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OZET

PRELINGUAL NON-SENDROMIK SENSORINORAL ISITME KAYBI
BULUNAN HASTALARDAKI GENETIK MUTASYONLARIN VE

EPIGENETIK MODIiFIKASYONLARIN ARASTIRILMASI

Amag: Isitme, insanoglunun konusmay1 6grenerek etrafi ile iletisim kurmasindaki en 6nemli
duyularindan bir tanesidir. Isitmenin olusmasin1 engelleyecek herhangi bir durumda isitme
kayb1 olusmaktadir. Klinik ve genetik olarak heterojen bir hastalik olarak seyreder. Insanlarda
konjenital isitme kayiplar1 yaygindir, insidansi yaklasik olarak 1:1000’dir. Non-sendromik
isitme kayiplart herediter isitme kayiplarmin %70’ini kapsar. Uluslararasi literatiirdeki
caligmalarda isitme kaybima neden olan genlerin yapisina ve fonksiyonel mutasyonlarina
odaklanilmisken sadece birka¢ ¢aligma bu genlerde olusabilecek epigenetik modifikasyonlari
incelemistir. Bu alanda iilkemizde yapilan ¢calisma yoktur. Bu ¢calismada ama¢ GJB2, GJIB6 ve
SLC26A4 genlerinin promotor bolgesinde epigenetik bir modifikasyon olarak meydana gelen
CG (sitozin-guanin) metilasyonu derecesinin saptanip bilinen mutasyonlara ilaveten
metilasyon artis1 ile genin fonksiyonunu tamamen yitirmis olup olmadigin1 degerlendirmektir.
Gereg¢ ve Yontem: Bu ¢alismada Kulak Burun Bogaz Klinigi’nde prelingual non-sendromik
bilateral sensorinoral igitme kaybi tanist almis ve bu nedenle tedavi amaciyla kohlear
implantasyon yapilan 26 hasta ve ayrica anne ve babalar1 (ebeveynleri) ve ¢ocuk hastaliklar
poliklinigine basvuran ve igitme kayb1 veya herhangi bir sendromu olmayan 20 adet kontrol
hastas1 dahil edildi. Calismadaki biitiin bireylerden periferik kan 6rnegi alinip Tibbi Biyoloji
ve Tibbi Genetik laboratuarlarinda incelemeye tabi tutuldu ve DNA pargalar1 PyroMark Q24
cihazi ile analiz edilerek metilasyon yiizdeleri hesaplandi.

Bulgular: Bu c¢alismada 3 ayr1 genin; GJB-2, GJB-6, SLC24A genlerinin promotor

bolgelerinde CG( sitozin guanin) niikleotidlerinin metilasyon diizeyleri arastirildi ve bu
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metilasyon diizeyleri kontrol grubunun ayni bdlgelerindeki CG metilasyon diizeyleri ile
karsilastirildi. Ayrica hastalar, anneleri ve babalar1 ayr1 ayr1 degerlendirildi. GJB2’nin higbir
bolgesinde hasta ve hasta olmayan gruplar arasinda fark bulunmamisken, GJB6’nin 1.
bolgesinde ve SLC26A4’iin 1. ve 4. bolgesinde anlamli fark tespit edildi (sirasiyla p=0.039,
p=0.042 ve p=0.029). Hasta ile anne, hasta ile baba ve hastanin anne babasi arasinda
metilasyon oranlar1 agisindan higbir ¢ift arasinda anlamli fark bulunmad.

Sonu¢: Bu ¢alisma sonucuna gore genetik mutasyonlara ek olarak epigenetik etkilesimlerin
de isitme kaybinda rol oynayabilecegi gosterilmistir. Konu ile ilgili daha fazla denekle

yapilacak ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: isitme kaybi, epigenetik, metilasyon, CG(sitozin-guanin)



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GENETIC MUTATIONS AND EPIGENETIC
MODIFICATIONS IN PATIENTS WITH NON-SYNDROMIC

SENSORINEURAL HEARING LOSS

Aim: Hearing is one of the most important senses to communicate humans with the
surroundings and environment. In any case to prevent the hearing consists of the hearing loss.
It progresses clinically and genetically as a heterogenous disease. Congenital hearing loss is
more common in people, the incidence is approximately 1:1000. Non-syndromic hearing loss
covers 70% of hereditary hearing loss. In previous studies from international literature, the
structure of the genes and functional mutations that cause hearing loss were focused; only a
few studies studied the epigenetic modifications that may occur in these genes. There are no
studies in this field in our country. This study aims to detect CG (cytosine-guanine)
methylation degree occurring as an epigenetic modification in GJB2, GJB6 and SLC26A4
genes’ promoter regions and to evaluate the function of the gene with the increase in
methylation additional to known mutations.

Materials and Methods: In this study, 26 patients with bilateral prelingual non-syndromic
sensorineural hearing loss and therefore undergoing treatment for cochlear implantation in
ENT Clinics and 20 patients without any hearing loss or sendromic illness as control group
were included in this study. Peripheral blood samples were taken from all subjects in the
study and examples were subjected to examination in Medical Biology and Medical Genetics
laboratories. DNA fragments were analyzed by Pyromark Q24 device and methylation
percentage was computed.

Results: In this study methylation levels of CG (cytosine, guanine) nucleotide in GJB-2,

GJB-6, SLC24 promoter regions was investigated and CG methylation levels in the same area
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of methylation levels were compared with the control group. In addition, the patients were
also evaluated separately by comparison with the mother and father. While no difference
between the groups of patients and non-patients in GJB2 methylation regions, significant
differences were detected in the first region of GJB6 and first and fourth region of SLC26A4
(in orderly p value=0.039, p value=0.042 ve p value=0.029). There was no significant
difference between any pair in terms of methylation rates among patients with the mother,
patients with the father and the patient's parents.

Conclusion: As a result of this study, epigenetic interactions should be kept in mind that in
addition to genetic mutations may play a role in hearing loss. There is a need to do further

studies with more subjects about this issue.

Keywords: hearing loss, epigenetics, methylation, CG(cytosine-guanine)
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1.GIRIS VE AMAC

Isitme, insanoglunun cevresiyle iletisim kurmasindaki en dénemli duyularindan bir
tanesidir. Isitme kaybi kisinin konusma, ifade etme, kavrama ve psikososyal gelisiminde
degisikliklere neden olan en yaygin algilama bozukluklarindandir. Isitme duyusu bu nedenle
insanoglunun konusmay1 6grenerek etrafi ile iletisim kurabilmesi i¢in 6nemlidir.

Isitme kayiplar1 etiyolojilerine gore genetik ve non-genetik; baslama yasina gore
prelingual, perilingual ve postlingual; fenotipik Ozelliklerine gore sendromik ve non-
sendromik; igitme yolu lizerinde etkili oldugu bolgeye gore iletim tipi, sensorindral ve mikst
tip ve siddetine gore hafif, orta, orta derece siddetli, siddetli ve derin olarak siniflandirilabilir
Q).

Insanlarda konjenital isitme kayiplar1 insidans1 yaklasik olarak 1000 canli dogumda
1’dir (1). Sendromik ve non-sendromik olarak ikiye ayrilan genetik etkenlere bagli olarak
ortaya ¢ikan kalitsal igitme kayiplari, isitme kayiplarinin %60’ m1 olusturur (2). Non-
sendromik konjenital isitme kayiplari genellikle i¢ kulak komponentlerinde (6zellikle koklea)
yap1 ve fonksiyon degisikliklikleri ile beraber seyreder ve konjenital grubun %70’lik
boliimiinii olusturur. Non-sendromik isitme kayiplarmin yaklasik %80’ otozomal resesif,
%18’1 otozomal dominant, %2’si ise X’e bagli olarak kalitilmaktadir (2).

Non-sendromik isitme kaybina neden olan genler i¢cinde en 6nemlisi ve ilk tanimlanan
‘Gap Junction Beta 2 (GJB2/Cx26)’dir. Bir diger ‘gap junction’ proteini, connexin 30(Cx30)
connexin 26’nin bulundugu ayni i¢ kulak komponentlerinde GJIB6 geni tarafindan eksprese
edilerek tiretilir ve bu iki proteinin fonksiyon olarak birbiriyle iligkili oldugu bildirilmistir (3).
SLC26A4 geni 7922-31 kromozomu fiizerinde bulunan, 21 eksondan olusan ve yiiksek
hidrofobik 6zellige sahip 780 aminoasitten olusan ‘pendrin’ proteininin eksprese edilmesinde
gorevlidir. Pendrin SLC26 ailesine iiye bir anyon transportudur ve Ozellikle tiroid ve i¢

kulakta eksprese edilir (3).



Epigenetik modifikasyonlar, DNA dizisinde bir mutasyon olmadan gen anlatiminda
meydana gelen degisimlerdir. Bu modifikasyonlar gen anlatimimin susturulmasinda (gene
slicing) ve susturulmanin sistematik olarak yayilmasinda etkin olan mekanizmalardir.
Epigenetik degisimleri baslatan ve devam ettiren genel olarak {i¢ ayr1 ve birbiriyle Ortiisen
mekanizma tanimlanmaistir:

(a) DNA metilasyonlar1
(b) Histon modifikasyonlari
(c) Kodlama yapmayan RNA’lar(2).

Daha onceki ¢alismalar yukarida bahsedilen genlerin genetik yapisina ve fonksiyonel
mutasyonlarina odaklanmisken sadece birka¢ calisma bu genlerde olusabilecek epigenetik
modifikasyonlar1 incelemistir (4). Bizim ¢alismamizda bu ti¢ genin; GJB2, GJB6, SLC24A
genlerinin promotor bolgelerinde CG niikleotidlerinin metilasyon dereceleri arastirildi ve bu
metilasyon dereceleri kontrol grubunun ayni boélgelerindeki CG metilasyon diizeyleri ile
karsilastirildi. Calismamizdaki hasta gruplarinda calisilan genlerin onceki literatiir bilgisine
gore mutasyona ugradigi bilinmektedir. Arastirllmak istenilen bu mutasyonlara ilaveten
metilasyon artis1 ile genlerin fonksiyonlariin kaybolup kaybolmadigini ve bu durumun isitme

kayb1 ile baglantisini degerlendirmektir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Isitme Duyusu ve Ses

Isitme, insanoglunun gevresiyle iletisim kurmasindaki en énemli duyularindan bir
tanesidir. Insanlar duyular1 vasitasiyla dis diinyay1 algilar; zihinsel, duygusal ve sosyal olarak
gelisimini bu sekilde saglar. Duyulardan birinin eksikligi insanda algilamay1 bozarak yagsami
etkiler. Isitme duyusu da insanoglunun konusmay1 dgrenerek etrafi ile iletisim kurabilmesi
icin onemlidir. Isitmenin meydana gelebilmesi icin sesin yayildig1 bir ses kaynagi, bu sesi
ileten bir ortam ve bunu algilayan reseptor organ yani kulak gereklidir.

Ses bir enerji kaynagindan yayilan titresimlerin etkisi sonucu gaz, sivi ve kati
ortamlarda molekiillerin sikisip gevsemesi ile ortaya c¢ikan enerjidir. Molekiillerin bir defa
sikisip gevseme hareketi icinde kalan mesafe sesin dalga boyunu, bir saniyedeki titresim
sayis1 da o sesin frekansinmi ifade eder. Sesin frekansi Hertz (HZ) olarak gosterilmektedir.
Normal bir insan kulagi her titresim enerjisini ses olarak algilayamaz ancak 20-20.000 Hz
arasi sesleri isitebilir. Ses dalgalarinin amplitiidii ise sesin siddetini olusturur. Sesin siddet
birimi desibel (dB) olarak gosterilir. Normal bir insan kulagi 0-120 dB arasindaki siddetteki
sesleri duyabilir (5).

Bazi ses tiirlerinin siddetlerine 6rnekler:

-Fis11t1:20-25 dB
-Konusma: 50-70 dB
-Bagirma: 70-85 dB

-D1s ortamda trafik giiriiltiisii: 90-100 dB’dir.

2.2. Kulagin Yapisi

2.2.1. Dis Kulak



Kulagin en disinda bulunan kulak kepgesi (aurikula) sesin lokalize edilmesini saglayan
elastik kikirdaktan meydana gelmis bir yapidir. Ses dalgalar aurikulada toplandiktan sonra
dis kulak yoluna iletilir. Dig kulak yolu embriyolojik olarak birinci faringeal yariktan bir
ektodermal kalinlasma seklinde gelisir. Erigskin yasta normal boyutu yaklasik 2,5 cm olup
sesin kulak zarina iletilmesini saglar. Kanalin 1/3 dis kismini kepgenin kikirdag: olustururken
icte kalan 2/3’liik kisim kemik yapidadir (2) (Sekil-1).

Aurikula ve dis kulak yolu rezonans 6zelliklerinin de katkisi ile kulak zar1 seviyesinde
ses basing degerlerini arttirmaya yarar. Dis kulak yolu, rezonans frekansi sebebiyle sesin
3000-4000 Hz oldugu zamanlarda en yiiksek derecede amplifiye eder ki bu deger 4000 Hz de

12 dB’e kadar ulagmaktadir (1).
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2.2.2. Orta Kulak

Kulak zar1 ve birbirine eklenmis 3 tane kemikcikten (Malleus, Inkus, Stapes) olusan
ici hava dolu bir bosluktur. Orta kulagin dis yan duvarinda timpanik membran bulunur. Bu
bolgede isitme acisindan en Onemli yapilar kemikgiklerdir. Bu yapilarin gorevi ses
dalgalarinin hava ortamdan sivi ortama iletilmesini saglamak ve i¢ kulak sivilarinin akustik
direncinden dolay1 olusan enerji kaybini karsilamaktir (6).

Malleus ve inkus arasindaki kaldirag seklindeki eklemin 6zelligi ile malleus kolundaki
isitsel enerjinin inkus koluna 1.3 kat daha fazla aktarilmasina olanak tanir. Buna ek olarak
kulak zarmin yiizey alani yaklasik 55 milimetre kare iken stapesin alani ortalama 3.2
milimetre karedir. Bu 17 Kkatlik fark ile kaldirag sisteminin 1.3 katlik oraninin ¢arpimi koklea
stvis1 lizerine uygulanan basincin kulak zari tizerine ses dalgasinin uyguladigi basingtan 22
kat daha biiyiik olmasimi saglamaktadir. Bu deger ses basincindaki artis orani olup desibel
olarak hesap yapilirsa 24 dB’e karsilik gelmektedir (5).

2.2.3. i¢ Kulak

I¢ kulak isitme merkezi olan ‘koklear sistem’ ve denge ile iliskili olan ‘vestibiiler
sistem’ igermektedir. Temporal kemigin igine géomiilmiis olan i¢ kulak; membran ve kemik
labirent adi verilen i¢i s1vi dolu iki yapidan olusmustur. Membran labirent iginde endolentf,
kemik labirent ve membran labirent arasinda ise perilenf bulunmaktadir. Kemik labirent;
kohlea, yarim daire kanallar1 ve bu kanallarin yapisinda bulunan utrikul ve sakkulu iceren
vestibiil aygitlarindan olusmustur. Kohlea 35 mm boyunda kivrim yapan sarmal bir tiiptiir.
Bag dokusundan olusan bazillar membran ve ince zar seklinde Reissner membran kohleay1
uzunlugu boyunca ii¢ boliime ayirmaktadir. Ortadaki boliim scala media adin1 alir ve isitme
reseptorii olan korti organi bu boliimde bulunur. Scala media’nin bir tarafinda scala timpani
diger tarafinda scala vestibuli bulunur. Scala media endolenf, scala vestibuli ve scala timpani

perilenfle doludur. Endolenf ve perilenfin iyonik kompozisyonlart birbirinden farklidir.



Endolenfin perilenften farkli olan iyon konsantrasyonu kohlear kanalin yan duvarinda
bulunan stria vaskiilarisin marginal hiicreleri tarafindan saglanmaktadir. Endolenf yiiksek K*
(150 mM), diisiik Na* (1 mM) ve ¢ok az miktarda Ca™* (0,02 mM) iyon konsantrasyonuna
sahipken perilenf plazmaya benzer sekilde diisik K+ (3,5 mM), yiiksek Na+ (140 mM) ve
endolenften daha yiiksek bir Ca™ (1 mM) iyon konsantrasyonuna sahiptir (1).

Kohlea’da isitmeden sorumlu yapi, korti organidir. Bu yap1 bazal membran tlizerinde
bulunur. Korti organi isitme sisteminde en 6nemli eleman olup reseptorlere sahip tity hiicreleri
icermektedir. Bu tily hiicreleri i¢ tiiy hiicresi (IHC) ve dis tiiy hiicresi (OHC) seklinde iKi
gesittir. Tily hiicreleri mekanik uyarilarin elektriksel uyarilara déniisiimiine neden olurlar. ¢
tily hiicreleri akustik sinire ve isitme korteksine sinyaller ileten reseptor hiicrelerdir. Dis tily
hiicreleri ise hem sensorinoral elemanlarina hem de alinan sesleri arttirarak isitmenin frekans
seciciligine ve hassasiyetine katkida bulunan elemanlara sahiptir. Akustik olarak
uyarildiklarinda uzayip biikiilme 6zelligine sahiptirler. Ses dalgalarimin mekanik etkisi ile
perilenf i¢indeki sivi dalgalanmaya baglar. Bu dalgalanma titresimlere yol agar ve steriosiller
biikiiliir. Steriosillerin tepe uclarinda bulunan harekete duyarli katyon kanallar1 agilir béylece
K" iyonu endolenften hiicre igine girer, bdylece hiicrelerde depolarizasyon olusur. Bu durum
bazolateral kisimdaki Ca™" kanallarmi aktive eder. Ca™" iyonlar1 akustik siniri aktive eden
norotransmitterlerin salinimini tetikler. Bunun sonucunda mekanik enerji elektrik enerjisine
(kohlear sinire aktarilan) doniismiis olur (6).

Normal isitmenin devami i¢in; tiiy hiicrelerine girerek aksiyon potansiyelini tetikleyen
K" iyonlarmin endolenfe geri donmesi gerekmektedir. Hiicrede Ca™ iyonu miktarinin
artmasiyla Ca™" iyonuna duyarhi K* iyonu gegis yollarini agilir ve K+ iyonlarmin hiicreden
disar1 ¢ikmalar1 saglanmis olur. Bu sirada K iyonlan ilk olarak tily hiicrelerinin bazolateral

kismindaki kanali geger. Burada iyonlar gap junctionlari kullanarak hiicreler iginde yol alirlar.



K" iyonlar1 stria vaskiilarise ulasinca voltaj uyarimli potasyum kanallarindan gecerek
endolenfe geri pompalanir (6).

Skalalarda olugan dalgalarin baziller membran {istiinde en biiyiik titresim yaptig1 yer
her frekans i¢in belirli bir bolgededir. En biiylik amplitiidle titresen bolge yiiksek frekanslarda
bazal bolgede yani oval pencereye yakin, sesin frekansi diistiik¢e basiller membranin en ¢ok
titresen bolgesi kokleanin tepe bolgesine yakin olmaktadir (7) (Sekil-1).

Ses impluslart 8. kraniyal sinir (vestibiilokoklear sinir) lifleri yoluyla santral sinir
sistemi merkezine iletilir. Primer isitme merkezi Gyri Temporales Transversi yani Heschel
gyrusudur. Isitme merkezinde de pes ve tiz seslerin algilandig1 bdlgeler ayr1 ayridir; yiiksek

tonlar isitme merkezinin derinlerinde, diisiik tonlar ise yiizeyinde sonlanir (6).
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Sekil-2: I¢ kulakta ses dalgasinin Apex’e dogru gittikge frekansinin durumu

(Kaynak: Lahav A., Skoe E. An acoustic gap between the NICU and womb: a
potential risk for compromised neuroplasticity of the auditory system in preterm
infants. Front. Neurosci., 05 December 2014)



2.3. Isitme Kayiplar

Isitme kaybinin gesitli sekillerde smiflamak miimkiindiir. Isitme kayiplar1 siddetine
gore (hafif, orta, orta ileri ve ¢ok ileri), ortaya ¢ikis zamanina gore (prenatal, perinatal,
postnatal), konugsmanin edinilmesi ile iliskisine gore (prelingual, perilingual ve postlingual) ve
patolojinin yerlestigi bolgeye gore siniflandirilabilir (8).

Isitme kaybinin tipleri (1)

a. Iletim tipi isitme kaybi: Aurikula, dis kulak yolu, timpanik membran ile orta kulak
kavitesini, kemikgikleri tutan patolojilerde kokleaya ulasan ses siddetinin azalmasina bagli
gelisen isitme kayiplaridir. Sadece iletim tipi patolojisine bagl isitme kayiplarinda saf ses
ortalamas1 60 dB HL’ yi gecmez.

b. Sensorinoral isitme kaybi: Koklea ve/veya koklear sinir ve isitme yollarindaki patolojilere
bagh isitme kaybidir. Prenatal, perinatal ve postnatal patolojiler bu tip isitme kaybina neden
olabilir.

c. Mikst tip isitme kaybi: Iletim ve sensdrindral isitme kaybina neden olan patolojilerin ayni
kulakta bir arada bulunmas1 halinde mikst tip isitme kaybindan so6z edilir.

d. Santral tip isitme kaybi: Isitsel sinir sistemini ve ozellikle korteks boliimiinii tutan
patolojilerle birlikte ortaya ¢ikan konusmay1 anlama zorlugudur.

e. Fonksiyonel tip isitme kayb1: Isitme kayb1 yakinmasi olan hastada yapilan subjektif ve
objektif isitme Ol¢iim yOntemleri ile isitme kaybinin olmadig1 veya yakinmayi agiklayacak
diizeyde bir patolojinin bulunmadigi durumlardir. Simulasyon durumlarinda gézlenir.

Isitme kayiplar siddetine gore ve etyolojik nedenlerine gore su sekilde siniflanabilir;
Siddetine gore isitme kayiplar: (2):

25 dB HL nin altinda: Normal isitme
26-40 dB HL: Hafif igitme kayb1

41-55 dB HL: Orta derecede isitme kaybi



56-70 dB HL: Orta-ileri derecede isitme kayb1
71-90 dB HL: ileri derecede isitme kayb1
90 dB HL’ yi asan: Cok ileri derecede isitme kaybidir.
Etiyolojiye gore isitme kayiplarinda siniflama (3)
A. Konjenital isitme kayplart
a. Ailesel- Genetik
b. Gebelik ve dogumla ilgili
i. Enfeksiyonlar: Rubella, toksoplazma, sitomegalovirus, sfilis, herpes
ii. Teratojenik ilaglar: Talidomid vb.
li. Hipoksi
iv. Travma
V. Sarilik
vi. Prematiirite
B. Kazanilmig isitme kayplart
a. Menenjit
b. Kafa travmasi
c. Ototoksik ilaglar: Aminoglikozid grubu antibiyotikler vb.
d. Otitis media
e. Labirentit: Viral, kabakulak, kizamik, influenza, bakteriyel menenjit
f. Metabolik bozukluklar
g. Cerrahi girisimler
h. Perilenfatik fistiiller
i. Endolenfatik hidrops

J.  Otoimmun isitme kayiplari

2.3.1. Genetik Isitme Kayiplari



Insanlarda konjenital isitme kayiplar1 nispeten daha yaygindir, insidansi yaklasik
olarak 1000 canli dogumda 1’dir. Vakalarin %60’si genetik oldugu halde ¢ok faktorliidiir.
Genetik isitme kayiplar1 fenotipe yansimasina gore sendromik ve non-sendromik, kalitim
formlar1 agisindan otozomal resesif, otozomal dominant, X’e bagli kalitm ya da
mitokondriyal kalitim seklinde olabilir (9).
2.3.1.1. Otozomal dominant kalitim:

Otozomal dominant hastaliklarda heterozigot yani genin her iki varyantini da tasiyan
bireylerde hastaligin fenotipi goriiliir. Etkilenmis birey embriyoya %50 olasilikla hastalikli
alleli ya da normal alleli gegirir.

Otozomal dominant gegisin 3 temel 6zelligi bulunmaktadir (9);

-Hastalik fenotipi icin sekstiel farklilik yoktur.

-Mitokondriyal ya da X’e bagli kalitim olmadiginin kanit1 agisindan erkekten erkege (babadan
ogula) gecis goriilmektedir.

- Hastalikl1 gen non-penetran (genin fenotipte hi¢ ifade bulmamasi) olmadik¢a hastalik nesil
atlamaz. Bu gecise “dikey gecis” denir (8).

2.3.1.2. Otozomal resesif kalitim:

Otozomal resesif hastaliklarda homozigot yani genin iki ayn1 allelini tasiyan bireylerde
hastaligin fenotipi goriiliir. Homozigot eriskin tiim embriyolara hastalikli allelleri gegirir.
Embriyo, diger eriskin ayn1 genin en az bir mutant kopyasini tasimiyorsa hastalik fenotipini
gostermeyecektir. Otozomal resesif gegisin 6zellikleri (9);

- Otozomal dominant kalitimda oldugu gibi seksiiel farklilik yoktur.

- Otozomal resesif hastaliklar jenerasyona spesifiktir. Nadir goriilen bir hastalik ise akrabalik
thtimali yiiksektir.

2.3.1.3. X’e bagh kalitim:

X’e bagh kalitim ya resesif ya da dominanttir.
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- X’e bagh resesif kalitim: Kadin yani 46 XX karyotipli bireylerin hasta olabilmeleri i¢in
mutant allelleri homozigot durumda tagimalar1 gerekir. FErkekler sadece tek bir X
kromozomuna sahip olduklari i¢in daima hastalik fenotipini gosterirler. Bu tip geciste
babadan ogula Y kromozomu aktarilip X kromozom transferi olmadigi icin gecis yoktur.
Hasta babalar hastalikli allelleri, ileride hasta erkeklere sahip olabilecek tiim kadin
embriyolara aktarirlar. Buna “nesil atlama” denir. Heterozigot kadinlar hastaliklr allelleri tim
erkeklere ve kizlarin yarisina gegirirler(6).

- X’e bagh dominant kalitim: Hasta babalar hastalikli allelleri tim kizlara gegirir ve bu
kizlarda hastalik fenotipi gosterirler. Babadan ogla gegis yoktur. Heterozigot kadinlarin
tamami1 hastadir ve hastaligi tiim erkeklere ve kizlarin yarisina aktarirlar (6).

2.3.1.4. Mitokondriyal kalitim:

Mitokondri insan hiicresinde oksidatif fosforilasyon yolu ile adenozin trifosfat (ATP)
sentezinin yapildigi enerji merkezleridir. Mitokondri kendi ekstrinsik DNA’sin1 olusturabilme
yetenegine sahiptir. Mitokondriyal DNA (mtDNA)’nin tamami ddllenme esnasinda yumurta
hiicresi sitoplazmasinda bulunan ¢ok sayidaki mitokondrilerce belirlendigi i¢in mitokondriyal
kalittm maternaldir yani sadece anne tarafindan belirlenir. Mitokondriyal DNA molekiillerinin
tamami1 anormal ise homoplasmi olarak adlandirilir, bu hiicrelerden kdken alan tiim hiicreler
anormal mitokondri igerirler. Anormal ve normal mtDNA larin ikisinin de beraber
bulunmasina ise heteroplasmi adi verilir. Heteroplasmi yeni kusak hiicrelerin tamaminda
rastgele dagilim gosterir ve yapisini korur. Mitokondrial DNA tamir mekanizmasina sahip
olmadigindan, mtDNA mutasyonlar1 nukleer DNA’dan daha yiiksek orandadir (9).

2.3.2. Sendromik Isitme Kayiplari
2.3.2.1. Otozomal Dominant Sendromik Isitme Kayiplar:
-Waardenburg sendromu: Prevalanst 1:10.000 ile 1:20.000 arasindadir. 4 alt tipi

bulunmaktadir (10).
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-WS tip I: Sensorinoral isitme kaybi, iriste pigmenter bozukluk, beyaz percem, distopia
kantarum, i¢ kantusta ve lakrimal punktumda yer degisikligi ile taninir.

-WS tip Il: WS tip I’den distopia kantarum’un olmamasi ile ayrilir.

-WS tip HI: Klein-Waardenburg sendromu olarak adlandirilir. WS tip I’in 6zelliklerine ek
olarak {iist ekstremitelerde kontraktiir ya da hipoplazi ile karakterizedir.

-WS tip IV: Waardenburg-shah sendromu olarak adlandirilir. Hirschsprung hastaligi ile
beraber WS’nu igerir.

WS tip I, II ve III kalitimsal olarak otozomal dominant bir hastalik oldugu halde WS tip IV
otozomal resesiftir. WS’da isitme kaybi genellikle ileri, bilateral ve zaman igerisinde sabit
seyir gosteren bir isitme kaybidir.

-Brakiyo-Oto-Renal sendrom: Otozomal dominant gegis gostermekle birlikte prevalans
1/40.000 dir. D1s, orta ya da i¢ kulakta anomaliler ile birlikte brankiyal anomaliler, kisilerin
%25’in ise renal anomaliler eslik eder. Neden olan gen EYAT1 genidir (11).

-Stickler sendromu: Hastaligin prevalanst 1:10.000 dir. Hastaligin nedeni tip II proteinlerin
ve tip IV kollajenin yapilanmasi icin kodlanan COL2A1, COL11A2 ya da COIl1Al
genlerindeki mutasyonlardir. Hastalarda goriilebilecek anomaliler konjenital vitreus
anomalisi, retina dekolmani, myopi, sensorinéral isitme kaybi, eklem hipermobilitesi, orta hat
yariklaridir (12).

-Norofibromatozis tip II: Bilateal vestibuler svannom ve diger intrakraniyal ve spinal
timorlerin (svannom, meningiom, gliom ve ependimom) gelisimine ek olarak hastalarda
posterior subkapsiiler lentikiiler opasite goriilebilir. Neden olan gen 22ql12 kromozomu
iizerinde bulunan merlin 48 ismi verilen gendir. Insidans1 1:40.000 ile 1:90.000 arasindadir

(10).
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-Treacher—Collins sendromu: Maksilla ve mandibulada gelisim geriligi, anormal kantus
yerlesimi, okiiler koloboma, koanal atrezi ve ossikiiler fiksasyona bagli gelisen iletim tipi
isitme kaybini igerir. Neden olan gen TCOF’dur (13).

2.3.2.2. Otozomal Resesif Sendromik Isitme Kayiplar::

-Jervell ve Lange- Nielsen sendromu: Konjenital sagirlik, uzamig QT intervali ve senkop
ataklar1 ile karakterizedir. Mutasyona ugramis genler i¢ kulakta ve kalpte potasyum
kanallarin1 hedeflerler. Isitme kayb1 genellikle konjenital, bilateral ve ileri derecededir. JLNS
in prevalanst konjenital sagirligi olan cocuklarin arasinda sadece %0.21 olmasimna ragmen
kardiyak belirtilerinden dolay1 teshisi 6nemlidir (14).

-Usher sendromu: Sensorinoral isitme kaybi, retinitis pigmentosa ve siklikla vestibuler
disfonksiyonla karakterize bir sendromdur. Klinik olarak 3 tipi bulunmaktadir (15):

-US tip I: Cocukluk doneminde ciddi ya da derin konjenital isitme kaybi, vestibuler
disfonksiyon, retinitis pigmentosa varligi ile karakterizedir.

-US tip II: Orta ya da ciddi konjenital isitme kaybi, normal vestibuler fonksiyonlar ve tiglincii
ya da dordiincii dekadlarda ortaya ¢ikan retinitis pigmentosa ile karakterizedir.

-US tip HI: Progresif isitme kaybi, degisken vestibuler fonksiyonlar ve degisken zamanda
ortaya ¢ikabilen retinitis pigmentosa ile karakterizedir.

Usher sendromu genetik olarak heterojendir. Yapilan ¢alismalarda degisik ailelerde 6 farkli
gende 10 farkli gen bolgesinde mutasyonlar saptanmistir. Mutasyon saptanan genler; MYOT7A
(USH1B), USH1C, USH1F, USH1D, USH2A ve USH3 olarak bildirilmistir (15,16).
-Pendred sendromu: Hastaligin prevalansi 100.000 de 7,5 ile 10 kisi arasinda degismektedir.
Pendred sendromu herediter sagirliklarin %10’undan sorumlu tutulmaktadir. Neden olan gen
pendrin olarak adlandirilan bir proteini kodlayan SLC26A4’tiir (17). Fonksiyonu klor/iyot
tasiyicih@idir ve i¢ kulak, bobrek ve tiroid hedeflenmistir. Etkilenmis kisilerde genellikle 2.

dekadda gelisen guatra ek olarak prelingual, bilateral ve ileri derecede isitme kayb1 gézlenir.
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Radyolojik olarak hemen daima genis vestibuler kanal ya da Mondini displazisi gibi temporal
kemik anomalileri saptanmaktadir (18).
2.3.2.3. X’e Bagh Sendromik Isitme Bozukluklari
-Alport sendromu: Hematiirik nefrit, okiiler degisiklikler ve isitme bozuklugu ile karakterize
tip IV kollagen hastaligidir. Tip IV kollagen bazal membranlarin en biiyiik komponentidir ve
6 farkl tip IV kollagen geninin degisik kombinasyonlarinin trimerizasyonu ile yapilandirilir.5
zincirini kodlayan COL4A5’teki mutasyonlar X’e bagli Alport sendromu nun (AS’nin)
nedenidir. Bu proteindeki yetersizlik bobrek, goz ve kokleada bazal membrandaki trimerize 3-
4-5 kompleksinde parsiyel ya da tam yetmezlige neden olmaktadir (19). Bu kompleksin
baziler membranda radyal gerginlik i¢in 6dnemli oldugu disiiniilmektedir. Tanisal kriterler
dort karakteristik 6zellikten en az 3 tanesini icermelidir (20);
1) Kronik bobrek yetmezligi ile beraber olan ya da olmayan ailede hematiiri hikayesi
2) Progresif yliksek frekans sensorindral igitme kaybi
3) Anterior lentikonus ve/veya makuler benekler gibi tipik goz bulgular
4) Bobreklerde glomeruler bazal membranda histolojik degisiklikler

Hastalik X’e bagli hastaliklarda beklendigi iizere daha cok erkeklerde goriiliir.
Hematiiri hastaligin esas belirtisi olmakla birlikte okiiler belirtiler hastalarin 1/3’tinde
goriilmektedir (21). Isitme kayb1 cogunlukla simetrik, ge¢ cocukluk déneminde saptanabilen,
yiiksek frekanslarda baglaylp daha sonra tiim frekanslar1 tutan sensdrinoral isitme kaybi
seklindedir (20).
2.3.2.4. Mitokondriyal Sendromlar

Mitokondriyal hastaliklar tipik olarak kas, beyin sapi, retina, pankreas ve koklea gibi
yiikksek enerjiye ihtiya¢ duyan dokularda hastaliga neden olur. Sendromik mitokondriyal

hastaliklar genellikle multisistemiktir ve hastalarin %70’inde isitme kaybi eslik eder (22).

14



-MERRF sendromu: isitme kaybi, demans, ataksi, optik sinir atrofisi ve kisa boy ile
karakterizedir (22).

-MELAS sendromu: Mitokondriyal ensefalopati, laktik asidoz ve epizodik felcin tipik
oldugu sendromda isitme kaybi yliksek frekanslarda, sensorindral, progresif ve bilateraldir
(22).

-Kearns-Sayre sendromu: Progresif eksternal oftalmopleji, atipik retinal pigmentasyon ve
tipik olarak 20 yas Oncesinde baglayan kalp blogunu kapsar. Hastalarin %350’sinde
sensorinoral isitme kaybi ve kokleosakkiiler dejenerasyon mevcuttur (22).

2.3.3. Non-Sendromik Isitme Kayiplari

Nonsendromik igitme kayiplar1 herediter isitme kayiplarinin %70’ini kapsar. Kalitim
%80 otozomal resesif, %18 otozomal dominant, %2 X’e bagh ya da mitokondriyal olabilir
(23).

Nonsendromik isitme kayiplarinin terminolojisinde 6n ek olarak “DFN” temel
almmistir. DFN’yi takip eden “A” dominant kalitimi, “B” resesif kalitimi1 ve hig¢bir harfin
konmamasi X’e baglh kalitimi1 ifade etmektedir. Son taki kesfedilen lokusu gosterir (23).
2.3.3.1. Otozomal dominant non-sendromik isitme bozukluklari:

Otozomal dominant non-sendromik isitme bozukluklari i¢in 51 lokus haritalandirilmig
ve 17 neden olan gen klonlanmistir. Genellikle isitme kaybinin ortaya ¢ikisi postlingual,
progresif ve orta derecededir.
2.3.3.2. Otozomal resesif non-sendromik isitme bozukluklari

Otozomal resesif non-sendromik isitme bozukluklar i¢in 39 lokus haritalandirilmis ve
17 neden olan gen klonlanmistir. Isitme kaybi genellikle prelingual olmakla beraber derecesi
tiim frekanslarda farkli olmaktadir.

Guilford ve ark. 1994 yilinda ilk otozomal resesif non-sendromik sagirlik lokusunu

13912-13’e haritalandirmisglar ve bunu DFNBI1 olarak adlandirmislardir (24). Kelsell ve ark.
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DFNBI genini, GJB2 olarak adlandirilan bir gap junction geni olarak tanimlamislardir (25).
Kodlanan protein konneksin 26 (Cx 26) bir konnekson formu olusturmak iizere diger 5
konneksin proteini ile oligermize olur. ki konneksonun birbirine yanasmasi ile komsu
hiicreler bir gap junctioni olusturur (26).

Ic kulakta, Cx26 konneksonlarin potasyum iyon déngiisinde onemli oldugu
bilinmektedir. GJB2 nonsensdriyal epitel hiicreleri, stria vaskiilaris, spiral ligaman ve spiral
limbusta bu gorev i¢in rol almaktadir (27). GJB2 genindeki mutasyonlarin, konnexin 26 gap
junction fonksiyonunda degisiklige neden oldugu gosterilmistir (27,28).

Diinyada GJB2’deki mutasyonlarin otozomal resesif non-sendromik isitme
kayiplarimin %50’sinin nedeni oldugu gosterilmistir (25).

DFNBI nin isitsel fenotipi orta derecede isitme kaybindan ileri derecede sagirliga
kadar degiskenlik gosterir. Isitme kayb1 her iki kulakta simetrik olmakla beraber uzun siire
boyunca ilerleme gdstermez. Temporal kemik anomalileri DFNB1 fenotipinin bir parcasi
olmadig i¢in rutin olarak temporal kemik goriintiilemesine gerek yoktur (29).

GJB2’ye bagh sagirhigin tespiti i¢in genetik test ¢alismalar1t mevcuttur. Mutasyon
taramalar1 genetik danigsmanlik i¢in ve rekiirrens sansinin gosterilmesi agisindan kolaylik
saglamaktadir (30). Birgok ¢alismada GJB2 baglantili sagirligi olan koklear implant
alicilarinin ¢ok 1yi olduklar1 gdsterilmistir. Bu nedenle genetik tarama testleri prognostik bilgi
acisindan da katki saglamaktadir.
2.3.3.3. X’e bagh non-sendromik isitme bozukluklari:

X’e bagli non-sendromik isitme kayiplari, non-sendromik isitme kayiplarinin
%?2’sinden daha azindan sorumludur. Bes lokus ve neden olan bir gen tanimlanmistir. En
genel goriileni DFN3’tiir ve bu tipte internal isitme kanallarinda genisleme, stapes fiksasyonu
ve vestibiilde dilatasyon eslik edebilir (31).

2.3.3.4. Mitokondriyal non-sendromik isitme bozuklugu:
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Mitokondriyal non-sendromik isitme bozukluklari degisik mtDNA mutasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Bunlarin igerisinde en 1iyi karakterize olan 1555 A-G mtDNA
mutasyonudur. Bu mutasyonun aminoglikozid toksisitesi ile de beraberligi vardir (10).

2.4. Epigenetik Modifikasyonlar ve Isitmedeki Rolii

Epigenetik modifikasyonlar, DNA dizisinde bir mutasyon olmadan gen anlatiminda
meydana gelen degisimlerdir. Bu degisimler kalitsaldir, sonraki kusaklara aktarilabilir.
Ancak; bu modifikasyonlarin hiicre boliinmesi sirasinda yavru hiicreye nasil aktarildigi tam
olarak anlagilamamakla birlikte, kalitilan epigenetik modifikasyonlarin kromatin yoluyla
tasindigi disiiniilmektedir (4).

Epigenetik modifikasyonlar gen anlatimimin susturulmasinda ve susturulmanin
sistematik olarak yayilmasinda etkin olan mekanizmalardir. Epigenetik degisimleri baslatan
ve devam ettiren genel olarak {i¢ ayr1 ve birbiriyle ortiisen mekanizma tanimlanmistir:

(a) DNA metilasyonlar1
(b) Histon modifikasyonlari
(c) Kodlama yapmayan RNA’lar (32) (Sekil-3).

Bu islemler transkript kararligimi, DNA katlanmasini, niikleozom yerlesimini,

kromatin paketlenmesini ve niikleus organizasyonunu etkiler.
(2) DNA metilasyonu: Gelisim siiresince kromatin organizasyonu, gen diizenlenmesi, CpG
(Sitozin-fosfat-Guanin)’nin yogun oldugu boélgelerde transkripsiyonel baskilama, memeli
canlilarda genomik imprinting, tekrar eden ve sentromerik dizilerde sessizlesme ve disi
memelilerde X kromozom inaktivasyonunda énemli bir role sahiptir. DNA metilasyonu

kararli ve dolden dole aktarilan 6nemli bir epigenetik mekanizmadir (33).
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Sekil-3: Epigenetik modifikasyonlar

(Kaynak: Luca Lovreci¢, Ale§ Maver, Maja Zadel and Borut Peterlin (2013). The Role of
Epigenetics in Neurodegenerative Diseases, Neurodegenerative Diseases, Dr. Uday Kishore
(Ed.), ISBN: 978-953-51-1088-0, InTech, DOI: 10.5772/54744. Available from:
http://www.intechopen.com/books/neurodegenerative-diseases/the-role-of-epigenetics-in-
neurodegenerative-diseases)

Eger bir DNA intron, tekrarlanan element ve aktif olarak yer degistiren diziler i¢in
kodlama yapmiyor ve uzun siireli sessizlestirilmesi icap ediyorsa bazi etkili mekanizmalarin
devreye girmesi gereklidir. Memeliler bunun igin sitozin metilasyonunu kullanmaktadirlar.
DNA metilasyonlari, DNA metiltransferazlar (DNMT) araciligi ile DNA’da siklikla sitozin
bazinin metillenmesi ile olusur (34). DNMT enzimleri S-adenozil-L-metiyonin molekiiliinden
metil grubu alarak sitozine aktarir. Bu metilasyonlar, DNA’nin 3 boyutlu yapisini degistirerek
transkripsiyonla ilgili enzim ve faktorlerin genlerle olan iliskilerini etkiler. Histon
deasetilasyonlar1 ve DNA metilasyonu, kromatini daha yogun hale getirerek gen anlatimini
degistirir. DNA metilasyonu, stabil olmasi sebebi ile en kolay incelenebilen epigenetik

mekanizmadir (32).
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(b) Histon modifikasyonlari: Kromatini olusturan niikleozomlar, 147 baz ¢ifti
biiyiikliigiindeki DNA’nin histon oktameri g¢evresinde doniimler yaparak olusur. Histonlar
kiiclik bazik proteinler olup kiiresel bir domen ile yiiklii ve daha esnek amino ucundan olusur.
Her histon (H) oktameri, iki ayr1i H2A-H2B dimerine tutunmus, bagh iki H3-H4 dimerinin
Olusturdugu kararli tetramerden meydana gelir (35). Her niikkleozom 10-60 baz c¢iftinin
olusturdugu DNA pargasi ile birbirine baglanir ve yaklasik 10 nm capinda kromatin ipligi
olusur. i¢ kistmdaki her histon proteininin bazik aminoasit bakimindan zengin, niikleozom
yiizeyinden uzanan 20-35 aminoasit bakiyesi igeren amino-terminal domenleri ile oktamer
icindeki histon-histon etkilesimlerini ve niikkleozomal DNA’y1 diizenleyen domenleri bulunur.
Histon kodunu histon kuyruklar1 denilen bolgeler olusturur ve niikkleozomal dizilerin
katlanmasinda 6nemli rol oynar (36).

Histonlar cesitli post-translasyonel modifikasyonlar gecirirler. Bunlar; arjinin (R) ve
lizin (K) bakiyelerinin metilasyon ve asetilasyonu, lizin bakiyelerinin ubikitilasyon, serin (S)
ve treonin (T) bakiyelerinin fosforilasyonu, SUMOylasyon ve ribozilasyonunu igerir (37). Bu
modifikasyonlar kromatin ipligine histon olmayan preoteinlerin baglanmasini kontrol eder.
Yapilan bazi ¢aligmalar, 6zgilin histon modifikasyonlarinin transkripsiyon ve transkripsiyonel
baskilama gibi gesitli biyolojik islevlerle baglantili oldugunu gostermistir (38).
(¢) Kodlama yapmayan RNA’lar: 21-24 baz ¢ifti uzunlugunda ¢ift iplikli RNA olan
siRNA’lar (small interfering RNAs) epigenetik mekanizmalarda rol almaktadir (39). Bunlar
tek iplikli hale doniiserek RISC (RNA-induced silencing complex) adi verilen protein
yapilariyla birlesir ve hedef mRNA’ya baglanarak pargalanmasini saglar. Bu sekilde
mRNA’nin translasyonda kalip olarak kullanilmasi engellenmis olur (40). Heterokromatin
olusumunun baslayabilmesi i¢in ¢ift iplikli RNA’lara (dsSRNA) gereksinim vardir. Cesitli
model organizmalarda siRNA mekanizmast ile ilgili genler mutasyona ugratildigt zaman

heterokromatin olusumunun azaldig1 gozlenmistir (40).
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2.4.1. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari arasindaki etkilenme:

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarindan ayr1 ayr1 bahsedilse de epigenetik
diizenleme bu ikisinin etkilesimi ile olmaktadir. Son zamanlarda gelismekte olan bir diisiince
DNA metilasyonu ve histon modifikasyonunun birlikte uyum iginde calistigidir (41). Yeni
yapilan bilimsel ¢aligmalarin bir kisminda DNA metilasyonunun histon fosforilasyonunu
tetikleyebilecegi gosterilmistir (42). DNA metilasyonu ayrica metil-CpG proteinlerinin
(MeCP) de toplanmasini saglar. Bu proteinler histon metiltransferaz, histon deasetilaz ve sin3
gibi diger transkripsiyonel protein komplekslerinin olusumunu miimkiin kilar. Bu yolla
transkripsiyonel acidan DNA metilasyonun baskic1 dogasi, ileri kromatin kondansasyonu
tarafindan takviyelendirilir. Bu takviye DNA metilasyonuna sebep olabilen histon
modifikasyonlar1 tarafindan baglatilabilir. Bir baska calismada da DNA metilasyonunun
histon deasetilasyonundan sonra olusabilecegi gosterilmistir (43).

Epigenetik siirecte gen ekspresyonunu susturmak igin bu iki mekanizmanin sadece
birlikte calismasi degil gen ekspresyonu igin de kooperasyon iginde olmalar1 gereksinimi
mevcuttur. Son bulgular histon hiperasetilasyonunun promoter bdlgelerde DNA
metilasyonunu indiikledigi gosterilmektedir (42). Bu durum daha onceki ¢aligmalarda elde
edilen bilgilere gore DNA metilasyonu ve histon deasetilasyonunu baskilamak i¢in kullanilan
tedavi yoOnteminin bazi genlerin ekspresyonunun = sinerjistik  sekilde arttirdigini
kanitlamaktadir. Bazi1 ¢alismalarda histon metilasyonunun, histon modifikasyonu ve DNA
metilasyonunun koordineli bir etkilesim halinde olmasina olanak saglar (44).

2.4.2. Gelisim ve Epigenetik:

Epigenetik mekanizmalar ayn1 zamanda embriyogenez ve gelisim asamalarindaki gen
ekspresyonlarinda gorev almaktadir. DNA metilasyonu genomik imprintlemeye Onciiliikk eder
boylece spesifik parental alleli susturur (45). Bu pROTesin karmasikligi uygunsuz gen

ekspresyonuna ve Angelman sendromu gibi bazi hastaliklarin olusmasina neden olur (45).
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Tam gelismis insan viiclidunda DNA demetilleme enzimi bulunduguna dair kanit yokken
demetilasyonun embriyogenez ve gelisim siirecinde aktif rol oynadigi bilinmektedir.
Primordial hiicreler hindguttan genital ridge dogru goc ederken DNA demetilasyon olayma
maruz kalirlar. Demetilasyon i¢in hizli ve secilmis spesifik gen bolgeleri gosterir Ki bu
pPROTes enzimatik olarak kontrol altindadir ve 5-metilsitozin glikozilaz aktivitesi tarafindan
yonetilir. Gelisim slirecinde DNA metilasyonunun ilk basamagi daha 6nceden imprinte edilen
genin intakt kalmasi iken kalan DNA metilasyonu 24 saat i¢inde yok edilir. Son iiriin
tamamen silinmis bir genom iceren, parental epigenetik bilgiden yoksun, embriyonu diizgiin,
cinsiyete spesifik DNA metilasyonuna olaganak saglayan bir tiriindiir. DNA metilasyonu bir
kez tamamlandiginda gamet genomlari remetilasyona gider. Bu son iirin daha Onceki
epigenetik bilgiyi silmis yeni metilasyon kodu bekleyen bir gamettir. Bu pROTes
fertilizasyon ve ebmriyogenez donemde sik tekrarlar. Daha once kurulan gamet metilasyon
modelleri kaldirilir ve gelisen embriyo genomik imprinting pROTesine baglar. Disi embryo
gelisiminde genetik kompanzasyonu saglamak icin gereken X kromozomunun inaktivasyonu
DNA metilasyonunun ve histon modifikasyonunun embriyogenezdeki roliinii ¢cok 1yi yansitir.
[k olarak kromozom ve histon modifikasyonlari ile értiilii X kromozomunun inaktivasyonuna
spesifik RNA olusumu, DNA metilasyonunu takip eder. Bu degisiklikler kromozomu
transkripsiyonel olarak olumsuz onayla yer degistirir. Histon modifikasyonlart X
kromozomuna limitli degildir ayrica gelisim siirecinde kromatin remodellemesinde de 6nemli
rol oynar (46).
2.4.3. Kanser Epigenetigi:

Kanser patogenezi birgok gene etki eden histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonu
gibi epigenetik degisikliklerle olusabilmektedir. Bu durum isitme ile ilgisiz malinitelerde ¢cok
stk gbozlenmektedir fakat son yapilan calismalarda vestibiiler svannomlarin patogenezinde

epigenetik degisikliklerin rol oynadigi iizerine durulmaktadir (47).
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Vestibiiler svannom (VS), odituar vestibiilde svan hiicrelerinin benign bir tiimori olup
sensorindral isitme kaybina yol acar. Gonzalez-Gomez ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada VS’ nin
gelisiminde epigenetigin rol oynadigi ile ilgili ipuglart elde edilmistir (48). DNA metilasyon
caligmalar1 gostermistir ki CASP8 ve RASSF1A gibi iki tiimor siipressor genin metilasyon
paterni VS’nin boyutuyla ve isitme kaybinin derecesi ile alakalidir. Bir bagka caligmada NF2
geninin normal Svan hiicrelerine kiyasla VS’de anormal DNA metilasyonu gosterdigi
bildirimistir. Histon modifikasyonlar1 da ayrica VS’de NF2’nin etkisine katki saglamaktadir.
FK228 isimli histon deasetilaz inhibitoriiniin NF2 olmayan hiicrelerin biiylimesini engelledigi
tespit edilmistir (49).

2.4.4. Epigenetik Diizenleyici Farmakolojik Ajanlar:

Epigenetik pROTesi ve gen reaktivasyonunu etkileyen az sayida farmakolojik ajan
gelistirilmistir. Bu ajanlar esas olarak kanser tedavisinde gen ekspresyonunu manipiile etmek
amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica epigenetik olarak regiile edilen gelisimle alakali genlerin
ekspresyonunu desteklemek amaciyla da kullanilir. Ve sodyum-iyot simporter gibi normal
fizyoloji agisindan da kullanilabilmektedir (50). Fakat literatiirde isitme kaybiyla ilgili
kullanim alanlar1 tam olarak arastirilmamaistir.

-DNA Metiltransferaz Inhibitorleri:

Bu ajanlar, DNA metilasyonunu inhibe edici ajanlar ve histon modifiye edici ajanlarin
bulundugu genis bir kategoriyi kapsarlar. DNA metilasyonunu etkileyen bu ilaglar, bunu
DNA metil transferaz enzimini inhibe ederek yaparlar (51).

Bu enzimin inhibe olmas1 ile DNA replikasyonu sirasinda kiz sarmalin metilasyonu
engellenir. Bununla birlikte bu durum hiicrelerin aktif olarak boliinmesi i¢in gereklidir.
Desitabin (5-aza-2’-deoksisitidine, genellikle kisaltilmis olarak: 5-aza-dC) ve onun kardes
ilac1 Vidaza (5-azasitidine, kisaltilmis: 5-azaC) pek ¢ok malignensiyi tedavi etmek amaciyla

(52) ve anjiogenez gibi cesitli biyolojik pROTesleri etkilemek igin kullanilmaktadir (53).
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Buna ragmen bu ilaglarin toksisiteleri ve fizyolojik sartlar altindaki kararsiz durumlar1 bu
ilaglarin kullanimini siirlandiran durumlardir (54). Bir diger ajan olan Zebularine de kanser
tedavisinde kullanilmaktadir ve diger metil transferaz inhibitdrlerine gore daha az yan etki
profiline sahiptir (54). Zebularine, diger DNA metil transferaz inhibitorleri gibi gen
aktivasyonununu nonspesifik olarak hedef alir. Bu ajanlar ile yapilan tedavi sonlandirildiginda
DNA metilasyonu tekrar baslar ve gen ekspresyonu tedavi dncesindeki durumuna geri doner.

-Histon Modifiye Edici Ajanlar

Histon modifiye edici ajanlar ¢ok biiyiikk ve birbirinden ayri bilesik gruplar
kapsamaktadir (53), Bu grup temel olarak histon deasetilasyonunu inhibe eden ilaglardan
olusmaktadir. Bu grup hem Trichostatin A gibi yeni histon deasetilaz inhibitérlerini (HDAC
inhibitorleri) hem de Valproik Asit gibi non epigenetik uygulamalarda kullanilan ilaglar
kapsamaktadir.

Bu farmasétik ajanlarin, DNA metiltransferaz inhibitorlerinden farkli olarak,
aktiviteleri DNA replikasyonundan bagimsizdir. Bu nedenle bu ajanlar diizenli hiicre
boliinmesine ugramayan hiicrelerin hedef alinmasinda daha etkilidirler. DNA metiltransferaz
inhibitorleri gibi bilesikler kiiresel histon asetilasyonu seviyelerini etkiler ve diger epigenetik
modifiye ajanlar gibi genetik 6zgiilliiklerin ayn1 olmamasindan muzdariptir.

Bu iki grup ajanlarin kombine kullanilmasi ile hem bireysel olarak kendi islemleri hem
de birbirlerini de karsilikli olarak takviye etmeleri saglanmis olur (55). DNA metilasyonunu
etkileyen ajanlar ile histon deasetilazlarin birlikte kullanilmasi ile histon hipoasetilasyonu
aracihi@iyla gen ekspresyonu bastirilmaktadir. Kanser tedavilerinde bu tarz farmakolojik
stratejiler uygulanmaktadir (56). Buna ragmen bu ajanlarin isitme arastirmalarindaki
uygulamalari halen test edilme asamasindadir.

2.4.5. Isitme ile Tlgili Hastahklarda Epigenetik:
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Isitme ile ilgili epigenetik calismalar literatiirde ¢ok az sayidadir. Bu nedenle kulak
gelisiminde ya da isitme kaybinda DNA metilasyonunun ve histon modifikasyonlarinin
roliinii gostermede yeterli veri yoktur. Ancak, bu tarz epigenetik olaylarin isitme disinda insan
viicudundaki diger tiim sistemlerde 6nemli role sahip olmasi son derece zor goriilmektedir.

Spesifik DNA mutasyonlarinin saptanmasi insanlarda sagirligin nedenini anlamakta
paha bicilemez ¢alismalardir. Bu 6nemli ¢aligmalara ragmen pek ¢ok isitme ilgili hastalikta
halen bilinmeyen mutasyonlar vardir ve muhtemelen bunlarin ¢ogu higbir zaman tespit
edilemeyecek mutasyonlardir. Bu nedenle, DNA sekanslarinda mutasyonlarin gosterilemedigi
isitme ile ilgili hastaliklarda ve sendromlarda, epigenetigin dnemli bir role sahip oldugunu
diisinmek olduk¢a makul goriinmektedir. Hatta mutasyonlarin bilindigi hastaliklarda bile
fenotipik farkliliklarin olusmasinda epigenetik modifikasyonlar 6nemli olabilmektedir.

Mutasyonlu genin ekspresyonundaki degisiklikler kromatin dizisinde remodelinge
neden olur ve bu durum, ikincil degisikliklerle normalde mutasyona ugramis genlerden direk
olarak etkilenmeyecek olan bireyde bazi degisikliklere neden olur. Bu diisiince monozigotik
ikizlerdeki fenotipik degisikliklerin arastirilmasiyla ortaya ¢ikmustir. Okulo-oto-radial
sendromlu ikizlerin gosterildigi bir ¢alismada ikizlerden birinin digerine gore ¢ok daha ileri
fenotipik degisikliklere sahip oldugu gorilmiistir. Ve yazarlar gen ekspresyonundaki
degisikliklerde epigenetik mekanizmanin olasilig1 iizerinde durmuslardir (57).

Isitme kayiplarinin epigenetik nedenlerini gosteren calismalarin azhigi ya da
yoklugunun muhtemel nedeni kusurlu biyolojik mekanizmanin kurulmasinin zorlugundan
kaynaklanmaktadir. DNA metilasyon ¢alismalari, genomik DNA metilasyon paternini
belirlemek i¢in siklikla sodyum bisiilfit doniisiimiinii kullanmaktadir. Bu islemde, doniisiim
sirasinda metile sitozin, sitozin olarak korunurken; metillenmemis sitozin kimyasal olarak

modifiye edilir ve urasile doniisiir.
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Pek ¢ok PCR teknigi DNA metilasyon paternlerini belirlemede kullanilabilmektedir.
Olas1t DNA metilasyon hedef bolge sayisinin ¢oklugu PCR teknigi ile kombine edildiginde,
anormal DNA metilasyonunu taramak olduk¢a zahmetli bir siiregtir. Histon
modifikasyonlarindaki degisikliklerin belirlenmesi ¢ok daha zor bir islemdir. Histonlardaki
olast amino asit hedeflerinin sayisi, histon modifikasyonlar1 ¢esitliligi ve kromatin
konfirmasyonunun aslinda birden cok farkli modifikasyonun kombinasyonu ile olustugu
ihtimali goz oniine alindiginda, histon perturbasyonunu gostermek oldukg¢a zor olabilir.

Western Blot, immunopresipitasyon, kromatin ¢alismalar1 ve bir dizi farkl tetkikler
histon degisikliklerini inceleme amaciyla kullanilmaktadirlar. Maya ve bitkiler iizerindeki
histon modifikasyonlar1 hakkinda yapilan calismalar da mevcuttur. Buna ragmen bunlarin
isitme aragtirmalarinda kullanilabilmesi sinirli goriilmektedir. Bu zorluklara ragmen, isitme
kaybinda epigenetik mekanizmalarin rolunu gdsteren kanitlar da mevcuttur.

2.4.6. Isitmeyle ilgili sendromlar:

DNA mutasyonlarinin analizi epigenetik mekanizmalarin duyma iizerine etkinligini
gostermesi acisindan 6nemlidir. Rett sendromunun biyolojik orjininin X kromozomundaki
metilCpG-binding protein(MeCP2)deki mutasyonlar1 igerdigi gosterilmistir. Bu hastaligin
fenotipinde tipik el hareketleri, motor ve norolojik defisitler ile isitme kayb1 mevcuttur. Rett
sendorumunun degerlendirilmesinde isitme testleri dnemli bir komponenttir. Bu hastalikta
sorumlu tutulan ve cogu CpG bolgesinde yer alan mutasyonlarin analizi gostermistir ki bagka
caligmalarda da tartisilmis olan CpG diniikleotidleri mutasyona agik bolgelerdir (58). MeCP
proteinlerinin foksiyonunun bilinmesiyle, Rett sendromlu hayvanlarin beyinlerinde gen
ekspresyonunda degisimler goriilmesi sasirtict bulunmamaktadir. Bu hastaligin baslangic
zamani olarak, MeCP baglayic1 proteinlerin fonksiyonuna da bagli olarak, bazi yazarlar
semptomlarin, gelisim yolagindan onarim yolagina gegisi saglayan genlerdeki shift ile ortaya

ciktigimi one stirmektedirler. MeCP2’nin kaybinda, kromatin yapisindaki ortaya ¢ikan
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degisikliklerle birlikte, yapisal yolaktan onarim yolagina gegisteki gerekli olan genlerin
shiftleri etkilenebilir. MeCP2 nin eksikliginde dogru genin susturulmasi miimkiin olmayabilir
ve metilasyona ugramis DNA histon deasetilasyonunu saglayan ek biyolojik mekanizmalari
ve diger alakali transkripsiyonel represif histon kromatin modifikasyonlarini olusturamaz.
Dana 6nce de belirtildigi gibi DNA metilasyonuyla alakali goriilen mutasyona acgik bolgeler,
Stickler sendromunda da 6nemli rol oynar. 20.ylizyilin ortalarinda tanimlanan Stickler
Sendromu sadece iyi tanimlanmis olan oftalmolojik problemler degil ayrica ¢ogu hastada
goriilen isitme kaybini1 da yapmaktadir (59). Isitme kayipli bu hastalarin analizi gdstermistir ki
bu hastalarda biiylik oranda COL11A1 geninde degisiklikleri mevcuttur. Bu sendromla ilgili
ayr1 bir ¢alismada gosterilmistir ki metilsitozin deaminasyon mekanizmasi Stickler sendromu
ile iliskili genlerin mutasyonundan sorumludur. Bu tarz bir vakada mutasyonlar durdurma
kodonunun devreye girmesi ile sonuglanir.

Asil olarak kas yapiyr etkiledigi bilinen Fasyopulohumoral muskuler distrofinin
(FSHD1) de isitme ile ilgili manifestayonlar1 vardir. Sensorindral isitme kayb1 bu hastaliktan
muzdarip hastalarda rapor edilmistir ve anlagilmistir ki sagirlik bu muskiiler distrofide 6nemli
bir bulgudur. Ek ¢alismalarla bu isitme kaybinin 4000-6000 hz arasinda oldugu gosterilmistir.
(60). Bu isitme kaybi i¢in mekanizma tam olarak anlasilamamasma ragmen distrofinin
etiyolojisinde epigenetik faktorlerin onemi bildirilmistir. D4Z4 tekrar dizisinde FSHDI ile
ilgili 6nemli delesyonlar gosterilirken, D474 bolgesindeki hipometilasyonun hastaligin
fenotipinde anahtar olay oldugu ortaya ¢ikarilmistir (61). Bu hipometilasyonun kromatin
yapisini ve ek genlerin ekspresyonunu etkileyecegi hipotezi giiglesmistir.

DNA hipometilasyonunun ayrica immunyetmezlik-sentromerik instabilite-fasyal
anomaliler sendromundaki (ICF sendromu) iletim tipi isitme kaybindan da biiyiik oranda
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (62). Daha once de belirtildigi gibi metilasyon, SINES ve

LINES olarak bilinen DNA boélgelerindeki stabilizasyonu saglamast ve rekombinasyon
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olaylarin1 engellemesi a¢indan 6nemli rol oynamaktadir. Bu hastalikta perisentromerik DNA
kromozomlart 1, 9 ve 16 neredeyse tamamen metilasyona ugramamaistir ve bu da dramatik
kromozom degisikliklerine yol a¢maktadir. DNA metilasyonu ayrica kromatin
dogrulamasinda degisiklige sebep olarak kromatin yogunlasmasini engellemektedir (63). Bu
rekombinasyon olaylart ve anormal kromatin dogrulanmasi gen ekspresyonunda agik bir
etkiye sahiptir.

Kromozomal yazilim bozuklugu olan hastalardaki epigenetik degisiklikler ayrica
Beckwith-Wiedemann Sendromundaki anormalliklere de yansir. Bu sendromda, posterior
helikste ve stapesde patolojiler sebebiyle isitme kaybiyla da ortaya cikabilen bir grup
anatomik anomaliler mevcuttur (64; 65). Calismalar gostermistir ki Potasyum kanal
KCNQ1OT1 geninin yazilimindaki hatalar bu sendromla iligkilidir (66). Bu ¢alisma, isitme
kaybindan sorumlu gen ailesinin diger tiyeleriyle ilgili yapilan yayinla da uyumlu goriilmiistiir
(67, 68). Ek calismalarla da bu sendromla ilgili olan bir dizi genler ortaya ¢ikarilmistir. {lging
olarak, DNA metilasyonu ve yazilimindaki degisikliklerden bu diger genler sorumlu
tutulmaktadir (69) ve bu da biitiin hastalarin DNA metilasyon yazilimindaki bir bozuklugu
paylastig1 goriisii hakkindaki spekiilasyonlara yol agmaktadir.

Hastalik ile ilgili bagka bir durum da CHARGE sendromunun epigenetikle iliskili
olabilecegidir. Bu sendrom okiiler kolobom, koanal atrezi, isitme kaybi, kranial sinir defekti
ve genital defekt ile karakterizedir. Bu sendromun nedeni olarak son g¢alismalar CHD7
mutasyonlari, DNA helikaz proteni kromozom alanlar1 iizerinde odaklanmistir (59). CHD7
ve histon modifikasyonlar1 veya DNA metilasyonlar1 arasindaki kesin iletisim detayli olarak
tarif edilmelidir, fakat CHD3 ve CHD4 proteinleri arasindaki iliski CHD c¢alismalarinda
histon asetilasyonunun 6nemini gostermistir (58). CHD7°de histon modifikasyonlarinin rol
oynayabilecegi miimkiindiir. Bu CHARGE sendromu ile iligskiyi yiikseltebilir, ve CHD7

mutasyonu yiiziinden 6zellikle histon asetilasyonu ve kromatin degisimi isitme kaybina neden
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olabilir. Burada yer alan 6rneklerin hepsi sendroma bagl isitme kayb1 dahil bir dizi organ
sistemlerini etkilemektedir. Bu bulgu fizyolojik ve biyolojik siireglerin yani sira gelisimsel
slirecte epigenetik gelisimin de kanitidir. Normal DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu
farkliliklar1 bir ¢ok gende ifade degisimlerine sebep olarak anomalililere yol agar. Kanserdeki
epigenetik karisiklik organ ve dokulardaki molekiiler mekanizmalarin  degismesi,
problemlerin artmasi patolojik hiicre klonunun artmasina neden olacaktir. Isitme kaybinmn
izole olarak epigenetik anormalliklerden olustugu soylenemez. Ancak bu biiyiik olasilikla
hem izole gen etkisi hem de kulaga 6zgii bir olaydir.

2.4.7. Kanserlerle isitmenin iliskisi:

Isitme arastirmalarinda arastirilan epigenetik diizenleme malignitelerde de rol
oynamaktadir. Retinoblastom ile iligskilendirilen RB gen degisimi insanlarda  isitme
sonuclarma neden olabilir (65). Caligmalar gostermistir ki RB gen kaybi kohlea
dejenerasyonu ile igitme kaybina neden olabilmektedir (66). Kapsamli bir agiklamasi
olmasina ragmen bu gen bu tez kapsami disinda kalmaktadir ¢iinkii epigenetik
mekanizmalarin RB gen ekspresyonunda rol oynadigina dair bir kanit yoktur (70, 71). Bu gen
DNA metilasyonunda degisiklik ile kohlea icinde rol alarak isitme kaybina sebep olabilir.
Daha 6nce de ele alindig1 gibi DNA metilasyonu vestibiiler svannom patolojisinde 6énemli rol
oynamaktadir. Diger bulgularla birlikte calismalarda histon degisiklikleri svannom
hiicrelerinde, svan hiicre disfoksiyonu ve vestibuler svannom patogenezinde onemli rol
oyanayabilir. Gergek bir malignite olmamasina ragmen, epigenetik modifikasyonlar
tedavideki istihdami arttirma olasiligi yiikselir. Aslinda bu ilaglar VS biiyiimesini tersine
cevirme veya yavaslatma olarak kanser tedavisinde tasarlanmislardir. Bu bilesikler normal SC
fonksiyonlarini manipule etme olasihigmi yiikseltebilir. Epigenetik modifikasyon isitme

sisteminin yasamsal kismini gii¢lii sekilde koruyarak normal SC biiyiimesini kontrol eder.

2.4.8. Isitme arastirmalarinda epigenetik modifikasyonlarin etkin kullanimi:
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Bazi epigenetik etken maddelerin zehirlilik etkisi ve instabil durumlarinin olmasina
ragmen, bu maddeler isitme siirecine dahil olan pasif kalmis kaslarin aktive edilmesinde hala
giiclii bir yardimcr olarak yerini korumaktadir. Tedavi Oncesi ve sonrasinda kullanilan bu
maddelerin basit bir goriintiileme sistemi yardimiyla hem i¢ kulaktaki epigenetik gelisim hem
de normal kulak fizyolojisi lizerinde oynadig1 rolii anlamada yardimi olabilmektedir. Bugiine
kadar, tam isitme kaybi1 vakalarinda yapilan arastirmalarda bu giicli maddelerden
yararlanilmistir.

Bunlar 6zel amagl ilaglar olmamalarina ragmen, kullanimlart RNA inhibisyonu ve
gen transferi gibi diger metodlarla karsilastirildiginda acici kaslari aktive etmede en basit
metot olabilir. Bu maddelerin isitme kaybindan sonra fonksiyonel igitme uzuvlarini yeniden
aktive etme gibi diger alanlardaki kullanimi, isitme arastirmalarinda kullanimi agisindan
etkileyici sonuglar sunmaktadir. Yakin zamanda yapilan aragtirmalar sinirsel farkliliklarin
histon deasetilaz uygulamasi yardimiyla harekete gecirebilecegini gosteriyor (53,57). Bu
arastirmalar igitme kaybiyla islevini kaybeden duyma sinirlerinde tekrar kullanilabilecegine
dair 6nemli sonuclar sunmaktadir. Histon deasetilaz uygulamasi i¢ kulakta isitme islevini
kaybetmis isitme sinirlerinin yerine yeni igitme sinirlerinin gelismesini de miimkiin kilar. Sag
hiicreleri tizerinde etkisini daha 1yi anlayabilmek adina hiicrelerin tekrar olusumuna yardim
eden ilaglarin kullanimina bu maddeler 6nderlik etmistir. Kohlea ve iki hibrid leviirden alinan
DNA analizleri gen ekspresyonunda diizenleyici etki gosteren proteinlerin tekrar
bi¢imlenmesinde kromatinin rol oynadigimi gostermistir (67). Ek ilave g¢aligmalar zarar
gormiis sa¢ hiicrelerinin amino glikozit ile hiicre araciliginda opeasyondan sonra gen
ekspresyonunda histon deasetilaz araciligiyla meydana gelen degisimi de ortaya koymaktadir
(55). Histon degisimi yeni hiicrenin uyum saglamasini saglamaktadir. Bu durum HDAC
inhibitorii gibi histon modifiye edici ilaclarin histon modifikasyonlarindan etkilenebilecegi

olasiligini arttirmaktadir.
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Bu ilaglarin erken kullanilmasi belki tiiylii hiicrelerin bazilarin1 kurtarabilir ve
isitmenin biraz diizelmesini saglayabilir. Bu bilesikler ile ek c¢alisma gostermistir ki;
epigenetik diizenlenmis embriyonik hiicre belirte¢lerinde yeniden ekspresyon olusmaktadir.
Bu epigenetik diizenlenmis gelisim siireci, sagir bir yetiskinde i¢ kulaga fonksiyonlarmi geri
kazandirabilme ihtimalini olusturur. Sox-2 geni i¢ kulak gelisimi i¢in gerekli olan ve DNA
metiltransferaz inhibitorii ile tedavi edildigi gosterilmis bir gendir (61, 63). Nanog ve Oct4
gibi embriyonik kok hiicrelerin i¢inde ifade edilen ilave bir takim genlerin, ayni zamanda 5-
Aza C ile tedavi sonrasi farkli hiicrelerde ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bu ilaglarin
verilmesi ile gelisimsel siireglerin tekrarlanmasi, belki de kok hiicre nakline bir alternatif
olabilecektir.

2.4.9. Isitme gelisimini iceren epigenetik mekanizmalar:

I¢c kulak gelisiminde ve isitmede onemli bir takim genler, isitme arastirmasi ve
epigenetik arasindaki baglantiyr gelistirmesi agisindan faydali olabilecek ek epigenetik
baglantilara sahiptir. Bu iki gen B-catenin ve WNT ailesi iiyelerinin genleridir. Bu genlerin
ikisi de isitme arastirmasinda onemlidir. B-catenin, farkli bir takim proteinlerle kombine
sekilde adhezyon noktalarinda bulunan, i¢ kulak ve odituar epitel gelisiminde rol alan bir
gendir.

Immiinolojik olarak, gelismekte olan sigan i¢ kulaginda PB-catenin ekspresyonu
gosterilmistir. (72). Diger ¢alismalarda da odituvar epitelin hiicre proliferasyonunda azalmaya
neden olan B-cateninin niikleus i¢inde lokalize oldugu gosterilmistir (72). Vestibiiler epitelle
ilgili caligmalarda aminoglikozid hasari sonrasi P-Catenin ekspresyonu ve buna baglh
vestibiiler epitelde degisiklikler olugsmaktadir.

Apopitoza girmis epitel hiicresinin ekspresyonunda azalma olurken, destek

hiicrelerinde beta kateninin arttig1 gosterilmistir (65).
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Epitel gelisimindeki roliine ek olarak, kolesteatomlarda da beta kateninin rolii
kanitlanmustir (70). Isitmede onemi olan beta kateninin, kromatin bigimlendirilmesi ve
epigenetik degisikliklerde kritik bir rolii mevcuttur. Bu,kromatin yapisini1 degistirmek igin,
CRB/p300 gibi bir takim farkli kromatin bigimlendirme proteinleriyle etkilesir (73). Bugiine
kadar beta kateninin odituvar epitelyumla ilgili rolii ile kromatin bi¢imlendirilmesi
fonksiyonu ile iliskisini gdsteren bir bilgi bulunmamaktadir. Beta katenin, fonksiyonlarini
siklikla. WNT proteinleri ile birlikte gerceklestirir. WNT bir dizi protein ailesinde tespit
edilmistir ve gelisimdeki rolii i¢in yogun calismalar yapilmistir. WNT ve pax2 ile yapilan
caligmalar otik plakod gelisiminde WNT nin 6nemini gostermislerdir (70). Bazi baska
caligmalarda da tavuk i¢ kulaginda 6nemi gosterilmistir (67). WNT de beta katenin gibi
kromatin bi¢imlendirilmesinde 6nemli role sahiptir.

WNT’nin kontrol altina alinmis gen ile iliskili histon modifikasyonlar1 ve 6zellikle
histon metilasyonunda rol oynadigi goriilmektedir (70). Kromatin degisikligindeki roliiniin
yaninda, WNT, bir takim farkli sinyal yolaklarinin énemli bir {iyesidir. Isitme ile iliskili
yolaklar1 ortaya ¢ikaran ¢aligmalara ragmen, WNT nin kromatin bi¢imlendirilmesi ile iligkisi
aciktir. Kromatin bigimlendirilmesinin isitme tizerindeki roliinii agiklamak icin WNT ile ilgili
epigenetik fenomen baslica bir firsattir.

2.4.10. Isitme, reaktif oksijen tiirleri ve epigenetik:

Isitme arastirmasi epigenetik mekanizmalarla ilgili cok az bilgi igeriyor olsa da, birgok
calismada reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve serbest radikallerin igitme siireci ve tiiylii hiicreler
iizerindeki etkisi gosterilmistir. ROT bagimli igitme hasarimin nedenleri, sisplatin gibi
ototoksik ilaglarin verilmesi ve ses bagimli travmadir. ROT ve epigenetik arasinda ciddi iliski
vardir. MnSOD gibi énemli ROT genlerinin transkripsiyonel sessizlestirilmesi ile epigenetik
mekanizmalar arasinda saglam iliski bulunmustur (66). ROT artiglar, SAM sentezini ve

dolayisiyla DNA metilasyon kaliplar1 degistirilerek glutatyon seviyesi etkilenebilir. Kromatin
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yapisinda degisikliklere yol acabilecek hidrojen peroksid iceren ek ROT iliskili mekanizmalar
vardir (66). Belirtilmis isitme kaybi mekanizmasi, ROT ve epigenetik mekanizmalar
arasindaki iligkiye yeni bir bakis agist sunar. Bir takim farkli bilesikler ve vitaminlerin
isitmeyi koruyucu etkisi lizerine de calismalar yapilmistir, bu yilizden epigenetik modifiye
ajanlarin degerlendirilmesi, yeni bakis agisi sunma ve isitme kaybina karsi olasi koruma
olanag: saglayabilir.

Sonug olarak epigenetik, isitme kaybi, kulak gelisimi ve isitmeyi anlamada biiyiik
firsatlar sunar. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari, ticari olarak temin edilebilen
kitler ve iyi bilinen protokoller kullanilarak kolaylikla yapilabilir. Bir¢cok epigenetikle ilgili
deneyler sirasinda ¢ogu molekiiler biyologlar i¢in tanidik ortak laboratuar teknikleri kullanilir.
Epigenetik modifiye edici ajanlar ile tedavi, gen ekspresyonunu degistirmek i¢in yeni firsatlar
sunmaktadir. Diger bir¢ok biyolojik sistem merkezi gibi, epigenetik ile ilgili mekanizmalar,

isitme nedeniyle arastirma alaninda dikkat ¢eken yeniliklerdir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER:

3.1.1. Kan orneklerinin elde edilmesi:

Bu c¢alismada Istanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dali’nda ve Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Kulak Burun Bogaz
Klinigi’nde prelingual non-sendromik bilateral sensdrinoral isitme kaybi tanisit almis ve bu
nedenle tedavi amaciyla koklear implantasyon yapilan 26 hasta ve ayrica anne ve babalari
(ebeveynleri) ve Istanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hastaliklari
poliklinigine bagvuran ve isitme kayb1 veya herhangi bir sendromu olmayan 20 adet kontrol
hastas1 dahil edildi. Calisma ve kontrol grubu hastalarindan ve ¢aligma grubundaki ¢ocuklarin
ebeveynlerinden 5 cc periferik kan alindi ve pihtilasmay1 6nlemek igin etilendiamintetraasetik
asitli (EDTA) tiiplere konuldu. 7 dk 3000 devirde santrifuj edilerek ependorf tiiplerinde —32
derece soguklukta g¢aligma yapilincaya kadar bekletildi. Ornekler Istanbul Medeniyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Tibbi Genetik laboratuarlarinda incelemeye tabi
tutuldu.

3.1.2. Kullanilan kimyasallar:

Calismanin genetik ile ilgili basamaklarinda Amerika Birlesik Devletleri’nden
QIAGEN marka malzemeler kullanildi. DNA izolasyonu i¢in Qiagen QiAamp DNA Mini Kit,
bistilfit modifikasyonu i¢in Qiagen EpiTect Bistilfit Kiti ve polimeraz zincir reaksiyonu i¢in
Qiagen PyroMark PCR kiti kullanildi.

QiAamp DNA Mini Kit icerigi:
e Toplama kaplari

o (ozelti AL

e (ozelti ATL

e (ozelti AW1 (konsantre)
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o (Cozelti AW2T (konsantre)

o (ozelti AE

e Proteinase K

Qiagen EpiTect Bisiilfit Kiti icerigi:
e Toplama kaplari

e (ozelti BL

e (Cozelti BW (konsantre)

e (ozelti BD (konsantre)

e (Cozelti EB

e Tasiyict RNA

Qiagen PyroMark PCR Kiti icerigi:
e PyroMark PCR Master Mix

e CoralLoad® konsantresi

e Q-Solution®

e MgCI2, 25 mM

e RNase-yoksun su

3.2. YONTEM:

3.2.1. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu:

Hasta (80) ve kontrol (20) numunelerinden ilk olarak DNA izolasyonu gergeklestirildi.
Bu amagla, Qiagen QiAamp DNA Mini Kit kullanildi. (Qiagen, Katalog No: 51304).
Protokolde 200 uL kan 6rneklerine 20 uL Proteinaz K ve 200 uL lizis tamponu eklendi. 56
°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 200 uL etanol ilave edildi. Karistm QIAmp spin
kolonlarma aktarildi. Kolon igerisindeki numuneler 8000rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Ardindan safsizliklardan arindirilmak tizere 500 uL AW1 tamponu ilave edildi ve santrifiij
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islemi tekrarlandi. Ayni islem bir kez daha tekrarlandi ve bu defa 14000 rpm’de 3 dakika
santrifiij gerceklestirildi. izolasyonun son asamasinda kolonlara 100 uL eliisyon tamponu
eklenerek 8000 rpm’de 1 dak santrifiij yapilarak genomik DNA ornekleri elde edildi.

Izole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyonlar: nanodrop cihazi vasitasiyla belirlendi.
Konsantasyon birimi nanogram/mikrolitre olarak 6l¢iildii.

3.2.2. DNA Orneklerinin Bisiilfit Modifikasyonu:

Hasta ve kan numunelerinde elde edilmis genomik DNA o6rneklerinden bistilfit
deaminasyon reaksiyonun gergeklestirildi. Protokol Qiagen EpiTect Bisiilfit Kiti araciligiyla
uygulandi (Qiagen, Katalog No: 59104).

Bu islem icin her bir DNA 6rneginden 500 ng kullanildi. 200uL hacimli PCR tiipleri
icerisinde sirasiyla gereken hacimde DNA numunesi, 85 uL bisiilfit mix solusyonu, 35 uL
DNA koruyucu tamponu eklendi. Numuneler termal cycler cihazinda (Elips- BioRad, Katalog
No: 1861096) yaklasik 5 saat siireli degisen sicakliklarda inkiibasyona tabii tutuldu. (sirasiyla
95°C-5 dk, 60°C-25 dk, 95°C-5 dk, 60°C-85 dk, 95°C-5 dk, 60°C-175 dk). Inkiibasyonun
ardindan numuneler Epitect spin kolonlarina aktarildi ve safsizliklardan arindirmak amaciyla
sirastyla BL, BW ve BD tamponlari eklendi ve her defasinda numuneler maksimum hizda 1
dakika santrifiij edildi. Kolonlara 20 uL eliisyon tamponu eklendi ve 12000 rpm de 1 dakika
santrifiij edilerek saflastirilan bisiilfit ile modifiye edilmis DNA ornekleri elde edildi.

3.2.3. PyroMark Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Bisiilfit deaminasyon reaksiyonu ile modifiye edilen genomik DNA &rneklerinden
GJB2, GJB6 ve SLC26A4 genlerinin sirasiyla; 179, 136, 251 baz giftlik belli bolgeleri PCR
araciligiyla ¢ogaltildi. Qiagen PyroMark PCR kiti kullanildi (Qiagen, Katalog no: 978703)
Reaksiyon i¢in PCR tiiplerine sirasiyla 12,5 uL. Pyromark PCR master mix, 2,5 uL CoralLoad
solisyonu, 2ul. forward ve reverse primer karisimi, 1 uL bisiilfit ile modifiye edilmis DNA

ilave edildi. Toplam hacim distile su ile 25 ul’ye tamamlandi. Termal cycler cihazinda
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(Elips- BioRad, Katalog No: 1861096) PCR tiipleri sirastyla; 95°C-15 dk aktivasyon, 94°C-
30sn denatiirasyon, 58°C-30sn primer baglanmasi, 72°C-30 sn zincir uzama asamalarindan
gegirildi. Denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve zincir uzama asamalar1 45 kez tekrar
edildi. Son olarak 72°C-10 dk final uzama basamag sonrasinda PCR reaksiyonu tamamlandi.
Pyrosekans ile niikleotid dizi analizi dncesi PCR firtinlerinin dogrulugu ve kalitesi agaroz jel
elektroforezi vasitasiyla incelendi. Bu amagla, 2 gr Agaroz (Lonza, Katalog No: 50002)
100ml, pH:8 Tris, EDTA, Asetik Asit (Lonza, Katalog No: BE51216) tamponunda ¢oziildii.
Mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziilen agaroz soliisyonuna SuL Ethidium Bromide eklendi.
Jel tepsisine dokiilen sivi agaroz solusyonunun iist kisimlarina yiikleme kuyularinin olusmasi
icin uygun taraklar yerlestirildi. Jelin katilasmasi beklendi ve katilagma tamamlandiginda
taraklar c¢ikarildi. Elektroforez tanki (MedsanTek, Elite 300 Plus) igerisine yerlestirilen jel
iizerine yiikleme tamponu (Tris, EDTA, Asetik Asit) eklendi.

Her bir kuyucuga 10uL PCR iiriinii yiiklendi. Yiikleme 6ncesi PCR iiriinleri ylikleme
boyas1 (Lonza, Katalog no: 50655) ile karistirldi. ilk kuyucuga DNA marker (50-1000bp,
Lonza, Katalog No: 50461) yiiklendi. Yiiklemeler tamamlandiktan sonra, jelin iki ucunda
bulunan elektrodlara voltaj uygulanarak (5-10 V/cm) jel igerisinde numunelerin hareket
etmesi saglandi. Katoddan anoda gog¢ii tamamlanan numunelerden akim kesildi ve jel
cikarilarak transilliminatér (MedSanTek, DNR Minibis Pro) vasitasiyla DNA bantlar1 UV
151k altinda goriintiilendi.

DNA marker ile biiyiikliigli ve ayrica gozlenen bantlar ile kalitesi kontrol edilen PCR
iirlinlerine bir sonraki agamada PyroMark CpG assay dizileme analizi uygulanda.

3.2.4. PyroMark CpG Dizileme Analizi:

[k asamada PCR iiriinlerinin immobilizasyonu saglandi. Bunun igin 6ncelikle her bir

ornek i¢in mix hazirlandi. Mix i¢in 2l streptavidinle birlestirilmis sepharoz boncuklari, 40 pl

Binding buffer, 28 ul ultra saf su, 10 pl PCR iriinii kullanildi. Her bir kuyusunda 80 ul’lik
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karisim olan well-plate oda sicakliginda 10 dakika calkalayicida bekletilerek PCR f{irlinlerinin
manyetik boncuklara baglanmas1 saglandi.
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