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1. GIRIS

isitme kaybi, en sik gérilen duyusal bozukluk olup, 1000

dogumda yaklasik 1-3 oraninda gériilmektedir '3

. Etiyolojilerine gore
isitme kayiplari, genetik ve g¢evresel nedenli isitme kayiplari olmak Uzere
iki sekilde siniflandiriimaktadir. isitme kaybi nedenlerinin yaklasik %50’si

genetiktir >°.

Genetik nedenli isitme kayiplarinin %30’'unu sendromik
isitme kayiplari olusturur ’. Hastalarin cogunda igitme kaybi hafif veya
degisken ozelliktedir 8. Isitme kaybina klinik olarak bagka hig¢bir bulgunun
eslik etmedi§i bu olgular, sendromik olmayan isitme kayiplaridir °.
Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklagik %70’ini ise, sendromik

olmayan isitme kayiplari olusturur *'".

Prelingual baslangi¢li sendromik olmayan isitme kaybinda
otozomal resesif kalitim %80 gibi yuksek bir oranda goérulmekte iken
otozomal dominant kalitim %20, X'e bagh kalitim %1 ve mitokondriyal

kalitim da <%1 oraninda gdzlenmektedir '"'2

. Genetik heterojenitenin
yuksek seviyede goéruldugu sendromik olmayan isitme kaybi ile ilgili 120

lokus haritalanmis ve 41 gen tanimlanmistir *2.

Otoferlin (OTOF) geni sendromik olmayan isitme kaybi ile
ilgili olarak tanimlanmis olan genlerden birisidir. Otoferlin hicre zarina
tutunmus olan sitozolik bir proteindir ™. Bu proteinin C2 olarak adlandirilan
kalsiyum baglayan yapisal bdlgesi 6 tekrar icerir. C2 bdlgesini iceren diger
proteinlerin de fosfolipidlerle ve proteinlerle etkilesime girdigi bilinmektedir.
Otoferlin molekiiliinde bulunan C2 bdlgelerinin Ca** ile tetiklenen vesikiil-

membran fiizyonunda gérev yaptigi 6nerilmektedir 24,



OTOF geni kohlea, vestibiil ve beyinde ifadelenmektedir >'*.
48 ekzon iceren OTOF geni, cesitli translasyon baslangi¢ bdlgelerinin
alternatif intron ¢ikartilmasi ile birlikte kullanarak, proteinin ¢coklu uzun ve
kisa izoformlarini kodlamaktadir. Uzun izoformunda 6 tane C2 bdlgesi

bulunurken, kisa izoformunda ise 3 tane C2 bdlgesi bulunmaktadir ™.

isitme kaybinin erken dénemde fark edilmesi sosyal hayatin
surdurdlmesi igcin ¢ok Onemlidir. Dogustan isitme kaybi nedeni
mutasyonlarin saptanmasi, igitme bozuklugunun erken tanisinda yardimci

olacaktir.

Bu calismada, sendromik olmayan igitme kayipli olgularda
OTOF geninde belirlenen 6 mutasyon arastiriimistir. Bu arastirma ile
genetik igitme kayipl olgularin erken donemde belirlenmesi ve Turk
toplumunda genetik isitme kaybi nedeni olarak OTOF mutasyonlarinin
sikhginin arastiriimasi hedeflenmektedir. Sonuglar, bireyin kendisi igin
olasi bir tedavi saglamayacaktir. Ancak bireyin evlenmesi veya
ebeveynlerin tekrar gcocuk sahibi olmak istemesi halinde, sonuglar ailenin

bilgilendiriimesi amaciyla kullanilabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kulagin Anatomik Yapisi

Sesleri algilayan duyu organimiz kulak, dis, orta ve i¢ kulak
olmak Uzere 3 farkli kisimdan olugsmustur (Sekil 1). Dis kulak ses
dalgalarini toplayip orta kulaga iletmekten; orta kulak aldigi ses
dalgalarinin enerjisini degistirerek, sikistiriimig dalgalar seklinde i¢ kulaga
iletmekten sorumludur. i¢ kulak ise aldigi bu ses dalgalarini sinir
sinyallerine donustlrerek beyne gonderir ve beyinde sesin algilanip

yorumlanmasi gerceklesir °8.

Dis kulak, kulak kepgesi ve kulak kanali olmak Uzere 2
kisimdan olusmustur. Kulak kepgesi 6zgul sekli sayesinde ses dalgalarini
toplamaktan sorumludur. Bu yapi ayrica, sesin gelme yonunu ayirt

etmemizi de saglar '""°.

Orta kulak; kulak zari ve digstan ice dogru sirasiyla gekic
(malleus), ors (incus) ve uzengi (stapes) kemiklerinden ve ici hava dolu
bosluktan olusmustur. Cekic, orta kulak zari ile baglantiidir. Uzengi, orta
kulagin en i¢ kisminda yer alir ve vestibulin oval penceresiyle temas

halindedir. Ors ise ¢ekic ve iizengi kemikleri arasinda yerlegmigtir '>'%1®

(Sekil 1).



Yarim Daire Kanallari
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Sekil 1: Kulagin anatomik yapisi %°.

ic kulak, isitme ve denge sistemi olmak lizere iki duyusal
sisteme sahiptir. i¢ kulak, kemiksi ve zarsi labirentlerden (i¢ kulak boslugu)
olusmustur. Kemiksi labirent, perilenf adi verilen bir sivi ile doludur ve 3
blyUk kanal igerir. Bu kanallar, vestibul, kohlea (salyangoz), sakkuluslu ve

utrikuluslu yarim daire kanallaridir ">,

Kohlea isitme sinyallerini yoénlendiren merkezdir '®'9%,

Kohlear kanalin endolenf sivisi icerisinde ses dalgalari, elektriksel
impulslara cevrilirler. Bu impulslar sinir flamentleri (fiber) tarafindan
merkezi isitme sistemindeki akustik sinir olan 8. sinire ve son olarak da

beynin duyu korteksine tasinir 1%,



insan kohleasinin algilayici kismi “korti organi” olarak
isimlendiriimektedir. Korti organi tek sira halinde i¢ sag¢ hucresi ve U¢ sira
halinde dis sac hiicresi olmak {izere iki tip duyu hiicresi icerir '®%2
(Resim 1). i¢ sa¢ hiicresi, sinyalleri akustik sinir ve duyu korteksine
gonderen reseptor hucreleridir. Dis sa¢ hlcresi, duyma hassasiyetine ve
frekans secimine katkida bulunan, hem duyu hem de motor elementleri
iceren hucrelerdir 16.23 Dis sac¢ hucreleri akustik olarak uyarildiklari zaman
aninda uzayip kisalirlar. Disg sa¢ hucrelerindeki bu degisimler, aktin gibi
flamentler iceren hicre iskeleti ve plazma zari boyunca birgok molekiler

motorun ortak hareketi sonucunda meydana gelmektedir '°.

Her sac¢ hicresi apikal kutbunda kademeli uzunlukta dikey

olarak uzanan V seklinde dizilmis yaklasik 100 adet silindir seklinde

16,21,24,25 (

sterosil igceren sag yiginiyla kaplanmistir Resim 1).

Resim 1: Tek sira halinde goriinen i¢ sag hiicreleri ile li¢ sira halinde goriinen disg

sa¢ hiicrelerinin taramali elektron mikroskop goriintiisii. Korti organinin iist
kismindan goriinen dig sac¢ hiicreleri ve sag¢ orgiilerinin V seklindeki diizgiin

siralanigi goriinmektedir %,



Her bir sterosil hlcrenin plazma zariyla gevrelenmig bir aktin

iskeletinden ~ olusmaktadir  '%%"?%%".

Sterosiller c¢apraz bagh aktin
flamentlerin yiginindan dolayi hareket edemezler. Sterosiller komsularina
uc baglantilarla baglidirlar '©2%2°. Ug baglantilarin hareketi miyozin VI ve

miyozin VI tarafindan kontrol edilir "®°.

2.2. isitme Mekanizmasi

Basimiza carpan ses dalgalari ilk olarak dis kulak tarafindan
tutulur ve dis kulak kanali boyunca tasinarak orta kulak zari olan timpanik
membrana iletilir. Kulak zarinda ses dalgalarinin olusturdugu basing
titresimlere sebep olur. Bu titresimler orta kulaktaki isitme kemiklerinde
piston benzeri mekanik hareketler meydana getirerek titresimleri ilk olarak
Uzengi kemiginin tabanina daha sonra da oval pencere yoluyla kohleaya
aktarir. Ses dalgalarinin yaratmis oldugu titresimler kohleanin perilenf
sivisi igerisinde bir dalgalanmaya neden olur. Perilenf sivisi igerisinde
meydana gelen bu dalgalanma sag hucreleri ile bu hlcreler Gzerinde yer
alan tektoriyal zar tabakasi arasinda bir harekete neden olur. Meydana
gelen bu hareket tiy demetinin uzantisi olan sterosillerin en blyuk sterosil

yoniine dogru biikiilmesine neden olmaktadir 2**'*3 (Sekil 2).

Miyozinler tarafindan kontrol edilen sterosiller arasindaki ug
baglantilarinin  hareketleri sonucunda endolenf igindeki yuksek
konsantrasyondaki potasyum iyonlari, sterosillerin ug¢ baglantilarindaki
transduksiyon kanallarindan sac¢ hucrelerin igerisine girerek aksiyon
potansiyelini baslatirlar. Bu pozitif yuk, hicrenin depolarizasyonuna neden

olur. Potasyum iyonlarinin sterosil hucrelerinin igerisine girmesi



bazolateral bolgedeki kalsiyum kanallarinin agilmasina ve kalsiyumun

hiicre igerisine girmesine neden olmaktadir '>'%2* (Sekil 3).

Tektoriyal Zar Tabakas: kirilma Moktas: Sterosillerin
Blakalmesi

Bazilar Zarin

e s Sag Hacreleri
Yukarn Hareketi

- Bazilar Zar
IcSac Hucreleri . Kirilmna Noktas:

Sekil 2: Korti organinin ¢galisma mekanizmasi. Baziler zarin titregimi, tektoriyal zar
icine géomiilii durumdaki sterosil uzantilarinin biikiilmesine neden olur. Bu mekanik
etki, hiicrelerin elektriksel potansiyellerini degistirerek, ses titresimlerini elektriksel

sinir sinyallerine doniistiiriir '°.

Transmitter o A
" Beyine Gﬂturucu Beyine
giclen Simir ciden

Sekil 3: Sag hiicrelerindeki iyon kanallarn ,

Sotlrdci
Sinir



Normal isitmenin devami igin tly hucrelerinde aksiyon
potansiyeli olusturan K* iyonlarinin endolenfe geri dénmesi gerekmektedir.
Potasyum iyonlari potasyum kanallarina gitmek Uzere sag¢ hicrelerini terk
ettiklerinde hucreler repolarize olurlar. Potasyum iyonlari daha sonra ince
¢izgi halindeki damarlarin iginden konneksinlerden olusan gap-junctionlara
dogru difuzyona ugrarlar ve potasyum kanallarinin i¢cinden endolenfe geri

salinarak mekanik elektriksel iletim sistemini yeniden baslatir '® (Sekil 4).

UE Aktin :
sontion_ Sira
i |
\ Kitukul tabaka
Cekirdek =~
Gk ) Potasyum kanal

Yy ol

Konneksin

Sinaptik -
ahils kanallan

vezikiil

Destekleyki hikreler

Sekil 4: Dis sa¢ hicresi ve iyon kanallari. Potasyum iyonlari 6nce potasyum
kanalindan sonrasinda da konnneksin kanallarindan gegerek hiicreyi terk eder ve

potasyum iyonlarinin ¢ikmasiyla hiicre eski haline geri doner e,



2.3. Otoferlinin isitmedeki Onemi

Potasyum iyonlarinin sterosil hiicrelerinin igerisine girmesiyle
birlikte bazolateral bolgedeki kalsiyum kanallari agilarak kalsiyum iyonlari
hucre icerisine girmektedir (Sekil 4). Hucre icerisine giren kalsiyum iyonlari
otoferlin molekuline baglanir. Otoferlin, sa¢ hucrelerinde bulunan sinaptik
vezikiillerin tasinmasinda gérev alan bir proteindir *>%. Sinaptik vezikiiller
ilk olarak plazma zarina protein-protein etkilesimleri yolu ile hedeflenirler.
Bu etkilesimlerde SNARE proteinleri is gérmektedir "%, Vezikiille iliskili
zar proteini (VAMP/synaptobrevin), presinaptik plazma zarinda bulunan
Sintaksin 1 ve SNAP25' proteinlerine baglanir *°. Bdylece SNARE
kompleksi olusur ve sinaptik vezikll ile plazma zar fuzyon bdlgesinde
yakin temasa geger >"*°. Ayni SNARE proteinleri i sa¢ hiicrelerinde de

bulunur ve bu nedenle nérotransmitter saliniminda is gérmektedir.

Otoferlin, Sintaksin1 ve Snap25 adi verilen SNARE komleks
proteinleriyle etkilesim halindedir (Sekil 5). Bu proteinler sinaps bdlgesinde
norotransmitterlerin salinimi ve ekzositoz sirasinda sinaptik vezikul
membrani ile pre-snaptik membran flizyonunda oldukg¢a kritik 6dneme
sahiptirler. Hucre igerisine giren kalsiyum iyonlarinin otoferline baglanmasi
otoferlin proteinin  SNARE kompleks proteinleriyle olan etkilesimini
degistirmektedir. Bu degisim sonucunda da presinaptik membran ile
sinaptik  vezikulun flzyonu gerceklesmekte ve ekzositozla
norotransmitterler serbest hale gegcmektedir. Serbest hale gecen
norotransmitterler akustik siniri aktive etmektedir. Bu sekilde mekanik

enerji kohlear sinire aktarilan elektrik enerjisine déniismiis olur 3°%:3°,



SINAPTIK VEZIiKUL

Synaptobrevin_.

iC SAC HUCRESI

Otoferlin

Ca:’." ﬁ

032+
] SNAP25 @
= |

Sekil 5: Otoferlinin SNARE proteinleri Syntaxin-1 ve SNAP25 proteinleriyle

etkilesimi *.

2.4. isitme Bozukluklarinin Siniflandiriimasi

isitme bozuklugu kisilerin konusma, ifade etme, kavrama ve

psikososyal gelisiminde degisikliklere neden olan en yaygin algilama

bozukluklarindan biridir

15,42-44

isitme bozukluklarini nedenlerine gére; genetik nedenli ve

cevresel nedenli isitme kayiplari, baslama yasina goére; prelingual (2

yasindan onceki dénem) ve postlingual (2 yasindan sonraki dénem)

isitme kayiplari, fenotipik 6zelliklerine goére; sendromik veya sendromik

olmayan igitme kayiplari, isitme yolu Uzerinde etkili olduklari bodlgeye

gore; iletim tipi, sensorindral ve miks tip isitme kayiplari siddetine gore;

hafif, orta, orta derece siddetli, siddetli ve derin isitme kayiplari seklinde

siniflandiriimaktadir

16,45,46
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2.4.1. Genetik isitme Kayiplarinin Genel Ozellikleri

Yeni dogan her 1000 c¢ocuktan birinde ya da prelingual
donemde isitme kaybi gorulmektedir. Gelismis Uulkelerde prelingual
sagirhgin %50’sinden fazlasinda genetik faktorler etkili olmaktadir %46,
Genetik kokenli isitme bozukluklari, tek bir gendeki mutasyonun
(monogenik) veya farkli genlerdeki mutasyonlarin kombinasyonlari ile
birlikte c¢evresel faktorlerin ortak sonucu (multifaktoriel) olarak da

16,45

gerceklesebilmektedir Gelismis Ulkelerde prelingual igitme

bozukluklarinin %50’sinden fazlasini tek gen hasarlari olusturmaktadir'®*’.
isitme kaybi ile birlikte seyreden birgok sendrom tanimlanmasina ragmen,
isitme kaybi ¢odu durumda tek bir semptom olarak gorulmekte ve

otozomal resesif bir karakter géstermektedir °.

Genetik isitme kayiplarinda dominant, resesif, X’e bagli veya
mitokondrial kalitim gorulmektedir. Genetik nedenli igsitme kayiplarinin
%30’unu sendromik isitme kayiplari %70’ini ise, sendromik olmayan isitme

kayiplari olusturmaktadir "1142,

Otozomal resesif kalitim gdsteren genetik nedenli isitme
kayiplari siklikla ciddi igitme kayiplarina neden olurlar ve konusma
yeteneginin kazaniimasini engeller. Otozomal resesif kalitim gosteren
isitme kayiplarinin tek gene bagli hastaliklar oldugu tahmin edilmektedir ve

bu genler yliksek derecede genetik hetorejenite géstermektedir °.
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2.4.2 Sendromik Olmayan Isitme Kayiplarinin Genel

Ozellikleri

Sendromik olmayan isitme kayiplarinin %75’i otozomal
resesif, % 20’si otozomal dominant, %5’i X’e bagli ve %7’inden azi

mitokondrial kalitim gdéstermektedir 7438

Sendromik olmayan igitme kaybinda sadece isitme kaybi
g6raltr. Sendromik isitme kaybinda ise isitme kaybinin yaninda farkh doku
ve organlarda diger patololojik etkiler de gorulir. Bir gendeki
mutasyonlarin  biri sendromik, digeri sendromik olmayan isitme

bozukluguna neden olabilmektedir *°>°.

Sendromik veya otozomal dominant igitme kayiplari; iletim
tipi, sensorindral ya da birlesik tip olabilir. Bunun aksine otozomal resesif
sendromik olmayan pre-lingual isitme kayiplari her zaman sensorinéral

nedenlidir °'.

Buglne kadar otozomal resesif isitme kaybiyla iligkili olan
yaklasik 53 lokus ve 29 gen tanimlanmistir 2 '*%7 ¢ Sendromik olmayan
isitme kaybinin molekuler tanisi, gézlenen asiri heterojenite nedeni ile
karmasik bir durum sergilemektedir. Konneksin-26 (GJB2) ve konneksin-
30 (GJB6) olarak isimlendirilen iki gendeki mutasyonlar, otozomal resesif
kalitilan sendromik olmayan igitme kayiplarinin yaklasik %50'sinde
gozlenmektedir'''*% %3 Ancak diger genlerdeki mutasyonlarin katkisi hala

arastirlma asamasindadir. Bundan baska, sendromik olmayan isitme
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kaybinin genetik epidemiyolojisinin toplumlar arasinda oldukca degigken

olmasi nedeniyle bu arastirmalar oldukga karmasik ve zordur "'2°,

Yuksek derecede gozlenen heterojenite nedeniyle, klinik
incelemelerle sendromik olmayan igitme bozukluklarini, gcevresel faktorlere
baglh olarak gelisen isitme bozukluklarindan ayirmak olduk¢a zor
olmaktadir. Ancak ailedeki ikinci bir isitme engelli bireyin varligi, igitme

bozuklugunun kalitsal oldugu yénde bir bilgi vermektedir >>*.

2.4.3. Sendromik  Olmayan Isitme Bozukluklarinin

isimlendirilmesi

Sendromik olmayan isitme kaybina neden olan gen lokuslari
DFN (DeaFNess) olarak isimlendiriimekte ve kesgfedilislerinin kronolojik
sirasina gore her lokusa numara verilmektedir. Bu isimlendirmeye gore
otozomal dominant lokuslar DFNA, otozomal resesif lokuslar DFNB ve X'e

bagl lokuslar DFN olarak gosterilmektedir '"19°°,

2.5. OTOF Geninin Kromozom Uzerindeki Yeri

OTOF geni 2. kromozomun kisa kolunun 23.1 pozisyonunda
yer almaktadir > *° (Sekil 6).
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Sekil 6: OTOF geninin 2. kromozom iizerindeki yeri *.

2.6. OTOF Geninin Ozellikleri

Otoferlin proteinini kodlayan OTOF geni, otozomal resesif
sendromik olmayan igitme kaybina neden oldugu bilinen 29 genden
biridir>®”. OTOF geni 90 kb uzunlugundadir. 48 ekzonu bulunan genin ilk
ve son ekzonu sirasiyla 5 ve 3’ translasyonu yapilmayan bdlgeleri
kodlamaktadir. OTOF geni, cesitli translasyon baslangic bdlgelerinin
alternatif intron c¢ikartiimasi ile birlikte kullanilmasiyla proteinin uzun ve

kisa izoformlarini kodlamaktadir '*°®

. OTOF geni kohlea, vestibul ve
beyinde yuksek seviyede ifadelenirken kalp, plesanta, akciger, pankreas,
iskelet kasi ve bdbrek de daha dusuk dizeyde ifadelendigi
belirlenmistir'*. Fare dokularinda sadece uzun izoformu ifadelenirken,
insanda beyin haricindeki diger dokularda sadece kisa formu
ifadelenmektedir. insan beyninde ise hem uzun hem de kisa izoformlarin

ifadelendigi saptanmistir ™.

Genin beyinde ifadelenen uzun formu 7156 b¢ uzunlugunda

bir mRNA olusturmaktadir. mRNA’da 128. nukleotitde translasyon
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baslangic kodonu yer almaktadir. Baglangic kodonundan sonra 5991
bazlik bir agik okuma c¢ercevesi bulunmaktadir. mMRNA’nin 3’ kisminda da
translasyonu yapilmayan 1038 bazlik bir kisim yer almaktadir. Tum

intronlarda GT/AG kurali gézlenmektedir .

OTOF geninin C-terminal bolumua ile hicre membranina
baglanan sitozolik bir protein kodladigi ve membran yapisinda vezikullerin,

plazma membranina tasinmasinda rol oynadig ileri siiriiimektedir ° .

2.7. Otoferlin Proteininin Genel Ozellikleri

Otoferlin Caenorhabditis elegans Fer-1 geni ile iligkilendirilen
ferlin adi verilen memeli gen ailesi proteinidir. Otoferlin proteini diger ferlin
ailesi geni proteinleri olan disferlin, myoferlin ve FER1L4 proteinleriyle
homoloji gdstermektedir **°. Bu proteinler, membrana tutunmus sitozolik

proteinlerdir '+

. Bu sitozolik proteinler C2 bdlgesi olarak adlandirilan
kalsiyum baglayan yapisal bolgelerin tekrarlarini igermektedir. Tum
ferlinlerde korunmus C2 tekrar bolgeleri ve bir C-terminal transmembran

bélgesi bulunmaktadir ®'(Sekil 7).

C2 bolgeleri 2 tane 4 zincirli B tabakadan olusmustur ve

ylksek derecede benzerlik gdsterirler '

. C2 Dbolgelerinin yapisinda
negatif yukli aspartil birimleri yer almaktadir. Kalsiyum iyonlarinin bu
negatif yukll aspartil birimlerine baglandigi diustnitlmektedir. Kusursuz bir
C2 bodlgesinde 5 aspartil birimi bulunmaktadir. Otoferlin C2A bdlgesi 31

zinciri eksik olan bir bdlgedir ve bu nedenle tam olarak islev

15



gorememektedir. C2A ve C2B Dbdlgelerinde kalsiyum iyonlarinin
baglanmasi igin gerekli oldugu dusundlen 5 aspartil biriminden bir kagi
eksiktir. C2C-C2F bolgeleri ise 5 aspartil biriminin eksiksiz oldugu
bdlgelerdir. Bu ylzden kalsiyum iyonlarinin otoferlinin sadece son 4 C2
bélgesine(C2C-F) baglandigi diisiiniilmektedir ™.

E

Ot Ofe rl i n J ek ‘@l t@r t@:l @

-
2

FERILYE —=——@==(®) @ @—ro—h

Sekil 7: insan ferlin geni ailesi proteinleri. C2 (yesil ) kalsiyum baglanma bélgesi.
CC (san); Sarilmisg sarmal bolgesi. TM (Mavi); transmembran bolgesi. DysFN (mor);
dysferlin N ucu DysFC (kahverengi) dysferlin bolgesi C ucu ©.

C2 bolgelerine sahip olan proteinler fosfolipit ve proteinlerle
etkilesir °2. Bu etkilesimler kalsiyum iyonlarina baghdir. Kalsiyum
iyonlarinin C2 bodlgelerinde yer alan negatif yukli aspartil birimlerine
baglanmasi, proteinin yuzey elektrostatik potansiyelini degismesine neden
olmakta ve bunun sonucunda da proteinin negatif yuklu fosfolipitler ve

proteinlerle etkilesmesini saglamaktadir 564,

16



Otoferlin proteinin uzun izoformu 6 C2 bodlgesini ve bir
transmembran bdlgeyi igerirken kisa izoformu ise sadece son 3 C2

bdlgesini ve bir transmembran bolgeyi icermektedir '*°7 (Sekil 8).

C2A C2B (C2C C2D C2E C2F
NN AW &;\N &}N k\\;\\\ &\}ﬁ H?gg.,.
N RN N N Ie
* * * 1230

Sekil 8: Otoferlin proteinin uzun ve kisa izoformu. * igareti kalsiyum iyonlarinin

baglandigi C2 boélgelerini géstermektedir ",

Otoferlin proteinin uzun izoformunda 48 ekzonun tumu
MRNA olusumu igin kullanilirken, kisa izoformunun mRNA’sInin

olusturulmasi icin uzun formda bulunan ilk 19 ekzon kullanilmaz '**".

Bu bilgiler 1s1g1 altinda sendromik olmayan Turk isitme kayiph

olgularda OTOF geni 6 mutasyon itibariyle incelenecektir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arag ve Geregler

3.1.1. Kullanilan Laboratuvar Cihazlari ve Gerecler

Masaustu mini santrifij (Hettich Mikro 22, Almanya)
Spin santrifuj (Biosan, Rusya)

Hassas terazi (AND-ER-182A, ABD)

Vorteks (Biosan, Rusya)

Mikropipetler (CLP, ABD)

Otomatik 1s1 dongu cihazi (Thermal cycler) (Eppendorf, Almanya)
Kuru isitici blok (Biosan, Rusya)

Mikrodalga firin (Argelik, Turkiye)

Derin dondurucu (Sanyo, Japonya)

Elektroforez gug kaynagi (Thermo, ABD)
Elektroforez tanki (Thermo, ABD)

UV transluminator (Fotodyne, ABD)

Gel Logic 100 jel goruntileme sistemi (Kodak, ABD)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

GF-1 Kandan DNA saflastirma kiti (Vivantis Technologies, Malezya)
Primer sentezleri (Integrated DNA Technologies, Belgika)

PZT tamponu (Vivantis Technologies, Malezya)

Agaroz (ONBIO Inc., Kanada)

Borik asit (Merck, Almanya)

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit disodyum dihidrat) (Sigma, ABD)

18



o dNTP karisimi (Fermantas, ABD)

o Taq DNA polimeraz (Vivantis Technologies, Malezya)
o MgCl; (Vivantis Technologies, Malezya)

o Trizma baz (Sigma, ABD)

o Gliserol (Sigma, ABD)

o Orange G (Sigma, ABD)

o Etidyum Bromr (Sigma, ABD)

o 100 b¢’lik molekuler agirlik belirteci (Fermantas, ABD)
o DMSO (Dimetil sulfoksit) (Sigma, ABD)

o Mspl restriksiyon enzimi (Fermantas, ABD)

o AspS9l, BstDSI, Bse8l, FspBl, Afil restriksiyon enzimleri ve

tamponlari (Vivantis Technologies, Malezya)

3.2. Cogzeltilerin Hazirlanisi

3.2.1. 5X TBE Cozeltisi Hazirlanisi

Trizma Baz 54 g
Borik Asit 27.5¢
0,5 M EDTA (pH: 8) 20 mi

Kimyasallar ¢ozundukten sonra 1 litre olacak sekilde Uzerine

distile su eklendi.

3.2.2. 1X TBE Cozeltisi Hazirlanisi

200 ml 5X TBE, distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.
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3.2.3. Orange G Jel Yukleme Bovyasi Hazirlanisi

Gliserol 55 ml
Orange G 100 mg
1X TBE ¢ozeltisi 45 ml

Son hacim distile su ile 100 mI’ ye tamamlandi.

3.2.4. Stok Etidyum Bromur Cozeltisi Hazirlanisi

10 mg etidyum bromur 1 ml distile suda ¢ozulerek hazirlandi.

3.3. Agaroz Jel Hazirlanigi

%Z2’lik agaroz jel hazirlamak igin 2 g agaroz, hassas terazide
tartildi. 1X TBE c¢ozeltisi ile 100 ml'ye tamamlandi. Mikrodalga firin
kullanilarak kaynatildi. Agarozun homojen bir sekilde erimesinden sonra 3
Ml etidyum bromir eklendi. Hazirlanan karisim elektroforez tepsisine
dokuldu. Jel donduktan sonra yatay elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin
uzerini ortecek sekilde 1X TBE c¢ozeltisinden eklendi. PZT UGrintnden 10
ul alinarak, 3 pl orange G jel yiikleme boyasi ile karistirildi. Ornekler ve
molekuler agirlik belirteci yukleme sonrasinda 20 dakika 150 volt sabit
akimda yurutuldu. Ultraviyole (UV) transluminator altinda molekuler agirlik
belirteci ile kargilastirilarak DNA bantlari degerlendirildi. Jel goruntuleri
Kodak Gel Logic 100 gérintu analiz sistemi kullanilarak goruntilenip kayit

altina alind.
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3.3.1. Primerler

Otoferlin geninde arastirilan mutasyonlari iceren bdlgelerin

¢cogaltilmasi amaciyla kullanilan primer dizileri Tablo 1'de gosterilmektedir.

Tablo 1: Hedef bolgeleri gogaltmak icin kullanilan primer dizileri.

Hedef Bolge Primer ¢ifti Kaynak
F: 5- AGGGACGACAAGGAGGACA -3' ,

Leu1011Pro R: 5- CAGGTGGAGTGCAGGGAAC -3' Dlg_?dyh

ediidal.

Arg1939GIn F: 5- TTGGGGGTCCAGAAGGACAGA - 3' Varga

Pro1987ATg R: 5- TCGGCCCAAGGCATGAAGA - 3 20030
F: 5- TCAGCACCCAGGAGCTGG - 3' N

c.1651delG R: 5- CCTGGGACCCAGGTGACT - 3' 200019
GIn829Ter 5-GCCTGGTTGTGAGAAGGTG-3’ Yasunaga

5'-GGGTCTAGCCTCCTGATTG-3’ 1999°
F: 5' - ACTTCTCCAACCCAGAACAC - 3' Yasunaga

cA4799+1G>C | R'5 . AATCACCAGGATCTGAATCTC - 3' 19095

3.4. Yontemler

3.4.1. Calisma Grubu ve Klinik Ozellikler

Ocak 2006 — Mart 2008 tarihleri arasinda Gazi Universitesi
Tip Fakultesi Hastanesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklari Anabilim Dalinda
sendromik olmayan isitme kaybi tanisi konmus 95 birey caligmaya dahil
edildi. Bu tez calismasi Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan 01/2007-96 proje numarasi ile desteklenmistir.

21



3.4.2. Kandan Genomik DNA Saflastiriimasi

Kan orneklerinden genomik DNA saflastirma islemi GF-1

kandan DNA saflagtirma kiti kullanilarak asagida yazili protokole goére

yapildi.

1-

1,5 ml'lik ependorf tliptine; 200 ul BB ¢dzeltisi ve 200 pl kan érnegi
eklendikten sonra 20 pl Proteinaz K ¢ozeltisi (20 mg/ml) eklenip
karisim 65 °C’ de 10 dk bekletildi.

Karisim tzerine 200 pl %96’ lik etanol eklenerek hemen karigtirildi.

Karisim filtre iceren toplama tlpune aktarilip 8000 rpm’ de 1 dk

santrifdj edildi filtre altinda toplanan kisim atild1.

Filtre Gzerine 500 ul yikama ¢ozeltisi 1 eklendi ve 8000 rpm’ de 1 dk

santrifdj edildi filire altinda toplanan kisim atild1.

Filtre Gzerine 500 ul yikama ¢ozeltisi 2 eklendi ve 8000 rpm’ de 1 dk

santrifdj edildi filtre altinda toplanan kisim atild1.

Filtre Gzerine 500 ul yikama ¢ozeltisi 2 eklendi ve 13000 rpm’ de 3

dk santrifiij edildi ve filtre altinda toplanan kisim atild1.

Filtre yeni bir ependorf tipltne yerlestirildi ve 65 °C’de i1sitiimis olan

seyreltme ¢ozeltisi eklenip 2 dakikada bekletildi.

8000 rpm’de 1 dk. Santrifuj edildi.
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3.4.3. PZT ve Restriksiyon Enzimleri ile Kesim

3.4.3.1 Arastirilan Gen Bolgelerinin PZT ile Cogaltiimasi

Otoferlin geninde arastirilan 6 mutasyonu

iceren gen

bdlgelerinin gogaltilmasinda kullanilan PZT karigimi Tablo 2'de verilmigtir.

Her bir bolge i¢in Tablo 2’ de verilen miktarlarin kullaniimasiyla elde edilen

tepkime karigimi 0.2 ml'lik tuplere dagitildiktan sonra Uzerine hastalara ait

saflagtirlan genomik DNA eklendi. Tum iglemler, tepkimenin dogru

gerceklesmesi icin buz Ustunde yapildi. Bu sekilde elde edilen tepkime

karisimi 3000-4000 rpm’ de 10-12 saniye santrifuj edildi ve ardindan

otomatik I1s1 dongu cihazina yerlestirilerek tepkime gerceklestirildi.

PZT’ lerde negatif kontrol olarak DNA icermeyen steril su kullanildi.

Tablo 2: OTOF Geninde Arastirnilan 6 Mutasyonu

Tdm

iceren Bolgelerin PZT Tepkime

Karigimi
Mutasyon DNA | 10XPCR Primerler MgCl, dNTP Taq DNA DMSO dH,O | Toplam
tamponu 100 (25 (10 polimeraz Hacim
pmol/pl mM) mM) 5 U/l
3l 5l 0,3 ul 1.5 pl 0,5 ul 0,2 ul 39,5 50 pl
Leu1011Pro pl
Arg1939GIin
3l 5l 0,5 ul 3l 0,2 pl 0,2 yl 38,1 50 pl
Pro1987Arg ul
33.1
c.1651delG 3l 5l 0,5 ul 5l 0,2 ul 0,2 ul 3l ul 50 pl
35.1
GIn829Ter 3ul 5ul 0,5 pl 3ul 0,2 pl 0,2 pl 3ul pl 50 pl
c.4799+1G>C 3l 5l 0,5 ul 3l 0,2 ul 0,2 ul 3l 35.1 50 pl
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OTOF geninde aragtirilan 6 mutasyonunu iceren bolgelerin

PZT islemini gergeklestirmek igin, otomatik i1s1 dongu cihazi Tablo 3’de

belirtilen sicaklik ve surelere gére ayarlandi.

Tablo 3: Otof Geninde Arastirilan 6 Mutasyonu igeren Bolgelerin PZT Tepkime

Sicakliklan
Tepkime Dongiisii
(30 DonNgii)
MUTASYON Baslangig Son Sentez
denatiirasyonu Denatiirasyon Hibridizasyon Sentez Asamasi
asamasi asamasi (Uzama)
(1 dongii) agamasi (1 dongii)
Leu1011Pro 94 °C’de 5 dk 94 °C’de 15 sn 68 °C'de 15sn | 72°C'de 30sn | 72°C'de 5 dk
Arg1939GIn
94 °C’'de 5 dk 94 °C’de 15 sn 66 °C’'de 15sn | 72°C'de30sn | 72°C'de 5dk
Pro1987Arg
c.1651delG 94 °C’de 5 dk 94 °C’de 15 sn 66 °C'de 15sn | 72°C'de30sn | 72°C'de 5dk
GIn829Ter 94 °C’'de 5 dk 94 °C’de 15 sn 63 °C'de 15sn | 72°C'de30sn | 72°C'de 5 dk
c.4799+1G>C 94 °C'de 5 dk 94 °C’de 15 sn 60 °C'de 15sn | 72°C'de30sn | 72°C'de 5dk
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3.4.3.2 OTOF Geninde Arastirilan 6 Mutasyon Bolgesinin

PZT Urlinlerinin Elektroforezde Degerlendirilmesi

PZT sonucunda c¢ogalan DNA parcalarinin incelenmesi
amaclyla %Z2’lik agaroz jel hazirlandi. 10 pl PZT Grdnt 3 pl yukleme
tamponuyla karigtirilarak kuyucuklara yuklendi. Jel 150 voltta 30 dakika
elektroforeze tabi tutuldu. Mor 6tesi (Ultraviyole, UV) 1sik kaynagdi altinda,
molekuler agirlik belirteci ile diger bantlar karsilastirildi. Tablo 4’te
belirtilen her bir mutasyon bodlgesi icin belirlenen DNA baz uzunluguna
denk gelen bantlar aranarak sonuglar degerlendirildi. Her bir mutasyon
bdlgesine 6zgun olan DNA bantlarini gézlemlemek igin restriksiyon enzim

kesimi asagida belirtildigi gibi gerceklestirildi.

Tablo 4: OTOF Geninde Arastirilan 6 Mutasyonu igeren Bolgelerin PZT Uriinlerinin

Bilyiikliikleri
Mutasyon PZT Uriiniiniin Biiyiikliigii (bg)

Leu1011Pro (c.3032T>C) 407

Arg1939GIn (c.5816G>A) 393

Pro1987Arg (c.5960C>G) 393

c.1651delG 405

GIn829Ter (c.2485C>T) 298

c.4799+1G>C 323

3.4.4. Leu1011Pro PZT Uriinlerinin Mspl Restriksiyon Enzimi

lle Kesimi

Leu1011Pro degisimine OTOF geninin cDNA’sinda 3032.
nikleotitde gergceklesen T>C mutasyonu (c.3032T>C) neden olmaktadir.

Normalde bu pozisyondaki T varliginda proteinde 1011. amino asit 16sin
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iken mutasyon oldugunda (C aleli) 16sin amino asiti proline donusmektedir.
Bu mutasyonunu tanimlamak igin 6zgul primerler kullanilarak PZT ile
cogaltilan 407 bc¢'lik gen bdlgesi Mspl enzimi ile kesildi. Mspl enziminin

tanima bolgesi su sekildedir.

5.-Cy CG G---3
3G G C4 C5

Enzim, mutasyon oldugunda (C aleli, Pro1011) PZT
urinunde kesim vyaparak 241 ve 166 bg¢llik iki DNA pargasi
olusturmaktadir. Mutasyon tagimayan yabanil tip genotipe sahip bireylerde
(T aleli, Leu1011) ise enzim tanima bdlgesi olmadigindan dolay1 PZT

urand kesilmemekte ve agaroz jelde 407 b¢’ lik tek bir bant gortlmektedir.

3.4.4.1 Deneyin Yaplilisi

0.2 ml'lik ependorf tipundn igine 10 pl PCR Grand, 1.2 pl
tampon, 10 Unite Mspl restriksiyon enzimi eklendi. Karisim 37°C’lik kuru
Isitici blokta bir gece inkibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiplerden alinan
10 pl kesim arunt, 3 pl Orange G ile karistirilarak %2 ’lik agaroz jele
yuklendi. %2’lik agaroz jelde 100 b¢’lik molekuler agirlik belirteci egliginde
30 dakika 150 V sabit akimda yurGtulip Gel Logic 100 jel goruntileme

sistemi ile incelenip fotografi ¢ekildi.

3.4.5. Arg1939GIn PZT Uriinlerinin AspS9l Restriksiyon

Enzimi ile Kesimi

Arg1939GIn degisimine OTOF geninin cDNA’sinda 5816.
nikleotitde gerceklesen G>A mutasyonu (c.5816G>A) neden olmaktadir.
Normalde bu pozisyondaki guanin varliginda (G aleli) proteinde 1939.
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amino asit arjinin iken mutasyon oldugunda (A aleli) arjinin amino asiti
glutamine donusmektedir. Arg1939GIn mutasyonunu tanimlamak igin
6zgul primerler kullanilarak ¢cogaltilan 393 b¢’lik gen bolgesi AspS9l enzimi

ile kesildi. AspS9l enziminin tanima bolgesi su sekildedir.

5 GVYGNC C-3
3—C C NG4 G5

Mutasyon oldugunda (A aleli, GIn1939) PZT urinunde
AspS9l enziminin tanima bolgesi olmadigindan dolayr PZT Grunu
kesilmemekte ve agaroz jelde 393 bg’ lik tek bir bant goérlulmektedir.
Mutasyon tasimayan yabanil tip genotipe (G aleli, Arg1939) sahip
bireylerde ise enzim PZT Urununde kesim yaparak 303 ve 90 b¢'lik iki

DNA pargasi olusturmaktadir.

3.4.5.1 Deneyin Yapilisi

0,2 ml'lik ependorf tupunun igine 10 pyl PCR drana, 1.2 pl
tampon, 10 Unite AspS9I restriksiyon enzimi eklendi. Karigim 37°C’lik
kuru 1sitici blokta bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiiplerden
alinan 10 pl kesim Urdnu, 3 pl Orange G ile karistinlarak %2 ’lik agaroz
jele yuklendi. %2’lik agaroz jelde 100 bg¢’lik molekuler agirlik belirteci
esliginde 30 dakika 150 V sabit akimda yurutilip Gel Logic 100 jel

goéruntileme sistemi ile incelenip fotografi ¢ekildi.

3.4.6. Pro1987Arg PZT Uriinlerinin BstDSI Restriksiyon

Enzimi ile Kesimi

Pro1987Arg degdisiminde OTOF geninin cDNA’sinda 5960.
nukleotitde gerceklesen C>G mutasyonu (¢.5960C>G) neden olmaktadir.
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Normalde sitozin varliginda (C aleli) proteinde 5960 amino asit prolin iken
mutasyon oldugunda (G aleli) arjinin amino asiti sifrelenmektedir.
Pro1987Arg mutasyonunu tanimlamak igin 6zgul primerler kullanilarak
cogaltilan 393 bg’lik gen bdlgesi BstDSI enzimi ile kesildi. BstDSI

enziminin tanima bolgesi su sekildedir.

5---C l CRYG G---3
3---G GYRC T G ----5

Enzim, mutasyon oldugunda (G aleli, Arg1987) PZT
urinunde kesim yaparak 232 ve 161 bg¢llik iki DNA pargasi
olusturmaktadir. Mutasyon tasimayan yabanil tip genotipe (C aleli,
Pro1987) sahip bireylerde ise enzim tanima bdlgesi olmadigindan PZT

urinu kesilmemekte ve agaroz jelde 393 b¢’ lik tek bir bant goralmektedir.

3.4.6.1 Deneyin Yapilisi

0,2 ml'lik ependorf tupunun igine 10 pyl PCR drana, 1.2 pl
tampon, 10 Unite BstDSI restriksiyon enzimi eklendi. Karisim 65°C’lik kuru
Isitici blok’ta bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiiplerden alinan
10 pl kesim arunt, 3 pl Orange G ile karistirilarak %2 ’lik agaroz jele
yuklendi. %2’lik agaroz jelde 100 b¢’lik molekuler agirlik belirteci esliginde
30 dakika 150 V sabit akimda yurutulip Gel Logic 100 jel goruntuleme

sistemi ile incelenip fotografi gekildi.
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3.4.7. c.1651delG PZT Uriinlerinin Bse8l Restriksiyon Enzimi

ile Kesimi

c.1651delG mutasyonunu tanimlamak icin 6zgul primerler
kullanilarak ¢ogaltilan 405 b¢’lik gen bolgesi Bse8I enzimi ile kesildi. Bse8l

enziminin tanima bolgesi su sekildedir.

5---GATNN l NNATC---3
3---CTANN T NNTC G----5

Enzim c¢.1651delG mutasyonu oldugunda PZT drinunde
enzim tanima bdlgesi olmadigindan PZT GrinlU kesilmemekte ve agaroz
jelde 405 b¢'lik tek bir bant gorulmektedir. Mutasyon tasimayan yabanil tip
genotipe sahip bireylerde ise enzim PZT uruninde kesim yaparak 177 ve
228 bc'lik iki DNA pargasi olusturmaktadir.

3.4.7.1 Deneyin Yaplilisi

0,2 ml'lik ependorf tupundn igine 10 pyl PCR drana, 1.2 pi
tampon, 10 Unite Bse8l restriksiyon enzimi eklendi. Karisim 60°C’lik kuru
Isitici blokta bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiplerden alinan
10 pl kesim Uranu, 3 pl Orange G ile karigtirilarak %3 ’luk agaroz jele
yuklendi. %3 ’luk agaroz jelde 100 bg¢’lik molekuler agirlik belirteci
esliginde 30 dakika 150 V sabit akimda yurutilip Gel Logic 100 jel

go6riuntileme sistemi ile incelenip fotografi ¢ekildi.
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3.4.8. GIn829Ter PZT Uriinlerinin FspBl Restriksiyon Enzimi

ile Kesimi

Mutasyon sonucunda ‘Dur’ kodonu olugsarak 829. amino
asitte erken sonlanma gergeklesmektedir. GIn829Ter mutasyonunu
tanimlamak icin 6zgul primerler kullanilarak c¢ogaltilan 298 b¢’lik gen
bolgesi FspBl enzimi ile kesildi. FspBl enziminin tanima bdlgesi su

sekildedir.

5 G bra G -3
3-C ATy C—§

Enzim GIn829Ter mutasyonu oldugunda PZT drinunde
kesim yaparak 168, 123 ve 7 bg¢’lik ¢ DNA pargasi olusturmaktadir.
Mutasyon tasimayan yabanil tip genotipe sahip bireylerde ise enzim 291

ve 7 b¢'lik iki DNA pargasi olusturmaktadir.

3.4.8.1 Deneyin Yapllisi

0,2 ml'lik ependorf tlipundn igine 10 pl PCR Grand, 1.2 pl
tampon, 10 Unite FspBI restriksiyon enzimi eklendi. Karigim 37°C’lik kuru
Isitic blok’ta bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiiplerden alinan
10 pl kesim Grunu, 3 pl Orange G ile kangtirilarak %3 ’luk agaroz jele
yuklendi. %3 °’lik agaroz jelde 100 bg¢’lik molekiler agirlik belirteci
esliginde 30 dakika 150 V sabit akimda yurutulip Gel Logic 100 jel

goéruntileme sistemi ile incelenip fotografi ¢ekildi.
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3.4.9. ¢.4799+1G>C PZT Uriinlerinin Afil Restriksiyon Enzimi

ile Kesimi

Mutasyon etkisi ile intronun ¢ikartiimasi igin gerekli sinyal
olan guanin nukleotidi sitozine donusmektedir. Bu durum intronun
¢ikartilamamasina neden olarak normal protein yapimini etkilemektedir.
c.4799+1G>C mutasyonunu tanimlamak igin 6zgul primerler kullanilarak
¢ogaltilan 323 bg¢’'lik gen bolgesi Afil enzimi ile kesildi. Afil enziminin

tanima bolgesi su sekildedir.

5----CCNN N NN l NNG G---3
3---GGNN T NNN NNCC---5

Enzim ¢.4799+1G>C mutasyonu oldugunda PZT urinunde
kesim yaparak 247 ve 76 bg¢'lik iki DNA pargasi olusturmaktadir. Mutasyon
tasimayan yabanil tip genotipe sahip bireylerde ise enzim 162 ve 161 bg

uzunlugunda iki DNA pargasi olusturmaktadir.

3.4.9.1 Deneyin Yapllisi

0,2 ml'lik ependorf tlipundn igine 10 pl PCR Grand, 1.2 pl
tampon, 10 Unite Afil restriksiyon enzimi eklendi. Karisim 50°C’lik kuru
Isitic blok’ta bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tiiplerden alinan
10 pl kesim arunu, 3 pl Orange G ile karistirilarak %2 ’lik agaroz jele
yuklendi. %2’lik agaroz jelde 100 b¢’lik molekuler agirlik belirteci egliginde
30 dakika 150 V sabit akimda yuratulip Gel Logic 100 jel goruntileme

sistemi ile incelenip fotografi ¢ekildi.
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4. BULGULAR

4.1. Molekuler Genetik Analizleri

Bu galigmada bulgularimizi ortaya koyan molekuler genetik
laboratuvar uygulamalari Gazi Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Biyoloji ve

Genetik AD laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

4.1.1. Leu1011Pro Mutasyonuna ait bulgular

Belirtilen sartlara gore gerceklestiriien PZT sonrasinda 407
b¢ uzunlugunda PZT urinu elde edildi. (Sekil 9). PZT Urinlu Mspl
restriksiyon enzimi ile kesildi. Sadece mutasyonu tasiyan bireyler enzim
icin tanima bolgesine sahipti. Enzimle kesim sonrasi olugan Urun agaroz
jele yuklenerek elektroforezde vyurutuldd. Elektroforez sonrasi jelin
fotografi ¢ekildi. Enzim kesim Urdnlerini jelde yarittlmesini takiben olusan
bantlar incelendiginde tUm hastalarda yabanil tip genotipi gosteren 407 bg
bilylikligiinde tek bant izlendi (Sekil10 ).

Sekil 9: Leu1011Pro mutasyonunu igeren bélgeye ait PZT uriintinin % 2’'lik agaroz
jelde elektroforez goriintiisii. B: 100 baz ciftlik molekiiler agirhk belirteci. Kuyularda

407 b¢’lik PZT iiriiniiniin olusturdugu bantlar goriilmektedir.
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Sekil 10 : Leu1011Pro mutasyonu iceren bolgeye ait restriksiyon enzim kesim
sonuglarinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. B: 100 baz ciftlik molekuler agirhik

belirteci. 1-6: Yabanil genotipe (Leu/Leu) sahip bireyler.

4.1.2. Arg1939GIn Mutasyonuna ait bulgular

Belirtilen sartlara gore gergeklestiriien PZT sonrasinda 393
b¢ uzunlugunda PZT Uranu elde edildi. (Sekil11). PZT drana AspS9l
restriksiyon enzimi ile kesildi. Sadece yabanil bireyler enzim i¢in tanima
bdlgesine sahipti. Enzimle kesim sonrasi olusan Urin agaroz jele
yuklenerek elektroforezde yuratildi. Elektroforez sonrasi jelin fotografi
cekildi. Enzim kesim urunlerini jelde yurutulmesini takiben olusan bantlar
incelendiginde tum hastalarda yabanil tip genotipi gosteren 303 bg ve 90
b biyikliginde iki bant izlendi (Sekil12).

500 bg
400 be
300 be

200 bg

100 bg

Sekil 11: Arn1939GIn mutasyonunu igeren bolgeye ait PZT iiriiniiniin % 2’lik agaroz
jelde elektroforez goriintiisii. B: 100 baz ¢iftlik molekiiler agirlik belirteci. Kuyularda

393 bg’lik PZT iiriiniiniin olusturdugu bantlar gorilmektedir.
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<+—90bg

Sekil 12: Arg1939GIin mutasyonu igeren bolgeye ait restriksiyon enzim kesim
sonuglarinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. B: 100 baz ciftlik molekiiler agirhik
belirteci. 1-7: Yabanil genotipe (Arg/Arg) sahip bireyler.

4.1.3. Pro1987Arg Mutasyonuna Ait Bulgular

Belirtilen sartlara gore gergeklestiriien PZT sonrasinda 393
b¢ uzunlugunda PZT urlinla elde edildi. (Sekil 13). PZT Urdnd BstDSI
restriksiyon enzimi ile kesildi. Sadece mutasyon tasiyan bireyler enzim igin
tanima bdlgesine sahipti. Enzimle kesim sonrasi olusan Urin agaroz jele
yuklenerek elektroforezde yulrutuldu. Elektroforez sonrasi jelin fotografi
cekildi. Enzim kesim urunlerini jelde yurutulmesini takiben olusan bantlar
incelendiginde tum hastalarda yabanil tip genotipi gosteren 393 bg
bayukligunde tek bant izlendi (Sekil14).

500 bg
400 be
300 be

200 bg

100 bg

Sekil 13: Pro1987Arg mutasyonunu igeren bolgeye ait PZT riiniiniin % 2’lik agaroz
jelde elektroforez goriintiisii. B: 100 baz ¢iftlik molekiiler agirlik belirteci. Kuyularda

393 b¢’lik PZT iiriiniiniin olusturdugu bantlar goriilmektedir
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400 bg —p- — W w—— W— W — — — 12

Sekil 14: Pro1987Arg mutasyonu iceren bolgeye ait restriksiyon enzim kesim
sonuglarinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. B: 100 baz ¢iftlik molekiiler agirlik

belirteci. 1-8: Yabanil genotipe (Pro/Pro) sahip bireyler

4.1.4. c.1651delG Mutasyonuna Ait Bulgular

Belirtilen sartlara gore gergeklestiriien PZT sonrasinda 405
b¢ uzunlugunda PZT UrlinU elde edildi. (Sekil 15). PZT Grini Bse8I
restriksiyon enzimi ile kesildi. Sadece yabanil bireyler enzim igin tanima
bolgesine sahipti. Enzimle kesim sonrasi olugsan Urun agaroz jele
yuklenerek elektroforezde yuratuldu. Elektroforez sonrasi jelin fotografi
cekildi. Enzim kesim urUnlerini jelde yurutilmesini takiben olusan bantlar
incelendiginde tum hastalarda yabanil tip genotipi gosteren 228 b¢ ve 177
b¢ buyukligunde iki bant izlendi. (Sekil 16).

Sekil 15: c.1651delG mutasyonunu igeren bolgeye ait PZT iiriiniiniin % 2’lik agaroz
jelde elektroforez goriintiisii. B: 100 baz ciftlik molekiiler agirlik belirteci. Kuyularda
405 bg¢’lik PZT iiriiniiniin olusturdugu bantlar goriilmektedir.
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Sekil 16: c.1651delG mutasyonu igceren boélgeye ait restriksiyon enzim kesim
sonuglarinin %3’lik agaroz jeldeki goriintisi. B: 100 baz ¢iftlik molekiiler agirlik

belirteci. 1-5: Yabanil genotipe sahip bireyler

4.1.5. GIn829Ter Mutasyonuna Ait Bulgular

Belirtilen sartlara gére gergeklestiriien PZT sonrasinda 298
b¢ uzunlugunda PZT UrinlG elde edildi. (Sekil 17). PZT UGrinlu FspBI
restriksiyon enzimi ile kesildi. Enzimle kesim sonrasi olugan Urun agaroz
jele yuklenerek elektroforezde vyuriutuldd. Elektroforez sonrasi jelin
fotografi ¢ekildi. Enzim kesim Urdnlerini jelde yartttlmesini takiben olusan
bantlar incelendiginde tUm hastalarda yabanil tip genotipi gosteren 291 bg¢
bayukligunde tek bir bant gozlendi. 7 b¢’lik bant jelde gérunmedigi icin
degerlendirme tek bir 291 b¢’lik bandin varligina gore yapildi. (Sekil 18).
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Sekil 17: GIn829Ter mutasyonunu igeren bolgeye ait PZT iiriiniiniin % 2’lik agaroz
jelde elektroforez goriintiisii. B: 100 baz ciftlik molekiiler agirhk belirteci. Kuyularda

298 bg¢’lik PZT iiriiniiniin olusturdugu bantlar goriilmektedir.

8 H4— 291bg

Sekil 18: GIn829Ter mutasyonu igceren bolgeye ait restriksiyon enzim kesim
sonuglarinin % 3’lilkk agaroz jeldeki goriintiisii. B: 100 baz c¢iftlik molekiiler agirlik
belirteci. 1-6: Yabanil genotipe (GIn/GIn) sahip bireyler.

4.1.6. c.4799+1G>C Mutasyonuna Ait Bulgular

Belirtilen sartlara gore gergeklestiriien PZT sonrasinda 323
b¢ uzunlugunda PZT Grand elde edildi. (Sekil 19). PZT aruna Afil
restriksiyon enzimi ile kesildi. Mutasyon tagiyan bireyler enzim igin iki
tanima bolgesine yabanil bireyler ise enzim igin tek tanima bodlgesine

sahipti. Enzimle kesim sonrasi olugan urin agaroz jele yuklenerek
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elektroforezde yurutuldu. Elektroforez sonrasi jelin fotografi gekildi. Enzim
kesim Urunlerini jelde yurutulmesini takiben olugsan bantlar incelendiginde
tim hastalarda yabanil tip genotipi gosteren 162 ve 161 bg¢'lik DNA
parcalarindan olugan tek bir bant gézlendi. DNA buyukluklerinin birbirine
yakin olmasi sebebiyle enzim kesimi sonrasinda olusan bu iki bant tek bir
DNA bandi olarak gorulda. (Sekil 20).

Sekil 19: ¢.4799+1G>C mutasyonunu igeren bodlgeye ait PZT iriininin % 2’lik
agaroz jelde elektroforez goériintiisii. B: 100 baz ciftlik molekiiler agirhk belirteci.

Kuyularda 323 b¢’lik PZT lriiniiniin olusturdugu bantlar gériilmektedir.

500 bg —

400 bg ——p
300 b¢ —p
200 b¢ —p-
162 bg
< 161 bc
100 b¢ —»
80 b¢ —p

Sekil 20: c.4799+1G>C mutasyonu igeren bolgeye ait restriksiyon enzim kesim
sonuglarinin % 2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. B: 100 baz ¢iftlik molekiiler agirlik

belirteci. 1-6: Yabanil genotipe sahip bireyler
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5. TARTISMA

Bu tez galismasinda, gesitli toplumlarda sendromik olmayan
isitme kayipli hastalarda OTOF geninde bulundugu belirlenen
mutasyonlardan 6 tanesi, sendromik olmayan isitme kayipli 95 Turk
hastada arastirilmigtir. Bu mutasyonlardan U¢ tanesi yanlis anlamh
mutasyon (Leu1011Pro, Arg1939GiIn ve Pro1987Arg), bir tanesi anlamsiz
mutasyon (GIn829Ter), bir tanesi nukleotid delesyonu (c.1651delG) ve son
olarak bir tanesi de intronun cikartiimasini engelleyen (c.4799+1G>C)

mutasyondur.

Bu mutasyonlardan ilki OTOF geninin Leu1011Pro yanlis
anlamli mutasyonudur. Bu mutasyon genin 26. ekzonunda yer alan
Timinin Sitozine degismesi (c.3032T>C) sonucunda olugmaktadir. DNA
seviyesinde gergeklesen bu mutasyon OTOF proteininde 1011. amino asit
olan Ld&sinin Proline degismesine neden olmaktadir. Proteinin 1011.
pozisyondaki yer alan Lo&sin amino asitinin  otoferlinin  ¢oklu
izoformlarindan hem kisa izoformunda hem de uzun izoformunda
bulundugu gosterilmigtir. Leu1011Pro mutasyonu 6 C2 bdlgesine sahip
otoferlinin 4. bolgesinde (C2D) meydana gelir. C2 bdlgeleri 2 tane 4
zincirli B tabakadan olusur ve yuksek derecede benzer yapldadlr”.
Korunmus bir bolgede gerceklesen bu mutasyon sonucunda OTOF
molekulinun normal fonksiyonunu yapmasina engel olabilecegi
disunilmektedir. Ulkemizde OTOF gen mutasyonlarini belirlemeye
yonelik tek ¢alisma 2005 yilinda Tekin ve ark. tarafindan yapilmistir. Bu
calismada, bir ailede Leu1011Pro mutasyonunu ailenin U¢ ¢ocugunda da

homozigot formda bulundugu gdsterilmistir .

Buna karsin bu tez
¢alismasinda, sendromik olmayan isitme kaybi olan 95 hasta Leu1011Pro
mutasyonu bakimindan taranmis ancak bu mutasyonu tasiyan birey

bulunamamistir.(Sekil 10)
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Arastirilan mutasyonlardan ikincisi 48. ekzonda yer alan
Arg1939GIn (c.5816G>A) yanlis anlamli mutasyonudur. Bu mutasyon
sonucunda proteindeki 1939. amino asiti kodlayan Arjinin amino asiti
Glisin amino asitine donuismektedir. Bu yanlis anlamli  mutasyon
sonucunda insan ve fare otoferlin genleri ile insan disferlin ve miyoferlin
molekiillerinde korunmus olan bir amino asit degisikligi olmaktadir'®.
Varga ve ark yaptiklari bir g¢alismada bu mutasyonu, c¢alismada
arastirdigimiz dordinct mutasyon olan c¢.1651delG ile birlikte bilesik
heterozigot formda bulmuslardir. Bir ailede tanimlanmis olan her iki

mutasyonda bizim ¢alismamizda bulunamamigtir (Sekil 12).

Arastirilan mutasyonlardan tdglnclsu 48. ekzonda yer alan
Pro1987Arg, ¢.5960C>G ( 6285C>G) yanhs anlamli mutasyonudur. Bu
mutasyon sonucunda proteindeki 1987. amino asiti kodlayan prolin, glisin
amino asitine donusmektedir. Bu dedisimde vyine Arg1939GIn
mutasyonunda meydana gelen degisim gibi proteinin ligantlarla
etkilesimini etkilemektedir'*. Bu mutasyonda Varga ve ark tarafindan bir
ailede belirlenmigtir. Buna karsin yaptigimiz tez ¢alismasinda, arastirmaya
dahil olan Turk igitme kayipli hastalar arasinda bu mutasyonun varligini
goOsteremedik (Sekil 14).

Aragtinlan  mutasyonlardan dorduncusu  16. ekzonda
meydana gelen c1651delG nlkleotid delesyonudur. Bu delesyon erken
sonlanma kodonu olusturarak daha kisa bir protein sentezlenmesine,
bunun sonucu olarak da islevsiz bir protein olusumuna neden olmaktadir
% vVarga ve ark yaptigi bir arastirmada bu mutasyonu bir ailede
heterozigot formda bulmuslardir. Buna kargin arastirmamiza dabhil ettigimiz
95 tiurk isitme kayiph hastanin hi¢ birinde bu mutasyonun varligini

gOsteremedik (Sekil 16).
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Arastirilan mutasyonlardan besincisi 22 ekzonda yer alan
GIn829Ter anlamsiz mutasyonudur. Bu mutasyonda 2485. nukleotitde
meydana gelen C>T baz degisikligi, glutamin kodonunun erken dur
kodonuna (GIn829Ter) dénismesine neden olmaktadir. Miglioisi ve ark
yaptigi calismada, GIn829Ter mutasyonunu sendromik olmayan prelingual
isitme kayibiyla iligskilendirilmis 364 kisiden 12’sinde (%3) bulmuslardir.
Ispanya toplumunda bu mutasyonun isitme kaybina neden olan en yaygin
licinci mutasyon oldugunu vurgulamislardir 8. Yine Varga ve ark. yaptig
baska bir calismada da bu mutasyonun bir ispanyol bir de Kiiba kékenli

olan isitsel néropatili ailede tanimlamistir °

. Montserrat Rodriguez -
Ballesteros ve ark sendromik olmayan isitme kayipli hastalarda GIn829X
mutasyon taramalari sonucunda su sonugclari bulmuslardir: ispanya
kokenli 708 hastanin; 15’i homozigot, 11’i heterozigot, Kolombiya kokenli
83 hastanin 1’i homozigot 2’si heterozigot ve 30 Arjantin kdkenli hastanin

2'si heterozigot olarak saptanmistir °’

. Turk toplumundaki sendromik
olmayan isitme kayiph hastalara yoénelik yaptigimiz bu c¢alismada ise
GIn829Ter mutasyonu bakimindan taranan 95 hastada mutasyonu tasiyan

birey bulunamamistir (Sekil 18).

Aragtirilan mutasyonlardan altincisi 39. intronda yer alan
c.4799+1G>C (IVS39+1 G>C) intronlarin c¢ikartilmasi ve ekzonlarin
birlestiriimesini etkileyen bir mutasyondur. Bu mutasyon sonucunda 39.
intron mMRNA’ dan uzaklastirlamadidi igin erken ‘Dur’ kodonu agiga
cilkmakta ve kisa protein olusumu ile sonuglanmaktadir. Varga ve ark.
yaptigi ¢alismada bu mutasyonu bir ailenin heterozigot olarak tagidigini
belirlemislerdir’®. Bizim calismamizda ise, arastirmaya dahil edilen

bireyler arasinda mutasyonun varligr gézlenmemistir (Sekil 20).

Bu glne kadar otozomal resesif sendromik olmayan isitme

kaybiyla ilgili 53 genetik lokus ve 29 gen tanimlanmistir '>°"%¢. Giinimiize
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kadar OTOF geni Uzerinde vyapilan arastirmalarda bizim incelemis
oldugumuz mutasyonlar da dahil olmak Uzere toplam 42 farkli mutasyon
tanimlanmigtir. Tanimlanan bu mutasyonlardan 11’i proteinin sadece uzun
izoformunu etkileyen mutasyonlar kalan 31 mutasyon ise proteinin hem

uzun hem de kisa izoformunu etkileyen mutasyonlardir *”.

Bu tez c¢alismasinda arastirdigimiz 6 mutasyon diger
toplumlarda gdzlenmis olmasina ragmen, c¢alismaya dahil edilen
sendromik olmayan isitme kayipli Turk hastalarda bulunmadigi
belirlenmistir. Mutasyon sikliklarindaki bu farkliigin nedeni toplumlar
arasindaki etnik koken farklari olabilir. Arastirilan hasta sayisinin
arttinilmasi ile c¢alismada arastirilan mutasyonlar belirlenebileceqi
dusunulmektedir. Ancak diger toplumlarda gozlenen mutasyonlarin bu
calismada belirlenememesi ve Turk toplumuna ait sadece tek bir

calismanin bulunmasi 65

, Turk toplumuna 06zgu olan ancak, henuz
tanimlanmamis mutasyonlarin olabilecegini de distindirmektedir. Bu olasi
mutasyonlari saptamak amaciyla Turk hastalarda OTOF geninin dizi

analizinin yapilmasi gerekmektedir.

OTOF geni, 2. kromozomun kisa kolunun 23.1 bdlgesinde
yer almaktadir. 48 ekzondan olugan bu genin uzunlugu intronlari ile birlikte
90 kb’ dir. mRNA uzunlugu ise yaklasik 7 kb’dir *. Bdylesi bilyiik bir genin
dizisinin belirlenmesinde Oncelikle ekzonlarin dizi analizi yapiimahdir.
Ekzonlarda mutasyon bulunmamasi durumunda da intronlarin ve promotor
bolgenin dizisi ¢ikartilarak olasi mutasyonlarin varligi arastirilabilir. Ancak
bu kadar buyuk bir genin dizilenmesi maliyet-yarar acgisindan
incelendiginde rutin olarak ¢alisiimasi mumkudn gorulmemektedir. Yine de
arastirma amacl olarak gen dizisinin belirlenmesinden sonra Turk
toplumuna 6zgu olan mutasyon veya mutasyonlar ortaya cikartilabilir.

Bundan sonra da belirlenen mutasyonlara 6zgu restriksiyon enzimleri
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belirlenerek rutin tarama amacl maliyet agisindan daha uygun olan PZT-

RFLP yontemi uygulanabilir.

Sendromik olmayan isitme kayipl bireylerde OTOF gen
mutasyonlarinin belirlenmesi rutin bir yontemden daha ziyade arastirma
asamasindadir. Bu tez galismasinda da goruldigu gibi gende gunuimuze
kadar belirlenmis olan mutasyonlar aileye veya topluma 6zgu konumdadir
ve kisith sayida mutasyonun incelenmesi her zaman molekdler taninin
konmasina yardimci olmamaktadir. Bu nedenle Turk isitme kayiph
hastalardaki olasi OTOF mutasyonlarinin belirlenmesi toplumumuza 6zgu
mutant allellerin sikhklarinin ortaya cikartiimasi bakimindan 6nem
tasimaktadir. Ayrica bu mutasyonlarin belirlenmesiyle genotip-fenotip

iligkisinin kurulmasi mumkun olabilecektir.
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6.SONUG

Bu tez calismasinda, cesitli toplumlarda sendromik
olmayan isitme kayipl hastalarda OTOF geninde bulundugu belirlenen
mutasyonlardan 6 tanesi, (Leu1011Pro, Arg1939GIn, Pro1987Arg,
GIn829Ter, c.1651delG, (c.4799+1G>C) sendromik olmayan igitme kaybi
olan 95 Turk hastada arastirildi.

Bu arastirma ile genetik nedenli isitme kayipli olgularin erken
donemde belirlenmesi ve Turk toplumunda genetik igsitme kaybi nedeni

olarak OTOF mutasyonlarinin siklhiginin arastiriimasi hedeflenmigtir.

Sendromik olmayan Turk isitme kayiph 95 hastanin hig biri ,
farkli  toplumlarda varhdr gosterilen OTOF gen mutasyonlarini
(Leu1011Pro, Arg1939GIn, Pro1987Arg, GIn829Ter, c¢.1651delG,
c.4799+1G>C) tasimadigi belirlendi.

Sonug olarak, gende tespit edilen mutasyonlar aileye ve/veya
topluma 6zglu mutasyonlar olduklari igin, hasta sayisinin artirilarak
incelenmesi ve tum gen dizisinin taranmasi ile Turk toplumuna 6zgu olasi

mutasyonlarin belirlenebilmesi agisindan oldukga 6nem kazanmaktadir.
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7. OZET

Sendromik Olmayan Tiirk isitme Kayiph Olgularda

Otoferlin (OTOF) Gen Mutasyonlarinin Belirlenmesi

isitme kaybi, en sik gérilen duyusal bozukluk olup 1000
dogumda yaklasik 1-3 oraninda gorulmektedir. Etiyolojilerine gore isitme
kayiplari, genetik ve c¢evresel kdkenli isitme kayiplari olmak Uzere iki
sekilde siniflandirilabilir.  igitme kayiplarinin yaklagik %50’si genetik
nedenlidir. Genetik isitme kayiplari, isitme kaybina eslik eden baska
semptomlarin bulunup bulunmamasina goére sendromik veya sendromik

olmayan isitme kayiplari olarak siniflandirilirlar.

Sendromik olmayan isitme kayiplari genetik nedenli isitme
kayiplarinin %70Q’ini olusturur. Prelingual baslangich sendromik olmayan
isitme kaybinda otozomal resesif kalitim %80 gibi yuksek oraninda
gorulmekte iken otozomal dominant %20, X'e bagh kalitim %1 ve
mitokondriyal kalitimda <%1 oraninda gozlenmektedir. Otoferlin (OTOF)
geni sendromik olmayan isitme kaybi ile ilgili tanimlanan genlerden

birisidir.

Bu calismanin amaci, OTOF geninde belirlenen ve isitme
kaybi ile iligkili oldugu bilinen 6 OTOF gen mutasyonunun sendromik

olmayan Turk isitme kayipli olgularda arastiriimasidir.

Bu cgalismada, sendromik olmayan Turk isitme kayipli 95
hastanin, arastirnlan 6 OTOF gen mutasyonundan (Leu1011Pro,
Arg1939GIn, Pro1987Arg, GIn829Ter, c¢.1651delG ve ¢.4799+1G>C)
hicbirini tagimadigi belirlendi. Diger toplumlarda gozlenen mutasyonlarin
bu c¢alismada belirlenememesi Turk toplumuna 06zglu olan henlz
tanimlanmamis mutasyonlarin  olabilecedini de duslindirmektedir.
Anahtar Kelimeler: OTOF, Otoferlin, Sendromik olmayan isitme kayiplari,

PZT, RFLP
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8. SUMMARY

Detection Of Otof Gene Mutations in Turkish Patients

With Nonsyndromic Hearing Loss

Hearing loss is the most frequent auditory disorder and
occurs in approximately 1 to 3 of 1,000 children. According to their
etiology, hearing loss can be classified into genetic and environment
origin. 50% of hearing losses are attributed to genetic causes. Genetic
hearing loss can be subdivived into syndromic and non-syndromic hearing
loss whether being associated with additional semptoms or isolated,

respectively.

Non-syndromic hearing loss accounts for 70% of hearing
loss. In nonsyndromic genetic deafness of prelingual onset, autosomal
recessive inheritance predominates (80%), but autosomal dominant
(20%), X-linked (1%) and mitochondrial inheritance (<1%) have observed.
Otoferlin (OTOF) is one of the identified gene related to nonsyndromic

hearing loss.

The aim of this study was to investigate 6 OTOF gene
mutations, which were previously identified in OTOF gene and known to
be associated with hearing loss, in nonsyndromic Turkish hearing loss

patients.

In this study, none of the 95 Turkish patients with
nonsyndromic hearing loss were found to have 6 OTOF gene mutations
(Leu1011Pro, Arg1939GIn, Pro1987Arg, GIn829Ter, c.1651delG and
c.4799+1G>C). Mutations found in different populations were not
encountered in our study therefore it is suggested that there may be some

spesific unknown mutations in Turkish population.

Key Words: OTOF, Otoferlin, Nonsyndromic hearing loss, PCR, RFLP
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