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OzZET

Denizli ve gevresinde konjenital non-sendromik isitme kaybi olan
olgularda GJB2 (konnexin 26) ve GJB6 (konnexin 30) genlerinin mutasyon

analizi

Dr. Bilge SARIKEPE

isitme kaybi, en sk goérilen duyusal bozukluk olup cesitli ©zelliklerine gore
sensorindral/iletim tipi, unilateral/bilateral, prelingual/postlingual olarak
siniflandiriimaktadir. Etiyolojisinde gevresel ve genetik nedenler rol oynamaktadir.
Genetik nedenlerle olusan isitme kayiplari baska sistemik bulgularla birlikte ise
sendromik, tek basina bulunuyor ise non-sendromik olarak kabul edilmektedir. Gap
junction genlerindeki mutasyonlar non-sendromik igitme kayiplarinin énemli bir
kismina neden olmaktadir. Bu gruba ait GJB2 genindeki mutasyonlar, cesgitli
toplumlarda non-sendromik isitme kayiplarinin yaklagik yarisini olusturabilmektedir.
lc kulakta benzer sekilde eksprese olan ve digenik kalitim 6zelligi de gosterebilen
diger bir gap junction geni GJB6'dir. GJB2 ve GJB6 genleri siklikla otozomal resesif
tipte isitme kaybi ile iligkili olmakla beraber otozomal dominant kalitimli mutasyonlari
da tanmlanmigtir. Avrupa Ulkelerinde ve Ulkemizde en sk saptanan GJB2
mutasyonu 35delG'dir. Ulkemizde yapilan calismalarda saptanan diger GJB2
mutasyonlari; W24X, delE120, 233delG, Q80R, 310del14, 167delT, P184R, 236-
239delTGCAINSAGATCCG, L90P, R127H, Q80K'dr. GJB6 ile ilgili olarak ise
Ulkemizde dizi analizi ile yapilan tek bir galigma mevcut olup herhangi bir mutasyon
saptanmamistir. Calismamizda non-sendromik bilateral sensorindral isitme kaybi
olan 36 hastada GJB2 ve GJB6 genlerinin kodlayici eksonlari ve ekson-intron
bileskeleri Sanger sekans ile analiz edilmigtir. GJB2 geninde; en sik saptanan
mutasyon olan 35delG igin allel frekans1 %16,6 (12/72) olarak saptanmis ve biallelik
35delG mutasyonu orani %11,1 (4/36) olarak bulunmustur. GJB2 geninde saptanan
diger patojenik degisimler olan 167delT, p.Leu90Pro icin allel frekansi 1/72
(%1,38)'dir. GJB2 genine ait patojenitesi tartismall olan p.Val153lle, p.Ala171Thr
degisimleri ve GJB6 genine ait p.Ser222= degisimleri icin allel frekansi 1/72
(%1,38)'dir. Sonuglar; GJB2 mutasyonlarinin bélgemizde isitme kaybinin énemli bir
sebebi oldugunu ve Ulkemizde yapilan ¢alismalarla benzer sonuglar elde edildigini

XI



gostermistir. isitme kaybi icin daha fazla olgu ile daha fazla gene yénelik calismalar

hem etiyolojinin aydinlatimasi1 hem de genetik danismanlik i¢in yararli olacaktir.

Anahtar kelimeler: isitme kayb1, gap junction, GJB2, GJB6, konneksin
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SUMMARY

Mutation analysis of GJB2 (connexin 26) and GJB6 (connexin 30) genes
in patients with congenital non-syndromic hearing loss around Denizli

Dr. Bilge SARIKEPE

Hearing loss is the most common sensory disorder and is classified as
sensorineural/conduction type, unilateral/bilateral, prelingual/postlingual according to
its various characteristics. Environmental and genetic factors play roles in its
aetiology. Hearing loss caused by genetic causes is described as syndromic if it is
with other systemic findings and non-syndromic if it presents alone. Mutations in the
gap junction genes cause a significant part of non-syndromic hearing loss.
Mutations in the GJB2 gene which is a member of this family may leads to
approximately half of non-syndromic hearing loss in various human populations.
Another gap junction gene that shows similar expression paterns in the inner ear
and can exhibit digenic inheritance is GJB6. The GJB2 and GJB6 genes are often
associated with autosomal recessive type of hearing loss, and autosomal dominant
inherited mutations are also described. The most common GJB2 mutation in
European countries and in our country is 35delG. Other GJB2 mutations that are
detected in the studies in our country are W24X, delE120, 233delG, QS80R,
310dell4, 167delT, P184R, 236-239delTGCAINSAGATCCG, L90P, R127H, Q80K.
There is only one study performed with Sanger sequencing in our country about
GJB6 but any mutation was detected. In our study; the coding exons and exon-
intron boundaries of GJB2 and GJB6 genes were analyzed by Sanger sequence in
36 patients with non-syndromic bilateral sensorineural hearing loss. Allele frequency
for 35delG which is the most frequent mutation in the GJB2 gene was 16.6% (12/72)
and the rate of biallelic 35delG mutation rate was found to be 11.1% (4/36). Allele
frequency for the other pathological variants detected in GJB2 gene, 167delT and
p.Leu90Pro is 1.38% (1/72). The allele frequency of p.Vall53lle, p.Alal71Thr
variants in GJB2 gene and p.Ser222= variant in GJB6 gene whose pathogenicity is
unclear is 1.38% (1/72). Results showed that GJB2 mutations are an important
cause of hearing loss in our region and that similar results have been obtained with

studies performed in our country. Further studies with large number cases including

Xl



more genes associated with hearing loss are required for both the identification of

aetiology and for genetic counselling.

Keywords: hearing loss, gap junction, GJB2, GJB6, connexin
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GiRiS

isitme duyusu; ortamda yayilan ses dalgalarinin dis kulak araciligiyla toplanip
orta kulaga aktarimi ve i¢ kulakta olusturdugu elektriksel potansiyelin isitme
korteksine iletimi ile meydana gelir. isitme duyusunun; uyaranlarin alglanmasi,
konusma ve anlamayla iligkili olmasi nedeniyle bireyin bilissel ve sosyal becerilerinin
gelisiminde oldukga 6nemli bir yeri vardir.

insanlardaki en sik duyusal bozukluk olan isitme kaybi yaklas k 500 dogumda
bir siklikta goriilir ve prevalansi yagla beraber artar. isitme kaybi gesitli 6zelliklerine
gbre sensorindral veya iletim tipi; unilateral veya bilateral; prelingual veya

postlingual olarak siniflandirimaktadir (1-3).

Etiyolojisinde ototoksik ilaglar, perinatal komplikasyonlar, menenijit, travma,
konjenital enfeksiyonlar (toksoplazma, rubella, sitomegaloviris) gibi cevresel
nedenler ile genetik nedenler bulunmaktadir. Gelismis Ulkelerde prelingual isitme
kayiplarinin Ggte ikisinin genetik nedenli oldugu duasunulmektedir. Genetik nedenli
olanlar ise sendromik (%30) ve non-sendromik (%70) olarak ayriir (1, 4). isitme
kaybinin eslik ettigi bazi sendromlar; Pendred sendromu, Brakio-Oto-Renal (BOR)
sendromu, Usher sendromu, Waardenburg sendromu, Alport sendromu, Jervell ve
Lange-Nielsen sendromlaridir (5).

Non-sendromik isitme kayipli (NSIK) olgularin %80’i otozomal resesif, %20’si
otozomal dominant, %1’den az bir kismi da Xe baglh veya mitokondriyal kalitim
gosterir (1). Non-sendromik isitme kaybindan sorumlu olan 100’den fazla gen,
1000’den fazla mutasyon ve 160'tan fazla gen lokusu tespit edilmistir. Bu lokuslar
DFN (DeaFNess) olarak adlandirilir. DFNA, otozomal dominant lokuslari; DFNB
otozomal resesif lokuslari; DFN X’e bagli lokuslari temsil eder. GJB2 geni DFNA3A
ve DFNB1A lokusunda; GJB6 geni ise DFNA3B ve DFNB1A lokusunda yerlesmis
olup konneksini kodlamaktadir (6). Konneksin hlcreler arasi ki¢guk molekul gegisini
saglayan gap junction yapisinin temel birimidir (7). GJB2 ve GJB6 genlerindeki

mutasyonlar sonucu kohlear potasyum dongusu bozulur ve igitme kaybi ortaya ¢ikar

(8).

GJB2 geni 13g12.11 bdlgesinde bulunur ve 226 amino asitlik konneksin 26
proteinini kodlar (9). Bu gen ile ilgili HGMD veri tabanina gére 300°den fazla
mutasyon tanimlanmistir (10). DFNB1 lokusundaki mutasyonlar ¢esitli toplumlardaki

otozomal resesif non-sendromik isitme kayiplarinin  %50’sinden fazlasini



olusturabilmektedir (11). isitme kayipli hastalardaki biallelik GJB2 mutasyonlari
ortalama olarak %17,3'tir. Mutasyonlar toplumlar arasi farklilik gdstermektedir.
Avrupa ve Orta Dogu'da 35delG en sik gorilen mutasyondur (12). Ulkemizde
yapllan calismalarda da GJB2 geninde en sik 35delG mutasyonu saptanmigtir.
Saptanan diger mutasyonlar W24X, DelE120, 233delG, Q80R, 310del14, c.167delT,
P184R, 236-239delTGCAINSAGATCCG, L90P, R127H, Q80K olarak bildiriimistir
(13-20). DFNASA lokusundaki mutasyonlar ise otozomal dominant tip igitme
kaybiyla iligkilidir. ilk kez Chaib ve ark. (21) tarafindan Fransiz bir ailede
gosterilmistir. Daha sonra Piazza ve ark. (22), bir TUrk ailede yeni bir mutasyon olan
R75Q’yu tanimlamiglardir.

GJB6 geni 13g12.11 bolgesinde bulunur ve 261 amino asitlik konneksin 30
proteinini kodlar (9). Konneksin 26 ile %76 benzerlik gosterir (23). Grifa ve ark. (23)
tarafindan; italyan bir ailede GJB6 (DFNA3) geninde otozomal dominant kalitim
drnedi gosteren mutasyon tanmlanmistir. Ulkemizde igitme kaybi ile iliskili GIJB6
genine yonelik tUm gen analizi sadece Tekin ve ark. (17) tarafindan yapimis tek bir
calisma mevcut olup bu calismada mutasyon saptanmamistir. Bazi toplumlarda
DFNBL1 lokusunda bulunan GJB6’ya yakin buyuk delesyonlarin isitme kaybi ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Bu delesyonlarin; GJB2 ile birlikte otozomal resesif ve digenik
kaltim gosterdigi saptanmistr. En sik gorulenleri del(GJB6-D13S1830) ve
del(GJB6-D13S1854) degisimleridir (1). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; mutasyona
0zgu analizlerde del(GJB6-D13S1830) saptanmamistir (14, 15, 17, 24). Bilindigi
kadariyla del(GJB6-D13S1854) ile ilgili galisma yapilmamistir.

Galismamizda; Denizli ve c¢evresindeki non-sendromik konjenital bilateral
sensorindral isitme kaybi olan olgularda GJB2 ve GJB6 genlerindeki mutasyon
sikligi ve mutasyon profilinin belirlenmesi amaclanmigtir. Molekuler etiyolojinin
belirlenmesi; ailelere dogru genetik danigsma verilebilmesini; hastalarda takip,
alinabilecek onlemler ve rehabilitasyonda yol gosterici verilerin elde edilmesini
sag@layacaktir. Bu sonuglar; tUlkemizde yapilmis diger ¢aligmalara katkis inin diginda
ileride yapiimasi hedeflenen daha detayli galigmalar i¢in ilk basamagi olusturacaktir.



GENEL BILGILER

KULAGIN ANATOMISI

Kulak, kafatasinin her iki yaninda bulunan temporal kemide yerlesmistir.
Anatomik olarak dis kulak, orta kulak, i¢ kulak olarak U¢ bélgeden olusan karmasik
bir yapidadir. Dis kulak; aurikila (kulak kepgesi) ve dis kulak kanalindan; orta kulak
u¢ kuicuk kemikcikten; i¢ kulak ise kohlea ve labirenter sistemden meydana gelir (25,

26). Sekil 1°de kulagin anatomik yapilar1 gosteriimistir.

inkus /

- Malleus ‘ Sinir

l)l

Aurikula

Dis kulak \
o Kohlea
Timpanik
Membran

Sekil 1: Kulagin anatomik yapilari. Willems ve ark. (2000)'dan degistirilerek
alinmigtir (27). Timpanik membrana kadar olan kisim dis kulak; mallus, inkus
ve stapes kemikgiklerinin bulundugu bosluk orta kulak; kohlea ve vestibuler
sistemin bulundugu kisim ise i¢ kulagi olusturur.

Dis Kulak

Kafanin her iki yaninda aglili bicimde bulunan, konkav ve konveks alanlar
iceren, deri ve perikondriumla sariimig Uzerinde fibroelastik kikirdaktan olusan
yaplya aurikila (kulak kepgesi) denir. Aurikila ses dalgalarini dis kulak yolu

araclligiyla kulak zarina iletir (26).

Dis kulak yolu erigkinde ortalama 25 mm uzunlugunda, 7-8 mm c¢apindadir.

Sekli ve ¢api degisken olan kanal, konkal kikirdak ile timpanik membran arasinda



anteroinferior yonde ‘S’ seklinde ilerler. Dig 1/3'lUk kismi kikirdak ile, i¢ 2/3'10k kismi

kemik yapi ile sarilidir. i¢c kismi kulak zari aracili§iyla orta kulaga baglanir (25, 28).

Orta Kulak

Orta kulak boslugu; dis kulaktan timpanik membran ile ayrimakta olup, i¢
kulakla oval pencere aracilidi ile iligki kurar. Seffaf ve ¢ok katli yapida olan timpanik
membran, oval bi¢cimli ve konkavdir. Temporal kemigin timpanik par¢asinda bulunan
‘Gerlach halkasr’ denilen fibroz anulusuna tutunur. Orta kulakta malleus, inkus,
stapes isimli U¢ kemikgik bulunmakta olup, sesi timpanik membrandan i¢ kulaga
iletir. Malleusun timpanik membrana yapisik bulunan manubrium mallei kismi ve
inkusun gévdesiyle eklem yapan bas kismi bulunur. inkusun ise gdvdesi diginda biri
uzun ve biri kisa olan iki kolu vardir. Kisa kolu kavitenin arka duvarina bagli iken,
uzun kolu stapesin bagi ile eklem yapar. Stapesin bas, boyun, iki kolu ve tabani
bulunur. Timpanik kemikten gelen titresimler kemikgikler ve aralarindaki eklemler

araciligiyla iletilerek stapesin tabaninin oturdugu oval pencereye iletilir (26).

Timpanik membrana yansiyan akustik basing ve kaslarin hareketiyle
kemikgikler hareket eder. Tensor timpani, malleus ile boglugun dstaki tipu agikligina
yakin kismi arasinda yer alir. Kasildiginda malleusu mediyale ¢ekip timpanik
membrani gerer ve kemikgiklerin kompliyansini azaltir (25). Stapes kasi ise stapes
basina tutunur. Kasildiginda stapesi piston benzeri harekete dik sekilde ceker,

akustik uyarimin harekete donusen siddetini azaltir (26).

Orta kulak boglugunun 6n duvarini farinkse baglayan Ostaki kanali (tuba
auditiva) 35-45 mm uzunlugunda ince bir kanaldir. Ust kismi kemik yapidan, alt
kismi ise kikirdaktan olugur. Atmosfer basinci ve orta kulak boglugu arasindaki hava
basincini dengeler. Timpanik membranin her iki tarafinda basincin dengeli olmasi,
dis kulak yolundan ses dalgasi geldiginde en iyi dizeyde yanit vermesini saglar.

Normalde kapali olan bu kanal esneme ve yutkunma sirasinda ac¢ilir (28).

i¢ Kulak

ic kulak temporal kemigin petréz pargasinda bulunur. Kemik ve membranéz

labirentten olusur. Kemik labirent perilenf denilen sodyumdan zengin potasyumdan



fakir sivi icerir. Perilenfin icinde yer alan membrandz labirentte ise sodyumdan fakir

potasyumdan zengin olan endolenfatik sivi bulunur (26).

Labirenter sistem fonksiyonel olarak vestibuler sistemi ve kohleay! olusturur.
Vestibul ve semisirkiler kanallardan olusan vestibller sistem denge ile, Korti

organiniiceren kohlea ise igitme ile ilgili fonksiyon gosterir (28).

Kohlea kemik labirentin salyangoza benzeyen kismidir. Kendi Uzerinde 2,5
kez sarmal yapar. Saqmalin Ust noktasi kapalidir (29). Uzunlugu yaklasik 3,3 cm’dir.
icerisinde birbirine paralel ve sivi dolu skala vestibiili, skala media ve skala timpani
isimli i¢ bosluk bulunur. Skala vestiblli ve skala timpani perilenf, skala media ise
endolenf icerir. Skala media orta kisminda yerlesmis olup; skala vestibuliden
Reissner membrani ile, skala timpaniden ise baziler membranla ayrilir. Skala media
kohleanin tepesinde daralir ve helikotrema denilen agiklik araciliiyla skala vestibuli
ve skala timpani arasinda iletisim saglanir (25). Skala vestibuli kohleanin tabaninda

vestibule baglanir. Skala media ise yuvarlak pencere ile sonlanir (28).

Skala mediada bulunan ve baziler membran Uzerinde bulunan Korti organi
‘sensorindral end organ’ 6zelligindedir. Belirli bir duzende dizilmis tuysu ve destek
hiicreleri icerir. Her tilysi hiicre dort destek hiicresi ile sarimistrr. ¢ tiysi hiicreler
kohlear kanalda tek sira halinde ‘U’ seklinde dizilmislerdir. isitme duyusunun afferent
liflerinin reseptdru gibi gorev yapar. Dig tlysU hlcreler ise genellikle ¢ sira halinde
‘W’ yada V' seklinde dizilmiglerdir. Efferent lifler tarafindan uyarilirlar, kohleanin
segiciligini ve duyarlihgini artirr (30). I ve dis tilysii hiicrelerin arasinda baziler
membrana yakin kismindaki bosluda ise Korti tineli denir (29). Sekil 2’de kohlea ve

Korti organinin yapisi gosterilmistir.

Her tlysU hidcrenin Ust kisminda stereosiliya bulunmaktadir. Stereosiliyalar
apikalde sa¢ demeti gibi toplanirlar. Dig tlysu hucrelerin orta kisimindaki
stereosiliyalar1 tektoryal membrana gdmdulu iken, i¢ tlysU hdcrelere ait olanlar
serbesttir (25). Dig tlysu hucrelerde; hicre ve stereosiliya boylari kohleanin

apikaline ve laterale dogru gittikge artar (26).
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Sekil 2: Kohlea kesiti, icerdigi yapilar ve Korti organinin yerlesimi. Tekin ve
ark. (2000)’dan degistirilerek alinmistir (31).

iISITMENIN FizyOLOJisi

isitme duyusu uyari ve iletigsim icin gerekli olan ana duyulardan birisidir (29).
isitmenin gergeklesebilmesi icin ses kaynagindan ¢ikan ses dalgalari, bu dalgalarin
yayillacag! uygun ortam ve algilanmasi icin de kulak olmaldir. Bir enerji olan ses,
titresimlerin bir kaynaktan ¢ikmasindan sonra kati, sivi veya gaz ortamda sikisip
gevseyen molekiller sonucu ortaya c¢ikar. Ses dalgalari ise titresimlerin ortamda
yayllmasi ile olugur. Frekans; saniyedeki titresim sayisini, amplitid ise sesin
siddetini ifade eder. Frekansn birimi Hertz (Hz) iken, sesin siddetinin birimi desibel
(dB) dir. Normal insan kulagi 20-20000 Hz ve 0-120 dB arasindaki sesleri duyabilir
(32).

Kulak kepgesi ile sesler toplanir, amplifikasyon ve filtreleme sonrasi dis kulak
yoluna iletilir. Timpanik membrandaki titregsimler kemikgiklerde titresim vyaratir.

Stapes tabanindaki titresimler oval pencere araciliiyla baglantili oldugu kohleanin



skala vestibuli kismindaki perilenfte dalgalanmaya yol acar (29, 32). Bu dalgalanma
tektoryal membranda titresim ve sonrasinda tlysu hicrelerin membranda gédmulu
olan stereosilyumlarinda bukulmeye neden olur. Bikilme ile katyon kanallari acilir
ve potasyum (K*) hiicre igine girer. Aksiyon potansiyeli baglamis olur. Kalsiyum
kanallari da aktive olur, bdylece akustik siniri uyaran ndrotransmitter salinimini
saglayan kalsiyum iyonlari hlicre igerisine girer. Olusan uyarim kohlear sinir ile beyin
korteksine iletilir. isitmenin devami igin K™ iyonlarinin belirli bir déngii iginde olmasi
gerekir. TlysU hicrelerdeki K* iyonlari hiicre zarinin bazolateral kenardan destek
hucrelerine gecer. Daha sonra konneksin proteinlerinden olugsan gap junctionlar
araclligiyla spiral limbus ve spiral ligamanda bulunan hiicrelere, son olarak da skala
medianin lateral duvarinda bulunan stria vaskdilarise ulasan iyonlar voltaj-kapili
potasyum kanallari ile endolenfe geri pompalanir (31). Stria vaskularis bu nedenle
kohlear iyon homeostazisini saglayan temel yapidir (8). Kohlear K* dongisi Sekil
3'te gosterilmigtir.
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Sekil 3: Kohlear K" dongist Willems ve ark. (2000)dan dedgistirilerek
alinmistir (27).



iSITME KAYBI

insanlarda en sik rastlanilan duyusal bozukluk isitme kaybidir (3). 40 dB’den
fazla isitme kaybinin prevalansi yaklagik 500 dogumda birdir ve prevalans yasla
beraber artar. Isitme kaybi gesitli 6zelliklerine gére siniflandirilabilinir. Orta yada dis
kulaktaki defekte bagli ise iletim tipi, i¢ kulaktaki defekte bagl ise sensorindral igitme
kaybl, her ikisi de eslik ediyorsa mixt tip isitme kaybi olarak adlandirilir. Etkilenen
tarafa gore unilateral veya bilateral olarak ortaya ¢ikabilir. Baglangi¢c yasina gore;
isitme kaybi eger dil gelisiminden dnce bagladiysa prelingual, dil gelisiminden sonra
basgladiysa postlingual olarak adlandirilir (1, 2). Sensorindral isitme kaybi nedenleri

Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1: Sensorindral Isitme Kaybi Nedenleri

1. Genetik Nedenler
a.Sendromik isitne Kayiplari
i. Waardenburg Sendromu
ii. Alport Sendromu
iii. Usher Sendromu
iv. Kromozomal Anomaliler
b.Non-Sendromik isitme Kayplari

2. i¢ Kulak Geligim Anomalileri
a.Michel Displazisi
b.Mondini Displazisi
c.Schiebe Aplazisi
d.Alexander Aplazisi

3. Enfeksiyoz hastaliklar
a.Labirentit
b.Ctitis Media
c.Viral Enfeksiyonlar
d.Sfiliz
e.Lyme Hastaligi

4. Renal hastaliklar
a.Kronik Renal Yetmezik

5. Norolojik Hastaliklar
a.Multiple Sklerozis
b.Benign Intrakraniyal Hipertansiyon

6. Vaskiiler Hastaliklar
a.Migren
b.Vertebrobazller Arter Yetme2igi

7. Romatizmal hastaliklar ve
Kan Diskrazileri
a.Waldenstrdm MakroglobUlinemi
b.Kriyoglobilinemi

8.Radyasyon

9. Hematolojik Hastaliklar
a.Orak Hucreli Anemi
b.Kan Vizkozte Hastaliklari

10.immiin hastaliklar
a.Cogan Sendromu
b.Poliarteritis Nodosa
c.Relapsing Polikondrit
d.Wegener Granllomatozu
e.Primer Otoimmiin ig Kulak Hastalig

11.Endokrin Hastaliklar
a.Diabetes Mellitus
b.Hipotiroidi

12.Kemik Hastaliklar:
a.Otoskleroz
b.Paget Hastaligi
c.Tumorler

13.Ototoksik Ilaglar
a.Aminoglikozitler
b.Makrolid Antibiyotikler
c.Loop Diuretikler
d.Salisilatlar
e.Nonsteroid Antinflamatuarlar
f.Vankomisin
g.Sisplatinium
h.Nitrojen Mustard
i.Vinkristin ve Vinblastin
j.Ototopikal Tedaviler

14.Travmalar
a.Kafa Travmalari
b.Akustik Travma ve Gulrilti
c.Barotravma

15.Perilenf fistiili




Odyolojik 6zellikleri dikkate alindiginda isitme kayiplari derecesine gore (Tablo

2) 6 grupta incelenir (34).

Tablo 2: Odyolojik 6zelliklerine gore isitme kaybi dereceleri

Saf ses ortalamasi (dB) isitme kaybi derecesi
0-15dB Normal isitme
16-40 dB Cok hafif isitme kaybi
41-55 dB Hafif derecede isitme kaybi
56-70 dB Orta derecede isitme kaybi
71-90 dB leri derecede isitme kayb
91 dB ve Uzeri Cok ileri derecede isitme kaybi

Etiyolojisine gore; cevresel veya genetik nedenli olabilmektedir. Cevresel
faktorler arasinda; ototoksik ila¢g kullanimi, perinatal komplikasyonlar, menenijit,
akustik travma, kabakulak, konjenital enfeksiyonlar (toksoplazma, rubella,

sitomegalovirls) gibi nedenler yer almaktadir (4).

Genetik Faktérlere Bagl isitme Kayiplar

Genetik faktorlere bagl isitme kayiplari ise bagka sistemik bulgular icerip
icermemesine bagll olarak sendromik veya non-sendromik olarak incelenebilir (4).
%30’luk kismini olusturan sendromik grupta; isitme kaybi diginda baska sistemik
bulgular da gdzlenirken, non-sendromik grupta isitme kaybi diginda ek bulgu
gozlenmez. Non-sendromik grupta otozomal resesif isitme kaybi prelingual
dénemde, otozomal dominant isitme kaybi genellikle postlingual ddnemde ortaya

cikma egilimindedir ve %70’ini olugturur (35-37).

isitmenin karmasik bir mekanizma olmasi nedeniyle ¢ok sayida gen bu
fonksiyonda gorevlidir. Bazen ayni genin farkli mutasyonlari sendromik veya non-
sendromik igsitme kaybina da neden olabiimektedir. OMIM (Online Mendelian
Inheritance in Man®) veri tabaninda 400’den fazla isitme kaybi ile giden sendrom
tanmlidir (20).

Bugune kadar belirlenmis sendromik ve sendromik olmayan herediter isitme

kayiplarinda gen sayisi Tablo 3'teki gibidir. (6)



Tablo 3: Herediter isitme kayiplarinda belirlenmis gen sayilar*

Gen sayis Herediter isitme
kaybinda yiizde (%) oran

Non-Sendromik 106 68,8
Otozomal Resesif 64 41,5
Otozomal Dominant 35 22,7

Xe Bagli Kalitim 4 2,5
Mitokondriyal 2 1,2
Diger 1 0,6
Sendromik 44 28,5
Mitokondriyal (Sendromik) 4 2,5
TOPLAM 154 100

*http://hereditaryhearingloss.org veri tabani, 03.01.2017 tarihli verilerine gére

isitme kaybinin eslik ettigi en sik gériilen sendromlardan bazilari sunlardir;

Down Sendromu: Etiyolojisi 21. kromozomun trizomisi olan ve yaklasik 700
dogumda bir siklikta gorulen; psikomotor gerilik, konjenital kalp hastaligi, dismorfik
yuz bulgular ile seyreden kromozomal anomali sendromudur. Bu hastalarda dig
kulak yolu darliklari nedeniyle iletim tipi isitme kayiplari gorllebilecegi gibi, i¢
kulaktaki kohlea hipoplazisi, dar kohlear sinir kanali gibi i¢ kulak displazilerinin
gorulebilmesi nedeniyle sensorindral isitme kaybi da eslik edebilmektedir (38, 39).

Pendred Sendromu: Prevalansi 100.000 dogumda 7,5'tur. Otozomal resesif
kalitim gosterir. Hafif veya siddetli dizeyde progresif seyirli isitme kayiplari
prelingual donemde veya daha ileri yaslarda baglayabilmektedir. Bu nedenle klinik
olarak heterojendir. Hastalarda ayrica tiroid disfonksiyonu, radyolojik olarak
genislemis vestibuler aquadukt, temporal kemik anomalileri saptanabilmektedir. En
stk SLC26A4 gen mutasyonlari (%50) sorumlu olmakla birlikte FOXI1 ve KCNJ10
gen mutasyonlari da %?2'den az bir oranda saptanmistir. Yaklasik yarisinda

molekuler etiyoloji bilinmemektedir (35).
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Brankio-Oto-Renal (BOR) Sendrom: Otozomal dominant kalitim gdsteren ve
40.000 dogumda bir gorilen bu sendromda; isitme kaybi, brankiyojenik
malformasyonlar, renal anomaliler gorulebilmektedir. Renal anomalilerin goriimedigi
Brankio-Otik sendromla alleliktir. EYA1, SIX1 ve SIX5 genlerinin sorumlu oldugu
bilinmekle birlikte hastalarin yarisinda etiyoloji bilinmemektedir (40). Kopya numara

sayisi (CNV) degisimlerinin de sorumlu olabildigi ¢alismalarla gosterilmistir (41).

Usher Sendromu: Otozomal resesif kaltimli olup 25.000 dogumda 1-4
siklikta gorilir. Isitme kaybi, gérme kaybi, denge bozuklugu gorilebilir. Klinik olarak
3 tipi vardir. Tip I'de agir-ileri derecede sagirlik, vestibuler arefleksi, ilk dekatta
retinitis pigmentosa (RP) gozlenir. Tip I'de konjenital orta-agir derecede sagrrlik, 2.
dekatta RP gorulirken; Tip lIfde postlingual isitme kaybi, dedisken vestibiler yanit
ve progresif RP seyretmektedir. Etiyolojisinde bilinen genler; Tip | icin MYOT7A,
USH1C, CDH23, PCDH15, USH1G, CIB2 genleri; Tip Il icin ADGRV1, WHRN,
USH2A, PDZD7 genleri; Tip llligcin CLRN1, HARS genleridir (42-44).

Waardenburg Sendromu: Otozomal dominant kaltilir ve 40.000'de bir
siklikta goralir. 4 tipi vardir. Ortak bulgulari sag ve iriste pigmentasyon bozuklugu,
konjenital sensorindral isitme kaybi ve dismorfik yluz bulgularidir. Tip I, Tip Il ve Tip
IV ek bulgulari ile Tip I'den ayrilir. Tip I'de distopia canthorum bulgusu tipiktir. Tip
[Il'te Ust ekstremitelerde kas-iskelet anormallikleri gorulir. Tip 1V'te ise Hirschsprung
hastaligi eslik eder. PAX3, MITF, SOX10, EDN3, SNAI2 ve EDNRB genleri bilinen
genleridir (35).

Alport Sendromu: Siklig1 10.000°de birdir. Otozomal resesif veya Xe bagl
kalitilr. Progresif sensorinoral isitme kaybi, anterior lentikonus, retina bulgulari ve
glomeruler bazal membran hastaligi ile karakterizedir. COL4A3, COL4A4 ve
COLA4AS5 genleri sorumludur (45).

Jervell ve Lange-Nielsen Sendromu: Konjenital sagirlk ve

elektrokardiyogramda uzamis QT intervali nedeniyle artmis ani kardiyak 6lim riski
ile seyreder. Otozomal resesif kaltimlidir. KCNQ1 ve KCNE1 genleri sorumludur
(45).

Treacher Collins Sendromu: Agirlikli olarak otozomal dominant kalitilir ve
yaklag ik 1/50.000 siklikta goéralar. Malar ve mandibular hipoplazi, mikrotia, alt g6z
kapaginda kolobom gibi yuz bulgulari vardir. Hastalarin %30-50’sinde dis kulak yolu
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ve orta kulak malformasyonlari nedeniyle iletim tipi isitme kaybi bulunur. TCOF1,
POLR1C ve POLR1D genlerinin sorumlu oldugu bilinmektedir (46, 47).

Non-Sendromik isitme Kayiplari

Non-sendromik isitme kaybiyla iligkili olarak 100°den fazla gen, 1000’den fazla
mutasyon ve 160'tan fazla gen lokusu bulunmustur. Bu lokuslar DFN olarak
adlandirimistir. Otozomal dominant lokuslar DFNA, otozomal resesif lokuslar
DFNB, Xe bagl lokuslar DFN olarak temsil edilmektedir. Non-sendromik igitme

kaybinda bilinen gen ve lokus sayilari Tablo 4’teki gibidir.

Tablo 4: Non-sendromik igitme kaybinda bilinen gen ve lokus sayilari*

NSIK- Kalitim Tipi Lokus Sayisi Gen sayisi
Otozomal Dominant 70 35
Otozomal Resesif 88 64

X’e Bagh Kalitim 6 4

Y Kalitim 1 -
TOPLAM 165 103

*http://hereditaryhearingloss.org veri tabani, 03.01.2017 tarihli verilerine gére

Non-Sendromik isitme Kaybindan Sorumlu Genler

Non-sendromik igsitme kaybindan sorumlu bazi genler ve 6zellikleri Tablo 5te
gorulmektedir (6, 9, 31, 48).

MYO15A geninin kodladigi myozin15 proteini, konvansiyonel olmayan miyozin
grubunda olup aktine bagli motor proteinidir. Kohleadaki tlysu huicrelerin
stereosiliyalarinin uzamasindan ve sa¢ demeti seklindeki organizasyonundan
sorumludur. Mutasyonlarinda otozomal dominant non-sendromik isitme kayb1 ortaya
cikar (49).
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Tablo 5: Non-sendromik igitme kaybindan sorumlu bazi genler ve 6zellikleri

Kromozomal . .
Gen Lokus Bélge Protein Fonksiyon
DFNB1A . Gap Junction,
GJB2 DENA3A 13g12.11 Konneksin26 Potasyum déngsii
DFNB1B . Gap Junction,
GJB6 DENA3B 13g12.11 Konneksin30 Potasyum déngsii
. Ve zkil-membran
OTOF DFNB9 2p23.3 Otoferlin fiizyonu
Stereosilya
MYO15A DFNB3 17p11.2 Miyozin 15 organizasyonu ve
hareketi
CDH23 DFNB12 10g22.1 Kaderin23 Hucre-hiicre adezyonu
SLC26A4 DFNB4 79223 Pendrin Klor ve anyon iyon
tasiyicisi
DFNB7/11 Transmembran ;
TMC1 DENA36 9021.13 protein Iyon kanali
KCNQ4 DFNA2A 1p34.2 Voltaj kapil Potasyum kanali,
potasyum kanali Potasyum doéngus
Transkripsiyon .. .
POU3F4 DFNX2 Xg21.1 Faktdrii Néronal gelisim
WFS1 DFNAG6/14/8 4pl6.1 Wolframin Transmembran protein
DFNB21 . Tektoryal membran
TECTA DFNAS8/12 11623.3 a-tektorin yapisina katilir.
COCH DFNA9 14q12 Cochlin Kohlear huicrenin
devamlhgi

OTOF geninin kodladigi otoferlin proteini i¢ kulaktaki tlysid hlcrelerde

kalsiyuma ve zarlara baglanir. Norotransmitter iceren vezikullerin plazma membrani

ile birlesmesinde rol alarak sinaptik vezikilin egzositozunu saglar (50). Prelingual

non-sendromik igsitme kaybi yaptigi ve isitme kaybinin isitsel noropati/isitsel

senkronizasyon bozuklugu ile iliskili oldugu bilinmektedir (51). isitme kaybi ileri veya

cok ileri dizeydedir (52).

CDH23 geni hiicre-hlcre ve hucre-matriks adezyonunda gorevli kaderin-iligkili

23 proteinini kodlar. Kulakta kohleadaki tlysi hicrelerde ve vestibuler organda

eksprese olur. Mutasyonlari Usher Sendromu Tip1D ve non-sendromik igitme kaybi
ile iligkilidir (53).
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SLC26A4 geni epitelyal anyon degistirici fonksiyonu olan pendrin proteinini
kodlar. Pendred sendromu ve temporal kemik anomalilerine neden olabilen farkl
derecelerde ortaya c¢ikan otozomal resesif isitme kaybiyla iligkilidir. Ayrica
heterozigot mutasyonlari ve KCNJ10 geni ile digenik kalitim 6zelligi gosteren isitme

kayiplari da bildirilmigtir (54).

TMC1 geni transmembran kanal-benzeri protein kodlar. Bu proteinin, tuysu
hiicrelerde bulunan stereosiliyalarin ug kisimlarindaki mekanotransdiksiyonla iligkili
kanal yapisinda gorevli oldugu dugunulmektedir. Mutasyonlari, non-sendromik tipte;
ilerleyici otozomal dominant ve ileri—gok ileri derecede otozomal resesif isitme kaybi
ile iligkilidir (55).

KCNQ4 geni i¢ kulakta K" dongisinin saglanmasi igin gerekli olan voltaj
kapili potasyum kanal proteini kodlar. Mutasyonlarinda ge¢ baslangigh yuksek

frekanslarda ve progresif otozomal dominant isitme kayb1 goralar (56).

POU3F4 geni; mezensefalik néral kdk hicrelerin néronal farklilasmasinda ve
yenidoganda noronlarin maturasyonunda dolayisiyla kohlea gelisiminde rol alan
transkripsiyon faktorunt kodlar. Mutasyonlarinda hizli ilerleyen, iletim tipini de
icerebilen ileri-gok ileri sensorindral isitme kaybi; bilateral i¢ kulak anomalileri
gorulmektedir (57, 58).

WES1 geni, wolframin isimli ve temel olarak endoplazmik retikulumda bulunan
proteini kodlar. Bu proteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte endolenfin
iyonik homeostazisinin sUrdurdlmesinde rol aldigi tahmin edilmektedir (59).

Mutasyonlarinda dusuk frekanslarda ve progresif isitme kaybi1 gortlmektedir (48).

TECTA geninin kodladigi a-tektorin proteini tlysu hdcreleri uyaran tektoryal
membranin yapisina katilir. Fare calismalarinda, TECTA gen delesyonlarinda
tektoryal membranin duyu epitelinden ayrildi§i saptanmistir. Degisken fenotipte
otozomal dominant igitme kaybi ve orta-ileri dizeyde prelingual otozomal resesif

isitme kayiplart ile iligkilidir (60).

COCH geni tarafindan kodlanan cochlin proteinin fonksiyonu net olarak
bilinmemektedir (61). COCH geni mutasyonlari ge¢ baslangigli progresif isitme
kaybina neden olmaktadir. Vestibuler disfonksiyon da eslik edebilmektedir (62).

Ayrica, aminoglikozit grubu antibiyotiklerin terapdtik dozda kullanimi sonrasi

gelisen isitme kayiplarindan bazi mitokondriyal mutasyonlar sorumlu olabilmektedir.
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Ornegin, 12S rRNA geninde A1555G mutasyonu ve C1494T mutasyonu tasiyan
bireylerde kohleanin aminoglikozitlere olan duyarlihidinin arttigi dtsiniimektedir
(48).

GAP JUNCTION GENLERI

Gap junction baglantisi komsu hicreler arasindaki kigik molekdllerin (<1
kDa) gecisini saglayan; bdylece proliferasyon, farkllagsma, hicrenin homeostazisi
gibi hicresel olaylarin dizenlenmesine yardimci olan kanal yapisidir (63).

Gap junction yapisinin temel birimi konnexindir. Gap junction yapisi
‘konnekson’ denilen 2 hemikanaldan, her hemikanal da 6 konneksin (Cx)

subdnitinden olusur (7).

Konneksin yapisinda 4 transmembran domaini (TM1-TM4), iki ekstraselltler
loop domaini (EL1, EL2), bir sitoplazmik loop (CL), amino- ve karboksi-terminal
sonlanma bodlgesi bulunur (7). Sekil 4'te konneksin yapisi ve olusturdugu kanal
yapilari sematize edilmistir (64). Taniml 20’den fazla konneksin bulunmaktadir. Bu
yapilar1 birbirinden ayiran temel o6zellik; sitoplazmik lup ve karboksi-terminal
domainin dizisi ve uzunlugudur (65). Transmembran ve ekstraselller lup bdlgeleri

korunmustur (66).

Yoy
m m Ekstraselidler
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NH; Konneksin - Konnekson kanal

COOH

Sekil 4: Konneksinin yapisi ve bolgeleri, konnekson ve gap junction kanal
yapisi Petit ve ark. (2001)'dan degistirilerek alinmistir (64).

Konneksin subilnit sentezi endoplazmik retikulumda bagslar, daha sonra
golgiye taginir. Bu suregte 6 konneksin subuniti oligomerize olarak konneksonlari

olusturur (7). Konnekson hlcre zarina taginr ve komsu hicrenin zarindaki
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konneksonla Kkarsilikli gelerek hilcreler arasi kanal olusturur. Konneksinlerin
ekstraselliler loop domainleri sayesinde hemikanallar birbirlerine kenetlenerek gap
junction kanali olusumunu saglar (67). Hemikanal olarak kalirsa hucre digi gevreyle
hicre ici madde aligverisini saglayabilir (63). Bu hemikanallara ayni zamanda
nonjunctional kanal da denilmektedir. Gap junction kanal; ayni tip konneksinden
olusuyorsa homotipik, farkli tipte konneksinlerden olusuyorsa heterotipik kanal
denilmektedir (7). Konnekson tek konneksin tipinden olusuyorsa homomerik, birden
fazla konneksin tipinden oluguyorsa heteromerik kanal denilmektedir (68). Her

kanalin icerdigi konneksin tipine gore gecirgenligi ve fonksiyonu degismektedir (66).

Mutasyonunda kohlear K* donglisiiniin bozuldugu bilinen konneksin genleri ve
kodladiklari proteinler sunlardir; GJB2 (Gap Junction Protein, Beta-2)-konneksin 26
(Cx26), GJB6 (Gap Junction Protein, Beta-6)-konneksin 30 (Cx30), GJB1 (Gap
Junction Protein, Beta-1)-konneksin 32 (Cx32), GJA1 (Gap Junction Protein, Alfa-1)-
konneksin 43 (Cx43) (8).

GJB2 ve GJB6 benzer ekspresyon ozelligi gostererek spiral ligaman
fibrositlerinde, stria vaskilarisin bazal hicrelerinde, spiral limbusta, Korti organinin
destek hicrelerinde eksprese olmaktadir (66). GJB1 (Cx32) ve GJB3 (Cx3l) ise
bazal membran, spiral ligament ve spiral limbusta eksprese olur (8).

GJB3 (Gap Junction Protein, Beta-3) Geni

GJB3 geni 1p34’te lokalize olup 31 kDa agirhgindaki konneksin 31 (Cx31)
proteinini kodlar. Otozomal dominant ve otozomal resesif kalitimli non-sendromik

isitme kaybi; Eritrokeratodermia Variabilis hastaligi ile iligkilidir (69).

GJB2 (Gap Junction Protein, Beta-2) Geni

GJB2 geni 13. Kromozomun @l12.11 bdlgesinde 20,761,604-20,767,114
(hg19) bazlari arasinda bulunan 5.5 Mb buyudklugunde bir gendir. 2 eksonu
mevcuttur ve 681 baz cifti buyUkliginde 1 kodlayici ekson igerir. Konneksin 26
isimli 226 amino asit iceren 26 kDa agirliginda protein kodlar (9). Promotoér bolgesi 6
GC kutusu, iki GT kutusu, bir TTAAAA kutusu, bir YY1 baglanma bdlgesi, memeli
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salgi faktoéri baglanma bdlgesi icerir (70). GJB2 geni kohlea diginda plasenta,

hepatosit, cilt, pankreas, bdbrek, barsaklarda eksprese olur (71).

Korti organindaki tlly hicrelerinin K* ile depolarize olmasindan sonra, K*
epitelyum hdcreleri, spiral ligaman ve perilenf aracihdi ile stria vaskullarise
dénmelidir. Endokohlear potansiyelin devami i¢in gap junction ve iyon kanallari
araclligiyla K" donglsinin devami gereklidir (72). GJB2 gen mutasyonlari
sonucunda kohleadaki hlcrelerin gap junction yapisinin bozulmasi nedeniyle,
potasyum dongusli de bozulur ve endolenfte K™ birikimi ile sonuglanir. Tiys(
hlcrelerin fonksiyonu bozulur ve igsitme kaybi meydana gelir (24). Ayrica artmig K*
iyonunun, i¢ tlysU hdcreleri destekleyen hicrelerde eksprese olan glutamat
tasiyicisini etkileyerek ekstrasellller ortamda glutamat artisina neden olabilecedi,
bu durumda bir antioksidan olan glutatyon Uretiminde olumsuz etki yaratip serbest
radikal hasarini artirdi§1 dusunulmektedir. Serbest radikaller de Korti organinda

hiucre 6lumune neden olabilmektedir (73).

GJB2 ile ilgii HGMD veri tabanina gore 300'den fazla mutasyon
bulunmaktadir (10). GJB2 (DFNB1) otozomal resesif ve non sendromik sensorindral
isitme kayiplarinin toplumlara gére dedismekle beraber %50’sini olusturabilmektedir.
%6-20’si monoallelik mutasyonlardan olusur, bu oran Avrupada %50’'ye kadar
yukselebilmektedir (11). Chan ve ark. (12)’'nin yaptig1 meta-analize gore; Avrupa’'da
ve Orta Doguda 35delG, Dodu Asya‘da 235delC, Glney Asya’da V731,
Hindistan’da W24X mutasyonlarinin daha agirlikli oldugu saptanmigtir. 167delT ve
R143W mutasyonlari ise Askenazi ve Gana toplumlarinda tanimlanmistrr. Isitme
kaybi olan hastalarda biallelik GJB2 mutasyonlari ortalama olarak %17,3't0r.
Genellikle inaktive edici glduk protein olusumuna neden olan mutasyonlar ileri-gok
ileri derecede isitme kaybina neden olurken, tek nikleotid degisimi sonucu olusan
mutasyonlar daha limli dizeyde isitme kaybina yol agma egilimindedirler (48). Yine

de bilinmeyen faktorler nedeniyle fenotipik varyasyon mevcuttur (2).

35delG mutasyonu Avrupa’da en sik Yunanistan olmak Uzere Akdeniz
Bolgesindeki toplumlarda yogundur. Saglikli bireylerde tagiyicilik orani 1/49’dur. Bu
oran Ankara igin 1/78, istanbul igin 1/120 olarak bulunmustur (74, 75). Akraba

evliliginin sik oldugu toplumlarda bu durum énem kazanmaktadr.

Ulkemizdeki caligmalara bakacak olursak; Kalay ve ark. (14), birbiriyle akraba
olmayan 93 non-sendromik otozomal resesif isitme kayipli bireyin 29’'unda (%31,2)
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GJB2 geninde en sik 35delG mutasyonu olmak Uzere 7 farkli mutasyon saptarken;
GJB2 genindeki mutant allel orani1 35delG i¢in %76 oraninda saptanmistir. Uyguner
ve ark. (15) bilateral sensorindral isitme kayipli 2-12 birey igceren 60 ailede yaptiklari
calismada %31,7 oraninda GJB2 mutasyonu saptarken; Tekin ve ark. (17), proband
haricinde en az bir bireyin etkilendigi 154 aileyi iceren galisma grubunda GJB2
mutasyon oranini %20 olarak degerlendirmiglerdir. Bu calismalarda 35delG
mutasyonu diginda saptanan en sk 2. mutasyon W24Xtir. DelE120, 233delG,
Q80R, 310del14, c.167delT, P184R, 236-239delT GCAINSAGATCCG, L90P, R127H,
Q80K mutasyonlari da saptanan diger mutasyonlardir (14, 15, 17). Tarkan ve ark.
(24)nin kohlear implant tedavisi uygulanan 94 bireyden olugan hasta grubunda
mutasyona 06zgu analizinde ise 35delG mutasyonu %12,7 oraninda olarak

bulunurken, 167delT mutasyonu saptanmamistir.

GJB2 genini igeren 13912.11 kromozom bdlgesinin (DFNA3A) non-sendromik
tipte otozomal dominant igitme kaybi ile iligkili oldugu ilk kez Chaib ve ark. (21)’'nin
Fransiz kokenli bir ailede yaptigi baglanti analizinde gosterilmistir. Bu ailede; ilk 4
yasta ortaya cikan, bilateral ve simetrik, bazi bireylerde progresif ilerleyen,
hastalarin yarisinda yuksek frekanslarda kayip var iken yarisinda ¢ok ileri derecede
kaybin oldugu, klinik olarak heterojen isitme kayb1 belirlenmigtir. OD ileri derecede
isitme kayipli bir Turk ailede de yeni bir mutasyon olan R75Q mutasyonunu
tanmlanmistir (22). Tekin ve ark. (76) ise Avrupa—Amerika kdkenli ve erken

baslangi¢li, progresif, non-sendromik ve ileri igitme kayipli bir ailede W44C
mutasyonunu gostermiglerdir.

GJB2 ayrica otozomal dominant kalitiml, cilt problemleri ve igitme kaybi ile
ilgili baz1 hastaliklarla da iligkilidir. Bunlar; keratit, iktiyoz, isitme kaybi ile giden KID
sendromu (Keratitis—Ichthyosis—Deafness); palmoplantar hiperkeratoz ve isitme
kaybi (MIM:148350); palmoplantar hiperkeratoz, otoamputasyon, tirnak anomalileri,
isitme kaybl, alopesi ile seyreden Vohwinkel sendromu; kohlear sagirlik, I6konigya,
eklem dorsalinde nodullerle seyreden palmar ve plantar keratozla giden Bart-
Pumphrey sendromu; hiperkeratoz, ihtiyozis, sagirlik ile giden ‘Hystrix ichthyosis
with deafness’ ile iligkilidir. (77-81)
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GJB6 (Gap Junction Protein, Beta-6) Geni

GJB6 geni 13. Kromozomun q12.11 bdlgesinde 20,796,101-20,806,534
(hg19) bazlari arasinda bulunan 10.4 Mb buyUkliginde bir gendir. 3 eksonludur,
786 baz giftinden olusan 1 kodlayici ekson i¢erir. Konneksin 30 isimli 261 amino asit
iceren, 30 kDA agrrhiginda protein kodlar (9). GJB6 kohlea diginda astrositte de
eksprese olur (71). Konneksin 30 diger konneksinlerle benzer yapida olup,
konneksin 26 ile %76 benzerlik gosterir (23).

Heteromerik kanalda Cx26 ve Cx30 birlikte bulunabilmektedir. Bu nedenle
GJB2 mutasyonlarina benzer olarak, Cx30 knockout fare c¢alismalarinda tlysu

hlcrelerde apopitoz ve K" donglsiiniin bozuldugu saptanmistir (82).

Grifa ve ark. (23); otozomal dominant kalitim paterni gosteren, bireylerde farkli
siddetlerde isitme kaybi ile seyreden ve GJB2 gen mutasyonu bulunmayan italyan
bir ailede GJB6 (DFNA3) geninde mutasyon tanimlamistir.

Ulkemizde isitme kaybi ile iligkili GJB6 genine yonelik tim gen analizi sadece
Tekin ve ark. (17) tarafindan yapilmis ve mutasyon saptanmamistir.

GJB6 gen mutasyonlar;  hipotrikozis, palmoplantar  hiperkeratoz,
hiperpigmentasyon, tirnak distrofisi ile giden otozomal dominant kalitimli Clouston
Sendromu (hidrotik ektodermal displazi) ile de iligkilidir (81).

Digenik Kalitim

Bazi isitme kayiplarinda monoallelik GJB2 mutasyon tasiyiciigi yaninda,

digenik kalitim nedeniyle GJB3 ve GJB6 mutasyonlari da eslik edebilmektedir. (83).

Yapilan galigmalarda GJB2 genini iceren DFNB1 ve GJB6 gen mutasyonlari
non-sendromik  sensorindral isitme kayiplarinin  en sik nedeni olarak
degerlendiriimistir. Bu genler farkli populasyonlarda hastalarin  %10-40’inda
etiyolojiyi aydinlatmistir (71). Bazi toplumlarda GJB6’ya yakin blylk delesyonlarin
isitme kaybi ile iligkili oldugu ve GJB?2 ile birlikte otozomal resesif ve digenik kalitim
gosterdigi saptanmigtir. En sk goérllenleri del(GJB6-D13S1830) ve del(GJB6-
D13S1854) degisimleridir (1). DFNB1 lokusundaki GJB6 genine yakin delesyonlarin,

muhtemelen GJB2 genine ait diuzenleyici elementini de icermesi nedeniyle GJB2
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geninin ekspresyonunu bozdugu dusindlmektedir. Bu durumda hem GJB2'nin iki
alleli hem GJB6’nin bir allelinin ekspresyonu bozulacadindan isitme kaybi daha agir
olacaktir (1). Del Castillo ve ark. (84, 85) farkli toplumlarda heterozigot GJB2
mutasyonu olan hastalarin %10-42’sinde GJB6 genini de igeren heterozigot

delesyonlar tanimlamiglardir.

Ulkemizde ise; Tekin ve ark. (17) GJB2 mutasyonu bulunmayan 108 ve GJB2
heterozigot mutasyonu olan 18 hastada; Kalay ve ark. (14) GJB2 mutasyonu
bulunmayan 62 ve GJB2 heterozigot mutasyonu olan 2 hastada; Uyguner ve ark.
(15) 60 hastada; Tarkan ve ark. (24) kohlear implant tedavisi almig 94 hastada
mutasyona 0zgl analizlerinde del(GJB6-D13S1830) bulunmadidini tespit

etmiglerdir.

Liu ve ark. (86), GJB2 igin heterozigot olan 108 hastada yaptiklari GJB3
(Cx31) sekans analizinde 3 hastada 2 farkli mutasyon tanimlayarak GJB2 ve
GJB3'Un digenik kaltimini gostermiglerdir. Ayrica fare kohleasinda yapilan
immunpresipitasyon  ¢alismasiyla; konneksin 31 ve konneksin  26'nin
ekspresyonunun benzerlik gosterdigi, Cx26, Cx30 Cx371’in heterotipik kanal

olusumunda birlikte gorev aldigi1 dogrulanmigtir.
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GEREG VE YONTEM

Calisma Grubu

Bu projede Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim
Dali tarafindan konjenital bilateral sensorinéral isitme kayb1 tanisiyla izlenmekte olan
hastalar calismaya uygunluk acgisindan degerlendirildi. Kayitli olup calismaya
katiimay! kabul eden hastalar daha sonra tarafimizca Tibbi Genetik polikliniginde
Tablo 6'da belirtiimis olan c¢alismaya dahil olma kriterleri acgisindan tekrar
degerlendirildi. 6 ay-65 yas araliginda 36 hasta ¢alismaya dahil edildi. Bu arastirma
Pamukkale Universitesi Tip Fakuiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Komisyonu tarafindan
29.12.2015 tarih ve 22 sayili kurul karariile onaylanmis olup Pamukkale Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri komisyonu tarafindan desteklenmigtir. Calismaya dahil
olan tim bireylere bilgilendiriimis gonulli olur formu imzalatildi ve tim bireylerden 1
adet K3 EDTA'lIl tupe (VACUTEE®) 2 ml periferik kan 6rnegi alindi. Kan oérnekleri
kodlanarak DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. Calismaya dahil

olma ve diglama kriterleri Tablo 6'da gosterilmigtir.
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Tablo 6: Calismaya dahil olma ve diglama kriterleri

Dahil olma kriterleri

1. Konjenital prelingual ya da postlingual baslangigh bilateral sensorinéral isitme
kaybi olmasi
2. Isitme testinde saf ses ortalamasinin ¢cocuklarda 15 dB’den, eriskinlerde 20 dB’den
fazla olmasi
3. Sendrom suphesine neden olabilecek dismorfik bulgunun saptanmamasi
4. Oykisiinde prenatal, natal, postnatal isitme kaybi risk faktérlerinin olmamasi
- Konjenital enfeksiyon (toksoplazma, sifiliz, rubella, sitomegalovirus, herpes)
- Disuk dogum agirhg: (<1500 gr),
- Transflizyon gerektirecek diizeyde hiperbilirubinemi,
- Ototoksik ilag kullanimi,
- Bakteriyel menenijit,
- l.dakikada 0-4 weya 5.dakikada 0-6 arasi APGAR skoru,
- Enaz 5 gln sidren mekanik ventilasyon,
- Siddetli kafa travmasi,
- Enaz 3 ay siren reklrren/persistan otitis media,
- Ostaki fonksiyonunu etkileyebilecek durumlar

5. Karyotipin normal olmas|

Diglama kriterleri

1. Mikst tip ve/wveya iletim tipi isitme kaybinin olmasi
2. Sendrom siphesine neden olabilecek dismorfik bulgunun saptanmasi
3. Oykiisiinde prenatal, natal, postnatal isitme kaybi risk faktériiniin olmas |
e Konjenital enfeksiyon (toksoplazma, sifiliz, rubella, sitomegalovirus, herpes)
e Dulsuk dogum agirligi (<1500 gr),
e Transflizyon gerektirecek dizeyde hiperbilirubinemi,
e Ototoksik ilag kullanimi,
e Bakteriyel menenijit,
o 1.dakikada 0-4 veya 5.dakikada 0-6 arasi APGAR skoru,
e Enaz 5 gln siren mekanik ventilasyon,
e Siddetli kafa travmasi,
e En az 3 ay siren rekirren/persistan otitis media,
o Ostaki fonksiyonunu etkileyebilecek durumlar

4. Kromozomal anomali bulunmasi
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Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Periferik kan 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu ticari kit (QuickGene
DNA Whole Blood Kit S, Fujifilm) kullanilarak otomatize nukleik asit izolasyon
cihazinda (Fujiflm Nucleic Acid Isolation System, QuickGene-810, Fujifilm)

gerceklestirildi. DNA izolasyonu igin uygulanan basamaklar asagidaki gibidir;

1. EDTAN taplere alinan periferik kan érneklerinden 200 ul periferik kan érnegi

alinarak 1,5 mllik ependorf tlptne aktarildi.

2. 200 pl periferik kan orneklerine 250 pl lizis tamponu (Lysis Buffer; LDB) ve
30 ul Proteaz (EDB) eklenerek, maksimum hizda 10-15 sn vortekslendi (pulse
vorteks). Ornekler 56°C’de 2 dk inkiibe edildi.

3. inkiibasyon sonrasinda drneklere 250 pl >%99 etanol eklenerek maksimum

hizda 10-15 sn vortekslendi (pulse vorteks).

4. Otomatize genomik izolasyon cihazinin kartusuna filtreli tipler yerlestirilerek
lizatlar bu tiplere aktaridi ve ‘DNA WHOLE BLOOD’ modu ile sizme iglemi yapild..

5. Filtreli taplere, kit igeriginde bulunan Wash Bufferdan 750 ul ilave edildi,

tekrar stizme iglemi yapildi. Bu islem toplam 3 kez art arda yapild..
6. Kartus, 6nceden cihaza yerlestiriimis olan ependorflarin Gzerine aktarildi.

7. Filtreli tplere kit iceriginde bulunan elusyon bufferdan 200 ul ilave edildi.
Filtrede bulunan DNA’larin ependorflara aktariimasi amaciyla sizme iglemi yapild1.

8. Filtreli tlpler atilip, DNA igeren suzuntu ependorf i¢cinde sakland..

izole Edilen DNA’larin Saflik Degerlerinin Belirlenmesi

izole edilen DNA &rneklerinin saflk ve konsantrasyon tayini spektrofotometre
cihazinda (Thermo Scientific Nanodrop 2000c) yapildi. Her 6érnegin konsantrasyon,
‘A260/230' ve ‘A260/280° degerleri kaydedildi. Olgimi yapilan DNA o&rnekleri

c¢alismaya alinincaya kadar -20°C’de buzdolabinda saklandi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

GJB2 ve GJB6 genlerinin kodlayici eksonlarini incelemek amaciyla DNA
dizisini amplifiye etmek igin 6zgun primerler tasarlandi. Kodlayici birer eksonlari
bulunan bu genlerin ilgili bolgelerinin buylk olmasi nedeniyle iki bolgeye ayrilarak
incelendi. GJB2 geni kodlayici bolgesi ve kullanilan primerler Sekil 5’te, GJB6 geni

kodlayici bolgesi ve kullanilan primerler Sekil 6'da gosterilmistir. Kodlayici dizi koyu
harflerle gosterilmistir.

CCAG eI ACACAACICISEBIEIE TG TCCTAGCTAGTGATTCCTGTGTTGTGTGCATT
CGTCTTTTCCAGAGCAAACCGCCCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGCACGCTGCAGACG
ATCCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACCGTCC
TCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGT GTGGGGAGATGAG
CAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCA EECICEARCAACEICIEEIASE A TC
ACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTGCAGCTGATCTTCGTGTCCACG
CCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACCGGAGACATGAGAAGAAGAGGAAG
TTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTTAAGG HERICCACEACATCANAACEEA GA
AGGTCCGCATCGAAGGCTCCCTGTGGTGGACCTACACAAGCAGCATCTTCTTCCGGGT
CATCTTCGAAGCCGCCTTCATGTACGTCTTCTATGTCATGTACGACGGCTTCTCCATGCA
GCGGCTGGTGAAGTGCAACGCCTGGCCTTGTCCCAACACTGTGGACTGCTTTGTGTCC
CGGCCCACGGAGAAGACTGTCTTCACAGTGTTCATGATTGCAGTGTCTGGAATTTGCAT
CCTGCTGAATGTCACTGAATTGTGTTATTTGCTAATTAGATATTGTTCTGGGAAGTCAAA
AAAGCCAGTTTAACGCATTGCCCAGTTGTTAGATTAAGAAATAGAC AGC ATGAGAGG
CACCEAACEEEIEENEABE TG TC AAGGCTCAGTCGCTAGCATTTCCCAACACAAAGATTC

Sekil 5: GJB2 geni kodlayic1 eksonu ve kullanilan primerler

TTGGCTTCAGTC SIS ACCCIESICASIEE C AAG GCCTCTTCCACTAATAAACCT
TTGCCCACTTTTGTCTGT TTAGGGATAAACC AGCGC AATGGATTGGGGGACGCTGCACA
CTTTCATCGGGGGTGTCAACAAACACTCCACCAGCATCGGGAAGGTGTGGATCACAGT
CATCTTTATTTTCCGAGTCATGATCCTCGTGGTGGCTGCCCAGGAAGTGTGGGGTGACG
AGCAAGAGGACTTCGTCTGCAACACACTGCAACCGGGATGCAAAAATGTGTGCTATGA
CCACTTTTTCCCGGTGTCCCACATCCGGCTGTGGGCCCTCCAGCTGATCTTCGTCTCCA
CCCCAGCGCTGCTGGTGGCCATGCATGTGGCCCIACACCOACEAAREEABIEGCAA
GTTCAGGCGAGGAGAGAAGAGGAATGATTTCAAAGACATAGAGGACATTAAAAAGCA
GAAGGTTCGGATAGAGGGGTCGCTGTGGTGGACGTACACCAGCAGCATCTTTTTCCEH
TATGTATGTGTTTTACTTCCTTTACAATGGGTACCACCTG
CCCTGGGTGTTGAAATGTGGGATTGACCCCTGCCCCAACCTTGTTGACTGCTTTATTTCT
AGGCCAACAGAGAAGACCGTGTTTACCATTTTTATGATTTCTGCGTCTGTGATTTGCATG
CTGCTTAACGTGGCAGAGTTGTGCTACCTGCTGCTGAAAGTGTGTTTTAGGAGATCAAA
GAGAGCACAGACGCAAAAAAATCACCCCAATCATGCCCTAAAGGAGAGTAAGCAGAA
TGAAATGAATGAGCTGATTTCAGATAGT GGTCAAAATGCAATCACAGGTTTCCCAAGCT
AAACATTTC AAGGTAAAATGTAGCTGCGTCATAAGGAGACTTCTGTCTTCTCC

A ACOAACEIEAAAE T TCCTTCTGTAGCCTGAAGAGTTTGTAAATGACTTTCATAATAAA

Sekil 6: GJB6 geni kodlayici eksonu ve kullanilan primerler

Primer tasarmlari Primer3Plus programi kullanilarak yapildi. Primerlerin
Ozellikleri Tablo 7°de gOsterilmistir.
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Tablo 7: Primerlerin ozellikleri

Baz = Uriin
(Baz cifti) (Baz cifti)
ACTCAGAGAAGTCTCCCTGTTC 22 60,3
GJB2 F 55 461
1.ekson
1boige R | TGGGTTTTGATCTCCTCGATGT 22 58,4
GJB2 £ | GGCTGCAAGAACGTGTGCTACG 22 64
1.ekson
2.bolge el ge2
R | GCTGAGCACGGGTTGCCTCATC 22 65,8
GJB6 £ | TGTAATATCACCGTGTCACTTTCC 24 59,3
1.ekson 535
1.bdlge 56
R | AAGGCTGCTTCAAAGATGATTC 22 56,5
GJB6 £ | TACTACAGGCACGAAACCACTC 22 60,3
1.ekson 571
2.bolge 56
R | CTTTCAGGTTGGTATTGCCTTC 22 58,4

GJB2 ve GJB6 geninin ¢ogaltilacak bolgeleri igin reaksiyon basina toplam

hacim 50 pl olacak sekilde PZR karigimi hazirlandi. PZR karigim igerigi Tablo 8'de

gosterilmistir. Bu karigim icerigi ornek sayisi ile ¢carpilarak PZR igin gerekli miktar

hazirland..

Tablo 8: PZR karigim igerigi

Kimyasal Miktar
Mastermiks 25 pl
Forward Primer 3ul
Reverse Primer 3ul
DNA 5 ul
Su 14 ul
Toplam 50 pl

Kullanilan mastermiks; Taqg DNA Polimeraz (10nite/10 ul), 2X reaksiyon buffer,
4mM MgCl,, enzim stabilizér, sediment, loading dye, 0,5 mM dNTP (dATP, dGTP
dCTP dTTP -her biri icin) icermektedir. (ExPrime Taq Premix (2x), Genet Bio,
Katalog No: G-5000N)

PZR reaksiyon karigimlari hazirrlandiktan sonra drnekler Thermal Cycler

cihazina yerlestirildi ve Tablo 9'daki PZR reaksiyon basamaklari izlendi.
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Tablo 9: PZR reaksiyon basamaklari

EisRamaklarl Isi Sire Dongli Saysi
Ik denatUrasyon 94°C 5 dk 1
Denaturasyon 94°C 30 sn

Primer

baglanma * 30 sn 35
Uzama 72°C 1dk

Son uzama 72°C 5 dk 1
Sonuglanma 4°C o 1

*Primer baglanma sicakligi GJB2 1.bolge igin 55°C, 2.bdlge icin 61°C, GJB6 1.ve 2.bdlgesi igin
61°Cdir.

Agaroz Jel Elektroforez

100 ml 10x TAE stok solusyonuna, 900 ml distile su eklenip tampon ¢ozeltisi
hazirlandi. Toz halindeki agarozdan 2 gr tartlarak 100 ml tampon c¢ozelti ile
karigtiriip mikrodalga firinda maksimum sicaklikta agaroz eriyip saydam goérinimla
jel haline gelinceye kadar isitildi. Sivi agaroza 0,8 ul akridin oranj eklendi. Bu
karigim taraklar vyerlestirilip elektroforez tepsisine dokulip sogumaya birakildi.
Agaroz jel katilaginca elektroforez tankina yerlestirildi. ilk kuyucuga 100 bg’lik DNA
marker, diger kuyucuklara PZR ile elde edilen Grtnler yuklendi. 100 mVta 30 dk
elektroforetik olarak yurattlda. Jel, ‘Vilbert Lourmat’ UV goéruntileme cihazina
yerlestirilip goruntllendi. Goruntller bilgisayar ortamina kaydedildi. PZR bantlari

uygun olan érnekler purifikasyon igin ayrild1.

PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu (Saflastiriimasi)

Goruntuleme sonrasi uygun PZR drunleri, PZR artiklarinin uzaklastirilmasi
amaclyla E.ZN.A Cycle Pure Kit D6492-02 (OMEGA, BIOTEK) kiti kullanilarak
saflastiriimistir. Bu protokolde asagidaki basamaklar uygulanm igtir;

1. 45 pl PZR Urindne 55 ul su eklenip 100 ul'ye tamamliandi.

2. 1,5 ml'lik ependorf tiptine 500 ul kit igerigindeki CP Bufferdan konuldu,
uzerine PZR Grund eklendi. Maksimum hizda vortekslenip kisa sureli spin
yapildi.

Onceden hazirlanmig numarali toplama tlplerine kolonlar yerlestirildi.

Karisim kolona aktarildi.
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10.

11.

12.

13.

16.000x g (14.000 rpm)’de oda sicakliginda 1 dk santriflj edildi.

Santriflj sonrasinda toplama tlplne stzilen materyal atilip kolonlar
tekrardan toplama tlpune yerlegtirildi.

Uzerine kit igerigindeki Wash Bufferdan (6nceden (zerine 60 pl %100
etanol eklenmis) 700 pl eklendi.

16.000x g (14.000 rpm)’de oda sicakliginda 1 dk santrifljj edildi.

Toplama tUpUne suUzulen materyal atilip kolonlar tekrardan toplama
tUpune yerlegtirildi.

Kolonlari alkolden uzaklastirmak i¢in kolonlar bos iken 16.000x g (14.000
rpm)’de oda sicakliginda 2 dk santriflj edildi.

Kolonlar 6nceden numaralandirimis 1,5 mllik ependorfa yerlestirilip,
uzerine kit igerigindeki elisyon bufferdan 50 pl eklendi.

Oda sicakliginda 2 dk bekledikten sonra 16.000x g (14.000 rpm)’de 1 dk
santrifuj edildi.

Santrifij sonrasi kolonlar atildi. Ependorf tiplerinde kalan sivi purifiye

PZR UrUnu olarak ayrildi ve +4°C’de sakland..

Pdrifiye PZR Urunleri akridin oranj ile hazrlanmig %Z2lik agaroz jelde

elektroforetik olarak yurataldd. Jel, ‘Vilbert Lourmat’ UV goruntileme cihazina

yerlestirilip gorintllendi. Goérlntller bilgisayar ortamina kaydedildi. PZR bantlari

uygun ola

n 6rnekler sekans PZR’1 igin ayrild1.

Sekans Reaksiyonunun Hazirlanmasi

Sekans PZR reaksiyonu icin Dye Terminator Cycle Sequencing With Quick

Start Kit (Genome Lab) kullanildi. Sekans reaksiyonu i¢in Urin basina hazirlanan

karigim Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10: Sekans PZR karigim igerigi

Kimyasal Miktar
DTCS Quick Start mastermiks 4l
Forward / Reverse Primer 1l
Su 11l
PZR Grini 4l
Toplam 20 pl
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Reaksiyon baslamadan 6nce PZR urlnlerine 85°C’de 5 dk predenatirasyon
uygulandi, daha sonra tuplere 16'sar pl karigsim eklendi. Reaksiyon icin tlpler
Thermal Cycler cihazina yerlestirildi ve Tablo 11’deki basamaklar takip edildi.

Tablo 11: Sekans PZR reaksiyon basamaklari

PZR basamaklari Isi Sire Ddéngu Sayisi
Ik denatiirasyon 94°C 2 dk 1
Denatlrasyon 96°C 20 sn

Primer baglanma 50°C 20 sn

Uzama 60°C 4 dk 30

Son uzama 94°C 30 sn 1
Sonuglanma 4°C o0 1

Sekans PZR tamamlaninca Tablo 12'de belirtilen miktarlarda taze stop
solusyonu hazirlandi ve agagida belirtilen agamalar sirasiyla yapildi.

Tablo 12: Stop solUsyon icerigi

Kimyasal Miktar
Na-Asetat 2ul
Na-EDTA 24l
Glikojen 1wl
Toplam 5 ul

1. Ornek sayisi kadar 1,5 ml'lik ince geperli ependorf tiipleri hazirland.
Her tlpe taze hazirlanmis stop solisyonundan 5 pl eklendi.

3. Stop solisyonu eklenmis tlplere sekans PZR Urinleri ilave edildi ve
yogun pipetajla iyice karistirildi.

4. Tulplere -20°C’de saklanan %96’lik etanolden 70 ul eklendi ve pipetaj
yapildi.
Karisim -20°C’de 30 dk bekletildi.
Onceden 4°C’ye sogutulmus santrifiijjde 16.000x g (14.000 rpm)de 15 dk
santrif(j edildi.

7. Santrifij sonrasi tuplerin dibindeki pellete dikkat edilerek pipetle
sUpernatan alinip atild!.

8. Pelletin Uzerine -20°C’de saklanan %70’lik etanolden 170 pl eklendi ve

pipetaj yapildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

4°C’deki santrifijde 16.000x g (14.000 rpm)’de 7 dk santrif(j edildi.
Santriflj sonrasi tuplerin dibindeki pellete dikkat edilerek, sipernatan
pipetle alinip atild!.

Ornekler, etanoliin ugurulmasi amaciyla énceden 40°C’ye isttilmis dry
block’ta 40 dk bekletilip kurumaya birakild1.

Etanol ¢oOktirme isleminden sonra; kurutulan 6&rneklere, -20°C’de
saklanan ve kullanmadan Once oda sicakligina gelmesi beklenmis
formamidden (yUkleme solisyonu) 40 ul eklendi.

Formamid eklenmis UrUnler vortekslenip pipetaj yapilarak sekans PZR
urinunun ¢ozulmesi sagland..

Dizi analizi cihazinin (Beckmann-Coulter CEQ 8000™ Genetic Analysis
System) programi acilip 6rnekler sisteme kaydedildi ve LFRa programi
secildi.

Jel ve kapiller protokole uygun sekilde cihaza yerlestirildi.

Ependorf tiipiinde bulunan érnekler ‘sample plate’e yiklendi. Uzerlerine
buharlagsmayi 6nlemek amaciyla mineral yagi damlatild.

‘Buffer plate’e her kuyucugun 3/4'0 dolacak sekilde Seperate buffer
solUsyonu eklendi.

Plateler Beckmann-Coulter CEQ 8000™ Genetic Analysis System

cihazina yerlestirildi ve analiz baslatild!.

Istatistiksel Analiz

Kategorik degiskenler sayi ve yuzde olarak ifade edilmistir.
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BULGULAR

Calismamiza Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dali tarafindan konjenital bilateral sensorindral isitme kaybi tanisiyla
izlenmekte olan 29'u (%80,6) prelingual baglangicli, 7’si (%19,4) postlingual
baslangi¢li olan 36 hasta dahil edildi. Olgular Tablo 6'da belirtilen dahil olma ve
diglanma kriterlerine gore belirlendi. Hastalara ait bilgiler Tablo 13’te gosterilmigtir.

Tablo 13: Hastalara ait bilgiler

Hasta Isitme Kaybi Isitme Kaybi Derecesi

No Baslangi¢c Donemi (Sag Kulak/Sol Kulak)
H1 Prelingual Cokileri / Cok ileri
H2 Prelingual Cokiileri / Cok ileri
H3 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H4 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H5 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H6 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H7 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H8 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H9 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H10 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H11 Prelingual Cok ileri / Tleri
H12 Prelingual Cokiileri / Cok ileri
H13 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H14 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H15 Prelingual Cokiileri / Cok ileri
H16 Prelingual Orta / Orta

H17 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H18 Postlingual lleri / Cok ileri
H19 Prelingual lleri / Cok ileri
H20 Postlingual lleri / Cok ileri
H21 Prelingual Cokiileri / Cok ileri
H22 Postlingual lleri / Cok ileri
H23 Postlingual Cokileri / Cok ileri
H24 Postlingual Cok ileri / Cok ileri

30



(Tablo 13’'Gn devami)

H25 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H26 Postlingual Hafif / Hafif

H27 Prelingual Hafif / Cok ileri
H28 Prelingual Hafif / Cok ileri
H29 Prelingual Hafif / Hafif

H30 Prelingual Cok ileri / lleri
H31 Postlingual Cokiileri / Cok ileri
H32 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H33 Prelingual Cokiileri / Orta
H34 Prelingual Cok ileri / Cok ileri
H35 Prelingual Orta/ Orta

H36 Prelingual lleri / Orta

Hastalara ait periferik kandan elde edilen DNA’larin konsantrasyonlari
‘Thermo Scientific Nanodrop 2000c’ spektrofotometre cihazi ile dlgilmis olup

sonuglar Tablo 14’te gosterilmigtir.

Tablo 14: Hastalara ait DNA 6rneklerinin spektrofotometri lgimleri

Hasta Konsantrasyon A° A° Hasta A° A°
No ng/pl 260/280 | 260/230 No Konsnagnl:jrlas Yon | 260/280 | 260/230
H1 255 1.82 0.9 H19 239 2.1 1.88
H2 23 1.97 1.75 H20 27 1.81 2.05
H3 324 1.94 1.65 H21 284 1.92 1.97
H4 29.8 2.05 1.81 H22 217 1.97 1.78
H5 195 1.90 1.95 H23 26.4 1.88 1.96
H6 226 1.75 1.86 H24 33.4 1.86 1.79
H7 27.2 1.68 2.2 H25 305 1.69 1.86
H8 215 1.76 1.9 H26 27.9 2 1.97
H9 34.2 1.88 1.65 H27 18.7 1.84 1.76

H10 20.7 1.95 1.68 H28 226 1.96 2.03
H11 28.3 1.87 1.87 H29 23.2 1.9 1.65
H12 24 1.99 2.05 H30 27.5 1.69 1.76
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(Tablo 14’Gn devam)

H13 31 1.96 1.81 H31 25.8 1.82 1.72
H14 26.2 1.78 1.55 H32 34.2 1.76 1.86
H15 35.3 2.08 1.98 H33 30.7 1.72 1.93
H16 42.1 1.93 1.7 H34 283 1.93 2.02
H17 37.3 1.84 1.93 H35 26.7 1.97 1.68
H18 26.8 1.79 1.67 H36 32.6 1.82 1.95

GJB2 ve GJB6 Genlerinin Molekiiler Analizi

PZR Sonuglari

GJB2 ve GJB6 genlerine ait birer kodlayici ekson bulunmaktadir. Bu

bdlgelerin uzun olmasi nedeniyle ikiser primer ¢ifti ve iki ayri PZR ile ¢gogaltild.

GJB2 ve GJB6 genlerinin 6zgun primerler kullanilarak ¢ogaltlan 1. ve 2.
bolgelerine ait PZR Urunlerinin jel elektroforezdeki goruntuleri Sekil 7-10'da
gosterilmistir.

Markir | H10 H11 H12 H13 H14 H15

Sekil 7: GIJB2 geni 1. bdlgesine ait PZR Urlinunun (461bg) jel goruntisu.
Markir 100 bg¢ buyukligundedir.
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H10 H11 H12 H13 H14 H15 Markir

Sekil 8: GJB2 geni 2. bdlgesine ait PZR Grinundn (565 bg) jel gorantisu.
Markir 100 bg buyukligundedir.

Markir H10 | H11 H12 | H13 H14 | H15

Sekil 9: GJB6 geni 1. bdlgesine ait PZR Urininun (535 bg) jel goruntisu.
Markir 100 bg biyukligindedir.
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H10 H11 H12 H13 H14 H15 | Markir

Sekil 10: GJB6 geni 2. bdlgesine ait PZR urdnundn (571 bg) jel goruntusa.
Markir 100 bg buyUkligundedir.

Uriinlerin Dizi Analizi

Sekans PZR (riinleri Beckmann-Coulter CEQ 8000™ Genetic Analysis
System cihazinda analiz edildi. 24 (%66,7) hastada GJB2 ve GJB6 genlerinde
herhangi bir degisim saptanmazken; 11 hastada (%30,6) GJB2 geninde, 1 hastada
(%2,8) GJB6 geninde degisim saptandl. GJB2 ve GJB6 mutasyon analiz sonuglari
Tablo 15'te gosterilmistir.

Tablo 15: Hastalarin GJB2 ve GJB6 gen mutasyon analiz sonuglari

Hﬁsta Niilfl'ef)tit. Prvo.te'in_ Hom ozigot Varyant
[o] Gen Degisimi degisimi dbSNP /Heterozigot Tipi
GJB2 | ¢.269T>C | p.Leu90Pro rs80338945 Heterozigot Missense
Hl GJB6 Degisim saptanmadi.
GJB2 | c.511G>A | p.Alal71Thr rs201004645 | Heterozigot | Missense
i GJB6 Degisim saptanmadi.
H3

GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

Ha GJB2 ve GJB6 genlerine ait dedisim saptanmadi.

HS GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

e GJB2 | c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 rs80338939 Homozigot Frameshift
GJB6 Degisim saptanmadi.

o GJB2 | c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 rs80338939 Homozigot Frameshift
GJB6 Degisim saptanmadi.

H8 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H9 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.
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(Tablo 15’in devami)

H10 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H11 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.
GJB2 | c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 rs80338939 Homozigot Frameshift

12 GJB6 Degisim saptanmadi.
GJB2 | c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 rs80338939 Homozigot Frameshift

s GJB6 Degisim saptanmadi.

H14 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H15 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H16 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H17 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

His GJB2 | c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 rs80338939 Heterozigot Frameshift
GJB6 Degisim saptanmadi.

H19 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H20 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degigsim saptanmadi.

H21 GJB2 ve GJB6 genlerine ait dedisim saptanmadi.

Hoo GJB2 | c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 rs80338939 Heterozigot Frameshift
GJB6 Degisim saptanmadi.

H23 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

Hoa GJB2 | c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 rs80338939 Heterozigot Frameshift
GJB6 Degisim saptanmadi.

H25 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H26 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.
GJB2 Degisim saptanmadi.

et GJB6 | c.666A>G p.Ser222= rs138571061 | Heterozigot Sinonim

H28 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H29 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H30 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

Ha1 GJB2 | c.457G>A p.Val153lle rs111033186 | Heterozigot Missense
GJB6 Degisim saptanmadi.

H32 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H33 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.
el c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 rs80338939 Heterozigot | Frameshift

H34 c.167delT | p.Leu56Argfs*26 | rs80338942 Heterozigot | Frameshift
GJB6 Degisim saptanmadi.

H35 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.

H36 GJB2 ve GJB6 genlerine ait degisim saptanmadi.
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Sekans analizi ile saptanan degisimlerin goéruntlileri Sekil 11-17'de

gosterilmistir.

140 150 160 17

ACTOCACCAGEAT T CAAMAGAT CT GECT CA
AACACT CCACCAGCAT T GRAAGAT CT GOCTCAH

Sekil 11: H7’'de saptanan GJB2 geni homozigot ¢.35delG mutasyonu. 35.
pozisyondaki guanin nukleotidinin delesyonu gériimektedir.

I Eu 130 140 150 1403 178
e nac | -7 COACACEA T OO oS T CTE - — ~ A A~ B - AT - = TOCA - = = = = R A= T T - - 2AA~- -
Soquence | ST OSALASIAT CCTS0RRAOT OTOT T AACACRC A RSO CT COACRSTACELSC ATT T 0T G LA
Camienum | T EOAGACIAT COTGERERIT FHGS ¢ s BADKE B ACED4 4 TOOACH £ 84 0 RGOAFTTGH + s QhA b8
E st [E ] [ fad aEhtd & & [ 284 iy

)
& [ &L BE & g &

Sekil 12: H18'de saptanan GJB2 geni heterozigot ¢.35delG mutasyonu
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1 | AP G A T S e P R A A T T T PR TG T T T TTTC TGS CA AR AR L O TG TTTAL

Sekil 13: H27°de saptanan GJB6 geni c.666A>G heterozigot degisimi

Sekil 14: H1’de saptanan GJB2 geni ¢.269T>C heterozigot degisimi
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0 490 B oo 510 520

Reference | acat gacatagaa acatgasaggoggsttogangat gacoogy,
Sequemce | ACAT GACAT ACATEARGECEGCTTOSARGAT GACOCGRE
Consemsus | ACATGACAT ACATGAAGECEGCT TCEAAGAT GRACCCEE,

Sekil 15: H31'de saptanan GJB2 geni heterozigot ¢.457G>A degisimi
(Reverse dizi)

Sekil 16: H2'de saptanan GJB2 geni heterozigot ¢.511G>A degisimi (Reverse
dizi)
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Sekil 17: H34’te saptanan GJB2 geni heterozigot c.167delT degisimi (Reverse
dizi)

Saptanan genotipler ve olgu sayilari Tablo 16’da, saptanan degisimlere ait

allel frekanslari Tablo 17°'de gdsterilmistir.

Tablo 16: Saptanan genotipler ve olgu sayisi|

Degisim Saptanan Gen Genotip Olgu Sayisi
c.35delG /c.35delG 4
c.35delG/c.167delT 1
c.35delG /wt 3
GJB2
€.269T>C /wt 1
c.511G>A/ wt 1
cA57G>A/ wt 1
GJIB6 Cc.666A>G/ wt 1
GJB2 ve GIB6 wt/wt 24
Toplam 36

Tablo 17: Saptanan degisimler ve allel frekanslari

Degisim Allel Frekansi
c.35delG % 16.6 (12/72)
c.167delT % 1,38 (1/72)
€.269T>C % 1,38 (1/72)
c511G>A % 1,38 (1/72)
€.666A>G % 1,38 (1/72)
c.457G>A % 1,38 (1/72)
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TARTISMA

Konjenital isitme kaybi 500 dodumda bir gorulebilen en sk duyusal
bozukluktur. Genetik ve cevresel faktorlere bagli ortaya g¢ikmaktadir. Genetik
faktorlere bagli olanlarin yaklasik %70’i non-sendromik formdadir ve 100'den fazla
gen tanimlanmistir. Isitme kaybindan sorumlu genler fonksiyonlarina gore

sinflandirildiginda gap junction genleri Snemli bir kismini olugturmaktadir.

Calismamizda konjenital bilateral sensorindral igitme kaybi tanisi konulan 36
hastanin isitme kaybinin molekuler etiyolojisinin belirlenmesi amaciyla gap junction
genlerinden GJB2 ve GJB6 genlerinin kodlayici eksonlari Sanger sekans yontemi ile
dizilenmigtir. GJB2 geninde daha onceden tanimlanmis c¢.35delG, c.167delT,
c.269T>C, c.457G>A, ¢.511G>A degisimleri saptanirken; GJB6 genine ait sadece
C.666A>G degisimi saptanmigtir.

GJB2 gen mutasyonlari, dinyada konjenital sensorindral igitme kaybinin en
sk genetik nedeni olup yaklasik prevalansi %17,3’tlr. Biallelik GJB2 mutasyonlari
en fazla %27 orani ile Avrupa’da olup bunu; %17,8 ile Glney Afrika, %17,6 ile
Kuzey Afrika, %17,4 ile Orta Dogu, %15,5 ile Asya, %13,9 ile Kuzey Amerika takip
eder. En dUsUk oran Sahra-Alt1 Afrika’da olup %5,6’dir. Mutasyon tipleri toplumlara
goére dagiim gostermektedir. Ornegin; Avrupa'da ve Orta Dogu'da 35delG, Dogu
Asya'da 235delC, Glneydogu Asya’da V37l, Hindistan’da W24X, Askenazi
Yahudilerinde 167delT mutasyonlari daha sik gorilmektedir (12). Ulkemizde ise,
yapllan calismalarda en sik GJB2 mutasyonu 35delG olarak bildirilmistir (13-20).
Bizim c¢alismamizda da biallelik 35delG mutasyonu %11,1 orani (4/36) ile en sik
gorilen mutasyon olarak olarak saptanmistir. Tekin ve ark. (17)’'nin ¢alismasinda
%14,5, Bayazit ve ark. (16)'nin calismasinda %14,3 olarak bulunmus ve
¢alismamiza yakin oranlardir. Uyguner ve ark. (15)'nin ¢galismasinda %31,7, Kalay
ve ark. (14)nin calismasinda ise %31,2 oranlarinda daha yuksek olarak

bulunmustur. Bunun nedeninin hasta grubuyla iligkili olabilecegi dusunulmustur.

Calismamizda 35delG mutasyonu 4 hastada (%11,1) homozigot, 3 hastada
(%8,3) heterozigot, 1 hastada (%2,7) bilesik (kompound) heterozigot olmak Uzere
8/36 (%22,2) hastada saptanmis olup allel frekansi %16,6 (12/72)'dir. Uyguner ve
ark. (15)’nin ¢alismasinda allel frekans1 %23 olup, bu oranin yliksek bulunmasinin
nedeninin otozomal resesif hasta grubunda calisimis oldugu dusunudlmuktedir.

Literatlrde sadece ileri derecede isitme kayipli hastalar se¢ilmis olmasina ragmen
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kalitim paterni gozetilmeksizin yapilan ¢alismalarda, ¢alismamizla benzer sonuglar
elde edilmigtir. Tekin ve ark. (17)’'nin ¢calismasinda %18,5, Baysal ve ark. (18)’nin

calismasinda %13, Yimaz ve ark. (19)’'nin galismasinda %17 olarak bildiriimektedir.

GJB2 genindeki 35delG (p.Glyl2Valfs*2) mutasyonu (rs80338939) 35.
pozisyondaki guaninin delesyonu neticesinde c¢ergeve kaymasina neden olarak
konneksin 26 proteinin sentezinin erken sonlanmasina neden olmaktadir (87).
Homozigot 35delG saptanan hastalarda hafif dizeyden c¢ok ileri dizeye kadar
degisen derecelerde isitme kaybi gorulebilir, fakat kaybin siddetli dizeylerde olmasi
daha siktir (88). Hilgert ve ark. (89) homozigot 35delG saptanan hastalarda
yaptiklari ¢alismada kohleada eksprese olan RPS23 ve ATG10 genlerine ait tek
nukleotid polimorfizmlerinin (SNP) modifiye edici etkisi olabilecegini ve bireyler
arasindaki fenotipik farkliliklarda rol oynadigini éne strmuglerdir. Kalay ve ark. (14)’
nin 96 hastayi kapsayan otozomal resesif ¢alisma grubunda 35delG saptanan 5
hastada bilateral ¢ok ileri; 3 hastada bir tarafta ileri, bir tarafta cok ileri ve 4 hastada
bilateral ¢ok ileri dlizeylerde isitme kaybi saptanirken 8 hastanin odyolojik sonuglari
bilinmemektedir. Ocak ve ark. (90)nin 50 hastayi kapsayan otozomal resesif
calisma grubunda 35delG saptanan 7 hastada bilateral ¢ok ileri; 1 hastada bir
tarafta ileri, bir tarafta ¢ok ileri dizeyde igitme kaybi1 saptanmistir. Calismamizda ise;
homozigot 35delG saptanan 4 hastanin timinde isitme kaybi bilateral ve ¢ok ileri
dizeyde idi.

Genellikle GJB2 genine ait her iki allelde truncate tipi mutasyon bulunan
hastalarda, bir allelinde non-truncate bir allelinde truncate tip mutasyon bulunanlara
gore daha agir isitme kaybi bulunur. Her iki allelinde non-truncate tip mutasyon
bulunanlar ise bu iki gruba gore daha hafif seyirlidir (91, 92). Calismamizda tamami
prelingual baslangi¢li ve bilateral ¢ok ileri dizeyde isitme kaybi bulunan homozigot
35delG saptanan 4 hasta ve 35delG/167delT saptanan H34 bu bulguyu

desteklemektedir.

GJB2 geninin 167. pozisyonundaki timin bazinin delesyonu ile karakterize
olan 167delT (rs80338942) mutasyonunda; ilk 56 amino asit dogru sekilde kodlanir
fakat protein dizisi, takip eden 25 farkli amino asit ile erkenden sonlanir
(p.Leu56Argfs*26) (93). Bizim ¢alismamizda 167delT mutasyonu sadece bir vakada
35delG ile bilesik heterozigot olarak saptanmigtir. Tasiyicilk orani en ylksek
Askenazi Yahudi toplumunda gortlmekte olup, bu oran %4,03'tir ve GJB2 mutant

allellerinin %84°Gn0 olusturmaktadir (91, 94). Bu durumun ‘founder effect’ nedeniyle
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oldugu dusunulmektedir. Diger toplumlarda bu mutasyon daha ¢ok sporadik olarak
gorulmektedir. Dzhemileva ve ark. (95)'nin Dogu Avrupa, Sibirya ve Orta Asya'yi
kapsayan 18 toplumda ve 2038 saglikli bireyde yaptidi calismada tasiyiciliyi Cuvas
Turklerinde 1/100 oraninda, Komi-Permyak toplumunda 2/80 oraninda
saptamislardir. Batissoco ve ark. (96)’'nin Brezilya’da 300 isitme kayipli hasta ile
yaptig1 calismada 2 hastada heterozigot olarak saptanmigtir. Bonyadi ve ark. (97)
iran’da 508 hastayi iceren otozomal resesif isitme kayipli grupta bu mutasyonu 1
hastada homozigot olarak saptamiglardrr. italya’da ise 196 hastadaki allelik frekansi
%2,2 olarak belirlenmistir (98). 167delT mutasyonu lUlkemizde yapilan ¢aligmalarda
sadece Tekin ve ark. (17) tarafindan, ¢alismamizda oldugu gibi bir vakada 35delG
ile bilesik heterozigot olarak bildiriimis olup allel frekansi %0,3'tir. Bizim
calismamizda muhtemelen vaka sayimizin azligi nedeniyle bu oran daha yuksek
saptanmis olup 1/72 (%1,38) dir.

GJB2 geninin 269. pozisyonundaki timinin sitozine dénusuimu (rs80338945)
sonucunda protein dizisindeki 90. amino asit olan 6sin proline (p.Leu90Pro)
dontsmektedir. Calismamizda p.Leu90Pro degisimi, prelingual baslangicl ¢ok ileri
dizeyde isitme kaybi olan H1’de heterozigot olarak saptanmistir. Bu mutasyon
Avusturya’da 35delG’den sonra en s ik gorulen ikinci mutasyon olup, hastalikla iligkili
GJB2 allelleri icinde %9,8-16,7 oranina sahip oldugu bildirilmigtir. Bu durumun
‘founder effect’ nedeniyle olabilecedi dusunudlmektedir (99, 100). p.Leu90Pro
degisimi fonksiyon kaybettirici 6zelliginde bir mutasyon olup, Xenopus oositleri ile
yapillan fonksiyonel c¢alismada eslenmis hicrelerin arasinda homotipik kanal
baglantisinin olusmadigi gosterilmistir (101). Buna ragmen, bu mutasyonu tasyan
bireylerin daha ilimh fenotipe sahip olmaya egilimli oldugu, hafif-orta dizeyde isitme
kaybinin gorildigi bildirimistir (88, 91, 92). Ulkemizde yapilan calismalarda ise;
Tekin ve ark. (17) bir probandin babasinda 35delG ile bilesik (kompound)
heterozigot olarak bildirmistir fakat klinik bilgisi bulunmamaktadir. Yimaz ve ark.
(19)nin yaptigi calismada ise ¢ok ileri dizeyde isitme kaybi olan ve homozigot
olarak bildirilen bir olgu mevcut olup, bu mutasyonun allelik frekans1 %0,3 olarak
hesaplanmistir. Bizim ¢alismamizda ise p.Leu90Pro degisiminin allelik frekansi 1/72
(%1,38)’dir.

Postlingual baglangigli ve bilateral ¢ok ileri dizeyde isitme kaybi olan H31’de
GJB2 geninde heterozigot olarak saptanan p.Val153lle degisiminin (rs111033186)
calismamizdaki allelik frekansi 1/72 (%1,38)’dir. 457. pozisyondaki guaninin adenine
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doéntsimu (c.457G>A) sonucunda protein dizeyinde 153. amino asit olan valinin
izolosine donlismesine (p.Val153lle) neden olan bu degisimin patojenitesi
tartismalidir. SIFT (skor:1) ve PolyPhen-2 (skor:0,005) veri tabaninda ‘benign’
olarak degerlendirilirken, Mutation Taster'a gore protein 6zellikleri etkilenebilir ve
hastalik yapicl (prob:0,815) olarak degerlendiriimektedir. DVD
(http://deafnessvariationdatabase.org) veri tabanina gore ise benign bir varyant
olarak deg@erlendirilmektedir. Guerci ve ark. (102), konusma geriligi olan fakat isitme
kayb1 bulunmayan bir hastada bu degisimi heterozigot olarak saptamiglardir.
Hastanin postlingual bilateral igitme kaybi bulunan babasinda ve saglikli olan
annesinde bu dedisim heterozigot olarak saptanmistir, bu nedenle olasilikla
patojenik dneminin olmadigini belirtmiglerdir. Biyikli ve ark. (103)’nin prelingual
otozomal resesif non-sendromik isitme kaybli bulunan hastalarda yaptiklari
calismada bu degisim heterozigot olarak 5 hastada saptanmistir ve allelik frekansi
%4,9'dur. 90 bireyden olusan kontrol grubunda ise 6 bireyde heterozigot olarak
saptanmis ve allelik frekansi %6,6 olarak bulunmustur. Bayazit ve ark. (16), 14
ailede yaptiklari galismada 2 bireyde p.Val153lle saptamis ve polimorfizm olarak
degerlendirmiglerdir. Wu ve ark. (104) bu degisimi T8M mutasyonu ile bilegik
heterozigot olarak tanimlayarak patojenik olabilecegini éne surmuglerdir. Bunun
yaninda ileri derecede isitme kaybi olan bir bireyde homozigot olarak da
tanimlanmistir (105). Mese ve ark. (106)’nin Xenopus oositleri ile yaptigi fonksiyonel
calismada bu degisimin, hicrelerarasi fonksiyonel kanal olusumunun bozulmasina
neden oldugu saptanmigtir. Bunun aksine Guerci ve ark. (102), memeli hicresi olan
HelLa hucrelerinde bu fonksiyonun korundugunu goéstermiglerdir. Calismamizda da
bir hastada heterozigot olarak saptadigimiz bu degisim; American College of
Medical Genetics (ACMG)’ ye gére amino asit dizisinde degisime neden olmasi ve
EXAC (The Exome Aggregation Consortium) veri tabaninda allel frekansinin % 5’ten
az olmasi nedeniyle ve fonksiyonel ¢alismalar géz éntinde bulunduruldugunda ‘klinik
onemi belirsiz varyant’ olarak degerlendiriimistir. Bu degisimin dider genlerde
bulunan olasi mutasyonlarla beraber hastanin kliniginde rol oynayabilecedi de g6z

ardi edilmemelidir.

GJB2 genindeki ¢.511G>A degisimi (rs201004645); 511. pozisyondaki guanin
nukleotidin adenine doénudsmesi sonucunda meydana gelir. Bunun sonucunda
konneksinin EC2 (ikinci ekstrasellller lup) bdlgesinde, nonpolar bir amino asitten
polar bir amino asite; alaninden treonine donusum (p.Ala171Thr) meydana gelir

(104). Calismamizda prelingual baslangicli ¢ok ileri dizeyde isitme kaybi olan ve
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temporal kemik gérintileme bilgisi olmayan H2'de bu degisim heterozigot olarak
saptanmis olup allelik frekans1 1/72 (%1,38)’ dir. in siliko veri tabanlarinda, SIFT’e
gore tolere edilebilir (skor:0,5), PolyPhen-2’ye goére benign (skor:0,273), Mutation
Tastera gore polimorfizm (prob:0.99) olarak degerlendiriien bu degisimin allelik
frekansi ExAC'a gére %5’ten az olup, turler arasi korunmanin az oldugu
bilinmektedir. Bu degisim ile ilgili fonksiyonel ¢alisma bulunmamaktadir. American
College of Medical Genetics (ACMG)’e gore ‘klinik dnemi belirsiz varyant’ olarak
deg@erlendirilebilinir. Literatirde bahsedilen cgaligmalarda da patojenite agisindan
sinflandirilamamistir. Bu degisimi ilk kez; Lin ve ark. (107), tek tarafli i¢ kulak yolu
darligi1 ve kohlear sinir aplazisi olan bir hastada heterozigot olarak saptamiglardir.
Wu ve ark. (104), cocukluk cag isitme kaybi olan 324 hastayl kapsayan
calismasinda; bu degisimi Lin ve ark. (107)’na benzer sekilde orta dizeyde isitme
kayb1 olan ve kohlea anomalisi olan bir hastada heterozigot olarak saptamislardir,
allel frekans1 % 0,8'dir. Fakat bu c¢alismalarda SLC26A4 geni gibi kohlear
anomalilerle iligkili olan genler incelenmemistir. iran’da yapilan bir meta analizde
p.Ala171Thr degisiminin sikligi %0,05 olarak belirlenmigtir (108). Nishio ve ark.
(209)'nin Japonya'da yaptigi 1120 non-sendromik isitme kayipli bireyi ve 269
saglikli bireyi kapsayan kohortta, bu degisim 1 hastada heterozigot olarak
saptanirken saglikli bireylerde saptanmamistir. Han ve ark. (110)’nin Kore’de GJB2
mutasyon tagiyiciigini  saptamak amaciyla, normal isitmeye sahip 2072
yenidoganda yaptidi ¢alismada, bir olguda heterozigot olarak saptanmistir (allelik
frekans1 %0,02). Bu ¢aligmalarda da oldugu gibi ¢alismamizda p.Ala171Thr degisimi
saptanan olgu H2'deki isitme kaybindan bu degisimin sorumlu olmadig
gorilmektedir. Ulkemizde yapilan diger calismalarda ise bu degisim saptanmamistir
(13-17, 19, 20).

Konjenital sensorindral isitme kaybindan sorumlu olabilen didger bir gen
konneksin 30 proteinini kodlayan gen GJB6'dir. Bu gen ile ilgili literattrde bildirilen
olgulara bakacak olursak; Grifa ve ark. (23) tarafindan ge¢ baslangigli ve orta-
yuksek frekanslarda gortlen, otozomal dominant ve non-sendromik formda isitme
kayb1 olan bir ailede T5M mutasyonu tanimlanmistir. Nishio ve ark. (109)'nin
Japonya’da yaptigi kohort ¢alismasinda; ¢.689dupA degisimi hasta grubuna ait 9
allelde saptanirken, saglikli bireylerde saptanmamis ve bu nedenle isitme kaybiyla
iligkilendirilmistir. Yang ve ark. (111) p.A40V degisiminin non-sendromik isitme
kaybiyla iligkili olabilecegini bildirmiglerdir. Oh ve ark. (66) ise p.A40V degisiminin
patojenik olmadigini yaptiklari fonksiyonel calisma ile gostermislerdir. Caligmamizda
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ise bu gende; sagda hafif, solda ¢ok ileri dizeyde isitme kaybi olan olgu H27’de
€.666A>G degisimi (rs138571061) heterozigot olarak saptanmis olup allelik frekansi
1/72 (%1,38)'dir. Bu degisim, protein dizeyinde amino asit degisimine yol
acmamaktadir (p.Ser222=). in siliko veri tabanlarinda, SIFT’e gére tolere edilebilir
(skor:0,4), Mutation Taster'a gore polimorfizm (prob:0,99) olarak degerlendirilen bu
degisimin allelik frekansi ExAC’a gbre %5ten azdrr. Literatirde de c.666A>G
degisiminin saptandigi vaka bildiriimemistir, dolayisiyla bu degisimin klinik dnemi
bilinmemektedir. Ulkemizde dizi analizi teknidi ile yapilan ¢alismalarda, Tekin ve ark.

(17) GJIB6 geninde herhangi bir degisim saptamamislardir.

Konjenital igitme kayipli olgulardaki genetik heterojenite etiyolojinin
aydinlatilmasini glglestirmektedir. Calismamizda 31 olguda (%86,1) GJB2 ve GJB6
genlerinin sekans analizi ile isitme kaybi1 etiyolojisi kesin olarak aydinlatlamamistir.
GJB2 geninde heterozigot 35delG saptanan postlingual ve ileri-¢ok ileri duzeylerde
isitme kaybina sahip olan 3 olgu (H18, H22, H24) ve yine GJB2 geninde heterozigot
p.Leu90Pro saptanan prelingual ve ¢ok ileri dizeyde isitme kayipli olgu H1'de ise
eslik eden baska mutasyonlar veya digenik kalitilan genlerdeki mutasyonlarin
sorumlu olma olasihigi bulunmaktadir. Bunun yaninda degisken penetrans, saglam
allelin epigenetik inaktivasyonu da s6z konusu olabilmektedir. Bununla beraber bu
degisimler raslantisal olarak da saptanmig olabilir. Yapilan c¢aligmalarda GJB2
geninde 35delG mutasyon tasiyiciiginin sik oldugu saptanmistir. Ankara igin 1/78,
istanbul igin 1/120 olarak bulunmustur (74, 75). Bu nedenle ¢alismamizdaki séz

konusu olgular igin ileri molekuler ¢aligmalara ihtiyag vardir.

isitme kayb1 gibi genetigi oldukca heterojen hastaliklarda yeni nesil dizileme
teknolojisinin kullanimi ve gelisimiyle tani imkani artmigtir. Buna ragmen, Seco ve
ark. (112) tim ekzom sekanslama ile yaptiklari panel gen calismasi ile %33,5
oraninda, Shearer ve ark. (113) yeni nesil dizileme ile isitme kaybi ile iliskili genlerde
kopya numara sayisi degisimlerine yonelik ¢aligmada %38,9 oraninda tani imkani
saglayabilmislerdir. Halen bilinen lokus sayisinin, tanimli gen sayisindan fazla
olmasi aday gen ¢alismalarina ihtiyag oldugunu gostermektedir.

Artan genetik tani orani hastalara daha fazla genetik danigma imkani
saglayacaktir. Bu sayede riskli bireylerin belirlenmesi, preimplantasyon genetik tani
(PGT), prenatal veya postnatal donemde erkenden tani konulmasi, tedavi ve

rehabilitasyonun zaman kaybediimeden baglanmasini saglayabilecek; bdylelikle
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kisinin dil ve zihinsel gelisimine olumlu katki saglayarak hem kendisi hem de toplum

icin yararli olacaktir.
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SONUGLAR

1. Calismamaiza bilateral sensorindral isitme kaybi olan 29'u (%80,6) prelingual
baslangigl, 7’si (%19,4) postlingual baslangi¢gli olan 36 hasta dahil edildi. Bu
hastalarda GJB2 ve GJB6 genlerinin kodlayici eksonlari ve ekson-intron bileskeleri
Sanger sekans ile analiz edildi. 36 olgunun S'inde igitme kaybini agiklayabilecek
patojenik olarak kabul edilen degisimler saptanmis olup, GJB2 geni 35delG
mutasyonu; 4/36 olguda (%11,1) homozigot (35delG/35delG), 1/36 olguda (%2,7)
ise 167delT ile bilegik heterozigot (35delG/167delT) olarak saptanmigtir.

2. 35delG mutasyonu 3/36 olguda (%8,3) ise heterozigot olarak saptandi.
Toplamda bu mutasyon igin allel frekans12/72 (%16,6)'dir.

3. 35delG ile bilesik heterozigot olarak bir hastada saptanan 167delT’nin ve bir
hastada heterozigot olarak saptanan p.Leu90Pro’nun allelik frekansi 1/72
(%1,38)dir.

4. Patojenitesi tartismali olan GJB2 genindeki p.Vall53lle, p.Alal71Thr
degisimleri, ve GJB6 genindeki p.Ser222= degisimi igin allel frekansi 1/72 (%1,38)’
dir.

5. 31/36 olgunun (%86,1) isitme kaybi etiyolojisi kesin olarak

aydinlatilamamigtir.

6. Sonug olarak, 35delG mutasyonu c¢alisma grubumuzdaki konjenital isitme

kayipli bireylerde en s ik gdriilen mutasyon olarak belirlenmistir.

7. GJB2 gen analizi, isitme kayipli hastalarda ilk sira test olmaldir. Bu gende
mutasyon saptanmayan veya heterozigot mutasyon saptanan olgulara sonraki
asamada isitme kayb1 etiyolojisinde rol aldigi belirlenmis olan diger genleri igeren
panel test calismalari yapilmalidir.

47



KAYNAKLAR

1. Hilgert N, Smith RJ, Van Camp G. Forty-Six Genes Causing Nonsyndromic
Hearing Impairment: Which Ones Should Be Analyzed in DNA Diagnostics? Mutat
Res. 2009;681(2-3):189-96.

2. Parker M, Bitner-Glindzicz M. Republished: Genetic Investigations in Childhood
Deafness. Postgraduate Medical Journal. 2015;91(1077):395-402.

3. Jasper KM, Jamshidi A, Reilly BK. Pediatric Otolaryngology, Molecular Diagnosis
of Hereditary Hearing Loss: Next-Generation Sequencing Approach. Curr Opin
Otolaryngol Head Neck Surg. 2015;23(6):480-4.

4. Kalatzis V, Petit C. The Fundamental and Medical Impacts of Recent Progress in
Research on Hereditary Hearing Loss. Human Molecular Genetics.
1998;7(10):1589-97.

5.Robson CD. Congenital Hearing Impairment. Pediatric Radiology. 2006;36(4):309-
24.

6.Van Camp G SR. Hereditary Hearing Loss Homepage.
http://hereditaryhearingloss.org. Erigim tarihi: 3 Ocak 2017.

7. Kim HR, Oh SK, Lee ES, Choi SY, Roh SE, Kim SJ, et al. The Pathological
Effects of Connexin 26 Variants Related to Hearing Loss by in Silico and in Vitro
Analysis. Hum Genet. 2016;135(3):287-98.

8. Stover T, Diensthuber M. Molecular Biology of Hearing. Laryngo Rhino Otologie.
2011;90(1):S22.

9. The UCSC Human Genome Browser. https://genome.ucsc.edu/. Erisim tarihi: 9
Ocak 2017.

10. The Human Gene Mutation Database. http://www.hgmd.cf.ac.uk. Erisim tarihi: 8
Ocak 2017.

11. Kim SY, Kim AR, Kim NK, Lee C, Kim MY, Jeon EH, et al. Unraveling of
Enigmatic Hearing-Impaired GJB2 Single Heterozygotes by Massive Parallel
Sequencing: DFNB1 or Not? Medicine (Baltimore). 2016;95(14):e3029.

48



12. Chan DK, Chang KW. GJB2-Associated Hearing Loss: Systematic Review of

Worldwide Prevalence, Genotype, and Auditory Phenotype. The Laryngoscope.
2014;124(2):E34-E53.

13. Tekin M, Arici ZS. Genetic Epidemiological Studies of Congenital/Prelingual
Deafness in Turkey: Population Structure and Mating Type Are Major Determinants
of Mutation Identification. American Journal of Medical Genetics Part A.
2007;143(14):1583-91.

14. Kalay E, Caylan R, Kremer H, de Brouwer AP, Karaguzel A. GJB2 Mutations in
Turkish Patients with Arnshl: Prevalence and Two Novel Mutations. Hear Res.
2005;203(1-2):88-93.

15. Uyguner O, Emiroglu M, Uzumcu A, Hafiz G, Ghanbari A, Baserer N, et al.
Frequencies of Gap-and Tight-Junction Mutations in Turkish Families with

Autosomal-Recessive  Non-Syndromic  Hearing Loss. Clinical Genetics.
2003;64(1):65-9.

16. Bayazit YA, Cable BB, Cataloluk O, Kara C, Chamberlin P, Smith RJH, et al.
GJB2 Gene Mutations Causing Familial Hereditary Deafness in Turkey. International
Journal of Pediatric Otorhinolaryngology. 2003;67(12):1331-5.

17. Tekin M, Duman T, Bogoglu G, incesulu A, Comak E, llhan |, et al. Spectrum of
GJB2 Mutations in Turkey Comprises Both Caucasian and Oriental Variants: Roles
of Parental Consanguinity and Assortative Mating. Human Mutation.
2003;21(5):552-3.

18. Baysal E, Bayazit YA, Ceylaner S, Alatas N, Donmez B, Ceylaner G, et al. GJB2
and Mitochondrial A1555G Gene Mutations in Nonsyndromic Profound Hearing
Loss and Carrier Frequencies in Healthy Individuals. Journal of Genetics.
2008;87(1):53-7.

19. Yilmaz A, Menevse S, Bayazit Y, Karamert R, Ergin V, Menevse A. Two Novel
Missense Mutations in the Connexin 26 Gene in Turkish Patients with
Nonsyndromic Hearing Loss. Biochemical Genetics. 2010;48(3-4):248-56.

20. Atik T, Onay H, Aykut A, Bademci G, Kirazli T, Tekin M, et al. Comprehensive
Analysis of Deafness Genes in Families with Autosomal Recessive Nonsyndromic
Hearing Loss. PLoS One. 2015;10(11):e0142154.

49



21. Chaib H, Lina-Granade G, Guilford P, Plauchu H, Levilliers J, Morgon A, et al. A
Gene Responsible for a Dominant Form of Neurosensory Non-Syndromic Deafness
Maps to the NSRD1 Recessive Deafness Gene Interval. Human Molecular
Genetics. 1994;3(12):2219-22.

22. Piazza V, Beltramello M, Menniti M, Colao E, Malatesta P, Argento R, et al.
Functional Analysis of R75Q Mutation in the Gene Coding for Connexin 26 Identified
in a Family with Nonsyndromic Hearing Loss. Clinical Genetics. 2005;68(2):161-6.

23. Grifa A, Wagner CA, D'Ambrosio L, Melchionda S, Bernardi F, Lopez-Bigas N,
et al. Mutations in GJB6 Cause Nonsyndromic Autosomal Dominant Deafness at
DFNAS3 Locus. Nature Genetics. 1999;23(1):16-8.

24. Tarkan O, Sari P, Demirhan O, Kiroglu M, Tuncer U, Sirmelioglu O et al.
Connexin 26 and 30 Mutations in Paediatric Patients with Congenital, Non-
Syndromic Hearing Loss Treated with Cochlear Implantation in Mediterranean
Turkey. The Journal of Laryngology & Otology. 2013;127(01):33-7.

25. Moller AR. Hearing: Anatomy, Physiology, and Disorders of the Auditory
System. Texas: Elsevier 2006:3-17.

26. Aslan A. Kulak Anatomisi, Ko¢ C. ed. Kulak Burun Bogaz Hastaliklari ve Bas
Boyun Cerrahisi. Ankara: Gunes Tip Kitabevi 2013:47-63.

27. Willems PJ. Genetic Causes of Hearing Loss. New England Journal of Medicine.
2000;342(15):1101-9.

28. Maroonroge S, Emanuel DC, Letowski TR. Basic Anatomy of the Hearing
System. Helmet-Mounted Displays: Sensation, Perception and Cognition Issues.
Fort Rucker, Alabama: US Army Aeromedical Research Laboratory. 2000:279-306.

29. Alberti PW. The Anatomy and Physiology of the Ear and Hearing. in: Goelzer B,
Hansen CH, Sehrndt G, eds. Occupational exposure to noise: Evaluation,

prevention, and control. World Health Organisation 2001:53-62.

30. Raphael Y, Altschuler RA. Structure and Innervation of the Cochlea. Brain
Research Bulletin. 2003;60(5-6):397-422.

31. Tekin M, Arnos KS, Pandya A. Advances in Hereditary Deafness. The Lancet.
2001;358(9287):1082-90.

50



32. Belgin E. Isitme Fizyolojisi, Ko¢ C. ed. Kulak Burun Bodaz Hastalklari ve Bas
Boyun Cerrahisi. Ankara: Glines Tip Kitabevi 2013: 65-72.

33. Kilig R, Unli . Sensérindral Isitme Kayiplari, Kog C. ed. Kulak Burun Bogaz
Hastalklari ve Bas Boyun Cerrahisi. Ankara: Gunes Tip Kitabevi 2013: 239-57.

34. Geng G A, Belgin E. Temel Odyoloji, Ko¢ C. ed. Kulak Burun Bogaz Hastalklari
ve Bas Boyun Cerrahisi. Ankara: Gunes Tip Kitabevi 2013:73-86.

35. Koffler T, Ushakov K, Avraham KB. Genetics of Hearing Loss: Syndromic.
Otolaryngol Clin North Am. 2015;48(6):1041-61.

36. Vozzi D, Morgan A, Vuckovic D, D'Eustacchio A, Abdulhadi K, Rubinato E, et al.
Hereditary Hearing Loss: A 96 Gene Targeted Sequencing Protocol Reveals Novel
Alleles in a Series of Iltalian and Qatari Patients. Gene. 2014;542(2):209-16.

37. Ozkarakas H. lIsitme Kaybi ve Genetik. Ko¢ C. ed. Kulak Burun Bogaz
Hastalklari ve Bas Boyun Cerrahisi. Ankara: Gines Tip Kitabevi 2013:87-110.

38. Coppede F. Risk Factors for Down Syndrome. Arch Toxicol. 2016;90(12):2917-
29.

39. Ramia M, Musharrafieh U, Khaddage W, Sabri A. Revisiting Down Syndrome
from the Ent Perspective: Review of Literature and Recommendations. Eur Arch
Otorhinolaryngol. 2014;271(5):863-9.

40. Morisada N, Nozu K, lijima K. Branchio-Oto-Renal Syndrome: Comprehensive
Review Based on Nationwide Surveillance in Japan. Pediatr Int. 2014;56(3):309-14.

41. Brophy PD, Alasti F, Darbro BW, Clarke J, Nishimura C, Cobb B, et al. Genome-
Wide Copy Number Variation Analysis of a Branchio-Oto-Renal Syndrome Cohort
Identifies a Recombination Hotspot and Implicates New Candidate Genes. Hum
Genet. 2013;132(12):1339-50.

42. Ebermann |, Phillips JB, Liebau MC, Koenekoop RK, Schermer B, Lopez |, et al.
PDZD7 Is a Modifier of Retinal Disease and a Contributor to Digenic Usher
Syndrome. J Clin Invest. 2010;120(6):1812-23.

43. Mathur P, Yang J. Usher Syndrome: Hearing Loss, Retinal Degeneration and
Associated Abnormalities. Biochim Biophys Acta. 2015;1852(3):406-20.

51



44. Plantinga RF, Kleemola L, Huygen PL, Joensuu T, Sankila EM, Pennings RJ, et
al. Serial Audiometry and Speech Recognition Findings in Finnish Usher Syndrome
Type Il Patients. Audiol Neurootol. 2005;10(2):79-89.

45. Savige J, Sheth S, Leys A, Nicholson A, Mack HG, Colville D. Ocular Features
in Alport Syndrome: Pathogenesis and Clinical Significance. Clin J Am Soc Nephrol.
2015;10(4):703-9.

46. Polanski JF, Plawiak AC, Ribas A. Hearing Rehabilitation in Treacher Collins
Syndrome with Bone Anchored Hearing Aid. Revista Paulista de Pediatria (English
Edition). 2015;33(4):483-7.

47. Vincent M, Genevieve D, Ostertag A, Marlin S, Lacombe D, Martin-Coignard D,
et al. Treacher Collins Syndrome: A Clinical and Molecular Study Based on a Large
Series of Patients. Genet Med. 2016;18(1):49-56.

48. Chang KW. Genetics of Hearing Loss--Nonsyndromic. Otolaryngol Clin North
Am. 2015;48(6):1063-72.

49. Fang Q, Indzhykulian AA, Mustapha M, Riordan GP, Dolan DF, Friedman TB, et
al. The 133-kDa N-Terminal Domain Enables Myosin 15 to Maintain
Mechanotransducing Stereocilia and Is Essential for Hearing. Elife. 2015;4.

50. Avraham KB. What's Hot About Otoferlin. EMBO J. 2016;35(23):2502-4.

51. Yasunaga Si, Grati Mh, Cohen-Salmon M, El-Amraoui A, Mustapha M, Salem N,
et al. A Mutation in OTOF, Encoding Otoferlin, a Fer-1-Like Protein, Causes DFNB9,
a Nonsyndromic Form of Deafness. Nature Genetics. 1999;21(4):363-9.

52. Yildirim-Baylan M, Bademci G, Duman D, Ozturkmen-Akay H, Tokgoz-Yilmaz S,
Tekin M. Evidence for Genotype-Phenotype Correlation for OTOF Mutations. Int J
Pediatr Otorhinolaryngol. 2014;78(6):950-3.

53. Noonan KY, Russo J, Shen J, Rehm H, Halbach S, Hopp E, et al. CDH23
Related Hearing Loss: A New Genetic Risk Factor for Semicircular Canal
Dehiscence? Otol Neurotol. 2016;37(10):1583-8.

54. Wolf A, Frohne A, Allen M, Parzefall T, Koenighofer M, Schreiner MM, et al. A
Novel Mutation in SLC26A4 Causes Nonsyndromic Autosomal Recessive Hearing
Impairment. Otol Neurotol. 2017;38(2):173-9.

52



55. Imtiaz A, Magsood A, Rehman AU, Morell RJ, Holt JR, Friedman TB, et al.
Recessive Mutations of TMC1 Associated with Moderate to Severe Hearing Loss.
Neurogenetics. 2016;17(2):115-23.

56. Naito T, Nishio SY, lwasa Y, Yano T, Kumakawa K, Abe S, et al
Comprehensive Genetic Screening of Kcng4 in a Large Autosomal Dominant
Nonsyndromic Hearing Loss Cohort: Genotype-Phenotype Correlations and a
Founder Mutation. PLoS One. 2013;8(5):€63231.

57. Pollak A, Lechowicz U, Kedra A, Stawinski P, Rydzanicz M, Furmanek M, et al.
Novel and De Novo Mutations Extend Association of POU3F4 with Distinct Clinical
and Radiological Phenotype of Hearing Loss. PLoS One. 2016;11(12):e0166618.

58. Smeds H, Wales J, Asp F, Léfkvist U, Falahat B, Anderlid B-M, et al. X-Linked
Malformation and Cochlear Implantation. Otology & Neurotology. 2017;38(1):38-46.

59. Cryns K, Thys S, Van Laer L, Oka Y, Pfister M, Van Nassauw L, et al. The
WFS1 Gene, Responsible for Low Frequency Sensorineural Hearing Loss and
Wolfram Syndrome, Is Expressed in a Variety of Inner Ear Cells. Histochemistry and
Cell Biology. 2003;119(3):247-56.

60. Behlouli A, Bonnet C, Abdi S, Hasbellaoui M, Boudjenah F, Hardelin JP, et al. A
Novel Biallelic Splice Site Mutation of Tecta Causes Moderate to Severe Hearing
Impairment in an Algerian Family. Int J Pediatr Otorhinolaryngol. 2016;87:28-33.

61. Tsukada K, Ichinose A, Miyagawa M, Mori K, Hattori M, Nishio SY, et al.
Detailed Hearing and Vestibular Profiles in the Patients with Coch Mutations. Ann
Otol Rhinol Laryngol. 2015;124 Suppl 1:100S-10S.

62. Kim BJ, Kim AR, Han KH, Rah YC, Hyun J, Ra BS, et al. Distinct Vestibular
Phenotypes in DFNA9 Families with Coch Variants. Eur Arch Otorhinolaryngol.
2016;273(10):2993-3002.

63. Aypek H, Bay V, Mese G. Altered Cellular Localization and Hemichannel
Activities of KiD Syndrome Associated Connexin26 I30N and D50Y Mutations. BMC
Cell Biol. 2016;17:5.

64. Petit C, Levilliers J, Hardelin J-P. Molecular Genetics of Hearing Loss. Annual
Review of Genetics. 2001;35(1):589-645.

53



65. Oshima A. Structure and Closure of Connexin Gap Junction Channels. FEBS
Lett. 2014,588(8):1230-7.

66. Oh SK, Choi SY, Yu SH, Lee KY, Hong JH, Hur SW, et al. Evaluation of the
Pathogenicity of GJB3 and GJB6 Variants Associated with Nonsyndromic Hearing
Loss. Biochim Biophys Acta. 2013;1832(1):285-91.

67. Bai D, Wang AH. Extracellular Domains Play Different Roles in Gap Junction
Formation and Docking Compatibility. Biochem J. 2014;458(1):1-10.

68. Cottrell GT, Burt JM. Heterotypic Gap Junction Channel Formation between
Heteromeric and Homomeric Cx40 and Cx43 Connexons. American Journal of
Physiology-Cell Physiology. 2001;281(5):C1559-C67.

69. Li TC, Kuan YH, Ko TY, Li C, Yang JJ. Mechanism of a Novel Missense
Mutation, p.V174M, of the Human Connexin31 (GJB3) in Causing Nonsyndromic
Hearing Loss. Biochem Cell Biol. 2014;92(4):251-7.

70. Kiang DT, Jin N, Tu Z-J, Lin HH. Upstream Genomic Sequence of the Human
Connexin26 Gene. Gene. 1997;199(1):165-71.

71. Mikstiene V, Jakaitiene A, Byckova J, Gradauskiene E, Preiksaitiene E, Burnyte
B, et al. The High Frequency of GJB2 Gene Mutation ¢.313 _326del14 Suggests Its
Possible Origin in Ancestors of Lithuanian Population. BMC Genet. 2016;17:45.

72. Locher H, de Groot JC, van Iperen L, Huisman MA, Frijns JH, Chuva de Sousa
Lopes SM. Development of the Stria Vascularis and Potassium Regulation in the
Human Fetal Cochlea: Insights into Hereditary Sensorineural Hearing Loss. Dev
Neurobiol. 2015;75(11):1219-40.

73. Burke WF, Warnecke A, Schoner-Heinisch A, Lesinski-Schiedat A, Maier H,
Lenarz T. Prevalence and Audiological Profiles of GJB2 Mutations in a Large
Collective of Hearing Impaired Patients. Hear Res. 2016;333:77-86.

74. Tekin M, Akar N, Cin S, Blanton SH, Xia X J,Liu X Z et al. Connexin 26 ( GJB2)
Mutations in the Turkish Population: Implications for the Origin and High Frequency
of the 35delG Mutation in Caucasians. Human Genetics. 2001;108(5):385-9.

75. Uyguner O, Emiroglu M, Uzumcu A, Hafiz G, Ghanbari A, Baserer N, et al.
Spectrum of Connexin 26 Gene (GJB2) Mutations in Turkish Families with Inherited

54



Nonsyndromic Deafness and Determination of the GJB2 35delG Mutation Carrier
Frequency in Turkish Population. Eur J Hum Genet. 2001;9(S1):283.

76. Tekin M, Arnos K, Xia X, Oelrich M, Liu XZ, Nance W, et al. W44C Mutation in
the Connexin 26 Gene Associated with Dominant Non-Syndromic Deafness. Clinical
Genetics. 2001;59(4):269-73.

77. Dalamon VK, Buonfiglio P, Larralde M, Craig P, Lotersztein V, Choate K, et al.
Connexin 26 (GJB2) Mutation in an Argentinean Patient with Keratitis-Ichthyosis-
Deafness (KIiD) Syndrome: A Case Report. BMC Med Genet. 2016;17(1):37.

78. Heathcote K, Syrris P, Carter ND, Patton MA. A Connexin 26 Mutation Causes a
Syndrome of Sensorineural Hearing Loss and Palmoplantar Hyperkeratosis (MiM
148350). Journal of Medical Genetics. 2000;37(1):50-1.

79. Zhang M, Song K, Ding N, Shu C, Wang Y. Using a Distant Abdominal Skin Flap
to Treat Digital Constriction Bands: A Case Report for Vohwinkel Syndrome.
Medicine (Baltimore). 2016;95(6):e2762.

80. Richard G, Brown N, Ishida-Yamamoto A, Krol A. Expanding the Phenotypic
Spectrum of Cx26 Disorders: Bart-Pumphrey Syndrome Is Caused by a Novel
Missense Mutation in GJB2. J Invest Dermatol. 2004;123(5):856-63.

81. Avshalumova L, Fabrikant J, Koriakos A. Overview of Skin Diseases Linked to
Connexin Gene Mutations. International journal of dermatology. 2014;53(2):192-
205.

82. Teubner B. Connexin30 (GJB6)-Deficiency Causes Severe Hearing Impairment
and Lack of Endocochlear Potential. Human Molecular Genetics. 2003;12(1):13-21.

83. Chinetti V, lossa S, Auletta G, Corvino V, De Luca M, De Falco F, et al.
Mutational Analysis for GJB2, GJB6 and GJB3 Genes in Campania within a
Universal Neonatal Hearing Screening Programme. Int J Audiol. 2011;50(12):866-
70.

84. Del Castillo I, Vilamar M, Moreno-Pelayo MA, Del Castillo FJ, Alvarez A,
Telleria D et al. A Deletion Involving the Connexin 30 Gene in Nonsyndromic
Hearing Impairment. New England Journal of Medicine. 2002;346(4):243-9.

55



85. Del Castillo FJ, Rodriguez-Ballesteros M, Alvarez A, Hutchin T, Leonardi E, de
Oliveira CA, et al. A Novel Deletion Involving the Connexin-30 Gene, Del(GJB6-
D13S1854), Found in Trans with Mutations in the GJB2 Gene (Connexin-26) in
Subjects with  DFNB1 Non-Syndromic Hearing Impairment. J Med Genet.
2005;42(7):588-94.

86. Liu X-Z, Yuan Y, Yan D, Ding EH, Ouyang XM, Fei Y, et al. Digenic Inheritance
of Non-Syndromic Deafness Caused by Mutations at the Gap Junction Proteins
Cx26 and Cx31. Human Genetics. 2009;125(1):53-62.

87. Cifuentes L, Arancibia M, Torrente M, Acufia M, Farfan C, Rios C. Prevalence of
the 35delG Mutation in the GJB2 Gene in Two Samples of Non-Syndromic Deaf
Subjects from Chile. Biological research. 2013;46(3):239-42.

88. Cryns K. A Genotype-Phenotype Correlation for GJB2 (Connexin 26) Deafness.
Journal of Medical Genetics. 2004;41(3):147-54.

89. Hilgert N, Huentelman MJ, Thorburn AQ, Fransen E, Dieltiens N, Mueller-
Malesinska M, et al. Phenotypic Variability of Patients Homozygous for the GJB2
Mutation 35delG Cannot Be Explained by the Influence of One Major Modifier Gene.
Eur J Hum Genet. 2009;17(4):517-24.

90. Ocak Z, Tatar A, Yesilyurt A, Oztas S. Molecular Diagnosis of Autosomal
Recessive Non-Syndromic Hearing Losses. Abant Medical Journal. 2012;1(2):45-
50.

91. Snoeckx RL, Huygen PL, Feldmann D, Marlin S, Denoyelle F, Waligora J, et al.
GJB2 Mutations and Degree of Hearing Loss: A Multicenter Study. The American
Journal of Human Genetics. 2005;77(6):945-57.

92. Marlin S, Feldmann D, Blons H, Loundon N, Rouillon |, Albert S, et al. GJB2 and
GJB6 Mutations: Genotypic and Phenotypic Correlations in a Large Cohort of
Hearing-Impaired Patients. Archives of Otolaryngology—Head & Neck Surgery.
2005;131(6):481-7.

93. Kelley PM, Harris DJ, Comer BC, Askew JW, Fowler T, Smith SD et al. Novel
Mutations in the Connexin 26 Gene (GJB2) That Cause Autosomal Recessive
(DFNB1) Hearing Loss. The American Journal of Human Genetics. 1998;62(4):792-
9.

56



94. Morell RJ, Kim HJ, Hood LJ, Goforth L, Friderici K, Fisher R, et al. Mutations in
the Connexin 26 Gene (GJB2) among Ashkenazi Jews with Nonsyndromic
Recessive Deafness. New England Journal of Medicine. 1998;339(21):1500-5.

95. Dzhemileva LU, Barashkov NA, Posukh OL, Khusainova RIl, Akhmetova VL,
Kutuev IA, et al. Carrier Frequency of GJB2 Gene Mutations c.35delG, c.235delC
and c.167delT among the Populations of Eurasia. J Hum Genet. 2010;55(11):749-
54.

96. Batissoco AC, Abreu-Silva RS, Braga MCC, Lezirovitz K, Della-Rosa V, Alfredo
Jr T, et al. Prevalence of GJB2 (Connexin-26) and GJB6 (Connexin-30) Mutations in
a Cohort of 300 Brazilian Hearing-Impaired Individuals: Implications for Diagnosis
and Genetic Counseling. Ear and hearing. 2009;30(1):1-7.

97. Bonyadi MJ, Fotouhi N, Esmaeili M. Spectrum and Frequency of GJB2
Mutations Causing Deafness in the Northwest of Iran. Int J Pediatr Otorhinolaryngol.
2014;78(4):637-40.

98. Amorini M, Romeo P, Bruno R, Galletti F, Di Bella C, Longo P, et al. Prevalence
of Deafness-Associated Connexin-26 (GJB2) and Connexin-30 (GJB6) Pathogenic

Alleles in a Large Patient Cohort from Eastern Sicily. Ann Hum Genet. 2015.

99. Loffler J, Nekahm D, Hirst-Stadimann A, Ginther B, Menzel H-J, Utermann G, et
al. Sensorineural Hearing Loss and the Incidence of Cx26 Mutations in Austria.
European Journal of Human Genetics: EJHG. 2001;9(3):226.

100. Janecke AR, Hirst-Stadimann A, Gunther B, Utermann B, Muller T, Loffler J, et
al. Progressive Hearing Loss, and Recurrent Sudden Sensorineural Hearing Loss
Associated with GJB2 Mutations--Phenotypic Spectrum and Frequencies of GJB2
Mutations in Austria. Hum Genet. 2002;111(2):145-53.

101. Bruzzone R, Veronesi V, Gomés D, Bicego M, Duval N, Marlin S, et al.
Loss-of-Function and Residual Channel Activity of Connexin26 Mutations

Associated With Non-Syndromic Deafness. FEBS letters. 2003;533(1):79-88.

102. Guerci VI, Grasso DL, Morgutti M, Amoroso A, D'Andrea P, Bicego M, et al.
Connexin 26 Gene: Defining the Role of the V1531 Mutation. Audiological Medicine.
2009;5(3):200-6.

57



103. Biyikli TA. Prevalence of the IVS1 (+ 1) G>A and 35delG Mutations in the GJB2
Gene of Turkish Patients with Nonsyndromic Hearing Loss. Turkish Journal of
Biology. 2012;36(1):1-6.

104. Wu B-L, Lindeman N, Lip V, Adams A, Amato RS, Cox G, et al. Effectiveness
of Sequencing Connexin 26 (GJB2) in Cases of Familial or Sporadic Childhood
Deafness Referred for Molecular Diagnostic Testing. Genetics in Medicine.
2002;4(4):279-88.

105. Rickard S, Kelsell DP, Sirimana T, Rajput K, MacArdle B, Bitner-Glindzicz M.
Recurrent Mutations in the Deafness Gene GJB2 (Connexin 26) in British Asian
Families. Journal of Medical Genetics. 2001;38(8):530-3.

106. Mese G, Londin E, Mui R, Brink PR, White TW. Altered Gating Properties of
Functional Cx26 Mutants Associated with Recessive Non-Syndromic Hearing Loss.
Hum Genet. 2004;115(3):191-9.

107. Lin D, Goldstein JA, Mhatre AN, Lustig LR, Pfister M, Lalwani AK. Assessment
of Denaturing High-Performance Liquid Chromatography (DHPLC) in Screening for

Mutations in Connexin 26 (GJB2). Human Mutation. 2001;18(1):42-51.

108. Mahdieh N, Rabbani B, Wiley S, Akbari MT, Zeinali S. Genetic Causes of
Nonsyndromic Hearing Loss in Iran in Comparison with Other Populations. J Hum
Genet. 2010;55(10):639-48.

109. Nishio SY, Usami S. Deafness Gene Variations in a 1120 Nonsyndromic
Hearing Loss Cohort: Molecular Epidemiology and Deafness Mutation Spectrum of
Patients in Japan. Ann Otol Rhinol Laryngol. 2015;124 Suppl 1:49S-60S.

110. Han SH, Park HJ, Kang EJ, Ryu JS, Lee A, Yang YH, et al. Carrier Frequency
of GJB2 (Connexin-26) Mutations Causing Inherited Deafness in the Korean
Population. J Hum Genet. 2008;53(11-12):1022-8.

111. Yang JJ, Huang SH, Chou KH, Liao PJ, Su CC, Li SY. Identification of
Mutations in Members of the Connexin Gene Family as a Cause of Nonsyndromic
Deafness in Taiwan. Audiol Neurootol. 2007;12(3):198-208.

58



112. Zazo Seco C, Wesdorp M, Feenstra |, Pfundt R, Hehir-Kwa JY, Lelieveld SH,
et al. The Diagnostic Yield of Whole-Exome Sequencing Targeting a Gene Panel for
Hearing Impairment in the Netherlands. Eur J Hum Genet. 2017;25(3):308-14.

113. Shearer AE, Kolbe DL, Azaiez H, Sloan CM, Frees KL, Weaver AE, et al. Copy
Number Variants Are a Common Cause of Non-Syndromic Hearing Loss. Genome
Medicine. 2014;6(5):37.

59



