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OZET

Hipospadias, genital sistemin en sik goriilen konjenital anomalilerinden
biridir. Hipospadiasin potansiyel olarak bozulmus gen ekspresyonlari ile iliskili
oldugu gosterilmis olsa da nedeni biiylik 6lgiide bilinmezligini korumaktadir. Bu
calismamizda hipospadiashi ¢ocuklardan elde edilen kan ve penil dokularda Sonic
Hedgehog yolagiin etyolojideki roliinii arastirdik.

Haziran 2007 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda hipospadias tanisiyla
ameliyat edilen, takip ve tedavileri siirdiiriilen 0-16 yas aras1 200 hasta calismaya
alindi. Bu hastalardan Haziran 2016 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda ameliyata
alian 48 inden doku ornekleride toplandi. Kontrol grubu olarakta; Haziran 2016 ile
Haziran 2017 tarihleri arasinda silinnet talebi ile basvuran saglikli ve fizik
muayenesinde ek patoloji saptanmayan 0-16 yas aras1 200 ¢ocuk calismaya alindi.
Bu cocuklarin 48 inden de yine doku 6rnekleri toplandi. Fazla (artik) prepiisyal doku
(stinnet dokusu), higbir periiiretral doku alinmadan elektif cerrahi sirasinda elde
edildi. Hipospadias hastalarindan alinan penil dokulardan mRNA kat degisimleri,
kanlardan DNA polimorfizmleri ¢aligildi.

Bu calismada, hipospadiak dokularinda calisilan Sonic Hedgehog yolag:
genlerinin mRNA kat degisimlerinde 6nemli farkliliklar bulduk. Hipospadias tamiri
icin cerrahi operasyon geciren 48 hastadan ve elektif sartlarda siinnet olan 48
cocuktan doku ornekleri alinarak yapilan ¢alismada, hipospadias grubunda Sonic
Hedgehog yolaginda gorevli genlerden, Sonic Hedgehog, Patched Homolog 1 ve
Glioma-Associated Oncogene Homolog 2 genlerinin ekspresyonlarindaki azalma
gosterildi (p<0,05). Hipospadias tamiri i¢in cerrahi operasyon geciren 200 hastadan
ve elektif sartlarda slinnet olan 200 cocuktan kan Ornekleri alinarak yapilan
calismada Sonic Hedgehog, Patched Homolog 1 ve Glioma-Associated Oncogene
Homolog 2 genlerinin DNA polimorfizmlerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
farklilik bulamadik.

Son yillarda hipospadias insidansindaki artis, hipospadias gelisim
mekanizmalariin agiklanmasini zorunlu kilmaktadir. Yapilan molekiiler calismalar
hipospadiasa neden olan eksojen hormonlarin roliinii agiklamamiza yardimci olacak
ve bagka erkek gelisim bozukluklarinin i¢ yliziinii kavramamizi saglayacaktir.
Anahtar kelimeler: Sonic Hedgehog, Patched Homolog 1, Glioma-Associated
Oncogene Homolog 2, Hipospadias, Molekiiler, Genetik

iv



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SHH (SONIC HEDGEHOG) PATH IN
HYPOSPADIAS GENETICS

Hypospadias is one of the most common congenital anomalies of the genital
system. Hypospadias has been shown to be associated with potentially impaired gene
expressions, but the cause remains largely unknown. In this study, we investigated
the role of Sonic Hedgehog pathway in the etiology penile tissues and blood from
hypospadias children.

In this studywe chose 200 patients who were diagnosed with hipospadias and
operated in the date between june 2007 and july 2017. We took tissue sample from
48 patients who were operated in the date between june 2016 and july 2017. Our
control group consist of 200 patients. We chose control group from the patients
whose age were in between 0-16 and also whose parents wanted them to be
circumcised. Furthermore our control group were healthy and there is no
pathological sign in their examination. We took tissue sample from 48 patients in the
control group too. Cicumcised tissue was took during elective surgery without taking
ant periurethral tissue. We study mRNA fold changes of penil tissue taken from
patients with hipospadias.

In this study, we found significant differences in the mRNA folds of the
Sonic Hedgehog pathway genes in the hypospadiac tissues. In this study, in which
tissue samples were taken from 48 patients who underwent surgery for hypospadias
repair and 48 patients who were circumcised electively, the expression of Sonic
Hedgehog, Patched Homologl and Glioma-Associated Oncogene Homolog 2 genes
was shown to decrease in the genes responsible for pathway in the hypospadias
group (p<0,05).

We did not find any significant difference in the DNA polymorphisms of the
Sonic Hedgehog, Patched Homolog 1 and Glioma-Associated Oncogene Homolog 2
genes compared to the control group in the study of blood samples from 200 patients
who underwent surgery for hypospadias repair and 200 cases who were circumcised
electively.

The increase in the incidence of hypospadias in recent years has made it
necessary to explain the developmental mechanisms of hypospadias. Molecular

studies will help us to explain the role of the exogenous hormones that cause
\Y)



hypospadias and provide the concept of inner aspect of other male developmental
disorders.
Keywords: Sonic Hedgehog, Patched Homolog 1, Glioma-Associated Oncogene

Homolog 2, Hypospadias, Moleculer, Genetic.
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1. GIRIS

Hipospadias, iiretral spongiozum ve ventral preplisyumun yetersiz gelisimi ile
karakterize olan ve iiretral meatusun olmasi gerekenden daha proksimalde oldugu
konjenital bir anomali olarak tanimlanir (1). Hipospadias kelimesinin kokii, eski
Yunanca’daki “altinda” anlamindaki hypo ve “yarik-fisstir” anlamindaki spadon
sozciiklerinden gelmektedir (2, 3). Yenidogan erkek bebeklerde en sik goriilen
genital malformasyondur ve sikligir 1/250-300 gibi genel olarak kabul edilen bir oran
olsa da toplum, iilke, sehir ve eyaletlerde farklilik gostermektedir (4-6).

Etyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir (1, 7). Vakalarmm % 20-25’inde
kalitimin rol oynadigi disiiniilmektedir (7-10).

Hedgehog (HH) ailesi proteinleri birgok dokunun gelisiminde rol oynar.
Hedgehog geni ilk olarak Drosophila’da tanimlanmistir (11). Hedgehog geni
cikartilan Drosophila embriyolarinda viicudun 6n ve arka kisimlarinda dikenlere
benzer ¢ikintilar olusmustur ve bu fenotipten dolay1 bu gene “hedgehog” (Kirpi) adi
verilmistir. Memelilerde 3 HH geni homologu tanimlanmistir. Bunlar; Sonic
Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) ve Desert Hedgehog (DHH)’dur. SHH
bunlar i¢inde en gii¢lii olan, embriyo ve eriskin dokularinda en sik eksprese olandir
(12). Gelismekte olan fare embriyosunda, SHH mRNA’s1 notokord, noral tiip ve
uzuv tomurcuklari gibi yapilarda lokalizedir (13). SHH ayrica dis, sag, yanak,
bagirsak, mesane, duktus deferens, lretra, akciger ve prostat gibi dokularda da
bulunmaktadir (12, 14). SHH genindeki mutasyonlar, hem insanlar hemde farelerde
on beyin yariklanmasinin tamamlanamamasi, yiiz defektleri ve goz defektleri ile
karakterize olan holoprosencephaliye neden olmaktadir (13).

Embriyogenez boyunca SHH penis ve prostatdan kaynaklanan doku olan
tirogenital siniisden ortaya ¢ikmaktadir (15). SHH ekspresyonu hem genital
kabartinin biliylimesi hem de farklilagsmasi i¢in gereklidir (16). SHH isaretlenmis
delesyonu olan farelerde eksternal genitalya eksikligi gosterilmistir (17). SHH
penisin postnatal farklilasmasinin tiim periyodu boyunca ekspresyonu olmakta,
pubertede artmakta ve yetiskin penisde en yiiksek seviyesine ulasarak, eriskinlerde
devam eden fonksiyonunu desteklemektedir. SHH, primer olarak korpus
kavernozumdaki diiz kasda yer almaktadir. Ancak tunikanin, sinirlerin ve {iretranin

altindaki poliferatif bolgede de bulunmaktadir. Penisde SHH inhibisyonu ile



SHH’nmm penisin siniizoid morfolojisinin meydana gelmesinde esas rol oynadigi
gosterilmistir (18).

Bu c¢alismamizda hasta slinnet deri dokularinda SHH yolag1 genlerinin
MRNA ifadeleri ve bu genlerin polimorfik varyantlarinin kontrollerle karsilastirilarak

arastirilmast amaglanmastir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. insidans

Anomalinin goriilme siklig1 iiretral meatusun lokalizasyonuna bakilmaksizin
ortalama 1/250-300 canli dogumda ve yasayan her 1/125 erkek dogumda bir
goriilmektedir (19). Distal hipospadias daha sik goriilmekte ve insidanst 1/80-125
iken, penil hipospadias 1/1250, penoskrotal hipospadias tiplerinde ise 1/3330°dur
(20-24).

Son 30 yil igerisinde hipospadias insidansinin yiikseldigini gosteren veriler
olmasina ragmen, bunun gergek bir artis olmadigi, sebebinin anomalinin daha fazla
bilinmesinden ve daha iyi bir kayit sistemine sahip olunmasindan kaynakladig
bildirilmistir (25-29).

Hipospadias ile ilgili iilkemizde genis tabanli ulusal veri tabanina ve dogum
oranma paralel kapsamli bir calisma heniiz yapilmamistir. Cogunlukla okul c¢agi
cocuklarinda yapilmis olan yerel, bolgesel ¢alismalarla sinirli kalmigtir (30-33).
Istanbul’da bir bolge hastanesinde Akin ve ark. (5)'min yaptig1 bir galismada bir
yillik siiregte 1750 canli erkek dogumda 34 hipospadias vakasi belirlenmistir ki bu da
1000 canli erkek dogumda 19,4 oranini verir ve genel kabul goren oranlara gore

yiiksek bir degerdir (5).

1.1.2. Siniflandirma

Popiiler olan smiflama Smith (20)’in ¢alismasina dayanir. Bu siniflamada,
koronadan glansin ucuna kadar olan anormal mea yerlesimleri 'birinci', subkoronal
bolgeden penoskrotal birlesim yerine kadar penis govdesi tizerindekiler ‘ikinci’ ve
penoskrotal birlesim yerinden perineye dogru daha asagi yerlesimli olanlarda
“lglincli” derece olarak adlandirilmistir. Ancak, hipospadiasla birlikte kordinin de

mevcut olmasi ve kordi diizeltilmesinin ardindan meatus yer degistireceginden ¢ocuk



cerrahlarinin  birgogu {iretral meatusun aldig1 lokalizasyona gore hipospadiasi
smiflayan ‘Barcat’ siniflamasini kullanirlar ( 34).
Barcat Simiflamasi:
- Anterior hipospadias (% 49-73,4)
= Glaniiler hipospadias ve megameatus (Sekil 1)
= Koronal hipospadias (Sekil 2)
= Anterior penil veya subkoronal hipospadias (Sekil 3)
= Midpenil hipospadias (% 7,1-21) (Sekil 4)
* Posterior hipospadias (% 17,5-30)
= Posterior penil hipospadias
= Penoskrotal hipospadias (Sekil 5)
= Skrotal hipospadias

= Perineal hipospadias

Sekil 2. Koronal Sekil 3. Subkoronal

hipospadias goriintiisii hipospadias goriintiisii
L |

Sekil 4. Midpenil hipospadias Sekil 5. Penoskrotal hipospadias



Hipospadias anomalisinde iiretral meatus, glanstan perineye kadar herhangi
bir lokalizasyonda bulunabilir ve siniflama bu lokalizasyona gore yapilir. Eksternal
meatusun lokalizasyonuna dayali hipospadias smiflamasimin en genis sekli Hadidi
tarafindan yapilmistir (Tablo 1). Hadidi hem klinik muayenede meatusun yerlesim
yerine gore preoperatif degerlendirmeyi hem de kordi diizeltildikten sonraki

Meatusun yeni yerlesim yerine gore olan intraoperatif degerlendirmeyi esas almigtir
(35).

Tablo 1. Penil saft veya skrotum ile iliskili olarak eksternal meatusun

lokalizasyonuna gore hipospadiasin siniflamast (35).

Smith Schaefer Avellan Browne Duckett Hadidi
1938 1950 1975 1938 1996 2004
1.derece Glaniiler Glaniiler Glaniiler Glaniiler Glaniiler
Subkoronal Subkoronal Anterior
2.derece Penil Penil Distal penil Distal
Mid saft Mid saft Middle
Penoperineal Penoskrotal ~ Proksimal penil
3.derece Perineal Perineal Midskrotal  Penoskrotal Posterior Proksimal
Perineal w/o Perineal Skrotal
Bulb Perineal

1.1.3. Etiyoloji

Hipospadias etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber, multifaktoriyel
oldugu diisiiniilmektedir. Hipospadias etyolojisinde hormonal, genetik ve ¢evresel
faktorler rol oynar. Birgok vaka, sporadik olarak ortaya ¢ikmaktadir (36-38).

Son yillarda hipospadias insidansindaki artisin nedeni olarak cevresel
faktorler suclanmaktadir. Poliklorinlenmis bilesikler gastrointestinal sistem
tarafindan emilerek karaciger ve yag dokusunda birikir. Bu maddeler plasentay1 da
gecebilir. Bunlarin ¢ogu lipofilik oldugundan viicutta yag dokusunda birikir, anne
siitii ve amniyotik sividan yeniden elde edilebilirler. Ornegin antiandrojenik bir
madde olan fitalat, testosteron sentezini azaltarak erkek {ireme sisteminin gelisimini
etkiler (36). Mesleki olarak maruz kalinan ve endokrin bozukluguna neden olan
tarim ilaglar1, bifenoller, alkil fenoller, agir metaller, organik solventler hipospadias
gelisiminde rol oynar (36, 39, 40).

Fetal donemde testosteron, 5 alfa rediiktaz tip 2 tarafindan dihidrotestosterona
(DHT) doniisiir, DHT ligand1 androjen reseptdriine baglanir, androjen reseptorii

aktive olur ve tiretral kapanma gergeklesir. Penis ve iretranin gelisiminde rol



oynayan Ostrojen ve androjen dengesindeki degisiklikler hipospadias gelismesine
neden olabilmektedir (41). 5 alfa rediiktaz enziminin tip 2 eksikligi, 5 alfa rediiktaz
enzim inhibitorleri, androjen reseptér antagonistleri, androjen reseptor defektleri,
penil intraseliiler ve niikleer testosteron baglama kapasitesindeki azalma, steroid
hormon sentezinde gorevli enzim inhibitorlerine deneysel maruz kalma, testosteron
ve DHT diizeylerindeki diisiikliik, yiiksek Ostrojen ve progesteron diizeyleri
hipospadias olusumunda etkilidir (39, 42).

Testosteron plazmada tasiyicisindan ayrilir, hiicre igine pasif diflizyonla girer,
DNA iizerinde androjen reseptdrlerine baglanir ve androjen duyarli elementlerle
birleserek bir komplex olusturur. Testosteronun androjen reseptorlerine baglanmasi
ile erkek dis genital sistemin olusmasi i¢in ¢ok sayida androjene duyarli olaylar
baslar. Antiandrojenler bu ¢ok sayida yolakta testosteronun uygun fonksiyonunu
direkt  olarak  engeller.  Antiandrojenlerin  en iyi  bilinen  Grnegi
diklordifeniltrikloroetan (DDT)’dir. DDT sivrisinek ile yayilan malaria, tifus ve diger
hasere kaynakli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmigtir. DDT ve
metabolitleri androjen reseptorlerini blokladigi igin erkeklerde Ostrojenik etkilere
sebep olur (36). DTT’nin lipofilik metabolitine in-utero maruz kalan erkek fare
fetusunda; kadin tipi genitoiiriner trakt, hipospadias, azalmis anogenital mesafe ve
inmemis testis gosterilmistir (43).

Cok sayida ¢alismada hipospadiasli gocuklarin human choironic gonadotropin
(hCQG) sitiimiilasyonuna testosteron cevabinda azalma oldugu gosterilmistir (36, 44).

Anne yasinin artmasi, annenin menars yasinin ge¢ olmasi, annenin obez
olmast ve ilk dogum yapan anne bebeklerinde hipospadias goriilme riski artmistir
(36, 37, 40). Intrauterin biiyiime geriligi ve diisiik dogum agirlig: hipospadias igin
risk faktoridiir (36, 45). Gatti ve ark. (46) gestasyonel yas bakimindan kiigiik olan
infantlarda, normal infantlara goére hipospadiasin 10 kat daha sik goriildiiglini
gostermislerdir.

Valproik asit gibi antiepileptik ilaglara hamilelikte maruz kalmanin
hipospadias olusum riskini artirdig1 iddia edilmistir. Valproik asit uzun dénemde
antiandrojenik etki gosterir ( 39, 47).

Klip ve ark. (48) 8.934 erkek cocuk ve fertilite problemi nedeniyle takip

edilen 16.284 bayan hasta ile yaptiklari calismalarinda, annesi hamilelik sirasinda



dietilstilbesterol (DES)’e maruz kalan 205 ¢ocuktan 4 (% 1,9) tanesinde hipospadias
goriildiigiinii ortaya koymuslardir. Ayni1 sekilde Pons ve ark. (49) DES’e maruz
kaldig1 bilinen annelerin c¢ocuklarmin % 1,2’sinde hipospadias saptamistir. DES
distigli 6nlemek icin kullanilan bir ilag olup alfa ve beta Gstrojen reseptdrlerini
baglar (36, 50). Gebelikte DES’e maruz kalan annelerin erkek gocuklarinda artmis
feminizasyon riski ve 20 kat artmig hipospadias gelisimi bildirilmistir (51, 52).

Oral kontraseptif kullanimi, hipospadias olusumunda neden olarak
gosterilmemesine ragmen, hamileligin ilk aylarinda Ostrojenik bilesenlere veya
progestine maruz kalmanin hipospadias olusma riskini artirdigi iddia edilmektedir.
Ostrojenik aktivite, ¢evresel maddelerde, meyve ve sebzelerdeki pestisit
kalintilarinda, verim arttirict madde verilen inek siitlerinde, bazi bitki ve
farmasotiklerde yaygin olarak bulunmaktadir (53). Birgok arastirmaci, vejeteryan
beslenme sonucu alinan 0&zellikle soya iiriinlerinde bulunan fitodstrojenlerin
hipospadias insidansinda artisa neden oldugunu iddia etmektedir (39). Hamile
kadinlarin vejeteryan diyet yapmast ve aymi zamanda ek demir almalarn
hipospadiasin tanimlanmis bir sebebidir. Vejeteryan olmayan kadinlarda da demir
takviyesi hipospadias olusumu ig¢in risk faktoridir (36, 42, 44, 54). Maternal
progestin alimi ile hipospadias arasinda iligski oldugu gosterilmistir (29, 55). Ulusal
dogum hasarlarin1 6nleme ¢alismasinda, proksimal penil ve penoskrotal hipospadiasl
502 c¢ocuk ve 1286 normal ¢ocuk (kontrol grubu) analiz edilmis. Kirk iki (% 8,3)
hipospadiasli ¢ocuk annesinin ve kontrol grubundaki 31 (% 2,4) annenin,
hamileliklerinin 4 hafta 6ncesinden progestin almaya basladigi ve hamileliklerinin ilk
14 haftasinda progestin alimina devam ettikleri belirlenmistir (29). Diisiik riski ve
diger komplikasyonlar i¢in progesteron alan kadinlarin erkek ¢ocuklarinda
hipospadias goriilme riski 2 kat artmistir. Ancak kontrasepsiyon amaciyla alinan
progesteron ile hipospadias risk artis1 arasinda iliski oldugu gosterilmemistir (39).
Baz1 ¢alismalarda, sentetik Ostrojen bilesiklerine maruz kalan gebe disi farelerin
hipospadiasl ¢ocuklar dogurdugu gosterilmistir (56, 57).

Wang ve ark. (58) hipospadiasli hastalardan elde edilen dokularin mikroarray
analizlerinde, hem Gstrojen genlerinin hem de Gstrojene duyarli genlerin up-regiile
oldugunu géstermislerdir. Insan hipospadias siinnet derisinde bulunan ve strojen

varliginda up-regiile oldugu gosterilen genlerden biri de Activating transcription



factor3 (ATF3)’tir. ATF3, ATF/cAMP duyarli element baglayici grubun bir
tiyesidir. Hemostaz, yara iyilesmesi, hiicre adhezyonu, kanser invazyonu ve
apoptozis ile ilgili oldugu diistiniilmektedir. ATF3 geninin fazla aktivasyonu, hiicre
bliylimesini  baskilamakta ve hiicrelerin Gl fazindan S fazina gecisini
yavaslatmaktadir (59). Boylece hiicre siklusunun ilerlemesinde negatif rol
oynamaktadir (60, 61). ATF3 0strojenik veya antiandrojenik yanitlara neden
oldugundan hipospadias gelisiminde onemlidir (62, 63). Liu ve ark. (64) 28
hipospadiasli ve 20 normal g¢ocugun penis derisinde ATF3 gen ekspresyonunu
incelemigler ve hastalia sahip olanlarin % 86’sinda ATF3 genini immiino-
histokimyasal olarak pozitif bulurken, normal ¢ocuklarin sadece % 13’iinde pozitif
bulmuslardir. Bu c¢aligmalar, hipospadiasli ¢ocuklarin penis deri dokusunda ATF3
ekspresyonunun arttigini, dolayisiyla hipospadias patogenezisinde ATF3’iin rol
oynayabilecegini disiindiirmiistiir (60, 61, 64).

Yapilan in-vivo c¢alismalar; epidermal growth (EGF)’nin eksternal
genitalyada parsiyel virilizasyona yol ac¢tigin1 ve EGF’nin inhibe edilmesi ile seksiiel
farklilasmanin durdugunu gostermistir (65).

Dioksin bilesikleri i¢inde en zehirli olan1 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin
(TCDD)’dir. Dioksin, Liiteinizan hormon (LH) sekresyonunu azaltarak steroidogenik
akut diizenleyici protein (StAR) ve sitokrom p450,17 (CYP17)’yi baskilar. Bocek
ilac1 olan Linuron antiandrojenik etkiye sahiptir ve LH reseptdér salimminda rol
oynayarak testosteron sentezini azaltir (36). Mantar oldiiriicii ilag olarak kullanilan
vinklozolin’e in-utero maruz kalan erkek yavrularin tamaminda kadin benzeri
anogenital uzaklik, kaybolmus meme baslari, azalmis semen miktar1 ve fertilite,
atrofik tiretra ile hipospadias olustugu gosterilmistir (66, 67). Yine bir fungisid olan
prosimidon’a gebelik siiresince maruz kalan annelerin biitin yavrularinda
hipospadias gozlenmistir (68).

Intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) veya invitro fertilizasyon (IVF)
ile dogan c¢ocuklarda hipospadias riskinin arttigi belirtilmistir (36, 37, 39, 40).
Ovulasyon indiikleyici ajanlar ve progestinlerin hipospadias ile iliskili oldugu
bildirilmistir (40). Birgok calisma annenin sigara kullaniminin hipospadias olusum

riskindeki artma ile iliskili olmadiginmi sdylemektedir (48, 69).



Hipospadiasin etyolojisinde ailesel genetik yatkinlik da miimkiindiir (23).
Bin ti¢ yiiz on dort vakalik bir dizi hastay: inceleyen Leung ve ark. (70) vakalarin %
54 de ailelerinde en az bir tane hipospadiasli birey oldugunu bildirmistir.
Hipospadiasin monozigot erkek ikizlerde topluma gore 8,5 kat daha sik goriilmesi
plasental hCG iretimine talebin artmasiyla agiklanmaktadir (60, 71, 72).
Hipospadiasli hastanin erkek kardesinde hipospadias goriilme sikligi % 12-14
arasinda degismektedir. Babasinda hipospadias olan ¢ocuklarda hipospadias goriilme
ihtimali % 7-9 arasindadir (2, 44). Baba ve ¢ocukta hipospadias var ise, ikinci
cocukta goriilme ihtimali % 26°dir (73).

Hipospadiasin, kromozom anomalisi nedeni ile olusan bazi sendromlarla
birlikteliginin daha sik oldugu goriilmiistiir. Wolf-HirscHHorn (4p delesyonu), Cat-
eye (5p delesyonu), Denys-Drash, Silver-Russell, Robinow Sendromu ve Klinifelter
Sendromu bunlardan bazilaridir (36, 45, 47). Ambigus genitalyada da siklikla
hipospadias goriilmektedir (74).

Ostrojen reseptér 1 (ESR 1), Ostrojen reseptor 2 (ESR 2) ve Steroid 5 alfa
rediiktaz gibi genlerinde hipospadias ile iliskili oldugu gésterilmistir (37, 47). ESR 1
ve ESR 2 mRNA ekspresyonunun normal siinnet derisinde, hipospadiasli siinnet
derilerinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir (44, 53, 75).

Hipospadias olusumuna yol acan molekiiler olaylar biiylik Olgiide
bilinmezligini korumaktadir. Ancak giincel ¢aligmalar SHH, fibroblast growth factor
8 (FGF 8), fibroblast growth factor 10 (FGF 10), homeobox Al13 (HOXAL3) ve
homeobox D13 (HOXD13) gibi genlerin erken genital tiiberkiiliin disa biiyiimesi ve
bigimlenmesindeki etkilerini ortaya ¢ikarmistir (16, 17, 76) (Sekil 6).
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Sekil 6. Hipospadias etiyolojisinde rol alan mekanizmalar (77)

A: Genital tiiberkiil ve gelisim siirecinde mezenkim ve epitelyumda onunla iligkili up-regiile olan
genler. B: TGF-B sinyal yolag: ve iliskili genleri (hipospadias etyolojisinde kabul edilen role sahip
oldugu kadar invivo ve invitro o6strojen duyarl oldugu gosterilen ATF3 gibi) iceren hipospadiasin
potansiyel intraseliiler mekanizmas1 1: TGF- sinyalini alan hucreler; ATF3 ve SMAD protein 3, 4
heterodimerize olduklar: sitoplazmada bulunurlar. 2: ATF3-SMAD3/4 heterodimer niikleusa gecer ve
ortaya atilan hipotez su ki; bu heterodimer komponenti ile dstrojen reseptor-1 ve ID-1 arasinda yeni
etkilesimler olusur. Bu etkilesimler, muhtemelen mezenkimal-epitelyal etkilesimler ile iliskili hiicresel
cevaplar ortaya ¢ikarir. AR (androgen receptor), ATF3 (aktivating transcription factor 3), BMP ( bone
morpogenetic protein), FGF (fibroblast growth factor), FZD1 ( frizzled homolog), HOX ( homoebox),
ID-1 (inhibitor of DNA binding 1), MSX1 (muscle segment homolog homeobox 1), PTCH1 (patched
homolog 1), SHH (sonic hedgehog), SMAD (mothers against decapentaplegic homolog), TGF
(transforming growth factor), THBS4 (thrombospondin 4), WNT5A (wingless-type mouse mammary
tumor virus integration site family member 5A).

1.1.4. Hipospadias Genetigi

Normal fenotipteki erkek cinsiyet gelisimi i¢in ilk kosul Y kromozomu
varhigidir. 46 XY bireylerde Y kromozomu tizerinde yer alan sex determining region
Y (SRY) geni, erkek cinsiyet gelisimini ve farklilasmasini saglayacak olaylar
baglatir. SRY nin etkisiyle once testis olusur. Fetal testislerden androjen iiretimi
baslar ve erkek cinsiyet organlarinin gelisimi uyarilir. Bu siirece maskiilinizasyon ad1
verilir. Burada testosteron, dihidrotestosteron hormonlart ve androjen reseptorleri
gorev alir. Boylece i¢ (epididimis, vas deferens, seminal vezikiiller ve prostat) ve dis
(penis, skrotum, perineum) genitalya erkek yoniinde gelisir (78, 79). Bu siireg

kesintiye ugrarsa maskiilinizasyon yetersizligi gelisir. Fertilizasyon sonrasi 4-5



haftadaki genital olusumda rol oynayan genler Nuclear receptor subfamily 5 group A
member 1 (NR5A1), Wilm Tumor Supresor gen-1 (WT1), Empty Spiracles
Homeobox2 (EMX2), Chromobox 2 (CBX2) ve PBX Homeobox 1 (PBX1)
genleridir. Yedinci haftada GATA Binding Protein 4 (GATAA4)/ Friend of GATA 2
(FOG2)/INR5A1/WT1 etkisiyle pre-sertoli hiicrelerinde SRY ekspresyonu baslar.
SRY ve NR5AL1 birlikte SRY-Box 9 (SOX9) ekspresyonunu uyarirlar. Sonrasinda
FGF9 ve Prostaglandin D2 (PGD2) genleri aktiflenir ve sertoli hiicre fonksiyonlar1
uyarilir. Ovaryan gelisim genleri baskilanir. Anti-Miillerian Hormon (AMH) iiretilir.
Doublesex- and mab-3-related transcription factor 1 (DMRT1) burada -etkili
genlerden birisidir. Sertoli hiicreleri olustuktan sonra DHH etkisiyle gelisimin 8-9.
haftalarinda fetal Leydig hiicrelerinin gelisimi uyarilir. Androjenler ve Insulin-like
factor 3 (INSL3) iiretilir. Testosteron ve AMH’nin etkisiyle Miillerian yapilar
gerileyerek, Wolffian kanallar erkek i¢c genitalyayr olusturmak tiizere farklilagir.
INSL3, testislerin inisinde rol oynar. Testosteron, 5 alfa rediiktaz enziminin etkisiyle
DHT a doniistiiriiliir. DHT da erkek dis genitalyanin farklilasmasini saglar. i¢ ve dis
genitalyadaki hormonlarin etkisi, bir niikleer transkripsiyon faktorii olan androgen

reseptorii araciligi ile olmaktadir (80).

1.1.5. Penil Gelisiminde Rol Oynayan Genler

Fallus gelisimi ve tretral kapanmada rol oynayan genlerdeki ya da sinyal
yolaklarindaki bozukluklar hipospadiasa yol acabilir. Burada HH, WNT, FGF, BMP
sinyal yolaklar1 ile HOX genleri gorev almaktadir. Insanda dis genitalyanin gelisimi
2 asamalidir:

1- Erken déonem hormon-bagimsiz faz (5-8. gebelik haftalart).

2- Geg donem hormon-bagimli faz (8-12. gebelik haftalari).

Hedgehog genlerinden biri olan SHH, hormon-bagimsiz fazda 6nemli bir
gorev alarak bir¢ok hedef genin direkt ya da indirekt olarak ekspresyonuna sebep
olur. Bunlar, genital tiiberkiiliin distal iretral epitelyumunda FGF8, BMP7 ve
mezenkiminde FGF10, BMP2, BMP4, HOXA13, HOXD13 genleridir. Fetal insan
penisinde iretral kapanma zamaninda SHH, Patched homolog (PTCH1),
Smoothened (SMO) ve Glioma-Associated Oncogene Homolog 1 (GLI1) genleri
ifadelenmektedir. Bu genlerde hipospadiasla iligkili ¢esitli single-nucleotide
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polymorphism (SNP)’ler tanimlanmistir. Bu genlerin bir kismu riski arttirirken, bir
kismu riski azaltmaktadir (81, 82).

Wingless-type mouse mammary tiimor virus integration site family member
5A (WNT5A) sinyal yolagi ise hem hormon bagimsiz hem de hormon bagimli
stiregte rol oynar ve iki yolak birbiriyle baglantilidir. WNT5A, SHH sinyalinin
transkripsiyonal hedefidir. Robinow Sendromlu hastalarda WNTS5A mutasyonlari
bildirilmistir. Robinow Sendromu’nun bulgulari arasinda hipospadias da yer
almaktadir. WNT sinyalleri B-catenin tizerinden etkilidir. FGF8’in aktive edilmesi
ve siirdiiriilmesi icin gereklidir. FGF’ler ve BMP sinyal molekiilleri epitelial
mezenkimal etkilesimi uyararak genital tliberkiiliin biiylimesini saglar. BMP
sinyalleri, apoptozisi kontrol ederekte genital tiiberkiiliin biiyiimesini saglar. FGFS8,
FGF10, fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2), BMP7 ve BMP4’deki
mutasyonlar hipospadiasla iligkilidir. BMP7’de saptanan SNP’ lerin hipospadias
riskini 2 kat arttirdigi bildirilmistir. BMP4 ile SNP iliskisi de gosterilmistir. FGF8
ve BMP7’nin diizenleyicisi HOX genleridir. HOX genlerindeki mutasyonlar hem
sendromik hem de izole hipospadiasta goriilmiistiir. Ayrica WT1, Diacylglycerol
kinase kappa (DGKK), NR5A1, Ephrin B 2 (EFNB2), Mitogen activated-protein 3
kinas 1 (MAP3K1), Mastermind like domain containing protein 1 (MAMLD1)
genlerininde hipospadiasla ilgili oldugu goriilmiistiir (81, 82).

Steriojenik yolak {izerindeki mutasyonlar androjen sentezini etkileyerek
hipospadias olugsmasina yol acarlar. Bu yolak hormon-bagimli fazda gorev alip,
kolesteroliin cinsiyet hormonlarina doniisiimiinii saglar. Cytochrome P450 family 11
subfamily A member 1 (CYP11A1), Hydroksy-delta-5-steroid dehydrogenase 3 beta-
and steroid delta-isomeraz 1 (HSD3B1), HSD3B2, HSD17B2, HSD17B3 ve Steroid
5-alpha reductase deficiensy (SRD5A2) enzimleri burada goérevlidir. Bu enzimleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlar yolakta son basamaktaki testosteron ve DHT
eksikligine sebep olarak hipospadias gelisiminde rol oynarlar. Testosteron ve DHT,
AR’ye baglanarak etki gosterirler (81). AR mutasyonlart Androjen Duyarsizlik
Sendromu’na yol agar. AR’ nin yetmezligi durumunda 46 XY bireylerde kadin tipi
fenotip goriiliir. Parsiyel duyarsizlik goriiliiyorsa hipospadias mutlaka diistiniilmelidir
(83).
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Normal penil dokular ile hipospadiyak penil dokularin gen profilleri
karsilagtirildiginda, 24 adet genin hipospadiyak penil dokularda etkili oldugu
goriilmiistiir. Bunlar; ATF3, CYR61, BTG2, CD69, CD9, DUSP1, EGRL1, EIF4AL,
FOS, FOSB, HBEGF, HNRNPUL1, IER2, JUN, JUNB, KLF2, NR4A1l, NR4A2,
PTGS2, RGS1, RTN4, SLC25A25, SOCS3 ve ZFP36 genleridir (84). Hipospadiasla

iliskili oldugu gosterilen genler Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. Hipospadiasla iligkili oldugu gosterilen genler (85)

Gen Etki Mekanizmasi

Genin defektif oldugu
hayvan modellerinde

Hipospadiash ¢ocuk
olgularda defektif genin

(knockout) hipospadias tespit edildigi ve

ile birlikte izlenen ek
patolojiler

beraberinde izlenen ek
patolojiler

» Erken (hormondan bagimsiz) genital gelisim doneminde
etkili olan genler

Testikiiler disgenezi

SRY SOX9 * Testikiiler farklilagmanin
DMRT1 GATA4 saglanmasi
Anorsi, bilateral renal
WT1 « Testikiiler farklilasmanin saglanmasi agenezj, dengtif genital Sendromik hipospadias
tuberkiil geligimi
+ Uretranin sekillenmesi . . . Hipospadiaslh
« Genital tiiberkiili Kimi . Penil ve klitoral persistan loularda henii
SHH enital tiiberkiiliin mezenkimi agenezi ve Kloaka olgularda heniiz
iireteli arasindaki hiicre etkilesimlerinin mutasyonu
diizenlenmesi bildirilmemistir
* Fibroblast biiyiime faktor reseptorii 2
FGFR2 * Androjen reseptor
transkripsiyonu ile iligkili
FGF10 « Fibroblast biiyiime faktorii 10
FGF8 « Fibroblast biiytime faktorii 8
» Kemik matriks proteini e are
BMP4 BMP7  Genital tiiberkiilde epitelyum- G:l‘i“;igggkulun
mezensim etkilesiminde etkili gels
» Non-endokrin penil geligim
HOXA HOXD » FGF8 ve BMP7 proteinlerinin indiiksiyonu  Defektif penil gelisim El-ayak-genital sendromu

* AR ekspresyonu

Wht-beta catenin * GT’nin gelisimi, hiicre-hiicre adhezyonlari

Genital tiiberkiiliin
gelismemesi

Proksimal hipospadias

» Ge¢ (Hormona bagimli) genital gelisim déneminde
etkili olan genler Androjene bagimh genler
5 alfa rediiktaz

Proksimal hipospadias ve
diger genital anomaliler

tip 2 * Testosteronun dihidrotestosterona
dontistiiriilmesi
Androgen . . . . . .
hat S - . Hipoplazik glans penis ve Proksimal hipospadias,
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1.1.6. Anatomi

1.1.6.1. Penis

Penis korpus penis ve radiks penis olmak iizere iki boliimden olusur. Penisin
ucundan pubise kadar olan bdliimiine korpus penis, perineumda bulunan sabit
kismina ise radiks penis denir. Normal pozisyondaki korpus penisin 6n yiiziine
dorsum penis arka yiiziine ise facies urethralis denir. Penis 3 adet silindir seklinde
erektil dokudan olusur. Dorsalde bir ¢ift korpus kavernozum penis, digeri korpus
spongiozum penis dir. Her iki cisim hem korpus peniste hem de radiks peniste
bulunur. Radiks penisin olusumuna katilan kaverndz cisimler birbirinden ayrilarak
krus penisleri, spongioz cisim ise bulbus penisi olusturur. Uretranin biiyiik kismi
korpus spongiozum penis i¢inde seyreder. Ug silindirik cismin iizeri elastik liflerden

zengin, diizensiz yapida gevsek konnektif bir faysa ile ortiiliidiir (86).

b\
M. sphincter urethrae extemnus —=%
L

Bulbus penis ——{-}“ “\(?
14

Crus penis 1
\
\

\3 X 163
. \ <l
Corpus cavernosum penis \1 \ | [

Corpus spongiosum penis —-4 B¢ {

4

A. profunda penis — % |

i

3

Fossa navicularis urethrae ~__ A,

Glans penis—n,u,f_ “H ;

Ostium urethrae externum

Sekil 7. Penis iist yarisindan kesitin iist-On taraftan goriiniisii (87)

Penis derisi diger bolge derilerine oranla daha koyu renkli ve incedir.
Derindeki yapilara gevsek olarak baglandig icin kolay hareket edebilir. Deri altinda
yag dokusu bulunmaz. Bu nedenle de kisi sigsmanlasa dahi penisin kalinlig1 degismez.
Arka yiizde uzunlamasina seyreden kaynasma cizgisine raphe penis denilir. Penis
derisi u¢ kisimda kendi tizerine Kivrilarak prepiisyum penisi (stinnet derisi) olusturur

(88).
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Fascia penis superficialis ve Fascia penis profunda olmak iizere iki fasyasi
vardir. Fascia penis superficialis’e Tunika dartos da denir. Alttaki fasyaya (profunda)
gevsek olarak baglidir. Fascia penis profunda (Buck fasyasi) Tunika albuginea ile
Fascia penis superficialis arasinda bulunur. Korpus penisi sarar ve glans penise kadar
uzanir. Bulbus penis ve krus penisi saran boliimii iirogenital diyafram fasyasina
yapisiktir. Buna ek olarak penis iki adet bag ile sabitlenmistir. Scarpa fasyasi, lig.
Fundiforme penis adiyla penis kokiiniin dorsal ve yan taraflarina, fascia
profunda’dan ayrilan lig. Suspensorium penis ise kisa ve liggen bir sekilde penis

kokiiniin dorsaline baglanir (89).

Ostlum urethrae externum

Glans penis

\\“ 1 k)
Frenulum preputii — -&‘ / T~
Deri 7 \” Fascia penis superficialis (Tunica dartos)

_—Fascia penis profunda
(Buck fasiasi)

Fascia perinei
(Gallaudet fasiasi)
kesilmis

M. ischiocavernosus
(kesilmis)

M. transversus perinei superficialis

\ Cocceyx

M. levator ani ve Fascia diaphragmatis
urogenitalis inferior (kesilmis)

Sekil 8. Erkek perineumu ve penisin fasyalari (87)

Herbir korpus kavernozum, saglam bir kapsiil ya da kollagen liflerinin
olusturdugu tunika albuginea ile ortiiliidiir. Kavernozalar arasi kapsiil median septum
ile birlesir. Iki adet korpus kavernozum arasinda gegise izin veren ¢ok sayida yariklar
vardir. Kii¢lik venlerin olusturdugu diizensiz pleksus, albugineanin hemen altindadir.
Iki adet korpus kavernozumun inferiorunda endotel ile gevrili lakiinler ya da genis
bosluklarin olusturdugu bir ag yapist vardir. Organ gevsek oldugunda, lakiinler
trabekiiler kaslarin tonusu ile kapali tutulur ve yarik seklinde goriiniirler. Korpus

kavernozum penis de benzer yapidadir, ancak albuginea incedir ve ¢ok sayida elastik
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lif igerir. Uretral lakiinler mukozal pleksus venleri ile devam eder ve periferde
albugineanin vendz agi ile birlesirler (86).
Hipospadiasli penisin anatomisinde; siinnet derisi, tiretra ve fretral
spongiozumun goriildiigii kisimlar normal penise gore farklilik gosterir (85).
Hipospadiasta iiretral tabakanin, iiretral spongiozumun sinuzoidleriyle birlikte
skarsiz bir sekilde ¢ok iyi vaskiilarize oldugu goriilmiistiir (90). Bu o&zellikler,
hipospadias tedavisinde {iretral plak ve anormal korpus spongiozumun birlikte

basaril1 bir sekilde kullanimini agiklayabilir (91, 92).

1.1.6.2. Kan damarlari

Penisin arteryel kanlanmasi a. pudentalis internanin dallar1 olan a. dorsalis
penis, a. profunda penis ve a. bulboiiretralis tarafindan saglanmaktadir. A. pudentalis
externanin yiizeyel ve derin dallar1 a. pudentalis internanin dallar ile anastomozlar
olusturup kiigiik dallar vererek penis cildini besler. Penisin vendz kanlanmasi iig
sekilde olur. Dartosun altindaki yiizeyel ven agidir; v. dorsalis penis superfisialis ile
V. saphena magna’ya drene olur. Buck fasyasi derinindeki ven aginin yani sira
korpus kavernozumlardan gikan lateral, inferior ve superior emisser venler ile ¢ok
sayida circumfleks penil ven v. dorsalis penis profunda’ya drene olur. Son olarak
korpus kavernozumlar1 ve korpus spongiozumu drene eden bir grup derin venler
pudental pleksusa bosalir. Korpus spongiozum ise bulber ve iiretral venlerden olusan
derin bir ven ag1 araciligr ile drene olur. Distal iiretrayr on ve arka iiretral venler
drene eder. Arka venler birleserek pudental pleksusa veya bulber venlere bosalirlar.
Uretral venlerin 6n grubu sirkumfleks vendz sistemi olusturmak iizere, sonradan

posterior emisser venler ile birlesen birgok dala ayrilir (93).
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V. dorsalis superficialis penis
A. dorsalis penis ve
N. dorsalis penis

Deri

-Corpus cavernosum penis

A. profunda penis

, _ Corpus spongiosum penis
Urethra masculina, Pars spongiosa

Sekil 9. Penisin korpus kavernozum, korpus spongiozum, arter ve ven goriintiisii (87)

1.1.6.3. Lenfatikler

Penil cildin lenfatik drenaji superfisiyal inguinal lenf bezlerine, glans ve
distal tiretranin lenfatik drenaji ise derin inguinal ve eksternal iliak lenf bezlerine
bosalmaktadir. Korpus kavernozum ve proksimal iiretra ise internal iliak lenf

bezlerine drene olmaktadir (94).

1.1.6.4. Sinirler

Hipospadiasi olan penisteki sinirler ve normal penisteki sinirler benzerdir.
Pudental sinirden ¢ikan dorsal sinir iki demet halinde siiperior ve lateralde iiretra
boyunca devam eder. Glans penis ve perigenital cildin afferent lifleri pudental sinir
tizerinden gelir ve penisin ana duyusal sinirini olusturur. Her iki krural cismi takip
ederek ayr1 ayr1 gelen bu sinirler korpus kavernozum etrafinda iiretranin spongioz
cisimle birlestigi noktaya kadar ilerler. Korpus kavernozumlar, kavernéz sinir
tizerinden hem sempatik hem de parasempatik inervasyon alir. T11-12’den koken
alan sempatik sinirlerin stimiilasyonunda vazokonstriiksiyon, vezika seminalis ve
prostat bezinde kontraksiyon olusur. Parasempatik lifler ise S2—4’den koken alir ve

pelvik pleksus {izerinden vazodilatasyon olusturur (95).
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Sekil 10. Penis innervasyonu (96)

1.1.6.5. Uretra
Disi tiretrasindan bir¢cok yonden farkli olan erkek tiretrasi, rélatif olarak daha
uzun olmakla birlikte hem idrar hem de seminal sivinin disartya atilimini saglayan

tirogenital duktus yapisindadir (90).

1.1.6.5.1. Erkek iiretrasi

Erkek iiretrasi prostatik, membrandz ve kaverndz olmak iizere 3 boliimden
olusur. Prostatik boliim, prostat bezi tarafindan g¢evrelenir ve bu parganin dorsal
duvarindan ¢ikan verumontanum ya da kollikulus seminalis liimen ic¢ine dogru
genigler. Kollikulusun apeksinde kor bir agilim olan utrikulus prostatikus,
embriyonik miilleriyen duktusun kalintisidir. Duktus deferensin terminal parcasi olan
ejakulatuar duktuslar utrikiiliin her iki yanina agilir (90, 97).

Membran6z kisim en dar ve en kisa pargasidir. Kaverndz parga penis boyunca
devam edip glansin ucuna agilir. Basladigi noktada liimen genisler, daha sonra glansa
kadar sabit ¢apta devam eder. Bu bolgede dorsoventral yonde tekrar genisler ve
‘fossa navikiilaris’ adini alir (97).

Prostatik iiretra mesane ile benzer olarak transizyonel epitel ile doselidir.

Membranéz ve kaverndz parcalar fossa navikiilarisin iist kismina kadar epitel
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stratifiye squamoz ya da psodostratifiye epitelle doselidir. Eksternal iiretranin
acildig1 noktada stratifiye squamoz epitel cildin epidermisi ile devam eder (90).

Prostatik liretra, iiretral liimeni kapali tutan prostatin fibromiiskiiler dokusu
tarafindan sarilidir. Membrandz parga, derin transvers perineal ¢izgili kas liflerinin
olusturdugu sfinkter ile cevrelenir. Kavernéz parga, korpus kavernozum iiretra
tarafindan sarilir (97).

Uretra liimeninin derinlerinde ¢ok sayida lakiinler goriiliir. Lakiinler tiip
seklinde dallar1 ile glandlarin igerisine girerler ve bu glandlar Littre glandlardir.

Bunlar korpus spongiozumu da penetre edebilirler. Miikoz sekresyon yaparlar (89).

1.1.6.5.1.1. Hipospadiyak iiretra

Uretral orifis, normal iiretral psddostratifiye kolumnar epitelle doselidir ve bu
bolge mesanenin transizyonel epiteliyle benzemektedir. Uretral orifis distalindeki
deltada non-kornifiye stratifiye squamoéz epitel azalmistir. Merkezi glikojenden
zengindir ve merkezin lateralinde eozinofilik stratifiye squamdéz epitel artmustir.
Uretral orifis distalindeki delta epitelinin altinda kiigiik lenf damarlar1 ve kan

damarlarindan zengin, ince fibrillerden olusan konnektif doku yogun olarak bulunur

(98).

1.1.7. Embriyoloji

Erkeklerde dis genital organlarin olusumu, genetik programlari, hiicre
farklilasmalarini, hormonal sinyal iletimini, enzim aktivitelerini ve dokunun yeniden
yapilanmasini igeren karmasik bir gelisim siirecidir (99, 100). Primitif ¢izgiden
koken alan mezensim hiicreleri intrauterin gelisimin 3. haftasinda kloakal katlanti
(fold) olusturmak tizere kloakal membranin etrafina dogru go¢ ederler. Bu
katlantilar, kloakal membranin kranialinde orta hatta birleserek 6. haftaya dogru
genital tiiberkiilii (fallus) olustururlar (101-106) (Sekil 11).

Homeobox A13 ve HOXD13 genital tiiberkiiliin gelisimini kontrol eder.
HOXAL13 ekspresyon defekti insanda, bacaklarda malformasyon ve hipospadias ile
ortaya ¢ikan El-Ayak-Genital Sendromu (Hand-Foot-Genital Syndrome)’na neden
olur (107, 108).
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Sonic Hedgehog, FGF8, FGF10, BMP4, BMP7 ile WNT5A sinyal
molekiilleri embriyon gelisiminin erken safhasinda genital tiiberkiilde eksprese
olurlar (16, 105).

Sonic Hedgehog iirogenital plak ve kloaka membranmin endoderminde
eksprese edilir. SHH yoksun farelerde gelisimin basinda genital tiiberkiil gelisiminin
durdugu gosterilmistir. SHH, mezensimal hiicre proliferasyonu olusturarak yiizey
ektodermine etki eder ve genital tiiberkiiliin biiytimesini saglar. Farelerde SHH
sinyalinin olmamasi, genital tiiberkiill mezensimal hiicre siklusunun G1 fazim
uzatarak genital gelisimde % 75 azalmaya yol acar (105).

Genital tiiberkiilde SHH olmadan da BMP4, BMP7 ve WNT5Anin ilk
ekspresyonlar1 olabilir. Ancak iirogenital plagin uzamasi ve genital bilylimenin
oldugu donemde bu genlerin ekspresyonlar1 igin SHH varligi gerekmektedir (16,
105).

Embriyonda hiicrelerin ne zaman apopitoza girecegini BMP4 belirler. BMP4
reseptori olan BMP1A’nin yikimi ya da BMP antagonisti Noggin’in asirt
ekspresyonu hipospadiasa neden olur (103, 108).

Urogenital plagin uzamasi ve iiretral kapanmada mezensimal BMP7
ekspresyonu rol oynar. FGF ve Ephephrinde iiretral kapanmada rol oynayan sinyal
molekiilleridir (105).

Sonic Hedgehog genital tiiberkiil gelisiminin erken safhalarinda rol oynadig
gibi, penil tiretranin olusumunda da gorev alir. FGF10 olmayan farelerde, baslangigta
genital tiiberkiil gelisimi normal olsa bile, ciddi glans disgenezisi ve iiretra hasari
goriilir. FGF10, tiretra katlantis1 mezensiminde SHH eksprese eden iirogenital plaga
komsu bolgede eksprese olur. SHH’a kars1 yonlendirilen antikorlar genital tiiberkiil
mezensimindeki FGF10 ekspresyonunu degistirebilir. Bu durum SHH’un erken
donem genital tiiberkiil gelisimindeki roliiniin yani sira, FGF10 ekspresyonunun
diizenlenmesinde de gorevli oldugunu gdstermektedir. Farelerde yapilan ¢alismalarla
fallusun ventralinde orta hat ektodermindeki SHH sinyalinin penil iiretranin erken
donemdeki olusumunu saglamak igin de gerektigi aksi takdirde hipospadias gelistigi
gosterilmistir (105).

Boylece eksternal genital gelisim genital tiiberkiiliin ortaya ¢ikmasi ile baslar.

Altinct haftada kloakal membran, iirogenital membran (lirogenital siniis) ve anal
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membranlara ayrilirken, kloakal katlantilar da oOnde iretral (lirogenital) katlanti
arkada anal katlantilara boliiniir. Urogenital siniisiin iist ve en biiyiik pargasindan
mesane gelisirken, pelvik parcasindan fallik parganin da katkisiyla posterior ve
membrandz iiretra gelisir. Son parca {lirogenital siniisiin fallik parcasi penil iiretra
gelisiminde rol oynar. Sekizinci gestasyonal haftaya kadar iiretral katlantilarin her
iki yaninda genital sislik (genital swellings) adi verilen bir bagka ¢ift yiikselti de
belirmeye baslar. Bunlar erkekte skrotal siskinligi (scrotal swellings), kadinlarda ise
labia majoru olusturur (105). Urogenital siniisiin (iirogenital membran) disa, yani
ventral fallik yiizey i¢ine dogru uzamasiyla primer lretral oluk (urethral groove)
olusur. Urogenital siniisiin anterior duvarlar1 endodermal iiretral plag: (urethral plate)
olusturmak {iizere birlesirler. Daha sonra lirogenital siniis iiretral olugu tamamlamak
icin {retral katlantilardan ayrisir. Onikinci haftaya kadar erkek ve kadin
embriyonunda dis genital organlar benzerdir ve dis genital organlara bakarak cinsiyet
ayrimi yapmak ¢ok zordur. Bu doneme farklanmamis evre adi verilir (101-106).

Ucgiincii ayin sonunda penil iiretray1 olusturmak igin her iki iiretral katlanti
tiretral plagin tizerini orterek birlesirler (99, 103) (Sekil 12).

Erkekte dis genital organlarin gelisimi, fetal testislerden salgilanan
androjenlerin etkisi altindadir ve gestasyonel 9-12. haftalarda artik fallus (fetal
penis) adin1 almis olan genital tiiberkiiliin hizli uzamasiyla karakterizedir (104, 109).
Bu uzama sirasinda, fallus iiretral katlantilar1 6ne dogru c¢ekerek ftretral olugun
uzayan fallusun kaudal kismina, koronaya kadar gelmesi saglanir. Ancak, glans
olarak bilinen en ug¢ noktasina ulasamaz. Bu olugun epitelyal yiizeyi endodermal
kokenlidir. Uretral olugun endodermal kenarlarinin birlesmesiyle iiretral plak olusur.
(Sekil 13). Ugiincii ayin sonunda, iki iiretral katlanti bu iiretral plak iizerinde
kapanarak penil iretrayr kanalize eder (99, 103). Olugun ektodermal kenarlarinin
birlesmesi de skrotal ve penil median raphe’yi olusturur (102). Bu kanal fallusun
ucuna kadar uzanmaz. Uretranin en distal kismi glaniiler iiretra, muhtemelen
hormonal ve lokal faktorlerin etkisiyle ice dogru penetre olarak, kisa bir epitelyal
kordon veya ek (epithelial tag) olusturarak tamamlanir. Bu kordonun i¢inde daha
sonra kanal olusumuyla glans penis ventral olarak yarilir ve eksternal iiretral meatus
meydana gelir. Bunun fossa navikiilariste proksimal {iretrayla birlesmesiyle tam bir

tiretra olusmus olur (99, 103). Bu siirece ektodermal ige biiylime teorisi (ectodermal
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ingrowth theory) denir. Skuamdéz epitelyumla ortiilii glaniiler {iretranin olusumu
tartigmalidir. Diger bir teoriye gore glaniiler {iretra da, bulber ve penil {iretranin
gelisimine benzer sekilde gelisir. Urogenital siniis epitelyumunun yayilim ile olusan
glaniiler iretra, skuamoz epitelyuma differansiye olur. Bu teoriye, endodermal
hiicresel farklilasma (endodermal differentiation theory) denir (110) (Sekil 14).
Prepiisyum, iiretral plagin ektodermal parcasindan olusur. Gestasyonun 8.
haftasinda penis saftinin her iki tarafinda prepiisyal katlantilar goriilmeye baslar. Bu
yapilar iiretra ile beraber biiyliyerek penis saftin1 sarar. Ancak hipospadiyak peniste
tiretra ventral yiizde inkomplet oldugundan kesintiye ugrar. Prepiisyal dokular

ventral ylizde gelismezken dorsal yiizde normalden daha fazla gelisir (1).

__Genital
- titberkiil

Genital
tuberkil —

__Genitalsishk

Kloakal _
katlant1

“Uretralkathn

' Kloakal membran

A “Anal katlant

Sekil 11. Gelisimin 3-7. haftalar1. Farklanmamis evre (104)

A; 3. hafta B; 6. hafta C; 7. hafta. insan embriyosunun scan elektron mikrografisi. AF; Anal katlanti,
GS; Genital sislik, GT; Genital tiiberkiil, UF; Uretral katlant.

Spongioz urctra Korpus kavernozum
(penil Gretra)

Ventral
g Korpus spongiozum

Sekil 12. Gelisimin 4-12. haftalari. Penil (spongioz) tiretranin transvers kesitlerinin

goriiniimii (86, 87)
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Sekil 13. Gelisimin 9-12. haftalar1

A: Dokuz-onuncu haftada erkek dis genital organlarimin geligimi; {iretral olugun her iki yaninda
iiretral katlantilar yer almaktadir. B: Penil iiretranin olusumus; iiretral plate {izerinde iiretral katlantilar
birlesmektedir. C: Glaniiler iiretranin gelisimi ve fossa navikiilariste proksimal {iretrayla birlesmesi.

D: Yenidoganda dis genital organlar (104).

Ektodermal i 1c;e buiytime teorisi Endodermal farkhlagma teorisi

__|[Ektoderm
| |Endoderm

skuamoz
epitel

Sekil 14. Insan penil iiretra gelisim teorisi (104)

Ektodermal ige biiyiime teorisi eski olandir; glaniiler iiretranin, ektodermal epidermisin igeri dogru
kanalize olmasini anlatir. Endodermal faklilagma teorisi yakin zamanda tanimlanmis olandir.
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1.1.8. Kordi Deformitesi

Kordi deformitesi, ventral ylizde mezodermal kokenli dokularin gelisim
aksakligi sonucu olusur. Penisteki egriligin dort nedenden kaynakladigr ileri
stiriilmektedir.

1- Hipoplastik distal liretranin deri ve deri altina fibrotik yapisikligi,

2- Tunika albuginea ve dolayisiyla korpus kavernozumlarin, penisin ventral

ve dorsal ylizlerinde farkli hizlarda biiyiimesi,
3- Uretrani kisa ve fibrotik olmasi (hipospadias olmadan kordi olmas),

4- Buck’s fasyasi ve Dartos fasyasinin fibrozisi (ger¢ek kordi).

Ilk iki nedene bagli olusan kordiler hafif iken diger iki nedenden dolay1 olusan
kordiler daha agirdir. Kordi sikligi hipospadiasin agirligina gore degismektedir.
Distal hipospadiaslarin yaklasik % 10’unda 30 derecenin altinda egrilik saptanmistir
(110). Proksimal hipospadiasli olgularda % 20’ye yakin bir oranda kordi
goriilmezken % 50°den fazla oranda 30 dereceden fazla egrilik goriilmektedir (111).
Kaplan ve ark. (112)’nin yaptig1 bir ¢alismada fetal hayatta kordinin normal penil
gelisim sirasinda gorillen bir durum oldugu gosterilmis ve penil gelisimin

duraksamasi ile kordi arasinda baglanti kurulmustur.

1.1.9. Penil Torsiyon

Korpus kavernozumlarin ya da sadece glansin vertikal eksende rotasyonuna
denir. Cogunlukla saat yoniiniin tersine dogru rotasyon mevcuttur (113). Siklikla
kordi ve hipospadiasla birlikte goriilmektedir. Sikligi farkli oranlarda bildirilse de
izole penil torsiyon ¢ok nadirdir (114).

1.1.10. Hipospadiasa Eslik Eden Ek Anomaliler

Hipospadiasa en sik eslik eden patolojiler % 7—13 ile inmemis testis, % 4-15
ile inguinal hernidir (115-117). Khuri ve ark. (115) yaptiklar1 1070 vakalik
arastirmalarinda, inmemis testisin % 9,3 inguinal herninin ise % 9,1 oraninda
hipospadias birlikteligini ortaya koymuslardir. Eksternal tretral mea ne kadar
proksimal yerlesimli ise hipospadiasla birlikte inmemis testis ve inguinal herni
goriilme birlikteligi de o kadar yiikselir. Proksimal hipospadias vakalarinda hem

dogumsal inmemis testis hem de edinsel inmemis testis siklig1 artmistir (118).
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Hipospadiasta tiretral aciklik ne kadar proksimalde ise cinsiyet gelisim
bozukluklarinin eslik etme olasiligi da o kadar artmistir. Hipospadiasla birlikte
inmemis testis de mevcut ise bu oran daha da yiikselir (119). Hipospadiasa eslik
edebilecek cinsiyet gelisim bozukluklari gonadal disgenezi (miks, salt) ve gercek
hermafroditizmdir (120).

Sekaran ve ark. (121) prematurite ve intrauterin gelisme geriligi (IUGG) nin
hipospadiash olgularda gériildiigiinii gdstermislerdir. Prematiirite ve IUGG sikliginin
Ozellikle proksimal hipospadias ile inmemis testis varhiginin birlikte goriildigi
olgularda yalnizca proksimal hipospadias olan olgulara gore daha yiiksek oldugunu
belirtmislerdir.

Hipospadiasl olgularda hafif-orta derecede vezikoiiretral reflii (VUR) , hafif-
orta derecede hidronefroz (lireteropelvikbileske darligl) ve mindr rotasyon
anomalileri (malrotasyon, pelvik bobrek) goriilmektedir (122-124). Hipospadiasin
derecesi ile eslik eden anomali siklig1 arasinda iligki yoktur (125). Fakat penoskrotal
ve perineal hipospadiaslar, baska organ sistemleriyle ilgili anomalilerle birlikte
goriildiigiinde, tist driner sistem anomalilerinin siklig1 % 50’lere ¢ikmaktadir (115).

Prostatik utrikiil, Miiller kanalinin embriyonik kalintis1 olup yenidoganda % 4
yetiskinlerde % 1 siklikta goriiliir (126). Prostatik Utrikiil iretra ile baglantili halde
ve genislemis prostatik utrikiil seklinde olabilir. Dogumsaldir ve siklikla hipospadias,
inmemis testis ve bobrek agenezisi ile birlikte goriiliir. Hipospadias ve cinsel gelisim
bozuklugu olan olgularda % 11-14 kadarinda prostatik utrikiil goriilebilmektedir.
Perineal hipospadiasla birlikte goriilme siklig1 % 50 dir (127).

Hipospadiasla birlikte kalp-dolagim sistemi anomalileri (% 0,7), kas-iskelet
sistemi anomalileri (% 5,6), mide barsak kanali anomalileri (% 3,9) ve nérolojik

anomalilerinde (% 2,8) goriildiigi bildirilmistir (116).

1.1.11. Hipospadias Anomalisinin Klinigi

Distal hipospadiasli ¢ocuklarin aileleri siklikla ¢ocuklarmin iki idrar deligine
sahip olduklarini sanirlar. Aileye glans iizerinde idrar deligi izlenimi veren
goriinimiin  kor bir cukurluktan ibaret oldugu agiklanmalidir. Penisin sirtinda
toplanmis ve ventral yiizde defektif olan siinnet derisi yukari ¢ekildiginde idrar deligi
kolayca goriiliir. Siinnet derisinin normal gelisimini tamamlayarak penisi tlimiiyle

orttiigli ve dogal olarak anormal iiretral meatusu siinnete kadar gizleyen hipospadias
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olgularida vardir. Bu tip olgular genellikle glaniiler veya subkoronal tiptedirler ve
tiretral meatus normalden ¢ok genistir (megameatus) (128-130).

Fizik muayenede iiretral meatusun yerinin saptanmasi disinda dikkat edilmesi
gereken diger noktalar: Kordi deformitesinin varligi ve derecesi, liretral meatusun
distalindeki derinin &zellikleri (mobilitesi ve kalinligi), penil torsiyonun olup
olmadigi, penisin ve glansin biyiikligi, testislerin biiylkligi ve yerlesimidir.
Hipospadiasli ¢ocuklar iiretral meatusun anormal yerlesimi nedeniyle ayakta iserken,
idrarin ¢ocugun pagalarini 1slatmasi, idrarin ince bir kalibreyle akmasi veya fiskiye
tarzinda olmasi1 gibi sorunlar yasarlar. Kordi mevcutsa penis 6ne dogru kivrik
oldugundan, ¢ocugun ayakta iserken bacaklarini 1slatmadan isemesi zaten miimkiin
degildir. Ileri derecede kordisi olan ¢ocuklar ereksiyon sirasinda agri duyduklarmi
belirtirler. Kordi deformitesi diizeltilmedigi takdirde erigkin yaslarda cinsel iligski ve
inseminasyonla ilgili sorunlar da yasanir. Penisin sirtinda toplanmis bir siinnet derisi,
yasst bir glans ve kordi nedeniyle 6ne dogru biikiilmiis bir penisin yarattigi olumsuz
kozmetik goriinlim, ¢ocugun psikoseksiiel yasamini olumsuz bi¢cimde etkileyecek ve
bu aktiviteden uzak durmasina yol agacak bir etken olusturmaktadir (128-130).

Cerrah ilk muayenede, penisin ventralindeki derinin kalitesini, eksternal
meanin lokalizasyonunu, kordi olup olmadigmni, penisin uzunlugunu ve siinnet
derisini inceleyerek tedaviye yonelik bir plan olusturmalidir. Operasyon 6ncesinde
testosteron (intramiiskiiler veya topikal) veya hCG kullanilmasi penisin boyunun
uzamasini ve penil derinin artmasini saglamakta ve meydana gelen bu degisiklikler
ameliyat1 kolaylastirmaktadir. Hipospadiashi ¢ocuklarin, {iretral meatuslarina normal
bir yerlesim kazandirilana kadar siinnet edilmemeleri ¢ok 6nemlidir. Meatusu normal
lokalizasyonda ancak ‘yarim silinnetli’ veya ‘peygamber siinnetli’ dogan bebekler
kordi deformitesi agisindan degerlendirilmek {izere mutlaka bir ¢ocuk cerrahina

danigilmalidirlar (128-130).

1.1.12. Cerrahi Tedavi Zamani
Cerrahi zamanlama planlanirken; penis boyutu, hipospadiasin tipi, kordinin
varligl, cocugun cerrahiye tepkisi, anestezi riski, tuvalet egitimi, yas, genital

cerrahinin psikolojik etkileri g6z 6niinde bulundurulmalidir (131, 132).
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Penis boyutu genellikle erken cerrahi onarim i¢in bir engel degildir. Penis
boyutu bir yasinda iken ortalama olarak okul Oncesi ¢ocugun penis boyutundan
yalnizca 0,8 cm kisadir (131).

Hayatin ilk 6. ayindan sonra cerrahi ve anestezi riski yoniinden daha biiyiik
cocuklarla fark olmadig1 gosterilmistir (131).

Cocugun tuvalet egitimi genelde 18. aydan sonra baslar. Bu nedenle
hipospadias onarimi i¢in en uygun yasin 6-18 ay arasi olacagi, eger bu donem
gegmisse uygun zamanin 3-4 yas olacagi bildirilmistir (131).

Psikolojik agidan bakildiginda 6-15. aylar arasi donem eger ebeveyn refakati
saglanirsa daha uygun gortilmiistiir (133).

Miimkiin oldugunca erken yapilan hipospadias onarimi psikolojik olarak
cocukta saglikli bir viicut algis1 olugmasini saglar. Okul ¢aginda hipospadiash
cocuklarin atipik cinsiyet davranigi gosterdikleri bildirilmistir (134).

Otuzuncu aydan 5,5 yasina kadar olan ¢ocuklar cerrahi sirasinda fiziksel zarar
verilecegini, cinsel organinin tamamen Kkesilecegini, islev gormeyecegini,
cinsiyetlerinin degistirilecegini diisiinerek kaygi yasarlar. Bu nedenle 30. aydan dnce
hipospadias onarimi yapilmasi 6nemlidir (133).

Operasyon sonrasi fistiil gelismesi halinde veya ikinci bir onarim gerektiren
agir vakalarda ikinci operasyon en erken 6 ay sonra yapilmalidir (135).

Erken yasta yapilan cerrahinin avantajlari; kateterin daha kisa siirede
cikartilmasi, hijyenin kolay saglanabilmesi, postop bakim kolayligi, analjezi
gereksiniminin az olmasi, ¢ocuktaki anksiyetenin azalmasi dolayisiyla anne ile ¢cocuk

arasindaki iligkinin daha iyi olmasi olarak siralanabilir (136-138).

1.1.13. Cerrahi Tedavi
Hipospadias onariminin asamalari; birlikte olan ventral egriligin diizeltilmesi,
uretroplasti, neotiretra ile tlizerini Orten deri arasina bir doku getirilmesi,

prepiisyumun c¢ikarilmasi veya rekonstriiksiyonunu igerir.
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1.1.13.1. Penis egriliginin diizeltilmesi

Sekil 15. Penis diizlestirmede dorsal plikasyon (139)

Buck's fasyasi egriligin en fazla oldugu bdlgenin karsisina gelen yerde orta
hattan kesilir. Resimde gorildigi gibi bir 6/0 Polydioksanone (PDS) dikis
yerlestirilir. Ereksiyon tekrarlanarak egriligin kayboldugu dogrulanir.
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Sekil 16. Penis diizlestirmede ventral korpus kavernozumun kesilerek greftlenmesi
(139)

Egriligin oldugu saat 3 ve 9 pozisyonundan tunika albugineaya transvers bir
kesi yapilir. Alttaki spongiéz dokuya dokunulmaz. Greft yara kenar1 boyunca ventral

korpus yiizeyini genisletecek sekilde dikilir (139).
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1.1.13.2. Penil Torsiyonun Diizeltilmesi

Yapilan bir galigmada penis “deglove’’ edildikten sonra siinnet dikisleri
penisi diizeltecek sekilde yerlestirilmis ve penisi kars1 yonde donderecek dartos flebi
yerlestirilmistir (110). Hsiesh ve ark. (113)’nin uygulamis oldugu bir diger tedavi
sekli korpusun iki ayr1 noktadan plikasyonudur.

1.1.13.3. Uretroplasti
Distal Uretroplasti: Tiim hipospadias tiplerine uygulanabilecek tek bir
onarim yontemi yoktur ve cerrahlar geleneksel olarak tiretroplasti segeneklerini distal
ve proksimal defekte yonelik olarak siniflandirirlar.
Distal hipospadias igin tiibiilarize insize plate tiretroplasti (TIPU)’nin 6nemli
adimlar1 Sekil 17°de gosterilmistir.
Meatal advancement and glanuloplasti incorporated (MAGPI); Glaniiler ve
secilmis bazi1 koronal meatuslu olgulara uygulandiginda uzun siireli basar1 ve giivenli

kozmetik sonug saglar.
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Sekil 17. Tubularize insize plate iiretroplasti (TIPU) (139)

Proksimal Uretroplasti Tiibiilarize insize plate iiretroplasti hipospadias
onariminin avantajlart deri flepleri kullanmadan meatoplastinin yapilmasi, normal
kozmetik  gorlinimlii  vertikal yarik seklinde gilivenilir bir neomeatus

olusturulabilmesidir (Sekil 18).
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Sekil 18. Proksimal tubularize insize plate tiretroplasti (TIPU) (139)

Evreli Uretroplasti: Uretral platein tiibiilarize edilemedigi durumlarda (penis
egriliginin fazla olmasi, insize edilen platein sagliksiz olmasi) durumlarinda
uygulanir. Dorsal prepiisyumdan ventrale transfer edilen preptisyum, deri flepleri ve

buccal greftler ile gergeklestirilir (139).
1.1.14. Hipospadias Ameliyatlar1 Sonras1 Goriilen Komplikasyonlar

1.1.14.1. Erken Donem Komplikasyonlar (140-144)
Ameliyat sonrasi ilk 7-10 giinde goriilen komplikasyonlardir.
1- Kanama ve hematom

2- Odem

3- Yara yeri enfeksiyonu

4- Cilt nekrozu

5- Flep veya greft nekrozu

6- Yara ayrilmasi

7- Fistiil olusumu

8- Kateter ile ilgili sorunlar

9- Diger (penil ereksiyon ve mesane spazmlari)
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1.1.14.2. Ge¢ Donem Komplikasyonlar (145)
1- Urokiitandz fistiil olusumu

2- Uretral darlik

3- Uretral divertikiil

4- Killi iretra

5- Meatal darlik

6- Kordi ve sekil bozukluklari

7- Psikosekstel sorunlar

En sik goriilen ge¢ donem komplikasyonu fistiil gelisimidir (145, 146).
Bakal ve ark. (145)’nin yaptig1 bir caligmada proksimal hipospadias olgularinda geg
donem komplikasyonlarinin daha sik gorildigi gosterilmistir. Hipospadias ne kadar
proksimal ise fistlil goriilme ihtimalinin arttig1 ve bu oranin % 33’lere kadar ¢iktig1

vurgulanmustir.

1.2. Hedgehog Sinyal Yolag:

Giintimiizde embriyonik gelisimin temel diizenleyicilerinin HH genleri
oldugu kabul edilmektedir. HH proteinleri, doku paterninin olusumunu, hiicre
proliferasyonunu ve diferansiasyonunu yonetmektedir. Sineklerde HH sinyali, dogru
segmentlesmeyi ve kanatlarin gelisimini kontrol ederken vertebralilarda sol-sag
asimetrisini, ekstremitelerin, iskelet sisteminin, kas yapilarmnin, gozlerin,
akcigerlerin, dislerin, sinir sisteminin ve barsaklarin dogru bi¢imde gelisimini, sperm
ve kikirdak diferansiasyonunu indiiklemektedir. HH sinyal yolagindaki defektler
sonucunda fetusta beyin, yiiz ve diger orta hat anomalileri meydana gelebilir (147-
149).

Christiane Nusslein-Volhard ve Eric F. Weischaus 1970’lerin sonlarinda,
Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda Droshophila melanogaster’deki
(meyve sinegi) mutasyonlar1 arastirirken embriyogenik gelisim iizerine dogrudan
etkili 50°den fazla farkli gen gostermislerdir. Bu genlerden birisi mutasyona
ugradiginda, larva, kirpidekilere benzer dikensi ¢ikintilar gosteren bir ortii gelistirmis
ve Hedgehog (Kirpi) terimi buradan kéken almistir (150, 151).

1993 yilinda vertebralilarda 3 paralog HH geni bulundugu belirlenmis, SHH

(0 zamanki, Sega firmasinin video oyun kahramanindan esinlenilerek), IHH ve DHH
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olarak isimlendirilmistir. Sonic hedgehog, hedgehoglar i¢inde embriyo ve eriskin
dokularinda en gii¢lii ve en sik eksprese olandir (152).

Hedgehog sinyalleri farkli islevlere sahiptir. Morfogen etkileri bir hedef
alanda, doza bagimli olarak, hiicrelerin farkli olabilen kaderlerinin belirlenmesinde
etkilidir. Mitogen etkileri ise organ gelisimini saglayan hiicre proliferasyonunu
diizenlerken ortaya ¢ikmaktadir (150-153).

Erigkin hayatta HH yolag: aktif kalarak stem cell (SC) islevinin siirmesinde,
doku onarimi ve regenerasyonunda goérev alir. Boylece doku homeostazinin
saglanmasinda HH sinyal yolag: kritik bir rol oynamaktadir (154).

Calismalarda, HH yolagindaki PTCH1 geninin timor stpressor ozelligi,
SMO geninin de onkogen ozellikleri oldugu godsterilmistir. Diizensiz HH sinyal
aktivitesinin memelilerde bazal hiicreli karsinoma, medulloblastoma, pankreas,
meme, prostat ve akciger kanserlerinin etiyolojisinde rolii oldugu gdsterilmistir. HH
yolagi aktivitesinin ¢esitli molekiillerle inhibisyonu yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesini saglamistir. Bu yolagin stimiilasyonunun ise anjiogenez ve yara
iyilesmesinin uyarilmasinda faydal olabilecegi goriilmektedir (154, 155).

Vertebralilarda olgun HH proteinleri, hiicre membranmna bagli reseptorler
olan PTCH1 ve PTCH2’nin ligandlaridir ve bu reseptorlere baglandiklarinda HH
sinyal yolagi aktiflesmektedir. HH proteini baslangigta C-terminal proteaz bolgesi ve
N-terminal sinyal tinitesi olan prekiirsor molekiil bi¢imindedir. Daha sonra ayrisarak
HHNp olarak isimlendirilen aktif sinyal bolgesi salinmaktadir. C-terminal bélimii
molekiil i¢i kolesterol transferi olusturmakta, C-terminal kolesterol ile modifiye N-
terminal sinyal bolgesi olusmaktadir. Bu kolesterol modifikasyonu HH’un hiicre
membranina tutunmasimi saglamakta, ayrica son adim olan ve asilasyon olarak
isimlendirilen, N-terminal bolgesine palmitoil eklenmesini tetiklemekte, tam aktif
HHN meydana gelmektedir. HH asilasyonu ve aktif HH olusumu i¢in gerekli enzim
endoplazmik retikulumda bulunan Rasp geni tarafindan kodlanmaktadir. HH daha
sonra, Dispatched olarak isimlendirilen transmembran tasiyici proteini araciligiyla
hiicreden salimmaktadir. Embriyonik yasamda HH proteinlerini (ligandlarini)
sentezleyen hiicreler hedef hiicrelerden farkli hiicrelerdir. Bu hedef hiicreler HH
proteinlerini sentezleyen hiicrelere komsu olabilecegi gibi uzak lokalizasyonda da
bulunabilmektedirler (155-157).

32



Insanda HH sinyal yolagi, HH ligandinin hedef hiicrede PTCH1’e
baglanmasiyla aktiflesmektedir. PTCH1, ligand olmadiginda silyumlarin (hiicre
membraninin  kuyruk benzeri ¢ikintilar1) alt kisminda bulunmaktadir. Silyumlar
okaryotik hiicrelerde bulunmakta, hiicre diferansiyasyonu ve polaritesini kontrol
eden sinyalleri tasiyan bir yapi olarak islev gormektedir. (158-160). HH ligandinin
yoklugunda PTCH reseptor benzeri bir bagka protein olan SMO’u baskilamaktadir.
SMO hiicrede 3 farkli sekilde yer almaktadir: Inaktif form (SMOA), inaktif ve
silyuma bagli form (SMOB) ve SMOB’den koken alan aktif form (SMOC). PTCH,
SMO agonisti olan endojen intraseliiler bir kii¢iik molekiiliin SMO’ya baglanmasini
engellemekte ve bu molekiilii hiicre disina tasimaktadir. HH proteinin PTCH’ye
baglanmasiyla PTCH aktivitesi kaybolmakta, PTCH’nin SMO iizerindeki supresor
etkisi ortadan kalkmakta, SMO aktiflesmekte ve HH sinyalini sitoplazmaya
iletmektedir (150-161). HH sinyali Cubitus interruptus (Ci) /GLI “zinc-finger” ailesi
transkripsiyon faktorlerinin aktivatér ve represdr formlarinin arasindaki dengedeki
degisiklikler araciligiyla iletilmektedir. Drosophila’da Costal 2 (COS2), Fused (FU),
Suppressor of Fused (SUFU) ve Ci transkripsiyon faktoriinden olusan bir protein
kompleksi araciligiyla iletilmektedir. Daha yiiksek organizmalarda COS2 ve FU
bulunmamakta ancak SUFU sinyal iletiminde o6nemli rol oynamaya devam
etmektedir. GLI transkripsiyon faktorleri; transkripsiyon aktivatorleri olan GLI1 ve
GLI2 ile transkripsiyon represorii olan GLI3” den meydana gelmektedir. Aktif HH
sinyali ile GLI1 ekspresyonu arasinda giiglii bir bagimlilik oldugundan GLI1 bu
yolagin aktivasyonunda en onemli gosterge olarak kabul edilmektedir (162-164).

Paralog HH ligand1 yoksa PTCH, SMO aktivitesini bloke etmekte, GLI
proteinleri proteolize ugrayarak biiyiik oranda GLI3’den olmak iizere represor GLI
olugsmaktadir. Bu da HH hedef genlerini baskilamaktadir. HH proteininin (ligandinin)
PTCH’e baglanmasi ise PTCH’nin SMO iizerindeki inhibisyonunu ortadan
kaldirmaktadir. Aktiflesen SMOC silyum membranina baglanmaktadir. SMOC,
protein kinaz A (PKA)’y1 baskilamakta, boylelikle GLI proteinleri yolak aktif
degilken kompleks olusturduklar1 SUFU  kompleksinden ayrigmakta ve
aktiflesmektedir. GLI aktivasyonu cesitli diizeylerde SUFU, renin (REN), PKA,
glikojen sentaz kinaz 3p (GSK3p) gibi inhibitérler ve dual specificity tyrosine
phosphorylation regulated kinase 1 (DYRKZ1), raspberry (RAS) ve serin/treonin
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protein kinaz (AKT) gibi aktivatorlerin olusturdugu fosforilasyon araciligiyla
diizenlenmektedir (155, 165).

Aktif GLI transkripsiyon faktorleri hiicre niikleusuna baglanarak HH’a yanit
verecek hedef genlerin transkripsiyonunu uyarmaktadir (159, 160, 162, 166-168).

Memelilerdeki HH hedef genleri GLI1, PTCH1, Hedgehog interacting protein
(HHip) ve diger Cyclin D, v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
(MYC), B cell-specific Moloney murine leukemia virus integration site 1 (BMI1), B
cell lymphoma 2 (BCL2), vaskiiler endothelial growth factor (VEGF) ve Snail gibi
farkli hiicrelere 6zgii genlerdir. Paralog HH sinyal yolagi; doku morfogenezi ve

homeostazi, organogenez ve eriskinlerde kok hiicre yenilenmesinde o6nemli rol
oynayan Wnt/B-catenin, TGF-p/BMP, Notch ve FGF yolaklar1 gibi bir¢ok sinyalle
siki bir iligki i¢erisindedir (165, 169).
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Sekil 19. HH sinyal yolag: (170)

Hedgehog proteinleri salgilandiktan sonra hiicre yiizeyindeki reseptoriine
baglanir. HH ligandinin yoklugunda, yolak inaktiftir; transmembran reseptdr olan
PTCH, SMO ve diger transmembran proteinlerinin aktivitesini inhibe eder. Bu
durumda, GLI transkripsiyon faktorlerinin niikleusa girmesi FU ve SUFU tarafindan
Onlenir. Sonu¢ olarak HH hedef genlerinin trankripsiyonu engellenir. Yolagin
aktivasyonu HH ligandinin PTCH reseptoriine baglanmasiyla baglar. Ligand
baglanmasiyla SMO aktiflesir ve hiicre icindeki diger sinyal yolaklarini uyararak

GLIL1’in niikkleusa gegmesini ve transkripsiyonu baglamasini uyarir (170).
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1.2.1. Embriyogenezde Hedgehog Sinyalinin Rolii

Hedgehog sinyal yolagi, embriyonik gelisimin pek ¢ok asamasinda gorev
almaktadir. Drosophila larvasinda mutant HH proteini, viicut ekseninin gelisimini
bozmaktadir. Bu kesiften sonra, HH’larin hiicre biiylimesi ve sekillenmesindeki rolii
daha fazla anlasilmaya baslamis ve oOzellikle uzuv gelisimindeki rolii ¢okca
calistlmigtir (171).

Hedgehog proteinleri doku organizasyonu ve diger farkli gelisimsel olaylarda
onemli rol oynamaktadir. U¢ HH geninin her biri, gelisimsel olarak diizenlenmekte
ve ¢esitli dokularin olusumuna katilmaktadir. Sonic hedgehog, farede en yiiksek
miktarda eksprese olan HH ailesi iiyesidir. Gelismekte olan fare embriyosunda, SHH
MRNAs1 notokord, noral tiip ve uzuv tomurcuklar1 gibi yapilarda lokalizedir (172).
SHH ayrica, dis, sag, yanak, barsak, mesane, duktus deferens, iiretra, akciger ve
prostat gibi dokularda da bulunmaktadir (14). SHH genindeki mutasyonlar, hem
insanlar hem de farelerde Onbeyin yariklanmasinin tamamlanamamasi, yiiz
defektleri, goz defektleri ile karakterize olan holoprosencephaliye neden olmaktadir.
SHH -/- fare embriyolari birgok biiyiime geriligi de gostermektedir ve vahsi
tiplerdeki gibi on ve arka ekstremiteler bulunmamaktadir (13). Bu farelerde, spinal
kord ve aksiyal iskelet sekillenmesinde de defektler bulunmaktadir. Ayrica,

akcigerleri yeterince biiyiiyememekte ve dallanamamaktadir (173).

1.2.2. Testiste Hedgehog Sinyal Yolag:

Gonadlar, prostat, uterus ve meme bezi gibi ilireme organlarinda HH
sinyalinin rolii oldugu bilinmektedir. HH sinyalinin, 06zellikle memeli
spermatogenezinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (14).

Hedgehog yolaginda gérevli olan elemanlarin, testisteki ekspresyonu ile ilgili
yeterince bilgi bulunamamustir. Izole edilen fare Tip A ve Tip B
spermatogoniyalarda, GLI1 ve GLI3 mRNA ekspresyonu, Northern Blot yontemi ile
gosterilmistir (174). GLI1 proteini, yetiskin fare testisinde pakiten spermatositlerin
cekirdeginde bulunmaktadir ve yuvarlak spermatid basamagina kadar varligim
stirdiirmektedir. Uzamis spermatidlerde ise GLI1 proteini sitoplazmaya gegmektedir.
Bu durum, GLI1 proteininin spermatogenezdeki etkisinin, uzamis spermatid

asamasinda olmadigini gostermektedir (175).
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Fare germ hiicrelerinde insan GLI1 geni, deneysel olarak asir1 eksprese
edildigi zaman, bu hayvanlarda spermatogenez, pakiten spermatosit basamaginda
durmaktadir. Bu transgenik hayvanlardaki seminifer tiibiillerde, vahsi tip farelerdeki
seminifer tiibiillerle karsilastirildiginda yiiksek oranda bozukluk goriilmektedir (175).

Testisteki PTCH1 mRNA sentezi, Leydig ve peritiibiiler hiicrelerdedir.
DHH/PTCHI sinyali 6zellikle fetal Leydig hiicrelerinin farklilasmasi i¢in gereklidir
(172, 176). Radyoaktif insitu yontemi kullanilarak da PTCH2 ve FU mRNA’lar
spermatositlerde gosterilmistir. Bu bilgiler 1s181inda, HH sinyalinin 6nemi ve normal
spermatogenezde rolii oldugu anlasilmaktadir. Ancak, bu yolagin ne zaman ve hangi

hiicrelerde eksprese oldugu ile ilgili heniiz yeterince bilgi bulunmamaktadir (177).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin Firat Universitesi Tip Fakiiltesi insanlar iizerinde yapilacak
aragtirma igin Etik Kurul Bagkanligi’nin 26.01.2017 tarihli 02 toplant1 sayis1 ve 08
karar nolu onami alinmustir.

Bu c¢alismaya Haziran 2007 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda Firat
Universitesi Hastanesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali’nda hipospadias (ICD Kodu:
Q54) tanisiyla ameliyat edilen, takip ve tedavileri siirdiiriilen 0-16 yas aras1 200 hasta
alindi. Kontrol grubu olarakta; Haziran 2016 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda Firat
Universitesi Hastanesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali’na siinnet talebi ile basvuran
saglikli ve fizik muayenesinde ek patoloji saptanmayan 0-16 yas arasi 200 c¢ocuk
alindi. Haziran 2016 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda opere olan ve kan 6rnegide
alman 48 hipospadias hastasinin penil doku Ornegi ve siinnet olan 48 saglikli
cocuktan da penil doku 6rnekleri alinda.

Bu calismada Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kontrol gen
olarak kullanildi. SUFU, SHH, PTCH1, PTCHZ2, GLI1, GLI2, GLI3, GLI4, SMO,
serin/threonin-protein kinase 36 (STK36) genlerinin ekspresyonlari arastirildi.

Tim hastalarin yaslart nedeniyle (0-16 yas arasi) aileye genetik testler ve
hipospadias hakkinda sozel bilgi verildi ve ailelerden aragtirma detaylarini anlatan
hasta bilgilendirilmis onam formu imzalatilarak izinleri alind1 (Ek 1).

Haziran 2016-Haziran 2017 tarihleri arasinda 48 hipospadias hastasindan
elektif cerrahi sirasinda artik doku ornekleri toplandi. 48 kontrol grubundan da yine
elektif stinnet sirasinda artik doku Ornekleri toplandi. Hipospadias hastalar1 distal
(Grup 1) ve proksimal (Grup 2) olarak ayrildi. Distal hipospadias grubu (Grup 1);
glaniiler, koronal, subkoronal hipospadiasli hastalar idi. Proksimal hipospadias grubu
(Grup 2); midpenil, penil, skrotal, penoskrotal ve perineal hipospadiasli hastalar idi.

Ailelere her olgunun demografik ozelliklerini ve klinik Oykiilerini iceren
detayli anket yapildi (EKk 2). Hipospadiasin tipi kayitlara gecirildi ve ailede baska
bireylerde hipospadias olup olmadigi, anne yasi1 sorgulandi. Olasi teratojen nedenleri
ortaya ¢ikarmak i¢in annelerin hamilelik siiresince ila¢ kullanimi sorgulandi.
Olgularin yas1, kagmci ¢ocuk olduklart sorgulandi. Hastalar ayrintili muayene

edilerek ek patolojiler kayit edildi.
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Calisma ve kontrol grubunda SUFU, SHH, PTCHI1, PTCH2, GLI1, GLI2,
GLI3, GLI4, SMO, STK36 gen polimorfizmleri arastirmak iizere alinan doku
orneklerinde genetik calismalar Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi.
2.1. Hasta Secim Kriterleri

2.1.1. Hasta Grubu

Haziran 2007 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda Firat Universitesi Hastanesi
Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali’nda hipospadias (ICD Kodu: Q54) tanisiyla ameliyat
edilen, takip ve tedavileri siirdiiriilen 0-16 yas arasi 200 hastadan kan Ornekleri
alindi. Haziran 2016 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda opere olan ve kan 6rnegide
alinan 48 hipospadias hastasinin penil doku 6rnegi alindi.

2.1.2. Cahismaya Alinma Kriterleri ve Gruplarin Olusturulmasi

Hipospadias tanisi, klinik semptom ve bulgularin varliginda kabul sirasinda

elde edilen fizik muayene dikkate alinarak konuldu. Hastalarda;

1- Yas, penil kordi, penil torsiyon olup olmadigi, hipospadiasla birlikte ek
inguinal bdlge patolojilerinin (inguinal herni, inmemis testis) olup
olmadigina bakildu.

2- Birinci ve 2. derece akrabalarda hipospadias varligt sorgulandi.

3- Hipospadiasli hastanin annesinin ¢ocugu dogurdugu yas ve hastanin
kaginci ¢cocuk oldugu sorgulandi.

4- Hipospadiasl hastaya anne hamile iken ila¢ kullanim &ykdisii soruldu.

5- Operasyon karar1 alinan hipospadias hastalarinin ailelerinden operasyon
oncesi onam alinarak operasyon sirasinda artik preplisyum alindi.

6- Hastalar distal ve proksimal hipospadias olmak iizere 2 gruba ayrildi.
Distal hipospadias (Grup 1) grubuna; glaniiler, koronal ve subkoronal
diizeydeki hipospadiaslar, proksimal hipospadias (Grup 2) grubuna;
penil, skrotal, penoskrotal ve perineal diizeydeki hipospadiaslar dahil
edildi.

2.1.3. Cahismadan Dislanma Kriterleri
1- Hipospadias onarimi i¢in uygun yasta olmayanlar,

2- Onemlilik arz eden ek anomali varlig,
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3- Onam alinmayan aileler

2.1.4. Kontrol Grubu Sec¢im Kriterleri

Kontrol grubu herhangi bir ek hastaligi olmayan aile tarafindan stinnet istemi
olan bireylerden seg¢ildi. Operasyon oncesi onam alinarak operasyon sirasinda artik
prepiisyum alindi. Hasta ve kontrol grubu doku o6rneklerine asagidaki yontemler

uygulandi.

2.2. Molekiiler Genetik Analizler

Hastalardan rutin EDTA’ll biyokimya tiiplerine 3ml kan 6rnegi alindi ve
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. DNA izolasyonu oncesi kanlar oda 1sisina
gelinceye kadar ¢ozdiiriildiikten sonra asagida detaylart verilmig olan manuel DNA

izolasyon yontemi uygulandi.

2.2.1. DNA izolasyon Protokol

1. DNA izolasyonu i¢in Genomik DNA izolasyonu WiZARD Genomic DNA
Purificaion Kit (Katalog No: A1125, Promega, MA, USA) kullanildu.

2. 5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 900 pl hiicre pargalayict (Cell lysis buffer)
sollisyon eklendi.

3. Kan tiipii kanin tamamen karismas1 saglanana kadar hafifce sallandi, sonra
300 upl kan, hiicre parcalayicit soliisyonu igeren mikrosantrifiij tiipline
aktarildi. Karismasi i¢in tiip 5-6 kez alt-iist edildi.

4, Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi, bu
esnada tiip 2-3 defa alt-iist edildi. Daha sonra 13 000-16 000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi.

5. Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklasik 10-20 pl residiiel
s1v1 birakacak sekilde atildi.

6. Beyaz kan hiicreleri resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar hafifge
vortekslendi.

7. 300 pl Nuclei lysis soliisyonu resiispanse hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi. Soliisyonun
viskdz bir hale gelmesi gozlendi. Karistirma sonunda hiicre c¢okeltileri

gorlinenler ¢oziilene kadar 37 °C de inkiibe edildi.
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8. 1.5 ul RNase soliisyonu eklenen tiipler 25 defa alt-iist edilerek karistirildi.
Karigim 37°C de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden 6nce karisimin oda
sicakligina gelmesi beklendi.

9. Niikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu (10M amonyum
asetat) eklendi, 30 saniye vortekslendi. Vortekslemeden sonra kiiciik protein
cokeltileri goriildii.

10. Tiipler 13 000-16 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi
protein pelleti goriildii.

11. Iginde DNA bulunan siipernatant, igcine 300 ul isopropanol konulmus temiz
bir 1,5 ml lik mikrosantrifiij tiipline aktarilarak kuvvetlice alt iist edildi.

12. Isleme ag seklinde DNA kiitlesi goriilene kadar devam edildi.

13. 13 000-16 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA dipte kiiciik beyaz bir
pellet seklinde goriildii.

14. Stipernatant atildi, 300 pl % 70 lik etanol eklendi ve kullanilincaya kadar 20
°C’de saklandi.

2.2.2. DNA konsantrasyonu ve saflik derecesinin ol¢iilmesi

Her bir hastanin DNA konsantrasyonu nanodrop cihazinda (Maestrogen,
MaestroNanodrop, USA) olgiildiikten sonra saflik derecesinin belirlemesi UV
spektrofotometresi ile yapildi. Absorbans genellikle 260 nm dalga boyunda 6lgiiliir.
Saf bir DNA 06rneginin 260 ve 280 nm’deki absorbans oram1 (A260nm/ A280nm)
1,8’dir. Bu deger elimizdeki DNA Orneginin verimini gosterir. Dolayisiyla
buldugumuz deger 1,8 ’e ne kadar yakinsa verim o kadar yiiksektir. 1.8’den diisiik
degerler ornekte fenol ya da protein kontaminasyonu, 1,8°den biiyiik degerler ise
RNA kontaminasyonu varligini gosterir. Hasta ve kontol grubuna ait DNA 6rnekleri
Ol¢giilerek konsantrasyonlar1 ve safliklart belirlendi. 1,8’e yakin olmayan degerlere

sahip orneklerin DNA’lar1 tekrar izole edildi.

2.2.3. Varyantlarin Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

Genotiplendirilmesi

2.2.3.1. TagMan Problar ile Genotiplendirme

Hasta ve kontrol 6rneklerinde asagida detaylari verilmis olan GLI2, SHH,

PTCH1 genlerine ait rs735557, rs12711538, rs4848632, rs104894049, rs4131332
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polimorfizmleri TagMan problar1 kullanilarak ABI 7500 Fast Real Time System
(Applied Biosystems, Foster City, CA) cihazinda ¢alistirildi.

Tablo 3. GLI2 genindeki polimorfizimlere ait referans numaralari ve niikleotit dizileri

GLI2 VIC/IFAM

rs735557 AGGGCTGGCTGAGTTTCTGCATTTC[CITIGTTGGGTGCCAAGATGATGCT
GGGG

rs12711538 TCGCCACAGGGAACTTGGGGTCCCC[A/GIATTCAGCCCTGGCTGGAGTG
CCACC

rs4848632 GTAGTGGTCACTACTTCTGGCTACCIA/GITGGAACTAAGCGAGACAAGG
TCTGC

Tablo 4. SHH genindeki polimorfizimlere ait referans numaralari ve niikleotit dizileri

SHH VIC/FAM
rs104894049 CCTGGCCACTGGTTCATCACCGAGA[T/A]JGGCCAAAGCGTTCAACTTG
TCCTTA

Tablo 5. PTCH1 genindeki polimorfizimlere ait referans numaralar1 ve niikleotit

dizileri
PTCH1 VIC/FAM
rs41313327 CACGCCGTCTTACCCTGAAGCCAGT[C/T]TCTGAAGTAGTGCAGCCACAT

TTTG

Tablo 6. Gen polimorfizimlerinin katolog numaralar1 ( Applied Biosystems, Foster

City, CA)

Test ad1 Katalog numarasi
GLI2

rs735557 4351379
rs12711538 4351379
rs4848632 4351379

SHH

rs104894049 4351379

PTCH1

rs41313327 4351379

Tablo 7. Polimorfizimlerin ankestral ve polimorfik varyantlarinin gosterimi

Genotipler
GLI2
rs735557 AA AG GG
rs12711538 AA AG GG
rs4848632 AA AG GG
SHH
rs104894049 AA AT TT
PTCH1
rs41313327 CcC CT TT
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Elde edilen DNA konsantrasyonlar1 1-10 ng olacak sekilde sulandirildi. PZR
reaksiyon karisimi buz iizerinde hazirlandi. Tablo 3’de RT-PZR reaksiyonu igin

kulllanilan malzeme miktarlar1 detayl1 olarak verilmistir.

Tablo 8. RT-PZR reaksiyon karisim

Bilesik Hacim (ul) Katalog No:
TagMan Genotyping Master Miks Sul 4351379
TagMan genotyping assay (20 X) 0,25 ul 4351379
Niikleaz igermeyen H20 1.0ul 4351379
Ornek 2.5ul 4351379
Reaksiyon toplami1 10.0pl 4351379

2.2.4. RT-PZR

96 kuyucuklu plate’in her bir kuyucuguna sirasiyla her 6rnekten 2,5 ul DNA
konuldu. DNA’larin {izerine, hazirlanan PZR reaksiyon miksinden 7,5 pl ilave edilip
toplamda 10 pl’lik reaksiyon hacmi olusturuldu. Plate’in {izeri optical film ile
kapatilip santrifiij yapildi. Plate, 7500 Fast Real Time PZR cihazina yerlestirildikten
sonra asagida Tablo 6’ da verilen programa gore 40 dongii olacak sekilde PZR

programi calistirildi.

Tablo 9. Genotipleme i¢in uygulanan RT-PZR programi

RT-PZR X 40 Déngii

adim adim adim adim adim
Sicaklik 60 °C 95 °C 95°C 60°C 60°C
Zaman 30 sn 10 dk 15 sn 1dk 30 sn

PZR sonrasi cihazin software sistemi kullanilarak allel 1 ve allel 2 ayrimina

gore homozigot mutant, heterozigot ve homozigot normal genotipler belirlendi.

2.2.1. Total RNA izolasyonu

Hipospadiasli hastalarin penil dokularindan RNA izolasyonu i¢in PureLink™
RNA Mini Kiti kullanildi. Calisma prosediirii: Kit igerisindeki lizis buffer’dan 1 ml
ve 2-merkaptoetanol’dan 10 pl falkon tiipiine alinip karistirilarak Lizis tampon
cozeltisi elde edildi. Hipospadiyak dokusu, doku ile esit miktarda homojenizator
boncugu ve hazirladigimiz ¢ozeltiden 600 pl alinarak kilitli eppendorf tiiplere
birakildi. Homojenizatorde 3 dk 8. hizda pargalama islemi yapildi. Ornekler 12.000
xg’de 2 dakika (dk) oda sicakliginda santrifiij edildi. RNA igeren sivi fazin hepsi
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yeni bir eppendorfa alinarak tizerine 500 pl %70’lik etanol eklendi ve vortekslendi.
Orneklerden 700 pl almarak kit igerisindeki kolonlara aktarildi ve 12.000xg’de 15
saniye (sn) oda sicakliginda santrifiij edildi. Kalan 6rneklerde kolonlara aktarilarak
ayni sekilde santrifiij edildi. Santriflij sonras1 toplama tiipiiniin altinda biriken sivi
bosaltildi. Yikama islemleri kitin igindeki Wash I ve Wash II ile yapildi. Orneklere
700 pl Wash I eklenerek 12.000 xg’de 15 sn santrifiij edildi. Toplam tiipli
degistirildi. Orneklere 500 pl Wash II eklenerek 12.000 xg’de 15 sn santrifiij edildi
ve bu islem iki defa tekrarlandi. Tiiplin altindaki sivi bosaltilarak higbir sey
eklenmeden 12.000 xg’de 2 dk santrifiij edildi. Kolonlar alinarak yeni eppendorf
tiiplere birakildi ve iistiine 30 pul RNase igermeyen su eklenerek oda sicakliginda 1 dk
bekletildi ve 12.000 xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Eppendorf tiipiin
dibindeki sivi kisim bu asamadan sonra RNA icermektedir. RNA Ornekleri

kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi.

2.2.2. Spektrofotometrik RNA Olciimii
Isleme gegmeden 6nce DNAaz-RNAaz igermeyen steril su ile kor dlciim
yapildi. BioSpec-nano (Shimadzu) cihazinin 6lgiim alanina 1 pl RNA konularak

RNA miktar1 ng/ul olarak 6l¢iildii. Bu islem her bir 6rnek i¢in tekrarlandi.

2.2.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

500 pl hacimli eppendorf tiiplerde toplamda 20 pl hacimde gergeklestirilen
cDNA sentezi icin RNA orneklerinden 10 pl kullanilirken 2 pl 10xRT Buffer, 0,8 pl
25xdNTP mix, 2 pl 10xRT Random Primers, 1 pl Multiscribe™ Reverse
Transcriptase ve 4,2 ul niikleaz-free su kullanildi. Termal dongii cihazina
yerlestirilen 6rnekler; 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de
olacak sekilde cihazda bekletilerek sonunda olusan ¢cDNA ornekleri -20°C’de

saklandi.
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Tablo 10. cDNA karigim miktari

Bilesik Hacim (ul)
10x RT Tamponu 2.0
25x dNTP Karigimi (100mM) 0.8
Multiscribe™ Reverse Transkriptaz 1.0
10x RT Random Primer 2.0
Niikleaz Icermeyen H,0 4.2
Karigimin Toplamu 10.0

Tablo 11. cDNA sentezi i¢in uygulanan PZR programi

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4. Basamak
Sicaklik 25°C 37 °C 85 °C 4 °C
Siire 10 dk 120 dk 5 dk o

2.2.4. Kantitatif Ger¢ek Zamanh (Real Time)-Polimeraz Zincir

Reaksiyonu ile cDNA Cogaltimi

Revers transkripsiyon sonucunda elde edilen cDNA'lar spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile ¢ogaltildi. SUFU,
SHH, PTCH1, PTCH2, GLI1, GLI2, GLI3, GLI4, SMO, STK36 gen ekspresyonlari

27 AACT metodu kullanildh.

arasindaki farkliliklarin hesaplanmasinda
Uc tekrarl olarak gerceklestirilen RT-PZR yénteminde plate hazirlanirken
her bir kuyucuga 1 pl cDNA 6rnegi koyuldu. Her bir 6rnek i¢in 2 pl gPCR mix, 1 ul

primer ve 6 ul DNAaz ve RNAaz icermeyen steril su ilave edildi.

Tablo 12. RT-PZR igin her bir kuyucuga koyulan bilesikler

BILESIKLER HACIM (ul) x ORNEK SAYISI
cDNA 1.0
gPCR Mix 2.0
Primer 1.0
Su 6.0
Toplam 10

Gen ekspresyon diizeyleri Applied Biosystems 7500 Real Time PCR sistemi
ile belirlendi. Calismada kontrol gen (housekeeping) olarak GAPDH ve beta-aktin
kullanildi. Is1 kosullar1 1 kez 95°C'de 15 dk ve 40 kez 95°Cde 15 sn -60°C'de 30 sn-
72°C'de 30 sn olacak sekilde ayarlandi.
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Tablo 13. Uygulanan RT-PZR programi

Dongii basamagi Sicakhik Siire Dongii sayis1
Baslangig aktivasyonu 95°C 15 dk 1
Denatilirasyon 95 °C 15sn

Annealing 60-65 °C 30 sn 40
Uzama 72 °C 30 sn

2.3. istatistiksel Analizler

Tim istatistiksel analizler i¢in IBM SPSS Statistics programi 22. siiriim

paket programi (SPSS inc. Chicago, IL, USA) kullanildi. Hiicre sagkalim verilerinin

gruplar arasindaki karsilastirilmasinda ki-kare, RT-PCR parametrelerinin gruplar

arasinda karsilastirilmasi icin t testi kullanildi.

anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Bu calismaya, Firat Universitesi Hastanesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali’na
hipospadias nedeniyle basvuran 200 hasta, kontrol grubu olarak da Firat Universitesi
Hastanesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali’na siinnet istemiyle basvuran ek patolojisi
olmayan 200 saglikli birey alindi.

Haziran 2016 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda elektif operasyona alinan; 48
hipospadias hastasindan doku 6rnekleri, 48 kontrol grubundan da yine doku 6rnekleri
toplandi. Hipospadias hastalar1 distal ve proksimal hipospadias olarak 2 gruba
ayrildi. Toplam 48 hipospadiyak doku orneginden 28’i distal 20’si proksimal
hipospadiasli hastalara aitti. Iki yiiz hipospadiak kan &rneginden 118’i distal 82’si
proksimal hipospadiasl hastalara aitti.

Doku 6rnekleri alinan hasta grubunun yas ortalamasi 5,58+3,26 yil idi. Grup
1 hastalarin yas ortalamasi 4,93+3,17 yil, Grup 2 hastalarin yas ortalamasi 6,23+3,35
yil, doku 6rnekleri alinan Kontrol grubunun yas ortalamasi ise 5,35+3,12 yil idi.

Anne dogum yaglarina baktigimizda doku ornekleri alinan calisma grubunun
anne dogum yaslar1 ortalamasi 28,14+5,43 yil idi. Grup 1 hastalarin anne yasi
ortalamasi 28,14+5,44 yil, Grup 2 hastalarin anne yasi1 ortalamasi 27,70+5,48 yil,

Kontrol grubundaki anne yaslarinin ortalamasi ise 27,2545,42 yil idi.

Tablo 14. Doku 6rnekleri alinan hastalarin ve annelerinin yas dagilimi

Grup 1l Grup 2
n % Ort.+SD (min- n % Ort.+SD (min-
max) max)
Hasta Yagt (yil) 28 59,0 4,93+3,17 1-12 20 410 6,23£3,35 1-16

Anne Dogum Yasi (yil) 28 59,0 28,14+543 17-40 20 41,0 27,7045,48 20-38

Doku ornekleri alinan 48 hipospadias hastasindan 28 tanesinde ek inguinal
bolge patolojileri mevcuttu. Grup 1’de 17 (%61,0) hastada ek inguinal bolge
patolojileri goriiliirken, Grup 2°de ise 11 (%39,0) hastada inguinal bdlge patolojileri
goriildii. Gruplara gore ek inguinal bolge patolojisi goriilme agisindan istatistiki

olarak anlamli bir farklilik gériilmedi (p>0,05).
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Tablo 15. Doku ornekleri alinan hastalarin gruplara gore ek inguinal bolge
patolojilerinin dagilimi

Grup 1l Grup 2 p

Ek Inguinal Bélge

R 17 61,0 11 39,0 0,460
Patolojileri

Grup 1’de 5 hastanin; 2 tanesinde 1. derece, 3 tanesinde 2. derece aile
oykiistinde hipospadias mevcuttu. Grup 2’de ise 4 hastanin 1 tanesinde 1. derece, 3
tanesinde 2. derece aile Oykiisii mevcuttu. Gruplar arasinda aile Oykiisii agisindan

istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05).

Tablo 16. Doku 6rnekleri alinan hastalarin gruplara gore ailede baska hipospadiasl
birey dagilimi

Grup 1l Grup 2 p
n % n %
Ailede Baska Hipospadiaslh Birey 5 17,8 4 20,0 0,876
1. Derece 2 7,1 1 5,0
2. Derece 3 10,7 3 15,0

Annelerin hamilelikte ilag kullanim &ykiisti sorgulandiginda, 48 hipospadias
hasta annesinden sadece 1°i tiroid ilact kullandigi, 5 hasta anneside demir ilaci
kullandigin1 sdyledi.

Grup 1°de 28 hastadan 12 tanesi 1. dogum, 10 tanesi 2. dogum 6 tanesi 3.
dogum idi. Grup 2’de 20 hastadan 6 tanesi 1. dogum, 5 tanesi 2. dogum, 8 tanesi 3.
dogum, 1 tanesi de 5. dogum idi.

Yapilan gen analizinde toplam 48 hipospadiyak doku 6rneginin tamaminda
kontrole gére MRNA Kat degisimi gozlendi. SUFU geninde her iki gruptada kontrole
kiyasla istatistiki olarak anlamli bir degisim goriilmedi. SHH geninde Grup 1’de
kontrole kiyasla mRNA kat degisiminde istatistiki olarak anlamli bir degisim
goriilmezken Grup 2’de kontrole kiyasla MRNA kat degisiminde anlaml bir diisiis
izlendi (p<0,05). PTCH1 geninde Grup 1’de kontrole kiyasla istatistiki olarak
anlamli bir degisim goriilmezken Grup 2’de kontrole kiyasla anlamli bir diisiis

izlendi (p<0,05). PTCH2 geninde her iki grupta da kontrole kiyasla mRNA kat
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degisiminde istatistiki olarak anlamli bir degisim gorilmedi. GLI1 geninde her iki
gruptada kontrole kiyasla mRNA kat degisiminde istatistiki olarak anlamli bir
degisim goriilmedi. GLI2 geninde her iki grupta da kontrole kiyasla mRNA kat
degisiminde anlamli bir diislis izlendi (p<0,05). GLI2 her iki gruptada kontrole
kiyasla mMRNA kat degisiminde anlamli bir diislis izlenen tek gendi. GLI3, GLI4,
SMO ve STK36 genlerinde kontrole kiyasla mRNA kat degisiminde istatistiki olarak
anlamli bir degisim goriilmedi.

Kontrol grubuna kiyasla SHH geninde mRNA kat degisimi Grup 1°de 1,0867
kat, Grup 2’de 0,4506 kat gdzlendi. iki grubu karsilastirmak icin yapilan istatiksel
analizde Grup 2’de mRNA kat degisiminde anlamli 6lgiide farklilik saptanmistir
(p<0,05) (Sekil 20).

4

1

* %

KONTROL DISTAL (Grup 1) PROKSIMAL (Grup 2)
B suru B SHH PTCH1 BB PTCH2 B GLIL BB cLi2 @ cuz B cu+4 smo Bl STK36

*p<0,05
Sekil 20. Kontrol grubu ile Grup 1ve Grup 2 arasindaki mRNA kat degisimi iliskisi

48



Tablo 17. Penil dokularda Grup 1 ve Grup 2 arasinda genlerin mRNA kat degisimi

Distal Hipospadias Proksimal Hipospadias
(Grup 1) (Grup 2)
No GEN ADI mRNA Kat p-degeri mRNA Kat p-degeri
Degisimi Degisimi
1 SUFU 1.0353 0.897841 1.0281 0.922226
2 SHH 1.0867 0.75385 0.4506 0.043832
3 PTCH1 1.0867 0.75385 0.4414 0.04136
4 PTCH2 1.0353 0.897841 1.0353 0.900805
5 GLI1 1.1567 0.586497 1.1329 0.638963
6 GLI2 0.3299 0.02145 0.3015 0.018122
7 GLI3 1.181 0.536613 1.1173 0.676429
8 GLI4 0.8179 0.457008 0.8766 0.608764
9 SMO 0.9202 0.746456 0.9862 0.948431
10 STK36 1.2142 0.475184 1.2746 0.378232

Tablo 18. SHH geni mRNA kat degisimi Grup 1 ve Grup 2 iligkisi

SHH Geni MRNA Kat Degisimi p degeri
Grup 1 1.0867 > 0,05
Grup 2 0.4506 <0,05

Dokularda calisilan genlerden mRNA kat degisiminde anlamli diisiis izlenen
GLI2, SHH, PTCH1genlerinin hasta ve kontrol kanlarinda DNA polimorfizmlerine
bakildi.

Kan ornekleri alinan hasta grubunun yas ortalamasi 5,62+3,50 y1l idi. Grup 1
hastalarin yas ortalamas1 5,66+3,52 yil, Grup 2 hastalarin yas ortalamasi 5,55+3,48

y1l, kan 6rnekleri alinan kontrol grubunun yas ortalamasi ise 4,77+3,73 yil idi.

Anne dogum yaslarina baktigimizda kan ornekleri alinan ¢alisma grubunun
anne dogum yaslari ortalamasi 27,28+5,39 yil idi. Grup 1 hastalarin anne yas1
ortalamasi 27,44+5,64 yil, Grup 2 hastalarin anne yasi ortalamasi 27,03+£5,01 yil,
kontrol grubundaki anne yaslarinin ortalamasi ise 28,22+5,69 yil idi.

Tablo 19. Kan 6rnekleri alinan hastalarin ve annelerinin yas dagilimi

Grup 1l Grup 2

N % OrtdsSD (Min-max) n %  Ort£SD (min-max)

Hasta Yas1 (yil) 118 59  5,66+3,52 1-17 82 41  5,55+3,48 1-16

Anne Dogum Yagi (yil) 118 59 27,44+5,64 17-44 82 41 27,03+5,01 18-40
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Kan 6rnekleri alman 200 hipospadias hastasindan 101 tanesinde ek inguinal
bolge patolojileri mevcuttu. Grup 1’de 40 (%39,0) hastada ek inguinal bdlge
patolojileri goriiliirken, Grup 2’de ise 61 (%61,0) hastada inguinal bolge patolojileri
gorildii. Gruplara gore ek inguinal bolge patolojisi goriilme agisindan istatistiki

olarak anlamli bir farklilik goriildii (p<0,05).

Tablo 20. Kan 6rnegi bakilan hastalarda ek inguinal bolge patolojilerinin dagilimi

Grup 1 Grup 2 p

n % n %

Ek Inguinal Bolge

S 40 39,0 61 61,0 0,00001
Patolojileri

Grup 1’de 10 hastanin; 2 tanesinde 1. derece, 8 tanesinde 2. derece aile
oykiisiinde hipospadias mevcuttu. Grup 2’de ise 20 hastanin 7 tanesinde 1. derece, 13
tanesinde 2. derece aile dykiisii mevcuttu. Gruplar arasinda aile oykiisii agisindan

istatistiki olarak anlamli bir fark goriildi (p<0,05).

Tablo 21. Kan 6rnegi bakilan hastalarin Gruplara gore ailesinde baska hipospadiasli

birey dagilim1
Grup 1 Grup 2 p
n % n %
Ailede Bagka Hipospadiasl Birey 10 8,0 20 24,3 0,0064
1. Derece 2 15 7 8,5
2. Derece 8 6,5 13 15,8

Tablo 22. Hipospadias ve kontrol kan 6rneklerinde GLI2, SHH ve PTCH1’in tek

niikleotit polimorfizmlerinin dagilimi

';; - ) Hasta (n:200) Kontrol (n:200) % = 9: a
3 = = — g —
E E S :§< E o £g E* o
=€ £ = i 3o =3 20 2.3
2 S E = =3 = = =8 s Y =
RS = I =11 < =27 < o - T R~ e =
== S = e z = e Z S 5 S s
a © = QL S = S L S & o =~ = = =~ @
z = s £ o* £ o “ £ E < ©
A = E E g

rs735557 AG 0.70 104/74/22 0.70 104/75/21 1.01(0.74,1.37) 0.99 1.05(0.54,2.02) 0.985

rs12711538  AG 056 64/97/39 051 46/112/42 0.80(0.61,1.06) 0.156 0.67(0.37,1.19) 0.127
rs4848632 AG 039 40/78/82  0.36 26/92/82  0.86(0.64,1.14) 0.34  0.65(0.36,1.16) 0.127
rs104894049 AT

rs41313327 CT

Ki kare ve Fischer extact testleri uygulandi. GA: Giivenlik Araligi, AO: Acayiplik Orani.
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Hastalarda bakilan genotip ve allel sikliklar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda rs735557, rs12711538, rs4848632, rs104894049, rs41313327
polimorfizmlerine ait varyant genotip ve allel sikliklarinda anlamli bir degisiklik

bulunmadi (p>0.05)
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4. TARTISMA

Hipospadias etiyolojisinde SHH yolaginin rolii son yillarda aragtirma konusu
olmustur. Embriyogenez boyunca, SHH penis ve prostatdan koken alan iirogenital
siniisden ortaya ¢ikmaktadir (16). SHH ekspresyonu genital kabartinin biiyiimesi ve
farklilagsmasi igin gereklidir (17). SHH delesyonlu farelerde dis genital organlarda
gelisim kusuru gosterilmistir (18). SHH penisin postnatal gelisiminin tiim periyodu
boyunca eksprese olmaktadir. Pubertede artarak yetiskin penisde en yiiksek
seviyesine ulasir. Erigskinlerde devam eden fonksiyonlar1 desteklemektedir. SHH,
primer olarak korpus kavernozumdaki diiz kasda yer almaktadir. Ancak tunikanin,
sinirlerin ve {iretranin altindaki poliferatif bolgede de bulunmaktadir. Penisde
SHH’nmn inhibisyonu ile SHH’nin penisin siniizoid morfolojisinin meydana
gelmesinde esas rol oynadig1 gosterilmistir (19).

Bu calismada gen analizi kullanilarak, distal hipospadiasli (Grup 1) ve
proksimal hipospadiasli (Grup 2) hastalarda SHH gen ekspresyonu ve SHH
yolaginda gorevli genlerin ekspresyonu arastirilmistir. Hipospadiash hastalarin penil
dokularinda SHH gen ekspresyonunun kontrole gdre anlamli derecede azaldig:
goriildii. Grup 1ve Grup 2 karsilastirildiginda Grup 2’°deki SHH gen ekspresyonunun
Grup 1’e gore daha disiik oldugu goriildii. Bu bulgular SHH geninin ifadesinin
azalmasinin hipospadiasla iligkili oldugunu gostermesine ragmen, embriyonik donem
ve devam eden stire¢lerde ifadenin nasil etkilendigini gdstermemektedir.

GLI ailesinden, GLI1, GLI2, GLI3 HH sinyalinin g¢evirim cevabini igerir.
Mutant fare analizleri GLI1 ve GLI2’nin ilk olarak islev gosterdigini ama bazi
durumlarda GLI proteinlerinin Ortiisen rolleri rapor edilmistir. GLI2 ve GLI3
yoklugunda embriyonik hasar olusurken GLI1 normal gelisme i¢in gereklidir. GLI1
HH sinyalinin hedefi olmasina ragmen, HH yolunda pozitif feedback dongiisiinde de
yerini almaktadir. HH yolunun birgok biiylime siirecini kontrol ettigi kabul
edilmektedir. Bununla beraber, SHH ve GLI proteinlerinin seksiiel gelisimdeki pay1
tam olarak agiklanamamustir (178). Sekstiel gelisimde hormonal (androjen) kontrolii
tamimlanmis olmasma ragmen cinsiyet bezleriyle ilgili olmayan ve lokal olarak
tiretilen erkeklik faktorlerinin gorevi heniiz bilinmemektedir. SHH yolunun erkek dis
tireme organinin erkeklesme siirecinde gerekli oldugu kanitladi. HH sinyalinin

genetik yarilmasi hipospadias benzeri fenotipe yol agar. Bununla ilgili olarak,
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seksiiel farklilasma evresinde, SHH’nin gen inaktivasyonu erkek dis genital
organlarinin  disiye benzer yapiya biirinmesine neden olur. Bu durum
embriyogenezis sirasinda seksiiel dimorfik gelisim i¢in yeni tanimlanmis SHH-GLI
sinyallesme fonksiyonlarina sebep olur. Embriyogenezis esnasinda cinsel dimorfik
organogenez, gonad icinde iretilmis hormonlar sayesinde gerceklesir. Dis genital
organlar tek bir primordium ve genital kabartidan, androjen uyarisina bagli olarak
maskiilinize olusur. Ek olarak gonad dis1 hormonal uyarilar1 ve lokal olarak iiretilen
maskiilanizasyon faktorleri belirsizdir. Dis genital organlarin cinsel dimorfik
gelisiminin mekanizmasimi aydmlatmak i¢in bir grup mutasyonlu fare analizinde
farklt mutant alleller {izerinde calisilmis; bu taslakta 6zellikle HH uyarma yolagi
tizerinde odaklanilmistir. SHH {iretral plak epitelinden baslayip GLI2’ye dogru
sinyal iletiminde bulunmaktadir. Glioblastomali mutant embriyolarda, cinsel
dimorfik genlerin ekspresyon seviyeleri azalmistir, bu durum HH uyari yolaginin
androjen cevabii etkilemek suretiyle maskiilinizasyon siirecini kolaylagtirdigini
desteklemektedir. Ek olarak, cinsel farklilasma asamasinda SHH’m mutasyon
durumu, anormal erkek eksternal genitalyasinin gelisimine sebep olmaktadir. Son
caligmalar tanimlanmig HH uyar1 yolaginin sadece gelisimin baslangici i¢in degil
ayrica androjen uyarist ile eksternal genitalyanin cinsel dimorfik gelisiminin
koordinasyonu i¢inde kilit rol oynadigin1 gostermektedir (178).

Calismamizda GLI2’nin 6zellikle Grup 2’de kontrole gére anlamli olarak
azalmig olmasi bu genin Onemini artirmaktadir. GLI2 HH yolagi maskulinizasyon
stirecini kolaylastirmaktadir. Bu anlamda bu bireylerin ileriki siire¢lerde de daha
dikkatli takip edilmeleri maskulinizasyon agisindan da degerlendirilmeleri gerekli
olabilir.

Li ve ark. (179)’nin yaptigi bir ¢alismada GLI1 polimorfizminin kronik
lenfositer 16semi (KLL) ile iliskisi gosterilmistir. HH ligand yoklugunda, PTCH
tizerinden SMO aktivitesini inhibe ettigini ve GLI tarafindan transkripsiyonel
regresyona yol agan hiicre i¢i sinyal yolunun tetiklendigini gostermislerdir. Degisken
GLI1 proteini (glutaminden glutamik asit doniisiimii) KLL’de olumsuz prognostik
gosterge olarak bulunmustur. Ayrica GLI1 enflamatuvar bagirsak hastaligi i¢in bir

risk faktorii olarak gosterilmistir. Bizim yaptigimiz calismada hipospadiasl
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hastalarda kontrol grubuna goére, Grup 1 ve Grup 2’de GLI1 degerlerinde anlamli bir
degisiklige rastlanmamustur.

Chen ve ark. (180)’min SHH yolundaki varyasyonlarin mesane kanseri
tizerindeki etkilerine dair fare ilizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada riskle iliskili
olarak GLI3’lin; sag kalma {izerine ise GLI2’nin incelenmesi sonucunda yapilan
¢oklu karsilastirmalarda anlamsiz olduklart bulunmustur. Rolleri hala tartigmali
olsada SHH’nin kontrolsiiz harekete gegmesinin kanseri tetikledigi; PTCH1’in ise
tiimor supresor rolii oldugunu diistinmektedirler. GLI2 insan hastaliklarinda daha az
calisilmis olup farelerde yapilan bir¢ok calismada GLI2’nin asir1 sentezlenmesinin
veya mutasyonunun bazal hiicreli karsinom ve iskelet anomalileri ile iligkili
oldugunu ancak insanda tam Oneminin anlagilamadigini bildirmislerdir. GLI3 ise
yiiksek arsenik maruziyetinde SHH aktivitesinin yiliksek seviyelere ulagmasi ile
iligkili bulunmustur. Bizim hipospadiasl hastalarda yaptigimiz ¢alismada hem Grup
1 hem de Grup 2°’de GLI2 mRNA kat degisimlerinde kontrole gore anlamli bir diisiis
bulunmustur. Chen ve ark. yaptigi calismada GLI 2 de calisilan rs735557 ve
rs4848632 allellerinde mesane kanserinde anlamli bir degisiklige rastlanmamustir.
Bizim g¢alismamizda da GLI 2 de c¢alistigimiz rs735557 ve rs4848632 allellerinde
anlamli bir degisiklige rastlamadik.

Haddad-Tovolli ve ark. (181)’nin farelerde yapmis olduklar1 ¢alismada bazal
hipotalamusda GLI2A araciligiyla harekette SHH yolu gerektigini; SHH varliginda
GLI3R fonksiyonunun gereksiz oldugunu; GLI2’nin preoptik bolge i¢in gerekli ve
GLI2 ve GLI3’deki eksikligin alar hipotalamusu etkilemedigi bildirilmistir. Omurilik
ve hipotalamusda GLI2 ve SHH’ninda etkisiyle ana glial fonksiyonlar yerine
getirilir. Hipotalamusda GLI3R aktivitesi Paired box transcription factor 7
(PAXT7)’de baskilanmaya neden oldugu ve sonug¢ olarak GLI3A fonksiyonunun
memelilerde norojenik fazda poliferasyon igin gerekli oldugu gosterilmistir.
Calismamizda, Grup 2’de, SHH ve GLI2 arasinda anlamli bir iliski mevcutken,
GLI3’iin bunlardan bagimsiz olarak davrandigi goriilmiistiir.

Sonic hedgehog penil diiz kasin regiilasyonunda kritik rol oynamaktadir.
Erigkin rat penislerinde SHH ve PTCH1 baglanmasinin engellenmesiyle, apopitozun
12 kat arttigr gozlemlenmistir (182, 183). SHH inhibisyonu kaldirildiginda olusan

morfolojik degisimler geri doniisimlidiir (184). Ratlar {izerinde yapilan bir¢ok
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calismada SHH’nin apoptozisi Onledigi ve penil kaverndz sinir tamirinde etkili
oldugu bulunmustur (185, 186). Bu sonuglar, SHH’nin prostatektomi sonrasi
apopitozisi baskilamak i¢in onemli bir potansiyele sahip oldugu, bu yiizden klinik
uygulamalarda buna 6nem verilmesi gerektigi, periferik sinir rejenerasyon siirecini
hizlandirdigindan rejeneratif bir terapi olarak kullanilabilecegini diislindiirmelidir.
Hipospadias hastalarmin penis derisinin normal ¢ocuklardaki penis derisine gore
daha ince ve gelismemis oldugu goriilmektedir. Hipospadiasin giiniimiizde tek
tedavisi cerrahidir. Belki de bu c¢alismalar dogumdan hemen sonra rastlanan
hipospadiasli hastalarda operasyon diginda bir tedavinin varligin1 da doguracaktir.
Operasyona alinan hipospadias hastalarinda da doku biitiinligiinii saglamak igin
lokal SHH uygulamalarida arastirilmalidir.

Carmichael ve ark. (187)’nin Amerikan toplumu iizerinde yapmis olduklar
bir calismada, genital tiiberkiil ve erken iiretral gelisimde SHH ve GLI transkripyon
faktorlerinin hipoaspadiasta rol oynadigi bulunmustur. SHH, epitelyal mezenkimal
biitiinliiglinlin saglanmasinda ve genital tliberkiiliin gelisiminde rol oynamaktadir.
GLI transkripsiyon faktorleri, 3 genden kodlanmakta (GLI1-2-3) ve bunlar SHH
tarafindan diizenlenmektedir. GLI genleri ekstremite ve kraniofasiyal gelisimle de
alakali olup iiretral gelisimi saglayan doku oriintlisiinde de gorev almaktadir. Bu
calismanin sonucunda fenotipler, irk-etnisite arasinda tutarsiz olmasina karsin bazi
se¢ilmis genlerdeki varyantlarin hipospadiasla iligkili olduguna dair kanitlar
saglamigtir. Fakat Carmichael ve ark. (187)’nin yaptigi ¢alismada SHH, GLI1-2-3
genlerinin tekli niikleotid polimorfizmlerinin hipospadias riski ile iligkili oldugu
bulunmustur.

Glioma-Associated Oncogene Homolog 2 mutant farelerde iiretral
formasyonda defekt tespit edilmistir (188, 189). Bizim c¢aligmamizda hem Grup 1
hem de Grup 2’de GLI2 kontrole gore anlamli olarak azalmigtir ve bu g¢aligmalari
desteklemektedir.

Choudhry ve ark. (190)’na gore SHH lokal kisa mesafeli sinyal molekiilii
olmasmin yani sira noral tiipiin ventral olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir.
SHH sinyal proteinin PTCH’ya baglanmast SMO’nun aktivitesini diizenlemektedir.
PTCH’1in SMO’nun aktivitesini dolayli yoldan inhibe ettigine inanilmaktadir. PTCH

ve SHH baglanmasi sonucu SMO aktive olmakta ve stabilize edilmektedir. Aktive
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olan SMO G protein reseptorleri gibi membran proteinlerince kodlanan SHH sinyal
kaskadini baslatmaktadir. SMO’nun SHH sinyalindeki reseptorii kodladigina
inanilmaktadir. Bunun hiicre i¢i sinyalleri iireten bazi proteinkinaz tiirevlerinden GLI
proteinlerinin regiilasyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bizim hipospadiasl
hastalar iizerinde yapmis oldugumuz g¢alismada SHH, PTCH1 ve GLI proteinleri
arasindaki iligki ve 3’linlinde anlamli diistisleri kontrole gére Grup 2’de izlenmis
olmasina ragmen, Grup 1’de kontrole gore 3’iiniin birlikte diisiisiine rastlanmamustir.
Yaptigimiz calismada SMO’nun ise bunlardan bagimsiz olarak anlamli iliskisi
bulunmamastir.

Seifert ve ark. (191) hamile farelere intraperitoneal tamoksifen uygulamislar.
Tamoksifen, SHH sinyalini direkt inhibe etmektedir. Tamoksifen uygulamasindan
sonra erken donemde SHH sinyalinin inhibisyonu sonucu glans ve fallusun olusumu
engellenmis ve dis genital bolgede hipospadias olusumu goriilmiistiir. Erken
donemde fallus ve iiretral gelisim icin SHH aktivitesinin gerekli oldugunu ancak
kloakal septasyon i¢in SHH aktivitesinin gerekli olmadigini ortaya koymuslardir.
Bazi vakalarda SHH kaybu; tiretral agikligin anormal gelisimine neden olurken bazi
vakalarda dis genitalya iizerinde herhangi bir degisiklige sebep olmamisti. Bunun
sebebinin SHH yolaginin inaktive edildigi zamana baglh olarak degistigi diistiniildii.
SHH’nin ge¢ donemde aksamasi ventral genital ektodermal dejenerasyona bagli
hipospadias gelistigi yoniinde yorumlanmistir. SHH eksprese eden kloaka ve
tiretranin  endodermal hiicreleri SHH’ya karst cevapsiz olup, PTCH1 genital
mezenkim ve ektodermden eksprese edilmekte ve bu hiicre gruplar1 SHH’a direk
cevap vermekteydi. PTCHZ1’i kloakal ve iiretral endodermden tespit edememisler ve
bunun SHH mutasyonuna bagli olarak m1 yoksa SHH’nin kendi otoregiilasyonundan
veya ikincil yolak kaybindan m1 kaynaklandigini tespit edememislerdir. Ancak sonug
olarak, SHH anorektal ve genitalya gelisiminde komsu mezoderm ve ventral
ektodermi isaret eden parakrin bir sekilde islem gormektedir. SHH’ya tepki veren
hiicrelerin sirayla endodermal morfogenezini diizenleyen ikincil sinyal yolaginin
gerektigini ortaya koymaktadir. SHH inhibisyonundan sonra nedenini ortaya
koyamasalarda PTCH1’inde inhibe oldugunu gormiislerdir. Calismamizda SHH ve
PTCH1 ekspresyonunun kontrol grubuna gore Grup 2’de birlikte azaldig goriildii ve
bu ¢calismay1 destekler nitelikteydi.
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Shehata ve ark. (192)’nin yaptigi calismada ilk defa insan embriyolarina
bakilmistir. Gestasyonel yasi 12-29 haftalik olan 10 erkegin genital Srnekleri
kullanilmis olup, insan penil tiretra gelisiminin SHH ve sinyal bilesenlerini (PTCH,
GLI ve SMO), lokalizasyonlarin1 ve gelisimini arastirmislardir. SHH
ekspresyonunun iiretral epitelde yaklasik 14. hafta gebelik i¢inde en yiiksek oldugu
bulunmustur. Bu firetral tiibiilarizaSyonun tamamlandigi zaman ile korelasyon
gostermistir. Ilging olan SHH membran reseptdri PTCH1 ve bunun sinyal
transduseri SMO’nun yani sira hedef transkripsiyon faktoérii GLI1’in erken genital
gelisim sirasinda {iretral epitelde oldukca yiiksek oranda eksprese edilmesiydi. Bu
durum otokrin sinyalizasyonun ve zamansal bir sekilde parakrin sinyalizasyona
gecisin insan erkek genital gelisiminden sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.
SHH’nin diger organ sistemlerinin eksenel modellemesinde rol oynadigi
bilinmektedir, bu nedenle iiretranin eksenel modellemesinde de rol oynayabilecegi
makuldiir. Ayn1 zamanda dretral epitelyumun normal {retral olusum ve
tiibiilarizasyon igin bir sinyal merkezi olarak islev gordiiglinii 6ne siiren Periton’nun
calismasi da bu calismayr desteklemektedir (193). Uretral kapanma zamaninda
PTCH1, SMO ve GLI1 i¢in iiretral epiteldeki yogun sekilde boyanma ve buna bagl
olarak da yiiksek seviyelerdeki SHH ekspresyonu, insan erkek tiretra gelisiminde
SHH sinyal yolaginin rolii i¢in daha fazla destek saglamistir ve hipospadias geligimi
icin SHH yolaginin bozulmasi ile iliskilendirilebilir. Bizim ¢alismamizda embriyonik
dokular  ¢aligilmamasina ragmen c¢ocuk hipospadiyak derilerinde SHH
ekspresyonunun Grup 2’de kontrole gore diisiik bulunmasi bu ¢aligmanin devami
olarak 6nem kazanmaktadir.

Miyagawa ve ark. (194)’nin fareler {izerine yapmis olduklar1 ¢alismada GLI2
mutant erkeklerde daha siddetli genital kusur, agik iiretral oluk ve siinnet fiizyon
defektleri beklenirken) GLI2 mutant erkeklerde herhangi bir anormal dig genital
olusumu goézlemlenmemistir. Ancak GLI2 ve SHH’nin birlikte mutasyonu olan
farelerde anormal erkek dis genital olusumu gosterilmistir. GLI2 VE GLI3
fonksiyonlarmin lireme organinda inhibe edilmesinin anormal sonu¢ dogurmadigin
gosteren ilk calismadir. Normalde SHH aracili GLI2 transkripsiyonu ile androjen
tiretimi azalmakta ve testis gelisiminde birinci aktivator oldugu One siiriilmiis olan

GLI2’den yoksun mutant embriyolar bu calismada normal gelisim gostermistir.
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Bizim ¢alisgmamizda bakilan hipospadias genlerinden 6zellikle GLI2’de hem Grup 1
hem de Grup 2’de kontrol grubuna gore anlamli bir disiikliik tespit edildi.

Tad1 ve ark. (195)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada SHH sinyal yolu igin
terapotiklerin gelistirilmesi i¢in Oncelikle SMO ve GLI1 hedeflenmistir. Dogal ve
sentetik antagonistler hem SMO hem de GLI1 i¢in gelistirilmis olup bir¢cogu ¢esitli
derecelerde basari ile klinik arastirmalara tabi tutulmustur. GLI1 antagonistlerinin
toplami  SMO antagonistleri kadar genis degilse de SHH hedef genlerinin
aktivasyonu ile iliskili en az karakterize edilmis GLI transkripsiyon faktorii oldugu
icin bu ¢alismada terapotik hedef olarak segilmistir. GLI1 transkripsiyon faktorleri
SHH-SMO sinyal yolaginin terminal efektorleridir ve diger 6nemli molekiiler
yollarla SHH ve SMO’dan bagimsiz olarak da aktive edilebilmektedir. Bizim
calisgmamizda bakilan hipospadiasli hastalarda GLI1’in, SHH ve GLI2 ile beraber
diisiis gostermedigi saptanmistir. Eger bu yolakda hipospadias olusumunu dnleyecek
bir tedavi bulunmak isteniyorsa bu bilesenlerin her birinin ayr1 ayr1 degerlendirilmesi
gerektegi sonucuna ulastik.

Sonic Hedgehog tomurcuklanmanin baslangicindan 6nce kloakal endodermde
eksprese edilir ve SHH genital tiiberkiiliin gelisimi i¢in 6nem arz etmektedir. Suan
genital tliberkiiliin gelisiminin dogasina iliskin yeterli ¢alisma bulunmamaktadir.
Genital tiberkiilin endoderm, ektoderm ve mezoderm hiicrelerinden olustugu goz
Oniine almarak bu hiicrelerin dogrudan SHH’ya cevaplari aranmistir. SMO’nun
genital mezenkim ve ektodermden cikarilmasi diger taraftan SMO’nun iretral
epitelden ¢ikarilmasinin dis genital morfoloji lizerinde yaptiklari incelemede higbir
etkisinin olmadigimi gostermis bircok ¢alisma bulunmaktadir (195). Bizim
caligmamizda hipospadiasli hastalarda onceki ¢aligmalarla uyumlu olarak SMO’nun
anlamli bir degisikligine rastlanmamustir.

Rafijul ve ark. (196) SUFU supresyonuna iligkin bir ¢alisma yapmuslardir.
SUFU, HH yolaginin bilinen bir represoriidiir. Embriyonik gelisim sirasinda klasik
bir morfojen gibi davranmaktadir. SUFU, SHH sinyallenmesinin hiicre i¢i ¢ekirdek
negatif diizenleyicisidir, protein yapimi, stabilizayon ve subselliiler dagilim1 kontrol
etmek i¢in dogrudan GLI ile etkilesime girmektedir (182-186). Ancak bizim
hipospadiash hastalarda yapmis oldugumuz ¢alismamizda gosterilen SUFU geni ile

GLI ekspresyonu arasinda bir baglant1 kurulamamustir.
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Lesiak ve ark. nin (197) SHH yolagi gen polimorfizmleri ile bazal hiicreli
karsinom gelisimini arastirmak i¢in yaptiklari bir ¢alismada GLI2’de 12711538,
SHH’da 104894049, PTCH1’de rs41313327 gen polimorfizmlerinde anlamli bir
degisiklige rastlanmistir. Bizim yaptigimiz c¢alismada ayni gen polimorfizmlerinde
hipospadias ile iligkili anlaml1 bir degisiklige rastlamadik.

Khuri ve ark. (115) yaptiklar1 1070 vakalik aragtirmalarinda, inmemis testisin
% 9,3, inguinal herninin ise % 9,1 oraninda hipospadias birlikteligini ortaya
koymuslardir. Itesako ve ark. (118)’na gore eksternal iiretral mea ne kadar proksimal
yerlesimli ise hipospadiasla birlikte inmemis testis ve inguinal herni goriilme
birlikteligi de o kadar yiikselir. Proksimal hipospadias vakalarinda hem dogumsal
inmemis testis hem de edinsel inmemis testis siklig1 artmistir. Bizim calismamizda
doku ornekleri alinan 48 hipospadias hastasindan 28 tanesinde ek inguinal bolge
patolojileri mevcuttu. Grup 1’de 17 (%61,0) hastada ek inguinal bolge patolojileri
goriiliirken, Grup 2°de ise 11 (%39,0) hastada inguinal bolge patolojileri goriildii.
Gruplara gore ek inguinal bolge patolojisi goriilme agisindan istatistiki olarak
anlamli bir farklilik goériilmedi (p>0,05). Kan ornekleri alinan 200 hipospadias
hastasindan 101 tanesinde ek inguinal bolge patolojileri mevcuttu. Grup 1’de 40
(%39,0) hastada ek inguinal bolge patolojileri goriiliirken, Grup 2’de ise 61 (%61,0)
hastada inguinal bolge patolojileri goriildii. Gruplara gore ek inguinal bdlge patolojisi
goriilme agisindan istatistiki olarak anlamli bir farklilik goriildii (p<0,05). Itesako ve
ark.’n1 destekler yonde bulgularimiz oldu.

Hamile kadinlarin vejeteryan diyet yapmasi ve ayni zamanda ek demir
almalar1 hipospadiasin tanimlanmis bir sebebidir. Vejeteryan olmayan kadinlarda da
demir takviyesi hipospadias olusumu icin risk faktoridir (36, 42, 44, 54).
Calismamizda 48 hipospadiak dokusu calisilan hasta annesinden sadece 1’1 tiroid
ilac1 kullandigini, 5 hasta anneside demir ilac1 kullandigini soyledi.

Maternal progestin alim1 hipospadias arasinda iliski oldugu gosterilmistir (29,
55). Disiik riski ve diger komplikasyonlar i¢in progesteron alan kadinlarin erkek
cocuklarinda hipospadias goriilme riski 2 kat artmistir (39). Bazi calismalarda,
sentetik Ostrojen bilesiklerine maruz kalan gebe disi farelerin hipospadiasl ¢ocuklar
dogurdugu gosterilmistir (56, 57). Valproik asit gibi antiepileptik ilaglara hamilelikte

maruz kalmanin hipospadias olusum riskini artirdigr iddia edilmistir. Valproik asit
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uzun donemde antiandrojenik etki gosterir (39, 47). Bizim caligmamizda; 48
hipospadiak dokusu c¢alisilan hasta annesinden gebelik Oncesi ve gebelikte Ostrojen,
progestoron ve epileptik ilag¢ kullanim 6ykiisii yoktu.

Anne yasmin artmasi, annenin menars yasinin ge¢ olmasi, annenin obez
olmasi ve ilk dogum yapan anne bebeklerinde hipospadias goriilme riski artmistir
(36, 37, 40).

Doku ornekleri alinan hasta grubunun yas ortalamasi 5,58+3,26 yil idi. Grup
1 hastalarin yas ortalamasi1 4,9343,17 yil, Grup 2 hastalarin yas ortalamasi 6,23+3,35
yil, doku Ornekleri alinan kontrol grubunun yas ortalamasi ise 5,35+3,12 yil idi.
Hasta yaslar1 bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi. Kan 6rnekleri
alinan hasta grubunun yas ortalamasi 5,62+3,50 yil idi. Grup 1 hastalarin yas
ortalamast 5,66+3,52 yil, Grup 2 hastalarin yas ortalamasi 5,55+3,48 yil, kan
ornekleri alinan kontrol grubunun yas ortalamasi ise 4,77+3,73 yil idi. Hasta yaslar
bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi.

Doku 6rnekleri alinan ¢alisma grubunun anne dogum yaslari ortalamasi Grup
1’de ortalama 28,14+5,43 yil, Grup 2’de ortalama 27,70+5,48 idi. Kontrol grubunda
anne dogum yas1 27,25+5,42 idi. Grup 1 ve Grup 2’de anne yaslar1 agisindan anlaml
bir farklilik gormedik. Grup 1’de 28 hastadan 12 tanesi 1. dogum, 10 tanesi 2.
dogum 6 tanesi 3. dogum 1di. Grup 2’de 20 hastadan 6 tanesi 1. dogum, 5 tanesi 2.
dogum, 8 tanesi 3. dogum, 1 tanesi de 5. dogum idi. Kan 6rnekleri alinan ¢alisma
grubunun anne dogum yaslar1 ortalamasi1 27,2845,39 yil idi. Grup 1 hastalarin anne
yast ortalamas1 27,4445,64 yil, Grup 2 hastalarin anne yasi ortalamasi 27,03+5,01
yil, kan oOrnekleri alinan kontrol grubundaki anne yaslarinin ortalamasi ise
28,2245,69 yil idi. Grup 1 ve Grup 2’de anne yaslari1 agisindan anlamli bir farklilik
gormedik.

Hipospadiasin etyolojisinde ailesel genetik yatkinlik da miimkiindiir (23). Bin
lic yiiz on dort vakalik bir dizi hastayr inceleyen Leung ve ark. (70) vakalarin %
5,4lnde ailelerinde en az bir tane hipospadiasli birey oldugunu bildirmistir.
Yaptigimiz calismada doku calisilan Grup 1’deki 28 hastadan 2’sinde 1. derece aile
yakininda 3’tinde 2. derece aile yakininda hipospadias mevcuttu. Grup 2’deki 20
hastadan 1’inde 1.derece aile yakininda, 3 hastada 2. derece aile yakininda

hipospadias mevcuttu. Grup 1’de ailesel genetik yatkinlik %10,7 iken Grup 2’de
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%15 idi. Gruplar arasinda aile Sykiisii agisindan istatistiki olarak anlamli bir fark
goriilmedi (p>0,05). Kan 6rnekleri alinan ¢alisma grubunda Grup 1°de 10 hastanin; 2
tanesinde 1. derece, 8 tanesinde 2. derece aile Oykiisiinde hipospadias mevcuttu.
Grup 2’de ise 20 hastanin 7 tanesinde 1. derece, 13 tanesinde 2. derece aile Oykiisli
mevcuttu. Gruplar arasinda aile Oykiisii agisindan istatistiki olarak anlamli bir fark
goruldi (p<0,05).

Sonug olarak;

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Cerrahisisi Klinigi’nde
yapilan c¢alisma, Tiirkiye’nin Dogu Anadolu Bolgesi’nde hipospadiasda SHH
yolagindaki genlerin rolii bulundugu bilgisini desteklemektedir. Bu ¢aligmada normal
prepisyuma kiyasla hipospadiasli hastalarin penil derilerinde SHH proteininin
ekspresyonunda azalma oldugu goriilmistiir. Bu sonuglar ile birlikte SHH geninin
hipospadias gelisiminde 6nemli ve kritik bir rolii olabilecegi soylenebilir. Farkli
caligmalar degerlendirildiginde biitin bulgular; SHH yolaginda gorevli genlerin
hipospadias etyolojisinde rol alabilecegine isaret etmekte ve bu bilesiklerdeki
azalmalarin hipospadias anomalisindeki artislarla korele oldugunu gostermektedir.
Bu hastaliktan etkilenen hastalarda endokrin ¢evre bozuculara maruziyet sorgulamasi
dahil olmak {iizere ¢ok siki degerlendirmeyle izole edilen hipospadiaslilarda SHH
yolaginin daha fazla arastirilmasi, SHH ile hipospadias arasindaki nedensel iliskiyi
ortaya ¢ikarmaya yardimci olacaktir. Fetal genital tiiberkiillde SHH’min in-vitro
ekspresyonu, in-vivo regiilasyonu ve doku dagilimini arastiran baska calismalar,
SHH’1n hipospadias gelisimine nasil katkida bulundugunu aydinlatmada yararl

olacaktir.
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6. EKLER
Ek 1: Bilgilendirilmis Onam Formu
GENETIK ARASTIRMALAR ICIN AYDINLATILMIS ONAM

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali ‘Hipospadias
genetiginde SHH (sonic hedgehog) yolaginin arastirilmasi’ isimli bir g¢alisma
yapmaktadir. Eger kabul ederseniz sizi de aragtirmaya katmak istiyoruz.

Calismada hipospadiasli hastalardan deri (cerrahi sirasinda aliman ve ¢ope
atilacak olan) ve kan (damaryolu acgilmasi sirasinda alinan 1 cc kan), kontrol
grubunda alinan doku (cerrahi sirasinda alinan ve ¢ope atilacak olan siinnet derisi) ve
kan (damaryolu agilmasi sirasinda alinan 1 cc kan) Orneklerinde SHH yolag:
arastirilacaktir. Bunun icin bu Orneklerden genetik olarak molekiiler genetik
mekanizmalarin aydinlatilmas: icin SHH olarak bilinen sinyal iletim yolaginda
gorevli genler Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile arastirilacaktir.

Bu arastirmanin sonuclar1 yalmizca bilimsel amaclarla kullamlacak ve
kimliginiz her zaman gizli tutulacaktir. Toplanan kanlar 6ncelikle yurt i¢i, ¢cok
gerekli oldugu zaman yurt disinda bir laboratuvarda tetkik edilecektir.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni Hipospadias genetigi hakkinda aragtirmalar
yapmaktir.

Calismanin  devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek sorun ve riskler
katilimcimin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir.

Arastirmaya katilmak isterseniz Dr. Senay CANPOLAT tarafindan muayene
edilecek gerekli oldugunda fotografiniz c¢ekilecek ve aile agaci bilgileriniz
¢ikarilacaktir.

Bu calismaya katilmanmz icin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.
Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Genetik ve biyokimya analizleri i¢in kolunuzdan 1 tiip (toplam 1ml) kan
alinacaktir. Bazen ikinci bir tiip kan daha almak gerekli olabilir. Ayrica bazi
durumlarda yanak i¢inden siirlintii ya da tiikiiriik 6rneginden de yararlanabiliriz.
Toplanan kanda yeterli genetik materyal elde edilemedigi durumda ya da farkli bir

metotla caligma gerekliliginde, toplanan kandan hiicre ¢ogaltmasi1 yoluna gidilebilir.
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Bu islem hiicre kiiltiirii olarak adlandirilir ve bu yolla hiicreleriniz 6liimsiiz olarak
cogaltilabilir.

Kan aliirken igne batmasi nedeniyle hafif bir ac1 duyabilirsiniz. Cok diisiik
bir ihtimal olsa da kan alirken kanamanin uzamasi ya da enfeksiyon gelismesi
riskleri olabilir. Yanak i¢inden siirlintii alinmasi halinde diisiik bir ihtimalle de olsa
stirlintli yerinde enfeksiyon goriilebilir.

Sizden alinacak doku ve kan 0rnegi cerrahi sirasinda alinan ve ¢ope atilacak
olan deri ve damaryolu agilmasi esnasinda alinan 1 cc kandan temin edilecektir.
Calismaya katilmaniz durumunda sizden ek bir 6rnek talebinde bulunulmayacakir.
Kisiye ait genetik bilgiler maddi ve sosyal agidan istismar edilebilecek bilgilerdir. O
nedenle aragtirma sonuglarinin yalnizca bilimsel amaglarla ve kimliginizin gizli
tutarak kullanilacagini tekrar vurgulamak istiyoruz. Arastirma sonucunda kendinizde
bu hastalik goriilmese bile hastaliga yol acabilecek genleri tasidiginiz ve ¢ocugunuza
kalitmis oldugunuz ortaya ¢ikabilir. Bu bilgileri herhangi bir ticret talep etmeden size
bildirebiliriz. Bilgi edinmek istemiyorsaniz liitfen yazili formun altinda belirtiniz.

Bu risklere ek olarak Orneginizde tiim genom bilgilerinizin elde edilecegi
genis Olgekli bir analiz yapilmasi da gerekli olabilir. Bu analiz sonucunda ¢ocugunuz
ailenizdeki bu hastalik disinda baska hastaliklar i¢in tasiyici oldugunuz ya da ileride
bu tarz hastaliklart gelistirebileceginiz bilgisi edinilebilir. Buna ek olarak bazi
hastaliklara yatkinlik yaratan genom degisikliklerini de tasidiginiz saptanabilir. Bu
bilgilerin biiyiik bir kismi heniiz klinik 6nemi ispatlanmamis arastirma diizeyinde
olan bilgilerdir. Bu nedenle calismamizda klinik 6nemi oldugu kesinlik kazanmis
olan bilgileri herhangi bir iicret talep etmeksizin size iletebiliriz. Diger bilgiler kimlik
bilgileriniz ile iligskilendirilmeden veri bankalarina eklenerek arastiricilarin
kullanimina agilabilir.

Tarafimizdan alinan Orne8in saklanmast ve ileride yapilacak diger
caligmalarda kullanimi ancak sizin izninize tabidir. Bu Ornekler uzun yillar
saklanabilir ve bagka genetik arastirmalarda oOrnegin kontrol Ornegi olarak
kullanilabilir. Liitfen yazili formun altindaki seceneklerden size uygun olan bir
tanesini isaretleyerek bu konudaki goriisiiniizii belirtiniz.

Sizinle 1ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak c¢aligmanin kalitesini

denetleyen gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde
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incelenebilecektir. Sizinle ilgili tibbi bilgiler kimlik belirtilmeden tip 6grencilerinin
egitiminde veya bilimsel nitelikte yayinlarda kullanilabilir. Bu amaglar disinda
kayitlar kullanilmayacak ve bagkalarina verilmeyecektir.

Arastirmaya katilmak zorunda olmadiginiz gibi arastirmaya katilmay1 kabul
ettiginizde istediginiz anda ayrilma hakkina da sahipsiniz. Ancak bu kararinizi bize
onceden bildirirseniz arastirmanin bozulmasmma meydan vermemis olursunuz.
Katilmak istemediginizde su anda siirdiirilen tedavi islemleri bundan
etkilenmeyecektir.

Katilimeinin Beyani

Dr. Senay Canpolat tarafindan hipospadias genetiginde SHH yolaginin
arastirilmasi ile ilgili genetik arastirma hakkinda bana bilgi verildi. Arastirmanin
amaci, uygulama bicimi ile riskleri ve tibbi bilgilerimle ilgili gizliligin saglanacagi
konusunda yeterli agiklama yapildi. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda
kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen
ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel
amaglarla kullanimi1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda
bana yeterli giiven verildi.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Aragtirma ile ilgili sorularim i¢in Dr. Senay Canpolat’in 0532 607 31 36
numarasi ile temas edebilece§im bana bildirildi. Istedigim zaman arastirmadan
cekilebilecegimi biliyorum. Arastirmaya katilimimin tamamen gonillii oldugu,
katilmam ya da katilip daha sonra arastirmadan c¢ekildigim durumda tedavi ve
tetkiklerimin bundan etkilenmeyecegi belirtildi. Bu arastirmaya katilmak zorunda
degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayic1 bir
davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayir reddedersem, bu durumun tibbi
bakimimma ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde

“katilimer” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik

81



bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Imzali bu form kagidmin

bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimc1  Adi—Soyadi Dogum Tarihi Adres/Tel

Imza

Veli/Vasi  Adi—Soyadi Dogum Tarihi Adres/Tel

Imza

Tanik Adi—-Soyad1 Dogum Tarihi Adres/Tel
Imza
Hekim:
Adi1 Soyada:
Adresi:
[mza:
Goriisme tarihi ve saati:
Bu ¢alismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri,

Ogrenmek istiyorum ()

Ogrenmek istemiyorum ()
] Tarafimdan alinan kodlanmls* Ornegin yalnizca 6nerilen ¢alisma i¢in kullanimini
onayliyorum; ileride yapilmasi olas1 diger ¢aligmalar i¢in onay vermiyorum.
] Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin aragtirma konusuyla ilgili diger ¢alismalarda
kullantmin1 onayliyorum ancak farkli ¢aligmalar i¢in tekrar bilgilendirilmek ve yeni
onay vermek istiyorum.
'] Tarafimdan alman kodlanmis ©6rnegin gelecekte her tiirlii genetik caligmada
(kimligim ile baglantisiz olarak) kullanilmasin1 onayliyorum.

Kodlanmig o6rnek: Sizden alinan o6rnege bir kod numarasi verilir. Kod

numarasini yalnizca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastiric

ulasabilir. Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.
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Ek 2: Hastalarin Demografik Verileri Anket Formu

Hipospadiasli hastaya anne hamile iken annenin ilag kullanim 6ykiisii: ............coeeeee.

Ailede bagka hipospadiasli bireyin olup olmadigi: .........cecvvviiiiiiiiiiiie e
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