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Otozomal Resesif Non-Sendromik isitme Kayiplarinin Molekiiler Tanisi

Molecular Diagnosis of Autosomal Recessive Non-Syndromic Hearing Losses
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Ozet

Amag: Bu ¢alismada, Erzurum ili ve gevresinde isitme bozuk-
luklarinin genetik yonden arastirilmasi, non-sendromik oto-
zomal resesif isitme kaybina neden olan GJB2 gen mutasyon-
larinin belirlenmesi ve mutasyon profilinin gikartilmasi amag-
lanmugtir.

Yontem: Bu calismaya 50 isitme kayipli hasta ve 50 saglhkh
gondlla alinmistir. KBB servisinde muayene ve isitme testleri
yapilan hastalar, sendromik agidan bélimimuzde degerlen-
dirilmistir. DNA ekstraksiyonunu takiben GJB2 geni Polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edilmis ve PCR-SSCP
ve RFLP teknikleri kullanilarak; 35delG, 235delC, 167delT,
176-191del16, V95M ve W77X mutasyonlarinin varhgi arasti-
rilmistir.

Bulgular: Calisma grubumuzu olusturan 50 hastanin GJB2
gen incelemesinde 10 hastada (7 homozigot ve 3 heterozi-
got) 35delG mutasyonu tespit edilmistir. Bu 7 homozigot
hastanin ulasabildigimiz iki tanesinin ebeveyninde heterozi-
got 35delG mutasyonu saptanmistir. Cahisilan 50 saghkh
kontroliin bir tanesinde heterozigot 35delG mutasyonu
saptanmis olup, genetik danismanlik verilmistir. GJB2 genine
ait diger mutasyonlar (V95M, 176-191Dell6, 235DelC,
167DelT, W77X) calisilan her iki grupta da tespit edilememis-
tir.

Sonug: GCalismamizin sonucunda Erzurum bolgesinde GJB2
gen mutasyonlarinin non-sendromik otozomal resesif isitme
kaybi olan bireylerde hastaligin etiyolojisinde 6nemli bir
neden oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: GJB2, Non-sendromik isitme kaybi, SSCP.

Abstract

Background: : The aim of this study was to investigate the
auditory disorders in or around Erzurum from the genetic
aspects, to determine GJB2 gene mutations that lead to non-
syndromic autosomal recessive hearing loss and to deter-
mine mutation profile for this gene.

Method: 50 patients with hearing loss and 50 healthy volun-
teers participated to this study. Patients whose examination
and auditory tests were performed at the ear-nose-throat
outpatient clinics were referred to us to be evaluated for an
underlying syndrome. GJB2 gene was amplified with poly-
merase chain reaction (PCR) after DNA extraction and pres-
ence of 35delG, 235delC, 167delT, 176-191del16, VO5M and
W77X mutations were investigated by using PCR-SSCP and
RFLP techniques.

Results: As a result of the GJB2 gene studies of the 50 pa-
tients in the study group, 35delG mutation was detected in
10 patients (7 homozygous and 3 heterozygous). Of these 7
patients with homozygous mutations, we could reach the
parents of 2 patients and heterozygous 35delG mutation
was detected in these. Among the 50 healthy control sub-
jects, a heterozygous 35delG mutation was detected in 1
patient and this patient was given genetic counseling. The
other mutations that belong to GJB2 gene (V95M, 176-
191Del16, 235DelC, 167DelT, W77X) were not detected in
either of the groups.

Conclusion: As a result of our study, GJB2 gene mutations
were detected to be an important etiological factor in pa-
tients with autosomal recessive hearing disorders residing in
or around Erzurum.

Keywords: GJB2, Non-sendromic hearing loss, SSCP.

Giris

insanlar arasindaki iletisim yollari icinde en
onemlisi ve en sik kullanilani konusarak anlasma
yoludur. Diger kosullarin varhg! halinde, konus-
manin 6grenilmesinde en 6nemli unsur isitmedir.
isitme kaybi sik karsilasilan algilama bozuklukla-
rindan biri olup her 1000 ¢ocuktan birinde go-
rilmektedir (1).

isitme bozukluklarinin yaklasik olarak %50'sinin
sebebini gevresel faktorler teskil ederken, diger
yarisinin  %70'ini non-sendromik ve %30'unu
sendromik olmak lizere tek gene bagli bozukluk-
lar olusturmaktadir (2). Non-sendromik isitme
bozukluklarinin yaklasik %80'i otozomal resesif,

%20'si otozomal dominant, %1'i X'e bagl ve %1
'den azi mitokondriyal kalitim géstermektedir (3-
5). Non-sendromik isitme kaybi izerine yapilan
genetik calismalar sonucunda 2007 yili itibariyle
otozomal resesif isitme kaybina neden olan yak-
lasik 34 gen, 100’den fazla lokus ve 207 adet Gap
Junction Beta-2 gen mutasyonu rapor edilmistir
(6). Ayrica iki mitokondriyal gende (125 rRNA ve
tRNASer) mutasyonlar gosterilmis ve bu mito-
kondriyal mutasyonlarin o6zellikle aminoglikozit
kullanim 6ykisi olan isitme engellilerde taran-
masli gerektigi onerilmistir (4,5). Cesitli toplum-
larda yapilan mutasyon taramalari sonucunda
otozomal resesif non-sendromik isitme kayipli
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olgularin yaklasik %50'sinden GJB2 gen mutas-
yonlarinin sorumlu oldugu gosterilmistir (7,8).

Bu calismada, Erzurum ili ve cevresinde isitme
bozukluklarinin genetik ydnden arastiriimasi,
non-sendromik otozomal resesif isitme kaybina
neden olan GJB2 gen mutasyonlarin belirlenmesi
ve mutasyon profilinin ¢ikartiimasi amaglandi.

Materyal ve Metod

Bu calisma 2005-2007 vyillari arasinda Atatlirk
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim
Dali ve Kulak Burun Bogaz Anabilim Dallarinda
gerceklestirilmistir. Calismada, ailesinde birden
fazla isitme engelli olan 15-35 yas araliginda 60
birey degerlendiriimeye alinmistir. Ailelere ait
pedigri 6rnekleri cikartilarak, olgular ve ailelerin-
den alinan bilgiler dogrultusunda isitme kaybinin
otozomal resesif gecis gosterdigi distnilen bi-
reyler belirlenmistir. Bu bireylerin klinik muaye-
neleri yapilarak, hastalarin dis kulak yolu ve zar
yapilari degerlendirilmistir. Klinik muayene so-
nuclarina gore sendromik isitme kaybi oldugu
disindlen bireyler galisma grubundan g¢ikartiimis
ve non-sendromik otozomal resesif isitme kaybi
oldugu dislnilen 50 birey ¢alismaya dahil edil-
mistir. Tastyicilik sikliginin saptanmasi igin, akra-
balik iligkisi bulunmayan ve yapilan isitme testleri
neticesi normal isitme frekansina sahip 50 birey
¢alismaya kontrol grubu olarak dahil edilmistir.

DNA ekstraksiyonu igin, hastalardan 2 ml perife-
rik kan 6rnegi alindi. Periferik kandan DNA izo-
lasyon kiti (Gentra) ile firmanin vermis oldugu
protokole goére ekstraksiyon yapilmistir. GJB2
geni Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ampli-
fiye edilmistir. Connexin26 geninin amplifikasyo-
nu icin hazirlanan primerler
“http://www.ncbi.nlm.nih. gov” adresli veri kay-
nagindan gen dizileri esas alinarak hazirlanmistir.
Her bir primerle PCR sonucu elde edilen Grlnler
%1,5’lik Agaroz jelde marker DNA ile yiritllerek
kontrol edilmistir. Daha sonra, her bir amplikon
%8’lik poliakrilamid jel elektroforezinde (PAGE),
SSCP teknigi ile yiritulerek stipheli bant paterni-
ne sahip hastalar kaydedilmistir. SSCP ile farkl
bant paterni veren 13 otozomal resesif non-
sendromik isitme kayipli bireyde PCR-RFLP tekni-
gi kullanilarak; 35delG, 235delC, 167delT, 176-
191del16, V95M ve W77X mutasyonlarinin varhgi
arastirilmistir.  PCR Urinlerine endoniikleaz en-

zimlerinin uygulanmasi (RFLP) igin 0.5 ml’lik
ependorf tupleri kullanilmistir. Her olgu icin fir-
manin verdigi protokoller uygulanmistir. ECO72I
(Fermantas) enzimi, GJB2geninin 283. pozisyo-
nundaki V95M mutasyonunu saptamak igin kul-
lanilmistir. GJB2geninde 176-191 arasindaki 16
bazlik delesyon mutasyonunu saptamak igin
AFIlIl (Fermantas) kullaniimistir. Apal (Ferman-
tas) GJB2geninde 235delC mutasyonunu, Bfml
(Fermantas) GJB2geninde 167delT mutasyonunu,
Eco01091(Takara) GJB2geninde W77X mutasyo-
nunu saptamak i¢in kullanilmigtir. GJB2geninde
35delG mutasyonunu saptamak icin Bsc4l (Si-
bEnzyme) kullaniimistir. PAGE elektroforez uygu-
lamasi ile fragmentler ethidium bromide ile go-
rantldlenmistir.

Bulgular

Calisma kapsaminda, Erzurum ili ve gevresinde
otozomal resesif non sendromik isitme kaybi
olan 50 bireyde GJB2 gen mutasyonlari PCR-SSCP
yontemi ile taranmistir. 50 bireyin 7'sinde homo-
zigot ve 3’linde heterozigot olarak 35delG mu-
tasyonu belirlenmistir (Sekil 1). Pedigri analizleri-
nin incelenmesi sonucu 35delG mutasyonunu
homozigot olarak tasiyan her bireyin ebeveynleri
arasinda akraba evliligi oldugu da gozlenmistir
(Tablo 1). Kalan 3 hastamizda SSCP ¢alismasi
sonucu GJB2 geninin 5. primer boélgesine ait PCR
Urininde mutasyon olduguna isaret eden farkh
bant paternleri oldugu gézlenmistir (Sekil 2). Bu 3
hastaya Bsc4l restriksiyon enzimi uygulanarak
yapilan RFLP calismasi sonucunda enzim kesimi-
nin tanimlanan yerden farkli bir bolgede oldugu
ve bu mutasyonun Bsc4l enzimi icin yeni bir ke-
sim noktasi olusturdugu gorilmustir. Pedigri
analizlerinin incelenmesi sonucunda bu (i¢ bire-
yin anne-babasi arasinda akraba evliligi gozlen-
memistir.

Mutasyon tespit edilen bireylerden yapilan pe-
digri analiz sonuglarinin otozomal resesif kalitim
modeli gosterdigi yani anne ve baba saglikh iken
cocuklarinda cinsiyet ayirt etmeksizin bir kismin-
da sagirligin ortaya ciktigi gozlenmistir. 35delG
mutasyonlarini homozigot olarak tasiyan 3 birey-
de bilateral derin isitme kaybi (Tablo 2 de 1.,3.,8.
olgular), 4 bireyde bilateral total isitme kaybi
(Tablo 2 de 2,5,6,7. olgular), 35delG mutasyonu-
nu heterozigot olarak tasiyan 1 bireyde ise bila-
teral derin isitme kaybi saptanmistir (Tablo 2 de
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4. olgu). Tasiyicihk sikliginin saptanmasi icin, bir-
biri ile herhangi bir akrabalik iliskisi bulunmayan
ve yapilan isitme testleri neticesi normal isitme
frekansina sahip 50 kontrol grubu bireyin bir
tanesinde 35delG mutasyonu heterozigot olarak
bulunmustur.

Sekil 1. Hasta ve saglikl kontrollere ait PCR trunleri-
nin, 35delG mutasyonu varligini tespit etmek igin
Bsc4l ile RFLP teknigi uygulandiktan sonra ethidium
bromide ile boyanarak goriintilenmesi. Marker (M)
DNA fragment buyuklukleri sirasi ile 80, 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1031 bp uzunluklarinda-
dir. 5 ve 6 numaral 6rnekler 181 ve 26 bp lik iki frag-
mentlik farkli bant paternleri géstermektedir, 1 ve 10
nolu ornekler saghkh kontrollere aittir. (Okun yoni
jelin yirtiime yoniini gostermektedir.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Sekil 2. Hasta ve saglikli kontrollere ait PCR Urlnleri-
nin, SSCP teknigi uygulandiktan sonra ethidium bro-
mide ile boyanarak goriintiilenmesi. 5,11,17 numaral
ornekler farkli bant paternleri gdstermektedir, 1 ve 22
nolu érnekler saghkli kontrollere aittir.

Sendromik isitme kaybi olan yedi hastanin deger-
lendirilmesi sonucu ise klinik tani olarak, iki olgu-
da Treacher-Collins sendromu, iki olguda Distal
Renal Tubuler Asidoz ve isitme kaybi, iki olguda
Apert sendromu ve bir olguda da Leopard send-
romu distntlmastir.

Tartisma

isitme kayiplarina neden olan genetik faktorlerin
yaklasik %30'u sendromlarla birlikte gozlenirken,
%70'ini non-sendromik isitme kayiplari olustur-
maktadir (9,10). Gulnimuze kadar isitme kaybi-
nin tanisinda ve tastyictiginin belirlenmesinde
35delG mutasyonunu ortaya koymaya yonelik
farkh metotlar ortaya konmustur. Bu metotlar
icerisinde en popller olani, Kupka ve ark.'nin
gelistirdigi ve 35delG icin 6zel olarak hazirlatilan
mutant primerlerin kullanilarak yapildigi mutas-
yon analizidir. Normalde GJB2 genindeki 35delG
bolgesinde herhangi bir restriksiyon enzim kesimi
bulunmamaktadir. Fakat dizayn edilen mutant
primerler ile Uretilen PCR fragmentinde enzim
kesim bolgesi olusturularak, 35delG'nin homozi-
gotlugu veya heterozigotlugu gosterilebilmistir
(11).

Bizim ¢alismamizda PCR-SSCP ile yapilan mutas-
yon taramasl sonucunda otozomal resesif non-
sendromik isitme kayipli 50 bireyin 13’(inde farkli
bant paterni gorilmustir. Elde ettigimiz verilerin
degerlendirilmesi sonucunda, GJB2 mutasyonlari
icinde en fazla 35delG mutasyonunun varhgi
tespit edilmistir. Bu mutasyonun 50 hasta birey-
de test edilen 100 alleldeki gorilme sikligi %17
olarak tespit edilmistir. Bu mutasyonun 50 sag-
likh kontrolde test edilen 100 alleldeki gorilme
sikhgr ise 1:50 olarak saptanmistir. Degisik Ulke-
lerdeki 35delG mutasyonunun tasiyicilik sikliklar
Yunanistan'da 1:33, ispanya'da 1:40, Tunus'ta
1:77, Malta'da 1:36 olarak bildirilmistir (7,9,10).
Bu oranin adi gegen lilkelerde yaygin olarak goru-
len ve kistik fibrozise yol acan CFTR genindeki
AF508 mutasyondan daha sik oldugu rapor edil-
mistir (3).

Otozomal resesif non-sendromik isitme kayipli
bireylerin, Avrupa’da %46’sinda, Japonya’'da
%12'sinde, Kore’de %8’inde GJB2 mutasyonlari
gorilurken, Tirkiye’de yapilan degisik calisma-
larda bu mutasyon oranlar sirasiyla %19.7,
%31.7, %64 ve %27.8 olarak rapor edilmistir
(3,12,13).
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Tablo 1. 35delG mutasyonu saptanan 10 bireye ait yas, molekiler genetik sonug, akrabalik durumu.

Olgu No Yas Molekiiler genetik sonu¢  Akrabalik durumu
1 18 homozigot 35delG +
2 20 homozigot 35delG +
3 19 homozigot 35delG +
4 22 homozigot 35delG +
5 23 homozigot 35delG +
6 24 homozigot 35delG +
7 20 heterozigot 35delG -
8 21 homozigot 35delG +
9 16 heterozigot 35delG +

[
o

18 heterozigot 35delG

Tablo 2. 35delG mutasyonu saptanan 8 bireyin odyometri sonuglari.

Olgu No Odyometri Timpanometri  Akustik refleks ve esigi

1 113 dB/95 dB N/N o/ 0

NSiK 110dB/110 dB
2 Bileteral N/N ®/ b

Total NSIK 110dB/110 dB
3 Bileteral N/N ¢/

100 dB NSiK 110dB/110 dB
4 110 dB/90 dB N/N o/

NSIiK 110dB/110 dB
5 Bileteral N/N ®/ b

Total NSIK 110dB/110 dB
6 Bileteral N/N o/

103 dB NSiK 110dB/110 dB
7 Bileteral N/N d/ o

Total NSIiK 110dB/110 dB
8 Bileteral N/N o/

100 dB NSiK 110dB/110 dB

Bizim galismamizda ise bu oran %26 olarak tespit
edilmistir. Tarkiye'deki ¢calismalarda farkli sonug
arzeden Tekin ve ark.’nin 11 ailede yaptig1 GJB2
mutasyon taramasi %64 olarak raporlanmistir.
Bu galismada sonucun digerlerinden daha yiiksek
bulunmasi, incelenen hasta sayisinin daha az
olmasina bagh oldugunu dislindirmektedir.
Diger taraftan otozomal resesif non-sendromik
isitme kayiph 50 bireyde Uyguner ve ark.'nin
yaptigl ¢alismada, bu oran % 27.8 olarak belir-
lenmistir. Bu sonug, hemen hemen ayni sayida
hasta ve kontrol grubuna sahip olmasi ve hasta
ve kontrol grubu belirlenirken ayni kriterlerin gz
onine alinmasi nedeniyle bizim sonuglarimizla
paralellik gbstermistir (13).

Calisma grubumuzda otozomal resesif non-
sendromik isitme kayipli bireylerde CX26 geninde
35delG mutasyonlari, 7 homozigot ve 3 heterozi-
got yapida olarak toplam 10 hastada tespit edi-
lirken, Turkiye’de bu konuda yapilan diger calis-
malarla paralel olarak V95M, 176-191 Del 16,
235 Del C, 167Del T, W77X mutasyonlari tespit
edilememistir.

Tirk toplumunda yaklasik %20-25 arasinda gori-
len akraba evliligi (15) calisma grubumuzu olus-
turan otozomal resesif isitme engelli ailelerde
%60 olarak tespit edilmistir. Bu durum diger oto-
zomal resesif hastaliklarda oldugu gibi non-
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sendromik isitme kayiplarinda da akraba evliligi-
nin hastalik insidansini arttirdigini géstermistir.

GJB2 mutasyonlarinin genellikle siddetli ve derin
prelingual sensorindral isitme kaybina neden
oldugu gosterilmistir (3). Bizim g¢alismamizda
GJB2 mutasyonunu homozigot olarak bulundu-
ran hastalarimizin isitme seviyeleri karsilastirildi-
ginda bu mutasyonun, her iki kulakta asimetrik,
derin ve siddetli isitme kaybina neden oldugu
gozlenmistir. Wilcox ve ark.’nin (16,17) sonugla-
riyla uyumlu olarak GJB2 mutasyonlarinin neden
oldugu isitme kaybinda isitme seviyelerinin ayiri-
¢l tani kriteri olamayacagl da gorilmistiir. Bu
durum molekiiler tani testlerinin dnemini bir kez
daha gostermistir.

Sonuc olarak bu calisma ile elde ettigimiz veriler
bizlere, Erzurum ili ve gevresi ile Tiirk populasyo-
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