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OZET

Isitme kaybi kisinin sosyal, egitim ve zeka gelisimini olumsuz ydnde
etkileyen en yaygm algilama bozukluklarindan biridir. Bu ¢alisma, bdlgemizde
konjenital nonsendromik sensorindral isitme kayb1 olan hastalarda, isitme kaybina en
stk neden olan GJB2 (konneksin 26) geni mutasyonlarimi arastirmak amaciyla
yapilmistir.

Bu ¢alisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim
Dali’nda tan1 konulan, konjenital non-sendromik sensorindral isitme kayipli 60 hasta
iizerinde yapilmistir. Kontrol grubu isitme agisindan problemi olmayan 60 hastadan
olusturulmustur. Caligmaya katilan hastalardan 3 ml periferal venéz kan Ornegi
alinarak Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali’'nda mutasyon analizi yapilmistir. Calismamizda, GJB2 genindeki 35delG,
167delT, delE120, 235delC mutasyonlar1 ile GJB6 genindeki mutasyonlar
arastirilmistir. Ayrica ¢alisma grubundaki hastalara DNA dizileme de yapilarak yeni
mutasyonlarm varlig1 arastirilmastir.

Calisma grubunda yer alan toplam 60 hastanmn altisinda (%10) mutasyon
tespit edilmistir. Bu hastalarin besinde 35delG (%8,3) ve birinde de (%1,7) delE120
mutasyonu saptanmistir. 167delT, 235delC mutasyonlar1 ile GJB6 geni mutasyonlar1
goriilmemistir. Kontrol grubunda ise hi¢cbir hastada mutasyon saptanmamistir.
Caligma grubundaki hastalarin ailelerinde sensorinoral isitme kaybi Oykiisiiniin
varligi ile 35delG ve delE120 mutasyonu varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligski oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Sonug¢ olarak bizim c¢alismamizda 35delG mutasyonu literatiirle uyumlu
olarak en sik goriilen mutasyon olmustur. Bu ¢alisma GJB2 geni mutasyonlarinin
arastirildigr yoremizdeki ilk ¢aligmadir. Konjenital nonsendromik sensorinoral isitme
kayipli hasta ve ailelerine verilecek genetik danmigmanlik, isitme kaybinin
etiyolojisinin belirlenmesinde ve genetik testlerle heterozigot ve homozigot

bireylerin tanimlanmasinda son derece dnemlidir.

Anahtar kelimeler: Konjenital isitme kaybi, Otozomal resesif, GJB2

v



ABSTRACT

GJB2 (CONNEXIN 26) MUTATIONS ANALYSIS IN PATIENTS
WITH CONGENITAL NON-SYNDROMIC SENSORINEURAL
HEARING LOSS

Hearing loss is one of the most frequent sensorial defects that causes limit
social and intellectual development. In this study we aimed to search GJB2
(connexin 26) gene mutations in patients with certain types of congenital hearing loss
in our geographic area.

The study group consisted of 60 patients with congenital, non-syndromic
sensorineural deafness diagnosed at the Firat University Faculty of Medicine ENT
Department. To the control group 60 patients without hearing trouble were assigned.
A 3 ml venous blood sample was drawn from all subjects to analized by the Medical
Biology and Genetics Department of Firat University Faculty of Medicine. This
analyses contained searching GJB6 and 35delG, 167delT, delE120, 235delC of the
GJB2 gene mutations. DNA sequencing to screening for other new mutations was
also performed.

Mutations were found in six (10%) patients of the study group, five patients
with 35delG mutation (8.3%) and one patient with delE120 (1.7%). None of the
other GJB6 mutations mentioned above were seen. No mutations were found in any
of the control subjects. A statistically significant correlation (p<0.05) was detected
between family history of hearing loss and 35delG or delE120 mutations.

To conclude, 35delG was the most frequent mutation, as expected from
published reports, this is the first study of GJB2 mutations in our geographic area.
Genetic counseling of patients with congenital, non-syndromic sensorineural
deafness and their families is extremely important for determining the etiology of the
hearing loss and identifying heterozygotic and homozygotic individuals through
genetic testing.

Key Words: Congenital hearing loss, Autosomal recessive, GJIB2
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1. GIRIS

Isitme kaybi kisinin sosyal, egitim ve zeka gelisimini olumsuz ydnde
etkileyen en yaygm algilama bozukluklarindan biridir. Kisinin konugsma, ifade etme,
kavrama ve psikososyal gelisiminde olumsuz degisikliklere neden olmaktadir. Isitme
kaybt dogumsal veya edinsel olarak goriilebilmektedir. Dogumsal isitme kaybi
ortalama olarak her 1000 dogumda bir goriilmektedir (1). Dogumsal igitme
kayiplarinin Amerika Birlesik Devletleri’inde (ABD) goriilme sikligi, her 1000
dogumda 0.4 ile 1.1 arasmmda degismektedir (1). Tirkiye’de 2005 yilinda
yenidoganlarda yapilan ilk isitme taramalar1 sonucunda, dogumsal isitme kaybi1
goriilme siklig1 her 1000 dogumda 2 olarak tespit edilmistir (2).

Dogumsal isitme kayb1 bulunan olgularin yaklasik yaris1 genetik diger yarisi
ise gevresel faktorlere bagli olarak olugmaktadir (3). Genetik temeli kesin olarak
belirlenmis olgular sendromik ve non-sendromik isitme kayiplar1 olarak ikiye ayrilir.
Non-sendromik sensorindral isitme kayiplarmin yaklasik %80°1 otozomal resesif,
%15-20’s1 otozomal dominant, %1-2’si ise X’e bagl kalitim bi¢imi gosterir.
Mitokondrial kalitim ise etnik guruplara gore degigmekle birlikte %1-5 arasindadir
(4).

Yakin zamana kadar otozomal resesif non-sendromik sensorindral isitme
kayiplar1 icin 60 lokus-21 gen, otozomal dominant non-sendromik sensorindral
isitme kayiplar1 icin 56 lokus-21 gen ve X’e bagl kalitilanlar i¢in 8 lokus-1 gen
tespit edilmistir (5). Isitme mekanizmasmnda etkin olan genlerin iiriinleri arasinda,
iyon hemostazinda gorev alan “konneksin” proteinleri basta olmak iizere,
transkripsiyon faktorleri, ekstraseliiler matriks proteinleri, hiicre iskeleti proteinleri
ve fonksiyonu heniiz tanimlanmamais olan bir¢cok protein bulunmaktadir (6).

Konneksin genlerinden, 6zellikle konneksin 26 (GJB2) ve daha az siklikla
konneksin 30 (GJB6) ve 31 (GJB3) genlerindeki mutasyonlar sendromik olmayan
sinirsel tip isitme kaybinda Onemli bir yere sahiptir. Nonsendromik sensorindral
isitme kaybina neden olan genler i¢inde en 6nemlisi ve ilk tanimlanan1 Gap Junction
Beta 2 (GJB2/Cx26)’dir. 1997 yilinda Kelsell ve ark. (7) tarafindan 13ql1-q12°de
yerlestigi tespit edilen bu gen, 5456 niikleotid icermekte, kodlanan ve kodlanmayan

olmak iizere toplam iki ekzondan olusmaktadir.
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I¢ kulak, beyin, kas dokusu, prostat, plasenta, deri, bobrek ve akciger dahil
olmak iizere farkli dokularda bulundugu bilinen GJB2 geni, kii¢iik molekiillerin ve
iyonlarin hiicreler arasindaki difiizyonunu saglayan “Gap Junction” kanallarmin
olusumunda gorevli, 226 aminoasitlik “konneksin 26 (Cx26)” proteinini
kodlamaktadir (7, 8). Cx26 proteini isitme mekanizmasinda islevsel olan potasyum
(K+) iyonlarinin, tiiy hiicreleri ve endolenf sivisi arasinda geri doniisiimli
sirkiilasyonu ve gradiyentinin korunabilmesinde son derece onemli bir role sahiptir
9).

Otozomal resesif kalitilan nonsendromik sensorindral isitme kayiplarinin
yaklasik olarak %50’si GJB2 geninde meydana gelen mutasyonlar sonucunda
olugsmaktadir. GJB2 geninde su ana kadar 90’nin {izerinde mutasyon tanimlanmistir
(10). Tanimlanan mutasyonlar arasinda, arka arkaya gelen 6 guanin bazidan birinin
delesyonu sonucunda olusan 35delG mutasyonunun, Akdeniz Bolgesi, Kuzey
Amerika, Kuzey ve Giiney Avrupa kokenli otozomal resesif kalitilan isitme kayipli
olgularmin yaklagik yarisindan sorumlu oldugu saptanmistir (7, 11). 35delG
mutasyonun yliksek oranda goriilmesi hem etkilenmis bireylere hem de genetik
danisma acisindan  ebeveynelere (tasiyiciik  agisindan) analiz  yapilmasi
endikasyonunu dogurmaktadir.

Bu calismanin amaci, bdlgemizde konjenital non-sendromik sensorindral
isitme kayb1 olan hastalarda GJB2’nin bilinen mutasyonlarmnm sikligini belirlemek

ve yeni mutasyonlarini arastirmaktir.
1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. isitme Duyusu ve Ses

Insanlar duyular1 aracihig1 ile dis diinyay: algilayarak zihinsel, duygusal ve
sosyal gelisiminin devamimi saglarlar. Duyulardan birinin eksikligi algilamanin
biitlinliigiinii bozarak kisinin yagamini etkiler.

Isitme duyusu kisinin konusmay1 6grenip iletisim kurabilmesi i¢in &nemlidir.
Isitmenin meydana gelebilmesi icin bir ses kaynagi, ses dalgalarmi ileten bir ortam

ve bunlar1 algilayan reseptor organ kulak gereklidir (12).



Ses bir enerji kaynagindan yayilan titresimlerin etkisi sonucu gaz, sivi ve kati
ortamlarda molekiillerin sikisip gevsemesi ile ortaya ¢ikan enerjidir. Molekiillerin bir
defa sikisip gevseme hareketi iginde kalan mesafe sesin dalga boyunu belirler. Bir
saniyedeki titresim sayis1 o sesin frekansmi ifade eder. Sesin frekanst Hertz (Hz)
olarak gosterilmektedir. Normal bir insan kulagi her titresim enerjisini ses olarak
algilayamamakla beraber ancak 20-20.000 Hz arasi sesleri isitebilir. Ses dalgalarmin
amplitiidii ise sesin siddetini olusturur. Sesin siddet birimi desibel (dB) olarak
gosterilir (12).

Seslerin siddetlerine 6rnek verecek olursak; fisilt1 sesi 20-25 dB, konusma
sesi 50-70 dB, yiiksek sesle bagirma 70-85 dB, trafik giiriiltiisii 90-100 dB, jet
motoru sesi 120-150 dB arasindadir (12).

1.1.2. Kulagin Yapisi

Isitme ve dengenin periferik orgam olan kulak, temporal kemik igine
yerlesmis, gorevleri ve yapilar1 birbirinden farkli ii¢ kisimdan olusur. Bunlar,
aurikula ve dis kulak yolunu igeren dis kulak, kulak zari, kemikg¢ikler, mastoid
hiicreleri ve Ostaki borusunu iceren orta kulak ve vestibiiler sistemi (semisiirkiiler
kanallar, utrikiil ve sakkiil), kokleay1 ve internal akustik kanali igeren i¢ kulak

boliimlerinden olugmaktadir (13).
1.1.2.1. Temporal Kemik

Temporal kemik kafatasinin yan ve alt duvarlarinin bir kismmi olusturur.
Temporal kemigin petr6z, mastoid, timpanik ve skuaméz olmak ilizere dort ayri
parcasi vardir (13).

Skuaméz Parca: Kafatasiin yan duvarmin bir kismmi olusturur. Diiz olan
dis yilizeyine temporal kas yapisir. Dis yiiziin alt kismindan prosesus zigomatikus ad1
verilen bir ¢ikinti 6ne dogru uzanir. Bu ¢ikintinin alt kisminda mandibuler fossa
bulunur. Dis yiizlin arka kisminda a. Temporalis media’ya ait bir sulkus bulunur.
Skuamoz parganin i¢ yiizii orta kafa ¢ukuru ile komsudur (13).

Mastoid Parca: Temporal kemigin arka ve iist kisminda yer alir. Skuamoz
parcanin petroz parca ile birlesmesinden meydana gelen petroskuaméz siitiir,

zigomatik kokten asagiya dogru uzanir. Buna linea temporalis superior adi verilir.
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Orta kafa ¢cukurunun alt kismmin sinirmni yapar. Dis kulak yolunun arka {ist kisminda
kii¢iik bir kemik spin bulunur. Bu spine suprameatal spine veya Henle spini adi
verilir. Bu spinin arkasinda lamina kribrosa ad1 verilen delikli bir kisim vardir (13).

Mastoidin i¢ yiiziinde bir oluk bulunur, buna sigmoid sulkus denir. Bu
sulkusa sigmoid siniis yerlesir. Mastoid parcanin iist yiizeyinde antrumu Orten ince
bir kemik tabakasi vardir. Buna tegmen mastoideum denir. Arkada, petréz par¢canin
arka yiizii ile birlikte arka kafa ¢ukurunun 6n sinirin1 yapar. Mastoid kemik hava
bosluklariyla doludur. Bu hava bosluklarinin en Onemlisi, her zaman bulunan
antrumdur (13).

Mastoid pnomatizasyonu antrumdan g¢evreye dogru yayilir. Pnomatizasyon
skuamoz ve petroz kemiklere de yayilir. Bu iki kemik birbirinden petroskuamozal
lamina ile ayrilmistir. Bu lamina zamanla kaybolur, ancak bazen bu lamina yerinde
kalarak bu iki kemigi birbirinden ayirir. Buna K&rner septumu adi verilir (14).

Petroz Parca: Ug yiizlii ve ii¢c kenarli piramide benzer. On iist yiizii orta kafa
cukurunun bir bdliimiinii yapar. On iist yiizde impressio trigemini adin1 alan bir
cukur alan vardir. Bu ¢ukurda besinci sinirin ganglionu “Gasser ganglionu” yer alir.
Bu ¢ukur alanin hemen yaninda birbirine paralel giden iki ince oluk vardir. Bu
arkadaki oluktan n. petrozus superfisialis major, oniinden n. petrozus superfisialis
minor gecer. Bu oluklarin dis yan kisminda eminensia arkuata adi verilen bir
kabariklik vardir. Bu kabarikligin yanindaki diizgiin alana tegmen timpani denir.
Buras1 kavum timpaninin tavanini olusturur ve malleusun basi ile komsuluk yapar
(13). Petroz kemigin arka iist kisminda meatus akustikus internusun deligi olan porus
akustikus internus bulunur. Buradan n. fasialis, n. koklearis, n. vestibularis superior
ve n. vestibularis inferior geger. Bu deligin arka kisminda fossa subarkuata adi
verilen kiiciik bir ¢ukur alan vardir. Bu cukur alana apertura eksterna akuaduktus
vestibuli agilir (14).

Petr6z parganin alt yiiziinde prosesus styloideus adi verilen bir ¢ikint1 vardir.
Bu ¢ikintinin hemen arkasinda bulunan delige foremen stilomastoideum adi verilir.
Bu delik fallop kanalinin dis deligidir. Prosessus stilomastoideusun 6n ve i¢ yan
kisminda fossa jugularis adi verilen genis bir ¢ukur alan vardir. Bu ¢ukur alanin

hemen 6n kisminda kanalis karotikusun deligi bulunur (13, 14).
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Timpanik Parca: Dis kulak yolunun 6n ve arka kismin1 ve alt kismmin bir
béliimiinii yapar. On alt bdliimiiniin ortas ¢ok incedir, bazen foramen huschke denen
kiiciik delikler ihtiva eder. Timpanik kemik iist kism1 acik kalmig bir halka gibidir.
Bu agikliga Rivinus ¢entigi denir. Kulak zarinin pars tensasi sulkus timpanikusa, pars
flaksidasi ise halkanin acik olan kismina yerlesir (14). Temporal kemik eriskinlerde
lateral pozisyonda, c¢ocuklarda ise lateral-inferior pozisyondadir. Bebeklerde
skuamoz parca digerlerine oranla daha biiyiiktiir, mastoid parca yoktur. Petrdz kisim
annulus timpanikus arkasinda, skuamoz kismin altinda uzanmaktadir. Kavum
timpani dis yanda timpanik kisim, i¢ yanda petréz kisim ile smirhidir. Antrum
dogumda 1iyi gelismemistir. Dis tarafta ve 6nde skuamoz parca, 6n ve arkada petroz
parca ile komsudur (13).

1.1.2.2. D1s Kulak

Dis kulak, aurikula (kulak kepgesi) ve dis kulak yolundan (DKY) olusur.
Aurikula irregiiler elastik fibrokartilaj ve bunu kaplayan perikondrium ile ciltten
olusmaktadir. Timpanik kemige, fibrokartilajindz kanalla ve daha zayif olarak
anterior, superior, posterior aurikiiler ligamentlerle baglanmistir (14). Aurikulanin
isitsel uyaranlar1 alic1 ve artiric1 fonksiyonu vardir. Ayrica aurikula, atmosferdeki ses
dalgalarinin uzaklhiginin ve lokalizasyonunun belirlenmesine katkida bulunur (15).
Dis kulak yolu 6n kisminda bulunan ¢ikintiya ‘tragus’ denir (15). DKY, kavum
konkadan timpanik zara kadar olan boliimdiir. Lateralde kartilaj meatus (DKY ’nin
1/3 dis kismi), medialde ise kemik meatustan (DKY nin 2/3 i¢ kismi) ibaret olan S
seklinde rezonatdr bir kanaldir. DKY ’nin arka duvarmnin uzunlugu 25 mm, 6n alt
duvarmin uzunlugu ise 31 mm dir. Bu fark kulak zarinin arkadan 6ne dogru oblik
yerlesmesinden kaynaklanmaktadir. DKY ses dalgalarini sadece yonlendirmez, ayni
zamanda siddetlendirir. 3500 Hz frekansinda bir ses dalgast DKY’de yaklasik olarak
15-20 dB kuvvetlenmektedir (14, 16). Kulak kepcesi ve DKY’nin sensoriyal
inervasyonu V, VII, X kranial ve 2-3. servikal sinirlerden saglanir (14, 17). Kulak
zar1 (KZ), orta kulak boslugunu DKY’den ayiran elips seklinde bir perdedir.
Kalmligi1 0.1 mm, uzunlugu 10-11 mm, genisligi ise 8-9 mm’dir. KZ, orta kulagmn dis
duvarmmn biiyiikk bir kismimi yapar. KZ’nin timpanik kemikte yerlestigi yer olan

sulkus timpanikusa “timpanik halka” adi verilir. KZ anulus fibrozus ile timpanik
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halkaya, santral bir yapisiklikla da malleusun kisa koluna ve manibrium mallei’ye
baghdir (16). Kulak zari, pars tensa ve pars flaksidadan olusur. Pars tensa KZ’nin
timpanik kemik i¢indeki pargasidir. KZ’nin biiyiik bir kismini olusturur ve ses
dalgalari ile titresen kisimdir. Pars flaksida (Sharpnell zar1) ise timpanik kemigin iki
uzantis1 arasindaki agiklik olan rivinius ¢entigini doldurur. Bu iki par¢a arasinda
gerginlik ve histolojik farklar sozkonusudur. Pars tensada bulunan fibréz doku, pars
flaksidada yoktur. Ayrica pars tensa damar ve sinir yoniinden daha zengindir. KZ
dista skuamoz epitel, icte mukoza ve ikisi arasinda yerlesmis olan fibr6z tabaka

olmak tizere ii¢ tabakadan olusmustur (18).
1.1.2.3. Orta Kulak

Orta kulak, KZ ile kemik labirent arasinda miik6z membran ile kaplanmisg
kemik mesafedir. Vertikal ve 6n arka capr 15 mm’dir. I¢ derinligi ise yukar1
kisimlarda 6 mm, umbo ¢evresinde ise 2 mm kadardir. Orta kulak boslugunda dis
kulaktan i¢ kulaga ses dalgalarinin iletimini saglayan malleus, inkus ve stapes
denilen ti¢ adet kemikg¢ik vardir. Bu kemikgikler orta kulak boslugunda kulak zar1 ile
ic kulagin fonksiyonel girisi olan oval pencere arasinda bir koprii olusturur.
Kemikgikleri orta kulak duvarlarina baglayan iki kas (m. tensor timpani, m.
stapedius) ve dort ligament (arka, On, {ist ve dig malleolar ligament) bulunur (16, 18).
Tensor timpani kasi, malleusun manibriumuna yapisirken, stapes kasi ise stapesin
boynuna yapisir. Bu kaslar kemikc¢ik sisteminin hareketini kisitlayarak siddetli
seslere kars1 i¢ kulak yapilarinin korunmasinda da rol oynarlar (16, 19).

Orta kulak boslugunun alt1 adet duvari bulunur. Tavani tegmen timpani
olusturur ve orta kulak boslugunu orta kafa g¢ukurundan aymrir. Tabam ise
hipotimpanik resesi meydana getirir ve alt 6n kisimda arteria karotis interna ile alt
arka kisimda juguler bulbusla yakin komsuluktadir (16, 19). Orta kulak boslugunun
arka duvar1 aditus ad antrum vasitasiyla mastoid antrum ve havali hiicreler ile
devamlilik gdsterir. Onde orta kulak boslugu ostaki tiipii aracihifiyla nazofarenks ile
iligkilidir. Orta kulak boslugunun lateral duvari kulak zar1 ile epitimpanik resesin yan
duvar1 tarafindan olusturulmustur. Medial duvarin en O6nemli yapilarindan biri

kokleanin bazal turunun yan duvarinin yaptigi kabariklik nedeni ile disa dogru



bombeligi ile olusan promontoryumdur. Orta kulak boslugunun medial duvarindaki
diger onemli yapilar stapes tabaninin olusturdugu oval pencere ile koklear kapsiiliin
orta kulak bosluguna diger agilim yeri olan yuvarlak penceredir (16, 18, 19).

Orta kulagin fonksiyonu, timpanik membrana ulasan ses dalgalarini koklear
swvilar1 titrestirecek bigime doniistirmektir. Kokleaya direkt olarak gelen ses
dalgalar1 kokleadaki sivilar1 titrestirmek i¢in ¢ok etkisizdir. Orta kulak, hava ile
koklea i¢i s1v1 arasindaki akustik impedans farkini azaltir. Bu mekanizmada baslica
kulak zar1 ile stapes tabani arasindaki oran farki ve orta kulak kemikg¢iklerinin

kaldirag fonksiyonu rol oynar (20, 21). Sekil 1°de dis ve orta kulak sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 1. Kulak anatomisi.



1.1.2.4. i¢ Kulak

I¢ kulak petroz kemikte, kemik labirent i¢inde yerlesmis ndromembrandz bir
yapidir. Anatomik olarak labirent terimi posterosiiperior yerlesimli semisirkiiler
kanallar1, anteroinferior yerlesimli koklea ve vestibiilii ifade etmektedir. Her biri
yaklasik 1 mm capinda olan li¢ kemik semisirkiiler kanali (lateral, siiperior, inferior)
perilenf denen sivi doldurur. Perilenf vestibiilii, kokleanin skala vestibiilisi ve skala
timpanisini de doldurmaktadir. Skala timpanideki perilenf yuvarlak pencere
yakinlarindan baslayan akuaduktus koklearis denilen ve ¢ogunlukla agsi bir fibroz
doku ile dolu olan kanal araciligiyla subaraknoid bosluktaki serebrospinal sivi ile
iliskidedir (18, 19, 21). Vestibiil yaklasik olarak 4 mm ¢apinda oval sekilli bir
kavitedir. Timpanik kavitenin medialinde lokalize olmustur. Timpanik kavite
fenestra koklea ve fenestra vestibiili ile iligkilidir (18, 19).

Otik kapsiil icinde i¢ kulagin esas yapisi olan otik labirenti ¢evreleyen
periotik labirent vardir. Otik labirent, endolenf iceren ve birbirleriyle devamlilik
halinde olan epitel ile doseli bir takim tiipler ve bosluklar sisteminden olusmustur.
Otik labirent ayr1 fonksiyonlara sahip birbirleriyle baglantili siiperior parca
(vestibiiler labirent), inferior parca (koklea), endolenfatik duktus ve kese olmak tizere
ii¢ par¢adan olusmustur (18, 19).

Vestibiiler otik labirent sakkulus, utrikulus ve semisirkiiler duktuslardan
olusur (18, 19). Utrikiiler duktus, utrikulusun 6n yliziinden ayrilir ve 6n duvarin
cevresinde arkaya dogru kivrilir. Utrikiiler duktus, sakkulustan gelen benzeri bir
kanal (sakkuler duktus) ile birleserek endolenfatik duktusu olusturur. Endolenfatik
duktus, vestibiiler akuaduktus denilen kemik kanal i¢inde yerlesmistir. Vestibiiler
akuaduktusun terminal parcasinda endolenfatik duktus genisler ve endolenfatik
keseyi olusturur. Endolenfatik kese kemik akuaduktusun iginde yerlesmistir.
Endolenfatik duktusun distal eksternal parcasi dereceli olarak diiz hale gelir ve petroz
kemigin arka yiiziinde, sigmoid siniise ¢ok yakin olarak durada sonlanir (18, 19).

Sakkulus, utrikulusa benzer ama utrikulusdan daha kiiciiktiir. Kiiciik bir
duktus, sakkulusun duvarindan ayrilarak vestibiiliin tabaninda seyrederek koklear
duktusa girer ve duktus reuniens olarak adlandirilir. Duktus reuniens koklea ile

labirentin diger kisimlar1 arasindaki tek baglant1 yeridir (18, 19). Koklea i¢ kulagin
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isitme sistemi ile ilgili olan spiral sekilli, yaklasik olarak 35 mm uzunlugunda, 5 mm
yiiksekliginde, en genis tabaninda 9 mm c¢apinda koni seklinde, iki tam % kivrim
yapmis yapidir. Koklea skala vestibiili, skala media (duktus koklearis) ve skala
timpani olarak ii¢ béliimden olusur (18, 19).

Koklea, koklear kivrimlar1 ayirmaya yarayan modiolus denilen bir yapr ile
desteklenir. Sekizinci sinirin isitsel pargasinin fibrilleri modiolus i¢inde ve kemik
spiral lamina i¢indeki kiiglik kanallar boyunca ilerleyerek tiiylii hiicrelerde
sonlanirlar. Bu noéronlarm hiicre gdvdeleri spiral lamina tabaninda modiolus boyunca
gruplanarak spiral ganglionu olusturur (18, 19).

Koklear duktus (skala media) tiggen seklindedir. Skala media ile skala
timpani arasimdaki sinir1 kemik spiral laminanin radial fibr6z uzanimi olan baziller
membran yapar. Baziller membranin yiizeyinde isitmenin end organi olan korti
organi bulunur. Duktus koklearis ve skala vestibiili arasindaki sinir1 ise iki hiicre
tabakasindan olusmus reissner membrani olusturur. Skala timpani, yuvarlak pencere
vasitasiyla orta kulakla baglantilidir. Skala timpaninin sonu ile subaraknoid mesafe
arasimni baglayan kemik pasaja “koklear akuaduktus” adi verilir. Bu akuaduktus,
spinal s1v1 ile perilenf arasindaki degisime izin verir (17, 19).

Skala vestibiili ise direkt olarak vestibiile agilir. Skala vestibuli ile skala
timpani arasidaki iliskiyi saglayan yapiya ise “helikotrema” adi verilir. Korti organi
destek hiicreleri, tiiylii hiicreler ve tektoryal membran denilen jelatindz bir yapiy1
ihtiva eden kompleks bir yapidir. Tiiylii hiicreler, tek sira i¢ tiiylii hiicreler ve 3-5 sira
dis tiiylii hiicreler seklinde yerlesmislerdir. I¢ ve dis tiiylii hiicreleri, i¢ ve dis pillar
hiicreleri tonofibrilleri ile olusturulan ters “V” seklinde yap1 ile ayrilmislardir. Pillar
hiicreleri arasindaki mesafe korti tlineli olarak adlandirilir ve burada endolenften
farkli bir sivi olan kortilenf bulunur (17, 19). Sekil 2’de i¢ kulak yapilar1 sematik
olarak gosterilmistir.

Tuyli hiicreler falengeal hiicreler tarafindan desteklenmektedir. Diger destek
hiicreleri hensen hiicreleri, klaudius hiicreleri ve sinir hiicreleridir. Tektoryal
membran santral olarak limbus tarafindan desteklenmektedir. Limbus kemik spiral
lamina iizerine yaslanan kalin bir hiicre tabakasidir ve ayni zamanda reissner

membranminda tutunmasina yardimci olur. Tektoryal membran serbest kenarinda

9



hensen hiicrelerine sikica tutunarak tiiylii hiicrelerin silyalarini ihtiva eden tiiyli
hiicreler ile tektoryal membran arasindaki bir mesafe olusumunu saglar (17, 19).

Tlyli hiicreler birka¢ noron tarafindan innerve edilirler. Tiiylii hiicrelerde biri
afferent, digeri efferent fonksiyonundan sorumlu iki tip sinir sonlanmasi vardir.
Bazen de tek ndron birkag tiiylii hiicreyi innerve etmek iizere bdliinebilir (18, 19). I¢
kulak icindeki alic1 organlar esas olarak ayni yapilardan olugsmustur. Fakat her biri
0zel mekanik stimuluslara cevap verecek tarzda organize olmuslardir. Membrandz
koklea, korti organini igerir (19).

Utrikulus, semisirkiiler kanallar ve sakkulus ise durum ve hareket hissi
reseptorlerini igermektedir. Duktus ve sakkus endolenfatikusun i¢ kulaktaki hidrolik
basicin diizenlenmesi ile ilgili olduklar: diistiniilmektedir (21, 22).

Noronlar kemik spiral laminanm kanalciklarinda ilerleyerek laminanin
tabaninda spiral ganglion hiicreleri ile bulusurlar. Daha sonra aksonlar modiolusun
merkezindeki kanallar i¢inde ilerleyerek sekizinci sinirin isitsel parcasini
olustururlar. Bu fibrillerde iki koklear nukleus (dorsal ve ventral) bolgesinde, ponsa
girerler (17, 19). Perilenfatik sivi kimyasal ekstraselliiler sivilarda oldugu gibi diisiik
potasyum ve yiiksek sodyum konsantrasyonuna sahiptir. Endolenfatik siv1 ise hiicre
ici swvi niteliginde elektrolit yogunluguna sahiptir ve yiiksek potasyum, diisiik
sodyum igerir (23). Lawrence (22), insanda toplam 78.3 mm’ perilenf, 2.76 mm’
endolenf oldugunu bildirmis ve i¢ kulak sivilarinin fonksiyonlarini sdyle siralamistir:

1. I¢ kulaktaki hiicrelerin kanla iligkisini saglayarak hiicrelere besin temin

etmek ve onlarm katabolik iirtinlerini uzaklastirmak.

2. Enerji degisimi i¢in uygun ortam saglamak.

3. Titresimleri stapes tabanindan enerji degisimi yapan elemanlara iletmek.

4. Basmncin, sistem i¢inde dagilmasini saglamak.

I¢ kulak sivilarmin kaynagi kesin belli degildir. Ancak biiyiik olasilikla
perilenf, beyin omurilik sivis1 filtrasyonu ile endolenf ise stria vaskiilaris ve
vestibiiler labirentinde bulunan dark hiicrelerinden salgilanma ile olusur. Baziller
membran iizerindeki kan damarlar1 kortilenfin kaynagi olarak kabul edilmektedir.
Kortilenf ve perilenf yliksek sodyum icermeleri nedeniyle birbirlerine benzemekle
beraber, hem kaynaklarinin farkli olusu hem de perilenfin tiiylii hiicreler i¢in toksik
olusu bakimindan birbirlerinden farkhdir (18, 19, 22).
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1.1.3. Isitme Fizyolojisi

Dis ortamdan gelen ses dalgalarinin karsilastigi ilk organ kulak kepgesidir.
Kulak kepgesi sesleri toplayip DKYye iletir. Yetiskinlerde ortalama boyu 2.7 cm
olan DKY ses dalgalarin1 kulak zarmma amplifiye ederek iletim gorevini gerceklestirir
(15).

Kulak zar1 ve orta kulakta bulunan kemikgiklerin en 6nemli gorevi sesin hava
ortamindan sivi ortama gecisi ve i¢ kulak sivilarinin akustik direncinden olusan
enerji kaybini karsilamaktir (17).

Malleus ve inkus arasindaki eklem, kaldirag kanunlarma gore, malleus
kolundaki enerjiyi inkus koluna 1.3 kat biiyliterek aktarir. Kulak zarmin titresen
bolimii ile stapes tabani arasindaki oran, yaklasik olarak 17 kat civarindadir (zarin
titresen alan1 64 mm?, stapes tabani ise 3.2 mm? dir). Béylece kulak zarindaki ses
enerjisi, kemik¢ik zincirinin kaldirag etkisi ve zarm aktif bolgeleri ile stapes tabani
arasindaki farkin olusturdugu hidrolik etki sonucu, i¢ kulaga yaklasik olarak 22 kat
daha artirilmis olarak iletilir. Burdaki kazang yaklasik olarak 30 dB’e tekabiil eder
(15, 17).

Orta kulakta bulunan tensor timpani ve stapedius kaslari, kokleanin asiri
yiiksek seslerin neden olacagi harap edici titresimlerden korunmasi ve giirtiltiili
ortamlarda diisiik frekansli seslerin maskelenmesine olanak tanimaktadir. Tensor
timpani ve stapedius kaslarmin bir diger islevi kisinin kendi konusma sesine olan
duyma duyarliligii azaltmaktir (15).

Stapesin tabani oval pencereye karsi iceri dogru hareket ettiginde kokleanin
kemik duvarlar tarafindan ¢epecevre sarili olmasindan otiirii yuvarlak pencere disa
dogru cikint1 yapar. Baziller liflerde, oval pencereye dogru biikiiliirken olusan esnek
gerim baziller zar lizerinde ilerleyen bir dalga baslatir (Sekil 3). Bu durum ilerleyen
dalga teorisi olarak adlandirilir. Yayilma hem enine, hem boyuna olmakla birlikte
amplitiid giderek artarak maksimuma ulasir, devaminda ise sonerek faz degistirir.
Dalgalarin baziler membran iizerinde en biiyiik titresim yaptig1 yer her frekans i¢in
belirli bir bolgedir. En biiyiik amplitiidle titresen bolge, yiiksek frekanslarda bazal
bolgede, yani oval pencereye yakindir. Isitsel enerjinin frekansi diistiikce baziler
membranin en ¢ok titresen bdlgesi kokleanin tepesine yaklasir (17).
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Sekil 3. Baziler membranin titresmesi, korti organinin tiiylii hiicrelerinin goériinimii ve membranin

titregsmesine bagli olarak siliyalarin egilmesi yoluyla ndral potansiyelin olusmasi.

Baziler membranin uyarilmasi ile tektoriyal membran ve tily hiicreleri
uyarilmaktadir. Uyarim sirasinda tiiy hiicrelerinin meydana getirdigi enerji yolu ile
sinir uc¢lar1 uyarilmis olur, sinir impulslar1 ile ses 8. sinir lifleri ile merkeze iletilir.
Primer isitme merkezi gyrus temporalis transversi veya Heschel gyrusu’dur. Isitme
merkezinde de pes ve tiz seslerin alindig1 yerler ayrimlanmigstir. Yiiksek tonlar isitme

merkezinin derinliklerinde, diisiik tonlar ise yiizeyinde sonlanir (17, 24).
1.1.4. isitme Kayb1 ve Smiflamasi

Insanlar arasindaki iletisim yollarindan en dnemlisi ve en sik kullanilani
konusarak anlasma yoludur. Konusmanin 6grenilmesinde ise en Onemli unsur
isitmedir. Isitme kayb1 dogumsal veya edinsel olarak goriilebilmektedir. Dogumsal
isitme kaybi ortalama olarak her 1000 dogumda bir goriilmektedir. Bu rakamin
yaklagik yarisi genetik nedenlere ve diger yarisi cevresel nedenlere baghdir (3).
Isitme kayiplari, asagidaki sekilde siniflandirilabilir.

Isitme Kayiplarinin Simflandirilmas: (25):

I- Odyolojik fenotipine gore:

Tip

[letim tipi

Miks tip

Sensorindral tip

Progresyon

Progresif

Progresif olmayan
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Diizensiz degisim gosteren

Frekans

Diisiik (<500 Hz)

Orta (501-2000 Hz)

Yiiksek (>2000 Hz)

Siddet

25 dB HL nin altinda: Normal isitme

26-40 dB HL: Hafif isitme kaybi1

41-55 dB HL: Orta derecede isitme kaybi1
56-70 dB HL: Orta derecede ileri igitme kaybi
71-90 dB HL: Ileri derecede isitme kayb1

90 dB HL’ yi agan: Cok ileri derecede isitme kaybi
1I- Nedenlerine gore (1):

a) Genetik (%50-60)

Fenotip

Sendromik (%30-40)

Non-sendromik (%60-70)

Kahtim kalibi

Otozomal resesif (%70-80)

Otozomal dominant (%10-20)

X kromozomal (%1-2)

Mitokondriyal (%0-20)

Multigenik

Kromozomal anomali

b) Genetik olmayan (%40-50)

Teratolojik ajan (Sitomegaloviriis, rubella v.b)
Prematiirite

Postnatal infeksiyon (menenjit, otitis media v.b)
Ototoksik ila¢ alimi

Akustik veya kranial travma

(Not: Yiizdeler konjenital veya erken baslangicli isitme kayb1 i¢indir.)
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Isitme Kaybinn Tipleri (15):

a. Iletim tipi isitme kayb1 (ITiK): Aurikula, dis kulak yolu, timpanik
membran ile orta kulak kavitesi ve kemikcikleri tutan patolojilerde kokleaya ulasan
ses siddetinin azalmasina bagli gelisen isitme kayiplaridir.

b. Sensérinéral isitme kayb1 (SNIK): Koklea ve/veya koklear sinir ve isitme
yollarindaki patolojilere bagl isitme kaybidir. Prenatal, perinatal ve postnatal
patolojiler bu tip isitme kaybima neden olabilir.

c. Mikst tip isitme kayb1 (MTIK): Iletim ve sensorindral isitme kaybina
neden olan patolojilerin ayn1 kulakta bir arada bulunmasi halinde mikst tip isitme
kaybindan soz edilir.

d. Santral tip isitme kaybn: Isitsel sinir sistemini ve ozellikle korteks
bolimiinii tutan patolojilerle birlikte ortaya cikar ve Ozellikle konugsmayr anlama
zorlugu yapar.

e. Fonksiyonel tip isitme kaybi: Isitme kayb1 yakinmasi olan hastada yapilan
subjektif ve objektif isitme Olclim yontemleri ile isitme kaybinin olmadigi veya

yakinmay1 aciklayacak diizeyde bir patolojinin bulunmadigi durumlardir.
1.1.5. Genetik Isitme Kayiplari

Genetik etiyolojisi belirlenmis olgular sendromik ve non-sendromik olarak
ikiye ayrilmaktadir. Isitme kaybma baska higbir patolojik organ veya laboratuvar
bulgusunun eslik etmedigi duruma non-sendromik isitme kaybi denilmektedir.
Genetik nedenli isitme kayiplarinin yaklasik %70’1 bu gruba girmektedir. Bunun
disinda kalan %30’luk grupta isitme kayb1 disinda bulgular olmakta ve bu bulgular
toplu olarak degerlendirildiginde bir sendrom tanis1 konabilmektedir (26).

Giliniimiizde, bulgular1 arasinda isitme kayb1 olan ylizlerce sendrom
tanimlanmistir. Bunlarin biiyiik bir kismu klasik Mendel tipi kalitim bi¢imlerine
uymakta, bir kismi ise mitokondrial kalitim gdstermektedir. Non-sendromik grupta
da benzer bicimde Mendel tipi kalitim bi¢imlerinden birine veya mitokondrial
kalitima uyan ge¢is bicimleri tanimlanmistir. Otozomal resesif kalitim, sendromik
olmayan grupta yaklasik %80 siklikta goriilmektedir. Otozomal dominant ve X

kromozomal kalitim bi¢imleri sirasiyla %15-20 ve %]1-2 olguda saptanmaktadir.
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Mitokondrial kalitimin non-sendromik isitme kaybi i¢indeki yeri etnik gruplara gore

degisim gostermekle birlikte %1 ile %20 arasindadir (7, 26).
1.1.5.1. Sendromik Isitme Kaybi

Sendromik isitme kaybi, sagirlik ile birlikte bir veya birkac spesifik
anomalinin kombinasyonunu ifade etmektedir (26).

1.1.5.1.1. Otozomal Dominant Sendromik Isitme Bozukluklari

Brakiyo-Oto-Renal Sendrom: Prevalanst 1/40.000°dir. Brankial siniis ve
fistiiller, basit ve belirgin dis kulaklar, i¢ kulakta Mondini malformasyonu ve basit
iriner sistem malformasyonundan renal agenezise kadar degisen liriner sistem
patolojileri ile karakterize bir sendromdur (27). Sendroma neden olan gen 8ql3
kromozomal bdlgede bulunan EY A1 (drosophila ‘eyeless’) genidir (26).

Norofibromatozis Tip II: Bilateral vestibliler Schwannoma ve diger
intrakraniyal ve spinal tiimorlerin (schwannoma, meningioma, glioma ve
ependimoma) gelisimine ek olarak hastalarda posterior subkapsiiler lentikiiler opasite
goriilebilir. Neden olan gen 22q12 kromozomu fiizerinde bulunan merlin 48 ismi
verilen gendir. Insidans1 1:40.000 ile 1:90.000 arasindadir (28).

Stickler Sendromu: Hastaligin prevalanst 1:10.000°dir. Hastaligin nedeni tip
IT proteinlerin ve tip IV kollajenin yapilanmasi i¢in kodlanan COL2A1, COL11A2
ya da CO11Al genlerindeki mutasyonlardir. Hastalarda goriilebilecek anomaliler
mikrognati, konjenital vitreus anomalisi, myopi, retina dekolmani yada katarakt,
eklem hipermobilitesi, spondiloepifiziyal displazi, sensorindral isitme kayb1 ve orta
hat yariklaridir (29, 30).

Waardenburg Sendromu (WS): Prevalansi 1:10.000 ile 1:20.000 arasindadir.
Dort alt tipi bulunmaktadir. Hastalarin yaklasik olarak %20’sinde tek yada iki tarafli
SNIK vardir. Ayrica pigmenter bozukluklarda goriiliir.

WS tip I: Sensorindral isitme kaybi, beyaz percem, iriste pigmenter
bozukluklar, distopia kantarum, i¢ kantusta ve lakrimal punktumda yer degisikligi ile
taninir.

WS tip II: WS tip I’den distopia kantarum’un olmamas ile ayrilir.

WS tip III: Klein-Waardenburg sendromu olarak adlandirilir. WS tip I’in
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ozelliklerine ek olarak st ekstremitelerde kontraktir ya da hipoplazi ile
karakterizedir.

WS tip IV: Waardenburg-Shah sendromu olarak adlandirilir. Hirschsprung
hastalig1 ile beraber WS’yi icerir. WS tip I, II ve III kalitimsal olarak otozomal
dominant bir hastalik oldugu halde WS tip IV otozomal resesiftir.

Waardenburg Sendromun’da isitme kaybi1 genellikle derin, bilateral ve zaman
icerisinde sabit seyir gésteren bir isitme kaybidir (8, 9).

Treacher-Collins Sendromu: Mandibulofasiyal dizostozis olarak da
adlandirilmaktadir. Maksilla ve mandibulada gelisim geriligi, zigomatik arklarmn
gelismemesine bagli malar hipoplazi, anormal kantus yerlesimi, palpebral fissiirlerin
asag1 ¢ekikligi, kulaklarin ileri derece kiiciik veya belirgin olmasi, okiiler koloboma,
koanal atrezi ve SNIK yada ossikiiler fiksasyona bagh gelisen iletim tipi isitme kayb1
belirtileri arasindadir. Treacher Collins sendromu 5q32-33 kromozomal bdlgesinde
bulunan TCOF1 genindeki mutasyonlar nedeniyle olusmaktadir. Genin sentezledigi
protein niikleolus ile sitoplazma arasinda molekiil taginmasinda aracilik etmektedir
9).

1.1.5.1.2. Otozomal Resesif Sendromik isitme Bozukluklari

Pendred Sendromu: Hastaligin prevalansi 7,5-10/100.000°dir. Pendred
sendromu herediter sagirliklarin  %10’undan sorumlu tutulmaktadir. Pendred
sendromunun en énemli klinik bulgular1 konjenital SNIK ile guatrdir. Fakat guatr
olgularin tiimiinde bulunmayabilir. Hastalarin yaklasik yarisinda hipotiroidi
saptanmaktadir (31). Etkilenmis kisilerde genellikle ikinci dekadda gelisen guatra ek
olarak prelingual, bilateral ve derin isitme kaybi vardir. Radyolojik olarak hemen
daima genis vestibuler kanal ya da Mondini displazisi gibi temporal kemik
anomalileri saptanmaktadir. Pendred sendromuna neden olan “PDS” geni 7.
kromozomda lokalizedir ve pendrin proteinini kodlamaktadir. Pendrin proteini
iyon/klor tasiyicis1 olarak gorev yapmaktadir ve i¢ kulak, tiroid ile bobrek en sik
lokalizasyonlaridir (32).

Jervell ve Lange-Nielsen Sendromu (JLNS): Konjenital SNIK, uzamis QT
intervali ve senkop ataklar1 ile karakterizedir. Ani Oliimler goriilebilir. Mutasyona

ugramis genler kalpte ve i¢ kulakta potasyum kanallarini hedef alirlar. Isitme kayb1
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genellikle konjenital, bilateral ve derin karakterdedir. Konjenital SNIK’li ¢ocuklar
arasinda JLNS’nin prevalansi %0.21 olmasina ragmen kardiyak belirtilerinden dolay1
teshisi 6nemlidir (33).

Usher Sendromu (US): SNIK, retinitis pigmentosa ve siklikla vestibiiler
fonksiyon bozukluklar:1 ile karakterize bir sendromdur. Usher sendromu genetik
olarak heterojendir. Klinik olarak ti¢ tipi vardir; US tip I: Cocukluk déoneminde ciddi
ya da derin konjenital igitme kaybi, vestibiiler fonksiyon bozukluklar1 ve retinitis
pigmentosa varhig1 ile karakterizedir. US tip II: Orta ya da ciddi konjenital SNIK,
normal vestibiiler fonksiyonlar ve iigiincii ya da dordiincii dekadlarda ortaya ¢ikan
retinitis pigmentosa ile karakterizedir. US tip III: Progresif isitme kaybi, degisken
vestibuler fonksiyonlar ve retinitis pigmentosa ile karakterizedir (34).

1.1.5.1.3. X’e Bagh Sendromik Isitme Bozukluklar:

Alport Sendromu (AS): Progresif hematiirik nefrit, SNIK ve okiiler
degisikliklerle karakterize tip IV kollajen hastaligidir. Tip IV kollajen, bazal
membranlarin temel bilesenidir. Tip IV kollajenin a3, a4, a5 zincirlerini sentezleyen
COL4A3, COL4A4 ve COL4AS genlerindeki mutasyonlar, anormal bazal membran
sentezine neden olurlar (anormal glomeriiler bazal membran, okiiler ve kohlear bazal
membranlar) (35). Tip IV kollajenin a5 zincirini kodlayan COL4AS5 genindeki
mutasyonlar X’e baglt AS’nin nedenidir. Bu proteindeki yetersizlik bobrek, koklea
ve gbzde bazal membrandaki trimerize 3-4-5 kompleksinde parsiyel ya da tam
yetmezlige neden olmaktadir (36). Bu kompleksin baziler membranda radyal
gerginlik icin O6nemli oldugu distniilmektedir (37). Tamisal kriterler dort
karakteristik 6zellikten en az {i¢ tanesini igermelidir (38):

1) Kronik bobrek yetmezligi ile beraber olan ya da olmayan hematiiriye ait

pozitif aile hikayesi

2) Progresif yiiksek ton sensorindral isitme kaybi1

3) Anterior lentikonus ve/veya makuler benekler gibi tipik géz bulgulari

4) Bobreklerde glomeruler bazal membranda histolojik degisiklikler

Hastalik X’e bagli hastaliklarda beklendigi tizere daha c¢ok erkeklerde
goriiliir. Hemattiri hastaligi esas belirtisi olmakla birlikte okiiler belirtiler hastalarin

1/3’iinde goriilmektedir (36). Isitme kaybi cogunlukla simetrik, ge¢ ¢ocukluk
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doneminde saptanabilen ve yiiksek frekanslarda baslayip daha sonra tiim frekanslar1
tutan SNIK seklindedir (36).

1.1.5.1.4. Mitokondriyal Sendromlar

Mitokondriyal hastaliklar tipik olarak kas, retina, beyin sapi, pankreas ve
koklea gibi yiiksek enerji talebi olan dokularda fenotipe neden olurlar. Sendromik
mitokondriyal hastaliklar genellikle multisistemiktir ve hastalarin %70’inde isitme
kaybi eslik eder (39).

MELAS Sendromu: Mitokondriyal ensefalopati, laktik asidoz ve epizodik
felcin tipik oldugu sendromda isitme kaybi sensorindral, progresif, bilateral ve
yiiksek frekanslardadir (39).

MERRF Sendromu: Isitme kayb1, ataksi, demans, optik sinir atrofisi ve kisa
boy ile karakterizedir (39).

Kearns-Sayre Sendromu: Progresif eksternal oftalmopleji, atipik retinal
pigmentasyon ve tipik olarak 20 yas Oncesinde baslayan kalp blogunu kapsar.
Hastalarin %50’sinde sensorinoral isitme kaybi ve kokleosakkiiler dejenerasyon

mevcuttur (39).
1.1.5.2. Non-Sendromik Isitme Kayb1

Non-Sendromik isitme kayiplar1 herediter isitme kayiplarinin %70’ini
olusturur. Kalitim, %18 otozomal dominant, %80 otozomal resesif, %2 X’e bagl ya
da mitokondriyal kalitim seklindedir (4). Non-Sendromik isitme kayiplarinin
terminolojisinde ¢ok sayida gen lokusu DFN (DeaFNess) olarak adlandirilmis ve
kesiflerindeki kronolojik siraya gére numaralandirilmistir (Tablo 1). DFN’yi takip
eden “A” dominant kalitimi, “B” resesif kalitimi ve hicbir harfin konmamasi X’e
bagh kalitimi ifade etmektedir. Son taki kesfedilen lokusu gosterir. Sagirlhigin
nonsendromik formu i¢in, otozomal dominant lokuslar DFNA, otozomal resesif
lokuslar DFNB ve X kromozomal lokuslar DFN olarak gosterilmektedir (40).

1.1.5.2.1. Non-Sendromik Isitme Kayiplarindan Sorumlu Genler

Isitme kaybma neden olan genler ve bu genlerin fonksiyonel analizi hakkinda
hizla artan  bilgiler, isitmenin molekiiler = mekanizmasmi anlamamizi

kolaylastirmaktadir. Isitme kaybmdan sorumlu oldugu bilinen genlerin biiyiik bir
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kisminin fonksiyonu bilinmemektedir. Bununla birlikte isitme kaybi ile ilgili
tanimlanan genler arasinda iyon kanallar1 ve gap junction proteinlerini kodlayan
genler, yapisal biitiinliikte rol alan proteinleri kodlayan genler ve regiilator proteinleri
kodlayan genler yer almaktadir (41,42). Bu genlerin bir kism1 fonksiyonlarina gore

siniflandirilmis olarak Tablo 2’de goriilmektedir.

1.1.5.2.2. iyon Transportundan Sorumlu Olan Genler

1.1.5.2.2.1. Konneksin Proteinlerini Kodlayan Genler

Konneksin genleri, komsu hiicreler arasindaki hizli haberlesmenin saglanmasi
icin 1yonlarim, ikincil habercilerin ve kii¢iik metabolitlerin hizl1 gecisine imkan veren
“gap junction” proteinlerinin alt birimlerini kodlarlar. Alt1 konneksin alt {initesi
birleserek konneksonu meydana getirir (Sekil 4). Her biri iki komsu hiicrede bulunan
birer cift konnekson bir arada interselliiler kanali meydana getirirler (41). GJB2
(konneksin 26), GJB3 (konneksin 31), GJB6 (konneksin 30) ve GJA1 (konneksin 43)

olmak iizere dort konneksin geni tanimlanmigstir (42).
1.1.5.2.2.1.1. Konneksin 26 (GJB2) Geni

GJB2 (gap junction B-2) geni konneksin 26 olarak adlandirilan 26 kD’lik bir
konneksin protein kodlamaktadir. GJB2’nin stria vaskiilariste, basement membranda,
limpu ve spiral ¢ikintida (Sekil 5) eksprese oldugu gosterilmistir (43). GJB2 geni
kromozom 13ql1-ql2 bdlgesinde haritalanmistir (44). GJB2 geni 2 ekzondan
olugmakta ve birinci ekzon translasyona ugramamaktadir (45).

Konneksin 26’nin fonksiyonunun isitme uyarilarmin mekanik uyaridan
elektriksel uyaritya doniisimiinden sonra, potasyum iyonlarmin silyali hiicrelerden
destek hiicrelere ve oradan da tekrar endolenfe ddonmelerini saglayan kanallar
olabilecegi tizerinde durulmaktadir (46).

Non-sendromik otozomal resesif isitme kayiplarmin yaklasik %50’sini GJB2
mutasyonlar1 olusturmaktadir. Bu gendeki onemli mutasyonlardan biri 35delG’dir.
Avrupa, Kuzey Amerika ve Akdeniz toplumlarinda goriilen patolojik GJB2
mutasyonlarmin yaklasik %70’ini 35delG olusturmaktadir (47).
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Tablo 1. Otozomal resesif non-sendromik sensorindral isitme kaybma (NSSNIK)

neden olan genler (Petersen MB ve ark.(41)’dan degistirilerek alinmistir).

Lokus Kromozal lokasyon Gen
DFNBI 13ql1-q12 GJB2
DFNB2 11q13.5 GJB6
DFNB3 17p11.2 MYO7A
DFNB4 7931 MYOIS5
DFNBS 14q12 SLC26A4
DFNB6 3p21

DFNB7 9q13-g21 TMEI
DFNBS 21g22.3 TMC1
DFNB9 9q13-g21 TMPRSS3
DFNBI10 21g22.3 OTOF
DFNBI11 9q13-g21 TMPRSS3
DFNBI12 10g21-q22

DFNB13 7q34-q36 CDH23
DFNB14 9q31

DFNBIS5 3921.3-925.2/19p13.3-p13.1

DFNBI16 15q15

DFNB17 7931 STRC
DFNBI18 11p15.1

DFNB20 11925-qter USHIC
DFNB21 11g23-q25

DFNB22 16p12.2 TECTA
DFNB23 10g21.1 OTOA
DFNB26 4931 PCDH14
DFNB27 2q23-q31

DFNB29 21g22.1

DFNB30 10p11.1 CLDN14
DFNB31 9q32-q34 MYO3A
DFNB32 1p22.1-p13.3 WHRH
DFNB33 9q24.3

DFNB35 14g24.1-q24.3

DFNB36 1p36.3 ESPN
DFNB37 6q13 MYO6
DFNB38 6q26-q27

DFNB39 7q11.22-q21.12

DFNB40 22q11.21-q12.1

DFNB42 3q13.31-q22.3

DFNB44 Tpl4.1-q11.22

DFNB46 18p11.31-p11.31

DFNB48 15q23-g25.1

DFNB49 5ql12.3-q14.1

DFNB53 6p21.3 COL11A2
DFNBSS5 4ql12-q13.2
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Tablo 2. Non-sendromik sensdrindral isitme kaybina (NSSNIK) neden olan genlerin

fonksiyonlarma gore smniflandirilmasi (Petersen ve ark.(41)’dan degistirilerek

almmustir).

Protein Gen Non-sendromik IK lokusu
Sitoskeletal protein

Myozin III MYO3A  DFNB30

Myozin VI MYO6 DFNB37

Myozin VIIA MYO7A  DFNB2-DFNAI1
Yapisal proteinler

Stereosilin STRC DFNB16

a-Tektorin TECTA DFNB-21DFNAS/12
Otoankorin OTOA DFNB22

Kollagen 1102 COL11A2 DFNBS53

Iyon transport proteinleri

Konnexin 26 GJB2 DFNB1/DFNA3
Konnexin 30 GJB3 DFNBI1/DFNA3
Konnexin 31 GJB6 DFNA2

Pendrin SLC26A4 DFNB4

KCNQ4 KCNQ4 DFNA2
Transkripsiyon faktor proteinleri

POU3F4 POUF4 DFN3

POU4F3 POU4F3  DFNAI1S

Tiurkiye’de 1se otozomal

resesif non-sendromik igitme kayiplarmin

%20.8’inde 35delG mutasyonu goriilmektedir (48). Tiirkiyede farkli sehirlerde
35delG mutant allel goriilme orani %5 ile %53 arasinda degismektedir (49).
Ulkemizde yapilan galismalarda GJB2 geninde saptanan diger mutasyonlar W24X
(%1.4), delE120 (%1), 233delG (<%1), Q8OR (<%1), 310dell4 (<%1), 299-
300delAT (<%1), c.167delT (<%]1), P184R (<%]l), 236-239TGCAinsAGATCCG
(<%]1), L9OP (<%1), P173S(<%]1), R127H (<%1) ve Q80K (<%]1) mutasyonlaridir
(50).
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Sekil 4. Konneksinlerin yapisi.

Yapilan ¢aligmalarda sirasiyla, Ashkenazi Yahudileri’'nde 167delT ve uzak
doguda 6zellikle Japon toplumunda 235delC en sik goriilen GJB2 mutasyonlaridir
(51, 52, 53). GJB2 mutasyonlar1 genellikle siddetli ve derin prelingual sensorindral
isitme kaybina neden olmaktadir (51, 52).

1.1.5.2.2.1.2. Konneksin 31 (GJB3) Geni

GJB3 (gap junction B-3) geni, kromozom 1p35-33 bdlgesinde lokalize
edilmis ve 31 kD’lik bir konneksin proteini kodlamaktadir. Hayvan modellerinde
yapilan in situ hibridizasyon g¢alismalar1 GJB3’iin kokleada, isitsel sinirlerde ve
periferal sinirlerde eksprese edildigini gostermistir (54, 55). GJB3 mutasyonlar1 hem
dominant hem de resesif sensorindral isitme kayiplarina neden olabilmektedir.
Ayrica, GJB3 mutasyonlarinin sagirliga neden olmadan otozomal dominant deri
bozukluklarina (eritrokeratoderma variabilis) ve sensorindral isitme kaybi ile birlikte
periferal noropatilere de neden oldugu bilinmektedir (56, 57). GJB3 genine iligkin
otozomal dominant kalitimli NSSNIK olgularinda R180X ve E183K mutasyonlar1
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tanimlanirken otozomal resesif tip NSSNIK olgularinda 141dellle, 1141V ve P223T
mutasyonlar1 tanimlanmistir (57, 58, 59). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada P223T

(%1.7) mutasyonu literatiirde ilk defa tanimlanmistir (59).

Sekil 5. Isitme kaybina sebep olan Gap Junction Beta Genleri ve kodladiklar: iiriinlerin
lokalizasyonlar1 (Morton and Nance 2006).

1.1.5.2.2.1.3. Konneksin 30 (GJB6) Geni
GJB6 (gap junction B-6) geni kromozom 13q12 bolgesinde haritalanmig ve 30
kD’lik bir konneksin proteini kodlamaktadir (60). GIB2 ve GJB6 genleri birbirlerine

yakin konumlanmistir (61).
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Yapilan ¢alismalarda, NSSNIK olan bireylerde DFNB1 lokusunda bulunan
GJB2 geni mutasyonlar agisindan incelendiginde yiiksek siklikta tek allelde
mutasyonlar saptanmustir. Farkli calismalarda bu oran %10 ile %350 arasinda
degismektedir (7). Tek allel mutasyon sikliginin genis bir yelpaze icerisinde
dagilmast DFNBI1 lokusunda GJB2 geni disindaki bolge(ler)de de mutasyon
olabilecegini diisiindiirmiistiir. DFNB1 lokusunda bulunan gap junction proteinlerin
kokleadaki bir diger komponenti olan GJB6 genini kapsayan 342 kilobaz (kb)
uzunlugundaki bir delesyonun [del(GJB6-D13S1830)] saptanmasi ile bu diislince
dogrulanmistir (62, 63).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Cahisma Grubu

Bu ¢alisma, Saglik Bakanligi ilag Ve Eczacilik Genel Miidiirliigii Elazig
Klinik Arastrmalar Etik Kurulu Baskanli§i’ndan onay alinarak, Aralik 2009 ile
Aralik 2010 tarihleri arasinda Firat Universitesi Hastanesi Kulak Burun Bogaz ve
Hastaliklar1 Klinigine bagvuran ve konjenital, bilateral sensorindral isitme kaybi tanisi
alan 60 hasta lizerinde yapilmistir. Calismaya alinacak tiim hastalara (18 yasindan
kiigiiklerde velisinin onay1 alinarak) ¢aligma hakkinda s6zlii olarak bilgi verilmis ve
calismaya katilmayi kabul edenler i¢in bilgilendirilmis onam formu doldurularak
izinleri almmustir.

Tim hastalardan ayrintili 6ykii alindiktan sonra fizik muayeneleri yapilmistir.
Pediatrik yas gurubundaki hastalar sendromik hastaliklar agisindan degerlendirilmek
iizere pediatri klinigine konsiilte edilmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda gerek
duyulan hastalara oftalmolojik degerlendirme, tiroid fonksiyon testleri, renal
ultrasonografi ve elektrokardiyografiyi (EKG) iceren ayrintili inceleme yapilmistir.
Sendromik nedenli isitme azlig1 saptananlarla, ¢evresel faktorlere bagh isitme azligi
gelistigi siiphesi ya da kanit1 olan hastalar calismaya alinmamistir. Kontrol gurubu
yine kulak burun bogaz klinigine bagvuran ve isitme agisindan problemi olmayan 60
hastadan olusturulmustur. Bu hastalara da ¢aliyma hakkinda bilgi verilmis ve onamlari
alimmustir.

Calismaya alinanlarmn isitme diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in hastanin
uyumuna gore timpanometri, plirtone odyogram, otoakustik emisyon ve uyarilmig
isitsel beyinsap1 cevab1 (brainstem evoked response audiometry (BERA))
testlerinden faydalanilmistir. Goodman siniflamasmma gore (25), orta ve iizeri
derecede bilateral sensorindral isitme kaybi saptanan hastalar caligmaya alinmistir.

Calismaya alinan hastalardan 3 ml periferal vendz kan 6rnegi pihtilagsmay1
onlemek i¢in etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tiiplere alinmistir. Kan 6rnekleri
deoksiriboniikleik asit (DNA) izolasyonu yapilincaya kadar +4 °C’de saklanmus,
daha sonra Ornekler Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik

Anabilim Dali’nda mutasyon analizine alinmistir.
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2.2. Konneksin 26 Gen Mutasyonlarinin Tayininde Kullanilan Gerecler

Agaroz jel elektroforez giic kaynagi, agaroz jel tanki ve diizenegi (Consort
N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belcika)

Eppendorf mastercycler gradient (Netheler MInz GmbH, 23331 Hamburg,
Almanya)

UV lambasi ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama iinitesi (TCP-20-M,
Vilber Lourmat, Cedex, Fransa)

Otomomatik mikropipetler (Eppendorf, Camridge, ABD)

Sogutmali mikrosantrifiij (Ole Dich Intrumentmakers APS, type 157.MP,
Almanya)

Elektronik hassas terazi (Shimadzu Corparation Libror AEG-320, Japonya)
Etiiv (Niive NP 400, Ankara, Tiirkiye)

Manyetik karistirict (Thermo, Camridge, ABD)

Ph Metre (Hana Intruments HI8521 pH meter, Italya)

Otoklav, (Niive, Ankara, Tirkiye)

Buzdolabi, (Arcelik, Tiirkiye)

Derin dondurucu —20 °C (Ugur, Tiirkiye)

Su banyosu (Kotterman labortechnic type 3643, Almanya)

Vorteks (Labinco L46, Hollanda)

2.3. Konneksin 26 Gen Mutasyonlarinin Tayininde Kullanilan

Kimyasallar

Borik asit (Merck, Frankfurt, Almanya)
EDTA (Sigma, Almanya)

Tris HCL (Sigma, Almanya)

Etidium bromide (Sigma, Almanya)
Fikol (Serva, Almanya)

Bromofenol mavisi (Sigma, Almanya)
Xylene cyanol (Sigma, Almanya)
Mutlak etanol (Kimetsan, Tiirkiye)
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e 100 baz cifti (b¢) uzunlugunda DNA boyut Markir1 (Fermentas, Litvanya)
e Agaroz (Sigma, Almanya)

2.4. Konneksin 26 Gen Mutasyonlarinin Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e Agaroz jel ylikleme tamponu (6X)
%15 fikol
20,05 bromofenol mavi
%0,05 ksilen siyanol
e Tris-borik asit-EDTA tamponu (TBE) (10 X) (1L)
108 g Tris HCI
55 g Borik asit
20 ml 0,5 Molar (M) EDTA
1000 ml ddH20 ile tamamlanir.
e EDTA cozeltisi (0,5 M, 50 ml)
18,6 gr EDTA tartilir, pH=8,0’e EDTA coziiliinceye kadar NaOH eklenerek
ayarlanir.
e Etidium bromiid (EtBr) ¢ozeltisi (10mg/ml)
10 mg EtBr tartilir, tizerine 1 ml ddH,0 eklenir. Karanlikta +4°C’de saklanir.

2.5. DNA izolasyon islemi
2.5.1. Kullanilan Soliisyon ve Geregler

DNA purifikasyon kiti (Promega Cat-125), 1,5 ml’lik tiipler (Axygen
scientific MCT-150-A), 100 ve 1000 mikrolitre’lik (ul) pipet (Eppendorf research
series 2100 pipettes, Almanya), pipet uglar1 (Deltalab 327-17), mikrosantrifiij,
vorteks, izopropil alkol, % 70’lik etil alkol.

2.5.2. izolasyon Asamalan

1. 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiptine 900 pl cell lizis soliisyonu eklenmistir.
2. Kan tiipii kanin tamamen karigmasi1 saglanana kadar hafifce sallanmuis,
sonra 300 pl kan cell lysis solusyonu iceren mikrosantrifiij tiipiine

aktarilmistir. Karigmasi icin tiip 5-6 kez alt-iist edilmistir.
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10.

11.

12.

13.

. Kirmiz1 kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletilmis, bu

esnada tiip 2-3 defa alt-iist edilmistir. 13 000-16 000 rpm’de de 20 saniye
santrifiij edilmistir.
Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklasik 10-20 pl

residiiel siv1 birakacak sekilde atilmistir.

. Beyaz kan hiicreleri resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar hafifce

vortekslenmistir.

300 pl Nucleir lysis soliisyonu resiispanse hiicrelerin bulundugu tiipe
eklenmistir. Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere
pipetlenmis ve sonrasinda soliisyonun viskéz bir hale geldigi
gozlenmistir. Karistirma sonunda hiicre ¢okeltileri goriiniirse bunlar
coziilene kadar soliisyon 37 °C de inkiibe edilmistir. Eger bir saat sonra
hala c¢okeltiler goriiliiyorsa ek olarak 100 pl nuclei lysis soliisyonu ilave
edilmis ve inkiibasyon tekrarlanmistir.

1.5 pul RNase soliisyonu eklenmis ve tiip 25 defa alt-iist edilerek
karistirilmigtir. Karigim 37 °C de 15 dakika inkiibe edilmis ve devam

etmeden Once karigimin oda sicakligma gelmesi beklenmistir.

. Nikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklenmis ve

ardindan 10-20 saniye vortekslenmistir. Vortekslemeden sonra kiiclik
protein ¢okeltileri goriilmiistiir.

13.000-16.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmis ve koyu kahverengi
protein pelleti gortilmiistiir.

Icinde DNA bulunan siipernatant, igine 300 pl isopropanol konulmus
temiz bir 1,5 ml lik mikrosantrifiij tlipline aktarilarak karistirilmistir.
Soliisyon alt-iist edilerek ag seklinde DNA kiitlesi goriilene kadar
karstirilmstir.

13.000-16.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis, DNA kiiciik beyaz bir
pellet seklinde goriilmiistiir.

Siipernatant atilarak 300 pl %70 lik etanol eklenmis ve —20 °C’de

saklanmustir.
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2.5.3. DNA Konsantrasyonu Ve Saflik Derecesinin Olgiilmesi

DNA konsantrasyonu ve saflik derecesinin belirlemesi ultraviole (UV)
spektrofotometresi ile yapilabilmektedir. DNA Orne§inin igerisinde bulundugu
soliisyon tarafindan absorbe edilen UV miktar1 6rnekteki DNA miktar1 ile dogru
orantilidir. Absorbans genellikle 260 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Bu dalga boyundaki
Olgtimlerde ¢ift iplikli DNA i¢in absorbans degeri 50 pg/ml’lik konsantrasyon
degerlerine karsilik gelir. UV absorbanst DNA’nin safliginin belirlenmesinde de
kullanilabilir (260 nm’de niikleik asitler, 280 nm’de de proteinler pik verir). Saf bir
DNA 06rneginin 260 ve 280 nm’deki absorbans oram1 (A260nm/ A280nm) 1,8 dir
(64). Bu deger elimizdeki DNA 6rneginin verimini gosterir. Dolayisiyla buldugumuz
deger 1,8’e ne kadar yakinsa verim o kadar yiiksektir. 1,8’den diisiik degerler 6rnekte
fenol ya da protein kontaminasyonu, 1,8’den biiyilk degerler ise RNA
kontaminasyonu varligin1 gosterir (64). Hasta ve kontol grubuna ait DNA ornekleri
Olgiilerek konsantrasyonlar1 ve safliklar1 belirlendi. 1,8’e yakin olmayan degerlere

sahip 6rneklerin DNA’lar1 tekrar izole edildi.
2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Calismasi
2.6.1. PZR Materyalleri

Taq DNA polimeraz (5U/ul) Fermentas EP0402
10XPZR buffer (10mM) Fermentas EP0402
MgCl, (25mM) Fermentas EP0402

100 mM dNTP set Fermentas RO186
Primerler Iontek, Istanbul, Tiirkiye

2.6.2. Restriksiyon Enzimleri

PstI (10u/pul) Fermentas ER0611
BseLI (BslI) (10u/ul) Fermentas ER1201
Apal (10u/pl) Fermentas ER1411
BseRI (10u/pl) Biolabs R581L

2.6.3. GJB2 Mutasyonlarinin Belirlenmesi

2.6.3.1. 35delG Mutasyonunun Calisilmasi (65)

Forward (lleri) primer: 5> GGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGG 3’
Revers (Geri) primer: 5> CTGGTGGAGTGTTTGTTCCCAC 3°
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Restriksiyon enzimi: BseLIl

Restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi elde edilecek fragment biiyiikliikleri:
Vahsi tip: 234bg

Heterozigot: 234bg +211bg¢+23bg

Homozigot mutasyon: 211bg+23bg

2.6.3.2. 167delT Mutasyonunun Cahlisilmasi (66)

Forward (ileri) primer: 5> TCT TTT CCA GAG CAAACC GC 3’

Revers (Geri) primer: 5> GAC ACG AAG ATCAGC TGC AG 3’
Restriksiyon enzimi: Pstl

Restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi elde edilecek fragment biiyiikliikleri:
Homozigot mutasyon: 285bg

167delT Heterozigot mutasyon: 219bg, 47bg ve 69 be

Vahsi tip: 219 bg+150bg+ 69bg+47bg

2.6.3.3. delE120 Mutasyonunun Cahlisilmasi (67)

Forward (ileri) primer: 5> CTGCAGCTGATCTTCGTG 3’

Revers (Geri) primer: 5> GTCGTACATGACATAGAAGACGT 3’
Restriksiyon enzimi: BseRI

Restriksiyon enzimi kesim sonrasi elde edilecek fragment biiyiikliikleri:
Vahsi tip: 127bg¢+116bg

delE120 Heterozigot mutasyon: 243bg¢+127bg+116bg

delE120 Homozigot mutasyon: 243bg

2.6.3.4. 235delC Mutasyonunun Cahisilmasi (68)

Forward (lleri) primer: 5> CCAGGCTGCAAGAACGTGTGC 3’
Revers (Geri) primer: 5> GACACGAAGATCAGCTGCAGG 3’
Restriksiyon enzimi: Apal

Restriksiyon enzimi kesim sonrasi elde edilecek fragment biiyiikliikleri:
Vahsi tip: 83bg

Heterozigot mutasyon: 83b¢+61bgc+22bg

Homozigot mutasyon: 61b¢+22bg

31



2.6.3.5. GJB6 Mutasyonunun Cahisilmasi (69)

Delesyon

GJB6-1R: 5 TTTAGGGGCATGATTGGGGTGATTT 3°
BKR-1: 5> CACCATGCGTAGCCTTAACCATTTT 3’

Vabhsi tip

STS-CX636-S: 5 TGCCCACCCCCCAAGTAGAG 3’
STS-CX636-AS: 5° TTTCGGTTTCATTCATTTTCCCTATT 3°

2.6.3.6. GJB2 Geninin DNA Dizilemesi i¢cin Kullanilan Primerler (67)

5> AGGAAGAGATTTAAGCATGCT 3°

5" TGGAGTTTCACCTGAGGC 3°

5 CTGCAGCTGATCTTCGTG 3’

5> GTCGTACATGACATAGAAGACGT 3’

2.6.4. PZR Kurulmas islemi

Polimeraz zincir reaksiyonu 0,5 ml’lik tiiplerde toplam hacim 30ul olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Her bir tiipe 6 pl hasta DNA’s1 ve tlizerine 3 ul MgCl,, 3
pl 10X buffer, 3 ul ANTP (2,5mM), 1 pl primer 1 (30 pmol), 1 pl primer 2 (30 pmol),
0,1 U Taq DNA polimeraz ve 13 ul ddH,O konulmustur. Hazirlanan tiipler
vortekslenmis ve PZR cihazina onceden girilmis olan programda PZR islemi

gerceklestirilmistir. PZR sonrasi iiriinler agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir.
2.6.5. PZR Kosullarn

Degerlendirilen tiim polimorfizmler i¢in ayn1 PZR kosullar1 kullanilmastir.
94 °C de 5 dakika

55 °C de 1 dakika 1 dongii

72 °C de 1 dakika

94 °C de 1 dakika .............. (denatiirasyon)

60 °C de 1 dakika .............. (eslesme) 35 dongii

72 °C de 1 dakika .............. (sentez)

94 °C de 1 dakika

55 °C de 1 dakika 1 dongii

72 °C de 7 dakika
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2.7. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

Kesim islemi 25 pl izerinden yapilmistir. 20 pl PZR {iriind, 2,5 pl 10Xbufter,
0,5 U restriksiyon enzimi ile birlikte toplam hacim 25 pl’ye tamamlanmistir. Kesim
islemi Pstl, BseLI(Bsll), Apal ve BseRI restriksiyon enzimleri i¢in 37° C’de 16 saat
bekletilmek suretiyle gerceklestirilmistir. Tiim enzimler i¢in ayni kesim protokolii
uygulanmustir. Islem kisaca, 25l PZR iiriinii, 1 pl restriksiyon enzimi ve 2,5 pl 10X
buffer kullanilarak yapilmistur.

2.8. Agaroz Jel Elektroforezi

Yapilan bu caligmada PZR ile ¢ogaltilmis tiriinlerin tanimlanmasi i¢in agaroz
jel elektroforezi uygulanmistir. Elde edilen tiriinlerin biiyiikliiklerini tanimlayabilmek
icin %4’liik jel kullanilmistir. Kullanilan elektroforez diizenegine uygun hacim; toz
halindeki agarozun 0,5XTBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponunda manyetik
karistiricili bir mikrodalga firinda kaynatilarak ¢6ziilmesi ile olusturulmustur.
Ardindan kaynamis ¢6zelti 55-60 °C’ye sogutularak 0,25 pg/ml EtBr ilave edilmistir.
Kuyular1 olusturacak olan tarak, tabagma yerlestirildikten sonra hazirlanan jel, hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde buraya dokiilmiistiir. Jelin polimerizasyonu sonrasi
tarak dikkatlice cikarilarak jel platformu 0,5XTBE tamponu ile dolu olan
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Bu tampondan jelin iizerini 1-2 mm gececek
kadar eklenmis, Ornekler ve belirtec DNA, 6X yiikleme boyasi ile 5:1 oraninda
karigtirillarak kuyulara 15’er pl yiikklenmistir. Gii¢ kaynagi agilarak 90 V’a
ayarlanmis, yaklasik yarim saat sonra giic kaynagi kapatilmistir. Jel goriintiileme

sisteminde UV 151n1 altinda incelenmistir.
2.9. istatistiksel Analizler

Istatistiklerin hazirlanmasimda SPSS for Windows 15.0 paket istatistik
programi (SPSS Inc. Chicago IL USA) kullanilmistir. Parametreler arasi iliskiler
Pearson korelasyon analizi kullanilarak degerlendirilmistir. Hasta ve kontrollerin
genotip ve allel sikliklarinin dagilimi Ki-kare analizi ile yapilmistir. Gruplar arasi
farklarin degerlendirilmesinde non-parametrik bir test olan Mann-Whitney U testi
kullanilmistir. Degerlendirmelerde p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Calisma grubunda konjenital non-sendromik sensorinoral isitme kayb1 olan
60 hasta, kontrol grubunda ise isitme acisindan problemi olmayan 60 hasta yer

almistir (Tablo 3-4).

Tablo 3. Calisma ve kontrol gruplarmin yas dagilimi

Grup Olgu sayisi (n) Yas Ortalamasi Yas arahg
Cahsma 60 12,1149,03 (2-43 yas)
Kontrol 60 20,38+9,64 (8-50 yas)

Tablo 4. Calisma ve kontrol gruplarmin cinsiyet dagilimi

Grup Cinsiyet Olgu sayisi (n) Yiizde (%)

Calisma Kadin 25 41,7
Erkek 35 58,3
Toplam 60 100,0

Kontrol Kadin 25 41,7
Erkek 35 58,3
Toplam 60 100,0

Calisma ve kontrol grubundaki tiim hastalarin isitme kayiplari, Goodman
siniflamasina gore siniflandirilmistir. Bu smiflamaya gore c¢alisma grubunda iki
hastada (%3,3) orta-ileri derecede isitme kaybi, 24 hastada (%40) ileri derecede
isitme kayb1 ve 34 hastada (%56,7) ise ¢ok ileri derecede isitme kayb1 saptanmustir.
Kontrol grubundaki tiim hastalar ise normal isitme diizeylerine sahipti. Calisma ve
kontrol gruplar1 karsilastirildiginda, isitme kaybi agisindan, odyoloji bulgular1
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05) (Tablo 5).

Calisma grubundaki hastalarin 11°inin (%18,3) ailesinde SNIK &ykiisii
varken, kontrol grubundaki hastalarn higbirinin ailesinde SNIK  dykiisii
bulunmamustir. Calisma ve kontrol gruplar1 karsilastirildiginda, ailede SNIK
Oykiisiiniin varhig1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

tespit edilmistir (p<0,05).
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Tablo 5. Calisma ve kontrol gruplarmin odyolojik bulgularinin dagilimi

Grup Isitme kaybinin derecesi Olgu sayis1  Yiizde (%) Onemlilik testi
(m)
Calisma
— Orta-ileri derecede isitme kaybi (56- 2 33
70 dB) 2
o o x=120,000
—1Ileri derecede isitme kaybi (71-90
24 40,0 p=,000
dB)
—Cok ileri derecede isitme kaybi (91
¢ ; yor ( 34 56,7
dB ve iizeri)
Toplam 60 100,0
Kontrol
—Normal isitme (25 dB ve alt1) 60 100,0

Calisma ve kontrol gruplarindaki tiim hastalar 35delG, 167delT, delE120,
235delC ve GJB6 mutasyonlar1 agisindan incelenmistir. Saptanan mutasyonlarin
varligin teyit etmek ve yeni mutasyonlar1 arastirmak i¢in calisma grubundaki tiim
hastalara DNA dizileme de yapilmistir.

Calisma grubunda yer alan toplam 60 hastanmn altisinda (%10) mutasyon
tespit edilmistir. Bu hastalarin besinde 35delG (%8,3) ve birinde de (%1,7) delE120
mutasyonu saptanmistir. Kontrol grubunda ise hi¢bir hastada mutasyon
saptanmamistir. Bu sonuglar asagida ayrmntili olarak incelenmistir.

Calisma ve kontrol gruplarindaki tiim hastalar 35delG mutasyonu agisindan
incelenmistir. Calisma grubunda bes hastada 35delG mutasyonu goriilmesine
ragmen, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 6). 35delG mutasyonu i¢in
yapilan PZR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez fotografi Sekil 6°’da gosterilmistir.

Calisma ve kontrol gruplarindaki tiim hastalar 167delT mutasyonu agisindan
incelenmistir. Calisma ve kontrol gruplarindaki hastalarin higbirinde 167delT
mutasyonu tespit edilmemistir. 167delT mutasyonu i¢in yapilan PZR iiriinlerinin

agaroz jel elektroforez fotografi Sekil 7°de gosterilmistir.
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Tablo 6. Calisma ve kontrol gruplarinda 35delG mutasyonunun dagilimi

Grup Mutasyon Olgu sayisi (n) Yiizde (%) Onemlilik testi
Cahisma Yok 55 91,7
Var 5 8,3 p=,057
Toplam 60 100,0
Kontrol Yok 60 100,0

Siitun

Sekil 6. 35delG mutasyonu i¢in yapilan PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez fotografi (Siitun 1’de
100bg’lik DNA boyut markiri, siitun 2°de vahsi tip allel (234 bg), siitun 3’de heterozigot mutasyon
(234bg+211bgt23bg) ve siitun 8’de homozigot mutasyon (211bg+23bg) goriilmektedir).

Calisma grubundaki hastalarin  birinde (%]1,7) delE120 mutasyonu
gozlenirken, kontrol grubundaki hastalarin higbirinde delE120 mutasyonu tespit
edilmemistir. Calisma grubunda, delE120 mutasyonu tespit edilen hastada bu
mutasyonun homozigot oldugu saptanmistir. Gruplar arasinda delE120
mutasyonunun goriilme siklig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilememistir (p>0,05).

GJB2 genindeki delE120 mutasyonu i¢in yapilan PZR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforez fotografi Sekil 8’de gosterilmistir. GJIB2 genindeki delE120 mutasyonu
icin yapilan DNA dizilemede, mutasyonun olmadig1 bir hasta (Sekil 9) ile delE120
homozigot mutasyonu goriilen hastanin DNA dizilemesi ve mutasyonun yeri Sekil
10°da gosterilmistir.
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Sekil 7. 167delT mutasyonu i¢in yapilan PZR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez fotografi (Siitun 1°de
100bg’lik DNA boyut markiri, diger siitunlarda ise (2-7) vahsi tip allel (219 bg+150bg+69bg+47b¢)

goriilmektedir).

600 be
500 bg
400 be

300 bg

100 bg
Siitun

Sekil 8. delE120 mutasyonu i¢in yapilan PZR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez fotografi (Siitun 1°de
100bg¢’lik DNA boyut markiri, siitun 2°de 120delE homozigot mutasyonu (243bg) ve diger siitunlarda
(3-6) vahsi tip allel (127bg+116bg) goriilmektedir).

37



70 580
TCGAGGAGATCAAAACC

Sekil 9. 120delE i¢in vahsi tip bir 6rnege ait DNA dizileme sonucu.

Wy ﬂ n

570 S
TCGAGATCAAAACC

Sekil 10. 120delE mutasyonuna sahip hasta bireye ait DNA dizileme sonucu (120delE mutasyonu
normal diziden 6, 7 ve 8. pozisyondaki GAG niikleotidlerinin delesyonu ile gerceklesmistir. Normal

dizi olan GAGGAGATC, GAG delesyonu ile GAG|ATC seklinde degismistir).

Calisma ve kontrol gruplarindaki tiim hastalar 235delC mutasyonu agisindan
incelenmistir. Calisma ve kontrol gruplarindaki hastalarin hig¢birinde 235delC
mutasyonu tespit edilmemistir. 235delC mutasyonu igin yapilan PZR firiinlerinin

agaroz jel elektroforez fotografi Sekil 11°de gosterilmistir.
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Sekil 11. 235delC mutasyonu i¢in yapilan PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez fotografi (Siitun
1’de 100bg’lik DNA boyut markiri, diger siitunlarda ise (2-10) vahsi tip allel (83bg) goriilmektedir).

Calisma ve kontrol gruplarindaki tiim hastalar GJB6 mutasyonu agisindan
incelenmistir. Calisma ve kontrol gruplarindaki hastalarin higbirinde GJB6
mutasyonu tespit edilmemistir. GJB6 mutasyonu i¢in yapilan PZR {iriinlerinin agaroz

jel elektroforez fotografi Sekil 12°de gosterilmistir.

T R
500 be S
A00 bc S

300 bc "

200 bc W

100 bc S

Siituan 1

Sekil 12. GJB6 mutasyonu i¢in yapilan PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez fotografi (Siitun 1°de
100bg’lik DNA boyut markiri, diger siitunlarda ise (2-5) vahsi tip allel (357bg) goriilmektedir).
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Calisma grubunda, ailede SNIK 6ykiisii ile 35delG mutasyonu arasmdaki
iliski incelendiginde; ailelerinde SNIK &ykiisii olanlarin %27,3’iinde 35delG
mutasyonu tespit edilirken, ailelerinde SNIK &ykiisii olmayanlarda bu oran %4,1 dir

(Tablo 7).

Tablo 7. Calisma grubunda, ailede SNIK &ykiisii ile 35delG mutasyonu arasindaki

iliski
35delG Ailede SNIK Toplam
Yok Var
Olgu sayisi Yiizde Olgu sayis1  Yiizde (%) Olgusayis1 Yiizde (%)
(m) (%) (m) (m)

Yok 47 95,9 8 72,7 55 91,7
Var 2 4,1 3 27,3 5 8,3
Toplam 49 100,0 11 100,0 60 100,0

Calisma grubunda, ailede SNIK 6ykiisii ile delE120 mutasyonu arasindaki
iliski incelendiginde; ailelerinde SNIK &ykiisii olanlarn  %9,1’inde delE120
mutasyonu tespit edilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Calisma grubunda, ailede SNIK &ykiisii ile delE120 mutasyonu arasindaki

iliski
delE120 Ailede SNIK Toplam
Yok Var
Olgu sayis1  Yiizde (%) Olgusayist Yiizde (%) Olgusayis1  Yiizde (%)
(n) (n) (n)

Yok 49 100,0 10 90,9 59 98,3
Var 0 ,0 1 9,1 1 1,7
Toplam 49 100,0 11 100,0 60 100,0

Calisma grubundaki hastalarda, 35delG ve delE120 mutasyonlar1 varlig: ile
odyoloji skorlar1 ve cinsiyetleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit
edilmemistir (p>0,05). Calisma grubundaki hastalarm ailelerinde SNIK &ykiisiiniin
varlig1 ile 35delG mutasyonu varlig1 arasinda pozitif yonde zayif bir iliski (r=0,325;
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p=0,011) tespit edilmistir. Benzer sekilde ailede SNIK dykiisiiniin varlig1 ile delE120
mutasyonu varligi arasinda da pozitif yonde zayif bir iliski (r=0,275; p=0,034) tespit
edilmistir (Tablo 9).

Tablo 9. Calisma grubunda 35delG, delE120 mutasyonlar ile odyoloji, ailede SNIK

Oykiisii ve cinsiyet arasindaki iliski

Onemlilik testi 35delG delE120

Odyoloji r ,144 -,138
271 ,291

60 60
Ailede SNiK r ,325 ,275
p ,011 ,034

60 60
Cinsiyet r - 112 ,110
p ,394 ,403

60 60
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4. TARTISMA

Dogumsal isitme kayb1 ortalama olarak her 1000 canli dogumda bir
goriilmektedir. Bu rakamin yaklasik yaris1 genetik nedenlere ve diger yarisi ¢cevresel
nedenlere baghdir (3). Genetik etiyolojisi belirlenmis olgular sendromik ve non-
sendromik olarak ikiye ayrilmaktadir. Isitme kaybina baska hicbir patolojik organ
veya laboratuvar bulgusunun eslik etmedigi duruma non-sendromik isitme kaybi1
denilmektedir. Genetik nedenli isitme kayiplarmin yaklasik %70’1 bu gruba
girmektedir. Kalan %30’luk grupta ise sendromik nedenli isitme kayiplari
gozlenmektedir (26). Non-Sendromik isitme kayiplarinda kalitim, %18 otozomal
dominant, %80 otozomal resesif, %2 X’e baghh veya mitokondriyal kalitim
seklindedir (4).

Non-sendromik otozomal resesif sensorinoral isitme kayiplarinin klinik
seyirleri genellikle pre-lingual baslangicli, progresif olmayan ve agir isitme kayiplari
olarak goriiliir. Otozomal dominant sensdrindral isitme kayiplari ise genellikle post-
lingual baslangicli, progresif, orta-agir isitme kaybi1 olarak goriilmektedir (41).

Non-sendromik otozomal resesif isitme kayiplarmin yaklasik %50°sini GIB2
mutasyonlart olusturmaktadir. Yapilan bir¢ok klinik calismada konneksin 26
proteininin ekspresyonunu kodlayan GJB2 geninde olusan mutasyonlarm, K+
iyonlarmin endolenfe geri doniisiimiinii bozdugu ve korti organinda ilerleyici hasara
yol actig1 goriilmiistiir (70).

GJB2 geninde su ana kadar 90’nin iizerinde mutasyon tanimlanmistir (10).
GJB2 mutasyonlar1 toplumun etnik kokenine bagli olarak, belirgin bir sekilde
degismektedir. Bu gendeki en sik goriilen mutasyon 35delG’dir. Avrupa, Kuzey
Amerika ve Akdeniz toplumlarinda goriilen patolojik GJB2 mutasyonlarmnin yaklasik
%70’ini 35delG olusturmaktadir (47). Tiirkiyede farkli sehirlerde 35delG mutant
allel goriilme orant %5 ile %53 arasinda degismektedir (49). Yapilan calismalarda
35delG disinda baska etnik gruplarda yiiksek frekansli GJB2 mutasyonlar1 da
bulunmustur. Bunlar, Askenazi Yahudilerinde 167delT, uzak doguda 6zellikle Japon
toplumunda 235delC ve Afrikalilarda R143W mutasyonlar1 olarak sayilabilir (51-
53).
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Ulkemizde yapilan ¢alismalarda, GJB2 geninde en sik 35delG mutasyonu
izlenmekle birlikte, W24X (%1,4), delE120 (%1), 233delG (<%1), Q80R (<%]1),
310dell4 (<%1), 299-300delAT (<%]l), c.167delT (<%]1), P184R (<%1), 236-
239TGCAiInsAGATCCG (<%1), L90P (<%]1), P173S(<%]1), R127H (<%]1) ve
Q80K (<%1) mutasyonlarida goriilmiistir (50). Biz de c¢alismamizda, GJB2
genindeki 35delG, 167delT, delE120, 235delC mutasyonlar1 ile GJB6 genindeki
mutasyonlar1 arastirdik.

GJB2 genindeki 35 delG mutasyonu, her iki ucunda timin bulunan ardisik alt1
guaninden birinin delesyonu sonucu cerceve kaymasi mutasyonu ile erken stop
kodonu olusturmaktadir. Delesyon sonucunda olusan erken stop kodonu, fonksiyonel
bolgesinden yoksun eksik bir protein olusumuna yol agmaktadir. Bu eksik proteinin,
GJB2 gen fiiriiniinlin major fonksiyonunda 6nemli bir kayba neden olarak fenotip
iizerinde ciddi etkilere sahip olabilecegi 6ngdriilmektedir (3).

Isitme kaybma neden olan 35delG mutasyonunun goriilme siklig1 wklara ve
populasyonlara gore biiylik farkliliklar gostermektedir. Diinyada farkl iilkelerde
yapilan ¢alismalarda 35delG homozigot mutasyonu farkli oranlarda saptanmistir.
Amerika’da yapilan {i¢ farkli calismada, 35delG homozigot mutasyonunu Kenna ve
ark. (43) %2, Prasad ve ark. (71) %14,8 ve Kelley ve ark. (60) %24,1 oraninda
saptamislardir. Lui ve ark. (55) tarafindan Cin’de yapilan bir calismada 118 olgunun
hi¢ birinde homozigot 35delG mutasyonu saptanmamistir. Yine non-sendromik
SNIK’li hastalarda Japonya, Gana, Hindistan, Kore, Pakistan, Tayvan ve Tayland’da
yapilan ¢alismalarda homozigot 35delG mutasyonu rapor edilmemistir (41).

Cok merkezli olarak yapilan bir ¢alismada, homozigot 35delG mutasyon
oraninin populasyonlarda %1,8-%40 arasinda degistigi bulunmustur (58). Aym
iilkede farkli populasyonlar arasinda yapilan ¢alismalarda ¢ok biiyiik farklar ortaya
cikabilmektedir. Minarik ve ark.’1 tarafindan 2005 yilinda Slovakya’da yapilan bir
calismada %40 oraninda homozigot 35delG mutasyonu saptanirken ayni c¢alisma
grubu tarafindan 2003 yilinda Dogu Slovakyada Roman populasyonunda yapilan bir
calismada homozigot 35delG mutasyonu, non-sendromik SNIK’li hastalarda %1,9

oraninda saptanmistir (58).
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Tekin ve ark.’nin (72) yapmis oldugu bir ¢alismada; Ankara, Afyon, Amasya
ve Denizli illerinde isitme engelliler okullarinda egitim goren prelingual baslangiclt
non-sendromik SNIK’li toplam 371 hasta GJB2 geninde bulunan mutasyonlar
acisindan arastirilmistir. Toplam 371 hastanin 56’sinda (%15) homozigot 35delG
mutasyonu, 29’unda (%7,81) ise heterozigot 35delG mutasyonu saptanmustir. Tekin
ve ark. (49) Tirkiye’de farkl illerde 35delG mutasyonunu %35 ile %53 arasinda
degisen oranlarda saptamiglardir. Kalay ve ark. (50) yaptiklar1 bir calismada, 93
prelingual igitme kayipli hastanin 20’sinde (%21,5) homozigot, dérdiinde heterozigot
(%4,3) 35delG mutasyonu saptamustir. Baris ve ark.’nin (73) yapmis olduklar1 bir
calismada ise non-sendromik SNIK’li 235 hasta 35delG mutasyonu agisindan
arastirilmis ve homozigot 35delG mutasyonu 48 (%20,4) hastada saptanirken, 5
(%2,1) hastada heterozigot mutasyon saptanmistir. Bizim calismamizda ise bes
hastada (%8,3) 35delG mutasyonu tespit edilmistir. 35delG mutasyonu tespit edilen
bu hastalarin ii¢clinde (%4,98) homozigot mutasyon saptanirken, ikisinde (%3,32)
heterozigot mutasyon saptanmistir.

35 delG mutasyonlar1 agisindan, Tekin ve ark.’nin (72) ve Kalay ve ark.’nin
(50) yaptig1 calismalarda saptamis olduklar1 mutasyon oranlari ile kiyaslandiginda,
bizim ¢aligmamizda daha diisiik mutasyon oranlar1 saptanmistir. Benzer sekilde Barig
ve ark.nin (73) yaptiklar1 caligma ile kiyaslandiginda da daha diisiik mutasyon
oranlar1 saptanmustir. Literatiirde de goriildiigii gibi bdlgeler ve toplumlar arasinda
35delG mutasyonu goriilme siklig1 farkliliklar gostermektedir.

GJB2 geninde 35delG mutasyonu her iki allelde mutant oldugu durumda
SNiK’e neden olmaktadir. Arastirmamizdaki calisma gurubundaki hastalar aile
Oykiisii varlig1 acisindan incelendiginde, 60 hastanin 11’inin (%18,3) ailesinde en az
bir bireyde daha konjenital NSSNIK &ykiisii mevcudiyeti saptanmustir. Ailede SNIK
oykiisii ile 35delG mutasyonu arasmndaki iliski incelendiginde; ailelerinde SNIK
oykiisii olanlarm %27,3’iinde 35delG mutasyonu tespit edilirken, ailelerinde SNIK
Oykiisii olmayanlarda bu oran %4,1 olarak bulunmustur. Bu farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistiir.

Uyguner ve ark.’nin (59) yaptiklar1 bir ¢aligmada, ailesel otozomal resesif

kaltim kalibina uyan NSSNIK’li 60 hasta 35delG mutasyonu agisindan
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incelenmistir. 35delG homozigot mutasyonu 13 hastada (%21,7), heterozigot
mutasyonu ise 2 (%3,3) hastada saptanmistir. Tekin ve ark.’nin (72) yapmis oldugu
calismada ailesel otozomal resesif NSSNIK olan 154 hasta incelenmis, 27 hastada
(%17,5) 35delG homozigot mutasyonu ve ii¢ hastada (%1,9) heterozigot 35delG
mutasyonu tespit edilmistir.

Bayazit ve ark.’nin (74) yaptiklar1 caligmada, ailesel otozomal resesif kalitim
kalibina uyan 14 NSSNIK’li hasta 35delG mutasyonu i¢in incelenmis ve bir (%7,1)
hastada homozigot mutasyon, bir hastada da (%7,1) heterozigot mutasyon tespit
edilmistir. Kalay ve ark.’1 (48) 93 ailesel otozomal resesif NSSNIK’li hastay1 35delG
mutasyonu agisindan incelemislerdir. Yirmi hastada (%21,5) homozigot, dort hastada
(%4,3) 1se heterozigot 35delG mutasyonu saptamislardir.

Calismamizdaki hastalarm 11’inin  (%18,3) ailesinde SNIK 6ykiisii
saptanmisti. Bu 11 hastanin iiglinde (%27,3) 35delG mutasyonu da saptanmustir.
Bunlardan ikisinde (%18,1) homozigot mutasyon, birinde (%9,2) ise heterozigot
mutasyon bulunmustur. Kalan 8 hastada ise 35delG mutasyonu saptanmamistir.
35delG homozigot mutasyonu ailesel otozomal resesif NSSNIK’li hastalarda %18, 1
oraninda saptanmistir ve bu oran ¢alisma grubunun genel mutasyon oranina (%38,3)
gore daha yiiksek bir degerdir. Bu sonug, literatiirle uyumlu olarak NSSNIK’li
hastalarda aile dykiisiiniin 6nemli oldugunu gostermektedir.

35delG mutasyonunun tasiyicilik oranlarmnin, Yunanistan’da  %3.0,
Ispanya’da %2.3, Italya’da %3.1, Almanya’da %2, Estonya’da %4.0, Tunus’ta %1.2,
Afrika’da %0, beyaz irkta ise %0-2.5 araliginda oldugu bildirilmistir (11). Yine ayn1
calismada Giliney Avrupa’da %2.8, Kuzey Avrupa’da ise %1.3’liikk tasiyic1 sikligi
gozlenmistir. Tirkiyede yapilan bazi caligmalarda, 35delG mutasyonu tasiyici
oranlar1 smrastyla 9%0.8, %2.7, %1.8 olarak bulunmustur (59, 40, 11). Bizim
calismamizda yer alan kontrol gurubundaki 60 hastanin higbirinde mutant allel
izlenmemistir. Bu sonu¢ bolgeler arasi farkliliga yada kontrol gurubumuzda
incelenen hasta sayisinin daha az olmasina bagl olabilir.

35delG mutasyonu beyaz irkta en yaygin goriilen mutasyondur (11). 2001
yilinda Belgika, Ingiltere ve Amerika’daki beyaz irkta, 35delG mutasyonunu igeren,

dar bir bolgede ayni haplotipin gozlenmesi, bu mutasyonun ¢ok eski donemlerde
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ortaya c¢ikan ve ortak bir atadan tiireyen atasal (founder) mutasyon oldugu
diisiincesini ortaya c¢ikarmistir. Yapilan arastirmalarla, 35delG’nin yaklasik olarak
500 kusak once olusmus ve 10.000 yasinda olan c¢ok eski bir mutasyon oldugu
saptanmistir. Mutasyonun Orta Dogu’dan kdken aldig1 ve popiilasyonlarin gégleriyle
Akdeniz ve Karadeniz kiyilarmi takiben iki ayri rota izleyerek Avrupa’ya yayildigi
diisiiniilmiistiir (75). Ulkemiz cografik yerlesimi nedeniyle mutasyonun yayildig1 go¢
yollar1 lizerinde yer almaktadir. Bu nedenle iilkemizde de bu mutasyonlara sik olarak
rastlanilmasi1 beklenmektedir.

167delT mutasyonu ilk kez Zelante ve ark.’nin (76) yaptig1 bir calismada
tanimlanmistir. Delesyon 56. kodonda c¢erceve kaymasina yol agar ve ilk 55
aminoasidi saglam olan fakat karboksi ucunda 25 yeni aminoasit i¢eren bir polipeptid
olusumuna neden olur (77). Bu mutasyon en sik Askenazi Yahudilerinde
goriilmektedir. Askenazi Yahudilerinde, konjenital NSSIK’li hastalarda GJIB2
mutasyonlarmdan olan 167delT mutasyonunun %84 oraninda gorildigi
aciklanmistir (51).

Askenazi Yahudi toplumunda 35delG mutasyonunun tastyict sikligr %0,73
iken bir bagka GJB2 mutasyonu olan 167delT nin tasiyici sikliginin %4,03 oldugu
goriilmiistiir (51). 167delT mutasyonu i¢in korunmus bir haplotipin olmasi, bu
mutasyonu tastyan allelin tek bir kokenden ortaya ¢iktigini diistindiirmektedir (51).

Tekin ve ark.’nin (78) 2002 yilinda yaptiklar1 bir calismada 167delT
mutasyonu, Tiirk toplumundan alman genis bir 6rnek grubunda hi¢ bulunmazken,
2003 yilinda yine iilkemizde yaptiklar1 diger bir ¢alismada bir allelde (%0,3) bu
mutasyon gorilmiistiir (49). Askenazi Yahudi toplumu disinda nadir goriilen bu
mutasyona bizim ¢alismamizda da rastlanilmamastir.

Calismamizda arastirdigimiz bir diger mutasyon olan delE120 mutasyonu
konneksin 26 geninde 120. pozisyondaki glutamin amino asidinin delesyonu sonucu
olusmaktadir. Tekin ve ark. (72) konjenital NSSNIK’li 371 hasta ile yaptiklar1 bir
calismada, dort hastada (%1,07) homozigot ve bir hastada (%0,26) heterozigot
delE120 mutasyonu tespit etmislerdir. Uyguner ve ark. (59) konjenital NSSNIK’li 60
hasta ile yaptiklar1 ¢alismada bir hastada (%1,66) homozigot delE120 mutasyonu
saptamuslardir. Baska bir ¢alismada ise Kalay ve ark. (50) konjenital NSSNIK’li 93
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hastanin birinde (%1,07) homozigot delE120 mutasyonu bulmuslardir. Bizim
arastirmamizda, ¢aligma gurubunda yer alan 60 hastanin birinde (%1,66) homozigot
delE120 mutasyonu tespit edilmistir. Kontrol gurubunda ise delE120 mutasyonu
goriilmemistir. Ulkemizde yapilan calismalarda bulunan delE120 mutasyonu
oranlarina bakildiginda yaklasik olarak %1 oldugu goriilmektedir, bizim
sonuglarimiz da literatiirle uyumlu bulunmustur.

Calisma gurubunda delE120 mutasyonu tespit edilen hastada aile dykiisiiniin
de mevcut oldugu goriilmiistiir. Calisma grubunda, ailede NSSNIK oykiisii ile
delE120 mutasyonu arasindaki iliski incelendiginde; ailelerinde konjenital NSSNIK
Oykiisii olan 11 hastanin birinde (%9,1) delE120 mutasyonu tespit edilirken,
ailelerinde NSSNIK o6ykiisii olmayanlarin hicbirinde delE120 mutasyonu tespit
edilmemistir. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

235delC mutasyonu ilk kez Kudo ve ark. tarafindan tanimlanmistir (52).
Ozellikle Japonya ve Kore gibi uzak dogu iilkelerinde goriilmektedir. Mutasyon 235.
pozisyondaki sitozin amino asidinin delesyonuna baglh c¢erceve kaymasi seklinde
olusmaktadir (52). Japonya’da konjenital NSSNIK’li hastalarda yapilan mutasyon
taramalarinda 35delG ve 167delT goriilmezken, 235delC mutasyonuna yiiksek
oranlarda rastlanmaktadir. Hayashi ve ark. (79) yaptiklar1 calismada 126 konjenital
NSSNIK li hastay: incelemis ve 235delC mutasyonunu %44,8 gibi yiiksek bir oranda
bulmuslardir. Kudo ve ark.’nin yapmis olduklar1 caligmada saglkli Japon
toplumunda tasiyicilik orani yaklasik %1 olarak bulunmustur. Ulkemizde yapilan
calismalarda 235delC mutasyonu tespit edilmemistir (49, 50, 59, 74). Ulkemizdeki
arastirmalarla uyumlu olarak, bizim ¢alismamizda da hasta ve kontrol gruplarinda
235delC mutasyonu goriilmemistir.

GJB2 ve GJB6 genleri birbirlerine yakin konumlanmistir (61). Yapilan
calismalarda, NSSNIK olan bireylerde DFNB1 lokusunda bulunan GJB2 geni
mutasyonlar agisindan incelendiginde yiiksek siklikta tek allelde mutasyonlar
saptanmistir. Farkli calismalarda bu oran %10 ile %50 arasinda degismektedir (7).
Tek allel mutasyon sikligmin genis bir yelpaze igerisinde dagilmasi DFNBI1
lokusunda GJB2 geni disindaki bdlge(ler)de de mutasyon olabilecegini

diistindiirmiistiir. DFNB1 lokusunda bulunan gap junction proteinlerin kokleadaki bir
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diger komponenti olan GJB6 genini kapsayan 342 kilobaz (kb) uzunlugundaki bir
delesyonun (del(GJB6-D13S1830)) saptanmasi ile bu diisiince dogrulanmustir (62,
63).

GJB6 genindeki del(GJB6-D13S1830) mutasyonu, 42 kb’lik biiyiikk bir
delesyon ile olusan mutasyondur (62). Ispanya’da yapilan bir calismada 33 konjenital
NSSNIK’li hastanin 22’sinde GJB2 geni mutasyonlartyla birlikte del(GJB6-
13S1830) mutasyonu heterozigot olarak goriiliirken, sadece 1 hastada homozigot
del(GIB6-D13S1830) mutasyonuna rastlanmustir (80). Fransa ve Israil’de del(GIB6-
D13S1830) mutasyonunun GJB2 mutasyonlari ile birlikte heterozigot olarak %16 ile
%20,9 oraninda goriildiigii ve sendromik olmayan isitme kaybina neden oldugu
tespit edilmistir (80).

Tirkiye’de Kalay ve ark.’nin (50), Uyguner ve ark.’nin (59), Tekin ve
ark.’nin (49) yaptiklar1 ¢alismalarda, konjenital NSSNIK’li hastalarda, del(GJB6-
D13S1830) mutasyonlar1 saptanmamustir. Ulkemizdeki ¢alismalarla uyumlu olarak,
bizim ¢alismamizda da GJB6 mutasyonu saptanmamustir.

Calisma grubundaki tiim hastalarin isitme kayiplari, Goodman siniflamasina
gore smiflandirilmistir. Bu smiflamaya gore calisma grubunda iki hastada (%3,3)
orta-ileri derecede isitme kaybi, 24 hastada (%40) ileri derecede isitme kayb1 ve 34
hastada (%56,7) ise ¢ok ileri derecede isitme kaybi saptanmistir. Mutasyon tespit
edilen alt1 hastanin ikisinde (%33,3) ileri derecede, dordiinde (%66,7) ise cok ileri
derecede isitme kayb1 mevcuttu. Caligma grubundaki hastalarda, 35delG ve delE120
mutasyonlar1 varligi ile odyoloji skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
tespit edilmemistir.

Calismamizda mutasyon tespit edilen hastalarda isitme kaybi ileri ve cok ileri
derecede saptanmistir. Bu sonuclar, Wilcox ve ark.’nin (81) calismalariyla uyumlu
olarak GJB2 mutasyonlarmin neden oldugu isitme kayiplarinda, isitme seviyelerinin
ayirici tani kriteri olamayacagini gostermektedir. Bu durum molekiiler tani testlerinin
onemini bir kez daha gostermektedir.

Sonugta, bu ¢alismada literatiirle uyumlu olarak en sik goriilen mutasyon

35delG (%8,3) bulunmustur. Ayrica bir hastada (%1,66) delE120 mutasyonu tespit
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edilmistir. 167delT, 235delC mutasyonlar1 ile GJB6 geni mutasyonlari
goriilmemistir. Yapilan DNA dizilemede yeni bir mutasyona da rastlanmamustir.

Bu c¢alisma GJB2 geni mutasyonlarmin arastirildigi yoremizdeki ilk
calismadir. Mutasyon oranlar1 Tiirkiye ortalamasmin altinda bulunmasina ragmen,
iilkemizde de mutasyon oranlar1 bolgelere gore olduk¢a farkliliklar gostermektedir.
Daha fazla hasta ile yapilacak ¢aligmalarin mutasyonun gercek sikligini belirlemeye
katkis1 olacaktur.

Genetik hastaliklar hakkinda toplumsal bilincin artmasi, isitme kayipli hasta
ve ailelerinin hastaligin genetik sebepleri icin yapilan testlere katilimini da
arttiracaktir. Hasta tabanli genetik damigmanlik isitme kaybimin etiyolojisinin
belirlenmesinde ve genetik testlerle heterozigot ve homozigot bireylerin
tanimlanmasinda son derece onemlidir.

GJB2 geni mutasyonu tasiyicis1 saglikli kisilere muhtemel gebeliklerdeki
riskler, gebelik Ooncesi ve sonrasinda yapilmasi gerekenler, hastaligin seyri, tedavi
yontemleri ve bunlarin  sonuglar1 konusunda genetik danmigmanlik hizmeti
verilmelidir. GJB2 geni mutasyonlar1 i¢in tasiyict oldugu bilinen ebeveynlerin tiim
gebeliklerinde prenatal ya da erken postnatal incelemeler yapilmalidir. Boylelikle
etkilenmis bireylerin erken tespiti ve gerekli tedaviye erken baslanmasi

saglanacaktir.
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