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Otozomal resesif isitme kaybi1 olan bir olguda aile oykiisii,
klinik ve molekiiler incelemeler

Family history, clinical features, and molecular characterization of a patient
with autosomal recessive non-syndromic hearing loss

Fiisun DUZCAN,' Bernd WOLLNIK,? Emre TEPELI,' F. Necdet ARDIC,’ Oya UYGUNER,’ Hiiseyin BAGCI'

Kalitsal gocukluk ¢agi isitme kayiplarinin en yaygin
sekli otozomal resesif non-sendromik isitme kayipla-
ridir. Genetik heterojenite ve klinik bulgularin belirgin
olmamasi nedeniyle bu tip isitme kayiplarinda so-
rumlu genin tanimlanmasi oldukga zordur. Dogustan
isitme kaybi nedeniyle incelenen iki yasindaki kiz
gocugunun aile dykusinde, agabeylerinden birinin
yani sira hastanin anne ve baba tarafinda tek tarafli
veya iki tarafli isitme kaybi olan alti kisinin daha ol-
dugu 6grenildi. Anne-baba arasinda akraba evliligi
yoktu; ancak yakin kdylerden olduklari belirlendi.
Odyolojik inceleme sonucunda iki tarafli ileri derece-
de sensorindral isitme kaybi tanisi kondu. indeks ol-
guda yapilan molekiler analizde, otozomal resesif
isitme kaybina GJB2 geninde homozigot 35delG
mutasyonunun neden oldugu saptandi.

Anahtar Sézclikler: Connexin/genetik; sagirik/genetik; DNA

mutasyon analizi; genetik tarama; isitme kaybi, sensoriné-
ral/etyoloji; mutasyon; pedigri.

Autosomal recessive non-syndromic hearing loss is
the most common form of inherited childhood deaf-
ness. Identification of the responsible gene in this type
of hearing loss presents difficulties because of marked
genetic heterogenicity and limited clinical presentation.
A two-year-old girl was referred to our clinic because
of congenital hearing loss. Family history showed that
her brother and six relatives of her parents were also
affected by unilateral or bilateral hearing loss. There
was no consanguinity between the parents, though
they were from close villages. Audiometric studies
revealed severe bilateral sensorineural hearing loss.
Molecular analysis of the index patient documented
that autosomal recessive non-syndromic hearing loss
resulted from the homozygous 35delG mutation in the
connexin 26 gene.

Key Words: Connexins/genetics; deafness/genetics; DNA
mutational analysis; genetic screening; hearing loss, sen-
sorineural/etiology; mutation; pedigree.

Dogustan sensorindral isitme kayb1 (SNIK) her
1000 ¢ocuktan 1’inde goriilen bir durumdur." Tiim
olgularin yaklagsik %601 genetik orijinlidir; bunla-

rin yaklasik %80'1 otozomal resesif, %20’si otozo-
mal dominant, %2’si de X'e bagl gecis 6zelligi ta-
simaktadir."” Genetik nedenlerin iginde %601
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non-sendromik, %401 da sendromik isitme kaybi
olarak goriilmektedir.” Epidemiyolojik ve genetik
calismalar, 100’1 askin gen tizerindeki mutasyon-
larin non-sendromik isitme kaybina neden olabil-
digini gostermektedir.” Bugiine kadar bu genler
tizerinde 60 lokus tanimlanmis; connexin 26
(Cx26), connexin 31 ve alfa-tectorin proteinlerini
kodlayan 21 gen klonlanmustir.” Skala media, en-
dolenf i¢cindeki yiiksek potasyum konsantrasyonu-
nun saglanmasi, kokleada isitmenin gerceklesebil-
mesi i¢in gereklidir. Yiiksek potasyum konsantras-
yonunun saglanmasi ise connexin 26 proteini saye-
sinde gerceklesmektedir. Sorumlu gen olarak be-
lirtilen GJB2 (gap-junction protein beta-2), conne-
xin 26 proteinini kodlamaktadir. GJB2 genindeki
mutasyon, Cx26 {iretimini bozarak, ileriden ¢ok
ileri derecelere kadar degisen non-sendromik do-
gustan SNIK’ye neden olmaktadir. Dolayisiyla,
Cx26'y1 kodlayan GJ]B2 genindeki mutasyonlar
otozomal resesif non-sendromik isitme kaybinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle GJB2 geni
tizerinde 35. niikleotidde saptanan G delesyonu,
otozomal resesif non-sendromik isitme kaybinda
en sik karsilasilan mutasyonu olusturmaktadir.
Nadiren de olsa, GJB2 geni tizerindeki mutasyon-
larin otozomal dominant sendromik isitme kaybi-
na da yol agtig1 bilinmektedir.”” Tiirk toplumunda
otozomal resesif non-sendromik isitme kaybi olan
aileler iizerinde yapilan bir calismada GJB2 genin-
deki 35delG mutasyon sikhiginin %23.1 oldugu
saptanmustir.*”
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Bu yazida, dogustan isitme kayb1 olan genis bir
aile klinik ve molekiiler yonleriyle incelendi.

OLGU SUNUMU

Seslenince duymama ve konugsmama yakinmala-
riyla getirilen iki yasindaki indeks olgunun aile 6y-
kiisiinden, agabeylerinden birinde benzer isitme
kayb1 olasiliginin bulundugu anlagildi. Daha sonra
aile Oykiisii genigletildiginde hastanin anne ve baba
tarafinda tek tarafli ve iki tarafli isitme kaybi olan
benzer sikayetli alt1 kisinin daha oldugu 6grenildi
(Sekil 1). Ailede bilinen bir akraba evliligi 6ykiisii ol-
madig, ayr1 koylerden evlenmelerin oldugu belir-
lendi. Fizik muayenede herhangi bir dismorfik bul-
guya rastlanmadi ve diger sistem bulgularinin nor-
mal oldugu goriildi. Odyolojik inceleme sonucunda
iki tarafli ileri derecede SNIK tanis1 kondu. Indeks
olguda mutasyon taramasi amaciyla periferik kan
ornegi alindi. Aile iiyeleri, planlanan genetik ¢alis-
ma igin bilgilendirildi ve gerekli onaylar alindi.

Mutasyon analizi: Genomik DNA, 5 ml periferik
kan 6rneklerinden kit kullanilarak elde edildi (DNA
Isolation Kit for Mammalian Blood, Roche Diagnos-
tics, Istanbul, Tiirkiye). Analiz i¢in, PCR-mediated si
te-directed mutagenesis ve ardindan PCR-based restric
tion enzyme assay (BsiYI) (MBI Fermentas, [stanbul,
Tiirkiye) enzim kesim yontemi kullanildi." PCR
amplifikasyonu i¢in normal allel ile uyumlu ileri
primer ve mutant allelde BsiYI enzim kesimine ola-
nak saglayacak modifiye ters primer kullanildi. Bsi-
YI enzimi CCN5/N2GG dizisini taniyacagindan
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Sekil 1 - Olgunun aile agact.
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mutant alleli kesmekte, ancak normal alleli keseme-
mektedir. Bu durumda, normal allele ait PCR tirtinii
207 bp, mutant allele ait PCR iiriinii ise 181 bp’dir.
PCR iirtiniiniin analizinde bu iki alleli ayirabilmek
amaciyla %2’lik molekiiler tarama agaroz jeli (Roche
Diagnostics, Istanbul, Tiirkiye) kullanildi. Normal
ve mutant PCR triinleri, dizi analizi sonucuna gore
35delG mutasyonu i¢in homozigot ve heterozigot
olduklari belirlenen kontrol DNA’larla paralel ola-
rak calisildi.

Indeks olgunun molekiiler analizinde, enzim ke-
siminin dogrulugu, yeterliligi ve agaroz jelin ayiric1
o6zelliginin kontrolleri igin, 35delG mutasyonunu tek
allelde tasityan heterozigot DNA ve 35delG’yi iki al-
lelde tasiyan homozigot DNA Ornekleri, olgu
DNA's1 ile ayn1 kosullarda paralel olarak calisild.
PCR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucun-
da, heterozigot kontrol 181 bp ve 207 bp’de 2 bant,
homozigot kontrol ve olguya ait PCR {iriinleri de
181 bp’de tek bant olarak gozlendi (Sekil 2a). Mole-
kiiler test sonucu, indeks olgunun GJB2 geninde
35delG mutasyonunu homozigot olarak tagidigin
gosterdi (Sekil 2b).

TARTISMA

Connexinler, kii¢iik molekiillerin ve iyonlarin
hiicreleraras: iletisimini saglayan ve gap birlesimini
olusturan proteinlerin genis bir ailesidir. Bu ailenin
bir iiyesi olan Cx26'nin endolenfatik potasyum
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iyonlarinin resirkiilasyonunda 6énemli oldugu diisii-
niilmektedir. Bu proteini kodlayan GJB2 genindeki
mutasyonlar, otozomal resesif non-sendromik isit-
me kaybinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Farkl
topluluklarda bu gende bir¢ok mutasyonlar tanim-
lanmigtir. Bunlarin bir kismi otozomal dominant, bir
kismu da otozomal resesif isitme kaybina yol acabil-
mektedir. Avrupa topluluklarinda, otozomal resesif
non-sendromik isitme kaybinda en sik 35delG frame
shift mutasyonu gozlenmektedir. Bu toplumlarda
35delG mutasyonu, GJB2 {izerinde goriilebilen diger
mutasyonlar arasinda en sik goriilenidir. Tiirkiye’de
otozomal resesif non-sendromik isitme kaybi belir-
lenen hastalar iizerinde yapilan bir ¢calismada, GJB2
gen mutasyon siklig1 %31.6 oraninda saptanmis;
bunlarin %73.6’sin1 35delG mutasyonunun olustur-
dugu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismada, otozomal
resesif non-sendromik isitme kaybi olan hastalarin
%23.1"inde 35delG mutasyonuna rastlanmugtir.™”

Ispanyol ve Italyan kisilerde Cx26 geni {izerinde-
ki mutasyonlar1 arastirmak icin yapilan bir calisma-
da 280 birey incelenmis; Cx26 geni tlizerindeki mu-
tasyonlar icinde 35delG mutasyon oran1 %85 bulun-
mustur.""

Ulkemizde yapilan bir calismada ise, birbiriyle
iliskisiz, isitme kayb1 olan 235 ¢ocuk bu mutasyon
yoniinden taranmus, 48 bireyin homozigot mutas-
yon tasidig1 belirlenmistir. Bu lokusta gerceklesen

o CCTGGGGGGTGTGA

E A

TGGGGOGTGTGAA

Sekil 2 - (a) Amplifikasyon iiriinlerinin, BsiYI enzim kesimi sonucu elde edilen bantlarin, %2'lik MS
agara jelde yiiriitiilerek goriintiilenmesi. Birinci sirada indeks olgu, ikinci sirada 35delG
mutasyonu igin homozigot kontrol DNA 0rnegi, iigtincii sirada 35delG mutasyonu igin het -
erozigot DNA ornegi gosterilmektedir. (b) Cx26 geninde normal ve mutant allellerin dizi

analiz sonuglari.
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diger mutasyonlarla karsilastirildiginda, GJB2 ge-
ninde 35delG mutasyonunun %90'1n tiizerinde oldu-
gu bildirilmistir."” Bu mutasyon nadiren otozomal
dominant isitme kayiplarinda da gozlenebilmekte-
dir.

Olgumuzda ayrintili pedigri incelemesinde, aile-
de sekiz kiside tek tarafli ya da iki tarafh isitme kayb1
oldugu 6grenilmistir. Ailede bilinen bir akraba evlili-
&i olmamasi ve ayr1 koylerden evlenmelerin olmasi,
ilk basta bizi tam penetre olmayan otozomal domi-
nant kalittima y6nlendirdi. Ancak, daha sonra ayrmti-
l1 6ykiide, yakin iki koy arasindaki evliliklerin ¢ok stk
olmas1 ve pedigri incelemesi sonucunda hastaligimn
otozomal resesif kalitma uygun oldugu gorildii. Ai-
leye uygun genetik damismanlik verildi. Mutasyon
taramas1 sonucunda 35. niikleotidde homozigot G
delesyonunun saptanmasi, isitme kaybinin otozomal
resesif olarak kalitildigini gosterdi. Tiirk toplumunda
bu mutasyon sikhiginin (35delG) yaklasik %23.1 gibi
yliksek oranda olmasi nedeniyle, non-sendromik ka-
Iitimsal sensorinoéral isitme kayiph olgulara dogru ge-
netik danismanlik verebilmek icin, 6ncelikle GJB2 ge-
ninde mutasyon analizi ¢alismalarmin yapilmasimnn
gerekli oldugunu diistiniiyoruz.
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