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OZET

Uziimcii A. Kalitsal Duyma Kayiplaria Neden Olan Genlerin; Haritalama, Kritik
Bolge Analizi ve Mutasyon Tarama Yontemleri ile Saptanmasi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik AD. Doktora Tezi. Istanbul. 2008.

Bu calismada, Tiirk toplumunda bilinen duyma kaybi1 genlerindeki yeni
mutasyonlarin ve yeni duyma kaybir genlerinin tanimlanmasi amaci ile iki sendromik,
dokuz non-sendromik ve ii¢ koklear oksidatif stres kaynakli duyma kaybi ailesinde
genom-boyu baglanti analizi ile gen haritalamasi ¢aligsmalari, kritik bolge analizleri ve
mutasyon taramalar gerceklestirildi.

Sendromik ve 0Ozgiin oto-/odyolojik o©zellikleri olan non-sendromik duyma
kayiplarindan etkilenmis ailelerde, iliskili genlerde bilinen ve yeni mutasyonlar
saptandi.

Daha 6nce DENB6, DFNB3 ve DFNB9 lokuslarina haritalanan DF#9, DF#19 ve
DF#51 ailelerinde TMIE, MYOI15A ve OTOF genlerinde bilinen ve yeni mutasyonlar
saptandi. Fenokopi saptanan ve onceki veriler iizerinden ileri istatistiksel analizler ile
6p21.1-p21.31 kromozomal bolgesine haritalanan DF#44’teki duyma kaybinin, daha
once tammmlanmamis TMHS/LHFPLS geni ile iliskili oldugu belirlendi.

Gen haritalama caligmalart sonucunda istatistiksel olarak anlamli LOD skor
degerlerine ulasilamayan iki duyma kaybi ailesinden DF#33’iin kullanilan STR
markdrlerin biiyiik kismi igin non-informatif oldugu saptandi. Iki farkli duyma kaybi
formunun segregasyon gosterdigi DF#17 ailesinin non-sendromik duyma kaybindan
etkilenmis kolunun, genom-boyu haplotip ve dizi analizleri ile CDH23 geninde bilinen
bir mutasyon tasidig1 belirlendi.

Uc ailede yapilan homozigotluk haritalamas1 ve kritik bolge analizleri
sonucunda, koklear oksidatif stres kaynakli duyma kaybmna otozomal resesif
yatkinliktan sorumlu gen 12p12.3-p13.2 kromozomal bolgesine haritalandi. Aday
genlerde yapilan dizi analizlerinde duyma kaybi ile iliskili olabilecek bir mutasyon
saptanmadi. Kritik bolgede yer alan diger genlerin mutasyon taramalar ile incelenmesi
planlanda.

Sonug olarak; bu calisma ile, TMHS/LHFPLS5, TMIE ve CDH23 genlerinin
Tiirk toplumunda non-sendromik duyma kaybi ile iliskili oldugu ilk kez gosterildi ve
koklear oksidatif stres kaynakli duyma kaybina otozomal resesif yatkinlik ile iligkili ilk
lokus tanimlanda.

Anahtar Kelimeler: isitme kaybi, koklear oksidatif stres, gen haritalama, mutasyon.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-959/06102006.
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ABSTRACT

Uzumcu A. Identification of Genes Causing Hereditary Hearing Loss by Gene
Mapping, Linkage Analysis and Mutation Screening. Istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Genetics. Ph.D. Thesis. Istanbul. 2008.

In this study, gene mapping studies, linkage analyses, and mutation screenings
were performed in two and nine families with syndromic (SHL) and non-syndromic
hearing loss (NSHL), respectively, and in three families with cochlear oxidative stress-
induced hearing loss (COSHL) in order to identify novel genes as well as novel
mutations in known genes in Turkish population.

In families with either SHL or NSHL associated with special
otological/audiological features, known and novel mutations were detected in known
causative genes.

In DF#9, DF#19, and DF#51 families, previously mapped to DFNB6, DFNB3,
and DFNB9 loci, known and novel mutations were identified in TMIE, MYO15A, and
OTOF genes, respectively. A novel deafness gene, TMHS/LHFPLS, was identified in
DF#44 family linked to chromosome 6p21.1-p21.31 by using previous mapping-data
after the identification of phenocopy.

Statistically significant LOD scores could not be achieved in two NSHL
families. DF#33 family was found to be non-informative for the majority of STR
markers. In DF#17 family with both SHL and NSHL segregating, a known mutation in
CDH23 gene was identified in the branch affected with NSHL.

A locus responsible for autosomal reccessive susceptibility for COSHL was
mapped to chromosome 12p12.3-p13.2 by homozygosity mapping and linkage analyses
in three families. No mutation was identified in candidate genes screened. Further
screening of the remaining genes in the critical region was planned.

By this study, for the first time, a locus underlying autosomal reccessive
COSHL was identified, and also the association of TMHS/LHFPLS, TMIE, and CDH23
genes with NSHL was presented in Turkish population.

Key Words: hearing loss, cochlear oxidative stress, gene mapping, mutation.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-959/06102006.



1. GIRIS VE AMAC

Geligmis tilkelerde niifusun %6-8’ini etkileyen duyma kaybi, insanlarda goriilen
en yaygin duyu organi bozuklugudur (52, 431). Konjenital duyma kaybinin insidansi
gelismis iilkelerde ~1:1000, iilkemizde ise 1:500 olarak bildirilmektedir (180, 378).

Bunlarin en az yarisinin genetik kokenli oldugu diistiniilmektedir (451).

Konusma yeteneginin gelisiminden Once ortaya ¢ikan duyma kaybi, etkilenmis
cocuklarin normal iletisim kuramamasina ve buna bagh olarak zihinsel ve ruhsal
gelisimlerinin gecikmesine neden olmaktadir. Zihinsel ve ruhsal gelisimdeki gecikme
sosyolojik ve psikolojik sorunlar1 da beraberinde getirmektedir (357). Buna karsin,
erken tan1 ve tedavi ile uygun egitim, duyma kaybinin yol acacagi olumsuz etkileri
azaltmakta, aile ve toplum iizerindeki yiikii hafifletmektedir (411). Kalitsal duyma
kayiplarinda en erken taniya molekiiler tan1 yontemleri kullanilarak ulasilabilmektedir.
Ancak kalitsal duyma kayiplarina molekiiler tan1 imkaninin sunulabilmesi i¢in 6ncelikle
bir toplumdaki duyma kayb1 ile iliskili genlerin ve bunlarin sikliklarimin belirlenmesi

gerekmektedir.

Sendromik ve bazi non-sendromik duyma kayiplarinda cesitli gen defektlerine
ozgii klinik bulgularin bulunmasi, molekiiler tam1 konmasin1 kolaylastirmakta ise de
non-sendromik duyma kayiplarinin oldukga biiyiik bir kismi ayirici klinik 6zelliklere
sahip bulunmaktadir (52, 392). Ayrica, bu duyma kaybi formlan yiiksek genetik
heterojenite ile iliskilidir (566). Bu nedenle, -6zellikle otozomal resesif- non-sendromik
duyma kayiplan ile iliskili genlerin tamimlanmasi icin yakin akraba evliligi yapmis
aileler tercih edilmektedir. Bugiine kadar, Orta ve Giiney Asya ile Orta Dogu’daki yakin
akraba evliligi yapmis ailelerde ¢ok sayida otozomal resesif duyma kaybi geni

haritalanmig ve tanimlanmistir (429).

Tiirkiye, akraba evliliklerinin oldukca sik (%23) goriildiigii bir iilkedir (37).
Bundan dolay1, Tiirk toplumunda pek cok kalitsal hastalik gibi, 6zellikle otozomal
resesif kalitim gosteren duyma kayiplart da siklikla goriilmektedir (37). Ulkemizdeki
kalitsal cocukluk cagi duyma kayiplarinin %25’inden GJB2 genindeki mutasyonlar
sorumlu bulunmaktadir (35, 561, 543). Kalitsal duyma kayiplar ile iliskili olan yeni

genlerin ve mutasyonlarinin saptanmasi, bilimsel acidan isitme duyusunda etkin genler



ve fizyolojisinin aydinlatilmasina katkida bulunacagi gibi Tiirk toplumundaki kalitsal

duyma kayiplarinin molekiiler tanis1 agisindan da olduk¢a 6nemlidir.

Cevresel etmenlerden kaynaklanan ve koklear oksidatif stres ile iliskilendirilen
duyma kayiplarinda da genetik yatkinlik rol oynamaktadir (163, 167, 207, 302).
Ulkemizdeki yiiksek akraba evliligi orani, cevresel duyma kaybina yatkinlik saglayan
allellerin de Tiirk toplumunda artmasia neden olmaktadir. Koklear oksidatif stres ile
iligkili cevresel/edinsel duyma kayiplarindan sorumlu genlerin tanimlanmasi ve
mutasyonlarinin saptanmasi, tiilkemizdeki riskli aile ve bireylerin belirlenmesini
saglayacaktir. Bu aile ve bireylerin risk yaratan ¢evresel faktorlerden uzak tutulmasi ile

duyma kaybinin olusmasi engellenebilecektir.

Bu calisma ile; Tirk toplumunda, bilinen duyma kaybi1 genlerindeki yeni
mutasyonlarin tamimlanmasinin yani sira duyma kaybina yol acan yeni genler ve
mutasyonlarinin da tanimlanmasi amaclandi. Bilinen genlerdeki yeni mutasyonlarin
tanimlanmasi amaci ile, sendromik (renal tiibiiler asidoz ve duyma kayb1) ve 6zgiin oto-
/odyolojik 6zellikleri (genis vestibiiler akuaduktus ve diisiik frekans sensorinéral duyma
kaybi) olan non-sendromik duyma kaybi ailelerinde, bu duyma kaybi formlar ile iligkili
oldugu bildirilen genler (ATP6V1B1, SLC26A4 ve WES1) baglant1 analizini takiben ya
da dogrudan dizi analizi ile incelendi. Ayrica, daha 6nce genom-boyu baglanti analizi
ile haritalanan dort non-sendromik duyma kaybi ailesinde (562) bilinen ve aday
genlerde mutasyon taramasi yapildi. Non-sendromik ve koklear oksidatif stres kaynakli
duyma kaybn ile iligkili yeni genlerin tanimlanmasi i¢in bes ailede genom-boyu baglanti

ve/veya kritik bolge analizleri ile mutasyon taramalari gerceklestirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. isitme Sistemi

2.1.1. Kulagin Yapisi

Insan kulagi, dis, orta ve i¢ kulak olmak iizere ii¢ kisimdan olusmaktadir. Kulak
kepgesi ve dis kulak yolundan olusan dis kulak, timpanik zar ile sonlanmaktadir. Orta
kulak ii¢ osikiiliin (¢ekic, ors ve iizengi kemikleri) yer aldigi bir kanal seklinde olup
timpanik zar ile oval pencereyi birbirlerine baglamaktadir (221, 442). i¢ kulak, isitme
duyusu organ1 koklea ve dengeden sorumlu olan vestibiiler organdan olugmaktadir
(Sekil 2-1). Hem koklea hem de vestibiiler organ ektordermal kokenli olup otik
plakoddan gelismektedir (171, 258).

Kulak p .
k i —> Ors B
epgest Cekig Uzengi

Vestibiiler organ

Isitme

Dis kulak \—"'—ﬂ ) <+—— Koklea

yolu

Timpanik
membran Oval Yuvarlak
pencere pencere

Sekil 2-1: Kulagin yapisi.

Utrikiil, sakkiil ve yarim-daire kanallarindan olusan vestibiiler organ, yatay ve
acisal hizlanma sonucunda olusan sivi hareketlerine yanit vererek viicudun dengede

kalmasini saglamaktadir (442).

Koklea, vestibiiler (Reissner membrani) ve baziler membranlar tarafindan skala
vestibiili, skala timpani ve skala media olmak iizere ti¢ kisma ayrilmistir (Sekil 2-2).
Bunlardan skala vestibiili ve skala timpani perilenf icermektedir ve kokleanin apeksinde
birbirleri ile iliskidedirler. Bunlarin arasinda kalan skala media’nin icersinde ise

endolenf bulunmaktadir. Perilenf, yiiksek Na® ve diisik K* konsantrasyonlarina



sahipken endolenf diisiik Na* ve yiiksek K* konsantrasyonlarina sahiptir. Perilenfin Ca*>

konsantrasyonu ise endolenfinkinden daha yiiksektir (431, 604).

Reissner
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vaskularis

Skala
vestibuli
Skala
media
Spiral .
ganglion Spiral
ligament
Spiral
limbus
Korti
Skala e : : organi
timpani b e P K B SRR SO, L4
Sekil 2-2: Kokleanin enine kesiti.
I¢ sac — Dis sag hiicreleri
hiicresi — =N
Destek

hiicreleri

Interdental
hiicreler

Isitme
sinirleri

Baziler membran

Sekil 2-3: Korti organi.

Kokleanin algilayici kismint “Korti organt” olusturmaktadir (Sekil 2-3). Duyu
ve destek hiicreleri olmak {iizere iki tip hiicre grubundan olusan Korti organi, baziler
membran {izerinde yer almaktadir. Duyu hiicrelerinin apikal yiizeylerinde stereosil adi

verilen aktinden zengin mikrovilliisler bulunmakta ve bu nedenle bu hiicreler “sag



hiicreleri” (hair cells) olarak isimlendirilmektedir. Sa¢ hiicrelerinde 100 ya da daha fazla
stereosil bir araya gelerek “sa¢ demetlerini” (hair bundles) meydana getirmektedir. Sag
demetlerinin yapisin1 olusturan stereosiller basamak goriiniimiinde yan yana dizilmis
durumda bulunmaktadir (Sekil 2-4). Stereosiller uzunluklar1 boyunca yer alan yatay
baglantilar sayesinde birbirleri ile iliskidedirler. Bunun yani sira stereosillerin tepesinde
komsu stereosil ile baglanti saglayan u¢ baglantilari bulunmaktadir (160, 171, 431,
442).

Sag hiicreleri, i¢ sac hiicreleri (ISH; inner hair cells) ve dis sa¢ hiicreleri (DSH;
outer hair cells) olmak iizere iki ¢esittir. Korti organinda bir sira ISH ve ii¢ sira DSH
bulunmaktadir. ISH’ler duyu hiicreleridir ve bazal yiizeylerinde afferent (getirici)
sinirler ile iliskidedir. Bu afferent sinirlerin yer aldigi kisim spiral ganglion olarak
adlandirilmaktadir. DSH’ler ise hem afferent hem de efferent (gotiiriicii) sinirler ile
baglant1 halindedir. DSH’ler motor aktiviteleri ile sesi amplifiye ederek frekans

cOziiniirliigiine ve secilimine katkida bulunmaktadir (160, 171, 221, 431).

Yatay
baglantilar

Sekil 2-4: Dis sac hiicrelerindeki (A) sa¢ demeti ve (B) stereosillerin tarayici

elektron mikroskobundaki goriiniimii.

Korti organinda ¢ok ¢esitli destek hiicreleri yer almaktadir. Destek hiicrelerinin
bir kismi sa¢ hiicrelerinin sinaptik uglari1 etrafindaki norotransmiterlerin alinmasindan
sorumlu iken diger bir kismu da endolenfin K konsantrasyonun devamliliginin
saglanmasinda yani iyon hemostazinda rol oynamaktadir (431, 603). Sa¢ hiicreleri ile

destek hiicreleri aralarindaki tight junction (TJ) lar sayesinde birbirlerinden ayrilmis ve



aralarindaki iletisim kesilmis bulunmaktadir (43). Sag hiicreleri ile destek hiicrelerinden
olusan yapimin iizerinde ise tektoryal membran uzanmaktadir. Glikoproteinden zengin,
elastik yapidaki tektoryal membran, sac¢ hiicrelerinin stereosilleri ile temas halindedir

431).

Kokleadaki destek hiicreleri gap junction (GJ)’lar araciliiyla birbirleri ve spiral
ligamentin fibrositleri ile iliskidedir. Spiral ligamentin fibrositleri ile stria vaskularisin
intermediyal hiicreleri arasinda da GJ’ler sayesinde madde gecisi gerceklesmektedir.
Boylece, sa¢ hiicrelerinden baslayan, destek hiicrelerinden ve fibrositlerden gecerek
intermediyal hiicreler ile stria vaskulariste sonlanan bir hiicreler arasi iletisim hatti

kurulmus bulunmaktadir (272, 431, 659).

Stria vaskularis, kokleanin lateral duvarinda yer almaktadir ve endolenfe K"
iyonlarinin salinimindan sorumludur. Marjinal ve bazal olmak {izere iki hiicre
tabakasina sahiptir. Stria vaskulariste iki farkli TJ bariyer sistemi bulunmaktadir. Bu
bariyerler, marjinal ve bazal hiicreler arasinda endolenf ve perilenf ile karigmayan
kapal1 bir intrastriyal bosluk meydana getirmektedir. Intrastriyal boslukta endokoklear
potansiyelin olusturulmasinda rol oynayan, diizensiz yerlesimli intermediyal hiicreler
yer almaktadir. Bu hiicreler GJ’ler aracilifiyla bazal hiicreler ile iliskidedir ve bu
nedenle elektriksel olarak bazal hiicrelerin devami olarak kabul edilmektedir. Stria
vaskiilarisin bu yapisi, bazal hiicrelere ulasan iyonlarin intermediyal ve marjinal
hiicreler iizerinden endolenfe kadar iletilmesini saglayarak iyon hemostazinda rol

oynamakta ve endokoklear potansiyelin olusumunu saglamaktadir (431, 603, 604).

2.1.2. Kulagin Fizyolojisi

2.1.2.1. Sesin Iletimi

Dis kulak, havada dalgalar halinde yayilan sesi toplamakta ve timpanik
membrana iletmektedir. Timpanik membrana ulasan ses dalgalar burada titresimler
olusturmaktadir. Bu titresimler orta kulakta yer alan osikiiller araciligiyla ¢ogaltilarak
oval pencereye iletilmekte ve endolenfte dalgalarin olusmasina yol agmaktadir. Bu
dalgalar, baziler membranda dikey titresimler olusturmaktadir (221). Baziler
membranin yukart dogru titresimleri sonucunda DSH’lerin sa¢ demetleri tektoryal
membrana yaslanmakta ve bunun sonucunda sa¢ demetleri en uzun stereosilin oldugu
tarafa dogru biikiilmektedir. Diger taraftan, DSH’lerin sa¢ demetlerinin yaslanmasi

tektoryal membranin da hareket etmesine ve sonucta ISH’lerin sa¢ demetlerinin



biikiilmesine yol a¢maktadir. Bu biikiilme sonucunda sa¢ demetlerindeki streosilleri
birbirlerine baglayan u¢ baglantilarimin gerilimleri artmaktadir. Gerilimdeki artis,
stereosillerin yiizeylerinde bulunan mekano-elektriksel doniisiim (MED) kanallarinin
acilmasim saglamaktadir (Sekil 2-5). MED kanallarinin a¢ilmasi sonucunda endolenften
sac hiicrelerine dogru bir K ve Ca™ akimi olusmakta ve sonugta sa¢ hiicreleri
depolarize olmaktadir. ISH’lerin depolarizasyonu baziler membran boyunca bir Ca*
akimi  olusturmaktadir. Ca™  akimu sinaptik vezikiillerin plazma membran1 ile
birlesmesini saglamakta ve bunu da norotransmiterlerin salinimi izlemektedir. Bu
sayede sesin yogunlugu, zamani ve frekansi afferent sinir fiberleri araciligiyla beyne

iletilmektedir (160, 221, 380, 431, 442).

Miyozin

Mekano-elektriksel
doniisiim (MED) kanali

Gergin ug
baglantisi

Sekil 2-5: Mekano-elektriksel doniisiim kanallarinin organizasyonu.

Kokleanin  salyangoz benzeri yapisi, farkli frekanslardaki seslerin
duyulabilmesini saglamaktadir (Sekil 2-6A). Farkli frekanslardaki sesler, koklea
boyunca uzanan baziler membranda farkli boyutlarda titresimler meydana getirmektedir
(Sekil 2-6B). Bu durum baziler membranin geometrisi ile iliskili bulunmaktadir. Baziler
membran apikal ucta daha genis ve dolayisi ile daha esnek iken bazal ucta daha dar olup

cok daha az esnektir. Sesin baziler membranda meydana getirdigi dalga hareketi



bazalden baslayip apekse dogru ilerlemektedir. Farkli frekanslardaki seslerin baziler
membranda olusturduklar1 dalga hareketleri membranin farkli noktalarinda maksimum
titresimler gosterip sonlanmaktadir. Dalga hareketlerinin sonlandigi bu noktalarda sesin
duyumsal iletimi gerceklesmektedir. Baziler membranin bu tonotopik organizasyonu
nedeni ile yiiksek frekanstaki seslerin iletimi bazale, diisiik frekanstaki seslerin iletimi
ise apekse yakin konumda bulunan Korti organlarmin sa¢ hiicreleri aracilign ile

gerceklesmektedir (442).

2,000 Hz Baziler membran

1,500 Hz

Kokleakanall

Tilksek frelanslar

1500-25000 Hz

Baz

|
|
1
hd
Apeks

Orta frekanslar
1,000 Hz 4,000 Hz 00-1500 Hz

7,000 Hz

Baziler mermbran
5,000 Hz Disgiik frekanslar
200-600 He

Sekil 2-6: (A) Kokleanin tonotopik organizasyonu ve (B) frekansa gore baziler

membran hareketleri.

2.1.2.2. Koklear Cogaltici

Farkli ses frekanslarinin algilanmasi, sadece baziler membranin titresimlerine
degil, aym1 zamanda her sa¢ hiicresinin 6zel bir frekansa verdigi ayarlayici yanita da
bagh bulunmaktadir. Yiiksek frekanslar, kokleanin bazal kisminda analiz edilirken alcak
frekanslar apikal kisimda analiz edilmektedir. DSH’ler frekans coziicii olarak rol
oynamaktadir. DSH’lerin boylarinda K" akimindan kaynaklanan depolarizasyon
sonucunda hizli degisimler meydana gelmektedir. Bu degisimler sayesinde diisiik
diizeydeki sesler i¢in baziler membranda meydana gelen titresimlerin hem biiyiikliigii
hem de frekans segiciligi artmakta ve sonucta isitme duyarlilifina yaklasik 40 dB’lik bir
katki saglanmaktadir. DSH’lerin isitme duyarliligma yaptiklari bu katki “koklear
cogaltict” olarak isimlendirilmektedir (110, 160, 221).



2.1.2.3. Endokoklear Potansiyel

Stria vaskularis tarafindan olusturulan 80-100 mV’luk endokoklear potansiyel,
endolenfteki 150 mM’Iik K™ konsantrasyonu ile birlikte, sa¢ hiicrelerindeki duyumsal
doniisiimii ~ siirdiirerek  isitmenin  gerceklesmesini  saglamaktadir. Endokoklear
potansiyeli bir K* denge potansiyeli olup intermediyal hiicrelerde bulunan Kcnj10 K*
kanallar1 tarafindan olusturulmaktadir. Strial marjinal hiicreler intrastriyal boslugu
dolduran sividaki K" konsantrasyonunu oldukg¢a diisiik tutarak ve spiral ligament
fibrositleri de intermediyal hiicrelerdeki K* konsantrasyonunun yiiksek olarak kalmasini
saglayarak endokoklear potansiyelin olusumuna katkida bulunmaktadirlar (345, 604,
659).

2.1.2.4. Endokoklear K+ Homeostazi

Endolenfteki K* iyon konsantrasyonunun korunmasi, isitmenin devamliligr igin
olduk¢ca oOnemlidir. Sa¢ hiicrelerinin apikal yiizeylerinde yer alan MED kanallar
aracilifiyla hiicre igerisine giren K' iyonlari, depolarizasyonu sagladiktan sonra
bazolateral K* kanallar1 olan KCNQ4, Kcnn2 ve Kcnmal tarafindan sag hiicrelerinden
uzaklagtirilmaktadir. Sag¢ hiicrelerinden saliman K* iyonlar1 Korti orgaminda bir yol
izleyerek spiral ligamentin fibrositlerine ulagsmaktadir. K* iyonlarinin izledigi bu yol ile
ilgili olarak iki farkli goriis bulunmaktadir. Bu goriislerden ilki, K* iyonlarinin sag
hiicrelerinden perilenfe salindigini, perilenfte spiral ligamente dogru bir akig
gosterdigini ve sonucta spiral ligamentin fibrositleri tarafindan alindigini ileri
siirmektedir. Ikinci goriise gore ise, K* iyonlar1 sac hiicrelerinden Korti organiin
ekstraselliiller alanina salinmakta, buradan sa¢ hiicrelerine komsu destek hiicreleri
tarafindan alinmakta ve GJ sistemi araciligi ile bir destek hiicresinden digerine difiizyon
ile gegerek epitelyal GJ sisteminin son kismi olan kok hiicrelerinden spiral ligament
icerisindeki ekstraselliiler alana salinmaktadir. K iyonlar1 spiral ligamentin
fibrositlerinin hiicre zarinda yer alan Na, K-ATPaz (Atplal/Atplb2)’lar ve Na-K-Cl
kotransportor (Slc12a2)’leri tarafindan alinmakta ve bag doku GJ sistemi (GJB2 ve
GJB6) aracilign ile stria vaskiilarisin bazal hiicrelerine ve oradan da intermediyal
hiicrelere difiize olmaktadir. intermediyal hiicrelerdeki Kcnjl0 K* kanallari tarafindan
intrastriyal alana salinan ve burada endokoklear potansiyelin olusumunu saglayan K*
iyonlari, Na, K-ATPazlar ve Na-K-Cl kotransportorleri tarafindan marjinal hiicrelere

alinmaktadir. Alinan K" iyonlar1 daha sonra marjinal hiicrelerden KCNQ1/KCNE1 K*
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kanah aracihg ile endolenfe salinmakta ve boylelikle K* iyon dongiisii tamamlanmis

olmaktadir (Sekil 2-7). Bu arada, Na-K-Cl kotransportorleri tarafindan K* iyonlarinin

alimimu sirasinda intrastriyal alandan marjinal hiicrelere gecen CI” iyonlar1 da bazolateral

membranlarda yer alan Cl° kanallan CLCNKA, CLCNKB ve BSND tarafindan

intrastriyal alana geri salinmaktadir. Intrastriyal ve marjinal hiicreler arasindaki bu CI

dongiisiiniin, K™ iyonlarimin endolenfe salinimi ve endokoklear potansiyelin olusumu

i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir (271, 603, 604, 659).

Li

Sv

+

K

RM .SlV

SM
K+
M sP
' IsC
BV HC oFC,) HC JESC
iPC__OPC Tl
—BM i
L
Py i

ST K

Sekil 2-7: Endokoklear K+ homeostazi.

BM, baziler membran; CC, Claudius hiicreleri; DC, Deiters hiicreleri; ESC, dig sulkus hiicreleri; HC,

Hensen hiicreleri; IDC, interdental hiicreler; IHC, i¢ sa¢ hiicreleri; IPC, i¢ pillar hiicreler; ISC, i¢ sulkus

hiicreleri; Li, spiral limbus; OHC, dis sag hiicreleri; OPC, dis pillar hiicreler; RM, Reissner membrani; SL,

spiral ligament; SM, skala media; SP, spiral prominence; ST, skala timpani; StV, stria vaskularis; SV,

skala vestibuli; TM, tektoryal membran.

2.2. Duyma Kaybinin Sikhig:

Konjenital duyma kaybinin yenidoganlardaki sikligi, gelismis tilkelerde ~1:1000

olarak (378), iilkemizde ise 1:500 olarak bulunmustur (180). Dogumda duyma kaybi

olmayan her 1000 ¢ocuktan 1’inde ise eriskin donemden Once duyma kaybi ortaya

ciktigr bildirilmektedir (431).
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Erigkinlerde 25 dB’in iizerindeki duyma kaybinin prevalansi ~%15-20’dir. Bu
oran, yasla beraber artmaktadir (Sekil 2-8). 60-70 yas grubu erigkinlerinde 25 dB’den
daha yiiksek duyma kaybi1 yaklagik %70 oraninda goriilmektedir. Genel olarak gelismis
iilkelerde niifusun %6-8’1 duyma kaybindan etkilenmis bulunmaktadir (114, 167, 431).

17-30 -40 41-50 51-60 61-70 71-80
Yas
Sekil 2-8: Eriskin donemde ortaya cikan duyma kayiplarinin dereceleri ve yaslara

gore oranlari.

2.3. Duyma Kayiplarimin Simiflandirilmasi

2.3.1. Defektin Bulundugu Yere Gore Duyma Kayiplari
Duyma kaybina neden olan defektin bulundugu yere gére duyma kayiplar1 dorde

ayrilmaktadir (481, 542):

1. Konduktif tip duyma kaybi: Dis veya orta kulak defektinden

kaynaklanmakta ve ses yeterli diizeyde i¢ kulaga iletilememektedir.

2. Sensorindral tip duyma kaybi: Kokleanin kendi defektlerinden
kaynaklanmakta olup ses sinyalleri i¢c kulaktaki ISH’lerden afferent sinir

uclarina iletilememektedir.

3. Merkezi duyma kaybi: VIIL. sinirdeki defektlerden kaynaklanmaktadir ve
ISH’lerden alman duyusal iletiler beyindeki isitme merkezine

iletilememektedir.

4. Karma tip: Konduktif, sensorintral ya da merkezi duyma kayiplar bir arada

bulunmaktadir.
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2.3.2. Derecelerine Gore Duyma Kayiplari

Derecelerine gore duyma kayiplari; hafif (21-40 dB), orta (41-60 dB), orta-agir
(61-80 dB), agir (81-100 dB) ve cok agir (>100 dB) olmak iizere bese ayrilmaktadir
(162, 542).

2.3.3. Ses Frekanslarima Gore Duyma Kayiplari
Duyma kayiplarn, etkilenen ses frekanslarina gore alcak (<500 Hz), orta (500
Hz-2 kHz), yiiksek (>2 kHz) frekans olmak iizere iice ayrilmaktadir. Duyma kayiplari,

ses frekanslarinin bir kismin veya tiimiinii kapsayabilmektedir (519, 542).

2.3.4. Ortaya Cikis Donemlerine Gore Duyma Kayiplari
Duyma kayiplari, ortaya ¢ikis donemlerine gore prelingual (konusma yetisi
gelismeden Once) veya postlingual (konusma yetisi gelistikten sonra) olmak iizere ikiye

ayrilmaktadir (542).

2.3.5. Progresyonlarimma Goére Duyma Kayiplari
Duyma kayiplari, progresyon durumlarina gére progresif, non-progresif veya

inis-cikish olmak {izere tice ayrilmaktadir (542).

2.3.6. Etiyolojiye Gore Duyma Kayiplari

2.3.6.1. Cevresel Duyma Kayiplari

Gelismis iilkelerdeki duyma kayiplarinin ~%40-50’sinin pre-, peri- veya
postnatal donemde karsilasilan cevresel faktorlerden kaynaklandigi bildirilmektedir
(451). Sensorindral duyma kayiplarinin %5-10’undan sorumlu olan prenatal faktorler
arasinda toksoplazma, rubella ve sitomegaloviriis gibi intrauterin enfeksiyonlar ile
maternal ila¢ ve alkol kullanimi sayilabilir. Perinatal donemde karsilasilan prematiire
dogum ve/veya diisiik dogum tartisi, hipoksi ve hiperbilirubinemi gibi durumlar tim
duyma kayiplarinin %5-15’inden sorumlu tutulmaktadir. Otitis media, akustik travma,
menenjit ve diger yiiksek atesli hastaliklar ile aminoglikozid antibiyotikler gibi
ototoksik ilaglarin kullanimi, duyma kayiplarinin postnatal nedenleri olup cevresel
duyma kayb1 vakalarinin %10-20’sini olusturmaktadir (379, 463, 505). Eriskin
donemdeki duyma kayiplari ise daha ¢ok yiiksek sese maruz kalinmasi ya da ototoksik

ilaglarin kullanilmasi sonucunda ortaya ¢cikmaktadir (167).
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Edinsel duyma kayiplarinin temelinde sadece cevresel faktorlerin rolii degil
cevresel ve kalitsal faktorlerin etkilesimlerinin de yatmakta oldugu bildirilmektedir.
Omegin, ikiz calismalari, ileri yasta ortaya cikan ya da yiiksek sese maruz
kalinmasindan kaynaklanan duyma kayiplarinda genetik etmenlerin roliinii isaret
etmektedir (89, 207). Diger taraftan, aminoglikozid kaynakli duyma kayb1 (AGKDK)
ile mitokondriyal DNA’daki A1555G mutasyonu arasindaki iliski oldukca 1iyi
bilinmektedir (163).

2.3.6.1.1. Aminoglikozid Kaynakhh Duyma Kaybi

Aminoglikozid antibiyotikler tiiberkiiloz basta olmak {izere gram-negatif
bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Streptomisin,
gentamisin, neomisin, kanamisin, amikasin, tobramisin ve netilmisin bu antibiyotik
grubunda yer almaktadir (143, 536). Aminoglikozidler, bakteriyel 30S ribozomal RNA
(rRNA)’nin 16S alt-iinitesine baglanip protein sentezini geri doniisiimsiiz olarak inhibe

etmektedir (438, 536).

Parenteral, topikal, intratimpanik, intratrakeal ya da oral olarak viicuda
verilebilen aminoglikozidlerin, hangi yoldan verildiklerinin 6nemi olmaksizin, degisken
derecelerde ototoksisite ile iligkili olduklar1 bildirilmektedir (443). Perfore timpanik
zarin eslik ettigi akut/kronik otitis media tedavisinde oldugu gibi kulak damlas1 olarak
kullanilan aminoglikozidlerin oval pencere zarindan gecerek koklear sivilara ulastig
kabul edilmektedir (205). Dogrudan dis veya orta kulak yapilar1 arasima verilmeyen
aminoglikozid antibiyotiklerin kan yolu ile i¢ kulak yapilarina tasindigr ve spiral
ligament tarafindan perilenfe ya da stria vaskularis tarafindan endolenfe salindigi ileri

siiriilmektedir (443, 473).

Histolojik ¢alismalar, aminoglikozid maruziyetinin oncelikle DSH’lerin kayb1
ile iliskili oldugunu ve ISH’lerin DSH’lere kiyasla aminoglikozidlere daha direncli
olduklarini gostermistir (390, 443).

AGKDK’nin ortaya ¢ikisinda genetik faktorler de rol oynamaktadir. Ozellikle
mitokondriyal 12S rRNA’y1 kodlayan MTRNRI1 genindeki A1555G ve C1494T
mutasyonlart AGKDK ile iligkili bulunmaktadir. Bu mutasyonlar, normalde birbirleri ile
baz eslesmesi yapmayan C1494 ile A1555 niikleotidlerini degistirerek 1494C-G1555 ve
1494T-A1555 eslesmelerinin gerceklesmesine neden olmaktadir. 12S rRNA’nin 3’-

ucunda yer alan bu yeni eslesmeler, molekiiliin yapisim1 Escherichia coli’nin 16S
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rRNA’sinin ikincil yapisina ¢ok daha benzer kilmakta ve aminoglikozidlerin ¢ok daha
fazla afinite gosterdigi bir hedef olusturmaktadir (438, 536, 657). Aminoglikozidlerin
mutasyon tagiyan 12S rRNA’lara baglanmasi, mitokondriyal protein sentezini inhibe
etmekte ve mitokondrilerin 6liimiine neden olmaktadir (536). Bu iki mutasyonun yani
sira. MTRNRI1 geninde saptanan A827G, T961G ve T1095C mutasyonlarinin da
AGKDK ile iliskili oldugu bildirilmektedir (536, 635).

Zigottaki mitokondrilerin tiimii yumurta hiicresinden gelmekte ve dolayisiyla
mitokondriyal DNA (mtDNA)’daki mutasyonlar maternal kalhitim gostermektedir.
AGKDK ile iliskili MTRNRI1 mutasyonlar1 da bu durum i¢in bir istisna
olusturmamaktadir (405, 438).

2.3.6.1.2. Koklear Oksidatif Stres

Kokleada reaktif oksijen tiirleri (ROT) nin asin1 diizeyde artmasina bagh olarak
gelisen koklear oksidatif stres (KOS)’in cesitli ¢evresel etmenlerden kaynaklanan

duyma kayiplarinin patofizyolojisinde baslica rol oynadigi bildirilmektedir (302).

Yiiksek ses maruziyetinin siire ve yogunluguna bagh olarak DSH’lerin uzun bir
siire boyunca depolarize olarak kalmasi, daha cok Ca** iyonunun hiicre i¢ine girmesine
ve dolayisiyla Ca** konsantrasyonunun artmasina neden olmaktadir (168, 208). Artmis
intraselliler Ca*  konsantrasyonlar1 mitokondrilerin i¢c membraninda MPT
(mitochondrial permeability transition) porlarinin agilmasini tetiklemektedir. Ozmotik
regiilasyonun bozulmasi sonucunda solunum reaksiyonlar1 i¢in kritik olan niikleotid,
iyon ve diger molekiillerin agilan MPT porlarindan sitoplazmaya ¢ikmasi ve
mitokondriyal i¢ membran potansiyelinin kaybi, oksijenli solunumun inhibe olmasina
ve iiretilen ATP miktarinin azalmasina yol agcmaktadir (250, 403, 478). Diger taraftan,
yiiksek sese maruz kalan DSH’ler asir1 uyarim nedeni ile normalden daha fazla enerjiye
gereksinim duymaktadir. Her iki durumda da ortaya cikan enerji gereksinimini
gidermek icin mitokondriler daha ¢ok oksijenli solunum reaksiyonu gerceklestirmekte
ve elektron tagima sistemi (ETS)’ni daha c¢ok kullanmaktadir. ATP sentezinde
kullanilmak iizere enerji iiretmek icin bir tasiyicidan digerine elektron tasinan bir dizi
reaksiyondan olusan ETS, hiicre icerisindeki ROT nin asil kaynagin1 olusturmaktadir.
ETS’de gerceklesen her bir elektron degisiminde ara iiriin olarak ortaya ¢ikan siiperoksit
daha sonra diger molekiiller ile etkileserek yiiksek miktarlarda ROT olusumuna neden

olmaktadir (209).
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Ses uyariminin ISH’lerden afferent sinirlere iletiminde rol oynayan
molekiillerden biri de eksitator bir norotransmiter olan glutamattir. Sinaptik vezikiillerin
plazma membram ile birlesmesini takiben ISH’lerden ribon sinapslarina salinan
glutamat molekiilleri afferent sinirlerin dendiritik hiicre zarlarinda yerlesik glutamat
reseptorlerine baglanarak nitrik oksit (NO) sinyal yolunu aktive etmektedir (407).
NO’nun spiral ganglionda norotransmiter (ya da noromodiilator) olarak rol oynadigi
diistiniilmektedir (654). Kokleanin yiiksek diizeyde sese maruz kalmasi ile asir1 aktivite
gosteren ISH’lerden sinapslara yiiksek miktarlarda glutamat salinimi gerceklesmektedir.
Yiiksek glutamat konsantrasyonu afferent sinirlerdeki glutamat reseptorlerinin asirt
uyarilmasina ve bu reseptorlerden hiicre icine asiri Ca*™ akist olmasina yol acmaktadir.
Ca* konsantrasyonlarinin yiikselmesi asin NO ve ROT iretimi ile iliskili

bulunmaktadir (335, 441).

Koklear kan akisinin iskemi nedeni ile sekteye ugramasi halinde ortaya cikan
hipoksi, koklear hiicrelerde enerji aciginin ortaya ¢ikmasina ve sonugta mitokondrilerde
siiperoksit iiretiminin artmasina neden olmaktadir. Iskeminin ortadan kalkmasini
takiben koklear yapilara yeniden oksijen tasinmasinin ise siiperoksit olusumunu daha da

artirdigi belirtilmektedir (209, 636).

Aminoglikozid ototoksisitesi i¢in ileri siiriilen ¢ok sayida mekanizma arasindan
demir kelasyonu aracihigi ile serbest radikal olusumu O©ne ¢ikmaktadir (626).
Aminoglikozidlerin demir molekiilleri ile kompleksler olusturabildigi ve doymamis yag
asitlerinden demir molekiilleri tarafindan katalizlenen ROT olusumunu artirdigi
bildirilmistir (143, 309). Diger taraftan, aminoglikozid antibiyotiklerin MTRNRI1
geninde mutasyon tasiyan mitokondrilerde birikerek protein sentezini ve dolayisiyla
oksijenli solunumu inhibe ettigi ve bunun sonucunda koklear sa¢ hiicrelerindeki
mitokondrilerin olusan enerji a¢igimin gidermeye calisirken oksidatif fosforilasyon

tizerinden ROT olusumunu artirdigt bildirilmektedir (194, 635).

ROT ve diger serbest radikallerin artmis diizeylerinin olusturdugu oksidatif
stres, DNA ve protein yikimi yolu ile apoptotik, lipid peroksidasyonu araciligi ile de
nekrotik mekanizmalarin tetiklenmesine neden olmaktadir (209, 300). KOS kaynakli
nekroz ve apoptozun JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein

kinase) sinyal iletim yolu ile iligkili oldugu bildirilmektedir (600).
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KOS ile iliskili duyma kayb1 (KOSDK), ozellikle yiiksek frekanslan
tutmaktadir. Bu durum, kokleanin tonotopik organizasyonu (Sekil 2-6A) dikkate
alindiginda, kokleanin bazalinde yer alan ve yiiksek frekans seslerin iletiminden
sorumlu olan sag¢ hiicrelerinin diisiik frekans seslerin iletimini saglayan apikal sac
hiicrelerinden daha cok etkilendigini gostermektedir. Bunun nedeni olarak, yiiksek ses
maruziyeti ve toplikal aminoglikozid antibiyotik kullamimi dikkate alinarak, bazal
kistmlarin dis kulak yoluna daha yakin ve dolayisiyla ¢evresel faktorlerin etkilerine
daha agik olmasi gosterilmektedir (156, 350, 382). Ancak sistemik olarak verilen ve kan
yolu ile kokleanin tiim kisimlarina ulasan aminoglikozidlerin de daha c¢ok bazal
kisimlan etkiledigi ve yine yiiksek frekans duyma kaybu ile iliskili oldugu bildirilmistir
(390, 473). Serbest radikallerin meydana getirdigi oksidatif hasara karsi hiicreleri
koruyan glutatyonun DSH’lerdeki diizeylerinin bazalden apikale dogru dereceli olarak
artis gosterdigi saptanmistir. Elde edilen bu bulguya dayanilarak ROT ve diger serbest
radikallerden kaynaklanan koklear hasarda goriilen bazalden apekse dogru degisimin —
glutatyon diizeyi 6rneginde oldugu gibi- DSH’lerin sahip olduklar intrinsik faktorlerin

yarattigi farkli yatkinliklardan kaynaklandigi ileri siiriilmektedir (503).

2.3.6.2. Kalitsal Duyma Kayiplari

Konjenital duyma kayiplarinin ~%50-60’1ndan sorumlu bulunan kalitsal duyma
kayiplari, duyma kaybinin yam sira baska klinik bulgularin bulunup bulunmamasina
gore; sendromik ve non-sendromik duyma kayiplar1 olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir

(451).
2.3.6.2.1. Sendromik Duyma Kayiplari

Sendromik duyma kayiplart (SDK), duyma kaybina eslik eden baska klinik
bulgularin varligr ile karakterizedir (392). Kraniyofasiyel malformasyonlar, iskelet
anomalileri, dental, okiiler, kardiyak ve dermal anormallikler, renal defktler,
endronolojik ve norolojik fonksiyon bozukluklar1 ve metabolik hastaliklar SDK’lar ile
iligkili olabilmektedir (529). Bugiine kadar dort yiiziin {izerinde SDK tanimlanmis olup
bunlar kalitsal duyma kayiplarinin ~%30’unu olusturmaktadir (392, 451). Belli bash
SDK’lar arasinda; Alport Sendromu, brankiyo-oto-renal sendrom, Jervell-Lange-
Nielsen sendromu, Norrie hastaligi, Pendred sendromu, renal tiibiiler asidoz ve duyma
kayb1 (RTADK), Stickler sendromu, Treacher-Collins sendromu, Usher sendromu,

Waardenburg sendromu ve Wolfram sendromu yer almaktadir (413, 566).



17

2.3.6.2.1.1. Renal Tiibiiler Asidoz ve Duyma Kaybi

RTADK, bobrekte renal nefron ile i¢c kulakta endolenfatik kese ve spiral
limbustan limene H' atitlm1 ve dolayisiyla iirin ile endolenfatik kanal ve kokleay1
dolduran endolenfte asidifikasyon bozuklugundan kaynaklanmaktadir. RTADK; alkali
iirin, artmus iirin Ca* diizeyi, diisiik serum K" diizeyi ve progresif duyma kayb1 ile
karakterizedir. Alkali replasmami seklindeki basit tedavi uygulanmadiginda, asidoz
durumu kemiklerin erimesine ve bobrekte nefrokalsinoz ve tas olusumuna yol
acmaktadir.  Alkali replasman tedavisinin, duyma kaybimin ilerlemesini

onleme/yavaslatmada yarar saglamadig bildirilmektedir (255).

Otozomal resesif olarak kalitilan RTADK’nin ATP6VIB1 ve ATP6V0A4
genlerindeki mutasyonlar ile iliskili oldugu tanimlanmistir (255, 527, 583). RTADK’nin
en yaygin nedeni olarak bildirilen ATP6V1B1 geni (255, 467, 527), proton
translokasyonundan sorumlu transmembran VO ve ATP hidrolizinden sorumlu
sitoplazmik V1 olmak iizere iki iiniteden olusan vakuoler H'-ATPaz proton pompasi
kompleksinin V1 iinitesinin B1 alt-iinitesini kodlamaktadir (161). ATP6VIBI1 geni
mutasyonlarindan kaynaklanan RTADK’ya genis vestibiiler akuaduktus (GVAD)’ un
eslik edebilecegi bildirilmektedir (46). Temelde renal tiibiiler asidozdan sorumlu
bulunan ancak —daha ge¢ baslangicli olmakla birlikte- isitme kaybi ile de iligkili
olabilen ATP6VOA4 geni ise, VO iinitesinin A4 alt-iinitesini kodlamaktadir (161, 405,
583).

2.3.6.2.2. Non-Sendromik Duyma Kayiplari

Non-sendromik duyma kayiplart (NSDK), eslik eden baska bulgularin
bulunmamasi ile karakterizedir. Kalitsal duyma kayiplarinin ~%70’ini olusturan
NSDK’lar, yiiksek derecede genetik heterojenite gostermektedir (431, 451, 566).
Bugiine kadar 130’un iizerinde NSDK lokusu bildirilmis ve bunlarin 59’u ile iliskili 45

gen tanimlanmig bulunmaktadir (566).

NSDK’lar kaliim sekillerine gore otozomal dominant, otozomal resesif, X’e
bagli, Y’ye bagli ve mitokondriyal olmak {iizere bes grupta degerlendirilmektedir.
Niikleer genomdaki NSDK lokuslart “DFN  (DeaFNess)” kisaltmast ile
isimlendirilmektedir. “DFN” kisaltmasinin ardina getirilen “A” otozomal dominant, “B”
otozomal resesif ve “Y” Y’ye bagh kalitim sekillerini ifade etmektedir. X kromozomu

iizerine haritalanmis NSDK lokuslar1 i¢in sadece “DFN” kisaltmasi kullanilirken
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modifiye edici lokuslar i¢in bu kisaltmanin arkasina “M” getirilmektedir. Mitokondriyal
genomdaki NSDK genleri i¢in lokus ismi kullanilmamaktadir. NSDK lokuslar
haritalanma siralarina gore numaralandirilmaktadir (566). NSDK’larin  ~%77’si
otozomal resesif, %22’si otozomal dominant, %1’i X’e bagh ve <%1’1 mitokondriyal ve

Y’ye bagl kalitm gostermektedir (451).

Otozomal resesif NSDK (ORNSDK)’lar fenotipik olarak genellikle prelingual,
tiim frekanslarda agir-cok agir ve non-progresif duyma kaybi ile iligkili bulunmaktadir.
Istisnai olarak duyma kaybi, DFNB21°de yiiksek ve diisiik frekanslarda orta-agir, orta
frekanslarda agir-cok agir diizeyde (387) iken DFNB30’da yiiksek frekanslarda agir-cok
agir, orta frekanslarda orta-agir ve diisiik frekanslarda hafif-orta diizeyde olabilmektedir
(596). DFENB2, DFNB&/10, DFNB16 ve DFNB30 postlingual donemde ortaya
cikmaktadir (323, 589, 590, 596). DFNBI13 ve DFNB30 progresif ozellik
gostermektedir (52, 385, 413, 596). Bunun disinda, duyma kaybinin yani sira DFNB4’te
GVAD ve Mondini displazisi (78, 560), DFBN37°de hafif fasiyel dismorfizm (12),
DFNB9 ve DFNB59’da isitsel noropati (124, 462, 582) ve DFNB36, DFNB37 ile
DFNB59’da vestibiiler semptomlar goriilebilmektedir (12, 142, 398, 413).

Otozomal dominant NSDK (ODNSDK)’lar ise daha ¢ok postlingual duyma
kayiplan ile karakterizedir (52). Bu durumun, mutant proteinin fonksiyonunu kismen de
olsa yerine getirilebilmesi dolayisiyla patolojinin kendini ancak birikerek
gosterebilmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (576). Ornegin, DFNA2, DFNAA4,
DFNA9 ve DFNAl10’da duyma kaybmin ortaya cikist 3.-5. dekadlara kadar
gecikebilmektedir (99, 83, 343, 412, 413, 631). Buna karsin DFNA3, DFNA6/14/38,
DFNAS/12, DFNA13, DFNA23 ve DFNA24’teki duyma kayiplan prelingual donemde
ortaya ¢ikmaktadir (126, 274, 355, 413, 472, 476, 586). ODNSDK’lar ayrica progresif
ozellik gostermektedir (52, 576). DFNA3 ile DFNAS8/12 ise progresyon
gostermediklerinden birer istisna olusturmaktadir (126, 274, 586). ODNSDK’lar,
progresif karakterleri dolayisiyla 4.-5. dekadlarda tiim frekanslart etkiliyor olsalar da,
baslangicta etkilenen frekanslar ile karakterize edilmektedir. ODNSDK’larda en ¢ok
yiiksek frekanslar etkilenmektedir (52). Ancak DFNA1, DFNA6/14/38 ve DFNAS54
diistik frekans (47, 197, 306, 413), DFNAS8/12, DFNA13, DFNA21 ve DFNA44 ise orta
frekans duyma kaybi ile iligkili bulunmaktadir (274, 286, 355, 371, 586). Bunlardan
baska, DFNA2 isitsel ve periferik noropati (331), DFNA9 vestibiiler/okiilomotor
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fonksiyon bozuklugu (460, 530) ve DFNA22 de hipertrofik kardiyomiyopati ve QT
araliginda uzama ile birliktelik gosterebilmektedir (52, 372).

DFNA39’a dentinogenesis imperfecta’nin ve DFN1’e gorme bozuklugu, distoni
ve mental retardasyonun eslik ettiginin saptanmasi iizerine bu duyma kaybi formlari

NSDK grubundan ¢ikarilip SDK grubu altinda simiflandirilmistir (413, 550, 566, 634).

Bunlarin disinda, DFNM1 ve DFNM2 olmak iizere iki modifiye edici lokus
tanimlanmig bulunmaktadir (413, 566). 1q24°te lokalize olan ve otozomal dominant
kalittm gosteren DFNM1’in DFNB26’dan kaynaklanan duyma kaybin1 baskiladigi
bildirilmektedir (453). 8p23’e haritalanan DFNM2 ise bazi ailelerde MTRNRI1
genindeki A1555G mutasyonunun modifikasyonundan ve sonucgta aminoglikozid
kullanimina gerek kalmadan duyma kaybinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu tutulmaktadir
(74). Ayrica ATP2B2 genindeki bir mutasyonunun homozigot CDH23 geni
mutasyonlarindan kaynaklanan DFNB12’yi modifiye ettigi bildirilmistir (413, 482).

2.4. Non-Sendromik Duyma Kaybu ile iliskili Genler

Bugiine kadar NSDK ile iligkili 45 gen tanimlanmistir. Bu genlerden CDH23,
COL11A2, EYA4, GIB2, MYH9, MYO6, MYO7A, PCDH15, POU3F4, SLC26A4,
USHIC, WFS1 ve WHRN (141) ile mitokondriyal MTTS1 genlerinin allelik
mutasyonlar1 hem SDK hem de NSDK’ya yol agmaktadir (413; Tablo 2-1). Ayrica
COL11A2, GJB2, GJB3, GJB6, MYO6, MYO7A, TECTA ve TMCI1 genleri hem
ORNSDK hem de ODNSDK’lardan sorumlu bulunmaktadir (413, 566).

NSDK genleri fonksiyonlarina gore sekiz gruba ayrilmaktadir (424, 451, 542):
1) Hiicre-iskeleti ile iligkili proteinleri kodlayan genler
2) Hiicre adezyon molekiillerini kodlayan genler

3) Yapisal proteinleri kodlayan genler

4) Iyon homeostazinda rol oynayan proteinleri kodlayan genler

5) Transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler

6) Vezikiil trafiginde rol oynayan genler

7 Fonksiyonu bilinmeyen/siniflandirilmayan proteinleri kodlayan genler

8) Mitokondriyal genler
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Gen Lokalizasyon Lokus

Niikleer genler

ACTG1 17q25 DFNA20/26
CCDC50 3q28 DFNA44

CDH23 10q21-q22 DFNB12

CLDN14 21q22.3 DFNB29

COCH 14q12-q13 DFNA9

COL11A2 6p21.3 DFNA13 ve DENB53
CRYM 16p12.3-p13.11 ODNSDK

DFNAS5 Tpl5 DFNAS5

DIAPH1 5q31 DFNAL

ESPN 1p36.11-p36.31 DFNB36

EYA4 6923 DFNA10

GJB2 13ql1-ql2 DFNA3 ve DFNB1
GJB3 1p34 DFNA2 ve ORNSDK
GJIB6 13q12 DFNA3 ve DFNB1
KCNQ4 1p34 DFNA2

MYH9 22q13.1 DFNA17

MYH14 19q13.33 DFENA4

MYOI1A 12q13-ql14 DFNA48

MYO3A 10pll1.1 DFNB30

MYO6 6q13 DFNA?22 ve DFNB37
MYO7A 11q13.5 DFNA11 ve DENB2
MYOI15A 17pl11.2 DFNB3

OTOA 16p12.2 DFNB22

OTOF 2p23.1 DFNB9

PCDHI15 10g21.1 DFNB23

PJVK 2q31.2 DFNB59

POU3F4 Xq21.1 DFN3

POU4F3 5q31 DFNA15

RDX 11g23 DFNB24
SLC26A4/PDS 7931 DFNB4
SLC26A5/PRES 7q22.1 ORNSDK

STRC 15q15.3 DFNBI16

TECTA 11q22-q24 DFNA&/12 ve DFNB21
TFCP2L3 8q22.3 DFNA28

TMC1 9q21.12 DFNA36 ve DENB7/DFNB11
TMHS/LHFPL5 6p21.31 DFNB66/67

TMIE 3p21 DFNB6

TMPRSS3 21q22.3 DFNBS8/10

TRIC 5q13.2 DFNB49

TRIOBP 22q13.1 DFNB28

USHI1C 11pl4-pl5.1 DFNB18

WES1 4pl6 DFNA6/14/38
WHRN 9q32-q34 DFNB31
Mitokondriyal genler

MTRNRI1

MTTS1

ODNSDK, otozomal dominant non-sendromik duyma kaybi; ORNSDK, otozomal resesif non-sendromik

duyma kaybi.
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2.4.1. Hiicre-Iskeleti ile iliskili Proteinleri Kodlayan Genler

2.4.1.1. ACTG1 (DFNA20/26)

ACTG1, bir hiicre-iskelet proteini olan y-1-aktini kodlamaktadir. Memelilerde,
her biri 375 aa’ten olusan ve aralarindaki cesitlilik birka¢ rezidiideki farkliliktan
kaynaklanan alti aktin izoformu bulunmaktadir. Bunlardan dérdiiniin transkriptlerine
sadece diiz ve ¢izgili kaslarda rastlanirken B- ve y-1-aktin kaslar disindaki biitiin

dokularda eksprese olmaktadir (97, 326).

Hiicrede globiiler aktin (G-aktin) monomerleri bir araya gelerek filamentoz aktin
(F-aktin) polimerlerini meydana getirmektedir. F-aktin molekiiliiniin iki ucunda
arasinda polimerlesme hizi baglaminda farklilik bulunmaktadir. Polimerizasyonun hizli
ilerledigi u¢ (+), yavas oldugu uc ise (-) olarak tanimlanmaktadir. F-aktinin (+)
ucundaki polimerizasyonun (-) ucundakinden 5 ile 10 kat daha hizli gerceklestigi

bildirilmektedir (19, 97, 326).

Aktin filamentler dayamklilhik sagladiklarindan c¢esitli hiicrelerin apikal
yiizeylerinde yer alan kirllgan parmakst membran uzantilarimin asil yapisini
olusturmaktadir (97). Sac¢ hiicrelerindeki stereosiller de paralel siralanmis F-aktin
polimerlerinden olusan bir omurgaya sahip membran yapilaridir. Stereosillerdeki
oryantasyonlar1 (+) uclar apikale ve (-) uglar1 bazale gelecek sekilde olan aktin
filamentler, kesintisiz olarak polarizasyon ve yeniden sekillenme gostermektedir.
Stereosillerin sa¢ hiicrelerinin apikal yiizeylerine tutunmalarin1 saglayan kutikiiler plak
da aktinden olusan jel benzeri bir ag yapisina sahip bulunmaktadir. Ayrica paralel aktin
demetlerini adherens junction’lara baglayan yiizilkk seklindeki yapi da yine aktin
molekiillerinden olusmaktadir. Bunlarin yam sira aktin filamentler, sa¢ hiicrelerinin
bazolateral kisimlarinda hiicre membranina destek saglamakta ve sinaptik vezikiillerin

gecisi icin yol olusturmaktadir (479, 579, 667).

Stereosillerin ana govdesini olusturan F-aktin polimerlerinin —sa¢ hiicrelerindeki
baskin izoform olan- y-1-aktin (G-aktin) monomerlerinin eklenmesi ile siirekli olarak
yenilenmesi (263, 479) ve ACTGI1 genindeki mutasyonlardan kaynaklanan
DFNA20/26’nin geg¢ baslangich (=3. dekad), progresif yiiksek frekans duyma kaybr ile
karakterize olmasina dayanilarak vy-1-aktinin, sa¢ hiicrelerinin devamliliginin
saglanmasinda ve/veya ses kaynakli travma sonrasi tamir sirasinda islev gordiigi ileri

siiriilmektedir (450, 579, 645, 667).
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2.4.1.2. DIAPH1 (DFNA1)

[Ik dekadmin sonlarina dogru diisiik frekans sensorindral duyma kaybi
(DFSNDK) ile kendini gosteren ve 4. dekada kadar tiim frekanslan etkileyen DFNAT
(DFSNDKI1)’den sorumlu olan DIAPH1, Drosophila homologu diaphanous-1 proteinini
kodlamaktadir (306, 336). Diaphanous-1, hiicre polaritesinin saglanmasi1 ve sitokinezde
gorev alan formin ailesinin bir iiyesi olup bu protein ailesinin diger iiyeleri gibi N-
ucunda bir Rho-baglayan domaine, C-ucunda formin-homoloji domainlerine ve bunlarin
tam ortasinda PR (proline-rich) domaine sahiptir (169, 336, 431). Hemen biitiin viicut
hiicrelerinde eksprese olan DIAPH1 geni, sac¢ hiicrelerinde diger koklear hiicrelere

kiyasla ¢ok daha yiiksek diizeyde eksprese olmaktadir (336, 431).

Diaphanous-1’in faredeki homologu mDia, Rho ile kompleks olusturarak aktin
polimerizasyonunun regiilasyonunda rol oynayan profilini stereosillerin apikal yiizeyine
tasimakta ve bu sekilde aktin dinamiklerinin diizenlenmesine katilmaktadir (336, 431,
607). Bunun yami sira, diaphanous-1 DSH’lerin kontraksiyonunu diizenleyen,

asetilkolinin aktive ettigi Rho sinyal yolunda da gorev almaktadir (431).

2.4.1.3. ESPN (DFNB36)

Vestibiiler arefleksinin eslik edebildigi prelingual cok-agir derecede duyma
kaybi ile karakterize DFNB36 ile bir ODNSDK formundan sorumlu olan ESPN geni
espini kodlamaktadir (133, 398). ESPN/Espn geni, molekiiler agirliklar 25 ile 110 kDa
arasinda degisen dort temel espin izoformu kodlamaktadir (493). En uzun izoform olan
espin-1’in domain organizasyonu N-terminalde sekiz ankirin-benzeri tekrar, profilin ve
SH3 (src homolgy type 3) proteinlerine baglanmada rol oynayan prolinden zengin PR1
ve PR2 domainleri, F-aktine baglanmay1 saglayan ABS (actin-binding site) domaini,
fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (PIP,) baglanma bolgesi, G-aktine baglanmada rol
oynayan WH2 (WASP homology 2) domaini ve C-terminalde ABM (actin-bundling
module) domaininden olusmaktadir. WH2 ve ABM domainleri tiim espin
izoformlarinda bulunmakta iken ankirin-benzeri tekrarlar espin-1’in disindaki
izoformlarda yer almamaktadir. Espin-2’lerde PIP, baglanma bdlgesi, PR1, PR2 ve
ABS domainleri mevcutken espin-3’lerde sadece PR2 domaini bulunmaktadir. Sadece
WH2 ve ABM domaininden olusan espin-4’te espin-1 ve -3’lerde bulunan PIP,
baglanma bolgesi bulunmazken yalniz espin-4’e 0zgii eksonlar tarafindan kodlanan

peptidler baska bir PIP, baglanma bolgesi olusturmaktadir (493, 494).
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Espin izoformlarina tat reseptorleri, kemoreseptor hiicreler ve vomeronazal duyu
hiicreleri gibi duyusal iletinin gerceklestigi, paralel aktin demeti (PAD) iceren
mikrovilluslara sahip hiicrelerde rastlanmaktadir (492, 493, 494). Bununla uyumlu
olarak, Espn geni koklear ve vestibiiler sa¢ hiicrelerinde eksprese olmaktadir (494, 665).
Espin birikimi sa¢ hiicrelerindeki stereosilogenezde PAD’lerin olusumu boyunca
artarak devam etmektedir (312, 495,). Yapilan calismalar cesitli espin izoformlariin
belli tipteki sag hiicreleri ya da stereosilogenezin belli fazlari ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur (495). Ornegin, sicanlarda espin-1 vestibiiler sac¢ hiicrelerinde geg
embriyonel ve erken postnatal evrelerde eksprese olmakta iken espin-4 koklear sac

hiicrelerinde postnatal donemde eksprese olmaktadir (493, 495).

Espn geni i¢in null mutant olan jerker (je) farelerinde (Espnje/je; 328) yapilan
histolojik incelemelerde, mutant stereosillerin normallere gore kisa ve ince oldugu,
kutikiiler plagin organizasyonunun kayboldugu ve izleyen donemde koklear sag

hiicrelerinin dejenerasyona ugradigi goriilmiistiir (470).

Espinin domainlerine yonelik mutagenez caligsmalari, ABM domainlerinin aktin
polimerlerine baglanarak aralarinda c¢apraz baglar olusturdugunu ve bu sekilde
PAD’lerin olusumunu sagladigimi gostermistir (36). Espinin, epitelyal hiicrelerde “brush
border” (BB) mikrovilluslarin uzamasim sagladigi goriilmiis ve uzamanin ABM
domaininin aktivitesi ile gerceklestigi belirlenmistir (329). Espin ile transfekte edilen
sac¢ hiicrelerindeki sterosillerin de benzer sekilde uzadigi gozlemlenmistir (470). Bu
verilere dayanilarak espinin stereosillerin uzamasinda rol oynadig ileri siiriilmektedir

(494).

2.4.1.4. Miyozinler

Miyozinler, baglandiklart ATP molekiillerini hidrolize ederek elde ettikleri
enerji ile aktin filamentleri boyunca giic ve —tek yonlii- hareket olusturan motor
proteinlerdir (360). Miyozinlerde bas, boyun ve kuyruk olmak iizere ii¢ islevsel kisim
bulunmaktadir (259, 499). Bas kisminda aktin ile ATP’ye baglanan ve ATP’yi hidrolize
ederek gii¢ olusturan motor domaini yer almaktadir. ATP’nin hidrolizi sonucunda motor
domaininde meydana gelen konformasyonel degisimler hareketin olusturulmasi igin
kullanilmaktadir (259, 564). Boyun bolgesinde yer alan, 1Q (izolosin-glutamin)
motifleri kalmodulin ve miyozin hafif zincirlerine baglanabilme yetenegindedir. 1Q

motiflerine baglanan hafif miyozin zincirlerinin meydana getirdigi “manevela kolu”
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motor domaindeki konformasyonel degisimleri cogaltmaktadir. Boyun kismi

miyozinlerin regiilator bolgesini olusturmaktadir (130, 169, 259, 360).

Miyozinlerin kuyruk kisimlari, domain kompozisyonu ve organizasyonu
acisindan oldukga biiyiik cesitlilik gostermektedir. Kuyruk kisminda yer alan domainler

her bir miyozinin hiicresel yerlesim ve fonksiyonel 6zelligini belirlemektedir (259).

Motor domainlerinin ya da kuyruk kisimlarinin karsilastirilmasina dayali olarak
yapilan filogenetik analizler sonucunda biri konvansiyonel (sinif II) ve digerleri
konvansiyonel olmayan olmak {izere 17 farkli miyozin smift tanimlanmisg
bulunmaktadir (214, 259). Memelilerde sadece smif I, II, III, V, VI, VII, IX, X ve XV

iiyelerine rastlanmaktadir (499).

Miyozinler hiicre hareketi, kas kasilmasi, sitokinez, membran trafiginin

yiiriitiilmesi ve sinyal iletimi gibi hiicresel olaylarda gorev almaktadir (168, 259).
2.4.1.4.1. Konvansiyonel Miyozinleri Kodlayan Genler

Iki motor domaini olan hekzamerik myozin-II mekano-enzimleri iki miyozin
agir zinciri ile iki ¢ift miyozin hafif zincirden olusmaktadir. Miyozin-II’lerin bas
kismin olusturan motor domainini, bu domaini boyun bolgesindeki “manevela kolu”na
baglayan “doniistiiriicii” bolge izlemektedir (259, 499). Gelistirilen bir modele gore
ATP hidrolizinin aktine bagl katalitik motor domainde meydana getirdigi degisimler,
“doniistiiriici” ve “manevela kolu” domainlerine aktarilmakta ve bu domainlerin
katalitik domaine gore donmesini saglamaktadir. Miyozin-II molekiilleri, “manevela
kolu”nun yaptig1 agisal doniisler araciligi ile aktin filamenti boyunca hareket
edebilmektedir (218, 259). Miyozin-II molekiillerinin kuyruk kisimlarinda birbirleri ile
etkileserek filament yapilarim1 olusturan a-heliksel CC (coiled-coil) domainleri yer

almaktadir (259, 499).

Vertebratlardaki smif II miyozinler motor veya kuyruk domainlerine gore
iskelet/kalp kas1 ve diiz kas/kas dis1 miyozinler olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir
(259). Miyozin-II'ler, kaslarda kasilma ve gii¢ saglamada rol oynamakta iken kas dis1
dokularda sitokinez, hiicre seklinin korunmasi, hiicrede polarizasyon ve farklilagsmanin

saglanmasi gibi ¢esitli islevleri yerine getirmektedir (499).
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2.4.1.4.1.1. MYH9 (DFNA17)

Postlingual donemde baslayan ve 6zellikle yiiksek frekanslarin etkilendigi ancak
zamanla tiim frekanslarin tutuldugu orta-agir siddetteki progresif duyma kaybi ile
karakterize DFNA17 ile iliskili olan MYH9 geni, NMHC (non-muscle myosin heavy
chain)-IIA’y1 kodlamaktadir (295). Kodladigi transkripte hemen biitiin viicut
hiicrelerinde rastlanan MYH9 geni, yiiksek diizeyde koklea, trombositler, bobrek ve
gozde eksprese olmaktadir (295, 362). Immiinohistokimyasal yontemler ile Myh9’un
sican kokleasinda DSH, Reissner membrani ve spiral ligamentte (295), fare kokleasinda
ise sa¢ hiicreleri, pillar hiicreler, spiral ligament ve spiral limbusta eksprese oldugu
gosterilmistir (361). Poli-klonal antikorlar ile yapilan c¢aligmalar, NMHC-IIA’nin

stereosillerin uzunlugu boyunca lokalize oldugu ortaya koymustur (362).

DFNA17’den etkilenmis bir bireyde temporal kemige yonelik olarak yapilan
post-mortem histopatolojik incelemede Korti orgami, sakkiiler epitelyum ile stria
vaskulariste dejenerasyon ve Reissner membraninin ¢Okmesi ile karakterize
kokleosakkiiler displazi saptanmistir (296). Bunun altinda yatan neden olarak spiral
ligamentte meydana gelen degisimler sonucunda stria vaskularisin siirdiirdiigii iyon
homeostazinin ve takiben endokoklear iyon kompozisyonunun bozulmasi ve sonugta
Reissner membranin ¢okmesi ya da alternatif olarak spiral ligamentte yer alan, aktin ve
diger kontraktil proteinlerden zengin fibrosit hiicrelerinin baziler membran-spiral
ligament kompleksindeki gerilimi olusturamamasi gosterilmektedir (295, 431). Ancak
Myh9’un stereosillerdeki yaygin yerlesimine dayanilarak DFNA17’deki temel defektin

stereosillerin yap1 veya islevinin bozulmasi olabilecegi de ileri siiriilmektedir (362).
2.4.1.4.1.2. MYH14 (DFNA4)

DFNAA4 lokusunda yer alan iki farkli ODNSDK geninden biri olan MYH14
geni, NMHC-IIC’yi kodlamaktadir (132, 644). 1.-2. dekadda hafif-orta diizeydeki
duyma kaybr ile kendini gosteren MYH14 mutasyonlarindan yanlis anlamli olanlarin
progresyon gostermedigi halde anlamsiz mutasyonlarin progresif tipte olup 4.dekadda
cok agir siddetteki duyma kaybi ile sonuclandig: bildirilmektedir (132, 367). insanda
NMHC-IICO ve NMHC-IICI1 olmak iizere iki farkli transkript kodlayan MYH14 geni,
en yiiksek diizeyde iskelet kasi, kalp, kalin bagirsak ve beyinde eksprese olmaktadir

(187, 301). Kokleada, MYH14 geni transkriptlerine Reissner membrani harig¢ tiim skala
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media ceperinde ve Ozellikle de Korti organi ile stria vaskulariste rastlanmaktadir (132,

187).

Isitme ile ilgili islevini aktin hiicre-iskeleti iizerinden yerine getirdigi diisiiniilen
NMHC-IIC’nin kokleadaki fonksiyonunun ne oldugu ve hangi patogenetik mekanizma

ile duyma kaybina yol a¢tig1 bilinmemektedir (132).
2.4.1.4.2. Konvansiyonel Olmayan Miyozinleri Kodlayan Genler

Monomerik motor proteinler olan konvansiyonel olmayan miyozinlerin kuyruk
kisimlan oldukga biiyiik cesitlilik gostermekte ve bu kismin domain organizasyonuna
gore 16 farkli simif ayirt edilmektedir (44, 259). Boyun kisminda yer alan IQ
motiflerinden itibaren CC domaini ve bunu izleyen MyTH4 (myosin tail homolgy 4),
FERM (4.1, ezrin, radixin, moesin) ve SH3 domainleri konvansiyonel olmayan
miyozinlerin genel domain organizasyonunu olusturmaktadir (170, 431). Konvansiyonel
olmayan miyozinlerin CC domainleri dimerizasyon gosterseler de miyozin-II'lerin CC
domainlerinden farkli olarak filament olusturamamaktadir (170). MyTH4 domainlerinin
diger miyozin, kinesin ve hiicresel kargolara baglanmada rol oynadigi sanilmaktadir.
FERM domainleri hiicre-iskelet proteinlerinin hiicre membranina baglanmasini
saglamaktadir. SH3 domainleri ise PR motiflere baglanan bir sinyal domaini

olusturmaktadir (130, 170, 375, 431).

Konvansiyonel olmayan miyozinler sitoplazmik uzantilarin olusumu, sinyal
iletimi, endositoz, iyon kanallarinin regiilasyonu, vezikiiller gibi sitoplazmik kargolarin

tasinmasi vb. gibi ¢ok sayida hiicresel olayda gorev almaktadir (170, 360, 431).
2.4.1.4.2.1. MYO1A (DFNAA48)

En yiiksek diizeyde ince ve kalin bagirsakta eksprese olan MYOIA geninin
kodladig1 miyozin IA, intestinal epitel hiicrelerin BB yiizeyindeki aktinden zengin hiicre
iskeletinin major bilesenlerinden birini olusturmaktadir (516). Utrikiil ve kokleada

eksprese olan Myola’nin sub-koklear ekspresyon paterni bilinmemektedir (131, 140).

Miyozin IA molekiilleri, bagirsaktaki epitel hiicrelerinin apikal yiizeylerinde yer
alan mikrovilluslarda, hiicre membraninmi polarize olmus destekleyici aktin demetlerine
baglayan spiral kopriileri olusturmaktadir (558). Kuyruk kisminda bulundurdugu bazik
THI (tail homology 1) domaini aracilifiyla hiicre membram ile etkilesen miyozin

IA’nin  bu hiicrelerdeki membran trafiginin yiiriitilmesinde rol oynadigl
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diisiiniilmektedir (375, 517, 558). Mikroviluslara sahip intestinal hiicreler ile i¢ kulakta
yer alan sac hiicrelerinin aktin hiicre-iskeletlerinin oldukga yiiksek diizeyde benzerlik
gostermesine dayanilarak miyozin IA’nin stereosillerde mikrovilluslardakine benzer bir

rol iistlenmis olabilecegi ileri suiriilmektedir (131, 557).

Myola knock-out (KO) fare modellerinde (Myola'/ ) duyma kaybi
bulunmamaktadir. Ancak intestinal sistemde yapilan detayli histolojik incelemelerde
Myola™ farelerin mukozal strese karsi hassasiyet gosterdikleri ve kimyasal ajanlar ile
indiiklenen mukozal stres sonucunda intestinal epitel hiicrelerde mikrovilluslarin
boylarinda kisalma ve apoptoz diizeylerinde artis oldugu saptanmistir (558). Elde edilen
bulgular, oldukca cesitli odyolojik fenotipler ve bazi1 olgularda penetrans yoklugu ile
karakterize DFNA48 (131) ile iliskili MYOIA geni mutasyonlarinin koklear stres
olusturan cevresel faktorler (yiikksek ses maruziyeti, hipoksi v.b. gibi) tarafindan

modifiye ediliyor olabilecegini diigiindiirmektedir.
2.4.1.4.2.2. MYO3A (DFNB30)

Ikinci dekadda yiiksek frekans duyma kaybr ile kendini gosteren ve ilerleyerek
6. dekadda yiiksek ve orta frekanslarda agir, diisiik frekanslarda ise orta diizeyde duyma
kayb1 ile sonuglanan DFNB30’dan sorumlu MYO3A geni, miyozin IIA’y1
kodlamaktadir (429, 596). MYO3A geni yiiksek diizeyde retinal fotoreseptdr hiicreler
ile koklear sag hiicrelerinde eksprese olmaktadir (134, 135). Miyozin Illa, stereosillerin
apikal ylizeyinde yer alan ug¢ baglantis1 alt insersiyon alanindaki stereosil membramn ile
bunun altinda kalan aktin govde arasinda bulunan ve u¢ yogunlugu olarak isimlendirilen

bolgeyi cevrelemekte ve stereosilin tepesinden asagi dogru uzanmaktadir (480).

Miyozin IIIA, Drosophila’da retinal dejenerasyondan sorumlu olan ninaC ile
belirgin homoloji gostermektedir. NINAC, fotoreseptor hiicrelerde aktin filamentler ve
PDZ (postsynaptic density-95/Discs large/zona occludens-1) domain igeren ve
fototrandiiksiyon sinyal kompleksinde yer alan proteinlerin baglanmasi ve
translokasyonunu sagladigr diisiiniilen INAD ile etkilesim gostermektedir (480).
NINAC ve miyozin IIIA sahip olduklart N-terminal kinaz domainleri ve
otofosforilasyon yetenekleri ile diger konvansiyonel olmayan miyozinlerden
ayrilmaktadir (44, 399). Fototrandiiksiyonun gergeklesmesi icin NINAC’deki kinaz
aktivitesinin gerekli oldugu gosterilmis bulunmaktadir (437). Miyozin IIla’nin kuyruk
kisminda iki adet TH3 (tail homology 3) domaini (TH3-I ve TH3-II) yer almaktadir
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(136). Bunlardan distalde lokalize olan TH3-II, miyozin IIla’nin F-aktine baglanmasin
ve (+) ucuna dogru hareket etmesini saglamaktadir (247, 308). Motor domaininde
gerceklesen otofosforilasyonun, miyozin Illa’nmin F-aktin tizerindeki hareketlerinin
diizenlenmesi icin gerekli oldugu ileri stiriilmiistiir (247). In vitro ¢alismalar, kinaz
domaini bulunmayan miyozin IIla molekiillerinin aktivitesinin arttigim1 ve F-aktinin (+)
ucunda asir bir myozin IIla birikimi meydana geldigini gostermistir (308). Kinaz ya da
motor domaini bulunmayan miyozin IIla’lart eksprese eden transfekte sag
hiicrelerindeki stereosillerin uc¢ kisimlarinin siirekli olarak uzayip siskinlestigi ve
sonucta dayanikliliklarin1 kaybettikleri bildirilmektedir. Bu bulguya dayanilarak
miyozin IIla’nmin aktin demetinin siireklilik ve kararliliginin saglanmasinda rol

oynadigini ileri siiriilmektedir (480).

Miyozin Illa’nin homologu NINAC, aralarinda 1s18a duyarlh TRP ve TRPL
kanal alt-tinitelerinin de bulundugu, PDZ domaini igeren iskele proteini INAD’a bagl
cok sayida molekiilden olusan fototrandiiksiyon sinyal kompleksi ile etkilesime
girmekte ve fotoreseptorlerde 1s1ga verilen yanitin hizla sonlanmasim saglamaktadir
(313, 617). Sag hiicrelerinin biikiilmesi sonucunda u¢ baglantilarinda meydana gelen
gerilime yanit olarak agilan ve sa¢ hiicrelerinin depolarizasyonunu saglayan MED
kanallarmin, Drosophila’daki TRP’ye yapisal benzerlik gosteren vertebrat TRP protein
ailesinin bir iiyesi olabilecegi bildirilmistir (98, 184, 374). Buna gore, stereosillerin
apeksindeki u¢ baglantis1 alt insersiyon bolgesinde lokalize olan miyozin Illa’nin, MED

kanalinin agilip-kapanmasinda rol oynuyor olabilecegi diistiniilmektedir (480).
2.4.1.4.2.3. MYO6 (DFNA22 ve DFNB37)

Ik dekadda yiiksek frekanslarda duyma kaybi ile kendini gosteren ancak
ilerleyerek 50 yas civarinda tiim frekanslarda ¢ok agir diizeyde duyma kaybi ile
sonuclanan DFNA22 ile konjenital ¢ok agir duyma kaybi ile karakterize DFNB37°den
sorumlu olan MYO6 geni, miyozin VI'y1 kodlamaktadir (12, 358). Farelerde yapilan
immiinofloresans ¢alismalari, Myo6’nin sa¢ hiicrelerinde stereosillerin bazaline yakin
bolgeler ile kutikiiler plak ve bunu ¢evreleyen alanda (peri-kutikiiler gerdanlik) eksprese

oldugunu gostermistir (31, 203).

Miyozin VI, motor ve 1Q domainleri arasinda yer alan “reverse gear” domaini
sayesinde -diger biitiin miyozinlerin aksine- aktin filamentlerinin (-) ug¢larina dogru

hareket etmektedir (259, 616). Miyozin VI'nin kuyruk kismi bir CC domaini ile Golgi
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aparatinin hedeflenmesinde rol oynayan bir globiiler domain (GD) tasimaktadir (73,
259). Insan ve sicanlarda kuyruk kisimlarinda insert bulundurmayan, CC ve GD
domainleri arasinda “bilyiik” ya da GD domaini i¢inde “kii¢iik” insert bulunduran
olmak {iizere iic farkli miyozin VI izoformuna rastlanmistir. Biiyiik insert tasiyan
miyozin VI izoformlari, apikal yiizeylerinde mikrovillus ya da tiirevi uzantilar bulunan,
polarize olmus hiicrelerde (6rnegin koklear sa¢ hiicreleri ve BB mikrovillus yiizeyine
sahip intestinal enterositler ile renal proksimal tiibiiler hiicreler) bulunmaktadir. Buna
karsilik, polarize olmamis ya da sinirli polarizasyon gosteren hiicreler insert tasimayan
ya da kiiciik insert tasiyan miyozin VI izoformlarina sahiptir (73, 202). Biiyiik insert
tasityan miyozin VI, klatrin adaptor proteini AP-2 ile etkileserek polarize hiicrelerin
apikal yiizeylerindeki Kklatrin-kapli vezikiilleri hedeflemektedir (73). Bu nedenle,
miyozin VI'min klatrin-kapli vezikiillerin endositoz ile hiicre icine alinmas1 ve/veya —
miyozin VI'min F-aktin {izerindeki hareket yonii dikkate alindiginda- apikal
membrandan uzaklagtirilmasinda rol oynadig ileri siiriillmektedir (73, 103, 202). Ayrica,
kiigiik insert tasiyan miyozin VI izoformunun da, kapli olmayan vezikiillerin hiicre i¢ine
dogru harekete engel olusturan aktin bariyerinden ge¢mesini saglayarak membran

trafiginin diizenlenmesinde gorev aldig1 gosterilmistir (27, 28).

Myo6 icin null mutant olan Snell’s walizer (sv) farelerinde (Myo6'""; 32),
dogumda normal olan stereosillerin zamanla kisaldigi, bazal kisimlardan itibaren komsu
stereosillerin birbirleri ile kaynasarak dev stereosiller olusturdugu ve sonucta deforme
sa¢c hiicrelerinin dejenerasyona ugrayarak ortadan kalktigi gozlemlenmistir (498).
MYO6/Myo6 geninin zebra baliklarindaki ortologu Myo6b’deki mutasyonlar ile iligkili

b™/4) sac hiicrelerinin Myo6"*"’de gézlemlenen

olan satellite (sai)’lerde (Myo6
organizasyon bozukluklarim amimsatan defektlere sahip oldugu ve ayrica kutikiiler plak

ve ¢evresinde biiyiik vezikiillerin biriktigi saptanmistir (488).

Sac¢ hiicrelerinde endositoz, miyozin VI'nin da lokalize oldugu, peri-kutikiiler
gerdanhkta gerceklesmektedir (203). Myo6b*™/* sa¢ hiicrelerinin apikal membraninda
gozlemlenen vezikiil birikimi, miyozin VI'nin sa¢ hiicrelerindeki gorevinin endositoz
veya membran trafiginin diizenlenmesi ile iligkili olduguna yonelik goriisleri
desteklemektedir (28, 73, 202, 253, 488). Ancak My06s"/ *¥ sa¢ hiicrelerinde endositozun
normal olarak gerceklestigi bildirilmistir (498). Myo6"™"*" ve Myo6b™"* sac

hiicrelerinin ortak bulgusunu olusturan stereosiller arasindaki yiikselmis apikal
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membran varlifina dayanilarak miyozin VI’nin sa¢ hiicrelerinin apikal membranlarinin
aktinden zengin kutikiiler plaga tutturulmasinda rol oynadig diisiiniilmektedir (253,
488, 498). Diger taraftan, miyozin VI'nmin az yiike sahip oldugunda hareket ettigi ve
tasiyici bir molekiil gibi davrandigi, ¢ok yiike sahip oldugunda ise durdugu ve tutturucu
bir protein 6zelligi kazandig ileri siiriilmektedir. Bu baglamda gelistirilen bir modele
gore, stereosiller arasindaki membran ya da membran proteinlerine GD domaini ile
tutunan miyozin VI molekiilleri, kutikiiler plakta yer alan aktin filamentlerin (-) ucuna
dogru hareket etmekte ve membran ile miyozin VI arasinda gittikce artan bir gerilim
olugmaktadir. Gerilimin meydana getirdigi yiikk nedeni ile miyozin VI aktin filament
iizerinde bir noktada sabitlenmekte ve bu sayede stereosiller arasindaki membran gergin
bir sekilde aktin filamente tutturulmaktadir (21). Miyozin VI'nin yoklugunda ise komsu
stereosiller arasinda kalan apikal membran yukariya dogru hareket etmekte ve

stereosillerin kaynagmasina neden olmaktadir (253, 498).
2.4.1.4.2.4. MYO7A (DFNA11 ve DFNB2)

Mutasyonlar1 postlingual, progresif, orta derece duyma kaybi ile iligkili olan
DFENAIL1 ile ¢ok agir derecede duyma kaybi ile karakterize DFNB2’ye yol acan
MYO7A geni, miyozin VIIA’y1 kodlamaktadir (323, 537, 615). Farelerde yapilan
antikor ¢alismalari, miyozin VIla’min sag¢ hiicrelerinde stereosiller, yatay baglantilar,
bazal bilek baglantilari, kutikiiler plak ve peri-kutikiiler gerdanlikta lokalize oldugunu

gostermistir (203).

Myo7a geninde homozigot mutasyon tasiyan Shaker-1 (shl) farelerinde
(Myo7a™™"": 182, 353) yapilan histolojik calismalarda sa¢ demetlerinin normalde “V”
veya “W” seklindeki organizasyonlarinin kayboldugu, bunun yerine sa¢ hiicrelerinde
diizensiz kisa stereosil kiimelerinin bulundugu, kinosilyumun yerlesiminin diizgiin
olmadigi ve zamanla mutant sa¢ hiicrelerinin dejenerasyona ugrayarak ortadan kalktigi
saptanmustir. Ayrica Myo7a™"*"lerde MED’in gerceklesmedigi ya da yeterli diizeyde
meydana gelmedigi bildirilmistir (283, 497). Myo7a gen mutasyonlari i¢cin homozigot
olan mariner zebra baliklarinda da, sa¢ demetlerinin biitiinliiklerini kaybedip

yayvanlagtiklar1 ve MED’in ortadan kalktig1 bildirilmistir (146, 400).

Miyozin VIIa’min, FERM domainleri araciligl ile, stereosiller arasindaki
kohezyonun saglanmasindan sorumlu vezatin, harmonin ve bunlar ile iliskili

proteinlerin (6rnegin, protokaderin-15) aktin filamentler {izerinde taginmasindan rol
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oynadigi ve bu sayede stereosillerin biikiilmesini takiben MED kanallarinin ag¢ilmasina
dolayl yoldan katkida bulundugu bildirilmektedir (59, 292, 363, 501; bk. 2.4.1.5.1. ve
2.4.1.5.2.).

2.4.1.4.2.5. MYO15A (DFNB3)

Konjenital, ¢ok agir derecede duyma kaybr ile karakterize DFNB3’ten sorumlu
olan MYOI15A geni miyozin XVA’y1 kodlamaktadir (59, 597). Fare Myol5 geni, i¢
kulakta sadece koklear ve vestibiiler sac hiicrelerinde eksprese olmaktadir (24, 318).
Koklear sa¢ hiicrelerinde antikorlar kullanilarak yapilan ¢aligmalarda miyozin XVa’nin

kutikiiler plak ve stereosillerde yerlesik oldugu saptanmistir (40, 318).

MYOI5A geninin transkriptlerinin alternatif kirpilmasi sonucunda bir kismi
motor domaininin Oniinde N-terminal segment bulunduran digerleri bulundurmayan ¢ok
sayida farkli miyozin XVA izoformu ortaya c¢ikmaktadir (318). Evrimsel olarak
korunmug N-terminal segment, prolin ve tirozinden zengin olup elastomerik domainleri
andirmaktadir (169, 539). Elastomerik domainler, bulunduklar1 molekiillere esneklik

kazandirarak gerilim vb. gibi zorlanmalara kars1 dayaniklilik saglamaktadir (539).

Myol5 geni mutasyonlart i¢in homozigot olan Shaker-2 (sh2) farelerinde
(Myo15™5%) yapilan incelemelerde stereosillerin gelisimlerinin normal olmasina
karsin boylarinin normalden ¢ok daha kisa oldugu, aktin filamentlerin yerlesimlerinin
diizgiin olmadigi, u¢ baglantilarinin bulunmadig1 ve stereosillerin basamak seklindeki

organizasyonunun kaybolmus oldugu gézlemlenmistir (24, 40, 439).

Whirlini kodlayan Whrn geninde homozigot mutasyon tasiyan whirler (wi)
farelerinde (Whrn™"™) yapilan histolojik calismalarda da Myo15™#*"®Jerde elde edilen
bulgulara benzer sekilde stereosillerin boylarinda kisalma oldugu gézlemlenmistir (216,
354). Bu ortak fenotipe dayamilarak miyozin XVA ve whirlinin stereosillerin
uzamasinda birbirleri ile etkilestikleri ileri stiriilmiistir (42, 179). Immiinofloresans
calismalari, whirlin ve miyozin XVa’nin stereosillerin apikal kisimlarinda birlikte
lokalize  olduklarimi = gostermistir  (125).  Antikorlarla  yapilan  calismalar,
MyolSShZ/ "2lerde whirlinin stereosillerin uc¢ kistmlarindaki ekspresyonunun ortadan
kalkigini, Whrn""*lerde ise miyozin XVa'mmn stereosillerin apikal uglarim

hedefledigini ancak diizgiin yerlesim gdstermedigini ortaya koymustur (41, 269).
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Miyozin XVa’nin, MyTH4-FERM domain segmenti ile bir PR ve iic PDZ
(PDZ1-3) domaininden olusan uzun whirlin izoformuna, C-terminal SH3-MyTH4
domain segmenti ile de PR ve PDZ3’ten olusan kisa whirlin izoformuna (125) ve yine
C-terminalinde yer alan simif I PDZ-ligand motifi (PLM) ile de whirlinin PDZ3
domainine baglandig1 bildirilmektedir (41). Elde edilen bu bulgulara dayanilarak
miyozin XVa’nin fonksiyonunun, sa¢ demetlerinin basamak seklindeki organizasyonu
i¢in stereosil boylarmin diizenlenmesinden sorumlu olan whirlinin —ve olas1 iligkili
proteinlerin- stereosillerin apikal u¢larina tasinmasi oldugu ileri siiriilmektedir (41, 269;

bk. 2.4.1.5.2.).

2.4.1.5. PDZ Domain iceren iskele Proteinleri

PDZ domainlerinin alt1 zincirli bir sandvi¢ seklinde katlanan, alt1 B-zinciri ve iki
a-heliksten olusan iic boyutlu yapilar biiyiikk benzerlik gostermektedir (570). PDZ
domainleri daha cok baglandiklar1 proteinlerin C-terminallerinde bulunan PLM’leri
tanimaktadir. Bunun disinda PLM-dis1 ve PDZ-PDZ baglanmalar da tanimlanmig
bulunmaktadir (404).

PDZ domaini iceren proteinler, plazma membraninin 6zel kisimlarinda
multiprotein komplekslerinin olusumunu organize eden iskele proteinleri olarak islev
gormektedir. Homo- ve heteromerik yapilar olusturabilen bu proteinler; reseptorler,
iyon kanallari, sinyal molekiilleri, transmembran proteinler, aktin ve aktine-baglanan
molekiiller gibi birbirleri ile etkilesim gosteren ¢esitli proteinleri baglanma yolu ile bir
araya getirmektedir. Bu gorevlerine ek olarak, dogrudan veya dolayli olarak hiicre

iskeletine de baglanabilmektedirler (175, 431, 508).
2.4.1.5.1. USH1C (DFNB18)

Konjential cok agir derecede duyma kaybr ile karakterize DFNB18’den sorumlu
olan USH1C geni, harmonini kodlamaktadir (15, 234). Farelerde sekiz farkli harmonin
izoformu bulunmaktadir. Sahip olduklari domain organizasyonlarina gore bu
izoformlar, harmonin-a, -b ve -c olmak tizere ii¢ farkli izoform grubuna ayrilmaktadir.
En uzun izoformu olusturan harmonin-b’de iic PDZ (PDZ1-3), iki CC (CC1 ve CC2) ve
bir PST (prolin-serin-treonin) domaini yer almaktadir. PDZ1, PDZ2, CC1 domainleri
harmonin-a ve —c’nin her ikisinde de yer almakta iken harmonin-a, ek olarak PDZ3
domainini de icermektedir. Harmonin-a ve —c izoformlar hiicre iskeletine baglanmada

rol oynayan PST domaininden yoksun bulunmaktadir. Sekiz farkli harmonin
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izoformundan yedisinin i¢ kulakta eksprese olurken gozde sadece harmonin-al’e ait
transkriptlerin bulundugu gosterilmistir. Antikor kullanilarak yapilan c¢alismalarda,
harmoninin kokleadaki lokalizasyonunun sa¢ hiicreleri ile siirli oldugu goriilmiistiir
(588). Harmonin-b’nin stereosiller ve kutikiiler plakta lokalize olurken diger harmonin
izoformlarinin sa¢ hiicrelerinin lateral plazma membrani ile ribon sinapslarinda

bulundugu bildirilmektedir (59, 449).

Ushlc geninde homozigot mutasyon tasiyan deaf circler (dfcr) farelerinde
(Ush1c®™™¥)  yapilan histolojik calismalar, sa¢ demetlerinin organizasyonlarini
kaybetmis ve yayvanlasmis oldugunu, izleyen siirecte dejenere sac hiicrelerinin ortadan
kalktigim1 ve sekonder olarak spiral ganglion hiicrelerinin kayboldugunu gostermistir
(237). Ush1c™®"Jerden elde edilen histolojik bulgular; shl, walizer, Ames waltzer ve

Jakson shaker (Js) farelerinde (Sans™"

) gozlemlenen patolojik sa¢c demeti yapilan ile
biiyiik benzerlik gostermektedir (16, 128, 237, 270, 497). Bu benzerlige dayanilarak sa¢
hiicrelerindeki partnerlerinin saptanmasi i¢in yapilan calismalar, harmoninin miyozin
VIla, kaderin-23, protokaderin-15, SANS, usherin izoform b, VLGRI1b, NBC3,
USHBP1, harp, DOCK4 ve F-aktine baglandigini gostermistir (59, 231, 238, 282, 447,
448, 449, 510, 614, 637). Her bir iiyesinin Usher sendromundan sorumlu olmasi nedeni
ile, harmonin ve bir diger PDZ iceren iskele proteini olan whirlin (bk. 2.4.1.5.2.) ile bu
iki proteine bagli diger proteinlerden olusan komplekse Usher protein interaktomu

(UPI) ad1 verilmektedir (580).

Harmonin ve ona baglh proteinlerin aktin filamentler {iizerinde tasinarak
stereosillerdeki  gbrev  bolgelerine  ulastirilmalart  miyozin  VIla  tarafindan
saglanmaktadir (59, 363). Embriyonik donemde harmonin, usherin izoform b, VLGR1b,
kaderin-23 ve protokaderin-15’ten olusan UPI’nin, miyozin VIla ve vezatin iizerinden
aktin omurgaya baglanip stereosiller arasindaki geg¢ici baglantilar1 olusturdugu
bildirilmektedir (4, 282). Postnatal donemde ise harmonin ile ona baglanan kaderin-
23’tin katildign bagka bir UPI’nin yatay baglantilari meydana getirdigi tahmin
edilmektedir (4, 145). Sans''lerde yapilan caligsmalara dayanilarak SANS’nin,
miyozin VIla ve harmonin-b molekiillerini mikrotiibiiller iizerinde tasiyarak kutikiiler
plaktan stereosillere gecirdigi ileri stiriilmiistiir (5, 145, 448). Harmonin-b ile DOCK4
arasindaki etkilesimin F-aktin dinamiklerini diizenlenyen sinyal iletim yollar ile iligkili

oldugu diisiiniilmektedir (637). Sa¢ hiicrelerinin sinapslarinda lokalize olan harmonin-
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al’in ise sinaptik uzantilarin yapi, kompozisyon ve fonksiyonunu kontrol eden bir

UPI’nin yapisinda yer aldig1 bildirilmektedir (449; bk. 2.4.1.5.2.).
2.4.1.5.2. WHRN (DFNB31)

Cok agir diizeyde prelingual duyma kaybr ile karakterize DFNB31 ile iligkili
olan WHRN geni, whirlini kodlamaktadir (354, 386). Koklear ve vestibiiler sag
hiicrelerinde eksprese olan whirlinin, stereosillerin apikal uglar1 ile bazal bilek
baglantilarinda ve DSH’lerin ribon sinapslarinda lokalize oldugu saptanmistir (41, 125,

269, 354, 580).

WHRN/Whrn geni, biri iic PDZ (PDZ1-3) ve bir PR domaini igeren uzun ve
digeri PR domaini ile birlikte sadece PDZ3 domainini iceren kisa olmak iizere iki farkli

whirlin izoformu kodlamaktadir (354).

Whrn""*"lerde yapilan histolojik incelemelerde DSH’lerin “V/W” yerine “U”
seklinde bir organize oldugu, stereosillerin kisaldigi ve basamak seklindeki
organizasyonlarinin kayboldugu goriilmiistir (216). Benzer stereosil yapr ve
organizasyon defektlerinin Myo15™#*"®lerde de gdzlemlenmis olmasina dayanilarak
yapilan calismalar, whirlinin stereosillerin u¢ kisimlarina miyozin XVa tarafindan

tasindigini ortaya koymustur (41, 125, 269; bk. 2.4.1.4.2.5.).

Whirlinin sag hiicrelerinde etkilesime girdigi saptanan diger proteinler arasinda
miyozin VIla, netrin-G1 ligandi, usherin izoform b, VLGR1b, p55/4.1R ve CASK/4.1N
yer almaktadir (4, 125, 580, 352). Postnatal evrede whirlinin miyozin VIIa, USH2A-b
ve VLGRI1b gibi UPI iiyeleri ve ekstraselliiler domainleri Ca* varliginda homofilik
etkilesim gosteren netrin-G1 ligand1 ile etkileserek bilek baglantilarinin yapisina
katildig1 bildirilmektedir (4, 125, 363). Whirlinin stereosillerin uzamasi ve sac
demetlerinin basamak seklinde organize olmasindaki islevini p55/4.1R kompleksi ile
etkileserek gerceklestirdigi ileri siirtilmektedir (352). DSH’lerin ribon sinapslarinda
whirlin, usherin izoform b, VLGR1b ve CASK/4.IN’den olusan UPI’nin SANS
araciligi ile harmonin-al, miyozin VIla, kaderin-23, protokaderin-15 ve NBC3’ten
olusan baska bir UPI ile etkileserek sinaptik uzantilarin organizasyonuna katildig:

bildirilmektedir (282, 580).
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2.4.1.6. RDX (DFNB24)
Prelingual ¢ok agir derecede duyma kaybi ile karakterize DFNB24’ten sorumlu

olan RDX geni, radiksini kodlamaktadir (264). Radiksin, ezrin ve moesin ile birlikte,
ERM (ezrin-radixin-moesin) protein ailesini olusturmaktadir. ERM ailesi iiyelerinin
domain organizasyonlari N-terminal FERM ve C-terminal domaini (CTD) ile bunlarin
arasinda yer alan o-heliks ve PR domainlerinden olusmaktadir (401). FERM domaini
sitoplazmik proteinlerin plazma membranina yerlesimini saglamaktadir (88). a-heliks
domaini ise radiksinin aktivasyonunda rol oynamaktadir (230). CTD domaini aktine
baglanma motifini icermektedir (556). Radiksin molekiilleri baslangi¢cta FERM ve CTD
domainleri birbirlerine bagli oldugu icin inaktif halde bulunmaktadir. PIP,’nin FERM
domainine baglanmasi ile aktiflesen radiksinler, aktin filamentlerin plazma

membranindaki adezyon proteinlerine baglanmasina aracilik etmektedir (68).

Farelerde yapilan analizler, koklear sa¢ hiicrelerinin ERM ailesi iiyelerinden
ezrin ve radiksini eksprese ettiklerini gostermistir (264, 275). Isitmenin gerceklestigi
P14’e kadar olan gelisimsel evrede sac hiicrelerinde yiiksek miktarda radiksin ve az
miktarda ezrine rastlanmaktadir. Pl4’ten itibaren ezrin ekspresyonu azalarak

kaybolmakta ve eriskin donemde stereosillerde sadece radiksin bulunmaktadir (275).

Rdx KO (Rdx"') farelerde duyma kayb1 erigkin donemde kendini
gostermektedir. Histolojik incelemeler, P14’e kadar gelisimleri normal olan sag
hiicrelerinin izleyen siirecte dejenere olmaya basladiklarin1 ve P40 civarinda tamamen
ortadan kalktiklarimi gostermistir. Bu durumun, ezrinin Rdx™ farelerdeki radiksin
yoklugunu P14’e kadar kompanse etmesi ile iligkili oldugu ileri siiriilmektedir.
Stereosillerin devamliligina katkida bulunan radiksinin gelisimsel siirecte rol oynayip

oynamadig1, ezrinin kompanse edici aktivitesi nedeni ile saptanamamistir (275).

2.4.1.7. TRIOBP (DFNB28)

TRIOBP geni mutasyonlari, prelingual ¢ok agir diizeyde duyma kaybi ile
karakterize DFNB28’den sorumlu bulunmaktadir (454, 506). TRIOBP/Triobp geni
transkriptlerinin alternatif olarak kirpilmasi sonucunda uzun, kisa-N ve kisa-C olmak
iizere ii¢ farkli varyant grubu ortaya ¢ikmaktadir (454, 491, 506). Uzun TRIOBP’lerde
cok sayida N-terminal tekrar dizisini takiben PXXP tekrarlarindan olusan PR domaini,
PH (pleckstrin homology) domaini ve C-terminal CC domaini yer almaktadir. Kisa-N

varyantlarinda sadece N-terminal tekrar dizileri ile PR domaini, kisa-C izoformlarinda
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ise PH ve CC domainleri bulunmaktadir (454, 506). PR domaileri SH3 domainlerinin
baglanmasi i¢in hedef teskil etmektedir (291). PH domainlerinin fosfolipid, F-aktin ve
aktin ile iliskili proteinlere baglanmay1 sagladigr bildirilmektedir (491, 507).
Dimerizasyondan sorumlu CC domainlerinin ¢ubuk benzeri yapilar olusturarak —aktinin
de aralarinda yer aldigi- cesitli proteinlere baglanmada rol oynadigi bildirilmektedir

(334, 491).

Ekspresyon caligmalari, kisa-C varyantlarinin ¢ok sayida dokuda eksprese
olurken uzun izoformlarin ekspresyonlarinin i¢ kulak, retina ve beyin ile simirh
kaldigini, kisa-N izoformlarinin ise yiiksek diizeyde retinada ve az miktarda i¢ kulakta
bulundugunu gostermistir (454, 506). Antikorlar ¢aligmalari, Triobp’nin stereosillerde

aktin filamentleri boyunca lokalize oldugunu ortaya koymustur (506).

Maya iki-hibrid taramasinda Triobp’nin Trio ile etkilestigi saptanmistir (491).
Rho GTPazlan aktive eden Dbl-homology GEF ailesinin bir iiyesi olan Trio’nun hiicre
gereksinimlerine (6rnegin, hiicre biiyiimesi ya da gogii) gore aktinin organizasyonunun
yeniden diizenlenmesinde rol oynadigi bildirilmektedir (54, 490). Ektopik olarak
eksprese edildiginde dogrudan F-aktine baglandigi saptanan Triobp’nin, aktin
stabilizasyonu ve hiicre-iskeletinin regiilasyonunda rol oynadigi ileri siiriilmektedir

(491).

2.4.2. Hiicre Adezyon Molekiillerini Kodlayan Genler

2.4.2.1. CDH23 (DFNB12)

Prelingual donemde ortaya c¢ikan agir-cok agir diizeydeki duyma kaybi ile
iligkili DFNB12’den sorumlu CDH23 geni, kaderin-23 (otokaderin)’ii kodlamaktadir
(65, 81). Kaderinler hiicre-hiicre adezyonu olusturan transmemban proteinlerdir.
Kaderinlerin ekstraselliiler domainlerinde ektodomain adi verilen tandem kaderin
motifleri (ekstraselliiler kaderin [EK] tekrarlari) bulunmaktadir. Karsilikli hiicrelerin
membranlarinda yerlesik kaderinlerin EK tekrarlart Ca™ varliginda birbirleri ile
homofilik etkilesimler gostermekte ve dayanikli interselliller yapilar olusturmaktadir
(402, 425). Kaderin-23’iin ekstraselliiler N-terminal sinyal peptidi ve 27 EK tekrarini
bir transmembran (TM) domain ve sitoplazmik C-terminalde yer alan PLM (distal
PLM, dPLM) izlemektedir (59, 62, 431). CDH23/Cdh23 transkriptinin sitoplazmik
domaininin i¢ kisminda ilave PLM (proksimal PLM, pPLM) kodlayan bir insert tagiyan
68. eksonunun alternatif olarak kirpilmasi sonucunda kaderin-23A (+68) ve -23B (-68)
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izoformlar ortaya c¢ikmaktadir (59, 65, 129, 510). Kaderin-23A i¢ kulakta eksprese
olurken kaderin-23B’yi kodlayan mRNA'’lara aralarinda koklea, beyin ve noronal
retinamin da bulundugu cok sayida dokuda rastlanmaktadir (510). Kaderin-23A sahip
oldugu pPLM ile harmoninin PDZ1 domainine ve dPLM ile de PDZ2 domainine
baglanmaktadir (59, 510). Hiicre ici sinyal iletiminin diizenlenmesinde rol oynadigi
diisiiniilen kaderin-23C izoformu ise sadece C-terminal sitoplazmik bolgeden olusmakta

ve sentrozomlarda lokalize olmaktadir (294).

Cdh23 geninin endokoklear ekspresyonu, sa¢ hiicreleri ve Reissner membrani ile
stirh kalmaktadir (59, 61, 128, 624). Sac hiicrelerinin gelisimi sirasinda kaderin-23A
stereosiller arasinda gecici baglantilarda lokalize olmaktadir (59, 364, 510). Gelisimi
tamamlayan sac¢ hiicrelerinde kaderin-23A peri-kutikiiler alanda, kaderin-23B ise

kinosilyum ile en uzun stereosil arasinda yer almaktadir (294, 364).

Cdh23 geninde homozigot mutasyon tastyan waltzer (v) farelerinde (Cdh23"")
yapilan histolojik calismalarda, embriyonik donemde stereosiller arasindaki mesafelerin
artigns ve DSH’lerdeki sa¢ demetlerinin “V/W” seklindeki organizasyonlarinin
bozulmus oldugu goriilmiistiir. Postnatal donemde DSH’lerde stereosil sayisinin
azaldig1, ISH’lerde ise sa¢ demetlerinin “U” seklindeki organizasyonlarimin defektif
oldugu ve kinosilyumlarin normal yerlesimlerini kaybettigi gbzlemlenmistir (128, 217,
594, 624). Cdh23""’lerden elde edilen bulgular ile sa¢ hiicrelerindeki lokalizasyonu
birlikte degerlendirildiginde, kaderin-23’iin gelisimsel donemde stereosiller aras1 gegici
baglantilarin olusturulmasindan ve sa¢ demetlerinin devamliligindan sorumlu oldugu

bildirilmektedir (128, 294, 364, 624).

2.4.2.2. PCDH15 (DFNB23)

Prelingual duyma kaybn ailelerinde kritik bolge analizi ve aday gen yaklagimu ile
tanimlanan PCDHI15 geni, protokaderin-15’1 kodlamaktadir (13). Protokaderinler,
Ca*®a bagh hiicre-hiicre adezyon molekiillerinden kaderin gen ailesinin en biiyiik alt-
ailesini  olusturmaktadir. Protokaderinleri klasik kaderinlerden ayiran ozellik
ektodomainleri kodlayan farkli dizilere sahip olmalaridir (166, 474). Kaderinlere kiyasla
protokaderinler zayif homofilik etkilesimler gostermektedir (166). Buna karsilik
heterofilik etkilesim yetenekleri bulunmaktadir (533).

PCDHI15 geni, ti¢ii uzun diger ikisi kisa olmak {iizere bes farkli protokaderin-15

izoformu kodlamaktadir. Uzun protokaderin-15 izoformlarinda (protokaderin-15-CDI, -
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CD2 ve -CD3) 11 EK tekrari, bir TM domaini ve intraselliller kisimda ise iki PR
domaini ve bir PLM yer almaktadir (10, 14, 16). Uzun protokaderin-15 izoformlar1
birbirlerinden farkli uzunluktaki sitoplazmik kisimlar1 ve bunlarda yer alan farkli
PLM’ler ile ayrilmaktadir (10). Kisa izoformlardan protokaderin-15-AEC1-8’de bir N-
terminal sinyal peptidi ve ii¢ EK tekrar1 bulunmaktadir. Protokaderin-15-AEC1-8 ile
uzun protokaderin-15 izoformlan arasinda EK tekrarlarindan C-terminale kadar olan
kistmdaki genel domain organizasyonu ag¢isindan farklilik bulunmamaktadir (13). Bir
diger kisa izoform olan protokaderin-15-SI’de C-terminal sitoplazmik domain
bulunmamaktadir. Uzun izoformlardaki ilk 10 EK tekrarindan olusan bu izoformun

hiicreden salindig: ileri siiriilmektedir (10).

Farede Pcdhl5 geni, -6zellikle embriyonel donemde- polarize olmus epitelyal
yapilara sahip, silli hiicrelerden olusan dokularda eksprese olmaktadir (16, 384). Fetal
kokleada destek hiicreleri ile dis sulkus ve spiral ganglion hiicrelerinde eksprese olan
protokaderin-15’in, mikrovilluslardan farklilasan stereosiller boyunca yerlesik oldugu

ve ayrica kutikiiler plakta bulundugu bildirilmektedir (13, 17, 448).

Pcdh15 geni mutasyonlar icin homozigot olan Ames waltzer (av) farelerinde
(Pcdh15™™) yapilan histolojik ¢alismalar, erken postnatal dénemde DSH ve
ISH’lerdeki sa¢ demeti organizasyonlarinin kokleanin bazal kistmlarindan baslayarak
bozuldugunu, izleyen siirecte sac hiicreleri, spiral ganglion hiicreleri ve destek
hiicrelerin ortadan kalktiginm1 ve sonugta Korti organinin ¢oktiigiinii gostermistir (16,
199). PCDH15/Pcdh15 geninin zebra baliklarindaki iki paralogundan i¢ kulaga spesifik
olan Pcdhl5a geninde mutasyon tasiyan orbiter (orb) larvalarinda (Pcdhl5a®™°™)
yapilan caligmalarda da sa¢ demeti organizasyonlarinin ilerleyici bozulma gosterdigi
saptanmustir  (489). Pcdh15™™ ve Pcdh15a”*™lardan elde edilen bulgulara

dayanilarak, protokaderin-15’in postnatal sa¢ hiicrelerinde stereosiller arasindaki yatay

baglantilarin olusturulmasinda gorev aldig ileri siiriilmiistiir (13, 145, 448).

Protokaderin-15, PLM domaini araciligi ile harmoninin PDZ2 domainine ve
sitoplazmik domaini ile de miyozin VIla’min SH3-MyTH4 domain segmentine
baglamaktadir (5, 447, 501). Protokaderin-15’in PDZ-PLM etkilesimi araciligi ile
baglandig1 harmonin-b iizerinden aktin hiicre-iskeletine tutundugu bildirilmektedir (5).
Myo7a™™ " jle Pcdh15™*lerde yapilan ¢aligmalar, protokaderin-15’in stereosillere

miyozin VIla tarafindan tasindigin1 ve miyozin VIIa’nmin stereosillerde fonksiyon
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gordiigii spesifik lokalizasyonlara protokaderin-15 araciligr ile yerlestigini gostermistir
(501). Diger taraftan, Pcdhl5*™ sa¢c hiicrelerinde MED’in gerceklesmedigi
gozlemlenmistir (501). Ug baglantilarina spesifik olarak baglanan antijenin
protokaderin-15 oldugu ve protokaderin-15-CD2 ve —CD3 izoformlarinin stereosillerin
apikal uclarinda MED kanal kompleksi ile ko-lokalizasyon gosterdigi ortaya konmustur
(10). Myo7a*™"*""lerde de MED’in gerceklesmedigi (497) ve harmoninin MED kanal
kompleksinin yer aldig stereosillerin apikal ug¢larinda lokalize oldugu gosterilmistir (5,
59). Bu veriler, stereosillerde harmonin-b, miyozin VIla ve protokaderin-15’in katildig1
fonksiyonel bir UPI’nin ug¢ baglantilarinin yapisini olusturarak ya da ses kaynakli
titresimlerin meydana getirdigi uc¢ baglantist gerilimlerine karsi gii¢ olusturarak MED
kanallarmin  acilip kapanmasinda rol oynadigin1 disiindiirmektedir.  Ayrica,
protokaderin-15’in sa¢ hiicrelerinin sinapslarinda harmonin-al’in organizatorliigiindeki

bir UPI’nin bileseni oldugu ileri siiriilmektedir (448; bk. 2.4.1.5.1.).

2.4.3. Yapisal Proteinleri Kodlayan Genler

2.4.3.1. COCH (DFNAY9)

Yasamin 2.-3. dekadinda yiiksek frekanslarin tutulumu ile kendini gosterip 5.-6.
dekadlarda anakusis ile sonuglanan progresif sensorindral duyma kaybi ile iliskili
DFNA9’dan sorumlu olan COCH geni, koklini kodlamaktadir (343, 460). Koklinin dért
farkli izoformu (koklin-16, -40, -44 ve -60) bulunmaktadir (50, 281, 459). En uzun
izoform olan koklin-60, N-terminalde yer alan kisa sinyal peptidini takip eden bir
Limulus faktér C-homolog (FCH/LCCL) domain ve iki von Willebrand faktér A
(VWFA1 ve VvWFA2) domaini icermektedir. Koklin-40 ve -44’te FCH/LCCL
domainleri bulunmamakta iken koklin-16 (koklin-tomoprotein, KTM) sadece
FCH/LCCL domaininden olusmaktadir (50, 227, 228, 431, 459). FCH/LCCL domaini
otonom katlanma 6zelligine sahiptir (321). vVWFA domainleri ise daha ¢ok ekstraselliiler

matriks (ESM) proteinlerinde yer almaktadir (50, 555).

Koklin i¢ kulaktaki ESM’nin kollajen olmayan major bilesenini olusturmaktadir
(227, 459). KTM disindaki koklin izoformlar1 spiral ligament, spiral lumbus ve spiral
laminada eksprese olmaktadir (341, 458, 461). Koklin eksprese eden endokoklear
dokular mezoderm kokenlidir (458). Koklin-60’in proteolitik kesiminden olusan

KTM’nin perilenfe salindigi bildirilmektedir (228).
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DFNAS9 olgulariin temporal kemiklerinde yapilan histopatolojik incelemeler,
spiral limbus, spiral lamina ve spiral ligamentte asidofilik/eozinofilik atiklarin
biriktigini ve izleyen siirecte fibrositlerde atrofi meydana geldigini gostermistir (268,
359). HeLa hiicrelerinde yapilan calismalarda ise mutant koklin-60 molekiillerinin
ESM’de biriktigi gozlemlenmistir (189). Bu bulgulara dayanilarak DFNA9’un, mutant
protein toksisitesi nedeni ile fibrositlerin ortadan kalkmasi sonucunda endokoklear iyon

homeostazinin bozulmasi ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (458).

FCH/LDDL domaininin, gram-negatif bakterilerin yiizeylerindeki major
komponent olan LPS’ye baglanabilme 6zelliginde oldugu bildirilmektedir (551). Buna
gore Ozellikle oval pencere araciligiyla kulagin dis kisimlar ile iliskide olan perilenfe
salinan KTM’nin enfeksiyonlara karsi savunmada rol oynadigi ileri siiriilmektedir

(228).

2.4.3.2. COL11A2 (DFNA13 ve DFNB53)

Daha cok postlingual déonemde orta frekanslarin tutulumu kendini gosteren ve
ilerleyerek tiim frekanslarda agir-cok agir duyma kaybi ile sonuglanan DFNA13 ile
prelingual cok agir duyma kaybi ile karakterize DFNB53’ten sorumlu olan COL11A2
geni, kollajen 02(XI) zincirini kodlamaktadir (52, 71, 85).

Kollajenler, her biri Gly-X-Y tripeptid dizileri iceren {i¢ o zincirinden
olugmaktadir. Bir araya gelen a zincirleri birbirlerine sarilarak ve birbirleri etrafinda
donerek kollajen fibrilini meydana getirmektedir. Gly-X-Y tripeptidleri a zincirleri
arasindaki etkilesim acgisindan olduk¢a Onemlidir. Tripeptid dizisinin birinci
pozisyonunda bulunan glisin dogadaki en kiiciikk aa olup ii¢ a zincirinin bir araya
gelebilmesi i¢in bilyilk Oneme sahiptir. X pozisyonunda genellikle prolin, Y
pozisyonunda ise hidroksiprolin bulunmaktadir. Prolin ve hidroksiprolinin, o
zincirlerinden olusan tiglii sarmalin stabilitesinin saglanmasi icin gerekli oldugu
bildirilmektedir. Fibril olusturan kollajenler simifinda yer alan kollajen XI,
fibrilogenezde kollajen fibrillerinin lateral gelisiminde rol oynamaktadir (277, 388,

431).

Coll1a2 geninin ekspresyonu, P1-5’te i¢ sulkusun koken aldigi biiyiik epitelyal
sagri ve tektoryal membranin olusumuna katilan yan duvarda izlenmekte iken P13

civarinda i¢ sulkus ile Cladius ve Boettcher hiicrelerine dogru kaymaktadir (355, 509).
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Transjenik Collla2” fare modellerinde elektron mikroskobu ile yapilan
incelemeler, tektoryal membrandaki kollajen fibrillerinin organizasyonunun bozulmus
oldugunu gostermistir. Bu bulgu, Collla2 geninin kokleadaki erken postnatal
ekspresyon paterni ile birlikte ele alindiginda, XI kollajenin tektoryal membranin

Onemli bir komponenti oldugunu ortaya koymaktadir (355).

2.4.3.3. OTOA (DFNB22)

Orta-agir diizeydeki prelingual duyma kaybi ile karakterize DFNB22’den sorulu
olan OTOA geni, i¢ kulaga spesifik bir protein olan otoankorini kodlamaktadir (670).
Otoankorinin aminoasit dizisi mezotelin ve baska bir koklear protein olan stereosilin ile
zayif homoloji gostermektedir (240, 670). Otoankorinin, substrat adezyonunda rol
oynayan mezotelin gibi glikosilfosfatidilinositol (GPI) ile iliskili bir membran proteini
olabilecegi ileri siiriilmektedir (670). Diger taraftan, C-terminal kisimlar arasinda
homoloji saptanan otoankorin ve stereosilinin birbirleri ile etkilesiyor olabilecekleri

diistiniilmektedir (240).

Otoankorinin fare kokleasindaki ekspresyonu tektoryal membranin iki tutunma
bolgesinde saptanmistir. Kalici ekspresyonun goriildiigii ilk bolge spiral limbusun iist
yiizeyi olup otoankorinin buradaki ekspresyonu, tektoryal membranin limbal bolgesi
spiral limbusa tamamen tutunana kadar izlenebilmektedir. Otoankorin ekspresyonunun
gecici olarak saptanabildigi ikinci bolge ise tektoryal membranin altinda homojen bir
serit halinde uzanan ve gelismekteki duyusal epitelyum ile iliskide olan bolgedir.
Kokleadaki esas yerlesimi dolayisiyla otoankorinin roliiniin tektoryal membranin spiral
limbusa bagh kalmasini saglamak oldugu diisiiniilmektedir (670). Diger bir modelde,
MED’in olusumu i¢in sa¢ demetleri ile bunlarin tizerlerinde uzanan aselliiler jel yapilari
arasinda olmas1 gereken etkilesimin otoankorin-stereosilin sistemi ile gergeklestigi ileri

siirlilmektedir (240; bk. 2.4.3.4.).

2.4.3.4. STRC (DFNB16)

Diisiik ve orta frekanslarda orta, yiiksek frekanslarda agir diizeyde duyma kaybi
ile iliskili olan DFNB16’dan sorumlu STRC geni stereosilini kodlamaktadir (589, 592).
Fonksiyonu bilinmeyen stereosilinin stereosillerde lokalize oldugu bildirilmektedir
(589). N-terminalinde bir sinyal peptidi yer alan stereosilinin hidrofobik rezidiilere
sahip C-terminali DFNB22’den sorumlu OTOA’nin kodladig1 otoankorinin C-terminali

ile homoloji gostermektedir (240, 589). Bu homolojiye dayamlarak gelistirilen bir



42

modele gore, MED kanallarinin agilmasi icin gerekli olan sa¢ demetlerinin biikiilmesi
sirasinda meydana geldigi diisiiniilen sa¢ demeti-aselliiler jel etkilesiminde otoankorin-
stereosil baglanmasi rol oynamaktadir. Bu modelde, otoankorin aselliiler jel yapisi,

stereosilin ise sa¢ demeti tarafindaki partner olarak tamimlanmaktadir (240; bk. 2.4.3.3.).

2.4.3.5. TECTA (DFNAS8/12 ve DFNB21)

Prelingual, non-progresif, orta frekans duyma kaybi formu DFNAS, pre-
/postlingual, progresif, orta-yiiksek frekans duyma kaybi formu DFNA12 ve tiim
frekanslarda prelingual duyma kayb1 formu DFNB21’den sorumlu olan TECTA geni, a-
tektorini kodlamaktadir (52, 188, 274, 387, 396, 586, 587).

a-tektorinin domain organizasyonu, N-terminalde bir sinyal peptidi, bir entaktin
G1 (ENT) domaini, dért von Willebrand faktér D (vWFD1-4) tekrarindan olusan bir
zonadesin (ZA) domaini, bir zona pellusida (ZP) domaini ve C-terminalde hidrofobik
bir bolgeden olugmaktadir (305). ZP, memelilerde yumurtay1 saran ekstraselliiler bir
ortii proteinidir ve ZP domaini filament olusumunda gorev almaktadir (241, 305). ZA
ise spermin dis kisminda bulunan bagka bir oOrtii proteinidir ve ZP’ye baglanabilme
yetenegindedir (305, 548). vVWFDI1-4 tekrarlar protein multimerizasyonunu saglayarak

filament/jel olusumunda rol oynamaktadir (305).

Tecta geninin ekspresyonu i¢ kulaga 6zgiidiir. Embriyonal dénemde biiyiik ve
kiiciik epitelyal sagr1 ile Hensen hiicrelerinde eksprese olan Tecta, postnatal donemde
tektoryal membranin olusumunda yer alan spiral limbusta ekspresyon gostermektedir
(305, 445). o-tektorin prekiirsorii GPI ile bagl oldugu hiicre membranindan proteolitik
kesim ile salinmaktadir. a- ve -sadece ZP domaini bulunan- B-tektorinler, ZP-ZP ya da
ZA-7ZP domain etkilesimleri ile homomerik veya heteromerik filament olusturmakta ve
tektoryal membranin kollajen olmayan matriksinin olusumunu saglamaktadir (305,

431).

Hedeflenmis mutasyon teknigi kullanilarak o-tektorinin ENT domaininin
delesyona ugratilmasi sonucunda elde edilen fareler (Tecta"™NT2ENT) jle insanda 50-80
dB duyma kaybn ile iliskili olan TECTA genindeki p.Y1870C mutasyonu i¢in knock-in
(KI) fare modellerinde (Tecta”'8°“Y!87°Cy yapilan incelemeler, kollajenlerin tektoryal
membranda bulunduklarin1 ancak kendi aralarinda organize olamadiklarini, kollajen
olmayan matrikste yer alan [-tektorin ve otojelin gibi glikoproteinlerin tektoryal

membranda  yer  almadigimi  gostermistir.  Eriskin  Tecta™ ™' ve
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Tecta” 80 1¥7%C erde yapilan histolojik incelemelerde ise tektoryal membranin spiral
limbustan ayrilmig ve Korti organi ile iligkisinin kesilmis oldugu saptanmistir. Elde
edilen bulgulara dayanilarak o-tektorinin, tektoryal membrandaki kollajenlerin
organizasyonu ile kollajen olmayan matriksin ve tektoryal membran ile spiral limbus

arasidaki baglantinin stabilitesi icin gerekli oldugu ileri siiriilmektedir (303, 304).

Tecta"™"**Tlerden elde edilen fizyolojik veriler tektoryal membranin
DSH’lerin baziler membrandaki vibrasyonlara dogru kazanim ve zamanlama ile geri-
beslemede bulundugunu ve bu sayede “koklear ¢ogaltici’ya katki sagladigimi ortaya
koymustur (303). Tektoryal membran ile noroepitelyal yiizeyin irtibatinin kesilmedigini
ancak aradaki mesafenin artmis oldugu Tecta”'®°“““lerde yapilan caligmalar ise
tektoryal membranin Hensen hiicreleri iizerinde uzanan retikiiler lamina ile etkileserek

de “koklear ¢ogaltici”ya katki sagladigimi gostermistir (304).

2.4.4. iyon Homeostazinda Rol Oynayan Proteinleri Kodlayan Genler

2.4.4.1. CRYM
cDNA mikrogip analizleri ile i¢ kulakta yiiksek diizeyde ekspresyon gosterdigi
saptanan CRYM geninin, aday gen yaklasimi ile duyma kaybi populasyonunda

taranmasi sonucunda orta-agir diizeydeki ODNSDK ile iligkili oldugu saptanmistir (1).

CRYM geni, tiroid hormonuna baglanan sitosolik bir protein olan p-kristalini
kodlamaktadir (1). Tiroid hormonuna baglanan proteinler, T3 ve T4’e sitoplazmada
yiiksek afinite ile baglanmakta ve intraselliiler tiroid hormonlarinin homeostazinda rol

oynamaktadir (591).

Ekspresyon analizleri, Crym geninin fare kokleasinda spiral ligamentin lateral
fibrositleri ile spiral limbus fibrositlerinde eksprese oldugunu gostermistir (1). Spiral
ligament ve spiral limbus fibrositlerinin endokoklear potansiyel olusumu ve K*
homeostazina katilmaktadir (604). T3, cesitli dokularda Na, K-ATPaz alt-iintilerinden
al (Atplal) ve Bl (Atplbl)’in ekspresyonunu saglamaktadir (158, 408). Bu verilere
dayanilarak yapilan calismalar, p-kristalin ve Na, K-ATPaz ekspresyonlarinin spiral
ligamentin lateral duvarinda yer alan tip II fibrositlerde ortiistiigtinii gostermistir (414).
Fonksiyonel analizlerde, mutant p-kristalin molekiillerinin T3’leri hiicre niikleusuna
tastyamadiklart goriilmiistiir (414). Diger taraftan, hipotiroidi kaynakli duyma kaybi

olan hayvanlarin koklealarinda Atplal ve Atplbl’lerin ekspresyon diizeylerinin
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azaldigr bildirilmistir (669). Elde edilen veriler 1s18inda, p-kristalinin T3’leri spiral
ligamentin tip II fibrositlerinin niikleuslarina tasiyarak Na, K-ATPaz ekspresyonunu

sagladig1 ve dolayisiyla endokoklear K™ homeostazina katildig ileri siiriilmiistiir (414).

2.4.4.2. Gap Junction Proteinleri

GJ protein (konneksin [Cx]) ailesi molekiiler agirliklar1 26-60 kDa arasinda
degisen en az yirmi iiyeden olusmaktadir. Insanda a-, p-, y- ve e-Cx’ler olmak iizere en
az dort simif tanimlanmigtir. o-Cx sinift yiikksek (>37 kDa), B-Cx sinif1 ise diisiik (<32
kDa) molekiiler agirligina sahip iiyelerden olusurken diger siniflardaki Cx’lerin
molekiiler agirliklart 31-47 kDa arasinda degismektedir. Intraselliiler N- ve C-
terminallere sahip olan Cx’lerin domain organizasyonu dort transmembran (M1-M4),

iki ekstraselliiler ve bir intraselliiler domainden olusmaktadir (149, 623).

Alt1 Cx bir araya gelerek konekson adi verilen homomerik ya da heteromerik bir
yar1 kanal meydana getirmektedir. Komsu hiicrelerde karsilikli olarak lokalize ayni ya
da farkli iki konnekson birleserek homotipik ya da heterotipik bir GJ olusturmaktadir.
Formasyonlarinda goriillen bu c¢esitli kombinasyonlar, GIJ’lere fonksiyonlarinda,
boyutlarinda ve acilip kapanmalarinda farkli o6zellikler kazandirmaktadir. GJ’ler,
boyutlar1 1 kDa’na kadar olan iyon, metabolit ve ikinci haberci gibi kii¢iik molekiillerin

difiizyonuna izin vererek komsu hiicreler arasinda iletisim saglamaktadir (149, 512).

Korti organinin destek hiicreleri ile spiral limbus ve stria vaskularis arasinda
lokalize olan GJ sistemi kokleadaki K™ homeostazi, endokoklear potansiyel olusumu ve

destek hiicreleri arasinda madde gegisinde rol oynamaktadir (271, 604, 659).
2.4.4.2.1. GJB2 (DFNA3 ve DFNB1)

Prelingual dénemde cok degisken odyolojik fenotipler ile kendini gosteren
DFNA3 ve DFNBI ile iliskili olan GJB2 geni, Cx26’y1 kodlamaktadir (346). Cx26’nin
eriskin kokleada duyusal olmayan epitelyal hiicreler, stria vaskularisin bazal hiicreleri,
spiral ligamentin tip I ve II fibrositleri, spiral limbus, destek hiicreleri ve mezensimal
hiicrelerde bulundugu (249, 298, 299, 628) ve bu ekspresyon paterninin endokoklear K*

sirkiilasyonu ile ortiistiigii bildirilmektedir (272).

Insandaki dominant negatif p.R75W mutasyonu icin transjenik fareler
(Gjb2R75W/ ") ile kokleanin destek hiicrelerine spesifik olan Otog geninin promotériiniin

kontrolii altindaki Cre rekombinaz kullanilarak Cx26 ekspresyonunun sadece destek
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hiicrelerinde hedeflendigi farelerde (Gjb2°"°8“™©°e®) yapilan histolojik ¢alismalarda,
DSH ile destek hiicrelerinde kayip, ISH’lerde dejenearsyon, ribon sinapslarinin
yapisinda bozulma ve Korti organinda deformasyon oldugu gozlemlenmis ancak
endokoklear K iyon homeostazinin bozulmadigi saptanmistir (93, 285).
Gjb20roscre/OreCe o de gergeklestirilen calismalar, ISH ve DSH’ler ile bunlarin destek

hiicrelerinde apoptozun meydana geldigini gostermistir (93).

Fonksiyonel c¢alismalar, mutant Cx26’larin olusturdugu kanallarin iyonlardan
daha biiyiik molekiillere kars1 gecirgenliklerinin degismis oldugu gostermistir (656). Bu
bulguya dayanilarak Cx26’nin, koklear hiicreler arasindaki iyonlar, sinyal molekiilleri,
metabolitler vb. gibi yasamsal maddelerin karsilikli gecisine dayanan hiicre-hiicre

iletisiminde rol oynadig diisiiniilmektedir (658).

Bugiine kadar NSDK’ya yol agan 100’iin iizerinde GJB2 mutasyonu
tanimlanmis bulunmaktadir (34). GJB2 mutasyonlarinin ORNSDK’larin yaklasik
yarisindan sorumlu oldugu bildirilmektedir (261, 520). Bunlardan 35delG mutasyonu
tek basina ORNSDK’nin en yaygin nedenini olusturmaktadir (169, 429, 431). Ornegin,
35delG mutasyonunun tiim GJB2 mutasyonlarina oran1 Avrupa genelinde %72 ve
Akdeniz toplumlarinda %85’e kadar ulagsmaktadir (111, 127, 162, 429, 520, 655).
35delG mutasyonu igin tasiyict siklign %?2-4 olarak verilmektedir (176, 431). Ancak
iilkeler arasinda tasiyic1 sikligi agisinda biiyiik farkliliklar bulunmaktadir: Italya’da %4,
Yunanistan’da %?3.5, 1spanya’da %2.5, Tunus’ta %1.3 ve Iran’da %1 (25, 147, 176,
349, 389). Giiney- ve Uzak-Dogu Asya iilkeleri ile Orta Afrika iilkelerinde yapilan
calismalarda ise 35delG mutasyonuna rastlanmamastir (3, 198, 324, 422, 444, 477, 601,
608). Diger taraftan Eskenazi Yahudileri’'nde 167delT, Japonya’da 235delC ve
Afrika’da p.R143W mutasyonlaria siklikla rastlanmaktadir (70, 174, 376). Tasiyict
sikliginin oldukga yiiksek olmasi nedeni ile 35delG mutasyonun bulundugu bdlgenin
mutasyonel hot spot oldugu oOne siiriilmiistiir (127, 431). Ancak 35delG homozigot
bireylerin kiigiik bir aralikta aymi haplotip yapisim1 gdstermesi, olast kurucu etkisine
baglanmakta ve bu mutasyonun ortak atanin gametlerinde ortaya ¢ikisi yaklasik 10000

yil 6ncesine tarihlenmektedir (574).

Molekiiler genetik caligmalar iilkemizdeki prelingual NSDK’larin yaklagik
%25’inin GJB2 genindeki mutasyonlardan kaynaklandigini ve 35delG mutasyonunun

saptanan GJB2 mutasyonlarina oraninin ~%75 oldugunu gostermistir (35, 561, 543).
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35delG mutasyonu i¢in Tirk toplumundaki tasiyict sikliginin %1.2-1.8 oldugu
hesaplanmistir (540, 561). 120delE ve IVS1+1G>A mutasyonlari, 35delG’den sonra
Tiirk toplumunda en sik goriillen GJB2 mutasyonlaridir (515, 540, 543).

2.4.4.2.2. GJB3 (DFNA2)

KCNQ4 ve heniiz tanimlanmamig {i¢iincii bir gen ile birlikte, postlingual
donemde yiiksek frekanslarin tutulumu ile ortaya ¢ikan progresif tipteki duyma kaybi
formu DFNA2’den sorumlu olan ve ORNSDK ile de iligkili oldugu bildirilen GJB3
geni, Cx31’1 kodlamaktadir (186, 325, 631). Cx31, embriyonel donemde kokleada
mezensimal orijinli hiicrelerde, eriskin donemde ise bazal kisimlarda spiral ligament ve
spiral limbusun fibrositlerinde ve apikal kisimlarda Deiter ve Hensen hiicrelerinde
eksprese olmaktadir. Ayrica spiral ganglion hiicrelerinde de GJB3 geni tarnskriptlerine

rastlandig bildirilmektedir (330, 331, 629).

X’e bagh, ge¢ ortaya cikishh duyma kaybi formu olan DFN3’ten sorumlu
POU3F4 geninin ortologu icin null mutant olan farelerde (Pou3f4™) yapilan
calismalarda Na, K-ATPaz ve Na-K-Cl kotransportorii ile birlikte Cx31’in spiral
ligament fibrositlerindeki ekspresyonunun azalmis oldugu gbzlemlenmistir. Bu bulgular
1s1ginda, Cx31’in spiral ligament ile spiral limbus aracilii ile K iyon sirkiilasyonu

ve/veya endokoklear potansiyel olusumunda rol oynadig ileri siiriillmektedir (630).
2.4.4.2.3. GJB6 (DFNA3 ve DFNB1)

GJB2 ile birlikte DFNA3 ve DFNB1’den sorumlu olan GJB6 geni, Cx30’u
kodlamaktadir (122, 123, 191, 307, 421). Cx30, embriyonel donemde sadece Korti
organinda, postnatal donemde ise destek hiicreleri, stria vaskiilarisin bazal hiicreleri,

interdental hiicreler ile spiral ligament ve spiral limbusun fibrositlerinde eksprese

olmaktadir (298, 299, 627).

Gjb6 geni i¢in null mutant farelerde (Gjb6'/') yapilan incelemelerde Korti
organindaki sa¢ ve destek hiicrelerinin apoptoza ugradigi, endokoklear potansiyelin

ortadan kalktig1 ve endolenfteki K™ konsantrasyonunun azaldigi saptanmstir (546).

Ayni koklear yapilarda eksprese olan Cx30 ve Cx26’larin heteromerik GJ’ler
meydana getirdikleri gosterilmistir (8, 164). GJB6 genini etkileyen delesyonlarin
(AGIB6), resesif GJB2 mutasyonlar1 ile trans olarak digenik duyma kaybina neden
oldugu bildirilmektedir (122, 123, 421). Gjb2 geninin bir kopyasim tasiyan BAC
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(bacterial artificial chromosome) klonu icin transjenik Gijb6” fare modellerinde
(BACGij/Gbe/') yapilan analizler, artmig Cx26 ekspresyonunun Gjb6” farelerdeki
duyma kaybi ile iliskili koklear fenotipleri tamamen kurtardigini gstermistir. Gjb6™
farelerde yapilan ileri ¢alismalarda, Cx30 ekspresyonunun yoklugunun Cx26’nin
protein miktarinda azalma ile iligkili oldugu saptanmistir (9). Bu veriler 15181nda, resesif
GJB6/Gjb6 mutasyonlarindan kaynaklanan duyma kayiplarinin Cx26 diizeylerinin
azalmasi ile iliskili oldugu ve bu nedenle digenik DFNB1’in ortaya cikisinda
AGJB6’nin bir nevi GJB2 null allel gibi davrandigi ileri siiriilmiistiir (532).

2.4.4.3. KCNQ4 (DFNA2)

GJB3 ve heniiz tammlanmamus tigiincii bir gen ile birlikte postlingual progresif
yiikksek frekans duyma kaybi formu DFNA2’den sorumlu olan KCNQ4 geni, voltaj
kapili bir K" kanal alt-iinitesi kodlamaktadir (186, 284). KCNQ ailesinin iiyelerinde alt:
TM domaini (S1-S6) bulunmaktadir. S4 domaininde voltaj-algilayic1 motif, S5 ve S6
domainleri arasinda yer alan bolgede ise bir P-loop’u ve K" iyonlarinin segilimi ile
iligkili GYGD (glisin-tirozin-glisin-aspartik asit) motifi yer almaktadir (457). Kcng4
kanallarma DSH’lerin bazal kisimlarinda ve ISH’lerin hiicre membranlarinda
rastlanmaktadir (267, 284, 410). KCNQ4 geni kokleada bazalden apekse dogru azalan
bir ekspresyon paterni gostermektedir (39).

KCNQ4 geni i¢in null mutant fareler (Kengd™) ile GYGD motifindeki ilk glisini
degistiren dominant negatif p.G286S mutasyonu icin KI farelerde (Kcngd®"e/™)
yapilan histolojik incelemeler, postnatal donemde dejenere olmaya baslayan kokleanin
bazalinde lokalize DSH’lerin 1 yas civarinda tamamen ortadan kalktigim gostermistir.
Daha yash Keng4” ve Kengd® "¢ lerde kokleamin bazalinde yer alan iSH ve spiral
ganglion hiicrelerinin de dejenerasyona ugradigi saptanmistir. Elektrofizyolojik
calismalar ise, KCNQ4/Kcng4 ile iliskili, DSH’lere 06zgii Ixne, akiminin ortadan
kalktigimi gostermistir (266, 267, 284, 344).

Kengd” ve Kengd®™®™lerdeki DSH dejenerasyonu endolenften hiicreye
girmis K* iyonlarmin uzaklastirilmasinda rol oynayan Ikn., akimimmn yoklugu
sonucunda meydana gelen kronik depolarizasyon ile iliskilendirilmektedir (266, 267,
284). [SH’lerdeki dejenerasyon ise dinlenme fazindaki sub-membran Ca*
konsantrasyonlarinin kontroliinde rol oynayan KCNQ4/Kcng4 iligkili Ik sjow nin kaybina

baghh olarak membran potansiyellerinin degisimesine ya da intraselliiler Ca*
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konsantrasyonlarinin agirt derecede artmasina baglanmaktadir (410). KCNQ4/Kcng4’iin
kokleadaki asil fonksiyonunun endolenften sac¢ hiicrelerine giren K* iyonlarmin

uzaklastirllmasi oldugu diisiiniilmektedir (603, 604).

2.4.4.4. SLC26 Anyon Transportorleri

SLC26 anyon transportdr ailesinin iiyeleri, 22 rezidiiden olusan siilfat
transportor konsensiis dizisini tagimaktadir. N- ve C-terminalleri sitoplazmik olan
SLC26 anyon transportorlerinin genel domain organizasyonunu hidrofobik i¢ kismi
kapsayan 10-14 TM domaini, siilfat transport motifi, Saier motifi ve STAS (sulfate
transporter and anti-sigma) domaini olusturmaktadir (381). SLC26 transportorleri ile
bakteriyel anti-sigma faktor antagonistleri arasindaki homolojiden yararlanilarak
tanimlanan STAS domainini etkileyen mutasyonlarin proteinin hiicre membranini
hedeflemesini ve transport fonksiyonunu engelledigi bildirilmistir (26, 256, 660).
Hidrofobik i¢ kisminin C-terminalinde yer alan ve NQE(D) konsensiis dizisinden olusan
Saier motifinin ise anyon transport fonksiyonu i¢in kritik oldugu ileri siiriilmektedir
(471). C-terminalleri yiiksek derecede degiskenlik gosteren aile iiyelerinin bir kisminda

PDZ domaini bulunmaktadir (381, 523).

SLC26 transportorleri ¢ok sayida mono- ve divalent anyonun transportunu
saglamaktadir. SLC26 substratlar1 arasinda SO42, CI', T, HCO3 v.b. gibi anyonlar yer
almaktadir (381). Baz1 transportorler (6rnegin, SLC26A6) hem monovalent hem de
divalent anyonlar1 transport edebilirken bazilart (6rne8in, SLC26A4) sadece
monovalent anyon transportunda rol oynamaktadir (235, 484, 523). Bircok SLC26
transportorii  transport  fonksiyonunun yam sira CI/HCO3™ degisimini de
gerceklestirmektedir (602). Yine bazi transportorlerin seker gibi anyon 6zelligi gosteren

molekiillerin transportunu da yaptiklar bildirilmektedir (82).
2.4.4.4.1. SLC26A4/PDS (DFNB4)

GVAD ve Mondini displazisinin eslik edebildigi, prelingual ¢ok-agir derecede
veya yiiksek frekanslar tutan, inisli-¢ikish, progresif tipte duyma kaybr ile karakterize
DFENB4’ten sorumlu olan SLC26A4/PDS geni siilfat transportor ailesinden pendrini
kodlamaktadir (2, 78, 316, 485, 560). Diger SLC26 transportorleri gibi sitoplazmik N-
ve C-terminaller arasinda yer alan 12 TM domaini ve STAS domaininden olusan
pendrinin, Cl" ve I" transport ettigi ve Cl/format, CI/OH" ve CI/HCO3" degisimi yaptigi
saptanmistir (151, 484, 486, 522).
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Farede yapilan calismalar, pendrinin ISH’ler, destek hiicreleri, dis sulkus
hiicreleri, stria vaskularisin ig seklindeki hiicreleri, spiral prominence, spiral ligament,
sprial ganglion, endolenfatik kanal ve kese ile utrikiill ve sakkiilin duyusal

epitelyumunda eksprese oldugunu gostermistir (152, 466, 605, 649, 650).

Slc262a4/Pds geni icin null mutant farelerde (Pds™) yapilan histolojik
incelemelerde, E15’ten itibaren endolenfatik yapilarin genislemeye basladigi, P1’de
endolenfatik kanal ve kesenin genisledigi ve yine skala media’nin genislemesinin bir
sonucu olarak Reissner membraninin kubbelestigi saptanmistir. Pds™ farelerde tarayici
elektron mikroskobu ile yapilan calismalarda ise, koklear ve vestibiiler sa¢ hiicrelerinin
erigkinlikle birlikte dejenere oldugu, vestibiiler organda sac¢ hiicrelerinin {iizerinde
uzanan otokoniyal membranin yapisinin bozuldugu ve bunlarin iizerinde az sayida

olmakla beraber asir1 biiyiikliikte otokonilerin olustugu gozlemlenmistir (150).

Duyma ve denge kaybi olan, Foxil null mutant farelerde (Foxil™) yapilan
kokleaya yonelik histolojik ve morfolojik ¢alismalarda da Pds” farelerde
gozlemlenenlere benzer degisimler saptanmistir (222, 223). Fizyolojik ol¢iimler,
endokoklear potansiyelin kayboldugunu gostermistir. Ekspresyon calismalarinda ise
Slc26a4/Pds ile Foxil’in ekspresyon paternlerinin otik epitelyumda ortiistiigii, Foxil”
farelerde Slc26a4/Pds’nin otik epitelyumdaki ekspresyonunun ortadan kalktigi ancak

kokleadaki varligini siirdiirdiigii goriilmiistiir (222).

Pds” ve Foxil” farelerden elde edilen bulgulara dayanilarak pendrinin
endolenfatik kanal ve kesede endolenfin emiliminden sorumlu oldugu ve dolayisiyla
endolenfteki iyon homeostazina katkida bulundugu ileri siiriilmiistir. Buna gore,
pendrin yoklugunda anyon transportunun gerceklesmemesinin endolenfte osmotik
degisimlere ve endolenfatik kanalda genislemeye yol actig1 ve sonugta olusan ortamin
sac hiicrelerine toksik etki yaparak progresif dejenerasyona neden oldugu

diistiniilmektedir (150, 152, 431, 560).
2.4.4.4.2. SLC26A5/PRES

Diisiik ve orta frekanslarda orta-agir, yiiksek frekanslarda ise ¢ok agir derecede
duyma kaybn ile iligkili olan SLC26AS/PRES geni prestini kodlamaktadir (322). Prestin
sitoplazmik N- ve C-terminalleri arasina dagilmig 12 TM domaini, siilfat transport

motifi ve STAS domaininden olugmaktadir (661, 662). Prestinin, baglandigi
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intraselliiler CI” iyonlarim1 voltaj sensorii olarak kullanarak voltaji mekanik enerjiye

doniistiirdiigii ileri siirtilmektedir (409).

Ekspresyon analizleri, prestinin koklear DSH’lere 6zgii oldugunu gdstermistir
(7, 661, 663). ISH’ler ve DSH’ler arasinda diferansiyel olarak eksprese olan prestin,
anyon transportorii oldugu ve heterolojik ekspresyon sistemlerinde elektromotilite

olusturabildigi i¢in koklear ¢cogaltici ile iligkilendirilmektedir (109, 110, 178, 409, 663).

Slc26a5/Pres geni i¢in null mutant farelerden (Pres”) izole edilen DSH’ler
iizerinde yapilan calismalar elektromotilitenin kayboldugunu ortaya koymustur (319).
Histolojik caligmalarda ise DSH’lerin boylarinda normale gére %40 oraminda bir
azalma oldugu ve kokleanin bazalinde lokalize olan sa¢ hiicrelerinin progresif olarak

ortadan kalktig1 gozlemlenmistir (322).

2.4.4.5. Tight Junction Proteinleri

Okludin, kaludinler ve JAM ailesi iiyelerinden olusan TJ’ler, ekstraselliiler
kompartmanlar arasindaki paraselliiler gecirgenligi secgici olarak modiile eden ve
epitelyal hiicre polaritesinin kurulmasina/siirdiiriilmesine katkida bulunan baglantilardir
(33). Cesitli dokulardaki TJ’lerin arasinda goriilen farkli gegirgenlikler bu proteinler ve

bunlar ile etkilesen diger proteinlerin fonksiyonlarina bagl bulunmaktadir (33, 554).

Komsu hiicrelerin arasinda yer alan TJ proteinleri kendi aralarinda fibriller
olusturarak interselliller bir bariyer meydana getirmekte ve bdoylece paraselliiler
difiizyonu azaltmakta/engellemektedir (339). TJ’ler, ayrica membran-i¢i bariyerler
olusturup komsu epitelyal hiicrelerin apikal ve bazlolateral hiicre membran
komponentlerinin lateral difiizyonunu sinirlayarak epitelyal hiicre polaritesini
saglamaktadir (80). TJ’lerin yapisini olusturan transmembran proteinlerin aktin hiicre-
iskeleti ve diger membran proteinleri ile etkilesimleri, sinyal iletiminin kontroliinde de

rol oynamaktadir (351).

I¢ kulakta retikiiler laminadaki TJ sistemi, farkli iyon kompozisyonlarina sahip
endolenf ve perilenf arasindaki kompartmanlasmay1 saglamaktadir. Sa¢ hiicreleri ile
bunlarin destek hiicrelerinin apikal membranlari, kompleks bir TJ sistemi aracilig ile

biribirlerine baglanmig bulunmaktadir (276, 452).
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2.4.4.5.1. CLDN14 (DFNB29)

Konjenital cok agir derecede duyma kaybr ile karakterize DFNB29’dan sorumlu
olan CLDNI14 geni, klaudin-14’i#i kodlamaktadir (620). Klaudin-14 ile birlikte 24
iilyeden olusan klaudin gen ailesinin iiyeleri, TJ'ler arasindaki fibrillerin major
bilesenleri olup paraselliiler bariyerlerin sarj ve biiyiikliigiine bagh gecirgenliklerinin
belirlenmesine katkida bulunmaktadir (554, 572). Klaudinler, dért TM domainine ve
Z0 proteinlerinin PDZ domainleri tarafindan taninan CTD’lere sahip bulunmaktadir

(553).

Farelerde yapilan caligmalar, klaudin-14’tin Korti organindaki sa¢ ve destek

hiicrelerinde eksprese oldugunu gostermistir (43, 620).

Cldn14 geni i¢cin KO fare modellerinde (Cldn14") yapilan histolojik
incelemelerde, P10-13’ten itibaren sa¢ hiicrelerinin dejenere olmaya bagladigi ve

sonucta tamamen ortadan kalktig1 saptanmistir (43).

Kaludin-14’iin, ekstraselliiler bolgesindeki sekiz bazik rezidiisii sayesinde Na*
ve K* iyonlarina kars1 negatif secicilik gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgu ve Cldn14"
sac hiicrelerindeki dejenerasyonunun zamanlamasina dayanilarak kaludin-14’iin
endolenf ile kortilenf arasinda bariyer olusturan retikiiler laminadaki TJ’lerin yapisina

katildig1 ve K" iyonlarina kars1 negatif secicilik olusturdugu ileri siiriilmiistiir (43).
2.4.4.5.2. TRIC (DFNB49)

Orta-¢ok agir derecede duyma kaybi ile karakterize olan DFNB49’un altinda
yatan TRIC geni, triselliilini kodlamaktadir. Insanda TRIC geni transkriptlerinden a, al,
b ve ¢ olmak {iizere dort farkli triselliilin izoformu sentezlenmektedir (452). Biitiin
izoformlarin N- ve C-terminal kisimlar sitoplazmik 6zellik gostermektedir (226, 452).
En uzun izoform olan triselliilin-a dort TM domainine ve C-terminal ELL domainine
sahip bulunmaktadir. Triselliilin-al’de farkli olarak TRIC geninin 3. eksonu tarafindan
kodlanan dizi yer almamaktadir. Triselliilin-b’de C-terminal ELL domaini bulunmazken
triselliilin-c’de sadece iki TM domaini bulunmaktadir. Triselliilinin ELL. domaininin

dogrudan ZO-1’e baglandig1 gosterilmistir (452).

Ekspresyon analizleri, triselliilinin biiyiik oranda epitel dokudan koken alan
hiicrelerde eksprese oldugunu gostermistir (226). Triselliilin izoformlarindan sadece

triselliilin-a’nin i¢ kulakta bulundugu ve DSH’ler ile bunlarin iliskide oldugu destek
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hiicreler arasinda, retikiiler laminada ve sa¢ hiicrelerindeki kutikiiler plakta lokalize

oldugu bildirilmistir (452).

Triselliilinin, {i¢ epitel hiicrenin birbirleri ile kurduklar1 bolgelerde bulunan
triselliiler TJ’lerin major komponenti oldugu saptanmistir (226). Bu bulgu 1s18inda,
normalde sa¢ hiicrelerindeki triselliiler TJ lerin kutikiiler plaktaki aktin molekiillerine
baglandig1 ancak triselliilin ile okludin ve klaudinler gibi transmembran proteinleri
aktine baglayan ZO-1 (154) arasindaki etkilesimin gerceklesmemesi durumunda
retikiiler laminanin dayaniklihginin azalacagi ve DSH elektromotilitesinin meydana

getirecegi strese dayanamayacagi ileri siiriilmiistiir (452).

2.4.4.6. TMC1 (DFNA36 ve DFNB7/11)

Postlingual, progresif duyma kaybi formu DFNA36 ile prelingual c¢ok agir
diizeyde duyma kaybi ile iliskili DFNB7/11°den sormunlu olan TMC1 geni, TMC
(transmembrane channel-like) gen ailesinin iiyesidir (262, 289, 593). Alt1 TM domaini
olan TMC ailesi iiyelerinin N- ve C-terminalleri intrasitoplazmiktir (262). Aralarinda
TMC1’in de yer aldig1 baz1t TMC iiyelerinin N- ve C-terminallerine yakin bolgelerinde
cok sayida sarj rezidiisii ve C-terminallerinde PLM’ler bulundugu ve TMC {iyelerinin
bircogunun glikosilasyon, amidasyon, fosforilasyon, miristoyilasyon vb. gibi sekonder
protein modifikasyonlarina hedef olabilecek c¢ok sayida motif/rezidii igerdigi
bildirilmektedir (290). Bu yapilar1 dolayisiyla TMC’lerin iyon kanal genleri ya da
regiilatorleri olduklan diistiniilmektedir (262, 290).

TMC1/Tmc1 geni koklear ve vestibiiler sa¢ hiicrelerinde eksprese olmaktadir
(289, 593). DFNA36 ve DFNB7/11 i¢in model olan semi-dominant Beethoven (Bth;
Tmcl®™™ ve TmcI1®™®™) ve resesif deafness (dn; Tmcl®™) farelerinde yapilan
histopatolojik incelemelerde, embriyonel dénemde gelisimleri normal olan DSH’lerin
Tmcl®®" ve Tmc1®™™de erken postnatal donemde, Tmc1®"de ise P20’den
itibaren progresif dejenerasyon gosterdigi, izleyen siirecte ISH’lerde patolojik
degisimlerin basladigi ve P30 civarinda sa¢ hiicrelerinin tamamen ortadan kalktigi
gdzlemlenmistir (289, 593). Tmcl1*“lerde sac hiicrelerinin dejenerasyonundan once
yapilan elektrofizyolojik calismalar, MED’in gerceklesmedigini ancak endokoklear
potansiyelin normal oldugunu gostermistir (58, 289, 524). Tmc 1B"B® lerde ise Ik neo Ve

Ik fast akimlarinin tamamen baskilanmig oldugu bildirilmistir (262, 525). Bu bulguya
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dayanilarak TMC1’in sa¢ hiicrelerinde -KCNQ4/Kcng4 ve Kenmal bagta olmak iizere-

iyon kanallarinin regiilasyonunda rol oynadig ileri siiriilmektedir (262).

2.4.4.7. TMPRSS3 (DFNB8/10)

Prelingual duyma kaybn ile iligkili olan DFNB10 ve postlingual duyma kayb1 ile
karakterize DFNB8’e neden olan TMPRSS3 geni, tip Il transmembran serin proteaz
(TTSP) ailesinden transmembran serin proteaz 3’ii kodlamaktadir (11, 487, 610, 609).
N-terminalleri intraselliiller, C-terminalleri ise ekstreselliiler lokalizasyon g0Osteren
TTSP’lerin karakteristik domain organizasyonunu bir TM domaini ve C-terminalde
lokalize bir serin proteaz domaini olusturmaktadir. TTSP’ler tek zincirli zimojenler
olarak sentezlenmekte ve daha sonra aktivasyon motiflerinden kesilerek aktif hale
gecmektedir (219). TMPRSS3’iin endoplazmik retikulum (ER)’da lokalize oldugu ve
oto-katalitik aktivite gosterdigi bildirilmistir (196).

Bes farkli TMPRSS3 izoformu (TMPRSS3a-¢) bulunmaktadir. Koklea dahil
bircok dokuda eksprese olan TMPRSS3a, genel TTSP domainlerine ek olarak bir
LDLRA (low-density-lipoprotein receptor A) domaini ve bir SRCR (scavenger-receptor
cysteine-rich) domaini icermektedir. LDLRA ve SRCR domainlerinin ekstraselliiler
proteinler ile etkilesimde rol oynadigi ileri siirtilmektedir. Kisa izoformlar olan
TMPRSS3b ve TMPRSS3c’de TM ve LDLRA domainlerinin tamami ile SRCR
domaininin bir kismi bulunmamaktadir. Diger bir kisa izoform olan TMPRSS3d’de ise
serin proteaz domaininin bir kismi yer almamaktadir. En uzun izoform olan
TMPRSS3e, TMPRSS3a’dan farkli olarak N-terminalde bir sinyal peptidi tasimaktadir
(11, 487).

Fare ve sicanlarda yapilan ekspresyon analizleri, Tmprss3’iin spiral ganglion,
Korti organindaki destek hiicreleri ve stria vaskiilariste eksprese oldugunu gostermistir

(196).

Tmprss3’iin, endolenfin diisiik Na® konsantrasyonunun saglanmasi ve/veya
stirdiiriilmesinde rol oynadigi bildirilen EnaC (101, 193) ile ko-lokalizasyon gosterdigi
ve daha Once tamimlanmis TMPRSS3 mutantlarinin ENaC’yi aktive edemedigi
gosterilmistir. Bu bulguya dayanmilarak ENaC’nin TMPRSS3/Tmprss3’iin  substrati

oldugu ileri siiriilmiistiir (196).
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2.4.5. Transkripsiyon Faktorlerini Kodlayan Genler

2.4.5.1. EYA4 (DFNA10)

5.-6. dekadda ortaya c¢ikan, orta ve yiiksek frekanslar1 etkileyen hafif-orta
derecede progresif duyma kaybi ile karakterize DFNA10’dan sorumlu olan EYA4,
Drosophila homologu eye absent (eya) transkripsiyon faktorii ailesinin iiyesidir (432,
611). N-terminalde yer alan PST domaini ile C-terminaldeki eyaHR (eya-homolgy
region) domaini EYA4’iin domain organizasyonunu olusturmaktadir (66). PST domaini
hedef genlerin transkripsiyonunu aktive ederken eyaHR domaininin EYA1-3’iin SIX ve
DACH transkripsiyon faktorleri ile etkilesimini sagladigi ve muhtemelen EYA4’te de
benzer bir rol oynadig bildirilmektedir (63, 64, 611). Insanda EY A4, biri 19. digeri 20.
eksonu igeren iki farkli izoform (EY A4-ex19 ve —ex20) kodlamaktadir (611).

Insan ve kemirgen i¢c kulagina spesifik izoform EYA4/Eya4-ex20 olup
gelisimsel siirecte Once otik vezikiilde ve daha sonra koklea ve vestibiiler organda
eksprese olmaktadir (66, 611). Sicanlarda Eya4 geni transkriptlerine E14.5-16.5’te stria
vaskiilaris ve Reissner membranini olusturacak kisimlarda, E18.5’te ise spiral limbus,

Korti orgam ve spiral prominence’in koken alacagi kisimlarda rastlanmaktadir (611).

Eya transkripsiyon faktorleri ailesinin apoptozda rol oynadig bildirilmistir (91).
DFNA1O’nun kendini ancak 5.-6. dekadlarda gosterbilmesinin, EYA4’iin olasi

apoptotik (veya anti-apoptotik) rolii ile iligkili oldugu 6ne siiriilmektedir (432).

2.4.5.2. POU-Domain Genleri

POU-transkripsiyon faktorleri ailesi, POU-spesifik domain (POUs) ve POU
homeodomain (POUy) olmak iizere iki parcadan olusan POU-domain motifine sahip
proteinlerden olusmaktadir. POUy, HOX ailesi iiyeleri ile benzerlik gostermekte ve
DNA’ya baglanmay1 saglamaktadir. Ancak diger HOX domainlerinin aksine POUy’ nin
DNA’ya baglanmas1 yeteri kadar giiclii degildir. DNA’daki ATAATTAAT konsensiis
dizisini tamiyan POUs, POUg’nin DNA’ya baglanma afinite ve spesifitesini
artirmaktadir (192, 431, 612).

2.4.5.2.1. POU3F4 (DFN3)

POU3F4 geni, iizengi fiksasyonu, koklea ve isitme kanalinin dilatasyonu gibi
orta ve i¢ kulak anomaliler ile iizengi ablasyonu sirasinda perilenfin tasmas1 gibi olaylar

ile birliktelik gosteren, senorindral komponenti gen¢ yasta ortaya c¢ikan ve hizla
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ilerleyerek agir-cok agir derecede duyma kaybi ile sonuglanan, X’e bagh karma tip
duyma kayb1 formu DFN3’ten sorumlu bulunmaktadir (72, 119, 393, 431). DFN3 ile
iligkili mutasyonlarin yaklasik %67’sinin POUg ve POUy domainlerini, geriye kalan
kisminin ise genin ~900 Kb yukarisinda yer alan ~8 Kb’lik transkripsiyonel regiilator

bolgeyi etkiledigi bildirilmektedir (53, 120, 431).

Pou3f4 geni, gelisimsel siirecte ilk olarak E10.5’te otik kapsiiliin olusumunu
saglayacak mezensimal kondenzasyonda ve daha sonra kokleanin skala vestibiili ve
skala timpani ksimilan ile isitme kanalinin i¢ kisminin koken aldigi otik kapsiiliin
ventral kisminda eksprese olmaktadir (433). Pou3f4 transkriptlerine postnatal donemde
yiikksek diizeyde spiral ligament fibrositlerinde ve daha az miktarlarda Reissner
membrani, spiral limbusun kosesi ve spiral limbus ile spiral gagnglion arasinda kalan

kisim olmak {izere mezensimal orijinli koklear yapilarda rastlanmaktadir (366).

Pou3f4 geni icin KO fare modellerinde (Pou3f4°) yapilan incelemelerde orta
kulakta ve spiral ligament ile skala timpani basta olmak iizere koklear yapilarda
patolojik degisimler bulundugu ve endokoklear potansiyelin azaldigi saptanmistir (366,

434).

Pou3f4%larda yapilan immiinoreaktivite ¢alismalarinda Na, K-ATPaz, Na-K-
Cl kotransportorii ve Cx31’in spiral ligamentin tip II fibrositlerindeki ekspresyonlarinin
azaldig1 gozlemlenmistir (630). Elde edilen bulgulara dayanilarak, POU3F4/Pou3f4’iin
endokoklear potansiyel olusumu ve K™ homeostazinda rol oynayan mezengimal kokenli
koklear yapilarda K* transportundan sorumlu genlerin transkripsiyonunu sagladigi ileri

siiriilmiistiir (366, 630).
2.4.5.2.2. POU4F3 (DFNA15)

2.-4. dekadlar arasinda baglayip ilerleyerek 5. dekadda tiim frekanslarda
ortalama 70 dB’lik duyma kaybi ile sonuglanan DFNA15’ten sorumlu olan POU4F3,
E12.5’ten itibaren yiiksek derecede koklear sa¢ hiicrelerinde eksprese olmaktadir (563,

632).

Pou4f3 KO ve spontan dreidel (ddl) fare modellerinde (Poudf3™ ve Pou4f3ddl/ddl)
yapilan histolojik incelemeler, baslangicta gelisimleri normal olan sa¢ ve destek
hiicrelerinin igitmenin basladigi P14’e kadar ortadan kalktigim1 ve spiral gangliondaki

noronlarin dejenere olmaya basladigini géstermistir (212, 257).
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Poudf3” farelerde, normalde spiral gangliondaki aferent sinirlerin gelisimi,
sekillenmesi ve siirvilansim1 saglayan norotrofik faktorlerden BDNF ve NT-3’iin
ekspresyonlarinin azalmis oldugu saptanmistir (155, 436, 633). Heterolojik espresyon
sistemlerinde yapilan analizlerde, POU4F3/Pou4f3’iin BDNF ve NT-3’iin spesifik
izoformlarinin ~ promotorlerine  dogrudan  baglandigi  belirlenmistir  (92).
Poudf3""lerde ekspresyon mikrogipi kullanilarak yapilan ¢alismalarda ise ic
kulaktaki sa¢ hiicrelerinin olusumu i¢in gerekli olan Math1’in hedefledigi genlerden biri
olan Gfil ve i¢ kulaktaki terminal mitozlar1 takiben spesifik olarak sa¢ hiicrelerinde
eksprese olan Lhx3’tin Pou4f3 tarafindan hedeflenen genler arasinda oldugu
saptanmistir (45, 211, 212, 224). Substraktif hibridizasyon teknigi kullamilarak yapilan
calismalarda ise, Gata3 (567), p27Kipl (252), Foxil (223), Eyal (668), Fgfr3 (204) vb.
gibi i¢ kulagin gelisiminde rol oynayan ¢ok sayida genin Poudf3*"* ve Poudf3™ i¢ kulak

hiicre hatlarinda farkli diizeyde eksprese oldugu goriilmiistiir (666).

2.4.5.3. TFCP2L3 (DFNA28)

Yasamin 1.-2. dekadinda tiim frekanslarda hafif-orta derecede duyma kaybi ile
baslayan ancak ilerleyerek 5. dekad civarinda yiiksek frekanslarda agir duyma kayb ile
sonuclanan DFNA28’in altinda yatan TFCP2L3 geni, Drosophila granyhead geninin
memelilerdeki homologu TFCP2 gen ailesinin iiyesidir (427).

TFCP2L3/Tfcp213’iin embriyonel donemde yiiksek, eriskin donemde ise diisiik
diizeyde olmak iizere epitelyal dokularda eksprese oldugu bildirilmistir (619). Farede
yapilan in situ hibridizasyon calismalari, Tfcp213’tin E11.5°te otositlerde, E18.5’te
koklear kanalin otik plakoddan koken alan epitelyal kisimlarinda ve P5’te endolenfi
iceren skala media’y1r ¢evreleyen epitel hiicrelerde eksprese oldugunu gostermistir

(427).

2.4.6. Vezikiil Trafiginde Rol Oynayan Genler

2.4.6.1. OTOF (DFNBY)

Non-sendromik resesif isitsel noropati (NSRIN) ile karakterize olan DFNB9
(NSRiN1)’dan sorumlu OTOF geni, otoferlini kodlamaktadir (462, 582). Otoferlin,
disferlin ve miyoferlin ile birlikte FERIL protein ailesini olusturmaktadir. Bu ailenin
tiyeleri Caenorhabditis elegans sprematogenez faktorii fer-1 ile oldukca yiiksek

derecede homoloji gostermektedir. FERI1L ailesi tiyeleri alti sitoplazmik C2 domaini
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(C2A-F) ve C-terminalde lokalize bir TM domaininden olusan ortak bir domain
organizasyonuna sahiptir (69, 115, 646, 647). Domain organizasyonlari, FERIL
iiyelerinin TM domainleri ile baglandiklar1 plazma membranindan bas asagi sarkan
sitosolik proteinler olduklarim diisiindiirmektedir (647). C2 domainlerinin Ca*? sensoril
olarak islev gordiigii ya da Ca™™a bagh fosfolipid baglanmasinda rol oynadigi ileri

siiriilmektedir (116, 159).

Insanda OTOF geni, biri uzun (otoferlin-U), iicii kisa (otoferlin-K) olmak iizere
dort farkli otoferlin izoformu kodlamaktadir. Otoferlin-K’lar, otoferlin-U’dan farkli
olarak sadece iic C2 domainine sahip bulunmaktadir (646). Embriyonel gelisimde ve
erken postnatal donemde Otof geni transkriptlerine koklear ve vestibiiler sac
hiicrelerinde rastlanmakta iken eriskin farelerde otoferlin ekspresyonu ISH ve vestibiiler

tip I sag hiicreleri ile simirh kalmaktadir (465, 646, 647).

Otof geni i¢in KO fare modellerinde (Otof”) yapilan detayli odyolojik analizler
bu farelerin ¢ok agir derecede duyma kaybi ile iliskili isitsel noropatiye sahip oldugunu
gostermistir. Histolojik incelemelerde Otof” farelerin iISH’leri ile aferent sinirler
arasindaki ribon sinapsi sayisinda azalma oldugu gézlemlenmistir (465). OTOF geninde
homozigot/birlesik heterozigot mutasyon tasiyan olgularin koklear implanttan yarar
saglamasi (333, 464), OTOF mutasyonlarinin endokoklear duyma kaybi ile iliskili

oldugunu ve otoferlinin ISH’lerde islev gordiigiinii diisiindiirmiistiir (333).

Otoferlinin, ISH’lerde olgun sinaptik vezikiiller ile plazma membram arasindaki
etkilesimleri saglayan SNARE kompleksi komponentlerinden sintaksin-1 ve SNAP25
ile iligkili oldugu saptanmistir (465, 531). Bu bulguya dayanilarak, otoferlinin ribon
sinapslarina ndrotransmiter saliniminda Ca* sensorii olarak islev gordiigi ileri

siiriilmiistiir (465).

2.4.7. Fonksiyonu Bilinmeyen/Smmiflandirilmayan Proteinleri Kodlayan Genler

2.4.7.1. CCDC50 (DFNA44)

Yasamin ilk dekadinda diisiik ve orta frekanslarda orta derecede duyma kayb1 ile
ortaya c¢ikan ancak ilerleyerek 6. dekadda tiim frekanslarda cok-agir derecede duyma
kaybi ile sonuc¢lanan DFNA44 ile iligkili olan CCDC50 geni, EGF (epidermal growth
factor) sinyal yolunun efektorii olan Ymer’i kodlamaktadir (370, 371). CCDCS50

transkriptlerinin alternatif kirpilmasi sonucunda olusan biri uzun digeri kisa olmak
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tizere iki farkli Ymer izoformu (Ymer-U ve -K) bulunmaktadir (538, 584). Bir CC
domaini ve iki MIU (motif interacting with ubiquitin) domaini bulunan Ymer, EGF
uyarimini  takiben ubikuitinasyon ve fosforilasyona ugramaktadir (538). MIU

domainleri ubikuitine baglanma 6zelligi gostermektedir (426).

Farede, Ymer’in gelisimsel donemdeki ekspresyonunun mikrotiibiil hiicre-
iskeleti ile iliskili oldugu saptanmustir. Eriskin kokleadaki ekspresyon paterninin ise

pillar hiicreler ve stria vaskiilaris ile sinirh oldugu bildirilmektedir (370).

Fonksiyonel analizlerde, fosforilasyon ve multi-ubikuitinasyona ugrayan
Ymer’in EGF baglanmasi ile uyarilan EGF reseptorii (EGFR)'ne baglandigi
gosterilmistir. Subselliiler lokalizasyonun plazma membrani oldugu bildirilen Ymer-
K’nin, EGFR’ye baglanarak uyarilmis reseptoriin tirozin fosforilasyonu ve poli-
ubikuitinasyona ugramasint kismen inhibe etmek ve bdylece EGFR’nin internalize
edilip degrade edilmesini engellemek oldugu ileri siiriilmiistiir. Diger taraftan, aktinin
Ymer’in plazma membranin1 hedeflemesini tetikledigi ve fosforilasyona ugramig
Ymer’in hiicre-hiicre kontak noktalarinda TJ’ler ile ko-lokalizasyon gosterdigi
gosterilmistir. Bu verilere dayanilarak Ymer’in plazma membraninda aktin ile iligkili

hiicre-iskelet proteinlerininkilere benzer bir islev gordiigii diisiiniilmektedir (538).

2.4.7.2. DFNAS

Etkilenmis bireylerde 1.-5. dekad arasinda yiiksek frekans tutulumu ile baslayip
ilerleyerek 6. dekaddan sonra tiim frekanslarda agir-¢ok agir diizeyde duyma kaybr ile
sonuclanan DFNAS5’ten sorumlu olan ancak fonksiyonu bilinmeyen gen, lokusun ismi
ile isimlendirilmistir (51, 565, 575, 653). Kokleada DFNAS geni transkriptlerine stria

vaskiilariste rastlanmistir (575).

DFNAS5’ten sorumlu oldugu bildirilen ti¢c mutasyon da kirpilma hatasina neden
olarak DFNAS5 geninin 8. eksonunun atlanmasina ve sonugta C-terminali degisik bir
proteinin (DENA5P™4%) olusumuna yol agmaktadir (51, 575, 653). Maya ve memeli
hiicrelerinde heterolojik olarak eksprese edilen DFNAS"" NAS

neden oldugu bildirilmistir (190, 578).

proteinlerinin apoptoza

2.4.7.3. PJVK (DFNB59)
Agir duyma kaybi ile sonuglanan isitsel ndropatinin yam sira koklear duyma

kayb1 ve merkezi vestibiiler fonksiyon bozuklugu ile de iliskili olabilen DFNBS59



59

(NSRIN2)’dan sorumlu olan PJVK geni pejvakini kodlamaktadir (95, 124, 142, 201).
Kompiitasyonel analizler, pejvakinin niikleer lokalizasyon sinyal peptidi ile Zn™- ve
DNA-baglanma motifleri bulundurdugunu gostermistir. Antikor calismalari, Pjvk’nin
kokleada Korti organi ve spiral ganglionda, vestibiiler organin duyusal bolgelerinde ve

aferent isitsel yolakta eksprese oldugunu gostermistir (124).

PJVK geninde saptanan p.R183W mutasyonu igin gelistirilen KI fare
modellerinde (Pjvk®'®WRISBW) yapilan odyolojik ¢alismalar bu farelerin de isitsel
noropatiye sahip oldugunu gostermistir (124). PJVK geninde homozigot mutasyon
tasiyan Sirtaki (Sti) farelerinde (Pjkaﬁ/ 3% yapilan odyolojik ve histolojik calismalar ise,
igitsel noropati ve koklear histopatoloji bulunmamasina karsin DSH fonksiyonlarinin

.1 RIS3W/RIS3W
Pjvk ! ve

progresif olarak bozuldugunu ortaya koymustur (483).
Pjvk>" % Jerden elde edilen bulgular, pejvakinin hem koklear sa¢ hiicrelerinde hem de

aferent sinir yolaginda islev gordiigiinii gostermektedir (483).

2.4.7.4. TMHS (DFNB66/67)

Tiim frekanslarda konjenital cok agir derecede duyma kaybi ile karakterize olan
DENB66/67°den sorumlu olan TMHS/LHFPLS geni, dort TM domainine sahip bir
protein kodlamaktadir (245, 327, 504).

Immiinohistokimyasal yontemler ile yapilan calismalar, Tmhs’nin E15 ile P8
arasinda sac hiicrelerinin stereosillerinde eksprese oldugunu gostermistir. Tmhs’nin
ekspresyon zamaninin sac¢ hiicrelerinin gelisim siireci ile ortiistiigi bildirilmektedir

(327, 504).

Tmhs geni icin null mutant olan hurry-scurry (hscy) farelerinde (Tmhs™Y"eY)

yapilan histolojik incelemeler, stereosillerin dejenerasyona ugradigim1 ve sa¢ demeti
organizasyonunun bozuldugunu gdstermistir (327). Tmhs™"™lerdeki sa¢ demeti
defektlerinin Cdh23""" ve Pcdhl15"*lerde gozlemlenenler ile benzerlik gdsterdigi
saptanmustir (16, 128; bk. 2.4.2.1. ve 2.4.2.2.). Bu nedenle, TMHS/LHFPLS5’in sag
demetlerinin organizasyonundaki islevinin, kaderin-23 ve protokaderin-15’inki gibi,

stereosiller arasinda adezyon saglamak olabilecegi ileri siiriilmiistiir (327).

2.4.7.5. TMIE (DFNB6)
Prelingual agir-cok agir derecede duyma kaybi ile iliskili DFNB6’ya neden olan
TMIE geni bilinen hi¢ bir gen ile homoloji gostermemektedir (397). Kompiitasyonel
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analizler, TMIE geni iiriiniiniin, N- ve C-terminalleri intraselliiler lokalizasyon gosteren,
iki TM domaini ve bunlarin arasinda ekstraselliiler bir loop ile bunun icerisinde yerlesik
proteolitik kesim sinyali iceren bir protein oldugunu gostermistir. Kesimden sonra
ekstraselliller N-terminal ile sitoplazmik C-terminal arasinda tek TM domainine sahip
bir transmembran proteinin olusacagi belirlenmistir. TMIE nin C-terminalinde ¢ok
sayida sarj rezidiisii ve ii¢ adet potansiyel protein kinaz fosforilasyon bolgesi bulundugu

bildirilmistir (397).

Kokleadaki ekspresyonu gosterilmis olan Tmie geninin endokoklear
lokalizasyonunun  belirlenmesine  yonelik  yapilmis  herhangi  bir calisma

bulunmamaktadir (90, 369, 397).

Tmie geni i¢in null mutant olan spinner (sr) ve circling (cir) farelerinde

sr/sr cir/cir

(Tmie™™ ve Tmie™"") yapilan histolojik incelemelerde, sa¢ demeti organizasyonlarinin
defektif oldugu, DSH ve ISH’lerde normalden fazla sayida sterosil bulundugu,
DSH’lerdeki stereosillerin boylarinin kisa oldugu ve ilerleyen donemde spiral ganglion

hiicrelerinin dejenerasyon gosterdigi saptanmistir (90, 369).

2.4.7.6. WFS1 (DFNA6/14/38)
Agir derecede diisiik frekans duyma kaybi ile karakterize DFNAG6/14/38

(DFSNDK2)’den sorumlu olan WFS1geni, wolframini kodlamaktadir (47, 52, 651).
Sekiz eksona sahip WFS1 geninin 5. ve 8. eksonundaki inaktive edici olmayan
fonksiyon kayb1 mutasyonlart DFNA6/14/38’den sorumlu iken genin biitiiniine dagilmis
inaktive edici mutasyonlarin diabetes insipidus, diabetes mellitus, optik atrofi, yiiksek
frekans duyma kaybi ve ileri yasta psikiyatrik bozukluk ile karakterize olan otozomal

resesif Wolfram sendromu tip I (WS-I)’e yol agtig1 bildirilmektedir (106, 229, 356).

Bilinen hicgbir protein ile benzerlik gostermeyen wolframinin N-terminalinin
sitoplazmada, C-terminalinin ER liimeninde bulundugu ve TM domainlerinin ER
membranina entegre oldugu bildirilmektedir (215, 534). Wolframinin c¢ok sayida
koklear yapida -6zel bir ER cesidi olan ve daha cok iyon transportunda rol oynayan
epitelyal hiicrelerde yer alan- kanalikiiler retikulumda eksprese oldugu bildirilmistir
(107). Fonksiyonel calismalardan elde edilen sonuglar, wolframinin ER’de Ca®
homeostazi ile iligkili bir rol oynadigini diisiindiirmiistiir (416). Ancak, wolframinin

Ca*™ homeostazina Ca** kanali ya da kanal regiilatorii olarak dogrudan m1 (535) yoksa
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protein sentezi veya katlanmasi, membran trafigi ya da apoptotik siirecler iizerinden

dolayl olarak mi katildigi bilinmemektedir (215, 254, 534).

2.4.8. Mitokondriyal Genler

Mitokondriyal genlerde meydana gelen mutasyonlarin mitokondrilerdeki protein
sentezini defekte ugrattifi ve bunun sonucunda hiicrenin yasamsal aktiviteleri igin
gerekli enerji iretiminden sorumlu oksidatif fosforilasyon reaksiyonlarinin azaldigi
bildirilmektedir (233). Oksidatif fosforilasyonun azalmasi, hiicrelerin alternatif ATP
iiretim yolu olarak glikolizi kullanmaya mecbur kalmasina neden olmaktadir. Artan
glikoliz reaksiyonlar1 sonucunda asir1 laktat ve ROT iiretimi meydana gelmektedir
(595). ROT diizeylerindeki artisin i¢ kulakta apoptotik mekanizmalarin tetiklenmesine
ve sonucta koklear yapilarin geri doniisiimsiiz kaybina neden oldugu bildirilmektedir

(194, 635).

2.4.8.1. MTRNR1

Maternal kalitim gosteren NSDK ve AGKDK’dan sorumlu MTRNRI1 geni
mitokondriyal 12S rRNA’y1 kodlamaktadir. MTRNRI1 geninde tanimlanan A1555G,
C1494T, A827G, DT961Cn ve T1095C mutasyonlarinin hem NSDK hem de AGKDK
ile iliskili olduklar bildirilmektedir. Bu mutasyonlar tagiyan 12S rRNA molekiillerinin
E. coli 16S rRNA’y1 andirmasindan dolay1 aminoglikozidlerin hedefi haline geldigi ileri
siiriilmektedir (438, 536, 635, 657).

Aminoglikozid kullaniminin s6z konusu olmadigi NSDK olgularinin varligi,
mutasyon tasimasina ragmen etkilenmeyen bireylerin bulunmas1 ve maternal duyma
kaybindan etkilenmis ailelerde NSDK ve AGKDK’nin birlikte segregasyon gostermesi
MTRNR1 mutasyonlarinin fenotipik etkisini ve ekspresivitesini modifiye eden cesitli
faktorlerin bulunudugunu diisiindiirmiistiir (74, 194). NSDK ve negatif aminoglikozid
kullanim Gykiisiine sahip ¢ok sayida ailede yapilan molekiiler genetik caligmalar
sonucunda A1555G mutasyonunu modifiye eden lokus (DFNM2) 8p23 kromozomal
bolgesine haritalanmistir (74, 77). Biyokimyasal ve molekiiler genetik calismalar,
niikleer genlerden MTO1, GTPBP3 ve TFB1M genlerinin de A1555G mutasyonunun
klinik sonuglarimi modifiye ettigini gostermistir (75, 76, 314, 315). MTO2 ve TRMU
genlerinin ise biitin MTRNR1 mutasyonlariin ekspresiviteleri izerinde modifiye edici

etki gosterdigi bildirilmektedir (195, 638, 639). mtDNA’daki diger varyasyonlarin da
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A1555G ve C1494T mutasyonlarinin ekspresivitelerinin modiile ettigi bildirilmistir
(200, 236, 652).

Maternal gecisli NSDK/AGKDK’nin en sik nedeni olan A1555G mutasyonunun
prevalans1 Uzak- ve Giineydogu Asya populasyonlarinda ~%3-9, Avrupa’da ise %0.5-
2.4 olarak hesaplanmistir (287, 317, 342, 415, 417). A1555G mutasyonunun
iilkemizdeki sikliginin %1.8 oldugu bildirilmektedir (544). C1494T mutasyonuna ise
sadece Cin populasyonunda rastlanmaktadir (317, 657).

2.4.8.2. MTTS1

Hem SDK hem de NSDK’dan sorumlu olan mitokondriyal MTTS1 geni
tRNASer(UCN)’yi kodlamaktadir (225, 233, 413, 502). MTTS1 geninde tanimlanmig
olan mutasyonlar arasinda sikligt en yiiksek olan A7445G mutasyonuna Tiirk

toplumunda rastlanmadigi bildirilmistir (544).

2.5. Kalitsal Duyma Kayiplarimin Tedavisi

Duyma kaybi, zihinsel, sosyal ve ruhsal gelisimi etkilemektedir (357). Yapilan
calismalar, duyma kaybinda erken teshis ve tedavinin uygun egitim ile kombine
edildiginde bu sorunlarin agilabildigini gostermektedir. Ancak, gelismis iilkelerde bile
duyma kaybinin fark edilmesinin 2.5, hatta hafif duyma kaybinda 5-6 yaslarina kadar
gecikebilmektedir. Bu nedenle bircok iilkede duyma kaybi icin yenidogan taramasi
programlart baslatilmistir (260, 420). Ulkemizde, 2000 yilinda T.C. Saglik Bakanlig1 ve
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nin yenidogan isitme tarama projesi, Ankara
Ziibeyde Hanim Dogum ve Cocuk Bakimevi’'nde baslatilmis olup bugiin ¢ok sayida

Devlet ve Universite hastanesinde siirdiiriilmektedir (420).

Duyma kaybindan etkilenmis ¢ocuklara oncelikle dudak okuma veya isaret dili
ile iletisim kurabilmeleri Ogretilmekte ve konusma yeteneklerinin gelistirilmesine
calisilmaktadir. Duyma kayiplarinin tedavisinde ise isitsel problemin tipine gore
yaklagim uygulanmaktadir. Buna gére, duyma yeteneginin kalan kisminin iyilestirilmesi
i¢in isitme cihazlari, agir-¢ok agir diizeyde duyma kaybina sahip olan bireylerde koklear
implantlar ve isitsel noropatiye sahip olan kisilerde beyin sap1 implantlart 6ncelikli

tedavi sekillerini olugturmaktadir (625).

Son yillarda yapilan caligmalar, kalitsal duyma kayiplarinda molekiiler taninin

tedaviyi yonlendirici oldugunu gostermistir. Ornegin, isitsel noropati olgularindan
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OTOF gen mutasyonlu bireylerde koklear implantasyon ile isitme yetisi restore
edilebilirken (464) PJVK gen mutasyonu bulunan bireylerde koklear implantasyondan
yarar saglanamadig1 gosterilmis ve bu olgularda isitsel beyin-sap1 implant1 nerilmistir
(124). GJB2 mutasyonlari saptanan olgular karsilastirildiginda, 35delG mutasyonu i¢in
homozigot olan olgularin koklear implantasyona ve izleyen egitim siirecine daha iyi

yanit verdigi ve dil becerilerini daha kisa siirede edinebildigi bildirilmektedir (96).

Duyma ve denge kaybi olan Myol15"**" ve Gjb6™ fare zigotlarma Myol5a ve
Gjb2 geni insertleri tasiyan BAC’larin verilmesi ile elde edilen farelerde i¢ kulak
fonksiyonlarinin normale oldugu saptanmis ve yakin bir gelecekte insanlarda kalitsal
duyma kayiplarinin genotipe gore gen tedavileri uygulanarak diizeltilebilecegi One
striilmiistiir (9, 251). Kalitsal duyma kayiplarinin yami sira edinsel/cevresel duyma
kayb1 formlart i¢in de gen tedavi yontemleri de gelistirilmeye calisilmaktadir. 2005
yilinda yapilan bir calismada (232), ototoksik ila¢ kullanimi ile koklear sa¢ hiicreleri
agir hasara ugratilan farelerin skala media’sina sa¢ hiicrelerinin yeniden olusumunu
saglayan Atohl/Mathl genini (664) iceren adenoviriislerin verilmesi ile uygulanan gen
tedavisinin, hayvanlarin  %50-80’inde isitme fonksiyonunu geri kazandirdig
bildirilmistir. Diger taraftan, model organizmalarda duyma kaybi i¢in kok-hiicre

tedavisi calismalar da siirdiiriilmektedir (248, 347, 423).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

I.0. Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve Kulak Burun Bogaz
Hastaliklari Anabilim Dali ile Burgin-Engin Inan Agir Isiten Cocuklar Merkezi
tarafindan ortak yiiriitiilen proje kapsaminda belirlenen 14 duyma kaybi ailesinden 56’s1
etkilenmis 99’u etkilenmemis olmak iizere toplam 155 birey bu ¢alisma kapsaminda
incelendi. Klinik acidan 14 aileden 2’sinde SDK, 9’unda NSDK ve 3’iinde KOSDK
tanis1 konulmustu. Duyma kaybinin, 2 NSDK ailesinde otozomal dominant, 7 NSDK, 2
SDK ile 3 KOSDK ailesinde ise otozomal resesif kalitim gosterdigi goriildii.

Isitme kayb1 olmayan 200 birey calismanin kontrol grubunu olusturdu.

Calismanin etik agidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi. Calismaya katilan tiim aile {iiyeleri ve saglikli bireylerden

bilgilendirilmis onam alindi.

3.2. Klinik Degerlendirmeler

Calisma grubunu olusturan indeks olgu ve ailelerinde ileti ve karma tip duyma
kayiplarinin otolojik muayene ve vestibiiler fonksiyon bozuklugunun Romberg testi ile
dislanmasin1 takiben odyolojik degerlendirmeler pure-tone ve Auditory Brainstem
Response (ABR) odyometri testleri ile yapildi. Iki etkilenmis bireyde Distortion
Product Otoacoustic Emissions (DPOAE) tetkiki ile otoakustik emisyon ol¢iimii
gerceklestirildi. Bes etkilenmis bireyde bilgisayarli tomografi ile i¢ kulak yapilarina
yonelik radyolojik degerlendirme yapildi. Test sonuglar1 klinisyenler tarafindan

degerlendirildi.

3.3. Molekiiler Analizler

Calisma grubundaki 9 NSDK ailesinden 4’iinde genom-boyu baglanti analizi ile
gen haritalamas1 yapilmist1 (562). Diger 5 NSDK ailesinden 4’iinde indeks olgularda
GJB2, GJB3, AGJB6, CLDN14, FOXI1 ve USH3A genleri dizi analizi ile incelenmis ve

bu genlerde mutasyon bulunmadigi saptanmist1 (561, 562).
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3.4. DNA Eldesi
DNA ornekleri periferik kandan ticari bir kit (DNA Isolation Kit For
Mammalian Blood, Roche Diagnostics) kullanilarak ve kit protokoliine uygun olarak

elde edildi.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Hedef genlerin ekson bolgeleri, ekson-intron birlesimlerini igerecek sekilde
tasarlanmis primerler kullanilarak PCR yoOntemi ile ¢ogaltildi. PCR amplifikasyonlari
i¢in daha once bildirilmis ve 6zgiin olarak tarafimizdan tasarlanmis primerlerin dizileri

kullanildi (Tablo 3-1).

Genom-boyu baglant1 ve kritik bolge analizlerinde kullanilan STR (short tandem
repeat) markorlerin ¢ogaltilmasi igin kullanilan primerlerin dizileri “The Genome

Database” (www.gdb.org) veri tabanindan alindi.

Her PCR reaksiyonunda 200 ng DNA 6rnegi, 1X (NH4),SO4’1lii Buffer (MBI
Fermentas), 1.5 mM MgCl, (MBI Fermentas), %4 DMSO (Sigma), 200 uM dNTP
(MBI Fermentas), 400’er uM ileri-geri primerler (Operon), 0.8 U Taq. polimeraz (MBI
Fermentas) kullanmildi. DNA o6rnekleri termal dongii cihazinda (BioRad PTC-200), ilk
denatiirasyon 94°C’de 4 dk ve ardindan 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 62°C’den 52°C’ye
kadar kademeli olarak diisiiriilen 1silarda 30 sn baglanma, 70°C’de 70 sn uzama
basamaklarindan olusan toplam 40 dongii ve son olarak 70°C’de 10 dk’lik uzama

olacak sekilde Touch-down PCR yo6ntemi kullanilarak ¢ogaltildi.

3.6. DNA Dizi Analizi
PCR yoOntemi ile ¢cogaltilarak elde edilen DNA iiriinleri ABI 3730 XL otomatik
kapiler DNA dizileyicisinde (Applied Biosystems, Macrogen Inc., Seul, Kore) dizilendi.

Dizileme sonucglart Chromas 2.32 (www.technelysium.com.au/chromas.html) ve NCBI

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)

programlan kullanilarak bilgisayar ortaminda analiz edildi.

CDH23 geni dizileme reaksiyonlar1 ve dizi analizleri, Koln Universitesi insan
Genetigi Enstitiisii (K6ln, Almanya)’nden Dr. Bernd Wollnik’in Arastirma Grubu
tarafindan, MYOISA geni dizileme reaksiyonlarn ve dizi analizleri de Karadeniz

Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD (Trabzon, Tiirkiye)’den Dr. Ersan
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Kalay ve Radboud Universitesi Nijmegen Tip Merkezi Insan Genetigi Departmani

(Nijmegen, Hollanda) tarafindan gergeklestirildi.

3.7. Genom-Boyu Baglanti Analizi

Genom-boyu baglanti analizi Max-Delbriick Molekiiler Tip Merkezi Gen
Haritalama Merkezi (Berlin, Almanya)'nin imkanlart kullanmilarak gerceklestirildi.
Genom taramasinda ii¢ aileden toplam 28 birey, ~10 cM aralikli 365 STR markér

(Markerset, http://wwwmsz.mdc-berlin.de) icin genotiplendi.

STR markorler, Gen Haritalama Merkezi tarafindan optimize edilmis Touch-
down PCR yontemi ile BioRad PTC-225 termal dongii cihazlarinda ¢ogaltildi. Her bir
PCR reaksiyonu icin 6 ng DNA, 10 mM PCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, 100 uM dNTP,
0.4 U Taq. polimeraz (Invitek), 7’ ser pmol FAM, HEX, NED veya TET ile isaretli ileri-

geri primer ve son voliim 10 pl olacak sekilde bidistile H>O karisim1 kullanildi.

PCR fiiriinleri havuzlanip ABI 3100 otomatik kapiler DNA dizileyicisinde
(Applied Biosystems) yiiriitiildii. Elde edilen sonuglar Genotyper programi (Applied
Biosystems) ile analiz edildi. Mendel kalitimina uygunluk PEDCHECK (406) programi

ile denetlendi.

3.8. STR Markor Analizleri
Ince haritalama ve kritik bolge/baglant1 analizi icin kullanilan STR markérlerin

belirlenmesinde “Ensembl Genome Browser” (www.ensembl.org/index.html) ve

“UCSC Genome Browser” (www.genome.ucsc.edu)’dan yararlanildi. ilgili bireylerin
genomik DNA orneklerinden Touch-down PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan STR

markorler, poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra genotiplendi.

3.9. LOD Skor Analizleri

ELOD (expected likelihood of odds) skor degerleri SLINK (418), two-point
LOD (likelihood of odds) skor degerleri MLINK (297) ve SUPERLINK-Online
(http://bioinfo.cs.technion.ac.il/superlink-online; 511) ve multi-point LOD skor
degerleri SIMWALK? (521) programi kullanilarak hesaplandi.

3.10. Poliakrilamid Jel Elektroforezi
PCR iiriinleri 2:3 oraninda %90’lik formamid (Roche Diagnostics) ile

kanstirilarak %10’luk (19:1 akrilamid/bis-akrilamid [Sigma]) poliakrilamid jellerde
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gece boyu (>14 sa) 400 V gerilimde yiiriitiildikten sonra Molekiiler Genetik

Laboratuari’mizda oturtulan giimiis boyama teknigi (181) ile boyanip genotiplendi.

3.11. Restriksiyon Enzim Kesimi
Incelenecek DNA degisimlerinin yeni bir enzim kesim bolgesi olusturup
olusturmadig1 ya da var olan enzim kesim bolgesini ortadan kaldirip kaldirmadig

Webcutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter?) ve NEBcutter V2.0

(http://tools.neb.com/NEBcutter2) programlart kullamlarak belirlendi. Her iki

olasihginda s6z konusu olmadigi durumlarda modifiye primerler kullanilarak

restriksiyon enzim kesim bolgeleri olusturuldu.

Restriksiyon enzim analizi ile taranacak gen bolgeleri ilgili eksona ait veya
enzim kesim bolgesi olusturacak sekilde modifiye edilmis ileri/geri primer ciftleri
kullanilarak Touch-down PCR yontemi ile ¢ogaltildi. PCR iiriinleri, ilgili restriksiyon
enzimi ile iiretici firmanin (MBI Fermentas) protokoliine uygun olarak 16-18 saat siire
ile kesime birakildi. Enzim kesimi iiriinleri %2.5’luk yiiksek ¢oziiniirliiklii agaroz jelde
(Roche Diagnostics) 100 V gerilimde 45 dk yiiriitiildiikkten sonra genotiplendi. Tez
calismas1 kapsaminda gerceklestirilen restriksiyon enzim kesim analizleri ile ilgili

bilgiler Tablo 3-2’de verildi.

3.12. Kompiitasyonel Analizler
Dizi analizi sonucunda saptanan degisimlerin; bilinen mutasyon olup

olmadiklar1 “The Human Genome Mutation Database (www.hgmd.cf.ac.uk),

tanimlanmis SNP (single nucleotide polymorphism) olup olmadiklar1 “NCBI Entrez
SNP” (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP), kirpilma hatasina yol agip agmadiklar
“BDGP: Splice Site Prediction by Neural Network”

(www.fruitfly.org/seq tools/splice.html), kirpilma hatasi ve cerceve kaymasi tipindeki

mutasyonlarin protein diizeyindeki etkileri “CGPDB DNA Sequence Translation in Six

Frames” (http://cgpdb.ucdavis.edu/database/sms/translation.php) ve evrimsel siirecte

korunmus bir rezidilyti degistirip degistirmedikleri “Ensembl Genome Browser”

(www.ensembl.org/index.html), “UCSC Genome Browser” (www.genome.ucsc.edu) ve

“EBI Tools: ClustalW” (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) program ve veri tabanlar

kullanilarak degerlendirildi.
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Gen Ekson Ileri primer (5'—3') Geri primer (5'—3")
ATF7IP 1 CTAAGCCTCATAGAGGG CAGGCGCAGACACAACT

2 CTGGACTGAAATGGAGGC CCAAGCTCTAAGTTCACC

3.1 GTATACAACAAGCAGTAGGT GGTTGATTCAGAAGTCAGC

3.2 CAGCCTCTGATGATCTGG GCTACTCACAGAGTACACA

4 CAGTTGAATGTGGACGTG CCTTCAGTTAGCCATCAAC

5 GCATTGCTTGACCATTAGG CCACCACATCTGGCCAG

6 CACTGCACTCCAGCCTG CAGCAGCCCTGGCAAAC

7 CTCAGCTATCTTCTGAGGA GAGTACACAGTATGAAAGCA

8 GAACAAGTGATAATGCCAAG CAGTACTTAACCTGAATACC

9 GGTATTCAGGTTAAGTACTG GTACTTAGACCAATGTGCC

10 GACTTTACAGTCTTTGCAATG GTACTTCCAATAACGCTAGC

11 GCAGTGGTCTGTGAATTTG CAGAGAAGCTGTGAGACAA

12 GAACCAGGTTACTCATTAGT GTGTGAGACACTGCACCT

13 CTCTTAGAGGTAAATGTGAC GACATGCACTGTAGTCCTC

14 GGTCAAACCAGAGTGGGA CTCTTGAACTTATAACAATACT

15 CTGAATACGAACAGGACCT CACCACAAGCAAACTCAATG

16 GTTTGTAGCATGATTCATTAC GTTGTGCTATATTTGGTAGAG
ATP6VIBI1 1 CCAGACCTGCACAGCTTG CCACTGCGTCACTCTGCT

2 CCCTGTCACAGCTAATGAC CCGTGCTGTGGTCCAGC

3/4 CCTCCCAAACAGAATTCAAAC GCTACCTACTGTGTCTCTAG

5/6 GGAGTGGGTGGGAGCTG GTGCAGGGATGGTGGTAG

7/8 GCAGCCCACAATAACTCC CCTGGAGCCCTGGTAC

9/10/11  CCTCTGCCACTATGCACA GCAGTGAAACATCTGGTCC

12/13/14 GGGAGATAAGAGAGGGTG GGGAAAGGGATGGAGCGT
CDKNIB 1 CAACCAATGGATCTCCTCC CTCTCCCAAAGCTAAATCAG

2 CCAACTTCTGCCAGCC CCAGCAACCAGTAAGATCAG

3 CCCATCAAGTATTTCCAA CTACCCAACACAGCATTT
EMP1 1 GCTCACTCCCAGCCACT CTCTGCTTCTTCTGACCTC

2 GGCACTTAGGCAAATCAGAAC TCCAGCCCTTAACCACCTAC

3/4 GCCCACAGATAAGCTGCATAG AGCAGCAATCCAAGGTTCTC

5 AGGGGACATCCATCAGAACTC AACAGCTGGAGGCCAAGTC
GJB2 1* GTGCGGTTAAAAGGCGCCA GGCAACCGCTCTGGGTC

2% TCTTTTCCAGAGCAAACCGCC TGAGCACGGGTTGCCTCATC
MGP 1 CCTCACAGCCTTCCACTAAC CAGTTTCTGCGGAGACTGG

2 CCACAGCAAGGCCAGAGC GTGCAGTTGACGTGGTGCC

3 GTGTCAAGGAATATTCACGGA CAGATCTGTGATCTACACTGG

4 CAGGCCTGAGCCACCGC GGGTAAGGTGGGCCATGATT
MGST1 1 CCAGCTCTCTCCCACTG CCACTGAACGGGTTTGC

2 GGGACTACAGGCGTGA GCATAAAACAGTGTGCTATTG

3 GGAATTACAGGTGTGAGCTAT CATGTGGAGTAGGTAAGAGGT

4 GATCCATAGTGCTCAGATTTAG ATGTCTGTTTCAGCAGTATTG
GRIN2B 1 CCACTAACCTCACATGCACA CCACTTGAGGGACTCGAAG

2 GGTCCTTGAATTGCAGTATC CGCTGTCAATGCAATCTGG

3 GAACACAAATCTTTGTACCCA CCTGCAGTTTCTGAACTTC

4 GTCTGTCTCCAGCCAGCT CCAAAGGACTACTTTCCTTC

5 GTTCAACTGCTTCCTGGGA GGTCTCAGGCCAGCCAAG

6/7 GCCTGCTTTGGGATTGGAG GGCTGAGTTGAGCTCCTAG

8 GGCAGACAACACATTGTGGT GCAGATAACAAATGAGGA

9 GAGCAGGGACTCACCCTG CTCCCATGTTCCAATACAAG

10 GAGGGCTAATGTATTCGGTG CCAAGCATGGTATACCTAGT

11 GGCTTTAGATTCTGGCAGAG GGCACTCAGTGCATGGCA

12 GCTCAATACTCCTCTTTCTCC GTCCTCTTGGTTCTCTCTGC

13.1 CCAGTTGGAGCAATTATTGGT CTCACACCGGATGCACGC

13.2 CGTGGTCAGCGGGGTAC GGTGCTGGTCACCAGGGT
OTOF 1 GAGTCGCTGCAGGAGCAGC CTCCCAGCCCTGTCCTATC

2 CACGAGGTCCCATGTTGCA GGCCAGTGCCTGGGATTTG

3 GGGGAGCACTGGGCCCA CAGGTTGGGAGTGTAGGTCC

4% CCAAGCAGTCCAAGCCCTT ACCTCGCCATGCATGAGAG

S TCCAGTGAGGCAAGGGTGT CTTGGATGTCTCTCCAGAAG

6 CGATCTGTCTCGGGACCAG CATCACTGGGTGGGGCCTG

7 GGTCACTATCTCACCATCAGT GCAAGCCAGGTCCTGCCTG

8 TAACTCTCAGCTTTCTGGATG TACCCAAATTCCAATCATGGC

Pk GTGCTTGAGTGTTTAAAGACC AGTATAGTAGATAATGCACATC

10/11 GCCTGGGCTGTTGCTGCTG CTGTGGTCCTTGCCAGCCT

12 CCTGAGCACTGGGAGACGC CTGGTCTGCCAGCATCGAC

13 GAGACTGTGCCAGGACCC GCCTGCCCTTGTGATACC

14 GCCACGCCCTCACCTGTG CTGAGCCGACCTGAGCCTC

CATCCCACGCCCTCACCTGT

GGCATCTCACATATTCCTTCCCTTCA




Tablo3-1 (devam)
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Gen Ekson Ileri primer (5'—3') Geri primer (5'—3")
OTOF 16 GGCCTGTCTGTGAGACGG CCTGCAGCCTAGGCCTGA

17/18 GCAGCACCGGATTGGACG GGGAACAGAGGTCCTGCTG

19/20/21 CATGATGACCGATACTCAGG GTCTAGCCTCCTGATTGAG

22 GCCTGGTTGTGAGAAGGTG GGGTCTAGCCTCCTGATTG

23/24 GGCAGCCGTCAGGCTCC CTGACCTGTGGCTCCAGG

25 CCGTGGAAGCTGAGTGAGTA GGCCAAGGAGCTCTGCAG

26/27 CAGGTGTGGACAGCAAGCAC GTCAAGGGAGCCAGCCATG

28/29 CATGGCTGGCTCCCTTGAC CTTCTCCATCAACCAGCGC

30 GCGCTGGTTGATGGAGAAG GCATGTTCCCAGCCAGCTG

31/32 GTGGAAGTGGCGTACAAGC GGAAGGTGAGTTCTGAGCTAG

33 GCAGAGCACATGGTGGACT GCCTGCCCAGTACTGCCC

34/35/36 CTCGAATCCAGGCCTTCCTG CACCTGGCCAGTATGCAGC

37/38 GCCCTTCACTGTCATAGGAC GGCAAAGCAGGCACACTGC

39 GAGAACTGGCCACGACCAG CCAGGCTAGGCTGTGAGG

40/41 GGAGGTGGGGTAGACAGG GCCAAGGCCATCTGGACCT

42/43 GCCTGGCCCAGGCCCTG CCTGGCTCTGATGGACTGG

44/45 GCATTGAGGCCAGTTGCTGG CCCTGTAATGAGGCTGT

46 GCAGAAGAGCCAGCTCCAG CCTGCCTAGCCCTTGGTCC

47 GTCCAGAAGGACAGAGGATG GTGGGAGGACAGGGTGT
SLC26A4 12 CCTGACCTCGCAACCCT CCACCCTCCCACCAGAA

3 GGCAAAAGCATGGTAAGCA GGCTCTACAGGAAAGATAC

4 GGAGACCAACTCAGGACA GCAGGCAAAACACTGAAATC

5/6 CCCTATGCAGACACATTGAA CAGACTCAGAGAATGAATAC

718 GAGTGTTGTTTGATGCTGAT CTGTTTGTCTTATGGTTGTTTC

9/10 GTGAGAGATAGAGAAGAGTC GAGGGAGTGGAACAAGAG

11/12 GGAGACAGGGAAGTATGAA GTGATATGGCAGGAAGCAT

13 GGTAGTTATCACATGATGGT GGTATAAGGAAGCTCAGAG

14 CCACACAAACACCAGCTG CACTCCCTGTGGACTAAC

15 CTGCTACCCAGCTCCTC GCAACCCTACCTCCAATAC

16 GGCAGGATAGCTCAAGGA CTGGATACTAAAGAGGATAG

17 CTCCTCTGTTCTCCCAGT CCCATGTATTTGCCCTGTT

18 GCCACACCCATATCTCTTCT GCCTTCAGACATAATGTGAC

19 GAGGAGCTACAAAAACTTAG CACAAATCCCAGATCACAAA

20 GACAGATGAGAAGCACCAG GAGCAGTATGCAGAGGTG

21 CACCTAAGATGAGTAGCAG CCAGGATCAAAGAGATCCT
TMHS 1 GTCATCTCGGTTCAGGAAGG TCTGGGCTCAGAACCTCATC

2 GTGAGGAGAATGGCTGAAGG TGATTTCAGGGAGGACAAGG

3 CCATCTGCCCAACCAATAAC AAAATTAGCCAGGCATGGTG

4 CCTCCTGCCTCAGCCTCTT GATCCTATCACCCACTCTTCAT
TMIE 1 GAGAAACTGAGGCCCATTTG ACTGGATCTCTCAGGGCAAG

2 CAAGGTCTAGGGTGTTGGTAG TTGTGTGGATCAGGAGGTG

3 GCTTAGGAAAGCCACCTTG CCAATTTCTGTGCTCTGGTC

4 GAAGGAAGAAAAAGGCAGAG CAGAAAGGGTGGCTGAAG
WES1 1 CTACACCGGCCACTCAG CAGCCACCCATCAGCT

2 CCAGCAGACACTAAGTGCC CACCCAGCTATCCCTGAACA

3 GAAGACCCTCATGCCTTGT GCATCTCAGGCACCGACA

4 GTGGCAATGCCTGGTGTGA CAGTTAGCAAGCAGCATTACA

5/6 GCCTAGGCAGGGCACACAA GGGAGGCACGGGTGAGATA

7 CCTGAACCCACTCAGCTCCT GAGGCAGGCTCCGGCCTG

8.1 CCTGTCCCAGCCTCGTTC CGGAGAGCTCACACCACA

8.2 GCACAGCTGAGGAATTTCAA CCAGCAGCTTAAGGCGAC

8.3 GCAGCCCTGGCAACACCT CATGGCAACATGCACTGGAA

* Uyguner ve ark. (2003)’den alind1.
** Yasunaga ve ark. (2000)’den alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Sendromik Duyma Kayiplari

4.1.1. Renal Tiibiiler Asidoz ve Duyma Kaybi

Otozomal resesif geg¢isli renal tiibiiler asidoz ve duyma kaybi1 (RTADK) gériilen
iki aileden (DF#152 ve DF#191) 10 bireyde ATP6V1B1 geninin 14 eksonu dizi analizi
ile degerlendirildi.

DF#152 Ailesi

DF#152 ailesinde ATP6VIBI1 geninin dizi analizi ile incelenmesi, prelingual
orta-agir derecede yiiksek frekans duyma kaybindan (Sekil 4-1) etkilenmis bireylerden
IV.2.’nin 10. eksondaki bilinen c.C1037G (p.P346R) mutasyonu (Sekil 4-2; The Human
Genome Mutation Database) i¢in homozigot, IV.1.’in ise p.P346R mutasyonu ve 6.
eksondaki, daha once tanimlanmamis ¢.G539T (p.G180V) degisimi (Sekil 4-3; NCBI
Entrez SNP) icin birlesik heterozigot oldugu saptandi. Etkilenmemis ebeveynlerden
II1.2., II.3. ve III.4.’iin p.P346R mutasyonu i¢in ve III.1.”in de p.G180V degisimi i¢in
heterozigot tasiyici olduklar1 belirlendi (Sekil 4-4).

110 saghkl bireyde gerceklestirilen kontrol calismasinda p.G180V degisimine
rastlanmadi. ATP6VIBI1 geni ile cesitli organizmalardaki ortologlarinin kodladigi
iiriinlerin (Ensembl Genome Browser, UCSC Genome Browser) karsilastirilmasi,
p-G180 rezidiisiiniin 6karyotik organizmalarda evrimsel siire¢ boyunca korundugunu
gosterdi  (Sekil 4-5; EBI Tools: ClustalW). Bu verilere dayanilarak p.G180V
degisiminin ATP6V1B1 geninde ilk kez tanimlanan yeni bir mutasyon oldugu sonucuna

varildi.
DF#191 Ailesi

ATP6V1B1 geninin dizi analizi ile incelenmesi sonucunda, DF#191 ailesindeki
-birinde (IV.1.) hafif (Sekil 4-6A) ve digerinde (IV.2.) orta-agir derecede prelingual
duyma kayb1 (Sekil 4-6B) olan- iki etkilenmis bireyin 10. eksondaki bilinen ¢.C1037G
(p.P346R) mutasyonu (The Human Genome Mutation Database) icin homozigot ve

ebeveynlerinin de heterozigot olduklar1 saptand1 (Sekil 4-7).



72

A 4B 125 250 500 1000 2000 4000 8000 Hz BdB 125 250 500 1000 2000 4000 8000  Hz
0 ! 0
10 —é ..... 10
» - @ 2 R
30 30 -
a0 3( 40 9{
50 50 ‘:‘“”,:.
6 3‘ 60 s%
70 70 .::'-.
. ) i 5
% %
100 100
110 110

Sekil 4-1: DF#152 ailesindeki etkilenmis bireyler (A) V.1. ve (B) V.2.’deki
odyogram bulgulari.

A

c ¢c&&TTC & CACALG AT CCOCCATCOCTCARCTCALTTGTCC

BCCATCACACAGATCCNCATCCTCACCATGCC

l

C

Cc C&TTC&CALELCAE G ALT CTCGOCECAAT CCTTLCAT LCTCATTGTCTC

l

Sekil 4-2: DF#152 ailesinden ATP6V1B1 geninin 10. eksonundaki ¢.C1037G
(p-P346R) mutasyonu icin (A) wild-type, (B) heterozigot ve (C) homozigot
bireylere ait kromatogramlar.
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Sekil 4-3: DF#152 ailesinden ATP6V1B1 geninin 6. eksonundaki ¢.G539T
(p-G180V) mutasyonu icin (A) wild-type ve (B) heterozigot bireylere ait
kromatogramlar.

I T
1 2

I —F

4
III

3

p.G180V/WT p.P346/WT p.P346/WT p.P346R/WT
v
1 2
p-G180V/p.P346 p-P346/p.P346

Sekil 4-4: ATP6V1B1 genindeki p.G180V ve p.P346R mutasyonlarinin DF#152
ailesindeki segregasyonlari.
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AEDFLDINGQPINPHDRIYPEEMIQTGISPIDVMNSIARGOKIPIFSAAGLPHNEIAAQI
AEEFLDINGQPINPHDRIYPEEMIQTGISPIDVMNSIARGOKIPIFSAAGLPHNEIAAQI
AEDFLDINGQPINPHDRIYPEEMIQTGISPIDVMNSIARGOKIPIFSAAGLPHNEIAAQI
AEDFLDINGQPINPHNRIYPEEMIQTGISPIDVMNSIARGOKIPIFSAAGLPHNEIAAQI
AEDYLDINGQPINPYVRTYPEEMIQTGISPIDVMNSIARGOKIPIFSAAGLPHNEIAAQI
AEDYLDIMGQPINPQCRIYPEEMIQTGISAIDGMNSIARGOKIPIFSAAGLPHNEIAAQI
AEDFLDIQGQPINPWSRIYPEEMIQTGISAIDVMNSIARGOKIPIFSAAGLPHNEIAAQT
AEDFLDIQGQPINPWSRIYPEEMIQTGISAIDVMNSIARGOKIPIFSAAGLPHNEIAAQI
PEDYLDINGQPINPFNRIYPEEMIQTGISAIDVMNSIARGOKIPIFSAAGLPHNEIAAQI
PEDYLDIQGQPINPESRIYPEEMIQTGISAIDVMNSIARGOKIPIFSANGLPHNEIAAQI
PEDYLDIQGQPINPESRIYPEEMIQTGISAIDVMNSIARGOKIPIFSANGLPHNEIAAQI
AEDYLDINGSPINPYARIYPEEMISTGVSAIDTMNSIARGOKIPIFSASGLPHNEIAAQI
AEDYLDINGSPINPYARIYPEEMISTGVSAIDTMNSIARGOKIPIFSASGLPHNEIAAQI
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142
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182
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193
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187

Sekil 4-5: insan ATP6VIB1 geni ile cesitli organizmalardaki ortologlarimn
kodladig: proteinlerin dizilerinin karsilastirilmasi.

p.G180 rezidiisii okla gosterilmigtir. Yesil kutu, p.G180 rezidiisiiniin evrimsel siirecteki korunumunu

gostermektedir.
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100

110

Sekil 4-6: DF#191 ailesindeki etkilenmis bireyler (A) IV.1. ve (B) IV.2.’deki

odyogram bulgulari.



75

I o
1 2
I
1 2 3 4
I
1 2
p.P346/WT p.P346R/WT
E\EVE 4 T C A T C C&C A T C
T o
1 2

p.P346/p.P346 p.P346R/p.P346

AT CCGC ATHEC AT CC BC AT

g
g

Sekil 4-7: ATP6V1B1 genindeki p.P346R mutasyonunun DF#191 ailesindeki
segregasyonu.

4.2. Ozgiin Oto-/odyolojik Fenotipler
Ozgiin oto-/odyolojik fenotiplere sahip ii¢ olgu ve ailelerinde (DF#39, DF#43 ve
DF#181) genetik baglant1 analizini takiben veya dogrudan DNA dizi analizi ile iligkili

genlerde mutasyon taramasi yapildi.

4.2.1. Genis Vestibiiler Akuaduktus
DF#39 Ailesi

DF#39 ailesindeki, ikisi (III.1. ve III.7.) tiim frekanslarda ¢cok agir derecede ve
biri (II.4.) yiikksek frekanslarda orta-agir diizeyde sensorindral duyma kaybindan
etkilenmis ii¢ bireyde (Sekil 4-8) yapilan radyolojik incelemelerde genis vestibiiler
akuaduktus (GVAD) saptandi (Sekil 4-9). Pedigri analizine gore, etkilenmis
bireylerdeki bu fenotipin otozomal resesif kalitim gosterdigi belirlendi (Sekil 4-10).
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Bu fenotip ile iliskilendirilmis, 7q22.3 kormozomal bandinda lokalize olan
SLC26A4 gen bolgesi D752459, D752420 ve D752456 markorleri kullanilarak baglanti
analizi ile degerlendirildi. Baglanti analizinde, maternal 2-2-1 ve paternal 3-2-1
haplotiplerinin birlesik heterozigot olarak fenotip ile birlikte gecis gosterdigi saptandi
(Sekil 4-10).

21 eksondan olusan SLC26A4 geninde yapilan dizi analizi sonucunda indeks
olgu II1.7.’nin 11. eksondaki bilinen c.T1334G (p.L445W) mutasyonu (Sekil 4-11; The
Human Genome Mutation Database) ile 13. eksonun kirpilma bolgesinin hemen
oniindeki son niikleotidi etkileyen, daha 6nce tamimlanmamis c.T1544G degisimini
(Sekil 4-12; NCBI Entrez SNP) tasidigi goriildii. Ailenin diger iiyelerinde ilgili
eksonlarda yapilan dizi analizleri sonucunda, etkilenmis bireyler III.1. ve IIl.4.’{in
p-L445W mutasyonu ve c.T1544G degisimi icin birlesik heterozigot, etkilenmemis
bireylerden anne II.1. ile III.2. ve II1.5.’in c¢.T1544G degisimi i¢in ve baba I1.2. ile II1.3.
ve III.6.nin p.L445W icin heterozigot tasiyici olduklar saptandi. Segregasyon
analizleri, p.L445W mutasyonunun paternal 3-2-1 ve c.T1544G degisiminin de
maternal 2-2-1 haplotipleri ile kalitildigim gosterdi (Sekil 4-10).

Kirpilma i¢in donor bolge analizinde, maksimum kirpilma skoru 1.00 igin
normal c.T1544 alleli ile 0.53’lik ve varyant c.G1544 alleli ile 0.99°’lik kirpilma
skorlan elde edildi (BDGP: Splice Site Prediction by Neural Network). Bu sonug,
c.T1544G degisiminin kirpilma hatasina yol a¢gmadigin1 ve dolayisiyla non-sinonim

p-F515C alterasyonuna neden oldugunu gosterdi.

103 saglikli bireyde post-PCR restriksiyon enzim kesimi yontemi ile yapilan
kontrol c¢alismasi sonucunda p.F515C degisimi saptanmadi. Cesitli omurgali
hayvanlardaki pendrin homologlarinin (Ensembl Genome Browser) karsilastirilmast,
p-F515’in evrimsel siire¢ boyunca tiirler arasinda korundugunu gosterdi (Sekil 4-13;
EBI Tools: ClustalW). Bu verilere dayanilarak p.F515C degisiminin SLC26A4 geninde

ilk kez tanimlanan yeni bir mutasyon oldugu sonucuna varildi.
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Sekil 4-8: DF#39 ailesindeki etkilenmis bireylerden (A) III.1. ve (B) IIL4.’teki
odyogram bulgulari ile (C) IIL.7.’deki ABR testi bulgusu.

Sekil 4-9: DF#39 ailesinden etkilenmis birey III.1.’de bilateral genis vestibiiler
akuaduktus varhgim gosteren bilgisayarh tomografi kesiti.

Genislemis vestibiiler akuaduktlar okla gosterilmistir.
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Sekil 4-10: DF#39 ailesinde 7q22.3’te lokalize STR markorler kullanilarak yapilan
baglant1 analizi ve SLC26A4 genindeki p.L445W ve p.F515C mutasyonlarinin
segregasyonlari.

ACTGGAACCCTTGCAGAAGGTATAACCCTGCT

l

i

BCTGGAACCCTNGCAGAAGGTATAACCCTGCT

l
, \

Sekil 4-11: DF#39 ailesinden SLC26A4 geninin 11. eksonundaki ¢.T1334G
(p.L445W) mutasyonu icin (A) wild-type ve (B) heterozigot bireylere ait
kromatogramlar.
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Sekil 4-12: DF#39 ailesinden SLC26A4 geninin 13. eksonundaki c¢.T1544G
(p.F515C) mutasyonu icin (A) wild-type ve (B) heterozigot bireylere ait

kromatogramlar.

Homo sapiens

Pan troglodytes
Macaca mulatta

Myotis lucifugus
Cavia porcellus
Tupaia belangeri
Rattus norvegicus
Mus musculus
Oryctolagus cuniculus
Sorex araneus

Bos taurus

Loxodonta africana
Echinops telfairi
Canis familiaris
Erinaceus europaeus
Monodelphis domestica
Dasypus novemcinctus
Gallus gallus

Xenopus laevis

Danio rerio

DAVIWVFTCIVSIILGLDLGLLAGLIFGLLTVVLRVQ
DAVIWVFTCIVSIILGLDLGLLAGLIFGLLTVVLRVQ
DAVIWVFTCIVSIILGLDLGLLAGLVFGLLTVVLRVQ
DAVIWVFTCIVSIILGLDLGLLAGLIFGLLTVVLRIQ
XXVIWVFETCIMSIILGLDLGLLAGLLEGLLTVVLRVQ
DAVIWVFTCIMSIILGLDLGLLAGLIFGLLTVVLRVQ
DAVIWVFTCIMSIILGLDLGLLAGLLEGLLTVVLRVQ
DAVIWVFTCIMSIILGLDLGLLAGLLFALLTVVLRVQ
DAVIWVFTCVVSIILGLDLGLLAGLVFALFTVVLRVQ
DAIIWVFTCVASIILGLDLGLLAGLLEGLLTVVEFRVQ
DAVIWVFTCMASIILGLDLGLLAGLVEGFLTVVLRVQ
DAVIWVFTCLASIILGLDLGLLAGLMFALLTVVLRVQ
DAVIWVFTCLASIILGLDLGLLAGLMFALLTVVLRVQ
DAVIWVFTCIASIILGLDLGLLAGLMFGLLTVVLRVQ
DAVIWVFTCIASIILGLDLGLLAGIMFGLLTVVLRIQ
DAVIWVFTCIASIILGLDLGLLAGLLFGLLTVVLRVQ
XXLIWVFTCIASIILGLDFGLLAGLLEGLLTVVLRVQ
DAIIWVFTCIASIILGLDLGLLAGLLEFGLLTVVLRVQ
DSVIWVFTCIASILLGLDLGLLAGLLFGLVTIILRVQ
DCFIWIASCLASVVLGLDVGLLAGLVFEMGTVVVRTQ

SWNGLGSIPSTDIYKSTKNYK
SWNGLGSIPSTDIYKSTKNYK
SWNGLGSIPSTDIYKSTKNYK
SWNGLGSIPNTDIYKSTKDYK
SWNDLGNISTTDIYKSIKNYK
SWNGLGSIPSTDIYKSTKNYK
SWNGLGSVPSTDIYKSITHYK
SWNGLGSVPSTDIYKSITHYK
SWNSLGSIPSTDIYKSTKDYK
SWNGLGSIPSTDIYKSTKNYK
SWNSLGSIPSTDIYKSTKNYK
SWSSLGSFPNTDIYKSTKVYK
AWSSVGSLPHTDIYKSTKMYK
SWNGLGSIPSTDIYKSTTNYK
SWNGLGSIPSTDIYKSTKNYK
SWNDLGNVPGTDLYKSTKDYK
SWNGLGSIPTTDIYKNTKNYK
SWGGFGNIPGTDIYRKVKDYK
SCGALGNVPGTDIYKNVKEYK
SCATLGNVPNTDIYKNMKDYK

537
537
537
397
438
530
537
537
537
537
537
537
528
537
478
534
536
650
527
534

Sekil 4-13: Cesitli omurgali hayvanlardaki pendrin homologlarinin protein
dizilerinin karsilastirilmasi.

p.F515 rezidiisii okla gosterilmistir. Yesil kutu, p.F515 rezidiisiiniin evrimsel siirecteki korunumunu

gostermektedir.
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4.2.2. Diisiik Frekans Sensorinoral Duyma Kaybi
Diisiik frekans sensorindral duyma kaybi (DFSNDK) saptanan iki aileden
(DF#43 ve DF#181) 13 bireyde WFS1 geninin 8 eksonu dizi analizi ile incelendi.

DF#43 Ailesi

Yedi etkilenmis ve ii¢ etkilenmemis bireyden olusan DF#43 ailesinde
DFSNDK’nin (Sekil 4-14) otozomal dominant olarak kalhitildigi gézlemlendi (Sekil 4-
15).

WES1 geninde yapilan dizi analizleri, indeks olgu IV.1.’in 8. eksondaki
¢.2498_2506delTGGGCAGCA mutasyonu (Sekil 4-16) icin heterozigot oldugunu
gosterdi. Diger aile bireylerinde ilgili gen bolgesinin dizilenmesi sonucunda heterozigot
¢.2498_2506delTGGGCAGCA mutasyonunun odyolojik fenotip ile birlikte gecis
gosterdigi  saptandi. Kompiitasyonel analizler, ¢.2498_2506deI TGGGCAGCA
mutasyonunun wolframinin 833. ile 836. aa’ler arasindaki “LGSK” dizisinin “Q”
rezidiisii ile degismesine (p.L.833_K836delinsQ) neden oldugunu gosterdi (CGPDB

DNA Sequence Translation in Six Frames).

106 saglikli bireyde poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile yapilan kontrol
caligmasinda, ilgili gen bolgesinin uzunlugunu etkileyen herhangi bir degisime
rastlanmadi. Cesitli omurgali hayvanlardaki wolframin homologlarinin (Ensembl
Genome Browser) karsilagtirilmast sonucunda “LGSK” dizisinin evrimsel siirecte asagi
omurgalilardan insana kadar ¢ok biiyiik oranda korundugu saptandi (Sekil 4-21; EBI
Tools: ClustalW).
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Sekil 4-14: DF#43 ailesindeki etkilenmis bireylerden (A) IV.1. ve (B) IIL5. teki
odyogram bulgulari.
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Sekil 4-15: DF#43 ailesinin pedigrisi.
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Sekil 4-16: DF#43  ailesinden @ WFS1 geninin 8.  eksonundaki
¢.2498_2506del TGGGCAGCA (p.L.833_K836delinsQ) mutasyonu icin (A) wild-
type ve (B) heterozigot bireylere ait kromatogramlar.

Kirmuzi alt ¢izgi, heterozigot bireyin normal allelindeki “TGGGCAGCA” dizisini gostermektedir.
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DF#181 Ailesi

Biri (II.1.) tim frekanslarda ¢ok agir diizeyde duyma kaybindan (Sekil 4-17A),
ikisi (IL.2. ve III.1.) ise DFSNDK’dan (Sekil 4-17B ve 4-17C) etkilenmis ii¢c bireyden
olusan DF#181 ailesinde GJB2 geninde yapilan dizi analizleri sonucunda, II.1. ve
III.1.”in daha 6nce tanimlanmis ¢.T269C (p.L90P) mutasyonu (Sekil 4-18; The Human
Genome Mutation Database) i¢in heterozigot olduklar1 ancak II.2.’nin mutasyon
tasimadigr belirlendi. WFS1 geninin dizi analizi ile taranmasi sonucunda ise, I1.2. ve
II.1.’in 8. eksondaki ¢.C2051T (p.A684V) mutasyonu (Sekil 4-19) i¢in heterozigot
olduklar1 ve II.1.”de mutasyon bulunmadigi saptandi (Sekil 4-20).

106 saglikli bireyde post-PCR restriksiyon enzim kesimi yontemi ile yapilan
kontrol ¢alismasinda p.A684V  mutasyonuna rastlanmadi. Cesitli omurgali
hayvanlardaki wolframin homologlarinin (Ensembl Genome Browser) karsilastirilmast,
p-A684 rezidiisiiniin omurgalilarin evrimi boyunca korunmus oldugunu gosterdi (Sekil

4-21; EBI Tools: ClustalW).
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Sekil 4-17: DF#181 ailesindeki etkilenmis bireyler (A) IL1., (B) IL2. ve (C)
II1.1.’deki odyogram bulgulari.
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AECAEGEEAGCGETEETAGTGGECATGEACGT

l

/

BCCACGCCAGCGCTCCN}\GTGGCCATGCACGT

l
A |

Sekil 4-18: DF#181 ailesinden GJB2 geninin 2. eksonundaki ¢.T269C (p.L90P)
mutasyonu icin (A) wild-type ve (B) heterozigot bireylere ait kromatogramlar.

AGAGACCAACATGGCGCGCACCCAGATC

l

BGAGACCAACATGGNGCGCACCCAGATC

d Waas

Sekil 4-19: DF#181 ailesinden WFS1 geninin 8. eksonundaki ¢.C2051T (p.A684V)
mutasyonu icin (A) wild-type ve (B) heterozigot bireylere ait kromatogramlar.
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Sekil 4-20: DF#181 ailesinde GJB2 genindeki p.LL90P ve WFS1 genindeki p.A684V
mutasyonlarinin segregasyonlari.
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Sekil 4-21: Cesitli omurgali hayvanlardaki wolframin homologlarinin protein
dizilerinin karsilastirilmasi.

p.A684 rezidiisii okla, “LGSK” dizisi (****) ile gosterilmistir. Sar1 ve yesil kutular p.A684 rezidiisii ve
“LGSK?” dizisinin evrimsel siire¢teki korunumlarini gostermektedir.
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4.3. Daha Once Haritalannus NSDK Ailelerinde Yapilan Calismalar

Daha oOnceki calismamizda (562) genom-boyu baglanti analizi ve ince
haritalama caligmalar1 ile haritalanmis olan DF#9, DF#19, DF#44 ve DF#51
ailelerindeki NSDK’lardan sorumlu genlerin ve mutasyonlarin tanimlanmasi amaci ile

ileri molekiiler genetik analizler ve odyolojik tetkikler yapildi.
DF#9 Ailesi

Dért etkilenmis ve yedi etkilenmemis bireyden olusan DF#9 ailesinde, sorumlu
genin haritalandig1 3p14.2-p22.1’de D3S3678 ve D3S3722 markorleri arasinda kalan
(Sekil 4-22; D3S1578 i¢in Zmax=3.007, 6=0.00) ~16.1 Mb’lik bolgede (UCSC Genome
Browser) lokalize olan ve 4 eksondan olusan TMIE geninde yapilan dizi analizleri
sonucunda, 3. eksonda bilinen ¢.C250T (p.R84W) mutasyonunun (Sekil 4-24; The

Human Genome Mutation Database) fenotip ile birlikte gecis gosterdigi saptandi.
DF#19 Ailesi

Bes etkilenmis ve dort etkilenmemis bireyden olusan DF#19 ailesinde, sorumlu
genin haritalandig1 17p11.2-q11.2’de D17S1303 ve D17S1293 arasinda kalan (Sekil 4-
23; D1782196 icin Z;,,x=3.708, 6=0.00) ~18.8 Mb’lik bolgede (UCSC Genome
Browser) yer alan 65 eksondan olusan MYOIS5A geninde gergeklestirilen dizileme
calismalan sonucunda, 50. introndaki ¢.8974-1G>C mutasyonunun ($ekil 4-25) fenotip
ile birlikte gecis gosterdigi saptandi.

Kirpilma icin akseptor bolge analizinde, maksimum kirpilma skoru 1.00 igin
normal allel ile 0.97’lik kirpilma skoru elde edilirken c¢.8974-1G>C mutasyonunun
kirpilma akseptor bolgesini ortadan kaldirdigi (BDGP: Splice Site Prediction by Neural
Network) ve kirpilma sonucunda olusan mRNA’da MYOI15A geninin 51. eksonunun
tamamen delesyona ugradigi saptandi. Kompiitasyonel analizler, c¢.8974-1G>C
mutasyonunu tagityan MYO15A geni transkriptinin kirpilmasindan olusacak mRNA’nin
translasyona ugramasi halinde miyozin XV’in C-terminalindeki 540 aa yerine 62 hatali
aa girecegi (p.P2993WfsX63) belirlendi (CGPDB DNA Sequence Translation in Six

Frames).

115 saglikli bireyde post-PCR restriksiyon enzimi analizi ile yapilan kontrol

calismasinda c.8974-1G>C mutasyonuna rastlanmadi.
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D3S2409
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D3S1313
D3S3722
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Sekil 4-22: DF#9 ailesinde 3p14.2-p22.1°’deki STR markorler icin elde edilen genotiplerden

olusturulan haplotipler (562).
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Sekil 4-23: DF#19 ailesinde 17p13.2-q24.2°deki STR
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genotiplerden olusturulan haplotipler (562).

markorler icin elde edilen
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AAACTGTCGTGTGCEREGGCECGGR&GGRGR

l

L

BAAETGTEGTGTGEEANGGEEEGGA&GG&GA

l

CAACTGTEGTGTGCCATGGECCGGAAGGAGA

l

Sekil 4-24: DF#9 ailesinden TMIE geninin 3. eksonundaki ¢.C250T (p.R84W)
mutasyonu icin (A) wild-type, (B) heterozigot ve (C) homozigot bireylere ait
kromatogramlar.

A

T ¢ C ECCTCT TCTOG CALNGSGTTCCCC COCLLGET C LGGEG

l

B

TccCceGe CccC TCTTCT GO A C G GTCCOCECCCALGTC L GG

l

Sekil 4-25: DF#19 ailesinden MYO15A geninin 50. intronundaki ¢.8974-1G>C
mutasyonu icin (A) heterozigot ve (B) homozigot bireylere ait kromatogramlar.
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DF#44 Ailesi

NSDK’dan sorumlu genin daha once birlesik heterozigotluk icin genom-boyu
haplotip analizi ile 8q11.2-q12.1°e haritalandig1 (Sekil 4-26; D8S1133 icin Zyax=2.413,
06=0.00), dort etkilenmis ve yedi etkilenmemis bireyden olusan DF#44 ailesindeki
bireylerin ileri odyolojik tetkikler ile yeniden degerlendirilmesi sonucunda, etkilenmis
bireylerden IV.2., IV.3. ve VI.4.’lin tiim frekanslarda ¢ok agir derecede duyma kaybina
(Sekil 4-27B) sahipken VI.2.’nin sadece yiiksek frekanslan tutan orta-agir derecede
duyma kaybindan (Sekil 4-27A) etkilenmis oldugu belirlendi. Elde edilen bulgulara
dayamlarak VI.2.’deki yiiksek frekans duyma kaybi fenokopi olarak degerlendirildi.

DF#44 ailesinin iiyelerinin, diizeltilmis etkilenmislik durumlarina gore, onceki
genom-boyu baglanti analizinde belirlenen genotipleri iizerinden MLINK programi
kullanilarak yeni two-point LOD skor degerleri hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda
D6S2427 markorii i¢in anlamli (>3) LOD skor degeri (Zn.x=3.291, 6=0.00) elde edildi
(Tablo 4-1). Yapilan haplotip analizi sonucunda, D6S2427 ve D6S1017 markorleri igin
7-7 haplotipinin ailedeki duyma kaybi ile birlikte segregasyon gosterdigi saptandi.
Kritik rekombinasyon olaylar1 D6S1959 ile D6S2427 markérleri arasinda 1V.2., IV.3.
ve VI.4.te ve D6S1017 ile D6S2410 markorleri arasinda VI.1., VI.2., V.2. ve VI.1.’de
goriildii. Buna gore, DF#44 ailesindeki otozomal resesif duyma kaybindan sorumlu gen,
6p12.3-p22.3’te D6S1959 ve D6S2410 markorleri arasinda kalan ~30.7 Mb’lik bolgeye
(UCSC Genome Browser) haritalandi (Sekil 4-28).

Aile agaci ve hikayesinin giincellenmesi ile saptanan iki etkilenmis birey (IIL.5.
ve IV.8.), ABR testi ile tan1 konan etkilenmis bir yenidogan (VL.5.; Sekil 4-27C) ve
etkilenmemis yedi bireyin katilmi ile DF#44 ailesinde D6S1959 ve D6S2410
markorleri arasinda kalan kritik bolgede ilave STR markorler kullanilarak ince
haritalama calismasi yapild1 (Sekil 4-29). Saptanan genotipler iizerinden SIMWALK?2
programi ile gerceklestirilen hesaplamalarda maksimum multi-point LOD skor degeri
D6S2427 markérii igin elde edildi (Sekil 4-30; Zn.x=4.44, 6=0.00). Haplotip analizleri
sonucunda D6S2427 markdriiniin, D6S943, D6S389, D6S426 ve D6S1575 markorleri
ile birlikte, hastalikla tam olarak segregasyon gosterdigi saptandi. Baglanti gosteren
bolgeyi belirleyen rekombinasyon olaylari D6S1629 ile D6S291 markorleri arasinda
IV.8.’de ve D6S1549 ile D6S400 markorleri arasinda IV.2., IV.3., VL.4. ve IV.5’te
goriildii. Bu bulgulara gore, DF#44’teki NSDK’dan sorumlu gen, 6p21.1-p21.31°de
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D6S1629 ile D6S400 markorleri arasinda kalan ~8.4 Mb’lik bolgeye (UCSC Genome

Browser) haritalandi (Sekil 4-29).
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Sekil 4-26: DF#44 ailesinde 8p11.21-q13.1’deki STR markorler icin elde edilen

genotiplerden olusturulan haplotipler (562).
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A B

B 125 250 500 1000 2000 4000 8000 Hz dB 125 250 500 1000 2000 4000 8000 Mz

Sekil 4-27: DF#44 ailesinden (A) VL.2. ve (B) VIL.4.’deki odyogram bulgulari ile (C)
I11.1.’deki ABR testi bulgusu.

Baglantili bolge i¢inde yer alan ve 4 eksondan olusan TMHS/LHFPLS5 geninde
yapilan dizi analizleri sonucunda, 2. eksonun son niikleotidini etkileyen c.649delG

mutasyonunun (Sekil 4-31) fenotip ile birlikte gecis gosterdigi saptandi.

Kirpilma i¢in donor bolge analizinde, maksimum kirpilma skoru 1.00 igin
normal allel ile 0.95’lik kirpilma skoru elde edilirken c.649delG mutasyonunun
kirpilma donor bolgesini ortadan kaldirdigt (BDGP: Splice Site Prediction by Neural
Network) ve kodlanan mRNA’dan TMHS/LHFPLS geninin 2. intronun kirpilip
cikarilamadigl saptandi. Kompiitasyonel analizler, c.649delG mutasyonunu tasiyan
TMHS/LHFPLS geni transkriptinin kirpilmasindan olusacak mRNA’nin translasyona
ugramasi halinde sentezlenecek peptidin C-terminaline 217. aa’ten itibaren hatali 61 aa
girecegi (p.E217VfsX62) belirlendi (CGPDB DNA Sequence Translation in Six

Frames).

170 saglikli bireyde post-PCR restriksiyon enzimi analizi ile yapilan kontrol

caligmasinda c.649delG mutasyonuna rastlanmadi.
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Sekil 4-28: DF#44 ailesinde 6p12.3-p23’teki STR markorler icin elde edilen
genotiplerden olusturulan haplotipler.

Tablo 4-1: DF#44 ailesinde 6p12.3-p23°teki STR markorler icin elde edilen two-point

LOD skor degerleri

Markér 6= 0.000 0.001 0.010 0.050 0.100 0.150 0.200 0.300 0.400
D6S2434 -infin -5.532 -2.675 -0.807 -0.179 0.078 0.186 0.208 0.122
D6S1959 -infin -2.708 -0.857 0.296 0.601 0.660 0.622 0.431 0.208
D6S2427 3.291 3.285 3.225 2.954 2.610 2.260 1.905 1.199 0.546
D6S1017 1.871 1.866 1.826 1.648 1.423 1.199 0.978 0.564 0.228
D6S2410 -2.969 -2.870 -1.620 -0.400 0.003 0.156 0.208 0.177 0.086
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Sekil 4-30: DF#44 ailesinde 6p21.32-p21.1°’deki STR markorler icin elde edilen
multi-point LOD skor degerleri.

AAAGGCAGATGGAACCGGTAATCACCCAACTC

l

BAAGGCAGATGGAACCGNNANNNNCCNANNNCN

CAAGGCAGATGGAACCGTAATCACCCAACTCC

l

Sekil 4-31: DF#44 ailesinden TMHS/LHFPLS geninin 2. eksonundaki c.649delG
mutasyonu icin (A) wild-type, (B) heterozigot ve (C) homozigot bireylere ait
kromatogramlar.
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DF#51 Ailesi

Bes etkilenmis ve dokuz etkilenmemis bireyden olusan DF#51 ailesinde,
sorumlu genin haritalandig1 2p22.3-p24.2’te D2S2375 ile D2S2374 markorleri arasinda
kalan (Sekil 4-33; D2S2168 icin Zma=4.775, 6=0.00) ~17 Mb’lik bolgede (UCSC
Genome Browser) lokalize olan ve 48 eksondan olusan OTOF geninde yapilan dizi
analizleri sonucunda 44. eksondaki, daha 6nce tanimlanmamis c.G5567A (p.R1856Q)
degisiminin (Sekil 4-34; NCBI Entrez SNP) fenotip ile birlikte gecis gosterdigi

saptandi.

120 saglikli bireyde post-PCR restriksiyon enzim analizi ile yapilan kontrol
caligmasinda p.R1856Q degisimine rastlanmadi. Cesitli omurgali hayvanlardaki
otoferlin homologlarinin (Ensembl Genome Browser) karsilastirilmasi, p.R1856
rezidiisiiniin evrimsel siire¢te korundugunu gosterdi (Sekil 4-35; EBI Tools: ClustalW).
Bu verilere dayanilarak p.R1856Q degisiminin OTOF geninde ilk kez tanimlanan bir
mutasyon oldugu sonucuna varildi. Bilgisayar ortaminda gerceklestirilen analizler,
p-R1856Q mutasyonunun OTOF geni tarafindan kodlanan dort izoformu (otoferlin-U, -
K1, -K2 ve -K3; bk. 2.4.6.1.) da etkiledigini gosterdi (Ensembl Genome Browser).

Molekiiler bulgular dogrultusunda, V.2. ve V.3. olgulan klinik acidan yeniden

degerlendirildi ve fenotipin isitsel noropati oldugu sonucuna varildi (Sekil 4-32).
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Sekil 4-32: DF#51 ailesinden V.1. (A, C) ve V.3.’te (B, D) yapilan DPOAE (A, B)
ve ABR (C, D) testlerinden elde edilen bulgular.
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Sekil 4-33: DF#51
genotiplerden olusturulan haplotipler (562).
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6 7
8 11 8 9
29 26 29 29
22 18 22 19
13 13 13 11
25 31 25 29
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O e 0O
4 5 6
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13 11 13 13 13 13
31 29 25 25 31 25
9 10 7 7 9 7
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19 18 12 12 19 12
23 19 26 26 23 26
16 17 15 15 16 15
edilen

ailesinde 2p22.3-p24.2’deki STR markorler icin elde
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Sekil 4-34: DF#51 ailesinden OTOF geninin 44.

eksonundaki
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¢.G5567A

(p-R1856Q) mutasyonu icin (A) wild-type, (B) heterozigot ve (C) homozigot
bireylere ait kromatogramlar.

Homo sapiens

Pan troglodytes

Macaca mulatta

Rattus norvegicus

Mus musculus
Microcebus murinus

Bos taurus

Canis familiaris

Felis catus
Monodelphis domestica
Ornithorhynchus anatinus
Gallus gallus

Xenopus laevis
Gasterosteus aculeatus
Tetraodon nigroviridis
Oryzias latipes

Danio rerio

Takifugu rubripes

TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREFP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREFP
TLQIWDADHFSADDFLGAIELDLNREP
TLQVWDADHF SADDFLGAIELDLNRFP
TLQVWDADHF SADDFLGAIELDLNREP
TLQVWDADHF SADDFLGAIELDLNREFP
TLQVWDADHF SADDFLGAIELDLNREP
TLQVWDADHF SADDFLGAIELDLNREFP
NLQVWDADHF SADDFLGAIELDLNREP
NLQVWDADHF SADDFLGAIELDLNHEP

AKTAKQCTMEMATGEVDVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCTMEMATGEVDVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCTMEMATGEVDVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCTMEMATGEVDVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCTMEMATGEVDVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCTMEMATGEVDVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCTMEMATGEVDVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCTMEMATGEVDVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCTMEMATGEVDVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCSMEMATGEMEVPLVSIFKQKRVKG
AKTAKQCSMEMATGEVDVPLISIFKQKRVKG
AKTSKQCSLEMVTNEAELPMVSIFKQKRVKG
AKTAKQCSIEMAEPDVDLPMVSIFKQKRVKG
AKTAKQCSLAMIRNEQELPTISIFKQKRVKG
AKTAKQCSLDMIRHEQELPTISIFKQKRVKG
AKTAKQCSLDMIRNEHELPTISIFKQKRVKG
AKTAKQCSIEMVTNENEMPMVNIFKQKRIKG
AKTAKQCTIKMVTSEGDMPMVSIFKQKRIKG

1888
1792
1885
1884
1883
1886
1889
1890
1475
1888
1885
1901
1895
1883
1873
1850
1092
1721

Sekil 4-35: Cesitli omurgali hayvanlardaki otoferlin homologlarinin protein
dizilerinin karsilastirilmasi.

p-R1856 rezidiisii okla gosterilmistir. Yesil kutu, p.R1856 rezidiisiiniin evrimsel siirecteki korunumunu

gostermektedir.
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Tablo 4-2: SDK ve NSDK ailelerinde dizi analizi ile incelenen genlerde saptanan

polimorfizmler
Gen Ekson intron SNP no.* Polimorfizm Aile Birey  Genotip
ATP6V1BI1 1 rs11681642 ¢.T2C (p.MIT) DF#191 v.2. Homozigot
1 rs17853498 ¢.T27C (p.P9P) DF#191 v.2. Homozigot
1 1s759219 c.118+23C>T DF#191 v.2. Homozigot
2 rs2266918 ¢.C138T (p.S46S) DF#152 IvV.1. Homozigot
DF#191 v.2. Homozigot
3 1$967063 ¢.274-72A>C DF#152 Iv.1. Homozigot
DF#191 v.2. Homozigot
5 rs17006573 c.445+157G>A DF#191 v.2. Homozigot
7 rs4852733 c.687+163G>A DF#152 Iv.1. Homozigot
DF#191 v.2. Homozigot
7 rs2110405 ¢.688-265G>C DF#152 IV.1. Homozigot
DF#191 v.2. Homozigot
10 152072462 ¢.C1002T (p.R334R) DF#191 IL1. Heterozigot
10 rs2072463 ¢.1060+103G>A DF#191 v.2. Homozigot
12 1$2270263 ¢.1249-89C>T DF#152 Iv.1. Homozigot
DF#191 v.2. Homozigot
OTOF 3 rs1879760 c.227+55C>T DF#51 V.3. Homozigot
SLC26A4 5 rs3817613 ¢.600-266T>G DF#39 IIL.7. Homozigot
8 1s2395911 c.1011+131G>T DF#39 L.7. Homozigot
17 rs6955309 ¢.2034-210C>T DF#39 IIL.7. Homozigot
WES1 3 154688990 ¢.316-37C>T DF#43 Iv.1. Heterozigot
DF#181 IIL.1. Heterozigot
5 1$9998835 ¢.631+143C>G DF#181 IL1. Homozigot
5 rs10012946 c.631+256T>C DF#181 1. Homozigot
5 rs13101355 ¢.632-198T>C DF#181 IL1. Homozigot
5 rs13147655 ¢.632-170A>G DF#181 IL1. Homozigot
6 rs7672995 ¢.C854G (p.R228R) DF#181 1. Homozigot
8 rs1801212 c.A997G (p.I333V) DF#43 Iv.1. Heterozigot
8 rs1801206 c.C1185T (p.V395V) DF#181 IL1. Heterozigot
8 rs1801214 ¢.C1500T (p.N500N) DF#43 Iv.1. Heterozigot
DF#181 IL1. Homozigot
8 1s734312 c.G1832A (p.R611H) DF#181 IL1. Heterozigot
8 rs1046314 c.G2433A (p.K811K) DF#43 1L6. Heterozigot
DF#181 II.1. Heterozigot
8 rs1046316 ¢.A2565G (p.S855S) DF#43 Iv.1. Heterozigot

* NCBI Entrez SNP, www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP.
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4.4. Non-Sendromik Duyma Kaybi Ailelerinde Gen Haritalamasi

Yakin akraba evliligi yapmuis, >4 etkilenmis bireye sahip DF#17 ve DF#33
aileleri genom-boyu baglanti analizi ile gen haritalamasi icin se¢ildi. Her iki aile i¢in de,
SLINK programi kullanilarak otozomal resesif kalitim, tam penetrans ve %1 fenokopi
olasiligina gére ELOD skorlar1 >3 olarak hesaplandi. Gen haritalamas1 Max-Delbriick
Molekiiler Tip Merkezi’ndeki (Berlin, Almanya) Gen Haritalama Merkezi’nin imkanlart

kullanilarak gerceklestirildi.
DF#17 Ailesi

Dort etkilenmis ve bes etkilenmemis bireyden olusan DF#17 ailesinde genom-
boyu baglanti analizini takiben otozomal resesif kalitim, tam penetrans ve %1 fenokopi
olasihigina gore MLINK programi kullanlarak yapilan fwo-point ve SIMWALK2
programi ile gergeklestirilen multi-point LOD skor hesaplamalarinda anlamli LOD skor

degerine ulasilamad (Sekil 4-36).
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Sekil 4-36: DF#17 ailesinde genom-boyu baglant1 analizinden genotipler iizerinden
hesaplanan multi-point LOD skor degerleri.

Etkilenmis bireylerin odyolojik fenotiplerinin yeniden degerlendirilmesi
sonucunda IV.1. ve IV.2.’nin tiim frekanslan tutan ¢ok agir derecede duyma kaybindan
(Sekil 4-37A), V.1.’in ise yiiksek frekans duyma kaybindan (Sekil 4-37B) etkilenmis
oldugu goriildii. Olgu V.2.’de ise kazanmilmis norolojik becerilerin kaybi ve retinitis
pigmentoza dolayisiyla odyolojik incelemeler yapilamadi. FElde edilen verilere
dayanilarak DF#17 ailesinin iki kolunda farkli kalitsal duyma kayiplarinin segregasyon
gosterdigi sonucuna varildi ve etkilenmis iki kol (DF#17.1 ve DF#17.2) birbirinden
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ayrildi (Sekil 4-38). Calismamiz kapsaminda sadece NSDK’ya sahip DF#17.1 kolu

degerlendirildi.
A dB 125 250 500 1000 2000 4000 8000 Hz B dB 125 250 500 1000 2000 4000 8000 Hz
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Sekil 4-38: DF#17 ailesinin aile agaci.

DF#17.1 kolunda baglanti analizinden elde edilen genotipler kullanilarak
olusturulan genom-boyu haplotiplerin incelenmesi, etkilenmis bireyler IV.1. ve
IV.2.nin D10S1221 ile D10S2470 markorleri arasinda kalan bolgede 8-4-10 haplotipi
i¢in homozigot, odyolojik ac¢idan normal olan diger bireylerin (ILL.1., II1.2. ve IV.3) ise

heterozigot oldugunu gosterdi (Sekil 4-39). ilave STR markorler kullanilarak
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gerceklestirilen ince haritalama ¢alismalar sonucunda, D10S464-D10S201 araligindaki

markorler i¢in elde edilen genotiplerden olusturulan haplotiplerin DF#17.1 kolundaki

ORNSDK ile tam segregasyon gosterdigi saptandi (Sekil 4-40).

N

1I
1 3 4
111

1 2
9 6 9 3
8 6 8 7
4 2 4 3
10 11 10 9
7 8 7 6
v ‘ o Ifl
1 2 3
9 3 9 9 9 3 D10S1221
8 8 8 8 8 7 D10S1225
4 4 4 4 4 3 D10S1432
10 10 10 10 10 9 D10S2327
7 6 7 6 7 6 D10S2470

Sekil 4-39: DF#17 ailesinde 10q21.21-q23.31°deki STR markorler icin elde edilen
genotiplerden olusturulan haplotipler.

10g21.2-q22.3’te D10S464 ve D10S201 markérleri arasinda kalan ~20 Mb’lik
bolgede (UCSC Genome Browser) yer alan ve 69 eksondan olusan CDH23 geninde
gerceklestirilen dizi analizleri sonucunda, III.1., III.2. ve IV.3.”iin 13. eksondaki bilinen
c.A1355G (p.N452S) mutasyonu (Sekil 4-41; The Human Genome Mutation Database)
icin heterozigot, etkilenmis bireyler IV.1. ve IV.2.’nin ise homozigot oldugu saptandi.

DF#17 ailesinin ikinci kolunu olusturan bireylerde p.N452S mutasyonuna rastlanmadi.
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Sekil 4-40: DF#17 ailesinde 10q21.1-q23.1°’deki STR markorler icin elde edilen

genotiplerden olusturulan haplotipler.
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AAGATCACTCTCATCAATGAAAATGACAACCG

1
A A

BAGATCACTCTCATCANTGAAAATGJ\CA)\CCG

l
A

CAGATCACTCTCATCAGTGAAAATGACAACCG

1
il

Sekil 4-41: DF#17 ailesinden CDH23 geninin 13. eksonundaki c.A1355G (p.N452S)
mutasyonu icin (A) wild-type, (B) heterozigot ve (C) homozigot bireylere ait
kromatogramlar.

DF#33

Bes etkilenmis ve 11 etkilenmemis bireyden olusan, yiiksek ve orta frekanslarda
agir, diisiik frekanslarda ise orta-agir diizeyde duyma kaybindan (Sekil 4-42) etkilenmis
DF#33 ailesinde genom-boyu baglanti analizini takiben MLINK ve SIMWALK2
programlart kullanilarak otozomal resesif kalitim, tam penetrans ve %1 fenokopi
olasihigina gore gerceklestirilen two- ve multi-point LOD skor hesaplamalarinda anlaml
LOD skor degerine ulasilamadi (Sekil 4-43). Hesaplanan multi-point LOD skor
degerleri arasindan en yiiksek ikisinin elde edildigi D3S3053 ve D5S51456 markérlerini
cevreleyen ilave STR markorler kullamlarak baglant analizi gerceklestirildi. ilave STR

markorlerden elde edilen genotiplerden olusturulan haplotiplerin incelenmesi sonucunda
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DF#33 ailesindeki NSDK’nin 3q26.2-q26.31 ve 5q34-q35.2 bolgeleri (UCSC Genome
Browser) ile baglantili olmadigi saptandi (Sekil 4-44 ve 4-45).

DF#33 ailesinde yapilan genom-boyu haplotip analizleri, genotiplenen STR
markorlerinin %54’ iiniin non-informatif oldugunu gosterdi. Non-informatiflik, 16 aile
tiyesinde <4 farkli allelin bulunmasi olarak tamimlandi. Ayrica DF#33 ailesinin iki
kolunun koken aldigi, etkilenmemis IV.4.’in tiim markorlerin %36’s1 i¢in homozigot
genotipte oldugu saptandi. Kullanmilan STR markérlerinin  yiiksek oranda non-
informatiflik gostermesinden dolay1r genom-boyu baglanti analizinde anlamli LOD skor

degerine ulagilamadig diistiniildii.

dB 125 250 500 1000 2000 4000 8000 Hz

Sekil 4-42: DF#33 ailesinden V.2.’deki odyogram bulgusu.
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Sekil 4-43: DF#17 ailesinde genom-boyu baglant1 analizinden genotipler iizerinden
hesaplanan multi-point LOD skor degerleri.
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Sekil 4-44:
genotiplerden olusturulan haplotipler.

105

1 2
71 3 ) 4
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12 12 13 14 13 14
6 3 4 2 4
18 19 16 16 16 16
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19 14 23 24 23 24
9 8 8 8 8
13 12 10 12 10 12
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7 9 7 8 7
22 21 20 17 20 17
8 8 7 11 7 11
o——m & & m—0b b
1 3 4 5 6 7
17 12 13 12 13 12 14 12 13 14 12 14 12
6 6 4 6 4 6 2 3 4 2 5 2 5
16 18 16 18 16 18 16 19 16 16 16 16 16
11 14 14 14 14 14 15 14 14 15 15 15 15
22 19 23 19 23 19 24 14 23 24 18 24 18
8 9 8 9 8 9 8 8 8 8 6 8 6
16 13 10 13 10 13 12 12 10 12 17 12 17
14 14 10 14 10 14 14 10 10 14 14 14 14
7 7 7 7 7 7 8 9 7 8 9 8 9
19 22 20 22 20 22 17 21 20 17 18 17 18
6 8 7 8 7 8 11 8 7 11 10 11 10
1 3 5 6
12 17 13 D3S1614 12 12 12 12 13 14 12 14
6 6 4 D3S1243 3 5 3 5 4 2 3 2
18 16 16 D3S1282 19 16 19 16 16 16 19 16
14 11 14 D3S3656 14 15 14 15 14 15 14 15
19 22 23 D3S1574 14 18 14 18 23 24 14 24
9 8 8 D3S3053 8 6 8 6 8 8 8 8
13 16 10 D3S3725 12 17 12 17 10 12 12 12
14 14 10 D3S1556 10 14 10 14 10 14 10 14
7 7 7 D3S2425 9 9 9 9 7 8 9 8
22 19 20 D3S2421 21 18 21 18 20 17 21 17
8 6 7 D3S2309 8 10 8 10 7 11 8 11
DF#33 ailesinde 3q26.2-q26.31’deki STR markorler icin elde edilen
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D5S1471 7 9 7 9 7 9 6
D5S671 15 16 15 16 15 16 18
D5S1349 5 1 5 1 1 1 5
D5S353 1 5 1 5 3 5 1
D5S1456 9 10 9 10 9 10 9
D5S504 4 10 4 10 4 10 4
D551402 2 1 2 1 2 1 2
D5S625 16 16 16 16 16 16 16
D5S425 1 3 1 3 1 3 1
D5S211 12 12 12 12 12 12 12
D5S498 10 18 10 18 10 18 10
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Sekil 4-45: DF#33 ailesinde 5q34-q35.2’deki STR markorler icin elde edilen genotiplerden

olusturulan haplotipler.
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4.5. Koklear Oksidatif Stres ile liskili Duyma Kayb:

Duyma kaybinin ortaya c¢ikisindan once i¢ kulakta KOS olusumu ile iliskili
olabilecek cevresel etmenlere maruz kalmis ii¢ etkilenmis birey ve ailesi (KOSDK#1-3;
Sekil 4-46) KOSDK’ya yatkinlikta rol oynayan genetik faktorlerin tanimlanmasi igin

calismamiza dahil edildi.

4.5.1. Klinik Bulgular

KOSDK ailelerindeki etkilenmis bireylerde saptanan klinik bulgular Tablo 4-
2’de verildi. KOSDK#1 ailesinden V.7. ve V.12., KOSDK#2’den V.6. ve
KOSDK#3’ten IV.1.”de duyma kaybinin ortaya ¢ikisindan once sistemik veya topikal
aminoglikozid antibiyotik kullanimi saptamirken KOSDK#1’den V.2. ve V.8,
KOSDK#2’den V.2., V.3. ve VL.1. ile KOSDK#3’ten IV.3. ve IV.4.te duyma kaybinin
fark edilmesinden o©nce gecirilen yiliksek atesli hastalik ve bunun tedavisinde
tanimlanamayan, siipheli antibiyotik kullanimi Oykiisii bulunmakta idi. Ayrintili
hikayeden KOSDK#2 ailesindeki IV.2. ve IV.3.’te duyma kaybinin 2.-3. dekadda,

oncesinde herhangi bir bilinen maruziyet olmaksizin ortaya ¢iktig belirlendi.

Odyolojik incelemeler, KOSDK#1-3 ailelerindeki etkilenmis bireylerde yiiksek
frekans duyma kayb1 oldugunu gosterdi (Sekil 4-47). KOSDK#2 ailesinden calismaya
katilmayan etkilenmis V.2. ve V.3. ile vefat ettigi i¢in incelenemeyen IV.3.’iin konugma
frekanslarinin iyi derecede korunmus oldugu ancak sert iinsiiz sesler (¢, f, h, k, p, s, s, t)
ve telefon zili sesi gibi yiiksek frekans sesleri duymadiklari/duymada oldukca
zorlandiklar1 ailenin diger bireyleri tarafindan bildirildi. Ug ailedeki etkilenmemis
bireylerin isitme diizeylerinin kendi yas gruplar ile uyumlu oldugu ve bu bireylerde
duyma kayb1 ile iliskili olabilecek herhangi bir etmene maruz kalma Oykiisii

bulunmadigi belirlendi.

Aile agaci analizleri tiim ailelerde KOSDK yatkinliginin otozomal resesif olarak

kalitildigini gosterdi (Sekil 4-46).

4.5.2. Molekiiler Genetik ve Istatistiksel Bulgular

4.5.2.1. Mutasyon Taramasi
Dizi ve post-PCR restriksiyon enzimi analizleri, iic KOSDK ailesinden
caligmaya katilan toplam 10 etkilenmis bireyin GJB2 geninde mutasyona sahip

olmadigin1 ve MTRNRI1 geninde A1555G mutasyonunu tagimadigini gosterdi.
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4.5.2.2. Gen Haritalamasi

KOSDK#1 ailesinden dort etkilenmis bireyde (V.2., V.7., V.8. ve V.12.) genom-
boyu homozigotluk haritalamas1 gerceklestirildi. 7Two-point LOD skor degerleri
otozomal resesif kaliim, tam penetrans parametrelerine gore SUPERLINK-Online
programi kullanilarak hesaplandi. Klinik bulgu gostermeyen bireylerin etkilenmislik
durumlan “bilinmiyor” (status: unknown) olarak kabul edildi. Maksimum two-point lod
skor degeri (Zmax=1.1582, 6=0.00) D12S391 ve D12S373 markérleri igin elde edildi
(Tablo 4-4).

Tablo 4-4: KOSDK#1 ailesinde 12p13.32-q15’teki STR markorler icin elde edilen
two-point LOD skor degerleri

Markor 0= 0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40

D12s372 -2.5923 -1.9395 -0.9724 -0.5086 -0.1508 -0.0360 -0.0006
GATA49D12 -1.2049 -0.8704 -0.3829 -0.1554 -0.0019 0.0231 0.0155
D12sS391 1.1582 1.1196 0.9683 0.7885 0.4718 0.2304 0.0755
D12S373 1.1582 1.1196 0.9683 0.7885 0.4718 0.2304 0.0755
D1251042 -0.3632 -0.2466 -0.0239 0.0694 0.0890 0.0530 0.0186
D12S398 -1.6509 -1.3144 -0.7688 -0.4749 -0.2027 -0.0817 -0.0244
D1251294 -3.0732 -2.4480 -1.4415 -0.8990 -0.3891 -0.1583 -0.0474

KOSDK ile saglanan baglantinin daha fazla sayida markor ile dogrulanmasi ve
kritik bolgenin daraltilmasi icin KOSDK#1 ailesinin etkilenmis dort ve etkilenmemiglik
durumu “bilinmiyor” olarak kabul edilen 21 bireyinde D12S372 ile D12S51042
markorleri arasinda yapilan ince haritalama ¢alismasi sonucunda, etkilenmis bireylerin
D12S77 ile D12S1669 markérleri arasinda kalan bolge i¢in homozigot oldugu saptandi
(Sekil 4-48). Elde edilen genotipler iizerinden otozomal resesif kalitim ve tam penetrans
icin SUPERLINK-Online programi kullanilarak two-point LOD skor degerleri
hesaplandi. Anlamli LOD skor degerine (Z=3.2617, 6=0.00) D12S391 markérii igin
ulasilirken hi¢bir markor igcin KOSDK ile baglantiy1 dislayacak LOD skor degeri (<-2)
elde edilemedi (Tablo 4-5). Buna gore, otozomal resesif KOSDK yatkinlig ile iligkili
gen 12p12.3-p13.2°deki ~9.2 Mb’lik kromozomal bolgeye (UCSC Genome Browser)

haritalandu.
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Tablo 4-5: KOSDK#1 ailesinde 12p12.3-p13.2°deki STR markérler icin elde edilen two-
point LOD skor degerleri

Markdér 0= 0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40

D12577 -0.3725 -0.0792 0.3266 0.4557 0.3994 0.2199 0.0664
D12S391 3.2617 3.1859 2.8786 2.4863 1.6879 0.9265 0.3304
D12S320 2.3921 2.3406 2.1333 1.8723 1.3527 0.8552 0.4013
D125364 2.9523 2.8847 2.6119 2.2663 1.5745 0.9255 0.3892
D12S1303 1.4692 1.4314 1.2808 1.0955 0.7442 0.4382 0.1928
D12S1728 2.76717 2.7038 2.4457 2.1190 1.4661 0.8513 0.3392
D12S51715 2.9488 2.8856 2.6294 2.3016 1.6311 0.9771 0.4149
D12S1630 1.3199 1.2864 1.1531 0.9883 0.6731 0.3937 0.1679
D125373 1.4301 1.3748 1.1536 0.8806 0.3813 0.0395 -0.0639
D125363 0.7273 0.7028 0.6074 0.4951 0.2995 0.1517 0.0553
D12sS301 1.1650 1.1351 1.0159 0.8692 0.5915 0.3487 0.1526
D12S1669 0.7505 0.9967 1.2489 1.2278 0.9431 0.5847 0.2628

4.5.2.3. Kritik Bolge Analizi

KOSDK#1 ailesinden elde edilen sonuglara dayanarak diger iki ailedeki
KOSDK fenotipinin D12S77 ile D12S1669 markorleri arasindaki kritik bolge ile
baglantis1 arastirildi. Otozomal resesif kaliim ve tam penetrans i¢cin SUPERLINK-
Online programi kullanilarak two-point LOD skor analizleri gerceklestirildi.

Etkilenmemis bireylerin etkilenmislik durumlar1 “bilinmiyor” olarak kabul edildi.

KOSDK#2 ailesinden caligmamiza katilan {i¢ etkilenmis ve alti etkilenmemis
bireyde yapilan haplotip analizinde, etkilenmis bireylerden IV.2.’nin DI12S77-
D12S1669 araligindaki markérler i¢in homozigot genotiplere sahip olmasina karsin
diger iki olgunun (V.6. ve VIL.1.) farkli haplotipler icin heterozigot oldugu saptandi
(Sekil 4-49). LOD skor analizinde (Tablo 4-6) anlamli degere ulagilamadi. 6=0.00 i¢in
pozitif LOD skor degerlerine D12S391 (Z=1.7020), D12S1715 (Z=1.5431), D12S363
(Z=1.3590) ve D12S1669 (Z=0.2310) markérleri i¢in ulagilirken baglanti olmadigim
gosteren LOD skor degeri sadece D12S77 markorii (Z=-2.3459) icin elde edildi.



I

I

v

2 3

14 | 25 17 | 14 2iR17 12

4 7 7 7 7 13 7

5 5 6 4

21 |27 230 N 23 20821 22

12 | 14 i) 1 U uf Bz 1

2 2 3 2

11 8 8 8

20 |19 20 N 20 200019 20

4 2 5 5 2 2 2

12 |15 2l §12 1l B1s 14

1313 K] | BE! Bl 3

13| 12 IE] | BE f1z 12

¢ ¢ O O

2 3 4 5 6

D12S77 25/ M17 14 P17 25 W17 25
D125391 7 4 7 7 7 4
D125320 5 3 5 35 3 5
D12S364 270 M23 21 P23 27 M23 21
D1251303 14 1o 12 P10 14/ Q10 12
D1251728 4 2 4 2 4 2
D1251715 8 11 8 8 8 11
D1251630 19/ B20 20 W20 19/ W20 20
D12S373 2 5 4 5 2 5 4
D125363 150 N1z 12 P12 15/ B12 12
D125301 13 B3 13 B33/ |f13 13
D1251669 12l 13 13 32|13 13

114

17

23
10

20

12

13
13

D12877
D12S391
D12S320
D12S364
D12S1303
D12S1728
D12S1715
D12S1630
D12S373
D12S363
D12S301
D12S1669
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genotiplerden olusturulan haplotipler.

edilen
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Tablo 4-6: KOSDK#2 ailesinde 12p12.3-p13.2°deki STR markoérler icin elde edilen two-
point LOD skor degerleri

Markor 0= 0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40

D12577 -2.3459 -1.9876 -1.2390 -0.7859 -0.3567 -0.1661 -0.0672
D12S391 1.7020 1.6542 1.4639 1.2300 0.7914 0.4278 0.1693
D12S320 -0.3746 -0.2709 -0.0553 0.0473 0.0868 0.0639 0.0323
D125364 -1.2054 -1.0388 -0.6381 -0.3763 -0.1228 -0.0169 0.0160
D12S1303 -1.0160 -0.9156 -0.5731 -0.3221 -0.0933 -0.0068 0.0172
D12S1728 -0.5756 -0.4860 -0.2708 -0.1391 -0.0314 0.0028 0.0099
D12S1715 1.5431 1.4987 1.3226 1.1077 0.7106 0.3859 0.1545
D12S1630 -0.0692 0.0025 0.1427 0.1874 0.1525 0.0873 0.0360
D125373 -1.2799 -1.0781 -0.6136 -0.3294 -0.0839 -0.0028 0.0136
D12S363 1.3590 1.3156 1.1438 0.9349 0.5567 0.2699 0.0938
D12sS301 -0.3341 -0.2530 -0.0786 0.0049 0.0352 0.0171 0.0011
D12S1669 0.2310 0.2949 0.4033 0.4062 0.2859 0.1463 0.0485

Ucer etkilenmis ve etkilenmemis bireyden olusan KOSDK#3 ailesinde yapilan
haplotip analizi sonucunda etkilenmis olgulardan IV.3. ve IV.4.iin D12S77 ile
D12S1715 arasinda kalan markorler icin 7-6-22-12-4 haplotipini homozigot olarak
tasidig1 ancak diger etkilenmis olgunun (IV.1.) s6z konusu haplotipin biiyiik kismi i¢in
heterozigot oldugu saptandi (Sekil 4-50). LOD skor hesaplamalarinda (Tablo 4-7)
anlamli degere ulasilamadi. 6=0.00 i¢in pozitif LOD skor degerleri D12S391
(Z=1.0941), DI12S364 (Z=1.0941), D12S373 (Z=1.0410) ve DI12S301 (Z=0.2713)
markorleri i¢in elde edildi. Kritik bolgede yer alan hi¢bir markorin KOSDK ile

baglantisi istatistiksel olarak diglanamadi.

Ug aile kombine edildiginde D12S391 mark®érii igin anlamli two-point LOD skor
degeri (Z=6.0578, 6=0.00) elde edilirken D12S364 ve D12S1715 markorleri igin de
baglantiy1 destekleyebilecek >2’lik degerlere ulasildi (Z=2.8410, 6=0.00 ve Z=2.2710,
06=0.00; Tablo 4-8).

Tek basina veya kombine multi-point LOD skor degerleri ailelerdeki normal
odyolojik fenotipe sahip bireylerin etkilenmislik durumlart  bilinmediginden

hesaplanamad.
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Sekil 4-50: KOSDK#3 ailesinde 12p12.3-p13.2°deki STR markorler icin elde
edilen genotiplerden olusturulan haplotipler.
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Tablo 4-7: KOSDK#3 ailesinde 12p12.3-p13.2°deki STR markérler icin elde edilen two-

point LOD skor degerleri

Markdér 0= 0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40
D12S77 -1.6997 -1.2440 -0.5695 -0.2376 0.0072 0.0486 0.0207
D12S391 1.0941 1.0679 0.9628 0.8316 0.5749 0.3372 0.1372
D125320 -0.2889 -0.0176 0.3271 0.4233 0.3788 0.2455 0.1035
D12S364 1.0941 1.0679 0.9628 0.8316 0.5749 0.3372 0.1372
D12S1303 -0.3816 -0.1081 0.2438 0.3495 0.3258 0.2126 0.0881
D12S1728 -1.0341 -0.7476 -0.3421 -0.1665 -0.0414 -0.0009 0.0108
D12S1715 -2.2209 -1.9140 -1.3298 -0.8925 -0.3974 -0.1532 -0.0356
D12S1630 -0.8781 -0.7501 -0.4648 -0.2881 -0.1177 -0.0417 -0.0087
D125373 1.0410 1.0157 0.9144 0.7884 0.5428 0.3161 0.1263
D125363 -1.6997 -1.2724 -0.6276 -0.3066 -0.0665 -0.0186 -0.0244
D12S301 0.2713 0.2606 0.2193 0.1717 0.0925 0.0381 0.0086
D1251669 -0.2889 -0.2268 -0.0812 -0.0064 0.0112 -0.0291 -0.0517

Tablo 4-8: KOSDK#1-3 ailelerinde 12p12.3-p13.2°deki STR markdérler icin elde edilen

two-point LOD skor degerleri

Markor 0= 0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40

D12S77 -4.4181 -3.3107 -1.4820 -0.5678 0.0499 0.1024 0.0199
D12sS391 6.0578 5.9080 5.3053 4.5479 3.0542 1.6915 0.6369
D12s5320 1.7286 2.0521 2.4051 2.3430 1.8183 1.1646 0.5370
D125364 2.8410 2.9138 2.9366 2.7216 2.0266 1.2458 0.5424
D1251303 0.0715 0.4077 0.9515 1.1229 0.9767 0.6440 0.2981
D1251728 1.1580 1.4702 1.8328 1.8134 1.3932 0.8533 0.3599
D12S1715 2.2710 2.4703 2.6221 2.5169 1.9443 1.2098 0.5339
D1251630 -0.1037 -0.0778 0.4240 0.5457 0.4923 0.3302 0.1581
D12S373 1.1912 1.3124 1.4544 1.3396 0.8402 0.3528 0.0760
D12S363 0.3866 0.7460 1.1236 1.1233 0.7897 0.4031 0.1247
D12S301 1.1021 1.1427 1.1567 1.0458 0.7192 0.4039 0.1623
D1251669 0.6925 1.0648 1.5711 1.6277 1.2403 0.7019 0.2596




118

4.5.2.4. Karsilastirmah Haplotip Analizi

Uc KOSDK ailesinden genotiplenen 10 etkilenmis bireyin D12S77 ve
D12S1669 markorleri arasinda kalan bolgedeki haplotipleri  birbirleri ile
karsilastirildiginda, KOSDK#1 ailesinden dort etkilenmis birey, KOSDK#2 ailesinden
IV.2. ve KOSDK#3 ailesinden IV.3. ve IV.4. olmak iizere toplam yedi bireyin
D12S320-D12S364-D12S303-D12S1728 markorleri icin homozigot haplotiplere sahip
olduklar1 saptandir (Sekil 4-48, 4-49 ve 4-50). Bu nedenle, otozomal resesif KOSDK
yatkinligindan sorumlu genin D12S391 ve D12S1715 markorleri arasindaki ~4.2 Mb’lik

bolgede lokalize olabilecegi diistiniildii.

4.5.2.5. Aday Gen Yaklasim

D12S391 ve D12S1715 markorleri arasinda kalan kromozomal bélgede yer alan
ATF7IP (16 ekson), CDKNI1B (3 ekson), EMP1 (5 ekson), GRIN2B (13 ekson), MGP
(4 ekson) ve MGST1 (4 ekson) genleri aday gen olarak secildi ve KOSDK#1 ailesinden
V.7.’de dizi analizi ile tarandi. Dizi analizi sonucunda, indeks olguda taranan genlerin
kodlayan bolgeleri ile ekson-intron birlesimlerinde klinik bulguya yol agabilecek bir
mutasyon saptanmadi. Kritik bolgenin daraltilmasin1 saglayabilecek herhangi bir
heterozigot SNP’ye rastlanmadi. Homozigot olarak saptanan daha énceden tanimlanmis

polimorfizmler Tablo 4-9’da verildi.

Tablo 4-9: KOSDK#1 ailesinden V.7.’de dizi analizi ile taranan aday genlerde saptanan
polimorfizmler

Gen Ekson SNP no.* Polimorfizm intron SNP no.* Polimorfizm
ATF71P 7 154479040 c.1929+19G>A 14 rs10624410 ¢.3280+276-279insTTGA
EMP1 3 1s34412222 ¢.G170A (p.S57N) 3 rs2277395 ¢.176-16C>T
GRIN2B 13 rs1806201 c.C2666T (p.T888T) 6 rs1468845 c.1500+73G>A
11 1rs2072539 ¢.2359+129A>G
MGP 4 154236 c.A304G (p.T102A)
MGST1 1 rs2975152 c.-22-463T>C

* NCBI Entrez SNP, www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP.
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5. TARTISMA

Duyma kaybinin insanlarda goriilen en yaygin duyu organi bozuklugu oldugu
bildirilmektedir (52). Duyma kaybi, -0zellikle konusma yetisinin ortaya c¢ikisindan
once- etkilenen bireylerin dil kullammmina bagli biligsel yeteneklerinin geligsmesini
engelleyerek cevrelerindekileri anlamalar1 ve kendilerini ifade etmelerinde yetersizlige
neden olarak psikolojik ve sosyolojik sorunlara yol agmaktadir (357). Erken tani
(6rnegin, yeni dogan taramasi gibi) ve tedavinin (6rnegin, koklear implantasyon), uygun
egitim ile birlikte, duyma kaybinin yol agacagi olumsuz etkileri azalttigini, aile ve

toplum iizerindeki yiikii hafiflettigini gosteren cok sayida ¢alisma bulunmaktadir (411).

Konjenital duyma kaybimin yenidogandaki insidansinin gelismis iilkelerde
~1:1000 (378), iilkemizde ise 1:500 oldugu bildirilmektedir (180). Konjenital olgularin
9%50-60’n1n genetik kokene sahip oldugu tahmin edilmektedir (451). Her ne kadar yeni
dogan taramalar1 konjenital olgulara erken tami sunsa da, molekiiler tani, pre- ve
postnatal taninin yani sira, kalitsal duyma kaybi ailelerindeki asemptomatik bireyler ile
tastyicilarin  saptanmasina ve ailelere ozgiin genetik danigsma verilmesine olanak

saglamaktadir. Kalitsal duyma kaybinda prenatal taninin yeri ise tartismalidir.

Bugiine kadar Tiirkiye’deki NSDK’larin altinda yatan genlerin tanimlanmasi
i¢in gerceklestirilmis ¢cok sayida calisma bulunmaktadir (35, 38, 95, 243, 244, 391, 515,
540, 541, 543, 544, 561, 610). Ancak bu calismalarda Tiirk toplumundaki NSDK’lardan
sorumlu GJB2 geni disinda ikinci bir yaygin gen tammlanmamistir. Ulkemizde,
NSDK’lar ile iliskili olduklar1 tanimlanan diger genler (GJB3 [561], MTRNRI1 [544],
MYOI5A [391], TMCI1 [244] ve TMPRSS3 [610]) ise birka¢ aile ile siirh
kalmaktadir. Bu nedenle, NSDK’nin iilkemizdeki molekiiler etiyolojisinin daha detayl
aydinlatilmasi i¢in daha genis populasyon ¢alismalarina ve daha ileri molekiiler genetik

calismalara gerek duyulmaktadir.

Diger taraftan, cevresel etmenlerden kaynaklanan duyma kayiplarinda da
genetik yatkinligin rol oynadigin1 gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (89, 163, 167,
207). Ulkemizdeki >%21°1ik akraba evliligi oran1 (37) —tiim otozomal resesif hastaliklar
gibi- ORNSDK mutasyonlarinin yani sira cevresel faktorlerden kaynaklanan duyma

kaybina yatkinlik saglayan allellerin de Tiirk toplumunda artmasia neden olmaktadir.
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Keza calismamiz, akraba evliliklerinin cevresel/edinsel duyma kayiplarma olan

dogrudan katkisin1 gosteren kanitlar sunmaktadir.

Cevresel/edinsel duyma kaybina yatkinlik allelerinin saptanmasi, riskli olgularin
belirlenerek bu bireylerin risk yaratan cevresel faktorlerden korunmasina yardimci
olacak ve bu engelin birey ve toplum iizerine getirecegi yiilk ve maliyet ortadan

kaldirilabilecektir.

Duyma kaybinin altinda yatan genlerin tanimlanmasi, ayrica, i¢ kulagin gelisimi
ve fizyolojisinin ve duyma kaybina neden olan patogenetik mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasini  saglayacaktir. I¢ kulagin anatomisi ve fizyolojisi ile isitme siireci
hakkinda elde edilecek ileri bilgiler, duyma kayiplarina nanoteknolojik c¢oziimler
gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir (395). Sac hiicrelerinin rejenerasyonuna olanak
saglayacak gen tedavisi ve kok-hiicre ¢aligmalar1 gelecek i¢in umut vaad etmektedir (9,

232,248, 251, 347, 423).

5.1. Renal Tiibiiler Asidoz ve Duyma Kaybi

Otozomal resesif renal tiibiiler asidoz ve duyma kayb1 (RTADK), ATP6VIBI ve
ATP6VO0OA4 genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (255, 527, 583). Stover ve
ark. (2002), ATP6V1B1 geni mutasyonlarinin prelingual duyma kayb1 ile, ATP6VOA4
geni mutasyonlarinin ise postlingual duyma kaybi ile iligkili oldugunu bildirmistir
(527). Bu nedenle, renal tiibiiler asidoz ve prelingual duyma kaybindan etkilenmis
DF#152 ve DF#191 ailelerinde oncelikle ATP6VIBI1 geni tarandi. Dizi analizleri
sonucunda, 1. derece kuzen evliligi iiriinii olan ii¢ etkilenmis bireyin (DF#152
ailesinden V.2., DF#191 ailesinden IV.1. ve IV.2.) bilinen p.P346R mutasyonunu
homozigot tasidig1 saptanirken DF#152 ailesindeki, aralarinda akrabalik bulunmayan
ebeveynlerden olma, diger etkilenmis birey V.1.”in p.P346R ve bu c¢alisma ile ilk kez
tanimlanan p.G180V mutasyonlar i¢in birlesik heterozigot oldugu belirlendi (Sekil 4-4
ve 4-7).

I¢ kulak, bobrek ve erkek iireme kanalinda eksprese olan ATP6V1BI1 geni,
vakuoler H*-ATPaz proton pompasi kompleksinin ATP hidrolizinden sorumlu
sitoplazmik V1 {initesinin B1 alt-iinitesini kodlamaktadir. Vakuoler H"-ATPaz proton
pompasi, distal nefron ve erkek ilireme kanalinin interkalate hiicreleri, i¢ kulaktaki
endolenfatik kesenin epitelyal hiicreleri ve spiral limbusun interdental hiicrelerinin

apikal yiizeylerinde yer almakta ve H" iyonlarinin aktif tasima yolu ile bu hiicrelerden
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limen ve intrastriyal alanlara salinmasi ve bu sayede asit-baz dengelerinin

korunmasinda rol oynamaktadir (102, 137, 210, 255).

ATP6V1B1 geninde bugiine kadar 13’ti yanls anlamli olmak tizere 24 farkli
mutasyon tamimlanmis bulunmaktadir (183). Daha 6nce Suudi Arabistan’li iic, Israil,
Italya ve Kosova’li birer ve orijini bilinmeyen bir aile olmak iizere toplam yedi ailede
saptanan p.P346R mutasyonunun (239, 255, 467, 527), diger yanlis anlamli mutasyonlar
gibi, mutant B1 alt iinitesinin vakuoler H'-ATPaz proton pompasi kompleksine
katilmim engelledigi ve H' iyonlarinin salimminin ve dolayisiyla pH regiilasyonunun
inhibe olmasina neden oldugu ileri siiriilmektedir (643). ATP6V1B1 geninde
tanimlanan 14. yanlis anlamli mutasyon olan p.G180V mutasyonunun da vakuoler H+-
ATPaz proton pompasinin olusumunu inhibe ettigi diisiiniilebilir. Ancak, p.G180V
mutasyonunun proteinin yapt ve fonksiyonu iizerindeki kesin etkisinin

aydinlatilabilmesi i¢in ileri fonksiyonel analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

Berrettini ve ark. (2002), RTADK’ya genis vestibiiler akuaduktus (GVAD) un
eslik edebilecegini gostermistir (46). pH’nin, endolenfatik kesede 7.0 ve kokleada 7.4
oldugu bildirilmektedir (102). Vakuoler H*-ATPaz proton pompasinin fonksiyonunun
ortadan kalkmasinin endolenfatik kese ve koklear endolenfte alkali bir ortamin
olusumuna ve osmotik dengenin bozulmasina neden oldugu one siiriilmektedir (102).
Ancak, Atp6vibl KO fare modellerinde i¢ kulagin gelisimi ve islevinin normal oldugu
gosterilmistir (137). Fare ve insan arasindaki bu fark, proton pompasi ya da pH
diizenleyicisi olarak islev goren diger proteinlerin farede kompanse edici etkileri ile

aciklanmaktadir (137).

Diger taraftan, endolenfatik kanal ve kesede eksprese olan ve mutasyonlari
GVAD ile iligkili olabilen Pendred sendromu (PS) ve DFNB4’e yol acan Slc26a4 geni
ile bu genin ekspresyonunu diizenleyen Foxil geni icin null mutant farelerden elde
edilen bulgulara dayanilarak GVAD olusumu ile iligkili osmotik degisimlerin koklear
sa¢ hiicrelerine toksik etki yaptig1 ve progresif dejenerasyona neden oldugu ileri
siirilmektedir (150, 152, 222; bk. 2.4.4.4.1. ve 5.2.1.). Blomqvist ve ark. (2006),
SLC26A4 genininki gibi ATP6V1B1 geni ekspresyonunun da Foxil’in kontrolii altinda
oldugunu gostermistir (55). Bu bulgu, ATP6V1B1 ve SLC26A4 gen mutasyonlarindan
kaynaklanan duyma kayiplarimin ortak bir patogenetik mekanizmayi paylasiyor

olabileceklerine dair bir hipotez kurulmasin olas1 kilmaktadir.
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DF#152 ve DF#191 ailelerindeki etkilenmis bireylerin GVAD’ye sahip olup
olmadiginin anlasilabilmesi i¢in bilgisayarli tomografi ile i¢ kulak yapilarina yonelik
radyolojik degerlendirme yapilmasi gerekmektedir. Ozellikle DF#191 ailesindeki biri
hafif digeri orta-agir diizeyde duyma kaybindan etkilenmis kardeslerde yapilacak
radyolojik degerlendirme sonucunda saptanabilecek otolojik farkliliklar, odyolojik

farkliligin nedenini de ortaya koyabilir.

5.2. Ozgiin Oto-/odyolojik Fenotipler
Yiiksek genetik heterojeniteye ragmen sahip olduklar1 odyolojik 6zellikler ya da
kendilerine eslik eden otolojik bulgular sayesinde bazi NSDK formlarinda kolayca

ayirici taniya ulasilabilmekte ve nihayetinde molekiiler tan1 konabilmektedir (52, 431).

5.2.1. Genis Vestibiiler Akuaduktus

DF#39 ailesinde orta-cok agir diizeydeki sensorindral duyma kaybina GVAD
eslik etmekte idi. GVAD’nin izole olarak goriilebilecegi gibi cesitli SDK formlari
(6rnegin PS, RTADK ve brankiyo-oto-renal sendrom) ve bir NSDK formu olan DFNB4
ile de iliskili olabilecegi bildirilmektedir (46, 348, 526, 560).

PS olgularinda GVAD’nin goriilme sikliginin >%380’e ulasabildigi gosterilmistir
(104, 446). PS, sensorindral duyma kaybina gelisimsel koklear anormallikler (GVAD ve
Mondini displazisi), primer hipotiroidi/guatr ve anormal perklorat atilim testinin eslik
ettigi otozomal resesif bir hastaliktir (52, 185, 413). PS’nin SLC26A4 genindeki
mutasyonlardan kaynaklandigr ve DFNB4 ile allelik oldugu bildirilmektedir (151, 560,
621). Albert ve ark. (2006), duyma kaybt ve GVAD’ye sahip olgularin %40’indan
SLC26A4 genindeki mutasyonlarin sorumlu oldugunu bildirmektedir (18).

7q22.3’de lokalize olan SLC26A4 geninin iiriinii olan ve siilfat transportor
motifi ile birlikte 12 TM domaini ve bir STAS (sulfate transporter and anti-sigma)
domaininden olusan pendrin, ClI' ve I' transport etmekte ve Cl/anyon degisimi
yapmaktadir (151, 484, 486, 522). Endolenfatik kanal ve kesede eksprese olan Slc26a4
geni ve bu geninin otik epitelyumdaki ekspresyonunun diizenlenmesinden sorumlu olan
Foxil geni i¢in null mutant farelerden elde edilen bulgulara dayanmilarak PS ve
DFNB4’teki duyma kaybinin altinda yatan patogenetik mekanizmanin, anyon
transportunun gerceklesmemesine bagli olarak endolenfte meydana gelen osmotik

degisimler sonucunda GVAD’nin ortaya ¢ikmasi ve nihayetinde olusan ortamin sag
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hiicrelerine toksik etki yaparak progresif dejenerasyona neden olmasi oldugu ileri

stirtilmektedir (150, 152, 222; bk. 2.4.4.4.1.).

DF#39 ailesinde genetik baglanti analizini takiben SLC26A4 geninin
dizilenmesi sonucunda, etkilenmis bireylerin daha ©nce tanimlanmis olan ve 5.
intrasitoplazmik loop’da yer alan p.L445W (18) ile bu caligmada ilk kez tanimlanan ve
intrasitoplazmik C-terminal domainde lokalize olan p.F515C mutasyonlar icin birlesik

heterozigot olduklar saptandi.

p-L445W mutasyonunun homozigot (56, 348) veya p.H723R (571) ve c.766-
2A>G (100) mutasyonlar1 ile birlesik heterozigot olarak PS ile iliskili oldugu
bildirilmektedir. Diger taraftan, Masmoudi ve ark. (2000), Tunuslu bir ailenin p.L445W
mutasyonu i¢in homozigot olan PS’den etkilenmis bireylerinde GVAD’nin
bulundugunu saptamistir (348). Yeni p.F515C mutasyonunun trioid fonksiyonu
acisindan klinik sonucu bilinmemektedir. p.F515 rezidiisiiniin komsulugunda yer alan
rezidiileri etkileyen p. TSO8N, p.Q514R, p.T527A ve p.Y530H mutasyonlarinin PS ile
iligkili oldugu bildirilmektedir (60, 100, 440, 518). Scott ve ark. (2000), pendrinin
transport fonksiyonunu kismen bozan SLC26A4 mutasyonlarinin tiroid fonksiyon
bozukluguna yol acmadigini sadece duyma kaybi ve GVAD/Mondini displazisi ile
iligkili oldugunu ancak transport islevini tamamen ortadan kaldiran mutasyonlarin tiroid
fonksiyon bozukluguna ve dolayisiyla PS fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden oldugunu
ileri stirmiistiir (485). p.F515 rezidiisiiniin, p.T508, p.Q514, pT.527 ve p.Y530 rezidiileri
ile birlikte evrimsel siirec boyunca korunmus olmasi (Sekil 4-13), bu rezidiilerin
pendrinin fonksiyonu agisindan gerekli oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, p.F515C
mutasyonunun da PS ile iliskili olabilecegi ©One siiriilebilir. Bu durumda, DF#39
ailesinin etkilenmis bireylerinde yapilacak fizik muayene ve tiroid fonksiyon
degerlendirmeleri sensorindral duyma kaybinin ayirict tanisin1 (DFNB4/PS) saglamaya
katkida bulunabilir.

DFNB4’iin hemen her zaman konjenital cok agir duyma kaybi ile kendini
gosterdigi bildirilmektedir. Buna karsin PS’nin konjenital ¢ok agir derecede duyma
kaybinin yam sira yiiksek frekanslan etkileyen hafif-orta/orta agir derecede duyma
kayiplan ile de iligkili olabilecegi gosterilmistir (56). Odyolojik incelemeler, DF#39
ailesindeki etkilenmis bireylerden III.1. ve IIL.7.’nin cok agir diizeyde, IIl.4.’iin ise

yiiksek frekanslarda orta-agir derecede duyma kaybina sahip oldugunu gosterdi (Sekil
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4-8). Olgu II.4.’iin sahip oldugu odyolojik fenotip, p.F515C mutasyonunun PS ile
iligkili olabilecegi ve dolayisiyla pendrinin transport islevini tamamen ortadan kaldirdig:
savini desteklemektedir. Ancak, p.F515C mutasyonunun pendrin fonksiyonu {iizerine
etkisinin kesin olarak ortaya konabilmesi i¢in ileri fonksiyonel analizler yapilmasi

gerekmektedir.

DF#39 ailesindeki odyolojik acidan farkliliklar gosteren etkilenmis bireyler,
SLC26A4 gen mutasyonlarinda nadir olarak bildirilen aile i¢i klinik farkliliga (332,
394) ornek olusturmaktadir. Napiontek ve ark. (2004), aile i¢i odyolojik farkliligin
bulundugu bir PS ailesini 20 yildan uzun bir siire ile izlemis ve duyma kaybinin yiiksek
frekanslardan diisiik ve orta frekanslara ilerledigini saptamistir (394). Bu nedenle,
etkilenmis bireylerden yiiksek frekanslarda orta-agir derecede duyma kaybina sahip
olan II.4.’tin odyolojik agidan izlenmesi yararli olacaktir. Blons ve ark (2004),
SLC26A4 geninde ayn1 mutasyon(lar)a sahip etkilenmis kardesler arasinda fenotipik
heterojenite bulundugunu bildirmistir (56). Tiroid fonksiyon degerlendirmeleri, DF#39
ailesindeki etkilenmis kardesler arasinda endokronolojik agidan da farklilik bulunup

bulunmadigini ortaya koyacaktir.

5.2.2. Diisiik Frekans Sensorinoral Duyma Kaybi

Bugiine kadar otozomal dominant non-sendromik diisiik frekans sensorindral
duyma kayb1 (DFSNDK) ile iliskili ti¢ lokus (DFSNDKI1 [DFNA1], DFSNDK2
[DFNAG6/14/38] ve DFSNDK3 [DFNAS54]) haritalanmistir (47, 197, 306, 566).
DIAPHI ve WEFSI genlerindeki mutasyonlarin DFSNDK1 ve DFSNDK?2 ile iliskili
oldugu ortaya konmustur (47, 336).

Bespalova ve ark. (2001), WFS1 geni mutasyonlariin kalitsal non-sendromik
DFSNDK’nin en yaygin nedeni oldugunu bildirmektedir (47). 4p16.1°de lokalize olan
WESI1 geni wolframin adi verilen bir protein kodlamaktadir. Fonksiyonu tam olarak
aydinlatilamamis olan wolframinin, ER ile iliskili bir Ca** transportdr/modiilatorii
olabilecegi ileri siiriilmektedir (535). WFS1 genindeki mutasyonlar, DFSNDK2’nin
yam sira Wolfram sendromu tip I (WS-I)’den de sorumludur (265, 413). Otozomal
resesif kaliim gosteren WS-I, diabetes insipidus, diabetes mellitus, optik atrofi ve
duyma kaybr ile karakterizedir (413). WS-I’deki duyma kaybi1 DFSNDK2’nin aksine
yiiksek frekanslari tutmaktadir (213, 513). Yakin zaman Once yapilan bir calismada,

optik atrofi, glukoz regiilasyonu bozuklugu ve diisiik-orta frekans duyma kaybi ile
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karakterize otozomal dominant Wolfram-benzeri sendrom’un da WFS1 genindeki bir

mutasyondan kaynaklandigi gosterilmistir (144).

Otozomal dominant DFSNDK’ya sahip DF#43 ailesinde WFS1 geninde yapilan
dizi analizleri sonucunda etkilenmis bireylerin 8. eksondaki
c.2498_2506delTGGGCAGCA mutasyonu i¢in heterozigot olduklar1 belirlendi.
Saptanan delesyon, protein diizeyinde 833. ile 836. aa arasindaki “LGSK” dizisinin “Q”
rezidiisii ile degismesine (p.L833_K836delinsQ) neden olmaktadir. Delesyona ugrayan
rezidiilerden p.L833 ve p.G834 asagi omurgalilardan yiiksek omurgalilara kadar olan
evrim siireci boyunca tamamen korunurken p.S835 ve p.K836 rezidiileri ilk kez
baliklarin evrimi sirasinda ortaya ¢ikmis ve yiiksek omurgalilara kadar degismeden
kalmistir. Bu veri, “LGSK” rezidiilerinin wolframinin fonksiyonu agisinda oldukga

kritik oldugunu gostermektedir.

Bugiine kadar WFS1 geninde 16’s1 cerceve ici olmak iizere 34 farkh kiiciik
delesyon tamimlanmis bulunmaktadir. Cerceve disi delesyonlarin tiimiinin ve 15
cerceve i¢i delesyonun WS-I ile iliskili oldugu gosterilmistir (23, 618). WES1 geninde
DFSNDK ile iliskili oldugu tamimlanmis tek delesyon cerceve ig¢i tipindeki
¢.2300_2302delTCA (p.I767del) delesyonudur (105, 618). ilk kez DF#43 ailesinde
saptanan ¢.2498_2506delTGGGCAGCA (p.L833_K836delinsQ) delesyonu ise WES1
geninde DFSNDK ile iliskili oldugu tanimlanan c¢erceve ici delesyon tipindeki ikinci

mutasyonu olusturmaktadir.

Ug etkilenmis bireyden (anne, baba ve ¢ocuk) olusan DF#181 ailesinde (Sekil 4-
20) yapilan odyolojik incelemeler, indeks olgu (III.1.) ve babasimin (II.2.) DFSNDK’ya,
annenin (II.1.) ise tiim frekanslar1 tutan cok agir diizeyde duyma kaybina sahip
oldugunu gosterdi (Sekil 4-17). Odyolojik fenotiplere dayanilarak, DF#181 ailesinde
indeks olgu III.1.”in DFSNDK’dan sorumlu genetik defekti babadan otozomal dominant
kalitim yolu ile aldig1 diistiniildii. Ailede yapilan GJB2 mutasyon taramasinda, anne ve
cocukta heterozigot olarak p.L90P mutasyonu saptandi. Annedeki duyma kaybin
aciklayabilecek 2. mutasyonun GJB2 geninin —c¢aligmamizda taranmayan- promotdr
veya intronunda olabilecegi diisiiniildii. DF#181 ailesinde, baba ve ¢ocuktaki otozomal
dominant DFSNDK nedeniyle WFS1 geni incelendi. Yapilan dizi analizleri sonucunda
indeks olgu ve babasmin 8. eksonda heterozigot olarak p.A684V degisimini tasidigi

saptandi.
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p.A684V degisimi, ilk kez Tessa ve ark. (2001) tarafindan bir Italyan WS-I
olgusunda heterozigot durumda saptanmstir (545). flging olarak, Tessa ve ark. (2001),
kontrol kromozomlarinda rastlamadiklar1 halde p.A684V degisimini nétral olarak
degerlendirmis ve olguda saptadiklar1 ¢.1230_1233delCTCT (p.V412fsX440)
mutasyonuna intron bolgelerinde yer alan baska bir mutasyonun eslik ediyor
olabilecegini ileri siirmiigtiir (545). Sivakumaran ve Lesperance, ikinci bir olguda
c.1243_1245delGTC (p.V415del) mutasyonu ile birlikte birlesik heterozigot olarak
saptadiklar1 p.A684V degisiminin WS-I ile iligkili resesif bir mutasyon olabilecegini
bildirmistir (618).

Bilgisayar ortaminda yapilan analizler, wolframinin ER’nin liimeninde yer alan
C-terminal domainindeki p.A684 rezidiisiiniin omurgali evriminin basindan sonuna
kadar korundugunu gostermektedir. Tessa ve ark. (2001) tarafindan yapilan caligmada
(545) oldugu gibi bu calismada da p.A684V degisimine saglikli kontrol

kromozomlarinda rastlanmamasi, bu degisimin mutasyon olma olasiligini1 artirmaktadir.

Young ve ark. (2001), DFSNDK’dan etkilenmis bireyler ile WS-I benzeri
bulgular gosteren bireylerin bulundugu Newfoundland-Kanada’li bir ailede WFSI1
genini dizi analizi ile taratms ve DFSNDK’dan etkilenmis bireylerde p.A716T
mutasyonunun heterozigot olarak, WS-I benzeri bulgular gosteren bireyde ise

homozigot olarak bulundugunu gostermistir (651).

Yukaridaki veriler, p.A684V mutasyonunun -p.A716T mutasyonu (651) gibi-
heterozigot halde otozomal dominant DFSNDK ile iligkili oldugunu ve bagka bir
mutasyon (p.V412fsX440 [545] ve p.V415del [618]) ile birlikte birlesik heterozigot
olarak bulundugunda WS-I/WS-I benzeri bulgulara yol actigim1 gostermektedir. Bu
baglamda calismamiz, Young ve ark. (2001)’in otozomal dominant DFSNDK
mutasyonlarinin homozigot halde WS-I benzeri bulgulara neden olabilecegi yoniindeki

savini (651) desteklemektedir.

Literatiirde bildirilmis benzer olgu bulunmadigindan, DF#181 ailesinden III.1.,
GJB2 ve WEFSI geni mutasyonlarn icin cifte heterozigot oldugu tanimlanmis ilk
DFSNDK olgusudur. III.1. ile II.2. olgularinin odyolojik fenotiplerindeki farklilik,
GJB2 genindeki heterozigot p.L90P mutasyonunun WEFSI genindeki p.A684V
mutasyonu iizerinde modifiye edici etkisi olmasindan ¢ok iki olgu arasindaki yas farki

ve DFSNDK’nin ilerleyici 6zellikte olmasi ile aciklanabilir (265).
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Bugiine kadar DF#43 ve DF#181 aileleri dahil olmak {izere otozomal dominant
non-sendromik DFSNDK’dan etkilenmis toplam 49 aile tanimlanmig bulunmaktadir. Bu
ailelerin 39’unda WFS1 geninin kodlayan bolgelerinde mutasyon saptanmistir (105,
172, 552, 618). Cryns ve ark. (2002) ve Fukuoka ve ark. (2007) tarafindan tanimlanan
toplam sekiz ailede WFS1 geninin kodlayan bolgelerinde mutasyon saptanmamistir
(105, 172). Iki ailede ise DFSNDK’nin farkli lokuslar (DFSNDK1 ve DFSNDK3) ile
iligkili oldugu bidirilmistir (197, 336). Buna gore, otozomal dominant non-sendromik
DFSNDK olgularinin ~%80’inden WES1 gen mutasyonlar1 sorumlu bulunmaktadir.
Diger taraftan, DFSNDK ile iliskili olarak WFS1 geninde saptanan —p.A684V ve
p-L833_K836delinsQ mutasyonlar1 dahil- 26 farkli mutasyondan 24’#i 8. eksonda yer
almaktadir (552, 618). WFES1 geninin 5. eksonunda yer alan diger iki mutasyon ise ii¢
farkli ailede saptanmistir (618). Bu veriler, WESI geninin sadece 8. eksonunun
taranmasi sayesinde, birden ¢ok etkilenmis bireyin bulundugu otozomal dominant non-
sendromik DFSNDK ailelerinin ~%75’ine  molekiiller tan1  konabilecegini
gostermektedir. Buna karsin, sporadik DFSNDK olgularinda WFS1 geninde mutasyon
bulma olasiliginin sadece %8 oldugu bildirilmistir (105).

5.3. Daha Once Haritalanan NSDK Ailelerinde Yapilan Cahsmalar
Onceki calismamizda (562) DF#9, DF#19, DF#44 ve DF#51 ailelerinde yapilan
gen haritalama calismalart ile belirlenen lokuslardaki, iligkili oldugu bilinen genler ile

aday genler dizi analizleri incelendi ve mutasyonlar tanimlandi.
DF#9

DF#9 ailesindeki NSDK’dan sorumlu gen 3pl4.2-p22.1’de D3S3678 ve
D3S3722 markorleri arasinda kalan ~16.1 Mb’lik bolgeye (UCSC Genome Browser)
haritalanmigtt (D3S1578 igin Zy.x=3.007, 6=0.00; 562). Bu bolge, Fukushima ve ark.
(1995) tarafindan tamimlanan, 3pl14.2-p22.3’de D3S1619 ve D3S1766 markorleri
arasindaki ~24.9 Mb’lik bolgeye (UCSC Genome Browser) haritalanmis olan DFNB6
lokusu (173) ile cakismakta idi.

Petit (1996), denge ve duyma kaybi olan spinner (sr) farelerindeki nedensel
genin haritalandig1 9. kromozomdaki bolgenin insan 3p21.3-p23 kromozomal bolgesi
ile sintenik oldugunu ve dolayisiyla sr fenotipinin altinda yatan genin DFNB6 ile
ortolog olabilecegini ileri siirmiistiir (430). Mitchem ve ark. (2002), sr farelerindeki

duyma ve denge kaybindan Tmie geninin sorumlu oldugunu tanimlamistir (369). Naz
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ve ark. (2002), DFNB6 lokusuna haritaladiklar1 ailelerdeki duyma kaybinin TMIE

genindeki mutasyonlardan kaynaklandigini gostermistir (397).

DFNB6’dan sorumlu oldugunun anlasilmasindan sonra TMIE geni DF#9
ailesinde tarandi. Dizi analizleri sonucunda etkilenmis bireylerin p.R84W mutasyonu
icin homozigot olduklar1 saptandi. Intrasitoplazmik C-terminal domaininde lokalize
olan p.R84W mutasyonu, ilk kez Naz ve ark. (2002) tarafindan tanimlanmistir (397).
TMIE geninde tanimlanan sekiz farkli mutasyondan dordiiniin yanlis anlamli mutasyon
oldugu ve bunlardan p.R81C ve p.R84W mutasyonlarinin C-terminal domainde yer alan
cok sayidaki pozitif sarj rezidiilerinden ikisini etkiledigi bildirilmektedir (397, 475). Bu
nedenle, C-terminal sarj rezidiilerinin TMIE’nin hiicresel fonksiyonu acisindan kritik

oldugu ileri siiriilmektedir (397).

Literatirde TMIE/Tmie geninin sub-koklear ekspresyon paterni ile iliskili bilgi

bulunmamaktadir. Ancak sr ve Tmie transkriptlerinin yoklugundan kaynaklanan

St/sr cir/cir

circling (cir) farelerinde (Tmie”” ve Tmie™" ) yapilan histolojik incelemelerde defektif
sa¢c demeti organizasyonlari, sayica artmig ancak boyca kisalmis sterosiller ve ilerleyen
donemde spiral ganglion hiicrelerinde dejenerasyon gozlemlenmistir (90, 369). Yapilan
gozlemlere dayanilarak TMIE/Tmie gen iiriiniiniin stereosillerin gelisimi ile sa¢ demeti
organizasyonunun ve devamlilifinin saglanmasinda islev gordiigii ileri siiriilmektedir
(369). Ancak herhangi bir protein ile homoloji gostermeyen ve hiicresel fonksiyonu
bilinmeyen TMIE/Tmie’nin hangi koklear siireclerde rol oynadiginin ve DFNB6’dan

st/sr

sorumlu patogenetik mekanizmanin aydinlatilabilmesi i¢in Tmie™ ve Tmie™" lerde

ileri fonksiyonel calismalar yapilmasi gerekmektedir (90, 369, 397).

Ko6ln Universitesi Insan Genetigi Enstitiisii Molekiiler Tip Merkezi’nde, TMIE
geni mutasyonlarn agisindan taranan 100 ORNSDK olgusundan DF#25’in homozigot
olarak p.R84W mutasyonunu tasidigi saptandi. DF#25 ailesinde yapilan segregasyon
analizleri sonucunda p.R84W mutasyonunun odyolojik fenotipler ile birlikte gecis
gosterdigi belirlendi. DF#9 ve DF#25 ailelerinin ikisinin de TMIE geninde aym
mutasyonu tastyor olmast nedeni ile yapilan haplotip analizlerinde p.R84W mutasyonun
aynt haplotip ile iliskili oldugu saptandi. Bu bulguya dayanilarak aile Oykiileri
detaylandirildiginda, DF#9 ve DF#25 ailelerinin yaklagik 150 yil once ayni bolgede
bulunduklar1 ve uzak akraba olabilecekleri anlasildi. Tiirk toplumundan 200 saglikli

bireye ait DNA Orneklerinde yapilan kontrol calismasinda p.R84W mutasyonuna
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rastlanmadi. Elde edilen veriler, TMIE gen mutasyonlarinin Tiirkiye’deki NSDK’larin

yaygin nedeni olmadigimi gostermektedir.
DF#19

DF#19 ailesindeki NSDK’dan sorumlu gen, 17p11.2-q11.2’deki D17S1303 ve
D17S1293 markorleri arasinda kalan ~18.8 Mb’lik (UCSC Genome Browser) bolgeye
haritalanmigtt (D17S2196 icin Z,,x=3.708, 6=0.00; 562). Wang ve ark. (1999),
17p11.2°de lokalize olan DFNB3’iin MYOI5A genindeki mutasyonlardan
kaynaklandigim1 ~ bildirmistir  (597). MYOI5A geni konvansiyonel olmayan
miyozinlerden miyozin XVA’yr kodlamaktadir. Miyozin XVA’nin domain
organizasyonu motor domainin Oniinde yer alan, prolin ve tirozinden zengin bir N-
terminal segment ile motor domaini takip eden iki IQ motifi, ikiser MyTH4 ve FERM
domaini, bir SH3 domaini ve C-terminalde lokalize PLM’den olusmaktadir (170, 318,
391; bk. 2.4.1.4.2.).

Myol5 geninde homozigot mutasyon tasiyan Shaker-2 (sh2) farelerinde
(My0155h2/5h2) yapilan histolojik ¢aligmalar; sa¢ hiicrelerinde stereosil boylarimin
normalden ¢ok kisa oldugunu, aktin filamentlerin diizgiin yerlesim gostermedigini, ug
baglantilarinin bulunmadiin1 ve stereosillerin basamak seklindeki organizasyonunun
kaybolmus oldugunu ortaya koymustur (24, 40, 439). Benzer bulgularin whirlini
kodlayan Whrn geninde homozigot mutasyon tasiyan whirler (wi) farelerinde
(WhrnWi/Wi) de gozlemlenmesi (bk. 2.4.1.5.2.), miyozin XVa ve whirlin arasinda olas1
bir etkilesim olabileceginin ileri siiriilmesine neden olmustur (42, 179). PDZ igeren bir
iskele protein olan whirlinin, stereosillerin apikal ucunda fonksiyonel bir UPI
olusturdugu ve bu multiprotein kompleksi iizerinden p55/4.1R kompleksi ile etkileserek
stereosillerin uzamas1 ve sa¢ demetlerinin basamak seklindeki organizasyonlarinin

olusumuna katildigz ileri siiriilmiistiir (352; bk. 2.4.1.5.2.).

Kikkawa ve ark. (2005), Myol5™%*"* ve Whrn""*"lerde yaptiklar1 ¢alismalar
sonucunda miyozin XVa’nin whirlinin stereosillerin u¢ kisimlarma yerlesiminde rol
oynadigini gostermistir (269). Belyantseva ve ark. (2005) ise miyozin XVa’nin sag

hiicrelerindeki islevinin whirlinin apikal uca tasinmasi oldugunu ileri siirmektedir (41).

DF#19 ailesinde yapilan dizi analizleri sonucunda etkilenmis bireylerin
MYOI5A geninin 50. introndaki ¢.8974-1G>C mutasyonu icin homozigot oldugu

saptandi. Bilgisayar ortaminda yapilan analizler, ¢.8974-1G>C mutasyonunun kirpilma
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hatasina yol agarak protein diizeyinde p.P2993WfsX63 degisimine neden oldugunu ve
olusan mutant proteinin distal MyTH4 ve FERM domainleri ile C-terminal PLM’den

yoksun oldugunu gosterdi.

Delprat ve ark. (2005), miyozin XVA’nin C-terminal SH3-MyTH4 domain
segmentinin whirlinin kisa izoformu ile etkilestigini (125) ve Belyantseva ve ark.
(2005) da, PLM’nin whirlinin PDZ3 domaini tarafindan hedeflendigini gostermislerdir
(41). Nal ve ark. (2007), distal MyTH4 domaininde yer alan p.L3160F mutasyonu ile
protein diizeyinde PLM delesyonuna neden olan anlamsiz p.Q3492X mutasyonunun
ORNSDK ile iliskili oldugunu bildirmistir (391). Diger taraftan, Myol5™**"*lerde
tanimlanan 14.7 Kb’lik delesyonun Myol5 geninin son alt1 eksonunu ortadan kaldirdigi
ve sonucta distal FERM domaini ile PLM’nin yer almadigi mutant bir miyozin XVa
kodlandig1 bildirilmektedir (24). DF#19 ailesinde tanimlanan ve proteinin MyTH4-
FERM-PLM domain segmentinin kaybina neden olan ¢.8974-1G>C mutasyonu,
miyozin XVA’nin distal kuyruk domainlerinin islevsel agidan kritik oldugunu bir kez

daha gostermektedir.

MYOI5A gen mutasyonlarinin hemen hepsi -sensorindral duyma kaybina sahip
Smith-Magenis (del[17]p11.2) sendromlu bir olgu (320) hari¢- genetik baglanti analizi
ile DFNB3 lokusuna baglantilanan ORNSDK ailelerinde gosterilmistir (246, 311, 320,
391, 597). MYOI5A geninin 65 eksondan olusan biiyiik bir gen olmasi ve bu kadar
biiyiik bir genin taranmasinin yaratacag giiclilk ve getirecegi maliyet bu duruma yol
acmaktadir. Ayni nedenlerle, MYO15A geni mutasyonlarinin ORNSDK olgularindaki

sikliginin saptanmasina yonelik ¢aligmalar yiiriitiilememektedir.
DF#44

DF#44 ailesinin odyolojik fenotiplerinin ileri odyolojik tetkikler ile yeniden
degerlendirilmesi, VI.2.’nin diger etkilenmis aile iiyelerinden farkli olarak yiiksek
frekans duyma kaybina sahip oldugunu ve bu baglamda ailedeki duyma kayipli bireyler
arasinda fenokopi bulundugunu gosterdi (Sekil 4-27).

V1.2 ’nin etkilenmislik durumu degistirildikten sonra, genom-boyu baglanti
analizinden (562) elde edilen genotipler iizerinde gergeklestirilen LOD skor
hesaplamalar1 ve saptanan yeni etkilenmis ve etkilenmemis bireylerin de dahil edildigi
ince haritalama caligmalar1 sonucunda, DF#44 ailesindeki NSDK’dan sorumlu gen

6p21.1-p21.31 kromozomal bolgesinde lokalize D6S1629 ve D6S400 markorleri
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arasinda kalan ~8.4 Mb’lik bolgeye (UCSC Genome Browser) haritaland1 (D6S2427
icin Zma=4.44, 0=0.00). DF#44 ailesinin haritalandigi bolge DFNB53 ve DFNB66
lokuslar1 ile cakismakta idi (566). Chen ve ark. (2005), iranli DFNB53 ailesindeki
NSDK’dan homozigot COL11A2 geni mutasyonunun sorumlu oldugunu bildirmistir
(85). Ancak DF#44 ailesinden etkilenmis birey IV.8.’de D6S1629 ve D6S291
markorleri arasinda gézlemlenen rekombinasyon olayl, COL11A2 genini nedensel gen
olarak disladr (Sekil 4-29). TIili ve ark. (2005), Tunuslu bir ailede haritaladiklar1
DFENB66 lokusunda yer alan genlerden pozisyonel aday olarak segtikleri COL11A2,
BAK1 ve TMHS/LHFPLS genlerini dizi analizi ile taramis, herhangi bir degisim
saptamamistir (547). COL11A2 geni gibi BAK1 geni de DF#44 ailesinin haritalandigi

kritik bolgenin disinda kaldigindan incelemeye alinmadi.

TMHS/LHFPLS geninin faredeki ortologunun hurry-scurry (hscy) fare
modellerindeki  (Tmhs™™¥) duyma ve denge kaybindan sorumlu oldugu
bildirilmektedir (327). TMHS/LHFPLS geninin DF#44 ailesinde dizi analizi ile
degerlendirilmesi sonucunda, etkilenmis aile {iyelerinde homozigot c¢.649delG
mutasyonu saptandi. Bilgisayar ortaminda yapilan analizlerde, ¢.649delG
mutasyonunun kirpilma hatasina yol acarak protein diizeyinde p.E217V{sX62
degisimine neden oldugu belirlendi. Kalay ve ark. (2006), cDNA diizeyinde yaptiklar
calisgmada ¢.649delG mutasyonunu tasiyan allelden eksprese edilen mutant
TMHS/LHFPLS transkriptinin mRNA yikimina (nonsense-mediated mRNA decay
[293]) ugradigin1 gosterdi (245). Buna gore, TMHS/LHFPLS5 c.649delG mutasyonunun

null allel olusumu ile iliskili olabilecegi sonucuna varildi.

TMHS/LHFPLS gen iiriiniiniin kokleadaki islevi bilinmemektedir. Ancak
Tmhs"™Y"Y Jerdeki sa¢ demeti defektlerinin Cdh23 ve Pcdhl5 mutasyonlarma sahip
farelerde gozlemlenenler (bk. 2.4.2.1. ve 2.4.2.2.) ile benzestigi ve bu nedenle
TMHS/LHFPLS tarafindan kodlanan proteinin fonksiyonunun kaderin-23 ve
protokaderin-15’inki gibi stereosiller arasinda adezyon saglamak olabilecegi ileri

siiriilmiistiir (327).

Bu tez projesi ile es zamanli olarak yiiriitiildiigii anlasilan bir calismada, Shabbir
ve ark. (2006), 6p21.1-p22.3 bolgesine haritaladiklart iki Pakistanli ailedeki
ORNSDK’dan TMHS/LHFPLS geni mutasyonlarinin sorumlu oldugunu gostermistir
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(504). Kalay ve ark. (2006) ise, TMHS/LHFPLS5 geni mutasyonlarinin Tiirkiye’deki
NSDK’larin yaygin bir nedeni olmadigini bildirmektedir (245).

DF#51

DF#51 ailesindeki duyma kaybi ile iliskili gen, 2p22.3-p24.2’te D2S2375 ile
D2S2374 markorleri arasinda kalan ~17 Mb’lik bolgeye (UCSC Genome Browser)
haritalanmigtt (D2S2168 igin Zy,x=4.775, 6=0.00; 562). Bu bolge, Yasunaga ve ark.
(1999) tarafindan OTOF genindeki mutasyonlar ile iliskili oldugu bildirilen DFNB9
lokusu ile cakismakta idi (647). OTOF geninde gerceklestirilen dizi analizleri
sonucunda p.R1856Q mutasyonunun DF#51 ailesindeki odyolojik fenotipler ile birlikte
gecis gosterdigi saptandi.

Varga ve ark. (2003), baslangicta ORNSDK’dan sorumlu tutulan OTOF geni
mutasyonlariin non-sendromik resesif isitsel noropati (NSRIN) ile de iliskili oldugunu
gostermistir (582). Isitsel noropati, VIIL sinirin islev gorememesinden kaynaklanmakta
olup ABR yoklugu/anormalligine karsin DSH’lerin ses uyarimini takiben boylarinda
meydana gelen hizli degisimler sirasinda ortaya c¢ikan seslerden olusan otoakustik
emisyon (OAE) ve koklear mikrofoniklerin korunmus olmasi ile karakterizedir (138,
340). DPOAE ve ABR tetkikleri, etkilenmis olgular V.2 ve V.3’teki odyolojik fenotipin
bilateral isitsel ndropati oldugunu gosterdi (Sekil 4-32).

OTOF geni, her biri alt1 sitoplazmik C2 domaini (C2A-F) ve bir C-terminal TM
domainine sahip proteinlerden olusan FERIL ailesinin bir {iyesi olan otoferlini
kodlamaktadir (646, 647). Otoferlinin, ISH’lerden ribon sinapslarina norotransmiter
salimminda Ca*? sensérii olarak rol oynadigini bildirilmektedir (465). ISH’ler ile spiral
ganglion arasinda yer alan ribon sinapslari, isitme kaynakli uyarilarin spiral ganglionda

yer alan VIIL. sinir hiicrelerine iletilmesini saglamaktadir (380).

Otoferlinin islevinin, sahip oldugu C2 domainleri ile iliskili oldugu
belirtilmektedir (465). Sekiz p-zincirinden olusan bir sandvi¢ yapisindaki C2
domainlerinin tepesinde, her biri sahip oldugu aspartat rezidiileri sayesinde Ca®
iyonlarina baglanan {i¢ loop bulunmaktadir (456). Literatiirde, dogrudan C2
domainlerini etkileyen ¢ok sayida yanlis anlamli mutasyon tanimlanmis bulunmaktadir.
Fernandez-Chacon ve ark. (2001), iki C2 domaini (C2A ve C2B) bulunduran ve
MSS’de otoferlininkine benzer bir islev géren sinaptotagmin-1’in C2A domaininde yer

alan p.R233Q mutasyonunun yapisal ve konformasyonel bir degisim olmaksizin Ca*
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afinitesini ve sonugta ndrotransmiter salmimimin Ca** duyarhhigini iki kat indirgedigini
saptamistir (159). Maeckler ve ark. (2002) ise, sinaptotagmin-1’in C2B domainindeki
aspartat rezidiilerinin ikisini mutasyona ugratarak uyarilmis norotransmiter saliniminda
>%95°1ik bir azalma elde etmistir (337). Davis ve ark. (2002), Ca**’a bagli sarkolemma
tamirinde rol oynayan disferlindeki p.V67D ve miyoferlinde olusturduklar1 p.167D
+2,

mutasyonlarinin her iki proteinin C2A domainlerinin Ca

ozelliklerini degistirdigini bildirmistir (116). Washington ve Ward (2006), FERI1L

a bagh fosfolipid baglama

protein ailesinin prototipi olan C. elegans fer-1’deki C2 domain mutasyonlarinin Ca®
duyarliligimi degistirerek spermatogenez sirasinda vezikiil/plazma membran fiizyonunu

defekte ugrattigin1 gostermistir (606).

Otoferlinde saptanan yanlis anlamli mutasyonlardan p.P490Q (368), p.IS15T
(368, 581), p.L1011P (541) ve p.P1825A (365) mutasyonlart C2C, C2D ve C2F
domainlerinde yer almaktadir. Bu ¢alisma ile ilk kez tanimlanan p.R1856QQ mutasyonu
da C2F domainini etkilemektedir. Diger C2 domain mutasyonlarinin fonksiyonel
karakterizasyonundan elde edilen veriler, otoferlinin ii¢ farkli C2 domainde tanimlanan
bu bes mutasyonun Ca* baglama yetenegini benzer sekilde etkiledigini

diistindiirmektedir.

Varga ve ark. (2006), OTOF geninde bugiine kadar tanimlanan 22 mutasyonu ve
bu mutasyonlarin NSDK ve/veya NSRIN ile iliskilerini derlemistir (581). NSDK ile
iliskilendirilen 10 mutasyondan altis, OTOF geni mutasyonlarinin NSRIN ile iliskili
oldugunun gosterilmesinden Once tanmimlanmis ve bu mutasyonlarin saptandigi olgular
isitsel noropati acisindan degerlendirilmemistir (6, 220, 365, 368, 646, 647). Rodriguez-
Ballesteros ve ark. (2003) ve Varga ve ark. (2006), geriye kalan dort mutasyondan
ikisinin NSRIN ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir (462, 581). Diger iki
mutasyonun ise NSDK ile iligkili oldugu, odyolojik tetkikler ile gosterilmistir (581).

Rodriguez-Ballesteros ve ark. (2003), OTOF genindeki p.Q829X mutasyonunu
biri homozigot digeri tek tarafli olarak tasiyan iki NSRIN olgusundaki OAE’lerin yedi
aylik izlem sirasinda ortadan kalktigini, p.Q829X mutasyonunu homozigot olarak ya da
bagka bir mutasyonla birlikte birlesik heterozigot tasiyan olgularin sadece 1/3’{iniin
bilateral olarak OAE’lere sahip bulundugunu ve bunlarin yas ortalamasinin unilateral
(~%?21) ve bilateral (~%46) olarak OAE’lerden yoksun grubunki ile karsilastirildiginda
cok daha diisiik oldugunu bildirmistir (462). Varga ve ark. (2003) ise, OTOF genindeki
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c.1651delG ve p.R1939Q mutasyonlarindan kaynaklanan NSRIN’e sahip bir ailedeki
yaslt bireylerde OAE’lerin ortadan kalktigini saptamis ve ileri yastaki OAE kaybinin
isitme cihazi kullamimu ile iligkili olabilecegini ileri siirmiistiir (582). Tekin ve ark.
(2005), p.L1011P mutasyonunu homozigot olarak tastyan ii¢c kardesten ikisinin NSRIN
fenotipine sahipken daha uzun siiredir isitme cihazi kullanan diger etkilenmis bireyin
OAE’lere sahip olmadigimi bildirmistir (541). Isitme cihazlarmin asir1 amplifikasyona
yol acacak sekilde yanlis kullamilmasinin zamanla DSH kaybina neden olacagi
bildirilmektedir (338). Bu veriler, NSRIN’in OTOF geni mutasyonlarindan kaynaklanan
tek odyolojik fenotip oldugunu ve NSDK’nin yanlis isitme cihazi kullanimina bagl

ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir.

DF#51 ailesinin NSRIN tanisi alan etkilenmis bireyleri V.2 ve V.3’iin disinda
kalan etkilenmis bireylerinin detayli odyolojik degerlendirmesi ve isitme cihazi
kullanim sekil ve siirelerinin belirlenmesi yukarida verilen ornekleri dogrulayabilir ya
da sekonder NSDK kaynagi olarak yanlis isitme cihazi kullaniminin yani sira bagka
faktorleri (6rnegin, genetik modifiye edicilerin varligi ya da yasa bagli duyma kaybi

yatkinlig1) isaret edebilir.

5.4. Non-Sendromik Duyma Kaybina Sahip Aday Ailelerde Gen Haritalamasi
DF#17

ELOD skor degerinin >3 olmasma karsin genom-boyu baglanti analizi
sonucunda anlamli LOD skoru degerine ulasilamayan DF#17 ailesindeki etkilenmis
bireylerin (V.1., V.2. ve VIL1.) odyolojik fenotiplerinin yeniden degerlendirilmesi
sonucunda ailenin iki kolu (DF#17.1 ve DF#17.2; Sekil 4-38) arasinda duyma kaybinin
tipi ve siddeti acisindan farklilik bulundugu saptandi (Sekil 4-37). DF#17.1 kolunun
NSDK’dan etkilenmis oldugu belirlenirken DF#17.2 kolunda yapilan ileri klinik ve
biyokimyasal ¢alismalar sonucunda odyolojik fenotipe ek olarak retinitis pigmentoza
gelisen ve kazanilmis becerilerinde kayip gosteren VI.2. ile yiiksek frekans duyma
kaybindan etkilenmis VI.1.’in ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin plazma diizeylerinde
artis ve sensorindral duyma kaybi ile iligkili peroksizomal biyogenez bozuklugu
(Zellweger sendromu) spektrumuna sahip oldugu bildirildi (22). DF#17 ailesinde -biri
NSDK ve digeri SDK olmak iizere- iki farkli kalitsal duyma kayb1 formunun bir arada

bulunmasinin genom-boyu baglant1 analizi sonrasi gerceklestirilen istatistiksel
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hesaplamalarda anlamli LOD skor degerine ulasilmamasindan sorumlu oldugu

sonucuna varildi.

DF#17.1 kolunda yapilan genom-boyu haplotip ve ince haritalama ¢alismalari
sonucunda NSDK’dan sorumlu genin lokalizasyonu, 10q21.2-q23.1’de D10S464 ve
D10S523 markorleri arasinda kalan ~26 Mb’lik bolge (UCSC Genome Browser) olarak
belirlendi. Kritik bolge, DFNB12 lokusu (81) ile cakismakta idi. Bork ve ark. (2001),
DFENB12’nin CDH23 genindeki mutasyonlardan kaynaklandigini bildirmistir (65). Dizi
analizleri sonucunda, CDH23 genindeki p.N452S mutasyonunun DF#17.1 kolundaki
NSDK ile birlikte gecis gosterdigi saptandi.

IIk kez Astuto ve ark. (2002) tarafindan tanimlanan p.N452S mutasyonu,
CDH23 geni tarafindan kodlanan ve sa¢c demetlerindeki stereosiller arasindaki gegici
baglantilarin yapisini olusturan kaderin-23’iin 4. EK tekrarinda yer almaktadir (29, 294,
364). Kaderin-23’iin de dahil oldugu klasik kaderin protein ailesinin iiyelerinin sahip
olduklart EK tekrarlarimin Ca* varliginda birbirleri ile gosterdikleri homofilik
etkilesimler sayesinde hiicre-hiicre adezyonunu sagladiklar bildirilmektedir (402, 425).
Nollet ve ark. (2000), EK tekrarlarindaki LDRE, DXNDN ve DXD konsensiis
dizilerinin Ca** iyonlarini baglamada rol oynadiklarini ileri siirmektedir (402). p.N452
rezidiisiiniin icinde yer aldigit NENDN (452.-456. aa) dizisinin DXNDN konsensiis
dizisini andiriyor olmasi p.N452S mutasyonunun kaderin-23’iin 4. EK tekrarinin Ca*

baglama yetenegini etkiledigini diisiindiirmektedir.
DF#33

Bes etkilenmis ve 11 etkilenmemis bireyinde genom-boyu baglanti analizi
uygulanan DF#33 ailesinde anlamhi two- ve multi-point LOD skor degerlerine
ulagilamadi. Elde edilen cok sayida pozitif LOD skor degerinden en yiiksek ikisini
veren D3S3053 ve D5S1456 markorlerinin lokalize oldugu 3q26 ve 5q34-35
kromozomal bdlgelerinde yapilan ince haritalama ve haplotip analizleri, s6z konusu
bolgelerin DF#33 ailesindeki NSDK ile baglantili olmadigin1 gosterdi. DF#33 ailesinin
gen haritalama calismasina dahil edilen 16 aile iiyesinden elde edilen genotipler
kullanilarak olusturulan genom-boyu haplotiplerin incelenmesi sonucunda tiim STR
markorlerinin %54 iiniin —analiz edilen aile iiyelerinin toplamda <4 farkh allele sahip
olmasi seklinde tanimlandigi iizere- non-informatif oldugu saptandi. Haplotip analizi,

ayrica, DF#33 ailesinin V. ve VI. kusaklarinda yer alan 10 aile iiyesinin ortak atasi olan
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ve kendi ebeveynleri de 1. derece kuzen olan IV.4. no’lu etkilenmemis bireyin tiim
markorlerin %36’s1 icin homozigot genotipe sahip oldugunu gosterdi. Elde edilen bu
bulgulara dayamilarak, DF#33 ailesindeki NSDK’nin altinda yatan genin
lokalizasyonunun LOD skor analizi ile belirlenememesinden aile bireylerinin kullanilan

STR markérler i¢in yiiksek non-informatiflige sahip olmalart sorumlu tutuldu.

Yiiksek oranda non-informatiflik goriilen ailelerde analiz edilenlerden farkli ve
cok daha fazla sayida markor kullanilarak ikinci bir haritalama yapilmasi onerilmektedir
(528). Diger taraftan, yapilan istatistiksel analizlerde baglantiyr dislayacak <-2’lik LOD
skor degeri elde edilen STR markérlerin incelenmesi ile gerceklestirilecek “diglama
(exclusion) haritalamasi” (206) sonucunda DF#33 ailesindeki NSDK’dan sorumlu genin
lokalize olmadig1 kromozomal bolgeler saptanabilecektir. Bu sayede, nedensel genin
bulunabilecegi bolgeler de dolayl olarak belirlenebilecektir. Baglantinin dislanamadigi
komozomal bolgeleri kapsayacak sekilde secilecek c¢ok sayidaki STR markorii ile
yapilacak ikinci gen haritalama c¢alismast NSDK’nin altinda yatan genin

haritalanabilmesine olanak saglayacaktir.

5.5. Koklear Oksidatif Stres ile iliskili Duyma Kayb1

Aminoglikozid kullanimina bagli duyma kayb1 nedeni ile calismaya dahil edilen
iic aileden (KOSDK#1-3) alinan detayli Oykiilerden, ailelerde baska etkilenmis
bireylerin de bulundugu ve bunlarda da duyma kaybinin ortaya cikisindan 6nce cesitli
cevresel etmenlere maruz kaldiklar anlasildi. Toplam 13 etkilenmis bireyden ikisinde
sistemik aminoglikozid kullanimi, ikisinde otitis media ve topikal aminoglikozid
kullanimi birlikteligi, yedisinde yiiksek atesli hastalik ve siipheli antibiyotik kullanimi
birlikteligi hikayesi bulunmakta iken diger iki etkilenmis bireyde duyma kaybinin
oncesinde duyma kaybi ile iliskili olabilecek herhangi bir bilinen g¢evresel etmen

olmaksizin 2.-3. dekadda ortaya ¢iktig1 bildirildi.

Duyma kaybr ile iliskili ¢cevresel etmenlerden aminoglikozid antibiyotikler (626)
ve otitis media’nin (121, 242), yiiksek ses (209), sisplatin (469) ve iskemi/hipoksi (636)
ile birlikte, DSH’lerde KOS olusumunu arttirdigr gosterilmistir. Aminoglikozid
ototoksisitesinin, DSH’lerde olusan demir-aminoglikozid bilesiklerinin katalizledigi
serbest radikal olusumu ile iliskili oldugu bildirilmektedir (626). Otitis media’nin ise

hem NO (242) hem de hidrojen peroksit olusumu (121) aracilifiyla DSH’lerde hiicresel
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hasara ve sonucta sensorindral duyma kaybina yol acabilecegi ileri siirtilmektedir (bk.

2.3.6.1.2.).

Hiperterminin DSH’ler ve stria vaskulariste hemin fizyolojik konsantrasyonlarda
hiicre koruyucu ozellik gosteren karbonmonoksit (CO) ve bilirubine yikilimini
katalizleyen hem oksijenaz-1 (HO-1)’in sentezini artirdigi bildirilmektedir (153). HO-
I’in Korti organinda CO’ya bagh bir mekanizma araciligiyla sisplatin kaynakli serbest
radikal olusumunu baskiladigi gosterilmistir (273). Bu veriler, dolayl olarak,
hiperterminin koklear yapilarda KOS olusumu ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Diger taraftan, CO’nun yiiksek dozlarinin yiiksek frekanslarda isitsel duyarliligin kaybi
ile iligkili oldugu ve serbest radikal blokerlerinin CO’nun toksik etkilerine karsi
kokleaya koruma sagladigi gozlemlenmistir (157). Hiperbilirubinemi ise -0zellikle
yenidogan déneminde- ¢evresel duyma kaybi (isitsel noropati [49] ve/veya DSH kaybi
[419]) ile iligkili etmenler arasinda sayilmaktadir (463). Bu baglamda, hipertermi
sliresinin uzamasinin, intrakoklear HO-1 miktarlarinin ve dolayistyla CO ve bilirubin

diizeylerinin artmasina ve sonucta ROT olusumuna neden olabilecegi diisiiniilebilir.

Diger taraftan, yiiksek ates, altta yatan ve yine KOSDK’ya yol agabilecek
enfeksiyonlar ile iligkili olabilmektedir. Ornegin, Kuppermann ve ark. (1998), 3-36
aylik ve >39°C atese sahip cocuklardan olusan genis bir olgu grubunda gizli pndmokok
bakteriyemisi sikligim1 ~%2.5 olarak hesaplamistir (288). Cocukluk cagi ve eriskin
donemdeki bakteriyal menejitin en yaygin nedeni olarak gosterilen Streptococcus
pneumoniae tarafindan salinan pnomolizin proteininin sa¢ hiicrelerinin membranlarinda
Ca* iyonlarinin hiicre i¢ine girisine izin veren porlar olusturdugu saptanmistir (48,
108). Intraselliiler Ca* konsantrasyonlarindaki pnémolizin kaynakli artisin noronlarda
asirt ROT olusumunu tetikledigi gosterilmis olsa da (67), sa¢ hiicrelerinde pnémolizin
ve ROT arasindaki olasi iliski heniiz ortaya konmus degildir. Ancak, artmis intraselliiler
Ca* diizeylerinin mitokondrilerde MPT porlarinin ag¢ilmasina ve bunu izleyen siirecte
yiiksek miktarlarda ROT olusumuna neden oldugu bildirilmektedir (403; bk. 2.3.6.1.2.).
Yiiksek atesin bakteriyemiden kaynaklandigi durumlarda tedavi amaci ile kullanilan
antibiyotiklerin aminoglikozid olma olasilig1 da dikkate alindiginda, aile dykiilerindeki
yiiksek ates ve siipheli antibiyotik kullanimui birlikteligi KOS olusumu ile iligkili bir

“olay” olarak degerlendirildi.
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Genetik AGKDK (veya bagka bir deyisle aminoglikozid kullanim ile iliskili
KOSDK [194]) yatkinligimin en yaygin nedeni olan MTRNR1 geni mutasyonlarinin
aminoglikozid maruziyeti olmayan tasiyici bireylerde NSDK ile iliskili olabildigi
bildirilmektedir. Estivill ve ark. (1998), MTRNRI1 geninde mutasyon tasiyan ancak
aminoglikozidlere maruziyeti bulunmayan bireylerde NSDK’nin ortalama ortaya ¢ikis
yasini 20 olarak belirlerken aminoglikozid kullanimi i¢in negatif oykiiye sahip A1555G
mutasyonu tastyicilarinin 30 yas civarinda sensorindral duyma kaybindan etkilenme
olasihigint %40 olarak hesaplamistir (148). Leveque ve ark. (2007) ise, A1555G
mutasyonunun segregasyon gosterdigi bir aileden aminoglikozid antibiyotik kullanimi
Oykiisiine sahip olmayan bes etkilenmis bireyde duyma kaybinin ortaya ¢ikis yaslarinin
10 ile 30 arasinda degistigini bildirmistir (310). Bu calismalar 1s181inda, KOSDK#2
ailesinin I'V. ve V. kusaklarindaki KOSDK’nin altinda yatan genetik faktoriin dogrudan
ya da belirlenemeyen baska cevresel/kalitsal etmenlerin etkisi ile IIl. kusakta yer alan
etkilenmis bireylerdeki ge¢ baslangich duyma kaybindan da sorumlu olabilecegi

diistiniilebilir.

KOSDK#1-3 ailelerinde yapilan odyolojik incelemelerde, ¢alismaya katilan 10
etkilenmis bireyin de non-progresif yiiksek frekans duyma kaybina sahip oldugu
saptandi. Sha ve ark. (2001), sahip olduklar1 glutatyon diizeyleri ve diger intrinsik
faktorlerin yarattigr farkli yatkinliklardan dolayr DSH’lerin KOS’ye kars1 kokleanin
apikalinden bazaline dogru artan bir duyarliliga sahip olduklarin1 ve bu nedenle ROT ve
diger serbest radikallerin olusumunun yiiksek frekanslardaki seslerin iletiminden
sorumlu bazal DSH’leri ¢cok daha fazla etkiledigini ileri siirmiistiir (503). Diger taraftan,
post-PCR restriksiyon enzim analizi ile saptandigi iizere calismaya katilan etkilenmis
bireylerinin yiiksek frekans duyma kaybi ile karakterize AGKDK’nin en yaygin nedeni
olan mtDNA’daki A1555G mutasyonunu (163) tasimadigi saptanan {ii¢ ailenin
pedigrilerinin incelenmesi sonucunda KOSDK yatkinliginin otozomal resesif olarak
kalitildigr goriildii. Literatiirde otozomal resesif non-progresif yiiksek frekans duyma
kaybi ile iligkili oldugu bildirilen tek lokus DFNB1’dir (622). Dizi analizleri, ii¢
ailedeki etkilenmis bireylerin DFNB1’den sorumlu GJB2 geninde mutasyon
tasimadigin gosterdi. Bu bulgular, her ii¢ ailede de KOSDK yatkinliginin bulundugunu

gostermektedir.
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Yiiksek ses ve aminoglikozid kaynakli KOS’nin, DSH’lerin niikleer
DNA’larinda hasar meydana getirerek JNK/SAPK sinyal yolununun aktif haline
gecmesine ve sonucta kaspazlarin  rol oynadigi apoptotik mekanizmalarin
tetiklenmesine neden oldugu bildirilmektedir (435, 600, 648). Bu verilerden hareketle,
Wang ve ark. (2003), KOS ile iligkili diger cevresel etmenlerden kaynaklanan duyma
kayiplarinin ortaya ¢ikmasinda JNK/SAPK sinyal yolunun rol oynayabilecegini ileri
stirmektedir (600). Bu hipotez, farede otozomal resesif kalittm gosteren ve KOS ile
iligkilendirilen YBDK yatkinligindan sorumlu iki lokusun (Ahl-1 ve Ahl-3) YSKDK
yatkinliinda da rol oynadiginin saptanmast ile desteklenmistir (117, 377). Bu
baglamda, aymi patogenetik mekanizmay1 tetikleyen farkli cevresel etmenlerden
kaynaklanan duyma kayiplarindan ortak bir/birka¢ gendeki degisimlerin sorumlu

olabilecegi diisiiniilebilir.

Otozomal resesif KOSDK yatkinligindan sorumlu lokusun tanimlanabilmesi
amac1 ile KOSDK#1 ailesinde genom-boyu homozigotluk haritalamasi ve takiben ince
haritalama ¢aligmalar yapildi. Saptanan gentotipler iizerinden gergeklestirilen haptlotip
ve LOD skor analizleri sonucunda, KOSDK’dan sorumlu gen 12p12.3-p13.2°deki ~9.2
Mb’lik kromozomal bolgeye (UCSC Genome Browser) haritalandi (D12S391 igin
Znax=3.2617, 6=0.00).

KOSDK#2 ve KOSDK#3 ailelerinde gergeklestirilen kritik bolge analizlerinde
kormozomal 12p12.3-p13.2 bolgesinde yer alan STR markérleri igcin elde edilen
genotipler kullanilarak olusturulan haplotiplerin bu ailelerdeki otozomal resesif
KOSDK yatkinhig: ile birlikte gecis gostermedigi saptandi. Istatistiksel analizlerde ise,
KOSDK#2 ailesinde otozomal resesif KOSDK yatkinligi ile D12S77 arasindaki
baglanti diglanirken (Z=-2.3459, 0=0.00) diger markorler icin her iki ailede de
baglantiy1 destekleyen ya da dislayan herhangi bir anlamli LOD skor degerine
ulasilamadi. U¢ KOSDK ailesi kombine edilerek yapilan hesaplamalarda D12S391 igin
anlamli LOD skor degerine (Z=6.0578, 6=0.00) ulasilirken D12S364 ve D12S1715
markorleri icin baglantiy1 destekleyebilecek >2’lik degerler elde edildi (Z=2.8410,
0=0.00 ve Z=2.2710, 6=0.00).

KOSDK#1 ve KOSDK#2 ailelerinin 12p12.3-p13.2°deki  haplotipleri
karsilagtirlldiginda, KOSDK#2 ailesinden etkilenmis birey III.2.’nin D12S391-
D12S1669 araligindaki markdrler i¢in homozigot haplotipe sahip oldugu ve D12S320-
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D12S364-D12S303 ile D12S1715-D12S1630 markorleri icin KOSDK#1 ailesindeki
baglantili haplotipi homozigot olarak tasidigi saptandi (Sekil 4-48 ve 4-49). Aile
bilgilerinden her iki ailenin komsu ilcelerden (Erzincan-Kemaliye ve Malatya-
Arapgirli) olduklar1 belirlendi (Sekil 4-46D). Bu nedenle, KOSDK#1 ve KOSDK#2
ailelerinin ortak bir ataya sahip olabilecegi diisiiniildi. Diger taraftan, KOSDK#3
ailesinden etkilenmis bireyler II1.3. ve IIL.4.’iin D12S320-D12S364-D12S303-
D12S1728 markoérleri icin KOSDK#1 ailesindekinden farkli olmakla birlikte homozigot
haplotipe sahip oldugu gozlemlendi (Sekil 4-48 ve 4-50). Buna gore, iic aileden
caligmaya dahil edilen toplam 10 etkilenmis bireyden yedisinin D12S320-D12S364-
D12S1303 markérleri icin homozigot haplotiplere sahip oldugu belirlendi. U ailedeki
istatistiksel analizler ve etkilenmis bireyler arasinda gerceklestirilen yatay haplotip
analizlerinden elde edilen veriler 1s18inda ve 10 etkilenmis bireyden homozigot
haplotipe sahip olmayan ii¢ bireydeki duyma kaybinin -homozigot yatkinlik alleline
sahip olmalan gerekmeksizin- KOS olusumunu tetikleyen olaylara maruziyet siiresinin
uzamasi sonucunda ortaya ¢ikmis olma olasiligi dikkate alinarak otozomal resesif
KOSDK yatkinligindan sorumlu genin D12S391 ve D12S1715 markérleri arasindaki
~4.2 Mb’lik bolgede (UCSC Genome Browser) lokalize olabilecegi diisiiniildii.

S6z konusu kritik bolgede yer alan 36 gen arasindan; duyma kaybr ile iligkili
Keutel sendromundan sorumlu olan ve ekspresyonunun sa¢ hiicrelerinin aminoglikozid
kaynakli apoptozunda azalma gosterdigi bildirilen MGP (383, 549), KO fare
modellerinde duyma kaybi olan CDKNIB (252), sensorindral isitme kaybi ile iligkili
Charcot-Marie-Tooth hastaligr tip IA’dan sorumlu PMP22 geninin duplikasyonu ile
olustugu ileri siiriilen EMP1 (87, 585), oksidatif strese karsi hiicrelerdeki membran6z
yapilarin  korunmasinda rol oynayan MGST1 (514), JNK/SAPK sinyal yolu
diizenleyicilerinden ATFa/ATF7’yi (57) modiile eden ATF7IP (118) ve spiral ganglion
hiicrelerinde aminoglikozid antibiyotik kullanimi, yiiksek ses maruziyeti ve hipoksi
kaynakli eksitotoksisiteden sorumlu tutulan iyonotropik glutamat reseptdr kompleksinin
bir alt-iinitesini kodlayan GRIN2B genleri (84, 139, 279, 496) aday gen olarak secildi.
KOSDK#1 ailesinden indeks olgu 1V.4.’te yapilan dizi analizleri sonucunda segilen
aday genlerin kodlayan bolgelerinde patojenik olarak degerlendirilebilecek herhangi bir
mutasyon saptanmadi. KOSDK yatkinligr ile iligkili genin tanimlanabilmesi icin kritik

bolgede yer alan diger genlerin taranmasi planlandi.
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Diger taraftan, KOSDK#1 ailesindeki otozomal resesif KOSDK yatkinligindan
sorumlu genin haritalandig1 bolge, Ali ve ark. (2006) tarafindan 12p11.23-p13.22’de
D12S358 ve D12S1042 arasinda kalan 15 Mb’lik bolgeye haritalanan tiim frekanslarda
konjenital cok agir duyma kaybi ile karakterize DFNB62 lokusu (20) ile ¢cakigsmaktadir.
Cakisan bolge, D12S358 ve DI12S1669 markorleri arasinda kalan 6.9 Mb’lik
kromozomal segmentten olugsmaktadir (UCSC Genome Browser). Her ne kadar her iki
duyma kaybinin tipi ile ortaya ¢ikis donem ve sekilleri arasinda farklilik bulunmakta ise
de, DFNB62’den sorumlu gendeki hipomorfik bir allelin otozomal resesif KOSDK
yatkinligi ile iligkili olabilecegi diisiiniilebilir.

Insanda KOSDK ile iliskili niikleer genlerin tanimlanabilmesi amaci ile daha
once sadece sisplatin kaynakli duyma kaybi ile YSKDK ve/veya YBDK’dan etkilenmis
bireylerde gerceklestirilen aday gen taramasi ve assosiasyon caligmalarindan (30, 79,
165, 278, 280, 428, 455, 559, 568, 569, 573, 577, 640, 641, 642) farkhi olarak,
KOSDK’nin bir¢ok seklinin bir arada goriildiigii ailelerde gen haritalamasi, kritik bolge
analizi ve pozisyonel aday gen yaklasiminin kullanildigi ¢alismamiz tamamlandiginda,
12p12.3-p13.2’de lokalize olan KOSDK geninin tamimlanmast beklenmektedir. Bu
genin KOSDK#2 ve KOSDK#3 ailelerinde taranmasindan elde edilecek bulgularin,
iilkemizdeki otozomal resesif KOSDK yatkinliginda etken yaygin bir genin
tanimlanmasim1 ya da ileri genetik heterojenitenin varligimin ortaya konmasini

saglayacagini diisiinmekteyiz.

Otozomal resesif KOSDK yatkinligindan sorumlu gen(ler)in tanimlanmasi ve
mutasyonlarinin saptanmasi, akraba evliliklerinin sikca goriildiigli iilkemizdeki riskli
aile ve bireylerin belirlenmesini mimkiin kilacaktir. Cevresel etmenlere maruziyet
durumunda, riskli bireylerde KOSDK’nin ortaya cikisi/siddeti, Onleyici/yavaslatici
etkinligi halihazirda gosterilmis olan Mg+2 (500), aspirin (86), N-asetilsistein (281) vb.

gibi anti-oksidan molekiillerin kullanimu ile engellenebilir/azaltilabilir (113).

Model organizmalarda anti-oksidan enzimler (6rnegin, siiperoksit dismutaz
[177]), glutamat reseptdor antagonistleri (84, 139), JNK/SAPK sinyal iletim yolu
inhibitor/blokerleri (94, 600) ile kaspaz (599, 613) ve kalpain inhibitorlerinin (373, 598)
Onleyici tedavi olarak etkinliginin arastirildigi ve sonuglarin olumlu oldugunu gosteren
cok sayida caligma bulunmaktadir (468). Ancak bu ajanlarin insanlarda yan etkilere

sahip olabilecegi bildirilmektedir (112). KOSDK ile iliskili genlerin tanimlanmasi,
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heniiz aydmlatilmamis patogenetik mekanizmalarin ve patofizyolojide rol oynayan
yolaklarin belirlenmesine olanak saglayacaktir. Bu sayede, KOSDK’ya yo6nelik
uygulanacak onleyici tedavide kullanilmak iizere daha az yan etkiye sahip ilaclarin

gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.
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FORMLAR

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
TIBBi GENETIK ANABILIiM DALI

MOLEKULER ARASTIRMALAR iCiN BILGILENDIRiLMi$S OLUR FORMU

Proje Adi: Kalitsal Duyma Kayiplarina Neden Olan Genlerin; Haritalama, Kritik Bolge
Analizi ve Mutasyon Tarama Yontemleri ile Saptanmasi

Hastalik adi:
Tarih:

Bu arastirma, kalitsal bir hastalifi bulunan hastalar ile ailelerini ilgilendiren bir ¢alismadir.
Boylesi bir c¢alismaya katilma karar1 vermeden Once sizleri calismanin amaci, riskleri ve
yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz. Asagidaki Molekiiler Arastirmalar icin
Bilgilendirilmis Onay Formunu okuduktan sonra ¢alismaya katilma karar1 verirseniz formu
liitfen imzalayiniz.

1.Yapilacak islemin tanimi:

Arastirmanin amaci sizde/ aile bireylerinizde yukarida belirtilen genetik hastalia yol acan
genetik faktorleri tanimlamaktir. Bu ¢aligma Istanbul Universitesi Cocuk Saglig1 Enstitiisii Tibbi
Genetik Bilim Dal1 tarafindan yiiriitiillecektir.

Yapilan epidemiyolojik ve genetik calismalar, bu hastaliga genetik faktorlerin yol agabilecegini
diisiindiirmektedir. Hastaliga neden olan gen ve genlerin tanimlanabilmesi amaci ile yapilacak
analizler icin sizden ve ailenizin etkilenmis ve etkilenmemis iiyelerinden kan 6rnekleri almamiz
gerekecektir.

Bu caligmaya katilmaniz igin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismada goniillii
katilim esas alinmistir. Bu ¢alisma i¢in sizden alinan kanlardan elde edilecek DNA ornekleri
baska bir calisma i¢in kullanilmayacaktir.

2. Olas1 riskler ve faydalar :

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Igne-batmasina bagl olarak az bir aci
duyulmasi. (2) igne batmasi sonrasinda cok nadiren enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina bagli olarak
sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir. Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli
kalacaktir. Ancak yaptigimiz testlerin sizin veya ailenizin bir bireyinin gelecekte bu genetik
hastaliktan etkilenecegini ortaya cikarabilecegini belirtmek isteriz. Bu bilginin kotii yonde
kullanilmasi sizi ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip
oldugunuzu 6grenmeniz sizde psikolojik sorun da yaratabilir. Sizde boyle bir gen bulundugunu
saptadigimizda bulgularimiz istediginiz takdirde size bildirecegiz. Ancak bu bilgiyi 6grenmeyi
reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin diginizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin
izninize bagl olacaktir. Genetik testlerin onemli bir riski de bu testler sonucunda anne yada
babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagh
kalinacaktir.
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Cocuklarla ilgili aciklamalar: Calismalarimiz sonlandiginda ¢ocuklarinizin bu geni tasidigini ve
bunun ilerdeki kusaklar i¢in bir risk olusturdugunu bulabiliriz. Bu bulgularimiz cocuklara
eriskin caga ulasincaya kadar anlatilmayacak ve onlarla tartisilmayacaktir. Erigkin
donemlerinde kendi arzulari dogrultusunda bilgi ve genetik damigsma saglanacaktir. Bu
aciklamalar dogrultusunda ¢ocugunuzun bu ¢aligmaya katilmasi icin tercihen her iki ebeveynin,
eger mevcut degilse bir tanesinin izin formunu imzalamasi gerekmektedir.

Olasi yararlar: Bu caligmanin esas amaci ailenizde saptanan genetik hastaliga neden olan veya
ortaya cikmasint kolaylastiran genetik faktorleri 6grenmektir. Biz bu asamada size veya
cocugunuza dogrudan yada dolayli bir yararinin olup olmayacagini heniiz bilmiyoruz. Fakat
kesin olan bu hastaligin nedenleri konusunda daha c¢ok sey Ogrenebilecegimiz ve boylece
gelecekte diger hastalara daha ¢ok yardimci olabilecegimizdir.

Diger secenekler: Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baghdir ve reddettiginiz taktirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir.
Yine ¢calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢cekmek hakkina da sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapis1 ve amact hakkinda, olas1 riskleri ve yararlar1 tarafimdan ,

(Doktor Adr)

hastaya,
(Aile Adi)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirnilmis ve cevaplandirilmaya devam
edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan
katilimciya iletilecektir.

Tarih :

Doktorun imzasi:

Kontak kurulabilecek kisiler:  Prof. Dr. Seher BASARAN
Uzm. Bio. Abdullah UZUMCU

Ulagilabilecek Tel. No.’lar1: Direk hat: (0212) 631 1363
Dahili hat: (0212) 414 20 00 - 32327

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Cocuk Saglig1 Enstitiisii Tibbi Genetik Bilim Dal

Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL

Elektronik Posta Adresi: uzumcu @pretam.com
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izin: Yukarida tamimlanan arastirmamin uygulanmasi, riskleri ve yararlari ile ilgili yeterince
bilgi aldim. Bu c¢alismaya kendimin (¢ocugumun) katilmasina izin veriyorum. Calismanin
herhangi bir asamasinda sayet vazgecersem onayimi cekmek hakkinda ozgiir oldugumu
biliyorum. Bu nedenle kendimin/¢cocugumun bir zarar goérmeyecegini anladim. Arastirma
bulgulari, ailemdeki genetik hastaligin klinik ve molekiiler tanisina ve tedavisine faydali
sonuglar vermesi durumunda bana rapor edilecegini kabul ettigimi bildirmek istiyorum.

Adi1 Soyadi Dogum tarih Imza (Ebeveyn)

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --

Aile iiyesi

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --

Aile iiyesi --

Aile iiyesi
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DEKANLIGI
Yerel Etik Kurulu

Tarih : A20/10/2005

Sayi : 1579

s

Konu : Prof.Dr.Seher Basaran hk.

Sayin Prof.Dr.Seher Bagaran

Deneysel Tip ve Arastirma Enstitlisii

Ogretim Uyesi -

ilgi : 07.09.2005 tarih,1208 sayili yaziniza cevaben.

Sorumlu arastiricihgini Gstlendiginiz ve Genetik Anabilim Dali Doktora Ogrencisi Abdullah
Uzuimet'nun,yuritecegi 2005/1376 dosya no'lu "Kalitsal duyma kayiplarina neden olan genlerin;
haritalama, kritik bolge analizi ve mutasyon tarama yontemleri ile saptanmas!" baslikll doktora tezi etik
kurulumuzun 1210 2005 tarih, 10 sayill toplantisinda onaylandigina dair tutanagimiz ekte sunulmustur.

Bilgilerinize saygilarimla rica ederim.
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o
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istanbul Tip Fakiiltesi
Etik Kurul Baskani

Eki: Tutanak
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iSTANBUL TIP FAKULTESi
YEREL ETIK KURUL TUTANAG!

Toplanti Tarihi : 12/10/2005
Toplanti Yeri Behget Kutuphanesi Pembe Salon

Toplanti Sayist : 10 *

Sorumlu arastiriciigini Fakiltemiz Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiist Ogretim Uyesi
Prof Dr. Seher Basaran'in, Ustlendigi ve Genetik Anabilim Dali Doktora Ogrencisi Abdullah
Uzumet'nun yurutecegi 2005/1376 protokol numarall "Kalitsal duyma kayiplarina neden olan
genlerin; haritalama, kritik bolge analizi ve mutasyon tarama yontemleri ile saptanmas!” bashkli
doktora tezi etik kurulumuzda incelendi etik yonden bir sakinca tasimadigi
gorildu,uygulamaya konulabilecegine karar verildi.

A

Prof.Dr. Zafer ARI : Prof.Dr. Miibeccel DEMIRKOL

Etik Kurul Baskani ( Rekan Yardimcisi) Cocuk Sag. Ve Hast. AD ¥, derten
Prof.Dr. Aykan CANBERK //§ Prof.Dr. Nuran YILDIRIM

Farmakoloji ve KIi.F. A 2 4 Deontoloji ve Tip Tarihi A.D

Prof.Dr. Berrin UMMA Prof.Dr. Oguzhan COBAN

Kardiyoloji Anabilim Dali Atoroloji A.@J&/

Prof.Dr. Beyhan OMER g,g Z/ﬂl//ﬂjrof.m. Pinar SAI

Biyckimya A.D ; |.0. Onkoloji Enstittist

Prof.Dr. Cahide GOKKUSU Prof.Dr. Selim BADUR

Biokimya A.D Mikrobiyoloji ve Kli.Mik.

S~
Prof.Dr. Kamil PEMBECH Prof.Dr. Veli UYSAL Z
Anesteziyoloji A.D. Patoloji A.D
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