyici isitme kaybi bulunan bir
ailede yapilan genom taramasi: sonucunda isitme kaybi1 9ql13-21’de
lokalize DFNA36 lokusuna haritalanmistir (39). Bu lokus daha o6nce
tanimlanmis DFNB7 ve DFNB11 bélgeleriyle cakismaktadir ve bu durum
bu lokuslarin birbirlerinin alelik formlar1 olduklarini distindtrmektedir
(36,39,178). DFNA36, DFNB7 ve DFNBI11 Ilokuslarina haritalanmis
ailelerde, bu boélgede klonlanmis yeni bir gen olan TMC1 geninde 8 yeni
mutasyon saptanmistir (39). Fare modelleri tizerinde yapilan fonksiyonel
calismalar sonucunda bu proteinin dogum sonras: silyali hucrelerin
gelisimi ve korunmasinda gerekli oldugu anlasilmistir (39,179). Son
yillarda yapilan calismalar sonucunda memelilerde TMC gen ailesinin 7
farkli Giyesi tanimlanmaistir(180).

2.8.X Kromozomal Lokuslar

Bugliine kadar X kromozomal nonsendromik isitme kaybinda 4
lokus haritalanmistir. Bu 4 lokustan sadece 1’inde sorumlu gen
tanimlanmistir (Cizelge 2.6). Sendromik isitme kaybi ile baglantili oldugu
saptanan DFN1 lokusu ile DFN2 lokuslar: cakismalarina ragmen, DFN2
lokusuna haritalanan ailede TIMMS8A geninin kodlayici1 boélgelerinde
herhangi bir mutasyon saptanmamaistir.
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Cizelge 2.6. X kromozomal lokuslar (http://webhost.ua.ac.be/hhh/)

DFN2 Xq22 bilinmiyor DXS8020, DXS6797 181

DFN3 Xg21.1 POU3F4 DXS995, DXS6803 182

DFN4 Xp21.2 bilinmiyor DXS997, DXS1068 183

DFN6 Xp22 bilinmiyor DXS8036, DXS8022, DXS987 184

Cizelge 2.7. Insan nonsendromik isitme kaybi ile ilgili X kromozomal
tanimlanmis gen ve biyolojik rolu.

Biyolojik roli.  Gen trint Gen semboli  NSHL lokusu Alelik mutantlarin
neden oldugu
diger fenotipler

Transkripsiyon POU3F4 POU3F4 DFN3/Xqg21.1 -
regilatoérleri

2.9.X Kromozomal Isitme Kaybx ile Ilgili Tanimlanan Genler
POU3F4: Aniden ortaya cikan ve ilerleyici tipte sensorinéral isitme kaybi
bulunan buyuk bir ailede fenotip Xq21.1’de lokalize olan DFN3 boélgesine
haritalanmistir. Sitogenetik olarak saptanabilen Xg21 bolgesinin
nullizomisi pek cok bireyde isitme kaybina neden olmaktadir(185-186).
DFN3 lokusu icin aday olan POU3F4 geninde saptanan 25 farkli nokta
mutasyonu ve kuiciik delesyonlar isitme kaybina neden olmaktadir (187-
188).

2.10.Y Kromozomal Lokus: 2004 yilinda 7 kusak 129 birey iceren Cinli
bir ailede yapilan calisma sonucunda, isitme kaybi1 Y kromozomu
uzerinde bir lokusa haritalanmigstir (189).



Cizelge 2.8.Ykromozomal isitme kayb1 lokusu (http://webhost.ua.ac.be/hhh/)

Lokus Adi _|Lokasyon __|Gen ______[Taranan markurlar ____________[Referans |
DFNY1 Y bilinmiyor 189

2.11.Modifiye Edici Lokuslar

Son 5 yil icinde yapilan calismalarda 2 tane modifiye edici lokus
tanimlanmistir (Cizelge 2.9). 2000 yilinda, otozomal resesif nonsendromik
isitme kaybi bulunan ve DFNB26 bélgesine haritalanmis Pakistanli bir
ailede, etkilenmis bireyler ile ayni haplotipe sahip olan fakat isitme kaybi
bulunmayan 7 birey Uzerinde yapilan calismalar sonucunda, resesif
isitme kaybini baskilayan, nuklear lokalizayona sahip dominant modifiye
edici bir lokus (DFNM1) tanimlanmistir (48). DFNM1 ve DFNA7
lokuslarinin harita pozisyonlar1 cakismasi nedeniyle DFNM1 ile
DFNA7nin ayni1 genin alelik varyantlar1 oldugu dustnulmektedir.
Kokleada eksprese edildigi saptanan PMX1 geni, DFNM1 bolgesine
haritalanmistir.

Cizelge 2.9. Modifiye edici lokuslar (http://webhost.ua.ac.be/hhh/)

Lokus Ad1____[Lokasyon __|Gen ______[Taranan marlurlar __|Referans

D1S2815, D1S1619,

DFNM1 1924 bilinmiyor DIS1165 48
-
DFNM2 8p23 bilinmiyor 10

2003 Ocak ay1 itibariyle, nonsendromik isitme kayb:1 ile ilgili,
istatistiksel olarak anlamli baglanti saptanan birbiriyle cakismayan 52
tane lokus yayimnlanmistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Insan nonsendromik sagirlik lokuslarinin sitogenetik harita
pozisyonlari. Alt1 cizilmis olan lokuslardaki genler bilinmektedir. Istatistiksel
olarak anlamli baglant1 saptanmis olan lokuslar koyu yazilmistir. Gri olarak
yazilmis lokuslar yayinlanmamis verileri g6stermektedir. DFN1, Mohr-
Tranebjaerg sendromu olarak degistirilmis ve bu sekilde gosterilmemistir.
DFNS5, DFN7, DFN8, DFNA21, A29, A31, A33 ve A35 hakkinda yayinlanmig bir
veri bulunmadig icin burada goésterilmemistir. Bir genin mutant alelleri 2 yada
daha fazla cakisan lokusta bulunabilir. Ornegin, DFNB7, DFNB11 ve DFNB36
lokuslarina haritalanan ailelerde TMC1’in mutant alelleri oldugu saptanmistir.
Bu durumda bu lokuslar B7/B11/A36 seklinde go6sterilmistir. Cakisan
bolgelere haritalanmis ve genleri henliz tamimlanmamis olan lokuslar
birbirlerinden virgtlle ayrilmislardir (6rnegin, A20,A26).(http://dnalab-
www.uia.ac.be/dnalab/hhh)
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Bu cakismayan lokuslarda tanimlanmis toplam 32 gen disinda,
nonsendromik isitme kaybi bulunan ailesel veya sporadik olgularda
yapilan molektiiler genetik calismalar sonunda, mutasyon saptanmis 2
tane daha gen belirlenmistir. Bunlardan birisi Konneksin 43 (GJA1) geni
ve digeri ise Kristalin,Mu (CRYM) genidir.

Konneksin43 (GJA1): Isitme kaybi bulunan 26 Afrikan Amerikalida
Konneksin43 proteinini kodlayan GJA1 geninin dizi analizi yapilmis ve 4
bireyin 2 farkli yanlis anlamli mutasyon acisindan homozigot olduklari
saptanmistir(190). Bu mutant alellerin 40 Afrikan Amerikali ve diger 60
kontrol bireyinde bulunmamasi nedeni ile bilim adamlar1 bu allelerin
resesif isitme kaybina neden olduguna inanmaktadirlar. Fakat heniiz
buytk ailelerde calisma yapilmadigl icin bu alellerin patojenik olup
olmadigi ve hangi kaliba dahil edilecegi kesin olarak bilinmemektedir.

Kristalin, MU(CRYM): Bu genin kodladigi  p-kristalin proteini son
yillarda yapilan cDNA microarray analizi ile karakterize edilmistir ve
kalitsal sagirlhik icin aday oldugu dusunulmektedir(191). Toplam 200
sporadik ve hicbir genetik gecis kalibina uymayan ailesel olguda yapilan
dizi analizi calismalarinda 1 sporadik olguda ve 1 ailede etkilenmis bir
anne ve kizinda heterozigot mutasyonlar tanimlanmaistir.

2.12.Mitokondriyal Genler

1993 yilinda yapilan calismalarda nonsendromik isitme kaybi ile
iligkili sadece 2 mitokondriyal mutasyon (tRNASer(UCN) ‘da heteroplazmik
7511T>C ve 12SrRNA kodlayan gende homoplazmik 1555A>G
mutasyonu) tamimlanmistir(192-193). Daha sonra, maternal gecis
gosteren nonsendromik isitme kaybi bulunan ailelerde etkilenmis
bireylerin cogunda veya hepsinde mitokondriyal mutasyonlar
saptanmistir. Bunlardan en yaygin olanlarinin 12S rRNA geninde
tanimlanmis A1555G, tRNALeuUUR’de A7455G, 7472insC ve A3243G
oldugu ve bu mutasyonlarin ayni1 zamanda sendromik hastalik tasiyan
ailelerde de bulundugu bildirilmistir (194-197).

2.13.Sendromik Isitme Kaybi

Kalitsal isitme kaybi ile ilgili olarak 400’den fazla sendrom ve
bunlardan 9’unda etkili olan 28 lokus, 25 gen ve pek cok farkh
mitokondriyal gende 8 farkli mutasyon tanimlanmistir. Bugline kadar
tanimlanan bu lokuslarin bazilarinin hem sendromik hem de
nonsendromik isitme kaybindan sorumlu oldugu gosterilmistir (198).
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Baglantili oldugu lokuslar bilinen 9 sendromdan (Alport, BOR,
Jervell&Lange-Nielsen, Norrie, Pendred, Stickler, Tracher Collins, Usher,
Waardenburg Sendromlari) 6zellikle 2 tanesi, alelik varyantlarin hem
sendromik hem de nonsendromik isitme kaybina yol acmasi nedeni ile
onemlidir.

Pendred Sendromu: Yaklasik 1 asir 6nce tanimlanmis olan Pendred
Sendromu otozomal resesif gecis gOsterir ve kalitsal isitme kayiplarinin
%6-10'undan sorumludur. Tiroid anomalileri bu sendromlu bireyler
arasinda, buyuk varyasyonlar godstermekte olup goérilen en Onemli
dzellikler ic kulaktaki yapisal malformasyonlar ve sagirliktir(199). Isitme
kayb1 dogustan goérulebildigi gibi erken cocukluk déneminde de ortaya
cikabilir. Pendred sendromundan sorumlu olan gen(PDS) 1996 yilinda
DFNB4 lokusu aile ayni bélgeye (7q31) haritalanmistir ve bu gendeki 30
farkli mutasyonun Pendred sendromuna neden oldugu goésterilmistir
(199,28,200).Bazen ayni PDS mutasyonu tasiyan farkli ailelerde yada
ayni ailede isitme kaybi fenotipinde varyasyonlar gérilmektedir(6,200).
PDS geni bir klortir/iyot transport proteininin fonksiyonundan sorumlu
oldugundan bu proteinin i¢ kulakta iyon konsantrasyonun
duzenlenmesinde rol oynadig: distinulmektedir(201).

Usher Sendromlari: Bu sendromlar orta derecede-derin sensérindéral
isitme kaybu ile beraber ilerleyici tip géorme kaybi (Retinitis Pigmentosa) ile
karakterize edilen bir grup otozomal resesif hastaliklardir. Klinik olarak 3
gruba ayrilirlar(Cizelge 2.10).
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Cizelge 2.10. Usher sendromlarinin klinik olarak siniflandirilmasi

Tip

Type I

Type II

(http:/ /webhost.ua.ac.be/hhh/)

Isitme kayb:

Derin isitme kaybi

konjenital

Sloping audiogram

konjenital

Normal

Retinitis
pigmentosanin

ortaya ciktigi
donem

ilk 10 yil

Ilk veya ikinci 10
yil

Type III

Ilerleyici tip isitme kayb1

Degisken

Degisken

Her bir klinik grupta molekiler heterojenite goértilmekte ve farklh

genlerde mutasyon tasiyan bireylerin fenotipleri

edilememektedir(Cizelge 2.11).

birbirinden ayirt

Cizelge 2.11. Usher sendromlarinin molekuler siniflandirilmasi.

USHI1A

USH1B

USHI1C

USH1D

USHI1E

USH1F

USH1G

USH2A

USH2B

USH2C

USH3

14932

11q13.5

11p15.1

10q22.1

21921

10q21-22
17q24-25
1q41

3p23-24.2.

5q14.3-q21.3

3921-925

bilinmiyor

MYO7A

USH1C

CDH23

bilinmiyor

PCDH15
SANS
USH2A

bilinmiyor

VLGR1

USH3

D14S250,
D14S260,
D14S292
D14S985
D11S4081,
D11S906
D11S902,
D11S2368

D10S537,
D10S1432

D21S1922,
D21S1914,
D21S1258
D10S1762,
D10S1227
D17S1301,
D17S785
D1S2141,
D1S229
D3S1619,
D3S3647,
D3S1289
D5S1725,
D5S1463
D3S1555,
D3S1279
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2.14.X Kromozomal Sendromik Lokus

( Mohr-Tranebjaerg Sendromu)

X kromozomal sendromik isitme kaybinda sadece 1 lokus
haritalanmistir. Bu lokusta istme kaybindan sorumlu olan gen
TIMMS8A’dir (Cizelge 2.12). i1k kez 1960 yilinda, hayatin erken evrelerinde
ortaya cikan ilerleyici tipte sensorinéral sagirlik gortilen genis bir Norvecli
aile ile yapilan calismada DFN1 lokusu tanimlanmistir. O dénemde bu
ailede sagirlikla beraber herhangi bir klinik bulgu bildirilmemis ve
sendromik gruba dahil edilmemistir (211). 1995 yilinda bu aile tekrar
incelemeye alindiginda, sagirligin ilerleyici tipte X kromozomal oldugu ve
kortikal korluk, distoni ve mental gerilik gibi klinik bulgulari oldugu
sendromik sagirlik seklinde degerlendirilmistir(212). O tarihten sonra
DFN1 lokusu sendromik X kromozomal olarak kabul edilmektedir.

Cizelge 2.12. X kromozomal sendromik lokus.

Lokus Adi Lokasyon Gen Taranan markirlar Referans
DFN1 Xq22 TIMMS8A DXS8020, DXS8089 211

Sagirlikta goérilen yiksek derecedeki klinik ve genetik heterojenite,
sesin igitilmesinde buytk farkliliklar1 olan 6zellesmis proteinlerin rol
oynadigini gostermistir. Insanlarda sagirliktan sorumlu genlerde hala
devam eden yaygin ve nadir mutasyonlar: saptamaya yonelik calismalar,
isitmenin biyolojik temeline iligkin yeni ve ilgin¢ ipuclar: vermektedir.

2.15.Sagirlikla Ilgili Kurucu (Founder) Mutasyonlar

Bugtine kadar farkli populasyonlarda yapilan mutasyon tarama
calismalar1 sonunda isitme kaybi ile iligkili oldugu saptanmis yaygin
mutasyonlar cizelge.2.13’de gorulmektedir. Bunlara o6rnek olarak
Kafkaslarda DFNB1 lokusunda lokalize olan GJB2 geninde tanimlanmais
35delG mutasyonu, Ashkenazi Yahudilerinde ise yine ayni gende
tanimlanmis  167delT, PCDH15 geninde tanimlanmigs USHIF
sendromuna neden olan R245X mutasyonu ve USH3A genindeki N48K
mutasyonu verilebilir. Ayrica Belcikalilarda COCH geninde tanimlanmis
P51S, Japon ve Korelilerde GJB2 genindeki 235delC, SLC26A4 genindeki
H723R mutasyonlari, Ispanyol ve Ktibalilarda OTOF genindeki Q829X,
Fransiz Akadyanlarda USH1C genindeki 216G>A mutasyonu ve
avrupalilarda USH2A’daki 2299delG mutasyonlari da bu
populasyonlarda yaygin olarak goriilen kurucu mutasyonlardir.
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Cizelge 2.13. Insanda isitme kayh ile iliskili yaygin kurucu mutasyonlar.

Gen sembolti Lokus Mutasyon Populasyon Referanslar
COCH DFNA9 P51S Belcikalilar 213
GJB2 DFNB1 35delG Kafkaslar 214

167delT Ashkenazi Yahudileri 215
235delC Japon ve Koreliler 216-218

OTOF DFNB9 Q829X Ispanyol ve Kiibalilar 107
SLC26A4 PDS H723R Japon ve Koreliler 219
USHI1C USH1C 216G>A  Fransiz Akadyanlar 220
PCDH15 USHIF R245X Ashkenazi Yahudileri 221
USH2A USH2A 2299delG Avrupalilar 222
USHS3A USH3 N48K Ashkenazi Yahudileri 223-224

2.16.Baglant1 Analizi

Ayni1 kromozom tUzerinde bulunan genler bagh genler olarak
isimlendirilmekte olup, krosing over meydana gelmedigi stirece, htuicre
boliinmeleri boyunca beraber kalitilmaktadirlar. Mayoz bdélinme
sirasinda eger krosing over gerceklesirse, kars: karsiya gelen iki homolog
kromozom arasinda meydana gelen parca degisimi sonucunda
rekombinant kromozomlar olusur. Ayni kromozom uzrindeki iki lokus
birbirine fiziksel olarak yakinsa, rekombinasyon olay: ile birbirlerinden
ayrilma olasiliklar1 dustuktir ve bu iki gen beraber kalitilma egilimi
gosterirler. Baglanti analizinin temeli, fiziksel olarak yakin olmayan iki
lokusun beraber kalitilma egilimlerinin olmasi gerekenden daha yuksek
olup olmadiginin hesaplanmasina dayanmaktadir. Bu lokuslardan biri
hastalik lokusu iken digeri polimorfik bir markirdir. Ayni kromozom
Uzerinde bulunan farkli genlerin alellerinin beraber kalitilma orani
birbirlerine olan fiziksel uzakliklarina baghdir. Bu oran, iki lokus
arasinda krosing over meydana gelme olasiligidir ve buna
rekombinasyon frekansi denir ( 6 ile gésterilir). Bu oran birbirlerine cok
yakin olan lokuslar icin O, ayni kromozom tUzerinde birbirlerinden c¢ok
uzak olan lokuslar yada farkli kromozomlar tizerinde bulunan lokuslar
icin 0.5’tir . Bu nedenle rekombinasyon frekansi1 0.5 yada daha az olan
iki lokus genetik olarak birbirine baglidir. Baglanti analizi, iki lokus
arasindaki rekombinasyon frekansinin 0.5 yada daha az olup
olmadiginin tahmin ve test edilmesidir (225).

Iki lokus baghh olmadiginda rekombinant ve rekombinant olmayan
ogul kusaklarin sayisinin esit olmasi beklenir. Eger iki lokus birbirine
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bagliysa, yeni kusakta sadece rekombinant olmayan ya da cok az sayida
rekombinant bireyler gorultir. ki lokus arasinda baglantinin olup
olmadig pedigrilerdeki rekombinantlarin analiz edilmesiyle ortaya cikar.
Bu nedenle, bir pedigri tizerinde, iki lokus arasindaki rekombinasyon
frekansininin olasiigini degisik oranlarda hesaplayan olasilik metodu
kullanilir (226). Bu olasilik oraninin 10 tabanina goére logaritmas: (Lod
score), bagli olan iki lokusun bagli olma olasiliginin baglhh olmama
olasiligina oranmidir. +3 ya da pozitif bir deger baglantinin oldugunu,
negatif bir deger baglantinin olmadigini géstermektedir.

Bir bireyin, ayni1 kromozom tuzerindeki farkli genler veya markirlar
icin sahip oldugu alel setlerine haplotip denir ve bu aleller bir pedigri
lUzerinde bloklar halinde kalitilirlar. Bu bloklar krosing over ile kirilabilir.
Iki genin arasindaki rekombinasyon orani, onlarin birbirlerine olan
uzakliklarinin bir él¢cisudur. Bu 6l¢u fiziksel uzakliga dayansa da fiziksel
uzaklik ile ayni1 degildir. Iki gen arasindaki genetik uzaklik, ikisi arasinda
meydana gelen krosing over olayinin beklenen sayisi ile belirlenir (226).
Genetik uzaklik birimi olan 1 cM iki lokus arasindaki rekombinasyon
frekansinin %1 oldugunu, yani bu iki genin baglh oldugunu
gostermektedir.
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MATERYAL VE YONTEMLER

Dogustan sagirlik nedeni ile Akdeniz Universitesi Hastanesi Kulak-
Burun-Bogaz poliklinigine muayene olmak icin basvuran ve Antalya’da
Milli Egitim Bakanlig Isitme okullarinda okuyan, dogustan sagir olan
O6grencilerin ailelerinde inceleme yapilarak énce pedigri cizim kurallarina
gore pedigrileri cizildi ( Sekil 3.1- 3.23 ). Bu ailelerin icinden, 1 yada
daha fazla bireyde dogustan isitme kaybi bulunan, nonsendromik igitme
kaybinin dominant veya resesif kalitim modeline uyan Turk aileleri
secilerek arastirma hakkinda bilgilendirildi ve génullt olan 23 Turk ailesi
calismaya dahil edildi.

Etkilenmis bireyler, hastanemiz KBB polikliniginde bir KBB uzmani
tarafindan muayene edildikten sonra, odyoloji bélimuiinde Siemens SD-
25 marka cihaz ile bu bireylerde odyolojik testler yapildi. Koylerde
yasayan ya da hastanemize gelemeyen aileler ise yasadiklar1 yerlerde
ziyaret edilip etklenmis bireylere, NIDCD/NIH n destegiyle alinmis olan
tasinabilir Beltone 112 marka odyometre cihazi ile odyolojik test yapilda.
Isitme kaybinin nedeni ile ilgili olarak ailelerde detayli éykti alindi ve
etkilenmis her birey icin bir anamnez formu dolduruldu ( Ek-1). Sagir
olan ve olmayan toplam 194 bireyden imzali onam formu alinarak
herbirinden 10 ml periferik kan alind: ( Ek-2 ).

Calisma kapsamina alinan 23 Turk ailesinden, Konneksin 26
geninde mutasyon bulunmayan, genotipleme ve baglanti analizine alinan
ailelerin pedigrileri, Cyrillic v3.1 pedigri ¢izim programinda tekrar cizildi.
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3.1. DNA izolasyonu

Hastalardan alinan 10 ml periferal kan K3EDTA’lh steril tuplere
[Venoject®] toplandi. Bireylerin genomik DNA’lari, standart DNA izolasyon
yontemi(227) degistirilerek izole edildi. DNA izolasyonu icin kullanilan
cozeltiler ve islem basamaklar: asagidaki gibi uygulandi.

3.1.1. Kullanilan cozeltiler
Lizis Tamponu

155 mM NH4Cl ( Sigma )
10 mM KHCOg3 ( Sigma )
1 mM EDTA pH 7.4 — 8.0 ( Sigma )

Yukarida verilen derisimleri saglayacak sekilde distile su ile
hazirlanan lizis tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra +4 °C’de
saklandi.

WBL ( White Blood Lysis Tamponu )

0.1M Na(Cl ( Sigma )
0.025 M EDTA pH 7.4 - 8.0

Yukarida verilen derisimleri saglayacak sekilde distile su ile
hazirlanan WBL tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda
1s1sinda saklanda.

9.5 M Amonyum Asetat : 36.613 gram amonyum asetat ( CH3COONHj4,
Merck ) SO ml distile suda ¢oézilerek otoklavda sterilize edildikten sonra
oda 1s1sinda saklandi.

%10 SDS Cozeltisi : 1gram SDS 10 ml distile suda ¢oézuldikten sonra
filtreden gecirilerek steril edildi ve oda 1si1sinda saklandi.

Proteinaz K : 100 miligram proteinaz K ( Sigma) 5 ml steril distile suda
cozuldukten sonra -20 °C’de saklandi.
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% 70’lik Etanol : 70 ml %997Tuk etanol, 30 ml distile su ile karistirild1 ve
+4 oC’de saklandi.

3.1.2. islemler

K3EDTA1 tuplere alinan 10 ml kan alt st edilerek homojenize
edildikten sonra 50 mllik steril falkon ttiplere aktarildi. Uzerine 30 ml
soguk lizis tamponu eklendi ve vortekste karistirildi. 15-20 dakika buzda
bekletilen kan bu sure icerisinde 1 kez daha vortekste karistirildi. +4
oC’de devir sayis1 ( rpm ) dakikada 1500 olacak sekilde 10 dakika
santrifiij ( Sigma ) edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle vurularak homojenize
edildikten sonra Uzerine 20 ml soguk lizis tamponu eklendi. Vortekste
karistirilarak homojenize edildi. +4 °C’de 1500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Doékelti atildi. Cokelti elle vurularak homojenize edildi ve
lUzerine 9.4 ml WBL tamponu, 500 ul % 10°luk SDS, 50 ul proteinaz K (
20 mg/ml ) eklendi. 37 °C’lik ettivde 1 gece bekletildi. Ertesi giin tizerine
3.7 ml amonyum asetat cozeltisi eklendi. Beyaz koépukld bir géorintim
olusana kadar elle vurularak iyice karistirildi. Oda 1sisinda 5000 rpm’de
25 dakika santriftij edildi. Sivi dokelti faz1 yeni bir steril falkon tiptinde
toplandi. Toplanan sivi fazin Uizerine 1:2 oraninda izopropanol veya saf
etanol yavasca eklendi ve tip alt Ust edilerek DNA’nin toplanmasi
saglandi. Gozle gortinur sekilde cokelti olusturan DNA % 70’lik etanol
bulunan 1.5 mllik ependorf tliplere aktarildi. Oda 1sisinda 13 000 rpm’de
10 dakika santriftij ( Sigma ) edildi. Doékelti atildi. Cokelti 37 °C’lik
etivde agz1 acik olarak kurutuldu. Kurumus olan DNA steril distile suda
cozuldu. Elde edilen DNA oOrneklerinin optik dansite o6l¢ctimleri
spektrofotometre ( Schimadzu UV-1601 ) ile yapildiktan sonra,
konsantrasyonlar1 25 ng/ul olacak sekilde sulandirilip uzun streli -20
oC’de, kisa sureli +4 °C’de saklandi.

3.2.Konneksin 26 ( GJB2 ) Geninde Dizi Analizi ile Mutasyon

Taramasi

Elde edilen 194 genomik DNA 6rneginin 50’sinde ( her aileden 2 veya
3 birey ) oncelikle GJB2 geninde mutasyon olup olmadigina bakildi.
GJB2 genini amplifiye etmek ve dizi analizi yapmak icin 2 cift primer
kullanildi. 1. primer cifti ile amplifiye edilen ve dizi analizi yapilan GJB2
geni, bu primerler ile okunamayan boélgeleri icin 2. cift primerler
kullanilarak tekrar dizi analizi yapildi. Kullanilan primerlerin dizileri ve
PCR kosullar asagida verildigi sekilde uygulandi. Tim calismalar buz
Uzerinde gerceklestirildi.
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izelge 3.1. GJB2 geninin amplifikasyonunda ve dizi analizinde kullanilan
g g p y
primer dizileri

Primer Adi Primer Dizileri

Primer 1F 5 TGTGCATTCGTCTTTTCCAGAGC3’
Primer 1R 5’ TTGCCTCATCCCTCTCATGCTGT 3’
Primer 2F 5’ ACTGAAGTGGTTTCTTGTGCC 3’
Primer 2R 5’ TCTGTGCTCTCTTTGATCTC 3’

3.2.1. PCR Iicerigi

10X Tampon 2 ul
dNTP karisimi ( 10 mM ) 2 ul
Ileri primer ( 3.2 uM ) 1.5 ul
Geri primer ( 3.2 uM ) 1.5ul
MgCl, (25 mM ) 1.2 ul
Taq Pol ( Su/ul) 0.1 ul
Genomik DNA (25 ng/ul) 2 ul
H2O 9.7 ul
20 ul

3.2.2. PCR Protokolii
95 oC’de 1 dakika

95 °C’de 45 saniye
61 °C’de 45 saniye 35 déngu
72 °oC’de 1 dakika 10 saniye

72 oC’de 5 dakika

3.2.3. Amplifiye Edilen Orneklerin Agaroz Jelde Kontrolii

%2’lik agarozun hazirlanmasi: On iki gram agaroz tartilarak 600 ml.
0.5XTAE’de ( Tris-Asetat-EDTA ) c¢o6zuldi. Oda 1sisina gelene kadar
sogutuldu. Elektroforez kuvetine taraklar yerlestirildi. Sivi agaroz jel
elektroforez kuivetine sizinti olmayacak sekilde dékuldu. Oda 1sisinda 10
veya 15 dakika polimerize olmasi icin bekletildi. Jel polimerize olduktan
sonra taraklar uzaklastirildi ve kuvet icerisinde O0.5XTAE bulunan
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elektroforez tankina yerlestirildi. PCR trinu ve 100 bc¢lik marker (
Roche ) yukleme tamponu kullanilarak kuyucuklara yutklendi ve 200
voltta 30 dakika yurutuldd. Stre sonunda jel %1°lik etidyum bromur
solisyonunda 30 dakika calkalanarak boyand: ve UV 1sik veren
transilliminatér ( Herolab ) yardimiyla incelendi.

3.2.4. PCR iiriinlerinin temizlenmesi

Amplifikasyon sonrasinda dizi reaksiyonuna koyacagimiz PCR
UrUnlerini temizlemek yani ortamdaki tek zincirli DNA’y1 parcalayip
uzaklastirmak ve dNTP7leri inaktif hale getirmek icin hazirladigimiz
karisim ve reaksiyon kosullar1 asagidaki sekilde wuygulandi. Tum
calismalar buz tizerinde gerceklestirildi.

Karisim

10X Alkalin Fosfataz Tamponu (Usb) 2 ul

Ekzonukleaz ( 10u/ul, Usb) 0.3 ul

Alkalin Fosfataz ( 1u/ul, Usb) 0.3 ul

H>O 2.4 ul
Sul

Inkiibasyon

37 °oC’de 1 saat
85 oC’de 15 dakika

Inktibasyonun ardindan her tiipe baslangi¢c hacmiyle esit miktarda (
20 pl ) distile su eklendi.

3.2.5. Dizi Analizi

Dizi analizi i¢cin kalip DNA olarak temizlenen PCR urtnleri kullanildi.
Dizi analizi reaksiyonlari Peltier marka Thermal Cycler kullanilarak
asagidaki programa gobére yapildi. Tdm calismalar buz Uzerinde
gerceklestirildi.
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3.2.6.PCR icerigi

5X Tampon 2ul
BigDye V3.1 0.1 ul
Primer ( 3.2 uM ) 1 ul
Kalip DNA 6 ul
H2O 0.9 ul
10 ul

3.2.7.PCR Protokolii

96 °C’de 1 dakika

96 °C’de 10 saniye

55°C’de 10 saniye 41 déongt
60 °C’de 4 dakika

60 °C’de 5 dakika

3.2.8. PCR iiriinlerinin temizlenmesi
1- 10 ul PCR Urtintnun Utzerine 40 ul % 95lik etanol, distile su ve 3 M
sodium asetat iceren bir karisim eklendi ve vortekste karistirildi.

Karisim
% 95’lik Etanol 31.25 ul
H->O 7.25 ul

Sodyum asetat (3M) 1.5 ul

40 ul
2- Karanlik bir ortamda oda 1sisinda 20 dakika beklendi.
3- +4 oC’de 3500 rpm’de 30 dakika santrifiij ( Jouan ) edildi.
4- Dokelti atildi. Cokeltinin tizerine 75 ul % 7071ik etanol eklendi.
5- +4 oC’de 3500 rpm’de 20 dakika santriftij edildi.
6- Dokelti atildi. Cokelti karanlik bir ortamda oda i1sisinda 10 dakika
kurutuldu.
7- Ttpe 10 ul Hidi Formamid ( Applied Biosystems ) eklendi ve 10 dakika
oda 1si1sinda beklendi.
8- Ornek 1 dakika 95 °C’de denattire edildi.
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Ornekler ABI 3730xl cihazinda yurttildia ve elde edilen diziler
analiz edildi.

3.3. Baglant1 Analizine Uygunluk Testi

Konneksin 26 ( GJB2 ) geninde mutasyon saptanan 8 aile bu
calismaya alinmadi. Konneksin 26 ( GJB2 ) geninde mutasyon tasimayan
15 ailenin icinden, calismadan vazgecen 2 aile ile, 2 ya da daha az
etkilenmis birey bulunan 6 aile de calisma kapsami disinda birakildi.
Konneksin 26 ( GJB2 ) geninde mutasyon tasimadigi saptanan ve
baglant: analizi icin potansiyel olarak uygun buyuklikte olan 7 ailenin
(TRDFO1, TRDFO2, TRDFO03, TRDFO07, TRDF09, TRDF15 ve TRDF22),
baglant1 analizi icin uygunlugu, SLINK programi kullanilarak test edildi.
Bir bilgisayar simuilasyon programi olan SLINK, test edilen pedigrinin,
genomun herhangi bir boélgesine bagli olup olamayacag: konusunda
onfikir verir. Bu program tahmini maksimum lod degerlerini hesaplamak
suretiyle pedigrinin baglanti analizi icin uygunlugunu test eder (225).

Linkaj analiz programlarindan biri olan SLINK, pedigrinin yapisi, aile
hikayesi, etkilenmis bireylerin sayis1 gibi faktérlere dayanarak, o pedigri
icin S5 cM araliginda tahmini maksimum baglanti olasiligimi
hesaplamaktadir. Hesaplanan tahmini maksimum lod degerlerine gore,
ailelerin baglanti analizi i¢in uygun olup olmadiklarina karar verildi.

3.4. Genom Haritalama Seti

Genom taramasina alinan ailelerde, tim genomu taramak icin,
ortalama 10cM araliklarla bulunan 379 adet, ytksek derecede polimorfik
kisa, ardarda dizilmis tekrarh ve floresan isaretli markerlar kullanildi. Bu
markerlar, Marshfield karsilastirmali insan genetik haritas1 web
sayfasindan (228) secildi. Bu sayfada, genom taramasi icin kullanilan
markirlardan olusturulmus tarama setleri bulunmaktadir. Her bir
tarama seti, multipleks PCR ve genotipleme icin birlikte calisilabilir
markirlardan meydana gelmis panellerden olusmustur. Bir panelde,
degisik floresan boyalar ile isaretlenmis, farkli sayida tekrarli nukleotid
dizilerinden olusmus markirlar bulunur. Bizim calismamizda, 52 tane
panel iceren 10 numarali set ( Marshfield Weber 10 ) secildi. Kullanilan
markirlar FAM ( mavi ), TET ( yesil ) ve NED ( sar1 ) floresan boyalar ile
isaretlenmis olup, cogunlukla iki nukleotid tekrarli dizilerden
olusmaktadir. Bu sette, 1 panelde 6 ile 10 arasinda markir
bulunmaktadir. Mikrosatellit markirlarin allel buyukltkleri ( minimum ve
maksimum degerleri ) ve primer dizilerine ait bilgiler insan genomu veri
tabani web sayfasindan saglanmistir (229).
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3.4.1. PCR Plakalarinin hazirlanmasi

96 kuyulu PCR plakasina (ABgene) 25 ng/ul konsantrasyondaki,
genomik DNA o6rneklerinden, 400’er mikrolitre koyularak, master plaka
hazirlandi. Master plakadan 2’ser ul DNA 6rnegi sivi dagitim cihazi
(Hydra Items) kullanilarak ikinci bir 96 kuyulu PCR plagina dagitildi ve
DNA’nin kurutulmasi i¢in, 1 gece oda 1sisinda bekletildi.

3.4.2. DNA Orneklerinin Mikrosatellit Markirlar ile Amplifikasyonu

Ayni floresan boya ile isaretli olan mikrosatellit markerlar, aym
reaksiyon karisiminda kullanilarak multipleks PCR yapildi. 1 multipleks
PCR karisiminda en fazla 3 markir kullanildi. Mikrosatellit markirlarin
amplifikasyon kosullar1 asagida verildigi sekilde wuygulandi. Tdm
calismalar buz lizerinde gerceklestirildi.

3.4.3.PCR icerigi

10X Tampon 1ul
MgClz (25 mM ) 0.6 ul
dNTP karisimi ( 10 mM ) 1.25 ul
H20 6.45 ul
Taq Pol ( Su/ul) 0.1 ul
Marker 1-ileri ( 8 uM ) 0.1 ul
Marker 1-geri (8 uM ) 0.1 ul
Marker 2-ileri ( 8 uM ) 0.1 ul
Marker 2-geri ( 8 uM ) 0.1l
Marker 3-ileri ( 8 uM ) 0.1 ul
Marker 3-geri ( 8 uM ) 0.1 ul
10 ul

3.4.4.PCR Protokolii
95 oC’de 1 dakika

95 °oC’de 45 saniye )
54 oCde 30 saniye ~10 déngt
72 °oC’de 45 saniye |

89 oC’de 45 saniye )
55 oC’de 30 saniye (25 déngu
72 °Cde 45 saniye |

72 oC’de 5 dakika
4 oC’de 5 dakika
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3.4.5. Genotipleme

PCR urtnleri elde edildikten sonra, NED isaretli markerla amplifiye
edilmis olan Orneklerin Uzerine 20 ul, FAM ve TET isaretli markerla
amplifiye edilmis olan 6érneklerin tizerine ise 30 ul distile su ( AccuGene )
eklendi.

Ayr bir 96 kuyulu PCR plagina 60’ar mikrolitre distile su (AccuGene)
ilave edildi ( Pooled Plate ). Sivi dagitim cihazinin yardimiyla PCR
plagindan 2’ser ul amplifikasyon Urint Pooled Plate’e aktarildi. Bu
dilusyondan da 1.1 ul alinarak barkodlu plaga ( ABgene ) kondu. Bu plak
uzerindeki barkod sayesinde cihaz, bilgisayara ytklenen 6rnek listesine
es olan plagi yurtitmeye baslar. Boylece, cihaza yluklenen cok sayidaki
plak ile bilgisayara yuklenen 6rnek listeleri arasinda bir karigiklik olmaz.
1 ml Hidi Formamid’in ( Applied Biosystems ) Uzerine +4 °C’de ve
karanlikta saklanan farkli bir floresan boya ile isaretlenmis Genescan™
500 LIZ™ internal buyukluk standardindan ( Applied Biosystems ) 5 ul
eklendi ve karistirildi. Barkodlu plaktaki her kuyuya bu karisimdan 9 ul
eklendi. Bu buyuklik standard: kullanilarak sistemde kalibrasyon egrisi
elde edildi ve béylece her amplifikasyon Uriintintin uzunlugu saptanirken
bantlarin uzunlugunun dogrulugu da kontrol edilmis oldu. Kuyularda
hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi ve barkodlu plak ABI 3730
cihazina yuklendi.

3.4.5.1. Sonuclarin Analizi

ABI 3730 cihazindan elde edilen ham veriler Genemapper® (Applied
Biosystems ) adi verilen bir genotipleme yazilim programina aktarilarak
analiz edildi. Bu program, ABI 3730 cihazinda o6rneklerin plaktaki
yuklenis siralarini, cihazin calisma kosullarini, kullanilan markirlarin
buyukliklerini, hangi floresan boya ile isaretlendiklerini, hangi buytkluk
standardinin kullanildigini ve elde edilen ham verinin analiz edilmesini
saglayacak veri girisinden olusmaktadir. Bu programa girilen ham
veriler, mikrosatellit markirlar ile amplifikasyondan sonra elde edilen
DNA fragmentlerinin, cihazda yurutuldikten sonra meydana getirdigi
ayrismis bant bilgileridir. Genemapper® yazilim programina aktarilan bu
bilgiler bilgisayar ekraninda pikler seklinde gortultir. Bu piklerin
buyutkltukleri diger bir deyisle DNA o6rneklerinin allel paterni, yazilim
programina girilen allel isimlendirme secenegine gore, harf ile ya da sayi
ile, otomatik olarak isimlendirilir. Otomatik islem manual olarak
kullanic1 tarafindan kontrol edilir ve gerektiginde duzeltmeler ve
eklemeler yapilir. Bizim calismamizda, en solda bulunan pik 1 numaralh
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allel olarak isimlendirildi ve saga dogru pikler artan sekilde
numaralandirildi.

Bu islemler sonucunda her DNA 6rneginin genotipinin, amplifiye
edildigi mikrosatellit marker icin heterozigot mu ya da homozigot mu
oldugu belirlenir. Heterozigot allel paternine sahip olan DNA 6rneklerinde
iki tane pik, homozigot olanlarda ise bir tane pik gorultr ( Sekil.3.1 ).
Elde edilen tim bireylerin genotipleri linkaj analiz programina
aktarilarak, baglanti analizine gecilir.

Genom taramasi sonucunda pozitif lod degerleri saptadigimiz
bolgelerde 10 cM. araligi daraltarak gercek baglantiy:r saptamak ya da bu
bolgeyi dislamak amaciyla kullandigimiz ek markerlar ve bunlara ait
bilgiler de Marshfield karsilastirmali insan genetik haritas1 web
sayfasindan (228) elde edildi.
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Sekil 3.24. Kalitsal isitme kaybi gosteren bir ailenin DNA oOrneklerinin,
D3S1560 mikrosatellit markirn ile amplifikasyonu sonucunda elde edilen alel
paternlerinin, Genemapper® (Applied Biosystems ) yazilim programinda
analizinden sonra elde edilen bilgisayar ciktisi. Iki ebeveyn heterozigot allel
paternine sahipken, iki cocuk 3 numaral: allel a¢cisindan homozigot allel paterni
gostermektedir. Piklerin altindaki kutular, sisteme girilen allel numaralarini
gostermektedir. En solda goérilen sayilar, her bir Ornegin amplifikasyon
Urlnlerine gore elde edilen karsilastirmali pik yuksekligini gostermektedir.
Piklerin rengi markerin isaretli oldugu floresan boyay: ifade etmektedir. Bu
sekilde gorilen mavi renk, markirin FAM ile isaretli oldugunu goéstermektedir.

73



3.5. Baglant1 Analiz Programinin Uygulanimi

Baglant1 analizi ve iki nokta LOD degerinin hesaplanmas: igin,
LINKAGE paket programi ve onun FASTLINK versiyonu kullanildi. iki
nokta analizinde allel frekansi1 0.0001 olarak alindi (225). LOD degerinin
hesaplanmasinda, TRDFO1, TRDFO02 ve TRDF15 aileleri icin, kalitsal
isitme kaybinin otozomal resesif olarak kalitildigi ve tam etkinlik
gosterdigi kabul edilmistir. Sadece TRDF09 ailesi icin LOD degeri, hem
otozomal resesif hem de otozomal dominant kalitim modeline goére
hesaplandi.

3.6. MYO15A ( Miyozin 15A ) Geninde Dizi Analizi ile Mutasyon

Taramasi

MYO15A geninin 66 ekzonunun ve 2 numarali intronunun
amplifikasyonu icin kullandigimiz primer dizileri ve amplifikasyon
kosullar asagida verildigi sekilde uygulandi. MYO15A geninin 2 numaral
intronu bir buitiin olarak amplifiye edildikten sonra, farkli 6 primer cifti
ile dizi analizi yapildi. MYO15A geninin dizi analizi icin GJB2 geninin
dizi analizinde kulanilan protokol uygulandi. Tim calismalar buz
Uzerinde gerceklestirildi.

MYO15A geninin 66 ekzonunun amplifikasyonunda ve dizi analizinde
kullanilan
primer dizileri.

Primer Adi Primer Dizileri

MYO15_ex1_F ttttgagatggatgcagcag
MYO15 ex1 R catcacacccctcacagatg
MYO15_ex2_90F tcceccatectggtaaacaac
MYO15_ex2_615R tgagctttgacgtggacttg
MYO15_ex2_534F ttctggggcctccacacce
MYO15_ex2_1033R agcccgtacagegacttg
MYO15_ex2_963F ctgggcttcctgeectte

MYO15_ex2_1495R
MYO15_ex2_1430F
MYO15_ex2_1912R
MYO15_ex2_2228F
MYO15_ex2_ 2733R
MYO15_ex2_2653F
MYO15_ex2_3122R
MYO15_ex2_3455F
MYO15_ex2_3993R

MYO15_ex3_F

taggggacggtgtagtggac
cccataccacactccctacg
agctcctcctegtectette
gcccatcgtgetgaggag
ccaagggtgagcagtagcc
ggaggcgagcettggtcac
cacagtccagggcgtctc
acctcccaaggatgtcactc
accctcegtgtaatctgtgce

tgagggtatgcgtgtgtctce
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MYO15_ex3_R
MYO15 ex4 F
MYO15_ex4_R
MYO15 ex5 F
MYO15_ex5 R
MYO15 ex6 F
MYO15_ex6_R
MYO15 ex7_F
MYO15 ex7 R
MYO15_ex8_F
MYO15_ ex8 R
MYO15 ex9 F
MYO15_ex9_R
MYO15_ex10_F
MYO15 ex10 R
MYO15_ex11_F
MYO15 ex11_R
MYO15 ex12 F
MYO15 ex12 R

MYO15_ex13_F(2)
MYO15_ex13_R(2)

MYO15_ex14_F
MYO14_ex14_R
MYO15 ex15 F
MYO15 ex15 R
MYO15_ex16_F
MYO15_ex16_R
MYO15 ex17 F
MYO15_ex17_R
MYO15_ex18 F
MYO15 ex18 R
MYO15_ex19 F
MYO15_ex19 R
MYO15 ex20 F
MYO15 ex20_R
MYO15_ex21_F
MYO15 ex21 R
MYO15 ex22 F
MYO15_ex22_R
MYO15 ex23 F
MYO15_ex23_R
MYO15_ex24_F
MYO15_ex24_R

ggtgggoctaggatttgaac

tggttggtgtcagaaacagg
cagctgccttcctgaccta

atctgtccggatggaaacag
ctgcctctaagcetcccacac
ctgtcgttcagaccaggatg
gagtgagctccaacctttcg
gttggcccaccgtacatate
tgggagagatgggatgactc
acagactggggtgtgagagg
gtctgggtetgtggttetgg
aaggctcatgtctgggtgtc
ggccaggctctgagtatctg
aagggtgagttgggacagtg
ggccaggctctgagtatctg
gctcagccatcaagaagctc
aaactcaccctccccaaatc
aggccaccacactactggtc
gaaacagagaaggccttgga
gactactggcatgagccaca
cactgacccgtccaaagatt
atgtcactcaagggctgtgc
catacaagaccttggcgatg
gatcttcacgcccctaactg
acaagggagatggtgacagg
gctgagctccagcetttttga
ctctgagcacagcacctcag
acagggatgggaggtigag
tgaggacatgaggctgagag
gagcagtcggggatagtgag
gcatggaatcctagcctgag
tggggaccatagaagtgagg
gaacaggtctggcaagaagc
cagagagaacaggggtccag
aggcctcagctctcactcac
tggtggaaaagatggagagg
ttgggcagggatttgtagag
tggtggaaaagatggagagg
geetgggttgtgtattectg
actaactttgggccccctac
ctgggatggcagtctctagce
ccagcatcctctcttcaacc
gggcattcaaaagcagagac
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MYO15 ex25 F
MYO15 ex25 R

MYO15_ex26n27_F
MYO15_ex26n27_R

MYO15_ex28_F
MYO15_ex28_R
MYO15_ex29 F
MYO15 ex29 R
MYO15_ex30_F
MYO15_ex30_R
MYO15 ex31-F
MYO15_ex31_R
MYO15_ex32_F
MYO15_ex32_R
MYO15_ex33_F
MYO15 ex33 R
MYO15_ex34_F
MYO15_ex34_R
MYO15 ex35 F
MYO15_ex35_R
MYO15_ex36_F
MYO15_ex36_R
MYO15_ex37_F
MYO15 ex37_ R
MYO15_ex38_F
MYO15_ex38_R
MYO15 ex39 F
MYO15_ex39_R
MYO15_ex40_F
MYO15_ex40_R
MYO15_ex41_F
MYO15_ex41_R
MYO15_ex42_F
MYO15_ex42_R

MYO15_ex43_F(3)
MYO15_ex43_R(3)

MYO15_ex44_F
MYO15_ex44_R
MYO15_ex45_F

accccaaaagtgagatgtgg
tggtggctagtttgcatgac
tcccagaaatcctecttgtg
tgtggaaagaggagggaatg
cctctaggagctgagcaagce
ggctctccactgctatccag
gtcagcccagctctgattte
gccaggggctaagaattagaa
catgagagggatgcatgttg
cctttaagaccctgecttgg
gggaccctttcagtttagee
cccacacacagactttcacg
gctctgegtgaaagtctgtg
catgcacaggaatggaaatg
caggatctccccaggtagtg
acatgtcctcatccgagtcc
cactgaataccagggtgcag
acagcacagggtcaaagagg
ggagccttagaggetgtgtg
cttccaggatcagccaagaag
gatctcacgagacccctcag
tctagcacaccagcaagtgg
ttgctggtgtgctagaatgg
tgtggagaacaggacgtgag
ttgctggtgtgctagaatgg
tgtggagaacaggacgtgag
ttgcttggagacacaagcetg
agcgtagagtaccggaccag
tcacgtcctgttctccacag
cgcttcaacccagtaagcetg
ggacttcaggccagtctctg
cactccaccgacacactcac
agtactccaatgcccacagg

cactccaccgacacactcac
aggtgccttctcctgact

cccaagtcctagaccctect
gcctcatcaatcccaactte
ctctgggccatgtctagete
gagctagacatggcccagag
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MYO15_ex45_R
MYO15_ex46_F
MYO15 ex46 R
MYO15_ex47_F
MYO15 ex47 R
MYO15_ex48_F
MYO15_ex48_R
MYO15 ex49 F
MYO15_ex49_R
MYO15_ex50_F
MYO15 ex50 R
MYO15_ex51_F
MYO15 ex51 R
MYO15_ex52_F
MYO15_ex52_R
MYO15 ex53 F
MYO15_ex53_R
MYO15_ex54_F
MYO15 ex54 R
MYO15_ex55_F
MYO15_ex55_R
MYO15_ex56_F
MYO15_ex56_R
MYO15 ex57 F
MYO15_ex57_R
MYO15_ex58_F
MYO15 ex58 R
MYO15_ex59_F
MYO15_ex59_R
MYO15_ex60_F
MYO15_ex60_R
MYO15 ex61 F
MYO15_ex61_R
MYO15_ex62_F
MYO15 ex62_ R
MYO15_ex63_F
MYO15 ex63 R

MYO15_ex64_F(2)
MYO15_ex64_R(2)

gcttgtcagectcagtctcce
gggagactgaggctgacaag
acgtgggacacagctaggag
gtccagaggattcagggatg
agctgcatcaggatttggtc
aggggaagcaggaagcttag
tggcaaaggttttctgaagg
cctagggcaggtcatctctg
ccaggtacaccaccttcctg
gaatgcccttccctettete
acggctggaccttaggagac
tcetgtttgectcagacctt
atccttccctaccccatttg
ttgegttgtcagttttgacc
tgtcctccaaggttctggac
agagaccacccaggtgtgag
ctgtcgctgagttcgatgag
accttggaggacatgctttg
tgaagatcagggaggagtgg
gtcccectttetgttetgacg
tttcccaccctaatgtectg
cctttcctgetetgtggtte
ataatccaggaggggtcagg
gctgectgagagttggaatc
cccacctcecttctcttetee
tttccaggecgtataggttgce
gccteccattecattttgaac
atcctttggecttgggaactc
cctcagccctcttcacaaag
ctttgtgaagagggctgagg
tcctcacattgagecatgtec
cataggacaccccattcgac
agggcctgaatcatgaacac
agcccacatcctacacaagg
gacagccccttcccagatag
aggacctttttccecttect
catacccatcctccatgacc
agcccagagaagctatgcag
tatggcagcctaagcacaca
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MYO15_ex65_F tcagggcaccaatacctctc
MYO15_ex65_R atgcactggcctggatactc

MYO15_ex66_F tgatggtctccacctatcte
MYO15_ex66_R tcctgagaggttcagtgatt

MYO15A geninin 2 numarali intronunun amplifikasyonunda
kullanilan primer dizileri.

Primer Ad: Primer Dizisi
Intron2-F gctggeggaacaaggtatgg
Intron2-R catcctcacaacagccatccc

MYO15A geninin 2 numarali intronunun dizi analizinde kullanilan
primer dizileri.

Primer Ad: Primer Dizisi
12-F aggcacagattacacggag
13-R tctctgaggggaagttaggg
14-F gccaagccagatgtgaaac
15-R atggggttccagaaggactc
16-F cagagggaaaactgaaccag
17-F tcctecttacectggaatac
18-R agcgagtatcaccctttcgg
19-F cagccaaatgacgaaagc
20-R tatgctgggggtctggtgaatg
21-F tgcctgggagttgtatgag
22-R atgagacacacgcataccc
23-R tgaaccaaagtccgtctaac
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MYO15A geninin 64 ekzonunun amplifikasyonu icin kullanilan PCR
icerigi

10X Tampon 2 ul.
dNTP karisimi (10 mM) 2 ul.
Ileri primer (2.5 uM) 2 ul.
Geri primer (2.5 uM) 2ul.
MgClz(25 mM) 1.2 pl.
Taq Pol.(5u/ul) 0.1pl.
Genomik DNA(25 ng/ul) 2 ul.
H>O 8.7 ul.
20 ul.

MYO15 A geninin 64 ekzonunun amplifikasyonu icin kullanilan PCR
kosullar1

95 °C’de 1 dakika 30 saniye

95 °C’de 45 saniye
60 °C’de 45 saniye 35 déngu
72 oC’de 2 dakika

72 oC’de 5 dakika
4 oC’de 5 dakika

MYO15A geninin 13 numarali ekzonunun amplifikasyonu icin
kullanilan PCR kosullar:1

95°C’de 2 dakika

95 °C’de 30 saniye
67 oC’de 30 saniye
Her déngtide -1 °C 10 déngu
72 °C’de 1 dakika

95°C’de 30 saniye
54 oC’de 30 saniye » 35 doéngu
72 °C’de 1 dakika

72 °C’de 10 dakika
250°C’de 1 dakika
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MYO15A geninin 64 numarali ekzonunun amplifikasyonu icin
kullanilan PCR kosullar1

95°C’de 2 dakika

95°C’de 30 saniy

67 °C’de 30 saniy

Her dongtide -1 °C 10 déngi
72 °C’de 1 dakika

95°C’de 30 saniye

57 °C’de 30 saniye » 35 dongu
72°C’de 1 dakika

72 °C’de 10 dakika

25°C’de 1 dakika

MYO15A geninin 2 numaral1 intronunun amplifikasyonu icin
kullanilan PCR icerigi

10X Tampon (w/MgCly) S ul.
dNTP karisimi (10 mM) 8 ul.
Ileri primer (5 uM) 2 ul.
Geri primer (SuM) 2 ul.
Genomik DNA (25 ng/ul) 2 ul.
Taq Pol.( Su/ul) 0.5ul.
H>O 30.5 ul.
50 pl.

MYO15A geninin 2 numaral1 intronunun amplifikasyonu icin
kullanilan PCR kosullar1

94 oC’de 2 dakika
98 °C’de 20 saniye
63 °C’de 2 dakika 35 déngu
72°C’de 5 dakika
72 °C’de 5 dakika
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BULGULAR

Calisma kapsamina aldigimiz kalitsal sensérindral isitme kaybi
bulunan toplam 23 Turk ailesinin, bir aile disinda ( TRDFO09 ), hepsinde,
prelingual isitme kaybi belirlendi. TRDF09 no’lu ailede ise 10 etkilenmis
bireyin 7’sinde postlingual ilerleyici tipte isitme kaybi, 2 tanesinde ( IV:3
ve IV:4 ) prelingual isitme kaybi oldugu saptand:i ( Sekil.3.9. ). Isitme
kaybi1 bulunan bireylerin hi¢c birinde, sendromik igitme kaybinda mevcut
olan gece korluigl, denge problemi gibi diger bulgular gézlenmedi. Bu
bireylerin fiziksel ve zihinsel aktivitelerinde yasitlarina gére herhangi bir
gecikme veya aksama olmadig: kaydedildi.

4.1. Pedigri Analizi

Calisma kapsamina alinan ve pedigri cizim kurallarina goére
pedigrileri cizilen, kalitsal isitme kaybi bulunan 23 Turk ailede, bir aile
disinda ( TRDFO09 ), kalitim paterninin otozomal resesif oldugu saptand:.
TRDF09 numarali aile dért kusakli genis bir aile olup, toplam 10 bireyde
isitme kaybi bulundugu goérildi. Bu ailede isitme kaybinin kalitim
paterni, ilk iki kusakta otozomal dominant kalitim paternine uymasina
karsilik, Gictincd kusakta isitme kaybi bulunan 2 ( III.2 ) numaral bireyin
ve 12 ( III.12 ) numarali bireyin ayri ayr1 yapmis olduklar evliliklerinden
dogan cocuklarinda isitme kaybi bulunmamasi, isitme kaybi bulunan ve
akraba evliligi yapmis olan 5 ( II.5 ) ve 6 ( III.6 ) numarali bireylerin
yapmis oldugu evlilikten dogan cocuklarda ( IV.3 ve IV.4 numaral
bireyler ) ise konjenital isitme kaybinin bulunmasi, ayrica aile
hikayesinde birinci kusaktaki 1 ( I.1 ) ve 2 ( 1.2 ) numarali bireylerin
akraba olup olmadiklar1 sorusuna net bir cevap alinamamasi, kalitim
paterninin otozomal resesif de olabilecegini dustindurdt ( Sekil.3.9.).

4.2. Odyolojik Bulgular

Kalitsal nonsendromik sensérinéral isitme kaybi bulunan 20 Turk
ailede, TRDFO1 no’lu aileden 6, TRDFO2 no’lu aileden 9, TRDF03 no’lu
aileden 4, TRDF04 no’lu aileden 2, TRDF07 no’lu aileden 3, TRDFO0S8
no’lu aileden 2, TRDF09 nolu aileden 6, TRDF11 nolu aileden 4,
TRDF12 no’lu aileden 3, TRDF13 no’lu aileden 2, TRDF14 no’lu aileden
1, TRDF15 no’lu aileden 6, TRDF16 nolu aileden 2, TRDF17 no’lu
aileden 3, TRDF18 no’lu aileden 1, TRDF19 no’lu aileden 4, TRDF20
no’lu aileden 1, TRDF21 no’lu aileden 4, TRDF22 no’lu aileden 2 ve
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TRDF23 no’lu aileden 3 olmak Uzere toplam 68 etkilenmis Dbireyin
odyolojik testlerinden elde ettigimiz bilgilere goére, isitme kaybinin orta
dereceli isitme kaybi ile ailelerin buyuk bir bélimunde gorilen total
isitme kaybi1 arasinda degistigi saptandi ( Sekil 4.1.A-D. ). GJB2
mutasyonu bulunan 8 ailenin 2’sinde derin, 6’sinda ise total isitme kaybi
bulundugu, ve DFNB3 bélgesine haritaladigimiz TRDFO1 numaral ailede
isitme kaybinin siddetli oldugu ( Sekil.4.1.B) ve TRDF15 no’lu ailede ise
derin isitme kaybinin oldugu saptand: ( Sekil 4.1.C. ). Calismanin
baslangic asamasinda Antalya’dan tasinan TRDFOS no’lu aile, Ankara’da
yasayan TRDFO6 no’lu aile ve calismaya katilmaktan vazgecen TRDF10
no’lu ailenin etkilenmis bireylerine ise odyolojik test uygulanamadi.

A. B.
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Sekil 4.1. 20 aile bireylerinde yapilan odyoloji testi sonuclar:
A. Orta derecede isitme kaybini gésteren odyogram. (TRDFO07,08)
B. Siddetli isitme kaybini gésteren odyogram (TRDF01,03, 09)
C. Derin isitme kaybini gésteren odyogram. (TRDF11,14,15,21)
D. Total isitme kaybini gésteren odyogram.(TRDF02, 04, 12, 13, 16,
17, 18, 19, 20, 22, 23)
E. Normal isitmeyi gésteren odyogram (Kontrol).

4.3. Konneksin 26 ( GJB2 ) Geni DNA Dizi Analizi Bulgulari

Otozomal nonsendromik kalitsal igitme kaybinda GJB2 genindeki
mutasyonlar 6énemli rol oynadiklari ve sik goérildtkleri icin, 6ncelikle
GJB2 geninde dizi analizi ile mutasyon taramasina alinan toplam 23
ailenin 8’inde ( %34 ) mutasyon bulundugu saptandi. Yaptigimiz
calismada 35delG ve protein yapisinda 120. pozisyondaki Glutamin
a.a.’nin delesyonuna ( delE120 ) yol acan 360. kodon pozisyonundaki 3
be.lik ( GAG ) bir delesyon olmak tizere iki degisik mutasyon saptandi ve
en sik rastlanan mutasyonun 35delG oldugu goérdldii. Mutasyon
saptanan toplam 8 ailenin 6’sinde, dizi analizi yapilan bireylerin
%17’sinin ( 8/46 ) 35delG mutasyonu acisindan homozigot oldugu
bulundu ( Sekil.4.2. ). Akraba evliligi goértilen bir ailede, isitme kaybi
bulunan ebeveynlerden birinin, 35delG ve 3 bg¢.lik delesyon acisindan
bilesik ( compound ) heterozigot oldugu saptand: ( Sekil 4.3.A-B. ).
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Sekil 4.2. Homozigot 35delG mutasyonunu gosteren elektroferogram.
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Sekil 4.3.A. Heterozigot 35delG mutasyonunu gosteren elektroferogram.
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Sekil 4.3.B. Heterozigot 3 bc.’lik delesyonu gosteren elektroferogram.

Cizelge 4.1.GJB2 geni DNA dizi analizi ile mutasyon saptanan bireylerin
mutasyon tipleri.

Aile no Birey no | Mutasyon | Genotip Fenotip
tipi
TRDFO04 V.1 35delG 35delG/35delG | Sagir
V.2 35delG/35delG | Sagir
TRDFO06 1.2 35delG 35delG/Normal | Saglikhi
IV.1 35delG/Normal | Sagir
TRDF11 1.8 35delG ve 35delG/delE120 | Sagir
I11.10 3 be. del delE120/Normal | Sagir
TRDF12 I1.4 35delG 35delG/Normal | Sagir
I11.9 35delG/35delG | Sagir
TRDF18 1.7 35delG 35delG/35delG | Sagir
1.5 35delG/35delG | Sagir
TRDF19 I11.9 35delG 35delG/35delG | Sagir
IV.6 35delG/35delG | Sagir
TRDF21 I1.13 35delG 35delG/35delG | Sagir
I11.2 N/N Sagir
TRDF23 I11.9 35delG 35delG/Normal | Sagir
IV.1 N/N Sagir
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DNA dizi analizi sonucunda herhangi bir mutasyon bulunmayan
toplam 15 aileden 2 tanesi calismadan cekilmek istedikleri icin, 6 tanesi
ise uygun buyuklikte olmadiklar: icin genotipleme ve baglanti analizi
calismalar1 kapsamina alinmadi ( Sekil.3.5., 3.8., 3.10., 3.13., 3.14.,
3.16., 3.17., 3.20.)

Konneksin 26 ( GJB2 ) geninde mutasyon tasimadiklar1 saptanan ve
baglanti analizi i¢cin potansiyel olarak uygun buyutklikte olan 7 aile (
Sekil.3.1., 3.2., 3.3, 3.7., 3.9., 3.15.,3.22. ), bir simulasyon baglanti
analiz programi olan SLINK uygulamasina alindi.

4.4. Baglant1 Analizi Uygunluk Testi Bulgular1

SLINK uygulamalarina alinan TRDFO1, TRDF02, TRDF03, TRDFO07,
TRDF09, TRDF15 ve TRDF22 no’lu ailelerin SLINK analiz sonuclar:
cizelge.4.2’de verilmistir. Bu tabloda, her bir ailenin, 5 cM araliginda
tahmini maksimum lod degerlerini ve genom boyunca birbirlerinden
yaklasik olarak 5 cM araliklarla bulunan markirlardan herhangi birine,
1’den ve 2’den daha ytksek bir maksimum lod degeri ile bagli olabilecegi
olasiliklar1 goérdlmektedir. SLINK analizine goére, TRDFO01, TRDFO02,
TRDF09 ve TRDF15 nolu aileler icin, genomun herhangi bir bdlgesine
bagli olabileceklerini gosteren tahmini maksimum lod degerleri
istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Cizelge 4.2. Her pedigri icin 5 cM araliginda SLINK analizi sonuclari.

Tahmini
Maksimum
Aileler Lod degerleri >1 >2
TRDFO1 3.71 68% 44%
TRDF02 4.98 78% 53%
TRDFO03 2.80 53% 19%
TRDF07 1.97 44% 0%
TRDFO09(OR) 3.03 56% 22%
TRDF09(OD) 4.42 100%  48%
TRDF15 4.00 24% 13%
TRDF22 0.01 0% 0%
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4.5. Genom Taramasi1 ve Baglant1 Analizi Bulgulari

SLINK analizi sonuclarina goére, genomun herhangi bir boélgesine
baglanti bulunmasi acisindan, tahmini maksimum lod degerleri, 1.97 ile
4 arasinda hesaplanan TRDFO1, TRDFO02, TRDFO03, TRDFO07, TRDFO09 ve
TRDF15 nolu ailelerin etkilenmis ve etkilenmemis bireylerini, tahmini
maksimum lod degeri 1’in altinda bulunan TRDF22 numarali ailenin ise
sadece etkilenmis bireylerini kapsayan 96 DNA 6rneginde, tim genom,
ortalama 10cM araliklarla bulunan 379 adet, yiksek derecede polimorfik
kisa ardarda dizilmis tekrarli ve floresan isaretli markirlar ile amplifiye
edildi. SLINK analizine gére tahmini maksimum lod degerleri istatistiksel
olarak anlamli bulunan TRDFO1, TRDF02, TRDF09 ve TRDF15 nollu
ailelerin, genom taramasindan elde edilen verileri baglanti analiz
programina uygulandi. Baglanti analizi sonucunda, TRDFO01, TRDFO2 ve
TRDFO09 no’lu aileler icin, genomun farkli bélgelerindeki bazi markirlar
acisindan pozitif lod degerleri hesaplandi (Cizelge 4.3). TRDF15 no’lu
ailenin ise, DFNB3 boélgesindeki bir markir icin maksimum lod degeri
3.23 olarak hesaplandi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3. Genomda pozitif lod degeri saptadigimiz aileler ve markirlara ait

bilgiler.
Aile no Marker Kromozom Sagirlik lokusu Maksimum lod
degeri
TRDFO1 D20S164 20 - 1.02
D17S1294 17 - 1.22
D12S395 12 - 1.10
TRDFO02 D21S1437 21 - 0.71
D21S2052 21 - 0.71
D14S592 14 - 1.18
D14S588 14 - 1.16
D12S269 12 - 1.04
D6S1959 6 - 0.96
D5S1470 S - 0.87
D2S1788 2 - 0.84
TRDFO09 D17S974 17 - 1.01
D15S652 15 - 1.60
D4S1652 4 - 2.21
D4S408 4 - 2.56
D354545 3 - 1.21
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Cizelge 4.4. TRDF 15 no’lu ailenin baglant1 analizi bulgulari.

Aile no Marker Kromozom Sagirlik lokusu Maksimum lod
degeri
TRDF15 D17S1294 17 DFNB3 3.23

Baglant1 analizi sonucunda, TRDFO1l, TRDF02 ve TRDF09 nolu
ailelerde, pozitif lod degerleri saptadigimiz boélgelerde, 10 cM. aralig:
daraltarak gercek baglantiyr saptamak veya bu bélgeyi dislamak
amaciyla, aileleri ek markirlarla taradigimizda, TRDFO1 numarali ailenin
de DFNB3 bélgesindeki bir markir icin maksimum lod degeri 3.48 olarak
hesaplandi (Cizelge 4.5.). TRDFO02 ve TRDFO09 no’lu ailelerde ise genomda
pozitif lod degeri hesapladigimiz boélgelerde ek markirlarla yaptigimiz
tarama sonucunda gercek bir baglanti olmadig1 saptanda.

Cizelge 4.5. TRDFO1 no’lu ailenin ek markirlarla yapilan tarama sonucu elde
edilen baglant1 analizi bulgulari.

Aile no Marker Kromozom Sagirli lokusu Maksimumlod
degeri
TRDFO1 D17S2207 17 DFNB3 3.21
D17S2196 17 DFNB3 3.48

SLINK analizine gére tahmini maksimum lod degerleri istatistiksel
olarak anlamli bulunmayan TRDFO03, TRDFO7 ve TRDF22 numaral
aileler ise sadece genom taramasi ¢calisma kapsamina alindi. Bu ailelerin
genomun herhangi bir bélgesine bagli olabilecekleri, etkilenmis bireylerin
herhangi bir markir icin gosterdikleri homozigosite durumuna gore
degerlendirildi. Sadece genom taramasi calisma kapsamina alinan
TRDFO3 ve TRDF22 no’lu ailelerin etkilenmis bireylerinin genomlarinda
homozigosite saptanan markirlar ve lokalize olduklari kromozomlara ait
bilgiler, cizelge.4.6’da goértlmektedir. TRDFO7 numarali aile icin ise,
etkilenmis bireylerin genomlarinda, herhangi bir marker icin
homozigosite bulunamada.
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Cizelge 4.6. TRDFO3 ve 22 no’lu ailelerin genom taramasinda homozigosite
saptanan markirlar.

Aile no Marker Kromozom Sagirlik lokusu

TRDFO03 D6S1719 6 -
D6S1596 6 DFNB37
D2S1391 2 DFNB27
D1S552 1 -

TRDF22 D13S779 13 -
ATASA09 13 -
D12S1064 12 -
D6S2522 6 -
D2S1352 2 -
D1S1679 1 -

TRDFO03 ve TRDF22 no’lu ailelerin, genom taramasi sonucunda,
genomlarinda homozigosite saptadigimiz bodlgelerde, 10cM. araligi
daraltmak amaciyla, ek markirlarla tarama yaptigimizda, anlamli bir
homozigosite gériilmedi.

4.6. DFNB3 Bolgesine Bagli Olan Aileler ve Dizi Analizi Sonuclar:
TRDFO1 ailesinde yapilan calismalar: Antalya’nin Manavgat Ilcesinde
yasayan 5 kusakli bu ailenin toplam 7 bireyinde isitme kaybi mevcuttur.
Etkilenmis bireylerde siddetli isitme kaybi bulunmaktadir. Bu aileden
toplam 15 bireyden kan alindi ve DNA izolasyonu yapildi. Toplam 14
bireyin genomik DNA Orneginde genom taramasi ve baglanti analizi
yapildi. Bu ailede DFNB3 bolgesinde lokalize olan MYO15A geninde
intronik bir markir olan D17S2207 icin maksimum lod degeri 3.21 olarak
hesaplandi. (Cizelge 4.5.). Bu ailede etkilenmis ve etkilenmemis
bireylerin, MYO15A geninde dizi analizi mutasyon tarama calismasi
sonucunda, 33 numarali ekzonunda V2266M degisimi saptandi ( Sekil
4.4.).
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Sekil 4.4. TRDFO1 ailesinin MYO15A geni dizi analizi sonucu 33 no’lu ekzonda
saptanan V2266M degisimini gdsteren elektroferogram.

TRDF15 ailesinde yapilan calismalar: Antalya’da yasayan 4 kusaklh bu
ailenin toplam 6 bireyinde isitme kaybi1 mevcuttur. Etkilenmis bireylerde
derin isitme kaybi bulunmaktadir. Bu aileden toplam 20 bireyden kan
alindi ve DNA izolasyonu yapildi. Toplam 15 bireyin genomik DNA
Orneginde genom taramasi ve baglanti analizi yapildi. Bu ailede DFNB3
bolgesinde lokalize olan bir markir olan D17S1294 icin baglanti saptandi.
Maksimum lod degeri bu markir icin 3.23 olarak hesaplandi
(Cizelge.4.4.). Bu ailede etkilenmis iki bireyin, MYO15A geninde, dizi
analizi ile mutasyon tarama calismasi1 sonucunda, herhangi bir degisim
saptanmadi.
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TARTISMA VE SONUCLAR

Konjenital isitme kaybi, genetik ve/veya cevresel etkenlerle ortaya
cikan ve diinyada oldugu gibi tilkemizde de oldukca yaygin gortlen isitsel
bir hastaliktir. Diinyada her 1000 cocuktan 1’inde kalitsal isitme kaybi
bulunmaktadir (2) Gelismis ulkelerde sagirligin %601nin kalitsal oldugu
ve tek bir gende meydana gelen mutasyonlar sonucu olustugu
bilinmektedir(5). Kalitsal isitme kaybinin yaklasik %70’ nonsendromik ve
%30’u ise sendromiktir.

[sitme kaybi, diizeyine gére, hafif (20-40dB), orta (40-60dB), siddetli
(60-80dB), derin (80-100dB) ve total (100dB ve tstd) olarak
siniflandirilir. Kalitsal nonsendromik isitme kaybi1 bulunan olgularda
degisik duzeylerde isitme kaybi oldugu saptanmistir. Calisma kapsamina
alinan toplam 23 kalitsal nonsendromik isitme kaybi bulunan aileden
20’sinde yaptigimiz odyoloji testi sonuclarina gére 2 ailede orta, 3 ailede
siddetli, 4 ailede derin ve 11 ailede de total isitme kaybi1 bulunmaktadir.
Bu sonuclarimiz, literatlirle karsilastirildiginda uyumlu bulunmustur.
Ayrica kalitsal nonsendromik isitme kaybi1 bulunan ailelerin %85’
otozomal resesif kalitim paterni géstermektedir (11). Turkiye’de her yil
kalitsal isitme kaybi olan yaklasik 500 cocuk duinyaya gelmektedir(13-
14). 2004 yilinda yapilan bir calismada Turkiye'de akraba evliligi
sikliginin %21-25 oldugu bildirilmistir(113). Bizim y6éremizde yapilan bir
calismada ise akraba evliligi sikliginin %33.9 oldugu gosterilmistir (230).
Dolayisiyla yoremizde otozomal resesif kalitim paternine sahip isitme
kaybinin daha sik gorulebilecegi gercegi ortaya cikmaktadir. Kalitsal
nonsendromik isitme kaybi bulunan ailelerin 22’sinde (yaklasik %96)
isitme kayb1 otozomal resesif kalitim paterni géstermektedir.

Gectigimiz yillarda isitme kaybina yol acan yeni lokuslarin ve
genlerin tanimlanmasina yoénelik calismalar, isitme kaybinin klinik ve
genetik olarak oldukca heterojen oldugunu gdstermistir. Bugliine kadar
nonsendromik isitme kaybi ile ilgili olarak 100’den fazla lokus
haritalanmis ve bu lokuslarin %40 indan daha azinda hastaliga neden
olan gen tanimlanmistir. Bu genler tizerinde yapilan calismalar, otozomal
resesif kalitim paterni gbésteren nonsendromik isitme kaybi1 bulunan
olgularin %69'unda 13ql2’de lokalize olan GJB2 geninde mutasyon
bulundugunu goéstermistir(2,231,232). GJB2 geni, kokleada eksprese
edilen, duyusal silyal1 hiicrelere potasyum iyonlarinin giris cikisinda rol
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oynadigi dusunulen, Konneksin 26 proteinini kodlamaktadir.
Nonsendromik isitme kaybi bulunan olgularda bu gende 100’den fazla
farkli mutasyon tanimlanmis ve farkli populasyonlarda mutasyonlarin
sikliginda ve dagilimda 6nemli degisiklikler oldugu saptanmistir (76,233).
Daha da ilgin¢ olarak GJB2 genindeki bazi mutasyonlarin farkli etnik
kokene sahip olgularda, nonsendromik isitme kaybi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. 35delG delesyonunun 6zellikle Avrupali ve Amerikan
Kafkas kokenine sahip olan populasyonlarda kalitsal nonsendromik
isitme kaybi1 bulunan bireylerin %70’inde, 167delT delesyonunun
Ashkenazi Yahudi populasyonu bireylerinin %401nda, 235delC
delesyonunun ise Asya populasyonlarinda baskin oldugu gosterilmistir
(215,216).

Bunlar disinda GJB2 geninde pek cok anlamsiz, yanlis anlamh
mutasyonlar, delesyon ve  insersiyonlar tanimlanmistir. Bu
mutasyonlarin %69u otozomal resesif isitme kaybi ile iliskili olmakla
birlikte, bugltine kadar tanimlanan mutasyonlardan 6 tanesinin otozomal
dominant, 3 tanesinin de sendromik isitme kaybi ile iliskili oldugu
saptanmistir(77). Ayrica GJB2 mutasyonlart konneksin 30 proteinini
kodlayan GJB6 geninde tanimlanmis 342 kb.’lik bir delesyon ile beraber
bulundugunda da isitme kaybina neden olmaktadir (234).

Gunumuz Turkiye’sinde farkli etnik kdékenlere sahip ve isitme kaybi
bulunan cok sayida birey yasamasina ve otozomal resesif isitme kaybinin
ortaya cikmasina neden olan akraba evliligine cok sik rastlanmasina
ragmen, bugine kadar nonsendromik kalitsal isitme kaybs ile ilgili olarak
Turk populasyonu icin sinirli sayida calisma bulunmaktadir. Uyguner ve
arkadaslarinin 2003 yilinda nonsendromik otozomal resesif isitme kaybi
bulunan 60 aileden etkilenmis 1’er birey ile yaptiklari calismada,
olgularin %21.7’sinin 35delG acisindan homozigot oldugu ve toplam
olgularin %31.7’sinde GJB2 geninde mutasyon bulundugu goésterilmistir
(235). Ayn1 grubun 2002 yilinda yaptiklar1 bir baska calismada, GJB2
geninde tanmimladiklar1 R75Q mutasyonunun otozomal dominant isitme
kaybs ile birlikte palmoplantar keratodermaya neden oldugu bildirilmistir
(236). Beyazit ve arkadaslar1 prelingual nonsendromik otozomal resesif
isitme kaybi1 bulunan 14 aileden etkilenmis 1’er bireyde mutasyon
taramas1 yapmislar, toplam olarak olgularin %14.3inde GJB2 geninde
mutasyon bulundugunu saptamislardir Bunlarda 35delG mutasyonu
homozigot olarak %7.1 oraninda bulunurken bir olguda da homozigot
310del14 goérulmustiur (237). Tekin ve arkadaslarinin 2003 yilinda
prelingual nonsendromik otozomal resesif isitme kaybi bulunan 301
ailesel ve 256 sporadik olguda GJB2 geninde yaptiklarni mutasyon
taramas:t sonucunda toplam olarak 301 ailesel olgunun %17.5’inin
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35delG mutasyonu acisindan homozigot, %9unun heterozigot oldugunu
saptamislardir (238). Ayni grubun 2004 yilinda yayinladiklar1 bir
makaleye gbdre, nonsendromik otozomal resesif isitme kaybi bulunan
farkli ailelerden topladiklar1 371 etkilenmis bireyde yaptiklar1 calisma
sonucunda, toplam olgularin %15’inin homozigot 35delG, %4.8’inin
heterozigot 35delG oldugunu, ve bu mutasyondan sonra en sik delE120
(%o1)mutasyonuna rastlandigini gdstermislerdir (239). Kalay ve
arkadaslarinin 2005 yilinda yayinladigi nonsendromik otozomal resesif
isitme kaybi bulunan 93 aileden 1’er etkilenmis bireyde GJB2 geninde
dizi analizi ile mutasyon taramalarinin sonuclarini gésteren makalede,
olgularin %21.5i 35delG mutasyonu acisindan homozigot oldugu ve
bundan sonra en sik rastlanan mutasyonun anlamsiz bir mutasyon olan
W24X oldugu saptanmistir (78). 2002 yilinda Kenneson ve arkadaslarinin
yayinladiklar1 bir derleme makalede nonsendromik otozomal resesif
olgularda homozigot 35delG sikliginin %15-28 arasinda oldugu, ve
bundan sonra en sik rastlanan mutasyonun ise 167delT oldugu
belirtilmistir (240).

Bizim calismamizda her aileden 2 birey olmak tUzere toplam 23
ailede GJB2 geninde dizi analizi ile mutasyon taramas: yapildiginda
ailelerin 8’inde (%34) bu gende 35delG ve delE120 olmak lizere 2 degisik
mutasyon saptanmistir. Dizi analizi yapilan 46 olgunun 8’inin (%17)
35delG delesyonu acisindan homozigot, 5’inin (%8) heterozigot oldugu
belirlenmistir. Bizim calismamizda saptadigimiz %17 homozigot 35delG
orant Tekin ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismayla ve Kalay ve
arkadaslarinin  yaptiklar1 c¢alismayla uyumlu bulunmusur. Yine
calismamizda %8 olarak belirledigimiz heterozigot 35delG orani Tekin ve
arkadaslarinin yaptiklar calismayla uyumludur. Akraba evliligi gértlen
bir ailede, isitme kaybi bulunan ebeveynlerden birinin 35delG ve delE120
mutasyonlar1 acisindan bilesik (compound) heterozigot oldugu
goérulmustir ve bu bulgular tlkemizde yapilan arastirma sonuclari ve
yabanci literatirle uyumlu bulunmustur. Arastirmamizda Kalay ve
arkadaslarinin 35delG’den sonra en sik rastladiklar1 W24X mutasyonuna
hi¢ rastlanmamistir. Bu durum, calismaya alinan olgu sayisinin sinirh
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak, bélimumuizde konjenital
sagirhk goérilen 110 bireyde yapilan calismamizda ve heniz
yayinlanmamis verilerimize gére bu mutasyonlardan delE120 mutasyonu
35delG ile beraber bilesik heterozigot olarak sadece bir olguda
gorulmustir. Mutasyon tarama calismalarina yeni olgular eklendikce,
Tuark populasyonu icin GJB2 mutasyonlarinin cesitliligi ve siklig
hakkinda daha gtivenilir bilgiler elde edilebilecektir.
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Yurt-dis1 ve yurt-icinde yapilan calismalarda, GJB2 mutasyonlari ile
olgularin odyogramlar1 yani isitme dereceleri arasinda dogrudan bir
korelasyon bulunmadigi, bu gende mutasyon bulundugu saptanan
ailelerde isitme kaybinin siddetli (60-80dB) ile total (100dB ve usti)
arasinda degistigi gosterilmistir (T15-16). Bizim calismamizda da bu
sonuclara benzer olarak homozigot ve heterozigot olarak bulunan GJB2
mutasyonlar1 goértilen ailelerdeki isitme kaybinin derin (80-100dB) ile
total (100dB ve ustll) arasinda oldugu, 35delG/delE120 bilesik
(compound) heterozigot oldugu saptanan bireyde de derin (80-100dB)
isitme kaybi oldugu belirlenmistir. Bu sonuclar gdzéniine alindiginda
degisik derecelerde isitme kaybi bulunan her olguda GJB2 genindeki
mutasyonlarin taranmasi gerekli gértilmektedir.

Dinyada yapilan calismalar g6z6éntne alindiginda, Turk
populasyonu gibi akraba evliligi sikliginin yuksek oldugu bir
populasyonda yapilan calismalarin yetersiz oldugu, bilinen genlerdeki
mutasyon cesitliliginin ve sikliginin hala kesin olarak bilinmedigi,
Tuarkiye’de isitme kaybinin hangi genlerle baglantili oldugunun ve
nonsendromik sagirliga neden olan yeni aday genlerin belirlenmesi
gerektigi sonucu ortaya cikmaktadir.

Sagirlikla ilgili olarak pek cok otozomal dominant ve resesif lokusun
tanimlanmasinda kullanilan stratejiler, cok sayida etkilenmis bireyin
bulundugu aileler TtUzerinde yapilan geleneksel baglanti analizi
calismalarina dayanmaktadir(12). Homozigosite haritalamasi resesif gecis
gosteren isitme kaybinda kullanilan bir baska yontemdir (34,40). Bu
strateji akraba evliliginin oldugu ailelerde, @ kromozomlar Ttizerinde
sagirlikla birlikte kalitilan tek bir atadan gelen yaygin  homozigot
bolgelerin taranmasi temeline dayanmaktadir. 1995 yilinda, DFNB3
bolgesinin  haritalanmasinda alel spesifik linkaj disequilibrium
haritalama yoéntemi kullanilmistir (32). Bu y6ntem yalnizca kurucu
mutasyonun  acikca  ayirt  edilebildigi  izole  populasyonlarda
uygulanmaktadir. Yoéntem, etkilenmis bireylerde, Hardy-Weinberg
kuralina goére tahmin edilenden daha sik beraber kalitilan markir
alellerinin bulundugu bdlgeleri saptamak icin yapilan genom taramasina
dayanmaktadir. Dlinyada yapilan calismalar sonucunda, 1994 yilindan
bugltine kadar isitme kaybs ile ilgili olarak 1007in Uzerinde lokus insan
genomunda haritalanmis ve bu lokuslarda toplam 34 gen klonlanmis ve
bu genlerde dizi analizi basta olmak Utzere SSCP gibi mutasyon tarama
yontemleri ile isitme kaybi bulunan ailelerde degisik mutasyonlar
tamimlanmistir. Isitme kaybinda gériilen klinik ve genetik heterojenite
nedeniyle baglanti analizi ve onu izleyen gen klonlama calismalarinda,
cok kusakli, akraba evliligi gortulen ve o6zellikle genin otozomal resesif
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kalitildigi buyuk aileler en iyi kaynag: olusturmaktadir. Yani en yaygin
olarak kullanilan ve bizim c¢alismamizda da kullandigimiz genetik
haritalama yontemlerinden biri olan baglant: analizi calismalarinda ilk ve
en 6nemli basamak bu analiz icin uygun ailelerin secilmesidir. Ailenin
yeterli sayida informatif birey icermesi, kalitim modelinin dogru
saptanmasi, klinik taninin ve verilerin guvenilir olmasi1 kullanilacak
arastirma yoéntemi icin en Onemli asamalari olusturmaktadir. Buna
dayanarak baglanti analizi icin bu kriterlere uyan aileler secilerek, Turk
populasyonunda kalitsal isitme kaybinin hangi genlerle baglantili oldugu
belirlendikten sonra, daha kuiciik ailelerde ve sporadik olgularda
saptanan genler acisindan mutasyon taramasi yapilabilir.

Arastirmamizda, GJB2 geninde mutasyon tasimadiklar: saptanan 15
aileden 2’si daha sonra kendi istekleri ile calismadan c¢ekildikleri icin 6
aile ise isitme kaybi sadece 1 kusakta ve ortalama olarak 2 bireyde
goruldigi yani uygun buyuklikte olmadiklar: icin calismanin bundan
sonraki basamaklarina dahil edilmemislerdir. Boéylece arastirmanin
bundan sonraki asamalarina 2-5 kusakli 7 aile dahil edilmistir.

Baglant1 analizine alinacak ailelere, analiz icin uygun olup
olmadiklarina karar vermek ve bir kontrol olmasi amaciyla 6ncelikle bir
bilgisayar simulasyon programi olan SLINK analizi uygulanmistir.
Simulasyon analizi, calismaya alinan ailenin tek basina genomun
herhangi bir bolgesine potansiyel olarak baglant: bulunabilmesine uygun
olup olmadigi ve bu analizden elde edilen tahmini lod degerleri ile genom
taramasinin lod degerlerinin kiyaslanarak degerlendirilmesinde o6nemli
bir basamagi olusturmaktadir. Arastirmamizda, SLINK analizine gore
tahmini maksimum lod degerleri, 1.97 ile 4 arasinda hesaplanan 6
ailenin elimizde DNA 06rnegi bulunan etkilenmis ve etkilenmemis
bireyleri, tahmini maksimum lod degeri 1’in altinda olan 1 ailenin ise
sadece etkilenmis bireyleri genom taramasina alindi. SLINK analizine
gore tahmini maksimum lod degeri istatistiksel olarak anlamli bulunan 4
ailede baglanti analizi yapildi. Baglanti analizi icin yuksek oranda
polimorfik olan markirlarin kullanilmasi gerekmektedir. Bu nedenle
mikrosatellit tekrarlar, 6zellikle dintikleotid ve tetrantikleotid tekrarlar
hem yuksek oranda polimorfik, hem de genomda sik olarak bulunmalar:
nedeni ile tercih edilmektedirler.

Bizim calismamizda da baglanti analizi yapmak tUizere polimorfik
markirlar olarak mikrosatellit tekrarlar secilmistir. Floresan boyalarla
isaretli primerlerin amplifikasyonlarda kullanilmasi, birbirinden farkli 3
renkte olmasi ve bu renk farkliligini esas alarak ayni anda yaklasik 10
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markirin multipleks amplifikasyona sokulabilmesi buytk bir avantaj
saglamaktadir. Ozellikle alel buytkliikleri tist iste cakisan markirlarin
farkli renklerde secilebilmesi sistemin esasini olusturmaktadir (241).
Daha o6nceden kullanilan radyoaktif sistem ile karsilastirildiginda
floresanli sistem hiz acisindan buyulk bir avantaj saglamaktadir. Genetik
haritalama caligsmalarinda yeni bir lokus tanimlamak kadar o lokusu
tanimladiginiz stire de biytik énem tasimaktadir. Normalde radyoaktif ve
gumusleme gibi bir kisim non-radyoaktif ydntemlerle yapilan genom
taramasi uzun zaman alirken floresanli sistemde bu stre 1/10’a kadar
dusurulebilmektedir. Floresanli sistemde, tek bir amplifikasyon
reaksiyonunda ortalama 10 markir kullanilmasi, jelde yurittlmesi ve
sonuclarinin bilgisayarda analiz edilmesi c¢ok kisa bir zamanda
tamamlanabilmektedir. Bu nedenle calismamizda pahali olmasina
ragmen sagladigi hiz nedeniyle floresanli otomatize sistem tercih
edilmistir.

Arastirmamizda, yaklasik olarak 10 cM araliklarla genoma dagilmais,
379 adet floresan isaretli polimorfik markirlarla genom taramasi
yaptigimiz 7 aileden, baglanti analizine aldigimiz 4 ailede bazi markirlar
icin pozitif lod degerleri hesaplandi. 10 cM c¢oézUnurltigindeki genom
taramas1 sonunda yaptigimiz lod degerinin hesaplanmasina yonelik 379
istatistiksel test sonucunda, bazi boélgelerde saptadigimiz pozitif lod
degerleri, hastalik lokusu ile markerin tesadtifi olarak beraber kalitimi
sonucu olabilir. Diger olasilik ise gercekten baglh olan markirlarin ya tam
olarak informatif olmamasi ve/veya bagh olduklari gene yeteri kadar
yakin olmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Yalnizca tam informatif ve
gercekten bagli olan markir, SLINK analizi ile elde edilen ve gercek
baglantiy1 tesaduifi beraber kalitimdan ayiran, maksimum lod degerini
Verir.

SLINK analizine gére maksimum lod degerleri istatistiksel olarak
anlamli bulunmadig: icin sadece genom taramasina alinan ve genomun
herhangi bir boélgesinde anlamli bir homozigosite saptanan bdlgelerde ek
markirlarla tarama yapilmasi1 amaclanan TRDFO03 , TRDFO07 ve TRDF22
no’lu ailelerde anlamli bir sonuc¢ elde edilemedi. Bu aileler icin daha
sonra Turk populasyonu icin yeni gen(ler) belirlendiginde mutasyon
taramasi yapilabilir.

Yaptigimiz baglanti analizi sonucunda TRDF15 ailesinde DFNB3
bolgesinde lokalize olan D17S1294 markirt icin maksimum lod degeri
0=0.05de 3.23 olarak hesaplandi. Baz1 markirlar icin pozitif lod degerleri
hesapladigimiz diger 3 ailede 10cM araligi daraltmak amaciyla yaptigimiz
ek markirlarla tarama sonucunda sadece TRDFO1 ailesi icin DFNB3
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bolgesinde lokalize olan D17S2196 markirt icin maksimum lod degeri
0=0.05'de 3.48, DFNB3 bolgesinde klonlanmis MYO15A geninin intronik
boélgesinde lokalize olan D17S2207 markir icin ise maksimum lod degeri
0=0.05de 3.21 olarak hesaplanda.

Calismamizda DFNB3 boélgesinde baglanti saptadigimiz 2 Turk
aileyle birlikte, daha 6énceki calismalarda ayni boélgeye baglant1 gésterdigi
saptanan 30 Pakistanli ve 6 Hintli ailede MYO15A geninin 66 ekzonunda
dizi analizi ile mutasyon taramasi yapildi. Bu calisma sonucunda 19
Pakistanli, 2 Hintli ve 1 Turk olmak Utzere 22 ailede MYO15A proteininin
farkli domainlerini kodlayan ekzon 2, 5, 10, 12, 15, 18, 19, 25, 28, 31,
32, 33, 45, 51, 57 ve 65te 18 tane yeni ve 1 tane de daha once
tanimlanmis mutasyon saptand: (Sekil 5.1)(yayinlanmamis ¢alisma).

L1730P

E1105X E2245G
IVS5+1G-A c17ody

T12531
K1557E

D2720H L3160

5p09 del A
D145IN
Q3492X
367RdelG 1392X Q2021X 8821-
22insTG
N-terminal domain FERM-likp SH3 MyTh4 FERM PDZ-

ligan

K2601X deleltion T

Q12p Q2716H sh2

G1358S 12113F
IVS4+1G>T

Sekil 5.1. Miyozinl5A proteininin domain organizasyonu. Seklin tist kisminda
bizim yaptigimiz calismada 22 ailede saptadigimiz 18 yeni ve 1
bilinen mutasyon, alt kisminda ise daha 6nce isitme kayb1 bulunan
ailelerde ve farelerde tanimlanmis mutasyonlar gérilmektedir(T19-
21). Sekilde ok ile igsaret edilen mutasyon ¢calismamizda saptadigimiz
bilinen mutasyondur.

TRDFO1 no’lu ailede MYOI5A geninin 33 nollu ekzonunda 2266.
amino asit pozisyonunda Valin amino asidi yerine Metiyonin amino asidi
degisimine neden olan yanlis anlamli bir mutasyon saptandi. MYOI5A
geninin 66 ekzonluk en buyuk izoformu yaklasik 60kb uzunlugundadir
ve 3530 aminoasitlik bir protein kodlamaktadir. Miyozin15A evrimsel
olarak iyi korunmus bir domain organizasyonuna sahiptir. 1223 amino
asitten olusan N-terminal domainini aktin baglayan ve ATPaz aktivitesine
sahip motor domaini izlemektedir. Proteinin boyun bélgesini 1-6 adet 1Q
(miyozin hafif zincir baglama) domaini olusturmaktadir. Proteinin kargo
baglama bdlgesi olarak C-terminali, 1587 amino asitten olusmakta ve 2

97



tane MyTh4 (miyozin kuyruk homoloji) domaini, 1 FERM (F, ezrin,
radiksin ve moezin) domaini, 1 FERM-benzeri domaini, 1 SH3 domaini ve
1 de PDZ ligand baglama domaini icermektedir (93-94). TRDFO1 no’lu
ailede mutasyon tanimladigimiz 33 nolu ekzon MYO15A proteininin
herhangi bir domainini kodlamamaktadir. Fakat proteinin 3 boyutlu
yapisinda bir katlanma degisikligi yaptigi dustnutlmektedir. Bu
mutasyonun etkisi in vivo calismalarla desteklenmemesine ragmen bu
dizinin evrimsel olarak korunmus olmas: ve ailede siddetli isitme kaybi
fenotipi bulunmasi mutasyonun, proteinin fonksiyon gdrmesini
engelledigini dustindurmektedir (Sekil 5.2.).

V2266M

fuman NI 5 EILSHLLDVGHNEDQFECPVHSFBTGEEV NEDQFSCP?HS?TGEEV
Mouss Ml s EEARMALDYVRCFNGD QFECPVYETVETGE|LV ¥(GD o|FBCP VHT|VS T GE[alV
Rt M1 EILSHALDVSCPNGDQPEC]"VHEFBTGEV NGDQFSCPVHUIGEV
gy IR EEASMALD VGICF|HGDQFSCPYHBVETGEEY HGL O[F8CPYHBVETGELY
A tevpivolis M5 ERANMAID IHICED|GAK [|BCPIHBVWI(D|IGEE I DIGAKI|BCF IHBWIT(D|GEE I
Fige M Pl ERANLIALH¥HCE|DGASEFLCPYHEVYI|ICGEDL D|G|4 8(F(L GED].
Sehratizh Ml KILNH?LQVHCPDGTSPCPVHSFTSGEEL DIG|T & 8GEEL
Srosaphifi Hjwi% RGCDMALPILT LPDEARQE|VAF[L|8WTB[C|EEA|| RGCOMAL[P|LT T PO E 48TV AWD|B|WIE 8[CIEE A

EX4 MALDY CF G FECFYHEW., GEE . | EX4A MALDY CF & FECPYHEW., GEE.

Sekil 5.2. 2266. pozisyondaki Valin amino asidinin evrimsel olarak
korunmuslugu.

DFNB3 bolgesine baglantili oldugu goésterilmesine ragmen MYO15A
geninde mutasyon saptayamadigimiz TRDF15 nolu ailenin de dahil
oldugu toplam 16 ailede mutasyonun, genin duzenleyici bdlgelerinde
olabilecegi duistnulmektedir. Diger taraftan bu genin su anda intronik
olarak tanimlanan bélgelerinde evrimsel olarak ytiksek oranda korunmus
dizilerinin varligi bilinmektedir ve bu dizilerin aday ekzon bodlgeleri
olabilecegi dolayisiyla mutasyon taramasi yaptigimiz 66 ekzonun disinda
tanimlanmast muhtemel yeni ekzonik  bodlgelerde mutasyon
bulunabilecegi diistintilmektedir. Ayrica DFNB3 boélgesinde yeni bir aday
gen tanimlanmasi da olasiliklar arasinda bulunmaktadir. Bu durumun
acikliga kavusmasi icin yeni molekuler genetik calismalar gerekmektedir.

Arastirmamizda baglanti analizi kapsamina aldigimiz diger 2 Turk
ailede (TRDFO2 ve TRDFO09) pozitif lod degerleri hesapladigimiz
bolgelerde, 10 cM. araligi daraltmak amaciyla ek markirlarla yaptigimiz
tarama sonucunda bu ailelerde gercek bir baglant: saptanamada.

Tuark populasyonu icin kalitsal isitme kaybinin hangi genlerle
baglantili oldugunun ve nonsendromik sagirliga neden olan yeni aday
genlerin belirlenmesine yonelik bir calisma 1998 yilinda, Leal S.M ve
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arkadaslarnt tarafindan yaymnlanmistir. Bu calismada, Turkiyenin
dogusunda yasayan, 3 kusakli, etkilenmis bireylerinde nonsendromik
prelingual total isitme kaybi bulunan ve akraba evliligi yapmis bir ailenin
isitme kaybi nedeninin DFNB9 lokusu ile baglantili oldugu gosterilmistir
(T17). 2002 yilinda bu Turk ailenin ekilenmis bireylerinde, DFNB9
lokusunda tanimlanmis Otoferlin geninde yapilan SSCP ve dizi analizi
sonucunda, proteinin 3 boyutlu yapisinda degisiklige neden olan yeni bir
yanlis anlamli mutasyon oldugu saptanmistir (T18). Calismamizda
yaptigimiz genom taramasi DFNB9 lokusunu da kapsamaktadir. Bu
nedenle genom taramasi ve baglanti analizi sonucunda anlamli sonug¢
bulunamayan ailelerde (TRDFO02 ve TRDF09) DFNB9 lokusunda lokalize
olan OTOF geni i¢cin mutasyon taramasi: yapmak anlamli bulunmadai.

Bu ailelerde bir sonraki basamak icin, 6ncelikle aile hikayelerine geri
dontp, verdikleri bilgilerden emin olmak gerekmektedir. Cunku
toplumumuzda, isitme kaybi1 gibi 6zlrler ailelerce gizlenmektedir. Ayrica
yapilan genom taramasina alternatif olarak, daha ytksek rezoltisyonlu
farkls bir markir seti kullanarak bu taramadan elde etigimiz verileri bir
Onceki genom taramasindan elde ettigimiz verilerle bir araya getirip daha
anlamli sonuclar elde edilebilir. Cok pahali bir alternatif ise, SNP’lerin
genotiplenerek genomda homozigosite olan her bolgeyi haritalamak ve bu
sayede anlamli bir sonuc elde etmek olabilir.

Yapilan calismalar sonunda GJB2 geninde mutasyon saptadigimiz
ailelere genetik danisma verilebilecek ve GJB2 geninde mutasyon
taramasi rutin olarak yapilabilecek hale gelmistir. Ayrica GJB2 geninde
mutasyon saptanan aile bireyleri gebe kaldiklari zaman mutasyonlari
prenatal donemde de rutin olarak tarayabilmek mtmkuin olacaktir.

Arastirmamiz, Turk populasyonunda yeni lokuslar haritalamak ve
yeni genler tanimlamak amacimiza uygun olarak sonuc¢lanmis ve Turk
populasyonunda nonsendromik kalitsal isitme kayb1 ile baglantili olarak
MYOI15A geni, ilk kez tanimlanmistir. Bu nedenlerden 6ttirti calismamiz
gerek toplum sagligi ve gerekse literatlire katki saglamasi acisindan
buytk énem tasimaktadir.
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