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SIMGE VE KISALTMALAR

ACTB : Actin beta (aktin beta)

AR : Androgen receptor (androjen reseptorii)

BMP  : Bone morphogenetic protein (kemik morfogenetik protein)
CD34 : Cluster of differentiation 34 (farklilagsma kiimesi 34)
c¢DNA : Complementary DNA (tamamlayici DNA)

ESR : Estrogen receptor (Ostrojen reseptorii)

FGF : Fibroblast growth factor (fibroblast biiyiime faktorii)
FGFR : Fibroblast growth factor receptor (fibroblast biiylime faktorii reseptorii)
HOX  : Homeobox

HH : Hedgehog

PCR  : Polimerase chain reaction (polimeraz zincir reaksiyonu)

PGP 9.5 : Protein gene product 9.5 (protein gen {iriinii 9.5)

SRY : Sex determining region of Y chromosome (Y kromozomunun cinsiyet
belirleyici bolgesi)
TGF  : Transforming growth factor (doniistiiriicii biiylime faktorii)

TIPU : Tubularized incised urethroplasty (Tiibiilarize insize liretroplasti)
WT1  : Wilms tumor supressor gen 1 (Wilms tiimor baskilayici gen 1)

ZEB1 : Zinc finger box 1



GIRIS VE AMAC

Hipospadias, yaklasik 200 canli dogumda bir goriilen, sadece erkek ¢ocuklari etkileyen,
hormonal ve genetik faktorlerin etkilesimiyle meydana geldigi diisiiniilen dogumsal bir dig
genital organ anomalisidir (1). Bu penil anomalinin ii¢ komponenti tanimlanmistir (2):

1.Eksternal tiretral agikligin olmasi gerekenden asagida yerlesimi
2.Degisik derecelerde penil kordi veya egrilik
3.Prepisyumun ventral ylizde acik olmasi

Intrauterin dénemde her iki cinsiyette dis genital organlarin énciisii olarak olusan
genital tliberkiil adi verilen yapi, erkekte bulunan Y kromozomu varlifinda cinsiyet
belirleyici genlerin ve sinyal molekiillerinin etkisiyle orta hatta birlesip bir tiip halinde
kapanarak iiretrayi, diger dokular ve prepisyumun da bu yapilar1 ¢evrelemesiyle birlikte
penisi meydana getirir. Bu gelisim siirecinde bir aksama olmasi hipospadiasla
sonuglanmaktadir. Bu siirecte rol oynayan ve genel olarak biiyiime faktorleri olarak bilinen
bir grup protein yapisindaki molekiillerin iiretiminde veya islevindeki bozukluklarin, ya da
bu gelisim siirecinde gorevli bazi genlerdeki mutasyonlarin iiretra ve prepisyum gelisimine
aksakliklara neden oldugu diisliniilmektedir (2). Genital tiiberkiil gelisiminde fibroblast
growth faktorlerin (FGF), ozellikle de FGF10’un, FGF reseptor 2 araciligiyla epitel ve
mezenkim arasinda etkilesimi saglayarak orta hattin kapanmasina etki ettigi, FGFR2 gen

mutasyonu olan farelerde hipospadias goriildiigii ortaya konulmustur (3).



Cesitli bone morphogenetic protein (BMP) sinyal molekiillerinin de genital tiiberkiil
olusumunda epitel — mezenkim etkilesiminde rol aldigi ve farelerde firetral epitelden
salgilanan BMP7°’nin homeobox 13 (HOXA13) geni iizerinden diizenlendigi ifade
edilmektedir (4). Gelismekte olan embriyonun pozisyonuna dair bilgiler tasidigi bilinen
HOX genlerindeki bozukluklarin iiretral acikligin yanlis pozisyonuyla iliskili oldugu
diistiniilmektedir (5). Ayrica HOXA13 geni, izole hipospadiasl hastalarda prepisyumda ve
iiretrada ekspresyonu artmis olarak bulunmustur ve hastaligin sebebi olarak suglanan
genlerden biridir (6).

Uretral tiip gelisimde Transforming growth factor (TGF) sinyal yolagmin da etkili
oldugu ileri siiriilmektedir. Memelilerde yarik damak gelisiminde etkisi oldugu bilinen bu
molekiiliin bir diger orta hat kapanma bozuklugu olan hipospadiasta da etkili olabilecegi 6ne
stiriilmiistiir (7):

Dis genital yapinin gelisimi hormon bagimsiz ve hormon bagimli olmak iizere iki fazda
gerceklesmektedir. Hormon bagimli fazinda olusacak aksakliklarin da hipospadiasla
sonuglanabildigi bilinmektedir. Literatiirde normal popiilasyona gore hipospadiash
cocuklarda androjen reseptor (AR) genini artmis olarak saptandigi bildirilmistir (8). Benzer
olarak gebelikte Ostrojen maruziyetinin erkek dis genital yapisinda anomalilerle
sonuclandig ortaya konmus, ayrica Ostrojen reseptor 1 geninin (ESR1) hipospadiasla iligkili
oldugu yayinlanmistir (3).

Hipospadiasta prepisyum gelisim kusuru da bulundugundan prepisyumdaki yapisal
farkliliklar ortaya konulmaya c¢alisilmistir. Siinnet i¢in bagvuran hastalardan yapilan
prepisyum biyopsileriyle yasa gore siinnet derisinin fibroblast ve damarsal yapisinin
farklilagtigini gostermistir (9). Baska bir ¢alismada da prepisyumdaki néral yogunluk
karsilastirilmis ve farklilik olabilecegi gosterilmistir (10).

Yukarida bahsedilen literatiir bilgileri 15181nda, ¢aligmamiz hipospadias gelisimine
neden olabilecek genetik, hormonal ve yapisal sebeplerin ortaya konulabilmesi ve ileride
muhtemel bir tedavi degisikligine yol acabilmesi bakimindan yararli olabilecegi
diisiincesiyle tasarlanmistir.

Hipospadiasin giiniimiizde tek tedavisi ameliyat olup ilerleyen zamanlarda medikal
tedavi ile giderilebilmesi ve hatta olusumunun engellenebilmesi igin literatiire katki

saglanmasi amaglanmaktadir.



GENEL BiLGIiLER

PENIS EMBRIYOLOJISi
Eksternal genital organlarin gelisimi, erken hormon bagimsiz faz (5-8 hafta) ve ge¢

hormon bagimli cinsiyet farklilagsma fazi (8-20) hafta olarak ikiye ayrilir (11). Erken hormon
bagimsiz fazda disi ve erkek genital organlari birbirinden farksizdir. 5. embriyolojik haftada
kloakal katlantilar mezenkimal hiicrelerin perineye gogliyle genital tiiberkiil adi verilen orta
hattaki yiikseltiyi olusturur (2). Eksternal genitalyanin Onciisli olarak kabul edilen genital
tiiberkiil, her iki cinsiyette morfolojik olarak aynidir, lirogenital siniisten meydana gelen
lateral plate mezodermi, ylizey ektodermi ve endodermal iiretral epitelden meydana
gelmektedir (11). 6. haftada gonadlar ve seks kordlar1 olusur, perinede iirogenital ve
labioskrotal katlantilar olusmaya bagslar, 7. hafta Mullerian ve Wolf kanallart meydana gelir
(2).

Geg¢ hormon bagimli cinsiyet farklilasma fazinda ise fetal testiste leydig hiicrelerinden
salgilanan testosteron nedeniyle eksternal genital organlar erkek morfolojisinde goriinmeye
baslar. Bunun i¢in sex determining region of Y chromosome (SRY) geni sinyal yolagini
baslatir (12). Genital tiiberkiil fallusu olusturacak sekilde uzar ve sonugta bu fallus penise
dontisilir. Epitelyal tiretral plate, genital tliberkiiliin ucuna dogru uzar, genital tiiberkiiliin
ventral yiiziinde iiretral katlantilarla smirlanan bir oluk olusturur (2). Uretral katlantilarin

kenarlar1 posteriordan anteriora dogru birleserek liretrayr meydana getirir. (Sekil 1) Bu



nedenle hipospadias gelisiminde rol oynayan c¢esitli faktorlerin ge¢ hormon bagimli cinsiyet

farklilagma faz1 bitmeden meydana geldigi diisiiniilmektedir (11).
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Sekil 1. Eksternal genital organlarin embriyoloji gelisim siireci (2)

PENIS ANATOMISI
Penis iki corpus cavernosum ve bir corpus spongiosum’dan meydana gelmistir ve corpus

spongiosum spongioz iiretray1 igermektedir. Corpus spongiosum’un distal ucu da glansi
olusturmaktadir. Penisin anatomik pozisyonu erektil oldugundan corpus cavernosumlar

dorsal, corpus spongiosum ventral yerlesimli olarak adlandirilir.



Penisin kok kismi iki ligamanla desteklenmektedir; fundiform ve asici ligamanlar. Asict
ligaman penis kokiinli symphysis pubise asarken, fundiform ligaman superiorda linea albaya
yapismakta olup ikiye ayrilarak penisin iki yanina gider ve inferiorda tekrar birlesir. Penisin
govde kismi tamamen deri ile Ortiiliidiir. Derinin dital kismi prepisyum ve frenulumu
olusturmaktadir. Yiizeyden derine dogru penisi cevreleyen yapilar; deri, yiizeysel fasya

(Colles), derin fasya (Buck), tunika albuginea’dir (13,14). (Sekil 2 ve 3)

Penile skin
Superficial fascia of penis
Suspensory ligament of penis

Corpus cavernosum

Deep fascia of penis (Buck’s fascia)

Fundiform ligament of penis Tunica albuginea of corpus cavernosum

Corpus spongiosum

Midline raphe Glans of penis

Bulbospongiosus

Ischiocavernosus

Obturator internus

External urethral
orifice

Prepuce of penis

Frenulum
of prepuce

Perineal membrane

Superficial
transverse
perineal muscle

Perineal body

Sekil 3. Penis anatomisi, damar ve sinir yapilari kesitsel goriiniim (14)



Dorsal yiizde Buck fasyasiyla tunika albuginea arasinda iki yanda dorsal arterler ve
sinirler, bunlarin arasinda derin dorsal ven ve lenfatikler seyreder. Ayni planda ventral yiizde
corpus cavernosum ve corpus spongiosum arasinda vena profunda penis yer alir (Sekil 3).
Penisin arteriyel kanlanmasini eksternal pudendal arter saglarken, vendz doniis de eksternal
pudendal ven yoluyla femoral vene gergeklesir.

On ve arka yiizde penisi ¢epegevre saran zengin bir kollateral ag mevcuttur (15).

Hipospadik peniste anatomik bozukluk tiiretra eksikligiyle sinirli olmayip, ventral yilizde
corpus spongiosum Ozellikle tliretranin distal kesimlerinde rudimenterdir. Deri, dartos ve
Buck fasyalar1 da ince, atrofik ve fibrotiktir. On yiizde prepisyum yoktur, dorsal yiizde

kapiison goriiniimii olusturacak sekilde y1gili goriinlimdedir (15).

TANIM VE TARIHCE

Hipospadias, Yunanca’da “altinda” anlamina gelen “hypo” ve “yarik” anlamina gelen
“spadon” sozciiklerinin birlesiminden meydana gelmektedir (16). Embriyogenezis sirasinda
iiretral, prepusyal ve ventral penil yapilarin tam kapanamamasi sonucu iiretral acikligin
penisin ventral yiiziinde, olmas: gerekenden daha proksimal yerlesimli acgilmasi olarak
tanimlanir (17-20). Bu durum iiretral acikligin penil saft, penoskrotal bolge, hatta perinede
bulunmasina yol acabilmektedir (18).

Tarihte ilk defa Galen tarafindan tanimlanmis ve iretral aciklik seviyesine kadar
amplitasyon ve glansin seklini koruyacak konik bir insizyon Onerilmistir (21,22).
Giinlimiizde halen hipospadias tedavisi cerrahi olmakla birlikte, tedaviye yonelik ilk cerrahi
girisimin Iskenderiye’de M.S. I.-11. yiizy1lda yasamis olan Heliodoros ve Antyllus tarafindan
yapildigi bilinmektedir (21). Kordi de ilk olarak Galen tarafindan tanimlanmis ancak
1842°de Mettauer’in ventraldeki cilt kisalig1 yiiziinden meydana geldigine dikkat ¢gekmesine
kadar yaklagik 1500 yil unutulmustur (21).

15. ylizyilda Serafettin Sabuncuoglu meatal darlikta “mibza” adin1 verdigi bir bigagi
kullanmis ve liretraya metal bir sonda yerlestirmistir, ayrica el yazmalarinda hipospadiasin
simiflandirilmasindan ayrintili olarak bahsedilmektedir (23). Prepisyum kullanilarak
iiretroplasti teknigi Thiersch tarafindan 1869’da ve Duplay tarafindan 1874 te tanimlanmig
ve modern hipospadias cerrahisinin temelleri atilmistir (21). Onarimda pedikiillii prepisyal
tiiplerin kullanilmas1 Van Hook tarafindan 1896, Rochet tarafindan 1899°da tanimlanmistir
(21,22). Cerrahi onarimda giiniimiizde artik nadiren kullanilan skrotal dokular da Bouisson

tarafindan 1860’dan kullanilmistir (21).



20. yiizyilda, giintimiizde kullanilan hipospadias cerrahi onarim teknikleri biiyiik dl¢tide
sekillenmigtir. Mathieu 1932 yilinda meatal tabanli flep ile tek seansta hipospadias onarimini
ortaya koymustur (24). Duckett’in (25) glaniiler ve subkoronal vakalar i¢in metal ilerletme
ve glaniiloplasti (MAGPI) teknigini 1981°de ve Snograss’in (26) tiibiilarize insize
iiretroplasti (TIPU) teknigini 1994’te yaymlamasiyla hipospadias cerrahisinde Onemli
ol¢iide yol alinmis ve agir vakalar da basariyla tedavi edilmeye baglanmistir.

Hipospadias cerrahisinde tanimlanmig 250°den fazla teknik vardir ve “cerrahide daha once

tanimlanmamis yeni bir sey yoktur” deyisi hipospadias i¢in sdylenmis gibidir (15,21).

EPIDEMIYOLOJI
Hipospadias, erkek cocuklarda inmemis testisten sonra en sik goriilen ikinci konjenital

anomali ve penisin en sik goriilen konjenital anomalisidir (27). 200 - 300 erkek ¢ocuktan
birinde goriilmektedir (2,15,18,28). Olgularin yaklasik %10’unda ailesel olgular bulunmakta
olup, erkek kardesinde hipospadias bulunan bir erkek olguda hipospadias goriilme riski %9-
17°dir (29,30). Distal tip olarak bilinen glaniiler ve subkoronal tipteki hipospadiaslarin
goriilme siklig1 proksimal tiplerden daha yiiksektir. Distal tipler 1/80-125 oraninda
goriiliirken penil tipler 1/1250, penoskrotal ve perineal tipler 1/3300 oraninda goriilmektedir
(17,30-34). Goriilme sikliginin arttigini bildiren yayinlar olsa da (18,31), bunun hastaligin
bilinirliginin artmasi1 ve siirveyans sistemlerindeki gelismeden oldugu diisiiniilmektedir

(32,33,35-38)

SINIFLAMA
Hipospadiasta siniflama iiretral meatusun yerlesim yerine gore yapilmaktadir. Eski

fakat popiiler olan siniflandirma Smith’in ¢aligmasina dayanir (15,39). Smith (39), glansin
ucundan koronaya kadar olan meatus yerlesimlerine birinci, subkoronadan penoskrotal
bileskeye kadar olan bolgedekilere ikinci ve penoskrotal bileskeden daha proksimalde
yerlesimli olanlar1 da ii¢lincii derece olarak adlandirmistir.

Schaeffer ve Erbes (40) 1950°de siniflandirmay1 ameliyat oncesi meatusun yerlesimine
gore basitlestirmiglerdir. Bu siniflamaya gore meatus glans yerlesimli ise glaniiler, penil
saftta herhangi bir yerde yerlesimliyse penil ve penoskrotal bileskenin proksimalindeyse
perineal olarak simiflanmugtir (15,41).

Ancak hipospadiasla birlikte kordinin mevcut olmasi ve kordi diizeltildikten sonra
meanin yer degistirmesi nedeniyle, cerrahlar iiretral meanin yeni lokalizasyonuna gore

siiflandirma yapan Barcat siniflamasini (42) tercih etmektedirler. 1996 yilinda Duckett
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(17), Barcat siniflamastyla biiyiik benzerlik gosteren bir siniflama yapmistir. Buna gore
cesitli serilerde, kordi diizeltildikten sonra %49-73,4 oraninda anterior veya distal, %7,1-21
oraninda penisin orta kesimlerinde ve %17,5-30 oraninda proksimal yerlesimlidir (15).
Ancak son yillarda glaniiler (glans ile korona arasi), distal (korona ile penis gdévdesinin
orta kesimi) ve proksimal hipospadias (penis govdesinin orta kesiminin daha proksimali)

seklinde yapilan siniflama daha fazla tercih edilir olmustur (11,15). (Sekil 4 ve 5)

glandoler anterior
subkoronal distal
midpenil orna
penoskrotal
posterior
proksimal
skrotal
perineal

Sekil 4. Hipospadias siniflandirmasi (15)



Sekil 5. Normal eksternal genital yapilar (A) ve iiretral meatusun yerlesimine gore
hipospadias tipleri (B-F). (B) glaniiler tip, (C) penil tip, (D) penoskrotal tip, (E) skrotal
tip, (F) bifid skrotumun (*) eslik ettigi perineal tip. Beyaz ok isaretleri iiretral meatusu,
siyah ok iiretral plate’i, ok basi da kapiisonlu prepisyum goriiniimiinii belirtmektedir

(11).

ETIYOLOJI
Hipospadias etiyolojisi kesin olarak ortaya konulamamis olmakla birlikte genetik,

endokrin ve c¢evresel faktorlerin birlikte rol oynadigi diisiiniilmektedir (2,27,43-47)
Hipospadiasli hastalarin sadece %30’unda agik bir genetik sebep bulunabilmektedir (27).
Ancak ek anomalinin egslik etmedigi izole hipospadiaslarda bu oran %10’a kadar
diismektedir (43).

Bununla birlikte, hipospadias, 200’den fazla genetik sendromla iligkilendirilmistir (48).
Bunlardan en bilinenleri WAGR (Wilms tiimdrii, aniridi, genitoiiriner anomaliler ve mental
retardasyon), Denys-Drash sendromu (genitoliriner malformasyonlar ve Wilms tiimoériine
yatkinlik) ve kalp, akciger, gastrointestinal ve genitoiiriner sistem malformasyonlarinin

birlikte goriildiigii Smith-Lemli-Opitz sendromudur (45,48).
9



Hipospadias icin simdiye kadar saptanabilen en biiyiik risk faktorti, ailede hipospadiasli bir
olgunun varligidir (49). Genetik gecisin maternal ve paternal yoldan esit oranda oldugu
diistiniilmektedir (29). Proksimal hipospadiaslarda genetik gecisin daha fazla oldugu
goriilmiistiir (50).

Genital yapilarin maskiilanizasyonu i¢in fetal hayatta testisten salgilanan testosteron ve
bagka androjenlerin varliina ihtiya¢c duyuldugu bilinmektedir (15,45). Dordiincii haftadan
itibaren salgilanmaya baglayan ve 8-12. haftalar arasinda pik yapan human koryonik
gonadotrpinin (hCG) etkisiyle Leydig hiicreleri prolifere olmaktadir, bu donem iiretral
kivrimlarin  tiibiilarizasyonuyla ayni doneme rastlamaktadir (2,15). Bu nedenle
hipospadiasin ortaya ¢ikisindaki en biiyiik roliin androjen uyarisindaki yetersizlik oldugu
diisiiniiliir (15,51-53).

Eksternal genital organlarin gelisimi igin, testisten salinan testosteron ve
dihidrotestosteron androjen reseptoriine (AR) baglanir ve transkripsiyonel yanit1 aktive eder.
AR, gelismekte olan penis ve liretrada eksprese edilir (54). Gebe farelere uygulanan AR
antagonisti sonrasi erkek farelerde hipospadias gelistigi saptanmustir (11,55). Hipospadiash
hastalarin prepisyumlarinda bakilan AR gen ekspresyonu da kontrol grubuna gore diisiik
olarak bulunmustur (56)

Azalmig testosteron kadar, artmig Ostrojenlerin de hipospadias agisindan risk
olusturdugu diistiniilmektedir (57). Sentetik Ostrojen preparati olan dietilstilbestrole
intrauterin donemde maruz kalan erkek bebeklerde hipospadias riskinin arttig1 gosterilmistir
(58). Hipospadiash hastalarda Ostrojen reseptor (ESR) genlerinde cesitli polimorfizmler
saptanmustir (59). Insanda ESR1 ve ESR2 olmak iizere 2 gesit ESR geni bulunmaktadir ve
hipospadiash hastalarin prepisyumlarinda kontrol grubuna gore ekspresyonu azalmig olarak
raporlanmugtir (60).

Embriyonik gelismede distal iiretral plate epitelinin major sinyal merkezi oldugu ve
genital tiiberkiil gelisimini cesitli sinyal yolaklariyla diizenledigi diistiniilmektedir (61,62).
Hedgehog (HH) genleri, Fibroblast growth faktdr (FGF), Bone morphogenetic protein
(BMP) ve Wilms Tiimo6r-1(WT1) geni bu yolaklardandir (11,45,62,63). Memelilerde; Sonic
HH (SHH), Desert HH (DHH) ve Indian HH (IHH) olmak iizere 3 cesit HH geni mevcuttur
ve hormon bagimsiz fazda SHH nin apopitozis ve proliferasyon arasindaki dengeyi sagladigi
diistiniilmektedir (63). SHH delesyonu olusturulmus olan farelerde genital katlantilarin
olusmaya bagladig1 ancak biiylimenin devam etmedigi ve eksternal genital organlarin

gelismedigi gosterilmigtir (63).
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Fibroblast growth faktorler tarafindan olusturulan sinyallerin genital tiiberkiil gelisimi
sirasinda epitel ve mezenkim arasindaki etkilesimi sagladig: one siiriilmektedir (64). FGF-8
yoklugunda farelerde iiretral platein proksimalden distale gelisimi durmus, genital tiiberkiil
agenezisine yol agcmustir (4). Genital tiiberkiil mezenkiminden salinan FGF-10 eksikliginde
farelerde tiretral katlantilarin fiizyonu gerceklesmemistir (61,65). FGF-2 ve FGF-8 genleri
insanda hipospadias ile iligkili bulunmug, ancak FGF-10 genindeki mutasyonlar heniiz
insanda hipospadiasla iligkilendirilememistir (3,45).

Cesitli BMP sinyal molekiilleri distal tiretral plate epitelinden ve cevre dokularindan
salinmakta ve genital tiiberkiil olusumunda epitelial-mezenkimal etkilesimi diizenlemektedir
(66). Hipospadiaslh hastalarda BMP7 mutasyonlar1 ortaya konulmustur (3,67). Carmichael
ve ark. (67) tarafindan bu mutasyonu tasiyan hastalarin hipospadias a¢isindan 2 kat riske
sahip oldugu ifade edilmistir. Yine epitelial-mezenkimal etkilesimi sagladigi diisiiniilen
Transforming Growth Faktor beta (TGF beta) geninde ve reseptorlerindeki mutasyonlarinda
da hipospadias riskini arttirdigin1 ifade eden ¢aligmalar mevcuttur (68,69).

WT1, embriyoloji olarak bdbreklerin ve gonadlarin gelisiminde ¢esitli gorevleri olan
bir transkripsiyon diizenleyici gendir (45,70,71). Gonad gelisimi ile hipospadias iizerine
dolayl1 etkisinin yanisira, izole hipospadiaslt ¢ocuklarda WT1 mutasyonu gdosterilmigtir
(70).

Homeobox (HOX) genleri, gelismekte olan embriyoya ait pozisyonel bilgileri tasimakla
gorevlidir (45). HOXA13, FGF-8 ve BMP7 gibi morfojenlerin ekspresyonunu
diizenlemektedir ve HOXA13 defektif farelerde iiretral plate epitelinde bu molekiillerde
azalma ortaya konmustur (4). HOXAI3 izole hipospadias i¢in aday bir gendir ve
hipospadiasl hastalarda prepisyumda ve iiretral plate dokusunda ekspresyonu artmis olarak
bulunmustur (70).

Hipospadiasta prepisyum gelisimi de defektiftir. Bunun iiretra defektine yol agabilen
genetik ve molekiiler sinyalizasyon yolaklarindaki aksakliklarin aksine dokunun damar,
sinir ve bag doku yogunluklari gibi histolojik 6zellikleri arastirilmis, hipospadiash
hastalarda prepisyumda ndral yogunlugun kontrol grubuna gore farklilik gésterdigi ve mikro
damar yapilarinin hasta grubunda daha az oldugu tespit edilmistir (9,70). Giincel ¢aligsmalar
hipospadiasa eslik eden prepisyum defektinin gelisiminde de basta FGFR2 geni olmak
iizere, AR ve ESR genlerinin 6nemli rolii oldugunu ortaya koymustur (8,72).

Etiyolojide cevresel faktorler kadar genetik faktorler de giindeme gelmistir. Annenin
gebelikte sigara kullanimi hipospadias riskini arttirmaktadir (42). Ayrica materyal diyet,

intrauterin biiyiime geriligi ve diisik dogum agirligi da hipospadias etiyolojisi ile
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iliskilendirilmektedir (50,73). Son 30 yilda hipospadias sikliginda bildirilen artis1 sentetik
kimyasal iiretiminde ve kullanimindaki artisa baglayan ¢aligmalar da mevcuttur (35,46,47)
Dolayisiyla etiyolojide pek ¢ok aciga kavusturulamamis kisim olsa da, caligmalar

genetik ve cevresel faktorlerin birbiriyle etkilesim olusturdugunu gostermektedir.

TEDAVi
Giinlimiizde hipospadias tedavisi cerrahi olmakla birlikte, kabul goérmiis ve uygulanan

tek bir teknik yoktur. Hipospadiasin derecesine gore cerrahi yontem degiskenlik
gosterilmekle birlikte tedavide amag; diiz bir penil saft ve konik sekilli glans olusturmak,
iretral aciklig1 glans ucuna tagimak, meatusta darlik olmamasi, normal ereksiyon ve isemeyi
saglamak ve normale yakin bir kozmetik goriiniim elde etmektir (15, 74).

Hipospadias onarimi kordi diizeltilmesi ve glaniiloplastiyi de icermekle birlikte en
onemli komponenti iiretroplastidir ve hipospadiasin derecesine gore pek ¢ok cesidi vardir.
Ana hatlartyla tiretroplasti tipleri (15);

* In situ tiipler veya lokal flep uygulamalari (lateral veya metal tabanli)

* Pedikiillii ada flepleri (tiibiilarize veya onlay) (Sekil 6) (75)

» Serbest greft uygulamalar1 (inceltilmis deri, prepisyum, mesane mukozasi, yanak i¢
mukozasi)

o Uretral ilerletme ve uzatma

Distal veya anterior hipospadias tiplerinde siklikla tiretral uzatmayi hedefleyen bir
iiretroplasti olan ve Snodgrass (26) tarafindan 1994’te tanimlanan “tiibiilarize insize
iiretroplasti (TIPU) yontemi kullanilmaktadir (Sekil 7) (75).

Proksimal tiplerde ise iki agamali onarim teknikleri, greft ve flep kullanimi gerektiren

iiretroplastiler onerilmektedir (74).
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Sekil 7. Tiibiilarize insize iiretroplasti (TIPU) yontemi (75)
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 25/02/2019 tarihli 04/03 no’lu karar1 ile onaylanmis olup (Ek 1) 2019/67 kodlu
proje olarak Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir ve clinicaltrials.gov “protocol registration and results system” kayitlarinda
“NCT03838458” ID numarastyla kayitlidir.

Genetik olarak TGF beta, ESRI, AR, FGFR2, HOXAI13 gen ekspresyonlari,

immunohistokimyasal olarak da ganglion varlig1 ve periferik damar ve sinir yogunluklari

caligilmistir.

HASTA SECIM KRITERLERI

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi kliniginde hipospadias nedeniyle
ameliyat1 planlanan 0-18 yas arasi ¢ocuklar hasta grubunu, slinnet operasyonu yapilan 0-18
yas arasi ¢ocuklar kontrol grubunu olusturdu. Caligma, gruplar arasinda yiiksek diizeyde etki
biiytikliigii ongoriilerek, %5 yanilma pay1 ve %80 gii¢ ile her bir gruptan 26’sar olmak {izere
toplam 52 olgunun calismaya alinmasi gerektigi hesaplandi. Temmuz 2019 - ocak 2020
tarihleri arasinda her iki gruptan 26’sar kisi ¢alismaya dahil edildi. Olgular 18 yasindan
kiigiik oldugu i¢in yasal vasilerinden yazili bilgilendirilmis onam alind1 (Ek 2). Kontrol

grubunda genitoiiriner anomalisi (inmemis testis, cinsiyet gelisim bozuklugu) olan hastalar,
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hasta grubunda hipospadias disinda genital anomalisi olan hastalar ¢alisma diginda birakildi.
Mart 2019°dan itibaren her iki grup da say1 olarak tamamlanana kadar kriterlere uyan ve
caligmaya katilmay1 kabul eden tiim hastalar operasyon sirasina gore ¢alismaya dahil edildi,

operasyonlar klinikteki 5 farkli cerrah tarafindan gergeklestirildi.

ORNEKLERIN ALINMASI

Doku ornekleri, siinnet ve hipospadias ameliyatlar1 sirasinda prepisyumun mukozal
ylizeyinden her hasta icin 1x1 mm boyutunda ikiser kare ¢ikarilarak elde edildi. Cikarilan
iki parca dokudan Tibbi Genetik anabilim dalinda calisilacak 6rnek eppendorf tiip igindeki
RNA free soliisyona (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), Tibbi Patoloji Anabilim
dalinda calisilacak 6rnek %4 formalin soliisyonuna (Facepath, TR) konuldu ve 1 saat i¢inde

ilgili boliimlere ulagtirildi.

GENETIK INCELEME YONTEMI

Dokudan RNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubu olgularindan alinan doku 6rnekleri RNA stabilizasyonu
saglamak icin eppendorf tiipte bulunan 1ml RNA later Soliisyonu [Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific] igerisine alindi. Soliisyon igerisindeki her bir doku Flow Laminar Air
kabin icerisinde 100mg'dan kiigiik pargalara ayrildi. RNA izolasyonu i¢in PureLink® RNA
Mini Kit [Invitrogen by Thermo Fisher Scientific] kullanildi. 2 ml'lik Eppendorf tiip igerisine
doku parcalar1 alind1 ve iizerine 2-merkaptoetanol ile hazirlanmis Lysis buffer'dan 600ul
eklendi (Lizis solusyonu; 1 ml Lysis buffer icerisine 10ul 2-merkaptoetanol ile
hazirlanmalidir). Doku iyice pargalanana kadar oda sicakliginda vorteks yapildi. Ardindan
oda sicakliginda 12.000g devirde 2 dakika santriflij yapildi. Santrifiij sonrasinda ependorf
tip icerisinde listte toplanan siipernatant temiz bir RNase icermeyen eppendorf tiipe
aktarildi. Tiip icerisindeki slipernatant, insiilin enjektorii yardimiyla 5-10 kez al-ver yapildi
ve homojen bir hale getirildi. Homojen doku lizat1 {izerine %70'lik ethanolden 600 pl
eklendi. Vorteks yardimiyla hafifce karistirildi. 700 pl'lik spin kolon {izerine 6rnek hacminin
yarisi ilave edildi. Oda sicakliginda 30sn ye 12.000g devirde santrifiij edildi. Ornek toplama
kolonu degistirildi ve kalan 6rnek hacmi kolona ilave edilerek tekrar santrifiij edildi. Daha
sonra 0rnek toplama kolonu yenilenerek bu sefer kolon iizerine filtreye dokunmadan 700 pl
Wash Buffer 1 eklendi. Oda sicakliginda 12.000g devirde 30 sn santrifiij yapildi ve yine
alttaki toplama kolonu degistirildi. Kolon tizerine 500 pul Wash Buffer 2 ilave edildi, yine

ayni devirde santrifiij yapildi ve alt kolon degistirildi. Wash Buffer 2 asamasi birkez daha
15



tekrarland1 ve yine santrifiij yapildi. Ornek toplama kolonu degistirildi ve iizerine buffer
eklenmeden 12.000g devirde 1 dakika santrifiij edildi. Kolon ortasina hi¢ degmeden filtenin
tam ortasina gelecek sekilde 40 pul RNase icermeyen su eklendi ve oda sicakliginda 12.000g
devirde 2 dakika santrifiij yapildi. 1zole edilen total RNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve
kalitesi (230/260 dalga boyundaki spektrumu) NanoDrop [Nanodrop 2000C UV-Vis
Spectrophotometer, ThermoScientific, USA] cihazinda 6l¢iildii ve hastalara verilen spesifik

kodlarla birlikte -80 °C'de saklandi.

c¢DNA (Komplemental DNA) Hazirlanmasi

Izole edilen RNA &rneklerinin komplementer DNA'ya cevrilmesi igin High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (invitrogen, Applied Biosystems, Thermo Scientific,
USA) kullanildi. Total RNA'"nin 10ul'si 250ng olacak sekilde her bir RNA 6rnegi diliie
edildi. Reaksiyon hazirlama asamasinda diliie 6rnek hacmi maksimum 10 pl olacak sekilde
hesaplama yapildi. Ardindan komplementer DNA reaksiyonunu hazirlamak i¢in gerekli olan
malzemeler buz iizerine ¢ikarildi ve polimerase chain reaction (PCR) hazirlandi. Reaksiyon
hacmi maksimum 20 pl olmalidir ve her bir reaksiyon i¢in gerekli olan malzemeler Tablo
I'de gosterilmistir. Kirilgan bir yapiya sahip RNA molekiiliiniin daha kararl ¢ift zincirli
komplementer DNA'ya c¢evrilmesi i¢in PCR cihaz1 (SensoQuest, Labcycler
Gradient,Germany) kullanildi. Kullanilan PCR protokolii ise Tablo 2'de verilmistir. PCR
sonucunda elde edilen cDNA’lar gen ekspresyon ¢alismasi yapilana kadar -20°C veya -80°C
saklanmaktadir.

Tablo 1. Her bir reaksiyon i¢in gerekli olan malzemeler (Hacim 20 pl)

2l 10X RT Buffer
0.8 ul 25X dnTPMix
5 ul 10X RT
K RandomPrimerler
L ul MultiScribeReverseTran
= scriptase
4.2 ul Nuclease-free H20
Caligilacak RNA’lar
10 pl

eklenir
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Tablo 2. cDNAi¢in PCR protokolii

PCR Step Step Step Step
1 2 3 4
Sicakhk 25 37 85 4
“C)
Siire 10 dk 120 5dk 0
dk

Gen Ekspresyon Calismasi

Gen ekspresyon ¢aligmast TagMAN Gene expression assay kiti kullanilarak Applied
Biosystems Step One Plus Real-Time PCR’da yapildi. Calisma esnasinda TGFB1, ESRI1,
AR, FGFR2, HOXA13 ve Housekeeping gen olarak actin beta (ACTB) genlerinin gen
ekspresyon durumu 2"-AACr yontemi kullanilarak incelendi. Housekeeping gen; bir
organizmanin tiim dokularinda temel hiicresel islevlerin yerine getirilmesi i¢in saglikli
hiicresel kosullarda stirekli ve belirli diizeylerde ifade olmas1 gereken 6zel genlerdir. Her bir
olgu icin gen ekspresyon calismasi 3 tekrarli olarak ¢alisilmig ve ortalamasi alinarak Cr
degerleri bulunmustur. Her bir ¢alisma esnasinda ilgili gen ve hasta i¢in mutlaka ACTB gen
calisilmis ve assay kontaminasyonunun olmadigini incelemek adina NTC (Non Template
kontrol) reaksiyonu hazirlanmistir. TagMAN Gene expression assay kiti kullanilarak
hazirlanan Real-Time PCR reaksiyonu icin gerekli kimyasallar ve miktarlar1 Tablo 3'de,

Real-Time PCR kosullar1 ise Tablo 4'te verilmistir.

Tablo 3. Reaksiyon i¢cin gerekli malzemeler ve miktarlar

RT PCR komponentleri Reaksiyonicin
hacim

TagMan Fast Advanced Master 10 pl

Mix

TaqMan Assay 1 pl

Nuclease Free Water 7 ul

Total hacim 18 pl

17



Tablo 4. Real Time PCR protokolii

RT- PCR

(40 siklus )
RT- Hold Hold Denature Anneal-
PCR 50°C 95°C 95°C Extend 60°C
Siire 2 dk 2 1 sn 20 sn

Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Real Time PCR, calisma prensibi olarak Polimeraz zincir reaksiyonu sirasinda es
zamanli olarak veri alinmasini saglamaktadir. PCR dongiistinde 60°C'de olan Anneal-Extend
basamaginda es zamanli olarak okuma almakta ve elde edilen veriler ile Cr degerleri
hesaplanmaktadir. Real Time PCR esnasinda kullanilan StepOne Software2.3 sayesinde
caligma esnasinda elde edilen Ct degerlerinden her bir olgu ve her bir assay'e ait AACt ve
27-AACr degerleri elde edilmektedir.

PCR veri analizinin karsilastirmali veya 2*-AACr yonteminde, iki farkli deneysel RNA
orneginden elde edilen Cr degerleri dogrudan bir housekeeping genine normalize edilir ve
daha sonra karsilastirilir. Bu yontem ilgili genin ve temizlik genlerinin amplifikasyon
verimliliginin yiizde 100'e yakin oldugunu varsayar. {1k olarak ilgilenilen genin Ct degerleri
(ACt) ve housekeeping geni her deney numunesi i¢in hesaplanir. Daha sonra deney ve
kontrol 6rnekleri arasindaki AACt degerleri arasindaki fark hesaplanir. Iki numune arasinda

ilgilenilen genin ekspresyonundaki kat degisimi, 2"- AACrye esittir.

HISTOPATOLOJIK INCELEME YONTEMIi

Immunohistokimyasal Boyama islemi

Mukozal vaskiiler yogunlugu belirlemek i¢in CD34, periferik sinir yogunlugunu
belirlemek icin PGP 9.5, ganglion icin sinaptofizin antikorlar1 kullanildi.
Immunohistokimyasal inceleme igin formalin tespitli, parafine gomiilii dokulardan
hazirlanan 4 mikron kalinliktaki kesitler kullanildi. Doku kesitleri, elektrostatik yiikli
lamlara (Tipkimsan, TR) alind1 ve 70°C’de en az 1 saat kurutuldu. Deparafinizasyon ve
antijen aciga c¢ikarma islemleri de dahil olmak iizere tiim immunohistokimyasal boyama
stireci tam otomatik immunhistokimya cihazinda (Ventana BenchMark Ultra, Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ) gergeklestirildi. Islem icin cihaza uygun, biyotinsiz, HRP

multimer bazli, hidrojen peroksit substrat ve 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB)
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kromojeni i¢eren hazir kit (ultraView™ Universal DAB Detection Kit, Catalog number 760-
500, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) kullanildi. CD34 (QBEnd 110, ThermoFisher
Scientific, UK) antikor inkiibasyonu 56 dakika, PGP 9.5 (BSB-46, Bio SB, US) antikor
inhibisyonu 72 dakika ve sinaptofizin (SP11, ThermoFisher Scientific, UK) antikor
inkiibasyonu 60 dakika boyunca uygulandi. Arka plan boyama ic¢in Harris Hematoksilen
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) 16 dakika uygulandi, mavilestirme soliisyonu
Bluing Reagent ((Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) 4 dakika uygulandi. Lamlar
deterjanli suyla yikandi ve absolii alkolde 2 kez ¢alkalandi, sonrasinda ksilol bazli
kapaticiyla kapatilarak islem sonlandirildi.

Dermal damar yogunluklart immunohistokimyasal olarak CD34 antikoru ile, dermal
periferik sinir yogunluklar1 PGP9.5 antikoru ile degerlendirilmis ve kantitatif olarak tiim

orneklerdeki damar ve sinir sayilar1 200x biiyiitme altinda not edilmistir.

ISTATISTIKSEL YONTEM

Istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metotlarin (Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans, Oran, Minimum,
Maksimum) yani sira verilerin dagilimi Shapiro-Wilk Testi ile degerlendirilmistir.
Niceliksel verilerin normal dagilim gostermeyen iki grubun karsilagtirmasinda Mann-
Whitney U Testi, niteliksel verilerin analizinde ise Chi-Square testi kullanildi. Anlamlilik

p<0.01 ve p<0.05 diizeylerinde degerlendirildi.
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BULGULAR

Calismaya May1s 2019 - Ocak 2020 tarihleri arasinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Cerrahisi kliniginde hipospadias nedeniyle opere edilen 26 hasta, siinnet istemiyle
basvuran ve siinnet operasyonu yapilan 26 saglikli ¢ocuk kontrol grubu olarak alindi.
Kontrol grubunda yas ortalamasi1 70, 61+ 35,78 ay, hipospadias grubunun yas ortalamasi
66,73+£39,94 aydi (Tablo 5). Hipospadias grubunda 19 hastada (%73,07) distal, 6 hastada
(%23,07) midpenil, 1 hastada (%3,84) proksimal tipte hipospadias mevcuttu (Sekil 8).

m Distal tip = Midpenil tip = Proksimal tip

Sekil 8. Hipospadias tipleri dagilim
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Tablo 5. Hasta ve kontrol gruplarinin demografik verileri

Ortalama yas£tSD Minimum yas Maksimum yas
(ay) (ay) (ay)
Kontrol grubu 70 ,61+35,78 6 120
(n: 26)
Hipospadias grubu 66,73+39,94 16 145
(n: 26)

Prepisyum dokularindan yapilan genetik analizlerde 2*-AACT yontemi kullanilarak PCR
ile hasta ve kontrol gruplarinda TGFB1, ESR1, AR, FGFR2 ve HOXA13 gen ekspresyonlari
bakilarak Mann-Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilagtirildi (Tablo 6). TGFB1 gen
ekspresyonunun hasta grubunda kontrol grubuna gore yiliksek oldugu saptandi ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,552; p>0,05). ESR1 gen ekspresyonunda kontrol
grubuna gore hasta grubunda saptanan yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,013;
p<0,05). AR gen ekspresyonu hasta grubunda kontrol grubuna gore diisiik saptandi ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,027; p<0,05). FGFR2 gen ekspresyonu da hasta
grubunda kontrol grubuna gore diisiik saptandi ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,003;
p<0,01). Hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulunan HOXA13 gen ekspresyonu
istatistiksel olarak anlamli saptanmadi (p=0,464; p>0,05) (Sekil 9).
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Tablo 6. Gruplarin gen ekspresyonu sonuclari

Gruplar Say1 (n) Ortalama Min - maks  p degeri
+SD (medyan)
TGF1 Kontrol 26 0,91+0,54 0,41-2,63 0,552
(0,74)
Hipospadias 26 1,08+0,88  0,19-4,5
(0,85)
ESR1 Kontrol 26 1,79+1,67 0,42-7,81 0,013*
(1,28) (*p<0,05)
Hipospadias 26 3,2+3,08 0,12-13,86
(2,16)
AR Kontrol 26 2,89+3,13  0,91-16,32 0,027*
(1,72) (*p<0,05)
Hipospadias 26 1,51+1,02 0,08-3,66
(1,28)
FGFR2 Kontrol 26 2,06+2,47  0,44-12,77 0,003 **
(1,34) (**p<0,001)
Hipospadias 26 0,79+0,73 0,03-2,07
(0,57)
HOXA13 Kontrol 26 4,714£5,94  0,16-28,23 0,464
(2,92)
Hipospadias 26 4,81+4,83  0,43-21,26
(3,48)

*; Mann-Whitney U Testi, p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1
**; Mann-Whitney U Testi, p<0,001 istatistiksel olarak ¢ok yiiksek diizeyde anlamli
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FGFR2 HOXA13

= Kontrol = Hipospadias

Sekil 9. Kontrol ve hipospadias gruplarinin gen ekspresyon ortalamalar:

Doku orneklerinin  immunohistokimyasal incelemesinde ganglion varliginin
belirlenmesi i¢in sinaptofizin, periferik sinir yogunlugunun 6l¢iimii icin PGP 9.5 (Sekil 10a
ve b), mukoza vaskiiler yogunlugun 6l¢iimii i¢cinse CD 34 antikorlar1 kullanildi (Sekil 11a
ve b). Kontrol grubunda 8 ornekte (%15,4) ganglion varligi saptanirken hipospadias
grubunda 5 6rnekte (%9,6) saptandi (p=0,337). Periferik sinir yogunlugu ortalamalarinda
hipospadias ve kontrol grubunda istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p=0,798). Periferik
damar yogunlugu hipospadias grubunda kontrol grubuna gore artmig olarak bulundu ancak

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,085) (Tablo 7).
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Sekil 10. a. PGP9.5 antikoru ile iki adet periferik sinirde reaksiyon,
immunohistokimya, x200 biiyiitme

b. PGP9.5 antikoru ile ¢ok sayidaki periferik sinirde reaksiyon,

immunohistokimya, x200 biiyiitme
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Sekil 11. a. CD34 antikoru ile seyrek damar duvarlarinda reaksiyon,

immunohistokimya, x200 biiyiitme

b. CD34 antikoru c¢ok sayida damar duvarlarinda reaksiyon,

immunohistokimya, x200 biiyiitme
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Tablo 7. Dokularin immunohistokimyasal inceleme sonuclari

Gruplar Say1 (n) Ortalama  Min - maks p degeri
+SD* (medyan)
Periferik Kontrol 26 42,92+17,18  22-97 (39) 0,798
sinir
(PGP 9.5 Hipospadias 26 42,88+18,69  20-93 (37)
Periferik Kontrol 26 1134£35,58  42-179 (109) 0,085
damar
(CD 34)  Hipospadias 26 127,85+24,2  78-169 (131)
Ganglion (+) Kontrol 26 8 (%15,4) - 0,337
Hipospadias 26 5(%9,6) -

* SD; standart deviation (standart sapma)
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TARTISMA

Hipospadias etiyolojisini ortaya koymaya yonelik olarak literatiirde pek ¢ok calisma
mevcuttur. Cevresel ve genetik faktorlerin lizerinde siklikla durulmustur ve etiyolojide
multifaktoriyel sebepler oldugu diisiiniilmektedir. Embriyolojik donemde cinsiyet bagimsiz
ve cinsiyet bagimli fazlarda olusacak herhangi bir aksaklik ya da sorunun hipospadiasla
sonuglanabilecegi i¢in bu siireclerde yer alan molekiiller ve genler arastirilmis ve etiyolojiyi
ortaya ¢ikarmaya yardimci olabilecek gesitli sonuglar elde edilmistir.

Penil cilt ve prepisyum ektodermal kaynakli iken {iretranin mezoderm kokenli oldugu
bilinmektedir (76). Ancak iiretra gelisiminde giincel kabul edilen “endodermal biiylime
teorisine” gore; glandiiler iiretra da dahil olmak {izere tiim iiretra, liretral plate’in dorsalde
genital tiiberkiile dogru biiylimesi, iiretral katlantilarin ventrale dogru biiyiimesi ve fiizyonu
ile meydana gelmektedir (77). Urogenital sistemin normal embriyogenezi epitelyal-
mezenkimal etkilesimlere baghdir ve bu siirecte sinyal yolaklarinda olacak aksama ve
anormal sinyaller hipospadiasla sonuglanabilmektedir (78). Normal penil gelisim igin
Ostrojen ve androjen dengesinin saglanmis olmast da oldukc¢a Onemlidir ve giiniimiizde
Ostrojen maruziyetinin hipospadiasa neden olabildigi diistiniilmektedir (57).

Ma ve ark.'min (79) genital tiiberkiil {lizerine hormonal etkilerin arastirildigi
caligmasinda, organ kiiltliriinde genital tiiberkiil biiyiime hizinin dihidrotestosteron (DHT)
ile arttif1 ve prepisyumun olustugu, Ostrojen uygulanan Orneklerde ise biiyiimenin ve

farklilasmanin baskilandig1 gosterilmistir. Dig genital organlarin gelisiminde AR’nin en
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onemli hedefleri FGFR2-IIIb ve FGF10 olup hayvanlar {izerinde bu sinyal molekiillerinin
kaybinin agir hipospadiasla sonuglandigi gosterilmistir (64).  Tim bu sinyal
mekanizmasinda SHH kontroliinde FGF’lerin 6nemli etkileri oldugu gosterilmistir (64, 65,
76, 80). Gredler ve ark. (80), FGFR2’nin endodermal ve ektodermal tiirleri oldugunu,
endodermal FGFR2 yoklugunda iiretral epitelde gelisimin durdugunu ve hafif dereceli
hipospadiasa sebep oldugunu, ektodermal FGFR2 kaybinda ise ventral prepisyum
hipoplazisi ve agir dereceli hipospadias gelistigini ortaya koymuslardir. Bu ¢alismadan yola
cikilarak endodermal FGFR2’nin {iretral epitel matiirasyonunda, ektodermal FGFR2’nin
prepisyum olusumunda etkili oldugu diisiiniilmektedir (80). FGFR2’nin kutan6z yaralarin
iyilesmesinde reepitelizayonu ve mikrovaskiilarizayonu arttirarak etki gosterdigi
bildirilmistir (81). Bu durum da hipospadiasta prepisyum kapanma defekti goriilmesinde
FGFR2 etkisini akla getirmektedir. Petiot ve ark.’nin (64) calismasinda antiandrojen bir ajan
olan flutamide uygulanan farelerde FGFR2’nin down regiile edildigi, yani etki diizeyinin
azaldig1 gosterilmistir. Bu da FGFR2 ekspresyonunun androjen kontrollii oldugunu ortaya
koymaktadir. Caligmamizda hipospadias grubunda hem FGFR2 hem de AR ekspresyonu
anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu iki gen arasindaki paralellik, AR’nin FGFR2
ekspresyonunu etkiledigini dogrular niteliktedir. FGFR2’nin azalmas1 da sinyal yolaginda
bir defekte bagli olarak iletim sorununu ya da iletide yetersizligi isaret etmektedir.

Pichler ve ark. (8), hipospadiasl hastalardan alinan prepisyum orneklerinde AR mRNA
seviyelerini artmis olarak saptamis ve reseptordeki up regiilasyonu, azalmis AR DNA
baglanma kapasitesi ve AR sinyal defektine kompansatuar olarak degerlendirmislerdir.
Vottero ve ark. (56) da hipospadiasl hastalarin prepisyumlarinda AR gen metilasyonunda
artis ve buna bagl olarak AR ekspresyonunda azalma saptamiglardir. Baska bir ¢calismada
ise hipospadiash hastalarin tiretral mukoza érneklerinde AR mRNA ekspresyonu kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (82). Bizim ¢aligmamizda AR ekspresyon
diizeyleri hipospadias grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu
durumda androjen duyarliliginda azalma sonucu reseptdrlerin down regiile olmasi
diistiniilebilir. Ayrica AR geninde mutasyon sonucu down regiilasyon gelismis olmasi ya da
ostrojen lehine bozulan dengenin down regiilasyona sebep olabilecegi akla gelmektedir.
Bununla birlikte, AR down regiilasyonu, FGFR2 ekspresyonunda da azalma ve sonugta
hipospadias gelisiminde hazirlayici faktor olarak diisiiniilebilir. Hipospadias grubumuzda
ESRI1 ekspresyonundaki artis da bu durumu destekleyicidir.

Insanda ESR1 ve ER2 olmak iizere 2 cesit dstrojen reseptdrii bulunmaktadir ve bu

reseptorler Ostrojen varliginda niikleustan Ostrojen yanitli genlerin transkripsiyonunu
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uyarmakla gorevlidir (45). Potent bir sentetik Ostrojen tiirii olan dietilstilbesterole maruz
kalan annelerin bebeklerinde hipospadias riskinin arttig1 ortaya konulmustur (58). Ayrica
Kim ve ark. (83) gebe farelerde intrauterin sentetik Ostrojen maruziyeti olusturulan disi
yavrularda etkilenme saptamazken erkek yavrularda hipospadias gelisimi, liretranin daha
kisa olmasi ve iiretral plate’i gevreleyen dokularin daha ince olmasi gibi sorunlar gelistigini
ortaya koymustur. Hipospadiasli hastalardan elde edilen prepisyum dokusunda kontrol
grubuna gore Ostrojen yanitli genlerin ekspresyonunda artis saptanmistir (6). Bagka bir
caligmada da yine Gstrojen yanitli bir protein olan ve hiicre adhezyon molekiillerini azalttig1
bilinen zinc finger box 1 (ZEB1) ekspresyonunu hipospadiasli hastalarin prepisyumlarinda
artmis oldugu, ZEB1’in hipospadiasin agirlig1 ile korelasyon gosterdigi saptanmustir (60).
Bu durum da 6strojen maruziyetinin hipospadias iizerindeki etkisine isaret etmektedir.
Watanabe ve ark. (59) ER geninin bir haplotipinde hipospadiasla giiclii bir iliski oldugunu
bildirmistir. Ancak ESR1’in bazi varyantlarinin hipospadias riskini azalttigi, bazi
varyantlarinin riski arttirdigi 6ne siirtilmektedir (84,85). Ma ve ark. (79) genital tiiberkiil
tizerindeki Ostrojen etkisinin konsantrasyona bagimli oldugunu gdstermis ve organ
kiiltiirlerinde yiiksek Ostrojen konsantrasyonlarinda genital tiiberkiil gelisimi, epitelyal
matiirasyon, TUretral kanalizasyon ve prepisyum gelisiminin baskilandigin1 ortaya
koymuslardir. Calismamizda ESRI1 ekspresyonu hipospadias grubunda anlamli olarak
artmis bulunmustir. Bu durumun da ¢evresel dstrojen maruziyetindeki artisin reseptorlerin
up regiilasyonuna sebep olmus olabilecegi ya da Ostrojen - androjen dengesinin Ostrojen
lehine bozulmasinin sonucu oldugu diistintilmektedir.

Ektoderm ve mezoderm arasi etkilesimin bozulmasinin orta hat defektlerine sebep
olabildigi teorisiyle yapilan bir caligmada, ektoderm ve mezoderm arasi etkilesimde rolii
oldugu diisiiniilen TGF beta 3 eksikligi olusturulan farelerde yarik damak ve akciger gelisim
anomalileri meydana gelmistir (7). Zhou ve ark. (86) sicanlarda gerceklestirilen in vitro
penis kiiltlirlinde ventral yiizde yerlesim gosteren iiretral agikligin, TGF beta 1 uygulanan
penis ucuna dogru ilerleme gdsterdigini saptamistir. Cinli ¢ocuklar lizerinde yapilan bir vaka
kontrol ¢aligmasinda TGF beta reseptor 2’nin rs6785358 polimorfizminin hipospadias
acisindan bagimsiz bir risk faktorii oldugu saptanmistir ancak reseptor diizeyleriyle ilgili bir
veri icermemektedir (69). Calismamizda prepisyumdaki TGF beta diizeyleri kontrol
grubunda hipospadias grubuna gore daha diisiik oldugu saptanmis olmasina ragmen bu
durum istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Ancak bu konuda literatiirde yeterli sayida
insan ¢aligmasi olmamasi, sonuclarin hayvan deneyleriyle paralellik gostermeyebilecegini

diisiindiirmektedir.
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Mezenkimden eksprese edilen HOXA13 geni, eksternal genital organlarin gelisiminde
hem epitel - mezenkim arasindaki etkilesimde gorev alarak, hem iiretranin pozisyonun
hakkinda bilgiyi ileterek, hem de programli hiicre 6liimii sirasinda Onemli roller
oynamaktadir (3-5, 67). Uretral plate’in dnciisii olan genital tiiberkiil gelisimi sirasinda, penil
iiretranin gelisimi ve kapanmasi i¢in programli hiicre 6liimii kritik rol oynamaktadir (63).
Bu siiregte HOXA 13 mutant farelerde azalmig programli hiicre 6liimii ve genital tiiberkiilde
mitotik aktivitede azalma gdsterilmistir (4). Ayrica iiretral plate olusumu sirasinda epitel ve
mezenkim etkilesiminde sinyal molekiilii olarak gdrev alan BMP7’nin diizenlenmesinde
HOXAI13lin etkili oldugu bilinmektedir (4). Wang ve ark.’nin (5) izole hipospadiash
hastalarin prepisyum dokularinda HOXA13 gen ekspresyonunu artmis olarak saptamasi da
etiyolojide etkisini diisiindiirmektedir. Ancak hipospadiasl hastalarda HOXA13 geninde
etiyolojiyle iliskilendirilebilecek genetik polimorfizm saptanamamistir (87). Calismamizda
HOXAI13 ekspresyonunun hipospadias grubunda kontrol grubuna goére minimal bir artig
gosterdigi saptanmis ve bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu agidan
sonuglarimiz hipospadias etiyolojisinde HOXA13 etkisini reddeden Utsch ve ark.’nin (87)
caligmasi ile paralellik gostermektedir.

Uretra gelisiminde etkili sinyal yolaklar1 kadar prepisyumda da anormallikler
saptanabilecegi hipotezinden yola ¢ikilarak prepisyumun yapisal ozellikleri incelenmistir.
Nazir ve ark (10). hipospadiasl hastalarin prepisyumlarinda periferik sinir yogunluklarini
immunohistokimyasal olarak degerlendirmis ve kontrol grubuna gore sinir yogunlugunu
azalmig olarak saptamislardir. Denervasyon ve hipoinnervasyonun inflamatuar yaniti
azaltarak kan akimini ve doku iyilesmesini azalttig1 diisiiniilmektedir (88). Ayrica post
operatif donemde dokunun kontrakte olabilmesinin de kanamay1 azaltmada ve iyilesmeyi
hizlandirmada olumlu etkisinde sinir yogunlugunun yeterli olmasi1 gerekliligine dikkat
cekilmektedir (9). Hipospadias grubumuzda ganglion varlig1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir. Periferik sinir yogunluguna bakildiginda hipospadias
grubunda kontrol grubuna gore az oldugu goriilmektedir ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmamuistir. Ancak periferik sinir yogunlugunun sadece miktar olarak bakilip dagilim
paterninin degerlendirilmemis olmasi ve hasta sayisinin kisitli olmasinin bu sonuca etki
ettigi goriigiindeyiz.

Hipospadiasli hastalarin prepisyum dokularinda farkli yas gruplarina morfolojik
ozellikleri aragtiran bir ¢alismada, 3 yasindan kiiciik hastalarda vaskiilarizasyonun yeterli,
fibrozisin de minimal seviyede oldugu ortaya konulmus olup damar, sinir ve kollajen

yogunlugunun da yagla beraber artis gosterdigi belirtilmistir (9). Savas ve ark. (89)
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hipospadiasli hastalarda kontrol grubuna gore prepisyumda mikrodamar yogunlugunu
azalmis olarak saptamig ve hipospadias agirlig1 ile mikrodamar yogunlugu arasinda negatif
korelasyon bildirmislerdir. Oladipupo ve ark. (81) FGFR2’nin neovaskiilarizasyonu uyaran
sinyal yolaginda onemli etkileri oldugunu saptamistir. Calismamizda periferik damar
yogunlugu istatistiksel olarak anlamli olmaksizin hipospadias grubunda artmis olarak
bulunmugtur. Bu durum, hipospadias grubunda FGFR2 ekspresyonun ¢aligmamizda anlamli
azalmig bulunmast ile iligkilendirebilecegi gibi, hipospadias grubunun biiyiik cogunlugunun

(%73,08) distal yani hafif tipte hipospadiastan olugmasiyla aciklanabilir.
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SONUCLAR

Bu calismanin amaci, hipospadias etiyolojisinde rol oynadigi diisiiniilen sentetik
kaynakli Ostrojenler basta olmak {izere, diger olasi cevresel faktorlerin hipospadias
gelisimindeki genetik ve molekiiler etkilerini agiklamaya c¢alismaktir. Calismada
hipospadias etiyolojisine yonelik, prepisyum dokusunda FGFR2, AR, ESR1, TGF beta gen
ekspresyonlarindaki degisimi saptamayi, ganglion varligini, periferik damar ve sinir
yogunlugunu belirlemeyi amagladik.

1. 26 hipospadias ve 26 kontrol grubundan elde edilen doku Orneklerinin
degerlendirilmesinde FGFR2 ve AR ekspresyon diizeyleri azalmig olarak
bulunurken, ESR1 artmis saptandi, bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulundu.

2. Prepisyumda ganglion varligi, periferik damar ve sinir yogunluklari agisindan
anlamli fark saptanmadi.

Onceden belirlenmis kisith hasta sayisiyla elde edilen bu sonuglara dayanarak
hipospadias gelisiminde AR ve ESRI gibi cinsiyet hormon reseptorlerinin ve epitelial —
mezenkimal etkilesimde onemli rolii bulunan FGFR2 ‘nin genlerinin ve bu genlerin
birbirleri ile olan iliskilerinin etiyolojiyi anlamaya yonelik ipug¢larini icerdigi saptanmigtir.
Molekiiler seviyede mekanizmalarin anlagilabilmesi ve etyolojide rol oynadigi diisiiniilen

faktorlerin etkilerinin nasil oldugu daha genis popiilasyonlu ve elde edilen sonuglarin yol
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gostericiliginde daha ayrmtili ¢alismalarin planlanmasiyla hipospadias etijolojisine 151k

tutma konusunda adim atildig1 diislincesindeyiz.
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OZET

Hipospadias, iiretral agikligin penisin ventralinde, normalden proksimalde yerlesmesi,
ventralde prepisyum kapanma defekti ve cesitli derecelerde penil egrilikle karakterize bir
anomalidir. Etiyolojiye yoOnelik tartigmalar olmasina ragmen heniiz net bir sonug
bildirilmemistir. Dietilstilbestrol gibi sentetik Ostrojenler dahil, hormonal aktivasyon
gosterebilen kimyasallara maruziyetin neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hipospadias etiyolojisini arastirmak amaciyla Trakya Universitesi Cocuk Cerrahisi
kliniginde ameliyat olan 26 hipospadias ve 26 siinnet hastasindan elde edilen prepisyum
orneklerinde TGFB, ESR1, AR, FGFR2 ve HOXA13 gen ekspresyonlari, periferik damar
ve sinir yogunluklariyla ganglion varlig1 arastirildi.

Hipospadias grubunda ESR1 ekspresyonu artmis (p=0,013), AR ve FGFR2
ekspresyonlar1 azalmis olarak bulundu (Sirasiyla p=0,027 ve p=0,003). TGFB ve HOXA13
ekspresyon diizeylerinde istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Doku 6rneklerinin
immunohitokimyasal incelemesinde ganglion varligi, periferik damar ve sinir yogunluklari
arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Hipospadias grubunda artmis ESRI1 diizeyleri, hipospadias olusumunda Ostrojen
maruziyetini ortaya koyarken, AR ekspresyonundaki azalma Ostrojen artist ve androjen
azlig1 sonucunda eksternal genital organlarin gelisiminin hormon bagiml fazda aksamaya

ugradigini destekleyici niteliktedir. AR ile paralellik gosteren FGFR2 diizeylerindeki azalma
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da hem FGFR2 ekspresyonunun androjen kontroliinde oldugunun, hem de epitel-mezenkim
etkilesimlerinde sinyal molekiilii olan FGFR2’nin azalmasiyla sinyal yolaginda anormallik
geligip iiretral plate gelisimi ve tiibiilarizasyonunun defektif olmasina neden oldugunu
diisiindiirmektedir.

Caligmanin sonuglaria gore erkek dis genital yapilarin gelisiminde cinsiyet hormon
reseptorleri ve epitelizasyonda gorevli FGF reseptorlerinin gen diizeyinde dnemli gorevler
uistlendikleri, bu genlerin ifadesindeki aksakliklarin birbirini olumsuz yonde etkileyerek
hipospadias gelisimine neden olabilecekleri sdylenebilir. Bununla birlikte, yas gruplarinin
ve hipospadias tiplerinin ¢esitlilik gosterdigi, hasta sayisinin arttirildigi daha genis kapsamli

caligmalara ihtiya¢ oldugu ve etiyolojiyi aydinlatmada faydali olacag: diisiincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: Hipospadias, FGFR2, ESR1, AR
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MOLECULAR AND STRUCTURAL COMPARISON OF HYPOSPADIC
AND NORMAL CHILDREN PREPUCES

SUMMARY

Hypospadias is an anomaly characterized by the placement of the urethral opening in
the ventral of the penis, proximal to the normal, prepitium closure defect in the ventral and
various degrees of penile curvature. Although there are discussions about etiology, no clear
results have been reported yet. It is believed that exposure to chemicals that may show
hormonal activation, including synthetic estrogens such as diethylstilbestrol, may be caused.

In order to investigate the etiology of hypospadias, the presence of TGFB, ESR1, AR,
FGFR2 and HOXA13 gene expressions, peripheral vascular and nerve densities were
investigated in the prepuce samples obtained from 26 hypospadias and 26 circumcised
patients who were operated in Trakya University Pediatric Surgery clinic.

ESRI1 expression was increased in the hypospadias group (p = 0.013), and AR and
FGFR2 expressions were decreased (p = 0.027 and p = 0.003, respectively). There was no
statistically significant difference in TGFB and HOXA13 expression levels (p> 0.05). There

was no statistically significant difference between the presence of ganglion, peripheral
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vascular and nerve densities in immunohytochemical examination of tissue samples (p>
0.05).

Increased ESR1 levels in the hypospadias group reveal estrogen exposure in
hypospadias formation, while the decrease in AR expression is supportive of the
development of external genital organs in the hormone-dependent phase as a result of an
increase in estrogen and androgen depletion. The decrease in FGFR2 levels parallel to AR
suggests that both FGFR2 expression is under the control of androgens and that the signal
molecule in the epithelial-mesenchyme interactions leads to defective urethral plate
development and tublarization.

According to the results of the study, it can be said that gender hormone receptors and
FGF receptors involved in epithelialization play important roles in the development of male
external genital structures at the gene level, and that the defects in the expression of these
genes can negatively affect each other and cause the development of hypospadias. However,
we think that more extensive studies are needed in which age groups and hypospadias types

vary, the number of patients is increased, and it will be useful in clarifying the etiology.

Keywords: Hypospadias, FGFR2, ESR1, AR
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EK 2
TRAKYA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
BIiLIMSEL ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bir arastirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arastirmanin yiiriitiilmesi, Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’nun ............ tarth ve ...........

sayil1 karari ile onaylanmustir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden once aragtirmanin neden ve nasil yapilacagini

anlamaniz ¢ok 6nemlidir.

Arastirmaya katilim tamamen goniilliiliik ilkesine bagli olup katilmayi reddetmeniz
herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol

acmayacaktir.

Ayni sekilde arastirmaya katilmay1 kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi bir
yerinde higbir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar

kaybina yol agmadan aragtirmadan ¢ekilebilirsiniz.

Arastirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri aragtirmacilar ya da destekleyici
(Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi) tarafindan karsilanacak olup size ya

da sosyal giivenlik kurumunuza hicbir mali yilik getirmeyecektir.

Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katilmak isteyip istemediginize

karar vermek i¢in liitfen biraz diisiiniin.

eArastirmanin bilimsel adi: Normal ve Hipospadiasli Cocuklarin Prepisyumlarindaki

Yapisal ve Molekiiler Ozelliklerin Karsilastirilmasi

eArastirmanin anlasilabilir basit adi: Normal ve dogustan yarim siinnetli ¢ocuklarin

stunnet derilerindeki farkliliklarin incelenmesi

eSorumlu Arastirmacimn adi ve gorev yeri: Prof. Dr. Dinger Avlan, Trakya Universitesi

Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali, Cocuk Urolojisi Bilim Dal

eArastirmanin amaci: Dogustan yarim siinnete neden olabilecek genleri ve siinnet
derisindeki farkliliklar1 aragtirarak hastaligin olusumu agisindan literatiire ve hastalara

katki saglanmasi amaglanmaktadir.



eArastirmanin niteligi (klinik, laboratuvar, epidemiyolojik, tez calismasi vb.): Tipta

Uzmanlik Tez ¢alismasi
eArastirmanin baslama tarihi ve dngoriilen siiresi: 01.03.2019 — 1 y1l
eArastirmaya katilmasi beklenen goniillii sayisi: 52

eArastirma sirasinda uygulanacak olan invaziv yontemler dahil olmak iizere goniilliiye
uygulanacak yontem, girisim ve tedavilerin tiimii: Yapilacak ameliyatta ¢ikarilan ve
nomalde ¢ope atilacak olan siinnet derisinden alinacak yaklasik 1x1 cm boyutlarindaki

doku 6rnegi T1bbi Genetik ve Tibbi Patoloji laboratuarlarina ulastirilacaktir.

eArastirmanin deneysel kisimlari: Calismanm genetik analizleri Trakya Universitesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1 Genetik Hastaliklar
Tam Merkez’inde, histopatolojik analizleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali’nda yapilacaktir. Her hasta uygun bir kod ile isaretlenip isimleri
kulanilmayacaktir, bilgileri gizli tutulacaktir. Hastalardan alinacak olan dokudan hastaligin

tanisini aciga cikarabilecek genetik ve histopatolojik degisiklikler arastirilacaktir.

eFarkli uygulama ve girisimler icin goniilliillerin arastirma gruplarina rastgele atanma
olasih@r: Belirtilen uygulama yontemi disinda gonilliilere farkli bir yontem

uygulanmayacaktir, bu yilizden arastirma grubunda rastgele atanma olasilig1 yoktur.

eKatilimcinin arastirmaya dahil edilme nedeni: Peygamber siinneti tanisi olan hastalarda
hastaliga sebep olabilecek doku farkliliklarini saptayarak hastalifin tanisi1 ve nedeni

hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunabilmesi.

eArastirmadan dogrudan goniillii icin beklenen yarar: Arastirmanin goniilli i¢in
dogrudan bir yarar1 yoktur ancak dogustan yarim siinnetli olmanin sebebini agiklayabilir

ve bu hastaligin tedavisinde yardim olabilir.

oGoniilliiniin sorumluluklari: Goniilliiniin planlanan ameliyatina ek olarak herhangi bir

sorumlulugu yoktur.

oGoniilliiniin (arastirma hamilelerde veya lohusalarda yapilacaksa ise embriyo, fetiis
veya siit cocuklarimin da) maruz kalabilecekleri riskler veya rahatsizhiklar: Yapilmasi

planlanan ameliyata ek bir risk bulunmamaktadir.



eRisklere karsi alinan onlemler: Ameliyata ek bir risk olmadigindan alinacak 6nlem

bulunmamaktadir.

oGoniillitye alternatif olarak uygulanabilecek olan diger yontemler ve bunlarin olasi
yarar ve zararlari: Siinnet ve dogustan yarim siinnetli olma ameliyatlarina alternatif

yontem yoktur.

eArastirmaya bagh olarak bir zarar olustugunda verilecek tazminat ve saglanacak

tedaviler: Arastirmaya bagl olarak hastaya zarar gelmesi beklenmemektedir.

oGoniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler: Goniilliilere

herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

eGoniilliiniin arastirmaya katiminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya
nedenler: Goniilliiler aragtirmaya dahil edilme kriterlerine uymuyorsa ve kendi istekleriyle

caligmadan ayrilabilirler.

eArastirma sonunda goniilliilere bilgi verilecek mi? Goniillillere bilgi verilmesi

planlanmamaktadir, talep edilmesi halinde bilgi verilebilir.

eGoniillillerin arastirma hakkinda, kendileri hakkinda ya da arastirmayla ilgili
herhangi bir beklenmedik olay hakkinda daha fazla bilgi edinebilmesi icin temasa

gecebilecegi kisi ve kendisine giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numarasi:
Ars. Gor. Dr. frem Inang — 0543 620 49 29

eGoniillilerden elde edilecek olan biyolojik materyallerin hangi amaclarla

kullanilacag:

Alman materyal, hastaligin nedenini saptamak amaciyla patoloji ve genetik

laboratuarlarinda incelenecektir.

Yukarida acik¢a tanimlanan ¢alismanin ne amagla, kimler tarafindan ve nasil

gerceklestirilecegi anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildi.

Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve baska insanlara saglayacagi yararlar bana

anlatildi.

Arastirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim bir dille

anlatildi.

Arastirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda gerceklestirilecek islemler bana anlatildi.



Aragtirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklarim konusunda

24 saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin ad1 ve telefonu bana verildi.

Arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri i¢cin benden
ya da bagli bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecegi bana

anlatild.
Arastirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum.
Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hicbir gerekce gostermeksizin istedigim

anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

Bu caligmaya katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde higbir sorumluluk altina
girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi hicbir

bi¢cimde etkilemeyecegini biliyorum.

Caligmanin yiiriitiiciisi olan arastirmact / hekim ya da destekleyen kurulus, calisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle, benim onayimi almadan beni

caligma kapsamindan ¢ikarabilecegini biliyorum.

Trakya Universitesi T1p Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’nun gerekli gordiigiinde,
gizliligimin korunmasi ilkesine uygun olarak, arastirma konusuyla iligkili orijinal tibbi

kayitlarima dogrudan erisimde bulunabilecegini biliyorum

Ilgili yasal diizenlemeler geregince kimligimi ortaya ¢ikaracak kayitlarin gizli tutulacagi,
kamuoyuna aciklanmayacagi; arastirma sonuglarinin bilimsel toplantilarda sunulabilecegi ya
da yayinlanabilecegi, ancak, bu tiir durumlarda kimligimin kesin olarak gizli tutulacagi bana

aciklandu.

Arastirma konusuyla ilgili olarak, ¢alismaya devam etme istegimi etkileyebilecek yeni bilgiler
elde edildiginde bana ya da yasal temsilcime zamaninda bilgilendirme yapilacagi bana

aciklandu.

Yukarida yer alan ve arastirmadan Once goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu adli metni kendi anadilimde okudum.
Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.

Yukarida konusu belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen

arastirmaci tarafindan yapildi.



Bu kosullarla, sz konusu arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak

katilmay1 kabul ediyorum.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’nun tam imzali bir kopyasini aldim.
eGoniilliiniin; (El yazisi ile)

Adi- Soyadi:

Imzast:

Adresi (varsa telefon ve/veya faks numarasi):

eVelayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin; (El yazisi ile)
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
Imzast:
Tarih:

Adresi (varsa telefon ve/veya faks numarasi):

eAciklamalar: yapan arastirmacinin
Unvani, Adi- Soyad: (El yazisi ile)
Gorev yaptig1 boliim:
Imzast:

Tarih:



