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OZET

Bu calismada, otozomal resesif kalitim modeline uyan non-sendromik sensorindral (NSSIK)
isitme kaybi bulunan 52 hastadan elde edilen DNA materyalinde Cx 26 geninin dizi analizi ya-
pildi. Test edilen allelerin %27.8 inde Cx26 geninde mutasyon saptandi. Bu mutasyonlarin
%79.3 tinii 35delG mutasyonu olugturdu. Tiirk toplumunda bu mutasyonun prevalansini sapta-
mak amaciyla 360 kontrol birey tarandi ve tagiyicilik sikligt %0.84 olarak saptand:. Elde edi-
len bulgular, Tiirk NSSIK hastalarinda Cx26 genindeki 35delG mutasyonunun diger Akdeniz
tilkelerine gore daha az oldugunu gosterdi. Cx26 geninde 35 del G mutasyonunu saptamak icin
laboratuarinmz kosullarina uyarladigimiz test, Mart 2001 den itibaren Molekiiler Genetik La-
boratuarimizda rutin uygulamaya girdi.

Anahtar kelimeler: NSSIK (non-sendromik sensorinéral isitme kaybi), mutasyon, molekiiler
genetik.

SUMMARY

Application of 35delG mutation analysis test for Cx26 gene for the diagnosis of non-syndro-
mic hereditary deafness. In this study, we present the results of Cx26 gene sequence analysis
data on the DNA isolates from 52 autosomal recessive non-syndromic sensorineuiral hearing
loss patients. Cx 26 gene mutations were found in 27.8% of the tested alleles, 35delG mutation
constituted to 79.3% of these mutations. For the carrier frequency of 35delG mutation in Tur-
kish population, we screened 360 control DNA samples and found the prevalance raie of
0.84%. Our results showed that the 35delG mutation is less frequent in Turkey when compa-
red with other Mediterrenean countries. Mutation screening for 35delG on Cx26 gene has been
established in our Molecular Genetics Laboratory and being offered as a routine diagnostic
test since March 2001.

Key words: NSSHL (non-syndromic senserineural hearing loss), mutation, molecular gene-
tics.

GIRIS pasif diftizyon ile hiicreler arasindan gegme-
sini saglayan transmembran yapilardir. Cx

Diinyada her bin dogumdan birinde konjeni- 26 geni, i¢ kulakta kokleanin gesitli bolgele-

tal sagirhik goriilmektedir. Bunlarin %75'ni

otozomal resesif, %15'ini otozomal domi-
nant, %?2-3 iinii X'e bagh ve ¢ok azin1 da mi-
tokondrial kahitim ile gecen sagirliklar olus-
turmaktadir. Literatiire gore Connexin 26
gen (Cx26) mutasyonlar1 konjenital sagirlik-
larin yaklagik %350'sinden sorumlu tutulmak-
tadir 2), Connexin'ler gap junction prote-
inleri olup kiigiik molekiillerin ve iyonlarin

rinde ve cildin epidermis katmaninda eks-
prese olan GJB2 (gap junction beta protein
2) proteinini kodlamaktadir ),

Bugiine kadar, Cx 26 geninde sagulifa ne-
den olan 40 dan fazla mutasyon tanimlan-
mugtir ¥, Bu mutasyonlarmn arasinda en sik
rastlanan mutasyon 35delG delesyonu (an-
lamsiz mutasyon) olup, degisik topluluklar-
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da non-sendromik sensorinoral igitme kayip-
larindaki (NSSIK) siklig1 %30 ile %62 ara-
sinda degigsmektedir 6 ve D),

Calismamiz, Tiirkiye'de kalitsal sagirliklarda
Cx26 gen mutasyonlari tizerine yapilan ilk
genis kapsamh caligma olmas1 ve Tiirk top-
lumuna 6zgiin bulgular: ortaya ¢ikarmasi ba-
kimindan orjinal bir ¢aligma niteligi tasi-
maktadir.

MATERYAL ve METOD

Olgularm Secimi ve Klinik
Degelendirmeler

Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi
Kulak Burun Bogaz Hastaliklart Ana Bilim
Dali, Burgin-Engin Inan Agir Isiten Cocuk-
lar Tan1 ve Egitim Merkezi'ne 1990-2001
yillar1 arasinda agilmis 4000 hasta dosyasi
incelenerek, aile agaci analizine gore otozo-
mal resesif kalitimli ve non sendromik isit-
me kaybi bulunan 57 aile onaylar1 alinarak
calisma igin secildi. Ancak detayli aile agaci
bilgilerinin dokiimiinden sonra ortak atadan
geldikleri anlagilan 5 aile ¢aligma dist bira-
kild1. Her bir ailede en az 2, en fazla 12 bi-
reyde bilateral sensorineural igitme kaybi
vardi. Olgularm klinik muayeneleri ve odyo-
lojik testleri (Serbest saha odyometresi, BE-
RA-Isitsel beyin sap1 cevabi odyometresi ve
saf ses odyometresi) yapildi. Sagirhifa neden
olabilecek diger unsurlarin 6rnegin neonatal
komplikasyonlarin, bakteriyal menenjit ve
diger enfeksiyonlarin, ototoksik ila¢ kullani-
mi1 ve travmanin diglanmasi i¢in ayrintili 6y-
kii alindi.

Tastyicilik sikliginin saptanmasi igin, birbiri
ile herhangi bir akrabalik iligkisi bulunma-
yan bireylerden toplanan 360 kontrol DNA
materyali kullanildu.

Mutasyon Analizi:

Genomik DNA, 5 ml periferik kan trnekle-
rinden kit kullantlarak elde edildi (DNA Iso-

lation Kit for Mammalian Blood-Roche).
Tiim hastalarin (52 adet), Cx26 geninin ko-
don bolgesinin (ekson 2) tamami yayilan-
mug protokole gore ¢ogaltildt ®), DNA frag-
manlari agaroz jelden saflagtirma yolu ile el-
de edildi (Agarose Gel DNA -extraction Kit-
Roche). Elde edilen saf DNA, dizi analizine
tabi tutuldu (lontek-Bursa).

Cx26 geninde 35delG tasiyicilik sikligini
saptayabilmek i¢in bir siire dnce yaymlanan,
PCR-mediated site directed mutagenesis tes-
ti ve ardindan BsiYI (MBI Fermentas) en-
zim kesim yontemi laboratuarimiz kosullari-
na uyarlanarak kullanildi (Bkz. Sekil 1) ®),
Bu yontem ile 360 kontrol DNA materyali
35delG mutasyon tastyiciligi i¢in tarandi.

BULGULAR

Cx26 geni dizi analizi sonuglarina gore 52
olgunun 12 sinde homozigot, 1 inde tek al-
lelde ve 2 sinde de "compound" heterozigot-
luk saptandi. Toplamda test edilen 104 alle-
lin 29 unda (%27.8) mutasyon bulundu
(Tablo 1). Mutasyon saptanan allelerin 23
tinde (10 olguda homozigot 3 olguda hetero-
zigot) 35delG mutasyonu vardi. Ug allelde
(1 olguda homozigot ve bir olguda heterozi-
got), amino asit diziliminde W24X (nonsen-
se) degisimine neden olan G71A mutasyonu,
1 allelde R127H degisimine neden olan
G380A ve 2 allelde (1 olguda homozigot) -
355-357del(GAG) kodon delesyonu
(119delE) saptandi.

Bu bulgularm yanisira, bir olguda G160S ve
V1531 ve bir diger olguda da V27A, E116G
ve Q80R polimorfizmlerinin heterozigot ola-
rak bulundugu saptandu. Tkinci olgunun anne
ve babasinda yapilan dizi analizinde, Q80R
babada homozigot, annede heterozigot ola-
rak saptandi,

360 kontrol DNA sinda yapilan 35delG tara-
masinda 3 kiside tagiyicilik saptandi,




Tablo 1. Olgularin klinik bulgular1 ve Cx 26 gen mutasyon analizi sonuglart (n=15)
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Aile no Baglama evresi Sagirhgm siddeti Mutasyon
DF1 Dil ncesi Cok ileri derece 35delG/35delG
DF2 Dil éncesi Cok ileri derece 35delG/35delG
DF 10 Dil 6ncesi Cok ileri derece 119delE/119delE
DF 15 Dil 6ncesi Cok ileri derece 35delG/35delG
DF 22 Dil t6ncesi Orta, ileri derece 35delG/35delG
DF 23 Dil 6ncesi Tleri, cok ileri derece 35delG/35delG
DF 27 Dil 6ncesi ileri, cok ileri derece 35delG/35delG
DF 30 Dil 6ncesi Tleri derece W24X/wW24X
DF 32 Dil 6ncesi [leri derece 35delG/35delG
DF 35 Dil éncesi Orta, ileri derece 35delG/35delG
DF 38 Dil 6ncesi Ileri derece 35delG/35delG
DF 52 Dil dncesi Tleri, ¢ok ileri derece - 35delG/R127H
DF 53 Dil 6ncesi Cok ileri derece 35delG/35delG
DF 56 Dil 6ncesi Tleri derece 35delG/-?
DF 63 Dil 6ncesi Orta, ¢ok ileri derece 35delG/W24X
TARTISMA lan tagtyicilik siklig1 ise %1.78 olarak bulun-

Test edilen 104 allelin 29 unda Cx26 gen
mutasyonunun bulunmasi, Tiirkiye'de
NSSIK li hastalarda bu gendeki mutasyon
sikligiin %27.8 (29/104) oldugunu goster-
mektedir. Cx26 gen mutasyonlarinin arasin-
da da en sik saptanan mutasyon %79.3
(23/29) oran1 ile 35delG olmustur. Bu mu-
tasyonun test edilen 104 alleldeki goriilme
sikligy ise %22.1 (23/104)'dir. 35delG nin
toplumdaki tasiyicilik sikligr %0.84 (1:120)
olarak bulunmustur. Tasiyicilik sikliklar:
Italya'da 1:32, Ispanya'da 1:40, Tunus'ta
1:77, Malta'da 1:36 ve Yunanistan'da 1:33
diir 7:9-10), Japonya'da yapilan bir calismada
35delG mutasyonuna hi¢ rastlanmamig bu-
nun yerine % 73 oraninda 235delC mutasyo-
nu bulunmugtur 4D, Elde edilen bulgular,
Tiirkiye'de ki NSSIK'li olgularda 35delG si-
kiginm diger Akdeniz iilkelerine oranla dii-
siik oldugunu gostermektedir. Tiirk toplu-
munda, 11 sagir ailede daha 6nce yapilan bir
calismada Cx26 geninde 35delG mutasyon
siklig1 %64 ve 674 kontrol DNA sinda yapi-

mustur (12), "Bu ¢aligmada bulunan oranlarin
bizim saptadigimiz oranlara gore daha yiik-
sek bulunmasma karsin, incelenen hasta sa-
yismin az olmasi ve kontrol DNA larin se-
cilme kriterlerinin bilinmemesi sonuglarimi-
zin kargilagtirilmasini gliglestirmigtir.

Cx 26 gen dizi analizinde bulunan diger de-
gisiklikler W24X, R127H ve 119delE, lite-
ratiire gore sagirliga neden olan mutasyon-
lardir (13-19),

Bir olguda saptanan Q80R degisikligi ise sa-
gir olgumuzda heterozigot, saglikli anne ve
babasinda ise sirastyla heterozigot ve homo-
zigot olarak bulundugundan, bu degisikligin
polimorfizm oldugu kanisindayiz. Ancak ol-
gumuzda bu polimorfizm diger polimor-
fizmlerle birlikte (V27A ve E116G) bulun-
dugundan, bu durumun Cx26 gen iirtin fonk-
siyonuna olan etkisinin aragtirilmasi gerek-
mektedir (14,

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bir
diger bilgi de 35delG mutasyonunun farkli
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Sekil 1-a ve b: (a) Cx26 geninde 35delG mutasyon taramast i¢in laboratuarimz kogullarina uyarlanan PCR-mediated
site directed mutagenesis + BsiYI restriksiyon enzim kesim testi. Sekilde % 2.5 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen
DNA tirtinteri goriilmektedir. Swra 1: 1 kb DNA Ladder (Marker); sira 2: normal DNA; sira 3;: Cx26 geninde 35delG
homozigotlugu; sira 4: Cx26 geninde 35delG heterozigotlugu. (b) Cx26 35delG i¢in normal allelin ve mutant allelin

dizi analiz sonucu (fontek-Bursa)

a.

fenotipte ekspresyonlar gostermesidir (Tablo
1). Tiim hastalarimzda sagirligin baslangict
dil oncesi evrede gerceklesmesine ragmen,
siddeti orta ile ¢ok ileri derece arasinda
degiskenlik gostermektedir (). Bu durum
sagirligm siddetini etkileyen bagka faktorle-

rin bulunma olasiligin1 diistindiirmektedir
(1),

Sonug olarak, Tiirkiye'de otozomal resesif
NSSiK'da Cx26 geninde 35delG mutasyon
siklig1 %22.1 olarak ve tagtyicilik sikligi ise
%0.84 (1:120) olarak saptanmigtir. Bu mu-
tasyonun arastirilmasi igin laboratuarimiz
kogullarina uyarladigimiz yontem, bu tip sa-
girliklarda erken donemde tant konulmasini
ve ailelere gerekli danigmanlik ve egitim
hizmetlerinin verilmesine olanak saglaya-
caktir,
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