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OZET

[AKPINAR BABAYIGIT, Halise]. [Fimozis ile ADAMTS1 ve 5 Proteinazlarin iliskisinin
Aragtirilmasi], [Uzmanlik Tezi], Ankara [2014].

Amac: Fimozis; glans penis ile prepisyum arasindaki yapisikliklara bagli olarak
prepisyumun geri itilememesi durumudur. Fimozis tanisin1 koyarken geri itilememesi
yaninda prepisyum orifis ¢apinin 5 mm’den dar olmasi ve miksiyon esnasinda
prepisyumun balonlagmasi tani i¢in anlamlidir. ADAMTS proteinazlar bir¢ok hastaligin
patolojisinde rol oynamaktadir. ilk olarak 1997 yilinda Kuno ve arkadaslar tarafindan
kolon kanserinde, inflamasyonla iliskili olarak tamimlanmis, hatta embriyolojik
donemde de sentezlenen ADAMTS’ler doku yeniden yapilanmasi, pihtilasma,
anjiyogenez ve ovulasyon gibi birgok fizyolojik olayda rol aldigi gdsterilmistir. Bu
calismada, siddetli fimozis olgular1 (Grup A) ile normal siinnet derisine sahip vakalarin
karsilagtirmas1 yapilmistir. Enflamasyon ve fibrozisde rol oynayan ADAMTSI1 ve
ADAMTSS bu c¢alisma i¢in secilerek, fimozisin ADAMTS proteinazlar ile iliskisi
arastirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Aralik 2013 (28.11.2014-99950669/353 tarih ve sayili etik kurul
izni ile) - Mart 2014 tarihleri arasinda Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde siinnet iglemi yapilan 4 ay ile 7 yas (5,2+2,3) arasindaki 18 ¢ocuk hasta
calismaya almmistir. Calisma iki grup halinde ylriitiilmistiir; Fimozis Grubu:
Prepisyumu retrakte edilemeyen, iserken idrar birikimine bagli balonlagma olan hastalar
(3,7+2,8), Kontrol Grubu: Fimozisi olmayan olgular (6,4+0,7). Siinnet derileri (dis
prepisyum) cerrahi olarak ailenin imzali onay:1 ile alindiktan sonra, -80 derecede
saklanma kosullar1 yerine getirilerek laboratuvara transportu sonrasinda Western Blot
yontemi ile ADAMTS proteinazlarla iliskisi ¢alisilmis ve sonuglar Mann-Whitney U
testi ile degerlendirildi (p< 0.05 anlamli kabul edilmistir).

Bulgular: ADAMTS1/AKTIN degerleri; Fimozis grubunda; 0,08+0,04, Kontrol
grubunda; 0,07+0,05, bulundu. ADAMTS5/AKTIN degerleri; Fimozis grubunda;
0,76+0,21, Kontrol grubunda; 0,74+0,47 bulundu. ADAMTS1/AKTIN i¢in p>0.05 ve
ADAMTS5/AKTIN i¢in p>0.05 oldugundan istatistiksel olarak anlaml1 degildi.



Sonuc: Fimozis grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda ADAMTS1/AKTIN ve
ADAMTS5/AKTIN oranlar1 daha yiiksek bulunmakla birlikte, gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli degildi.

Anahtar Kelimeler: Fimozis, stinnet, enflamasyon, fibrozis (skar), ADAMTS1, 5



ABSTRACT

[AKPINAR BABAYIGIT, Halise]. [Investigation of causation of ADAMTS1 ve 5 proteinases
with Phimosis], [Dissertation], Ankara [2014].

Purpose: Phimosis is an event by that withdrawal of prepuce is not enough because of
adhesions between penis and prepuce. In addition to inability of prepuce withdrawal,
prepisium orfice radius narrower than 5 mm and swelling of prepisium during miction
are meaningful for diagnosis of phimosis. ADAMTS proteinases have a role in
pathology of many diseases. In 1997, it is defined by Kuno et al. that proteinases are
related with inflammation by colon cancer, even it is shown that ADAMTS synthesized
in embryological period play role in regeneration of tissues, coagulation, angiogenesis
and ovulation. In this study, we compared cases which are healthy and suffering from
severe phimosis (Group A). To investigate the correlation phimosis with ADAMTS
proteinases, ADAMTS1 and ADAMTSS proteinases, which take important parts in
inflammation processes and fibrosis, were chosen.

Materials and Methods: Samples collected for three months — from January to March
2014 - from 18 patients age between 4 and 7 (5,2+2,3) applied Turgut Ozal University
Medical School for circumcision. There are two experimental groups in the study;
Phimosis Group: Patients whose preputium cannot be retracted and bubbling because of
urine accumulation during urination (3,7+2,8). Control Group: Cases without phimosis
(6,4+0,7). Informed written consents were taken from the patients’ parents for surgery.
Following the surgery, prepuce was transported to laboratory and stored at -80°C and
correlation of ADAMTS proteinases with phimosis were investigated using Western
Blot methodology. Results were evaluated with using Mann-Withney U test (p<0.05 is
considered as statistically significant).

Findings: Following statistical values are calculated for ADAMTS1 and ADAMTS5:
For ADAMTS1/ACTIN ; In Phimosis Group; 0,08+0,04, in Control Group; 0,07+0,05.
For ADAMTS5/ACTIN; In Phimosis Group; 0,76+0,21, in Control Group; 0,74+0,47. p
values for ADAMTS1/ACTIN and ADAMTS5/ACTIN were both higher than 0,05, and

considered as statistically non significant.



Result: Levels of ADAMTS1/ACTIN and ADAMTS5/ACTIN rates were found higher
in phimosis group compared to control group; although the difference in between
phimosis and control was not statistically significant.

Keywords: Phimosis, circumcision, inflammation, fibrosis (skatris), ADAMTS1, 5

Vi
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1. GIRIS

Prepisyum, glans penisi flask halde iken igte mukoza, dista penil deri ile siirlayan
olusumun adidir. Fimozis ise; glans ile prepisyum arasindaki yapisikliklara bagl olarak
prepisyumun geri itilememesi durumudur (1). Siinnet derisinin geri ¢ekilememesi kiiglik
yas gruplarinda fizyolojiktir. Fimozisin ancak %35’i konjenitaldir. Fimozis tanisini
koyarken geri g¢ekilememesi yeterli degildir. Prepisyum orifis ¢apinin 5 mm’den dar
olmast ve miksiyon esnasinda prepisyumun balonlagmasi tani i¢in anlamlidir (2).
Fimozis dini amagla ve geleneklere bagli olarak yapilan sosyal siinnet olgularinin
disinda tibbi gereklilik arzeden ve tedavisinde siinnet cerrahisini gerektiren patolojik bir
durumdur.

Stinnet, tiim diinyada uygulanan en yaygin cerrahi girisimlerden biridir (3).
Stinnet Miisliman niifusun yogun oldugu bolgelerde, Giiney Dogu Asya’nin bazi
bolgelerinde, Amerika’da, Filipinler’de, Israil’de ve Giiney Kore’de sik olarak
uygulanirken, Avrupa’da, Latin Amerika’da, Giliney Afrika’nin bazi bdlgelerinde,
Asya’nin biiyiik boliimiinde ve Okyanusya’da goreceli olarak daha az siklikla
uygulanmaktadir (4). Her yil 13.3 milyon erkek ¢ocugu siinnet edilmektedir (5).

ADAMTS proteinazlar birgok hastaligin patolojisinde rol oynamaktadir. Ilk
olarak 1997 yilinda Kuno ve arkadaslar tarafindan kolon kanserinde, enflamasyonla
iligkili olarak tanimlanmistir. Embriyolojik dénemde de sentezlenen ADAMTS' ler
doku yeniden yapilanmasi, pihtilasma, anjiyogenez ve ovulasyon gibi bir¢ok fizyolojik
olayda rol alir. Ayrica hiicre dis1 matriksin ve bazal membranin par¢alanmasi, tiimor
hiicresi invazyonu ve metastaz gibi patolojik siire¢lerde de gorevleri bulunmaktadir (6).
Bu ¢alismanin amaci; ADAMTS1 ve ADAMTS5’in fimozis olgularinda enflamasyon
ve fibrozis ile iliskisini incelemektir.

Fimozisde hijyen bozukluguna bagli kronik enfeksiyonlar sorumlu tutulmakla
birlikte (7); Sekonder fimozise yol agan etkenler arasinda zorlu retraksiyona bagl
travmalar, dermatit ve balanopostit etiyolojisi aydinlatilmis nedenler arasindadir (8).
Fimozis patolojisinde suclanan bu etkenlere eslik eden, tekrarlayan geg¢irilmis
(semptomatik veya asemptomatik) idrar yolu enfeksiyonlar1  sonrasindaki
enflamasyonun ve fibrozisin neden oldugu iizerinde durulmaktadir. ADAMTSL ve

ADAMTSS’1 se¢memizin nedeni daha oOnce yapilan bagka caligmalarda bunlarin



enflamasyon ve fibrozis iliskili olduklarinin saptanmasidir. ADAMTS konu baslikli
boliimde kaynaklar gosterilerek bu ¢aligmalardan bahsedilmistir. ADAMTS 1 ve 5’in
diizenleyici agrekanazlar olmasi nedeniyle patolojik fimozis dokusunda da ADAMTS
proteinazlarinin seviyelerinde artis ya da azalis beklenmektedir. Fimozis olgularinin
ADAMTSI ve ADAMTSS ile iligkisinin Western Blot yontemi ile degerlendirilmesi ilk

kez arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SUNNET

2.1.1. Siinnetin Tarihgesi

Stinnet, diinyada ve iilkemizde en sik uygulanan cerrahi girisimlerden birisidir (9).
Bugiin diinyada tartismasiz en ¢ok yapilan cerrahi islem siinnettir ve M.O. 2300
yillara ait Misir mumyalarinin siinnetli oldugu ve duvar resimlerinde siinnetin bir
gelenek olarak uygulandigini gosteren bulgulara rastlanilmistir. Bu kadar eski tarihi
olan bir islem konusunda, dini inanis ve gelenek farkliliklari, maddi sebepler ve bilimsel
verilerdeki farkli goriisler nedeniyle halen tartismalar devam etmektedir (10).

Tarih boyunca cesitli inanislarla yapilagelmis olan siinnet; bazi1 toplumlarda
adak ve ceza olarak, bazi toplumlarda ise tipki viicut temizligi gibi fitrat geregi insanin
dogasina uygun bir davranig olarak goriilmustiir (11).

Tiirkiye gibi Miisliiman toplumlarda daha ¢ok geleneksel, Musevi toplumlarda
ise dini bir yiikiimliiliik olan silinnet, genellikle 6rf ve adetlere uygun sekilde toérenlerle
yapilagelmistir (12). Islam Oncesi Arabistan’da siinnet, bir hijyen tedbiri olarak
diisiiniilmiistiir (13). Siinnetin ilk olarak Hz. ibrahim ile basladigia ve temizlik amagh
bir gelenek olduguna inanildig1 i¢in Arabistan’da "taharet" yani temizlik ismiyle de
kullanilmaktadir (14).

Stinnet adetinin ne zaman ortaya c¢iktigi tam olarak bilinmemektedir.
Baslangicinin en az 10.000 yil oncesine dayandigi diisiiniilmektedir. Daha belirgin
bulgular M.O. 2300 lere dayanmaktadir (15). Kristof Kolomb’un yenidiinyay: kesfettigi
zamanlarda bir¢ok yerlinin siinnetli olduguna dair bilgiler vardir (10).

15. yiizyilda yasamis olan Serafeddin Sabuncuoglu; ¢ ciltlik el yazmasi,
"Cerrahiye-i Ilhaniye" isimli eserinde ¢ocuk cerrahisi agisindan &nemli yeri olan
stinnet ve slinnet hatalarin1 iceren bilgileri tiim detaylar1 ve agiklayici resimleri ile
anlatmistir (16).

19. yiizy1l ise; Tibbi nedenlerle yapilan siinnetin ilk baslangicini olusturur. 1891
yilinda Remondino siinnetin tibben yararl bir girisim oldugu tistiinde durarak; alkolizm,
astim, eniiresis, epilepsi, fitik ve gut gibi bazi hastaliklardan korunmada etkili oldugunu

one sirmistiir (17). Bu sekilde 20. yiizyilin ilk yarisina kadar siinnetin faydalar



yoniinde ¢ikan arastirmalar 6zellikle Ingilizce konusan iilkelerde tibbi siinnetin, siklikla
yenidogan doneminde yapilmak {izere yayginlagsmasina neden olmustur (18).

1949 yilinda Gairdner yazdigi makalede rutin siinneti sorgulayarak siinnet
derisinin 6zellikleri ve 6nemini vurgulamistir (19). Bu makaleden sonra ise sirasiyla
Ingiltere, Kanada ve ABD’de Cocuk Hastaliklari Dernekleri rutin siinneti tavsiye
etmekten vazgegmislerdir (18). Siinnet oranlar1 bu iilkelerde belirgin olarak diismiis,
ancak ozellikle siinnetin ¢ocuklarda idrar yolu enfeksiyonlarmi (IYE) belirgin olarak
diistirdligliniin gozlenmesi ile 1989 yilinda Amerikan Cocuk Hastaliklar1 Akademisi
yeni bir bildirgeyle karar1 daha ¢ok aileye birakan daha tarafsiz bir konum almustir.
1989 yilinda Amerikan Pediatri Akademisi’'nin siinnetle ilgili komisyonu, yenidogan
slinnetinin potansiyel tibbi faydalar1 ve avantajlar1 yaninda, risk ve dezavantajlar1 da
oldugunu aciklayarak, girisim dncesinde ebeveynlere bunlarin anlatilmasint 6nermistir
(20). Son yillarda &zellikle Ingilizce konusan toplumlarda ve bilim cevrelerinde
yenidogan donemindeki cocuklarin siinneti ile ilgili tartismalar dikkat c¢ekicidir.
Tartisma, siinneti savunan ve karsi ¢ikan goriis olarak iki grup altinda gerceklesmekte,
stinnete bagli komplikasyonlar {izerinde durulmakta ve ailenin istegine bagli yapilan
islemde onam-olur konular1 tizerinde durulmaktadir ( 21 ). Siinnet uygulamasinin yasal
ve ahlaki olarak izin verilmesini savunanlar ( 22) oldugu gibi buna kars1 ¢ikanlar da her
zaman olmustur. Tiim bunlara ragmen; bugiin, diinyadaki erkeklerin neredeyse dortte
biri tibbi nedenlerle ya da geleneksel, dinsel yani tibbi olmayan nedenlerle siinnet

olmaktadir ( 23, 24).

2.1.2. Siinnet Endikasyonlari
Stinnet; glans penisi Orten prepisyum adi verilen sitinnet derisinin belirli sekil ve
uzunlukta cerrahi yolla alinmasi ve penis u¢ kisminin agiga ¢ikarilmasi islemidir ( 25,
26 ). Bagka bir makalede erkek ilireme organinin ucundaki prepisyumun glans penisi
ortaya ¢ikaracak sekilde eksizyonu olarak tanimlanmigtir ( 27 ).

Stinnet uygulamasinda tibbi endikasyonlarin yani sira, dini ve geleneksel
faktdrler de rol oynamaktadir (28). Ulkemizde siinnet endikasyonu olarak daha cok
geleneksel ve dini, bati toplumlarinda ise tibbi gerekceler ile yapilmasit 6n plana

cikarilmistir (29, 30).



Gerek dini ve geleneksel, gerekse de medikal nedenlerle halen diinya gapinda

stinnet yapiliyor olmasi siinnete ilginin devam ettiginin gostergesidir (31).

Siinnet yapilma nedenleri ve endikasyonlari:

1- Fimozis tedavisi,

2- Sosyal ve dini nedenler,

3- AIDS basta olmak iizere, cinsel yolla bulagsan hastaliklarin bulasiciliklarinin
azaltilmasina yonelik bir nlem olmasi (32),

4- Idrar yolu enfeksiyonu gecirme riskinin azaltilmasi (bebeklerde idrar yolu
enfeksiyonunu %7°den, %0,7’ye dislirdigli gérilmiistiir (10)),

5- Penis iltihaplarina yakalanma riskinin azaltilmasi,

6- Penis kanserine yakalanma olasiliginin belirgin bir sekilde azaltilmast,

7- Fimozis ve parafimozis olugsmasinin engellenmesi,

8- Genital temizligi kolaylastirmasi,

9- Insan papillomavirus ( HPV ) enfeksiyonuna yakalanma riskini diisiirmesi
(Siinnetsiz erkeklerin eslerinde HPV’a bagh kanser tiirii, siinnetli erkeklerin
eslerine gore 2,5 kat daha sik goriilmiistiir) (10),

10- Balanitis Xserotica Obliteransin ( BKO ) tedavisi ( BKO’mn edinsel meatal
stenozun en sik nedenleri arasinda yer aldig1 ve ¢ocuklardaki fimozisin de
yaklasik olarak %10’undan sorumlu tutulmaktadir ) ( 33 ),

11- Balanit, balanopostit tedavisi,

12- Travma sonucunda penis yaralanmalart,

13- Urolojik anomali varligi,

14- Prepisyum Kistleri,

15- Penil lenfédem varlig.

2.2. FIMOZIS
2.2.1. Fimozis

Prepisyum, glans penisi flask halde iken i¢te mukoza dista penil deri ile sinirlayan

olusumdur. Fimozis ise; glans ile prepisyum arasindaki yapisikliklara bagli olarak

prepisyumun geri itilememesi durumudur (1).



Fimozis ¢ocuklarda sikc¢a goriilen bir durumdur ve bazen acil servislerde bazen
de poliklinik sartlarinda komplikasyonlartyla kargimiza ¢ikan bir patolojidir. Hastanin
acil servise idrar yapamama, siddetli karin agrisi, glob gelismesi, enfeksiyona bagli ates
ve lokal enflamasyon durumu balanit, balanopostit vb. acil durumlarla getirilmesi acilde
karsilagilan bir durumdur. Gegirilen enfeksiyonlarin tekrarlanmasiyla, idrar yolu
enfeksiyonlariin sikliginin ve siddetinin artmasi, olasi komplikasyonlara zemin hazirlar.
Mesane duvar1 diizensizlikleri, mesane anatomisi, kapasitesi ve fonksiyonlarinin
bozulmasiyla ortaya ¢ikacak inkontinans ve vezikotireteral reflii ve refliiye bagli olarak
gelisebilecek iireter ve bobrek anatomisinin bozulmast ve en sonunda fonksiyonel
isleyisin aksamas1 ve organ kaybi klinikte karsilagabilecek patolojilerdir. Siinnet derisinin
ucundaki darliga (fimozise) bagh olarak; idrar yapmada zorluk, buna bagh gelisen
enfeksiyon, daha ileriki zamanlarda ise obstriiksiyona bagl olarak iist {iriner sistem
patolojilerinin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (34).

Toplumda kim tarafindan yapildigi ¢ok fazla 6Gnemsenmeyen ve sadece rutin bir
siinnet islemi olarak goriilen ve aileler bilgilendirilmedigi takdirde istenilen yas ve
durumda ve hatta uygun olmayan kisilerce ve ortamlarda yapilabilmesinin normal
oldugu diisiiniilen siinnet cerrahisi; iste bu acil ve kritik durumlardan dolay1 anne-baba,
hekim ve c¢ocuk iiggeninde tiim psikolojik, sosyolojik ve en dnemlisi de tibbi boyutu
gbz Oniine alinarak planlanmalidir. Ulkemizde hig¢ siiphesiz en ¢ok yapilan ameliyat
olmasma ragmen, yillarca sosyal gilivenlik kurumlarinca kapsam disinda tutulmasi
nedeniyle siinnet, gogunlukla hekim olmayan yetkisiz kisiler tarafindan yapilmistir (35).
Temmuz 2007 tarthinden sonra siinnetin sosyal giivence i¢ine alinmasi, cerrahi bir islem
icin gerekli tiim kosullar1 saglayabilen uzman hekimler tarafindan yapilmasim
baglatmigtir (31).

Poliklinik muayenesi esnasinda aile ve g¢ocukla iletisim i¢inde olunmali ve
muayene esnasinda ¢ocugu rahatsiz edebilecek prosediirler anlatilarak ¢ocugun giliveni
kazanilmalidir. Poliklinik muayenesi Oncesinde ailenin, g¢ocugu psikolojik olarak
hazirlamasi da 6nemlidir (36).

Stinnet derisi gestasyonun 3-5. aylarinda gelisir. Glans ve prepisyumun ig
yiiziinii Orten ¢ok katli yassi epitel ilk zamanlar birbirine yapisiktir. Yasamin ilk 3-4.
aymda yassi hiicreler keratinize olur ve smegmay1 olusturur (25). Embriyolojik olarak

prepisyum gelisimi 8. haftadan itibaren, glans penisin proksimalden distale dogru



epidermal bir uzantis1 olarak baslamakta ve 16. haftaya kadar siirmektedir. Prepisyum
gelisimi esnasinda prepisyum i¢ yiizii ile glans penis birbiriyle yapisik haldedir, ancak
yasla birlikte bu durum geriler ve fizyolojik fimozis kaybolur (8).

Glanduler sekresyonlar ve epitel dokiintiileri smegma olarak adlandirilir. Bazi
cocuklarda smegma miktarmin fazlaligi g¢ocukta derinin inceligi nedeniyle Kitle
goriintiisii verebilir buna siinnet derisi incisi denir. Smegma zamanla siinnet derisi ve
glans arasindaki boslugu olusturup yukar1 dogru kendiliginden ¢ikacagindan tedaviye
gerek yoktur (36). Penisin biiyiimesi ve ereksiyonuyla infant smegmasinin olusmasi iki
epitel yiizeyinin birbirinden ayrigsmasini saglar. Dogumdan sonraki birkag yilda bu siireg
tamamlamis olur (25).

Yenidoganlarin yalnizca %4’iinde prepisyum geri ¢ekilebilir. Yenidoganlarin
ancak %>50’sinde prepisyum, eksternal iiretral meayr gorebilecek kadar retrakte
edilebilir. Alt1 aylik bebeklerin ancak %20’sinde prepisyum tam olarak geri ¢ekilebilir.
Normal c¢ocuklarin %10’unda {i¢ yasina kadar prepisyum geri cekilemez. Alt1
yasindakilerin bile %37’sinde glanstan prepisyum tam olarak ayrilamaz. Ancak
pubertede tam bir ayrisma olusur bu ayrisma 10-14 yasina kadar siirebilmektedir (25,
37). Yenidogan doneminde prepisyum ile glans arasindaki dogal yapisiklik fizyolojik
fimozis olarak adlandirilir. Fizyolojik fimozis i¢in herhangi bir tedavi gerekmez. Cocuk
bliylidilkce prepisyumun geri c¢ekilebilme orami yiikselir. Yenidogan doneminde
fizyolojik fimozis oran1 %96 iken, 17 yasinda %]1’e diiger (38).

Patolojik fimozis en sik yetersiz lokal hijyen nedeniyle olusan kronik
enfeksiyonlarin sonucu olup herhangi bir yasta goriilebilir. Fimozis, yenidoganda
fizyolojik olarak kabul edilirken, ¢ocukluk ¢agindaki fimozisde ise hijyenik bozukluga
bagli kronik enfeksiyonlar sorumlu tutulmaktadir (7). Sekonder fimozise yolagan
etkenler arasinda zorlu retraksiyonlara bagli travmalar, dermatit ve balanopostit
etyolojisi aydimnlatilmis nedenler arasindadir (8). Fimozis, ya hi¢bir skar olusumu
belirtisi gostermeksizin primerdir (fizyolojiktir) ya da balanitis kserotika obliterans gibi
bir skar olusumuna sekonderdir. Fizyolojik bir olgu olan siinnet derisinin normal olarak
glansa yapigmasi ile fimozis arasinda ayrim yapilmasi gerekmektedir (38).

Fimozise Ozellikle silinnetsiz ¢ocuklarda ve erken cocukluk doneminde sik¢a
rastlanmaktadir. Ik 3-4 yil iginde epitelyal debrisin birikimi ve aralikli ereksiyonlar

sayesinde prepisyumun retraksiyonu soz konusudur. Yasa bagl olarak artan ereksiyon



sayist, penil biiyiime ve lokal doku iizerine hormonal etkenlerin rolii, siinnet sonrast da
geligebilen penil yapisikliklarin azalmasinda 6nemlidir (39).

Tirkiye’de yapilan bir g¢alismada (40); c¢esitli nedenlerle ¢ocuk cerrahisi
poliklinigine basvuran 0 -11 yaslarindaki 362 ¢ocukta prepisyumun geri ¢ekilebilmesi,
prepusiyel orifis ¢ap Ol¢climil ve eslik eden iiriner sistem semptomlar1 degerlendirilmis.
Prepisyumun geriye tam g¢ekilebilme orani; yeni dogan déneminde %9.40, 7-12 aylar
arasinda %35.90, 3 yasinda %48.00, 8-9 yaslarinda %80.00 ve 10-11 yaslarinda
%100.00 bulunmus. Prepusiyel orifis ¢capt Smm'den fazla olanlarin oranlari ise; yeni
dogan doneminde %75.00, 7-12 aylar arasinda %73.30, 3 yasinda %84.00 ve sekiz yas
tizerinde %100.00 bulunmus. Smegma kisti oran1 2 ay ile 4 yas arasinda %18.60, 6-7
yaslarinda %34.60, 8 yasindan sonra ise %0.00 olarak saptanmis. Miksiyon zorlugu ve
prepisyum balonlagsmasi 2-6 aylar arasinda ve 4 yasinda %20.00 oraniyla en yiiksek
bulunmus. Uriner sistem enfeksiyonu orani 7-12 aylar arasinda %26.60 bulunmus ve
balanit gecirme orani 6-7 yaslarinda %15.40 olarak saptanmistir (40).

Japon ¢ocuklarinda prepusyel halkaya bagli fimozis 0-6 aylik cocuklarda %84.3,
2 yasinda %40.1 ve 11-15 yaslarinda %8.6 olarak saptanmistir (8). Dewan ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada; dogumda retraktil prepisyumun %4, 6. ayda
%15, 1. yasinda %50 ve 3 yasinda %80-90 oraninda oldugu bildirilmistir(41). Bir bagka
calismada Shankar ve Rickwood, Ingiliz cocuklarda fimozis gériilme insidansinin yilda
%0.04, ve 15 yasima gelen bir ¢ocukta ise %0.6 oldugunu bildirmislerdir. Yasamin ilk
yilinin sonunda, slinnet derisinin glaniiler sulkus arkasina ¢ekilmesi erkek cocuklarin
yalnizca yaklasik %50°sinde miimkiin olmaktadir; bu oran 3 yasin sonunda yaklasik
%389’a yiikselir. Fimozis insidansi, 6-7 yasindaki erkeklerde %8 ve 16-18 yas arasindaki
erkeklerde yalnizca %1°dir (42).



2.2.2. Fimozis Tanisi
Fimozis tanisi fizik muayene ile konulur. Eger siinnet derisi geri ¢ekilebilirlik 6zelligine
sahip degilse ya da kismen sahipse ve glans penis iistiinde geriye c¢ekildiginde sikistiran
bir halka olusuyorsa, silinnet derisinin genisligi ile glans penisin ¢ap1 arasinda bir
orantisizligin oldugu kabul edilmektedir (43).

Stinnet derisinin geri c¢ekilememesi kii¢ilk yas gruplarinda fizyolojiktir.
Fimozisin ancak %S5 1 konjenitaldir. Fimozis tanisini1 koyarken geri ¢ekilememesi yeterli
degildir. Prepisyum orifis c¢apimmin 5 mm’den dar olmasi ve iseme esnasinda
prepisyumun balonlagsmasi tani i¢in anlamlidir (2).

Fimozis olgularinda; siinnet derisinin biiziilmesine ek olarak, prepisyumun i¢
yiizeyleri ile glaniiler epitel ve/veya frenulum arasindaki yapisikliklar da
goriilebilmektedir. Frenulum breve, siinnet derisi geri cekilince glansin 6ne dogru
egrilmesine (ventral deviasyona) neden olur. Eger u¢ kisim dar kalirsa ve glaniiler
yapisikliklar ayrilmigsa, o zaman bu bosluk iseme sirasinda idrarla dolarak silinnet
derisinin disa dogru balonlasmasina neden olur. Fimozis Klinik olarak; isemede giigliik,
prepisyumun iseme esnasinda balonlagmasi, asir1 ve sik yineleyen idrar yolu
enfeksiyonlar1 (IYE) ile karakterizedir (43).

Kayaba ve ark. lar1 Fimozisi dort grupta siniflandirmiglardir. GrupA, Grup B,
Grup C, Grup D. Grup A, en agir fimozis iken Grup D, normal prepisyuma en yakin
yani en hafif olanidir (44).

A =3
W

Resim 1. Fimozis smiflandirmasi (Kayaba ve ark. larmin yaptig1 bir galismaya (8) gore; dis

prepisyumun yeri ve geri ¢ekilebilme dzelligine gore Fimozis siniflandirilmast yapilmig ve resim bu
makaleden alinmugtir: Grup A- retraksiyon yok, Grup B- iiretral meatus gériinmekte, Grup C- glans

penisin yaris1 goriinmekte, Grup D- glans penisin tama yakin goriiniimii mevcut)



Bizim ¢aligmamizda fizik muayene ile prepisyumun ne kadar retrakte edilebilir
oldugu, prepisyum orifis ¢ap1 ve iseme esnasindaki balonlasma goz oniine alinarak,
hastalarimiza fimozis tanist konulmustur. Bunlardan yalnizca agir fimozis hastalar1 yani
Kayaba ve ark.'larmin yaptig1 ¢alismaya gore Grup A da yer alan vakalar ¢alismaya
alinmistir. Fimozisi olmayan saglikli ¢cocuklar ise kontrol grubu olarak kabul edilmis,
boylece ¢alisma iki grup halinde yiiriitilmiistiir;

Fimozis Grubu: Prepisyumu retrakte edilemeyen, iserken idrar birikimine bagh
balonlagsma olan hastalardan olustu.

Kontrol Grubu: Fimozisi olmayan olgular

2.2.3. Fimozis Tedavisi

Primer (fizyolojik) fimozis ile sekonder (gergek) fimozisin ayriminin yapilmasi
gereklidir. Eger siinnet derisi parsiyel olarak geri cekilebiliyor ve sonrasinda glans
tizerinde incelerek kalmaya devam ediyorsa bu fizyolojik fimozistir ve zamanla
diizelecektir. Fakat geri ¢cekme esnasinda ucu kalinlasmis ve yuvarlak bir hal almis bir
prepisyum mevcut ise bu durum sekonder yani ger¢ek fimozistir. Gergek fimoziste
skarlasma ve enflamasyon vardir ve tedavisinde siinnet sarttir (39).

Primer fimoziste; siinnet derisini koruyarak, tam geri cekilebilirlik 6zelligine
kavusturmak i¢in siinnet derisinin ¢evresini genisleterek dorsal insizyon yapilabilir fakat
bu islem fimozisin tekrarlamasi riskini tasir. Primer fimozisin aksine, Sekonder fimozis;
mutlaka siinnet gerektiren bir endikasyondur. Primer fimozisteki mecburi siinnet
endikasyonlar ise; liriner sistem anomalileri olan ¢ocuklar, yinelenen balanopostit ve
yinelenen idrar yolu enfeksiyonlar1 gegirenlerdir (45, 46). Siinnet derisinin iseme
sirasinda balonlagmasi, siinnet i¢in kesin bir endikasyon degildir. Penil karsinomu
onlemek i¢in yenidoganlarin rutin olarak siinnet edilmesi de dogru bir endikasyon
degildir. Akut bir lokal enfeksiyon, koagiilopati ve penisin dogumsal anomalileri,
Ozellikle de rekonstriiktif cerrahi prosediir i¢in slinnet derisinin kullanilabilir olmasi
hipospadias ve gomiik penis vakalarinda siinnet yapilmamasimi gerektirmektedir (47,
20). Distal hipospadias olgularinda genellikle glaniiler veya subkoronal tipte; siinnet
derisi iiretral meayr kapattigi i¢in slinnet islemine kadar bu olgularin hipospadias
olduklart gizli kalabilmektedir (48). Bunun i¢in; ameliyat esnasinda karsilasilan bu

durumda hipospadias cerrahisi planlanmalidir.
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Fimozis tedavisinde slinnet uygulamasi, yillardir ilk uygulanan tedavi
seceneklerinden biridir. Tekrarlayici balanitis ataklari olan, sklerotik fimotik halkali
olgularda siinnet ilk tedavi yontemi olarak onerilmektedir (41, 49). Ancak son yillarda
dorsal split, prepusyel plasti, balon dilatasyon gibi alternatif cerrahi yontemlerle birlikte
Ostrojen, anestezik etkili veya kortikosteroidli kremlerle yapilan tibbi tedavi secenekleri
de kullanim alan1 bulmustur (50, 51). Alternatif cerrahi yontemler stinnetin kozmetik ve
psikolojik olarak kabul edilemeyecegi durumlarda uygulama alan1 bulmaktadir. Topikal
tibbi tedavi uygulamalar1 ise, prepisyumun korunmasi istendiginde ve 6zellikle 3 yas
oncesi enfeksiyonun eslik etmedigi durumlarda Onerilmektedir (52). Fimozis
tedavisinde topikal steroid uygulamalarinin; antienflamatuar, immunosupresif ve deriyi

inceltici 6zellikleri ile etki ettikleri gosterilmistir ( 51, 53).

2.3. ADAMTS PROTEINAZLAR

Ekstraseliiler matriks ( ECM ); hiicrelerin hiicre dis1 ortamla olan etkilesimlerini
saglayarak, hiicrelere mekanik destek saglar. Ayn1 zamanda embriyogenez, hiicre gocii,
yara tamiri ve programlanmis hiicre 6liimii gibi bir¢ok fizyolojik olayda da rolii vardir.
Normal fizyolojik olaylarda oldugu kadar tiimér metastazindan AIDS’e kadar pek ¢ok
patolojik durumda da ECM' nin bu etkilesimleri s6z konusudur. Bu ¢alismada
kullanilacak olan ADAMTS proteinazlar, ECM' de bulunan diger proteinazlar gibi bir
cok fizyolojik ve patolojik olayda dnemli rollere sahiptirler (54). Bu hiicresel aktiviteler
ve davranislar, drnegin yiiklii glikozaminoglikan yan zincirlerine sahip proteoglikanlar,
kollajen, elastin, laminin ve fibronektin gibi fibril ve ag kurucu molekiillerin tiimii dahil
olmak iizere Ozellesmis bazi ECM proteinleri ve glikoproteinleri tarafindan
yonetilmekte ve yonlendirilmektedir. ECM’nin anahtar bilesikleri olan proteoglikanlarla

ilgili olarak yillardir ¢aligsmalar yapilmis ve ¢ok iyi tarif edilmistir (55).
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2.3.1. Cinko (Zn) Bagimh Proteinazlar
2.3.1.1. ADAM, ADAMTS ve MMP’ler

Bu ii¢ grup proteinaz, Zn (¢inko) bagimli akraba olan proteinazlardir (56).

2.3.1.2. ADAM (Disintegrin motifli metalloproteinazlar) ailesi

"ADAM" terimi "bir disintegrin ve metalloproteinaz (A Disintegrin and
Metalloproteinaz)" anlamina gelmektedir (57). Disintegrin motifli metalloproteinazlar
(ADAM) adamalysin grubu igerisinde yer alirlar (56). Ekstraseliiler matriksin
proteolitik yikiminda proteaz aktivitesine sahip ¢ok sayida molekiil gorev alir (54).
ADAM ailesinde yer alan proteinler, hiicre membraninda bulunan ve c¢ok sayida
domaine sahip olan ¢inko bagimli metalloproteinazlardir. Disintegrin = ve
metalloproteinaz domainleri sayesinde ADAM’ lar, hem adezyon proteinlerinin hem de
proteinazlarin 6zelliklerine sahiptir. Iste boyle bir yapiya sahip olmalar1 ADAM’ lari
diger hiicre yiizey proteinlerinden daha 6zellikli, daha ayricalikli yapar ve hiicre-hiicre
etkilesimleri ve hiicre-matriks etkilesim durumlarinda g¢ok Onemli rollere sahip
olmalarini saglar (57). ADAM' lar, hiicre zarina lokalize transmembran bolge igerirler

(56).

2.3.1.3. ADAMTS (Trombospondin motifli disintegrin ve metalloprotein) ailesi
ADAM ailesinden farkli olarak; ADAMTS' ler c¢ok sayida kopyast bulunan
thrombospondin 1 (TSP1) benzeri tekrarlar igerirler. ADAM ailesi tiyelerinin aksine,
hiicre membraninda yer almayip, ekstraselliiler matrikse salgilanan ADAMTS ler;
ADAM ailesi iiyelerinin sahip olduklar1 tiim domainleri igermelerine ragmen
kendilerine 6zgili enflamasyonla iliskili olan TSP1 motiflerini de bulundurduklari i¢in
ADAM iiyeleri olarak kabul edilmeyip yeni bir aileyi olusturmuglardir. ADAMTS’lerin
gruplandirmalar1 ise modiiler organizasyon, protein sekansi, gen sekansi ve substrat
tercihinin korunmuslugu ile olur (6).

ADAMTS proteinazlar birgok dokuda bulunmakla beraber embriyonik donemde
de sentezlenirler (58).

ADAMTS proteinazlar; agrekan, versikan ve brevikani parcalar, prokollagen ve
von Willebrand faktdr islenmesinde de gorev alirlar. Bag doku organizasyonu,
koagiilasyon, inflamasyon, artrit, anjiyogenez ve hiicre gogii gibi birgok dnemli role
sahip olduklar1 ispatlanmistir (6). ADAM ve MMP proteinazlar, hiicre zarina lokalize
transmembran bolge igerirlerken, ADAMTS proteinazlarda bu bolge yoktur (56).
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2.3.1.4. MMP (Matriks metalloproteinaz) ailesi
MMP’ler hiicredisi matriks bilesenlerini  yikima ugratan ¢inko ve kalsiyum

bagimliendopeptidaz ailesidir, hiicre zarina lokalize transmembran bolge igerirler (56).

2.3.1.5. ADAM, ADAMTS ve MMP’ lerin yap1 ve aralarindaki motif farkhihiklar

ADAM, ADAMTS ve MMP’ ler akraba olan proteinazlardir. Trombospondin motifli
disintegrin ve metalloproteinazlar (ADAMTS) ve disintegrin motifli metalloproteinazlar
(ADAM) adamalysin grubu igerisinde yer alirlar. Genel olarak, ozellesmis bazi
modiiller dikkate alinmaz ise adamalysin grubu (ADAM ve ADAMTS) ve MMP
proteinazlar, gorev yaptig1 doku tipi ve aldigi rollere gore farkli modiillerden meydana
gelmiglerdir. MMP’ler hiicredis1 matriks bilesenlerini yikima ugratan ¢inko ve kalsiyum
bagimli endopeptidaz ailesidir. ADAM ve MMP proteinazlar, hiicre zarina lokalize
transmembran bolge igerirlerken, ADAMTS proteinazlarinda bu bélge yoktur. Insanda
19 adet ADAMTS, 20°den fazla ADAM ve 30’dan fazla da MMP tanimlanmistir (56).

ADAM

A

Sinyal peptid

Prodomain, propeptid

Metalloproteaz bolgesi

Disintegrin benzeri bélge
Trombospondin tip 1 motifi

Sisteince zengin bolge

Baglanti bolgesi

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) bolgesi
Haemopexin bolgesi

E Hiicre zari1 ve transmembran bolge
_Qr Sitoplazmik kuyruk

Sekil 1. ADAM, ADAMTS ve MMP’ler ve aralarindaki motif farkliliklar

(Dog. Dr Kadir Demircan’in; Journal of Clinical and Analytical Medicine dergisinde yayinlanan
“Artritten Kansere ADAMTS Metalloproteinazlar / ADAMTS Metalloproteinases From Arthritis to
Cancer “adli makalesinden izinle alinmigtir.)
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ADAMTS’ler, ¢inko bagimli matriks enzimleridir. Matriks metalloproteinaz
(MMP) ve disintegrin ve metalloproteinazlar (ADAM), ADAMTS’ ler ile ilgili diger
¢inko bagimli proteazlardir. ECM’nin hasar ve onarim siirecinde bu proteinazlarin
rolleri oldugu bilinmektedir (59). ADAMTS’ler kollajen, versikan ve agrekan gibi hiicre
dis1  matriksin  yapisal proteinlerini  pargalayarak etkilerini  gosterirler ve
metalloproteinazlarin  doku inhibitorleri olarak bilinen “tissue inhibitors of
metalloproteinase (TIMP)” tarafindan inhibe edilirler. TIMP-3 su an i¢in bilinen en
etkili ADAMTS inhibitoriidiir. Farkli 19 adet genin {iriinii olan ADAMTS proteinazlar
gorevlerine gore siniflandirilmaktadir (56).

ADAMTS proteinazlarin  ECM’e baglanma kabiliyeti, ADAMTS ailesini
ADAM ve MMP ailelerinden ayiran 6nemli bir 6zelliktir. Proteinazlar ECM’de bulunan
heparin ve agrekan da dahil, siilfatli glikozaminoglikanlara baglanirlar. ADAMTS
proteinazlarin gerek katalitik ve gerekse katalitik olmayan bdolgeleri tam proteolitik
aktivite ve substrat baglama yetenegi gosterirler. Bu o0zellik olgun ADAMTS
proteinazlarin ara bdlgedeki posttranslasyonel islemleri esnasinda (C terminal
budanmasi) kazanilir ve MMP’ler tarafindan kontrol edilir (56).

2.3.2. ADAMTS Proteinazlarin Yapisi

ADAMTS proteinazlar ilk olarak 1997 yilinda Kuno ve arkadaslar1 tarafindan kolon
kanserinde inflamasyonla iligki olarak kasektik farelerde tanimlanmistir, daha sonra tiim
memelilerde de var oldugu gosterilmistir (6).

ADAMTS proteinazlar, adamalysin grubu igerisinde yer alirlar. Proteinlerin
aminoasit sirasi, yapist ve gelisimi agisindan ADAM (A Disintegrin  And
Metalloproteinase) proteinazlarina benzerler. Ama bunlardan farkli olarak en az bir
trombospondin tip 1 (Thrombospondin type 1 Sequence Repeat: TSR) dizisi tekrari
igeren, ekstraseliiler matrikste yaygin olarak bulunan metalloproteinaz proteinleridir

(6,56). Asagida ADMTSI1 6rnek olarak gosterilmistir.

TS TS | TS

Sekil 2. ADAMTSI domain yapisinin sematik olarak gosterilisi
(Prepeptid: sinyal peptit, Propeptid: prodomain, Metalloproteinaz: katalitik domain, Dis: disintegrin

benzeri domain, Sis: sisteince zengin domain, TS: trombospondin tip I, Ara domain, TS: trombospondin
tip I tekrari)
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ADAMTS proteinazlara N-terminal ugtan, C-terminal uca dogru sirasiyla
bakilacak olursa: sinyal sekans, pro-domain (propeptid), katalitik (metalloproteinaz)
domain, disintegrin-like domain, sisteinden zengin bdlge, spacer domain ve
Thrombospondin type 1 Sequence Repeat (TSR) bolgelerinden olusan kompleks bir
yapist vardir. Bazi1 ADAMTS' lere 6zel C terminal bolgesinde degisken sayida TSR ile
birlikte birbirlerinden ayirimi saglayan farkli C terminal bdlgeleri igerirler. Bu 6zel
motifler daima molekiiliin karboksi ucundadir (60-94). ADAMTS’ ler, ADAM
proteinazlardan farkli olarak, epidermal biiyiime faktorii bolgesi ve transmembran
modiil igermezler (56).

N-terminal uc¢tan, C-terminal uca dogru sirasiyla bakilacak olursa:

1-Sinyal peptid (sinyal sekans, prepeptid): Proteinler sinyal sekansi
agirliklarina gore farklilik gosterirler. ADAMTS9 en uzun sinyal sekansina sahip iken,
ADAMTS13’de ise 6zel olarak bir kisalik mevcuttur (58).

2-Pro-domain (propeptid): Propeptid kisim, enzimi inaktif halde tutan kisimdir
(61-95). Propeptid sayesinde enzim substrat ile etkilesim igine giremez. Furin enzimi
propeptid kismin1 uzaklastirarak enzimin aktiflesmesini saglar buna zimojen
aktivasyonu denir (61).

3-Metalloproteinaz (katalitik domain): Enzim aktivitesinden asil sorumlu olan
bu bolgedir. ADAMTS proteinazlarin  katalitik  bolgeleri Zn’ya baglanan
HEXXHXXGXXH dizisinden olusur. X: herhangi bir aminoasiti temsil eder. X
motifinde bir mutasyon olursa katalitik aktivite tamamen kaybolur (62).

4-Disintegrin-like domain (disintegrin benzeri boélge): ADAMTS
proteinazlarin disintegrin bolgeleri matriks metalloproteinaz bolgesini igerirler.
Integrinler {izerinden ekstraseliiler matriks baglantisin1 bozarlar, ekstraselliiler matriksi
ve bazal membran komponentlerini pargalama yetenegine sahiptirler. Disintegrin
benzeri bolgenin aminoasit dizilisi, yilan zehiri proteinazlarinda (snake venom
metalloprotease) bulunan disintegrin motifi ile benzerlik gosterdigi i¢in bu adi almistir
(62). Bu bolge ADAMTS aktivitesi igin gereklidir (63).

5-Sisteinden zengin boélge (cysteine-rich domain: CRD) ve Spacer (ara
bolge, baglanti bolgesi): Sisteince zengin bolge ve baglanti bolgesi, substrat spesifikli-

gi ve matrikse yerlesme mekanizmalarinda rol alirlar (62).
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6-Trombospondin tekrar bolgesi (TSR: A Thrombospondin type 1
Sequence Repeat): ADAMTS’lere ismini veren trombospondin (TSP), 1971 yilinda
kesfedilen ilk anjiyogenez inhibitoriidir (64). ADAMTS’lerin TSP motifi, fibronektin,
kollajen ve laminin gibi hiicre dis1 matriks molekiillerine baglananarak, hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks etkilesiminde rol almaktir. TSP, trombositlerden salinan eckstraseliiler
matriks adhezyon glikoproteinidir (56).

7-Ozel motifler: Bu modiillere ilave olarak bazit ADAMTS ler kendilerine 6zgii,
GON, PLAC ve CUB gibi 6zel motifler igerirler (62).

apavtst IR —

A4
avawrs: oo
ApAMTSS I —

ApavTSSI - I —

aoavrsto T mmm =

\4
avavrrst: e O0—00¢-
aoavirsis im0

\ 4
ADAMTSI16 l:mm
ADAMTS1S lfmm:

Sinyal peptid

Prodomain, propeptid

Metalloproteaz bolgesi PROTEAZ
Disintegrin benzeri bolge

O HEXXH motifine baglanan Zn** DOMAIN

Trombospondin tip 1 motifi
Sisteince zengin bolge
Baglanti bolgesi

Proteaz ve lakunin (PLAC) motifi YARDIMCI
Miisin benzeri bolge =
Cubulin (CUB) motifi MOTIFLER

GON-1 benzeri bolge

v Furin kesim bolgesi: RX(K/R)R

Sekil 3. ADAMTSproteinazlarin domain organizasyonu

(Dog. Dr Kadir Demircan’in Journal of Clinical and Analytical Medicine dergisinde yayinlanan “Artritten
Kansere ADAMTS Metalloproteinazlar / ADAMTS Metalloproteinases From Arthritis to Cancer” adli
makalesinden izinle alinmstir.)

ADAMTS’ler yapisal olarak iki kisimda incelenebilirler: 1) Enzim
aktivitesinin oldugu proteinaz kisim 2) trombospondin tekrar dizilerinin yer aldig

yardimct yan modiiller. ADAMTS4 trombospondin tekrar motifleri (TSR) icermezken,
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ADAMTS9 ve ADAMTS20, 14 adet TSR motifi igerir. ADAMTS4, ilk bulunan
agrekanaz olup agrekanaz-1, ADAMTSS ise agrekanaz-2 olarak adlandirilir. inaktif
ADAMTS, propeptid kismmin furin enzimleri ile uzaklastirilmasiyla aktif hale gelir.
ADAMTS’ler furin enzimi ile arjinin ve lizin yoniinden zengin (RX(K/R)R) tanima
bolgesinden kesilerek aktiflestirilir. Bu olaya zimojen aktivasyonu denmektedir (56).

2.3.2.1. ADAMTS lerin Fonksiyonlari ve Siniflandirilmalari

ADAMTS genleri 1’den 20’ye kadar numaralandirilmis fakat daha sonra ADAMTS 5
ve 11' in ayn1 protein oldugu anlasilmistir. Bu nedenle ADAMTSI11 olmadigindan,
toplamda 19 adet ADAMTS mevcuttur.

Tablo 1. ADAMTS proteinazlarin gérevlerine gore siniflandirilmasi( 63 ).

ADAMTS ailesi Uyeler

Agrekanaz ailesi ADAMTS 1, 4,5, 8, 9, 15, 16, 18
Anti-anjiyogenik ADAMTS’ler ADAMTS 1, 8,9

Cartilage oligomeric matrix protein(COMP)-ADAMTS’ler ADAMTS 7, 12

Gonadal (GON)-ADAMTS’ler ADAMTS 9, 20

Prokollajen ADAMTS’ler ADAMTS 2, 3, 14

von Willebrand faktor ADAMTS ADAMTS 13

Orphan (yetim) ADAMTS’ler ADAMTS 6, 10, 17, 19

-Agrekanazlar (ADAMTS 1, 4,5, 8, 9, 15, 16 ve 18):

ADAMTS’lerden; 1, 4, 5, 8, 9, 15, 16 ve 18 kikirdagin ana bileseni olan ve bir
proteoglikan olan agrekan: enzimatik kesme 6zelligine sahiptirler (63). Agrekani kesip
pargaladiklar1 igin bu gruba agrekanazlar denir (65). ADAMTS 1, 4, 5, 8, 9, 15 ve 20
hiyalektanlar1 (hiyaluronana baglanan agrekan, brevikan, versikan vb. proteoglikanlari)
yiktiklart i¢in hiyalektanazlar olarak da adlandirilmaktadir (66). Kikirdak dokusu
icerisinde yer alan agrekan; kikirdak dokusunu sikigtirmalara ve basinca kars1 koruyan
en onemli molekiildiir. Agrekan ayn1 zamanda, kikirdak dokusunda bulunan kollajeni de
yikilma ve par¢alanmalardan korur (67, 68). ADAMTS4; ilk kez 1999 yilinda, Agre-
kanaz-1 olarak isimlendirilmistir (65). Daha sonralart ADAMTSS, Agrekanaz-2 olarak
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isim almistir. Ayn1 zamanda, matriks proteoglikanlarindan versikan ve brevikani da
kesen agrekanazlarin, osteoartrit gibi kas-iskelet sistemi hastaliklarinin patogenezinde
rol aldiklar1 da gosterilmistir (63). ADAMTS 1, 4 ve 5’in aktivitelerinin artritte bariz
arttig1 goriilmektedir (69). Bir bagska molekiil olan, kikirdak oligomerik matriks proteini
(COMP); 524 kDa agirliginda, kalsiyum baglayan, kikirdagin yapisal biitiinliiglinden ve
diger matriks molekiilleriyle etkilesiminden sorumlu bir matriks glikoproteinidir.
Kikirdak oligomerik matriks proteinini (COMP: Trombospondin-5) parcalayan prote-
inazlar ise; ADAMTS7 ve ADAMTS12 dir. Agresif artrit hastalarinda COMP diizeyleri
yiiksek bulunmustur (70).

Osteoartritte agrekanaz diizeylerinin arttigi gosterilmisti. ADAMTSS inaktif
farelerde yapilan c¢alismalarda, bu farelerin osteoartrite karsi diren¢ kazandiklari
gosterilmistir (71, 72). Fibroz dokularda ADAMTSS eksikliginin, fibroblast kok
hiicrelerinin olgun fibroblastlara doniismesini engelleyen agrekan birikimine bagh
olarak sagliksiz bir onarim cevabina yol actigit ve ADAMTS ailesi proteinazlarin diger
tiyelerinden farkli olarak ADAMTSS’in kritik doku tamir sinyal olaylarin1 diizenleme

kapasitesine sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (73).

-Anti-anjiyogenik Proteinazlar (ADAMTS 1 ve 8):

ADAMTS1 ve ADAMTSS anti-anjiyogenik ajanlar olarak bilinirler. Bu yiizden
bu iki proteinaz, tiimor supresyonunda hedef proteinazlardir. ADAMTS1 ve ADAMTSS
in, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori’niin(VEGF) uyardigi, anjiyogenezi inhibe
ederek ve Fibroblast Biiyime Faktorii-2’nin uyardigi vaskiilarizasyonu baskilayarak
etki gosterdikleri 2000 li yillarin basinda bulunmustur. ADAMTSI birden ¢ok organda
eksprese edilirken, ADAMTSS8 ekspresyonunun sadece akcigerde oldugu da yapilan
caligmalarda saptanmigtir (74). ADAMTSI, ovulasyonda gorev almakla beraber kalp
krizinde de giiclii bir sekilde eksprese edilmektedir (75). ADAMTSS, kikirdak dokuda
eksprese edilmemekle birlikte, aterosklerozda makrofajdan zengin boélgelerde eksprese

oldugu gosterilmistir (76).
-Prokollajen N-proteinazlar ( ADAMTS 2,3 ve 14):

ADAMTS2, ADAMTS3 ve ADAMTS14, prokollajen kesim enzimleridir (62).

Prokollajenin N-ucundaki propeptidleri uzaklastirarak yani enzimatik olarak keserek
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prokollajenin kollajen haline déniisiimiinii saglar. ilk kez biiyiikbas hayvanlarda
tanimlanan ve bir bag dokusu hastaligi olan, Ehler Danlos SendromuTip Vlic
dermisteki tip-1 prokollajenin propeptid kisminin kesilip ¢ikarilamamasi ve kollajen
yapiminda bozukluk meydana gelmesiyle ortaya ¢ikan bir sendromdur. Boylelikle
normal kollajen fibril olusumu tamamlanamadigi i¢in haddinden fazla elastik ve
kirilgan deri tabakasi olusmus olur. Ehler Danlos Sendromu Tip Vlic; ADAMTS2 gen
mutasyonlari ile seyreden otozomal resesif gecisli bir hastaliktir (63). Derinin boylesine
asir1 elastik ve kirllgan olmasi tip-I kollajen liflerinin anormal morfolojisinin yaninda,
kollajen liflerinin  ¢aplarint  yeterince artiramadiklarina  bagli  oldugu da
diistiniilmektedir. Sonu¢ olarak deride kollajen liflerinin olgunlagsmasi ig¢in

ADAMTS2’nin fonksiyon gostermesi zorunludur (77).

-von Willebrand Faktoriinii Parcalayan Proteinaz (von Willebrand factor-
Cleaving Protease, VWFCP) (ADAMTS13):

Biiylik, multimerik bir glikoprotein olan von Willebrand Faktor (VWF),
pihtilasma faktorii olan faktor-8’in tasiyici proteinidir ve trombosit agregasyonunda
gorev alir. Damar hasari olustugunda da, trombosit adhezyonunu saglar (78).
ADAMTS13 ise vWF’i kesen bir proteinazdir. ADAMTSI13, ayn1 zamanda “vWF
cleaving protease: vVWFCP” olarak da tanimlanmaktadir. Anemi ve trombositopeni ile
karakterize olan Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP) vakalarinin ¢ogu, biiyiik
VvWF multimerlerinin daha kiigiik birimlere ayrilmasindan sorumlu olan ADAMTS13
enziminin  eksikliginden kaynaklanir. vWF’iin proteolizi i¢in gerekli olan
ADAMTSI13’lin hepatik stellat hiicrelerde varligi gosterilmistir (56).

ADAMTS’ler, organogenez, enflamasyon ve fertiliteyi de igine alan bagka
hastalik gruplarinda da gorev almaktadirlar. Ayrica son caligmalar gdstermektedir ki;

artritde ve pek cok kanserde bazt ADAMTS genlerinin ekspresyonlart degismektedir (63).

3.2.2. ADAMTS’lerin Inhibitérleri

Tiim matriks proteinazlarin inhibisyonundan sorumlu olan TIMP’ler ( tissue inhibitors
of metalloproteinase), ADAMTS’lerin de inhibitoriidiirler. TIMP’ler tiim
metalloproteinazlarin doku inhibitérleridirler. TIMP’ler hem ADAM proteinlerine hem
de ADAMTS proteinlerine kars1 ¢ok daha fazla secici davranirlar. En etkili ADAMTS
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inhibitorli su an i¢inTIMP-3 tiir (79). ADAMTS4 ve ADAMTSS5; TIMP-3 tarafindan
cok giiclii bir sekilde inhibe edilmesine ragmen, TIMP-1, -2 ve -4 bunlar1 inhibe
edememektedir (80). Bir baska ¢alismada ise ADAMTS1¢i, TIMP-2 ve TIMP-3"{in 500
nM’lik  konsantrasyonlarda inhibe
konsantrasyonlardaki TIMP-1 ve TIMP-4’tiin ADAMTSI {izerinde inhibe edici etkisinin

kismi  olarak ettigi  goriilirken, aym

olmadig1 gosterilmistir (81).

3.2.3. ADAMTS’lerin Patolojik Durumlarla Iliskisi

ADAMTS’lerin eksikliginde ve kusurunda klinikte karsilagabildigimiz ciddi hastaliklar
ortaya cikar (82). ADAMTS lerin; bag dokusunun yeniden yapilandirilmasi, pihtilagma,
morfogenez, ovulasyon, anjiyogenez ve merkezi sinir sistemi hastaliklarinda rolleri
vardir. ADAMTS13’tin tam eksikligi oliimciildir. ADAMTS9 geni olmayan fareler
embriyonik hayatta oliirken, diger ADAMTS genlerindeki mutasyonlarin ciddi
hastaliklara yol acgtig1 gosterilmistir (55).

ADAMTSI13

A Akciger Kanseri

ADAMTS1/4/9/15

ADAMTSI1/8/9/12/15/18

Bronsiyal
Doku
Yapilanmasi

FGF-2

Fibroz doku olusumu

Anjiyogenez Astim

Kanser & Metastaz

ADAMTS9

<

Morfogenez
D Gonad Geligimi Fiblin
Apogtoz Nidojen
Q Mikrofibril A | NP5

D V Alzheimer

Artrit & Osteoartrit

Nérodejeneratif
Hastaliklar

HIF-1/NF-kB/NFAT
M. Skleroz

Wnt/B-katenin

ECM Yeniden Yapilanmast

Agrekan

ADAMTS1/9

Versikan

ADAMTS4/5

Brevikan

ADAMTS1/4/5/7/8/9/12/15/18

Sekil 4. ADAMTS iliskili hiicresel olaylar ve baglantili molekiiller

(Dog. Dr Kadir Demircan’in; Journal of Clinical and Analytical Medicine dergisinde yayinlanan
“Artritten Kansere ADAMTS Metalloproteinazlar / ADAMTS Metalloproteinases From Arthritis to
Cancer “adli makalesinden izinle alinmistir.)
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ADAMTS proteinazlar hem hiicre disi matriksin yeniden yapilanmasi
(remodeling), anjiyogenez, pihtilasma, ovulasyon ve morfogenez gibi birgok temel
fizyolojik siirecte, hem de kanser ve inflamasyon gibi ¢esitli patolojik durumlarda rol
alan biiylik bir enzim ailesidir. ADAMTS’ler, timor siipresér gen olarak kanser ve
anjiyogenezde, HIF-1, NF-kf, NFAT ve RunX gibi transkripsiyon faktorleri ile beraber
hipoksi ve inflamasyonda, nidojen ve fibulin molekiilleri ile beraber de morfogenez ve
apoptoziste ¢esitli gorevler listlenirler (56).

ADAMTS4, ADAMTS9 ve ADAMTSI5’in kronik astim hastalarinda
indiiklendigi rapor edilmistir (83). ADAMTS1 ve ADAMTSI15 mRNA diizeylerinin,
astimla iligkili oldugu ve ADAMTS1’in brongiyal dokunun yenilenmesinde rol
alabilecegi belirtilmistir (84).

ADAMTS?2, gen mutasyonlar1 ile seyreden Ehler Danlos Tip Vllc, otozomal
resesif gegisli bir hastaliktir (63).

ADAMTSI0, deri, goz ve kalp gelisiminde dnemlidir ve eksikliginde ise; kisa
boy, brakidaktili, g6z ve kalp anomalileri ile karekterize nadir bir bag doku hastalig
olan “Weill-Marchesani” sendromunu ortaya ¢ikarir (85).

Normal karaciger ile Kkarsilastirlldiginda fibrotik ve sirotik karacigerde
ADAMTS1 mRNA diizeylerinde anlamli olarak artis oldugu bulunmustur (83 ).

ADAMTS5, ADAMTS9 ve ADAMTS20’nin ise; apoptozis ile hiicrelerin
ortadan kaldirilmas1 ve ekstraseliiler matriksin temizlenmesinde rol oynadig: bulunmus,
bu siirecin aksamasi durumunda, sindaktili ile karsilasilmistir (86).

ADAMTS16’min 2009 yilinda Joe ve ark. tarafindan kan basinct
diizenlenmesinde anahtar rol oynayan yeni bir gen oldugu rapor edilmistir (87).
ADAMTSI16, avug iginde palmar fasya dokusunun fibrotik bir hastalig1 olan ve kollajen
birikimi ile karekterize Dupuytren hastaliginda daha fazla eksprese olmaktadir (88).
Ozofagial skuamoz hiicreli karsinomada da ADAMTS16 gen ekspresyonu yiiksek
bulunmustur (89).

ADAMTS18’in, gesitli kanserlerle siki bir iligki iginde oldugu bilinmektedir (90).

ADAMTS13 mutasyonlart sonucunda TTP (Trombotik Trombositopenik
Purpura) ortaya ¢ikmaktadir (91).

ADAMTSO9’un 6zafagial ve nazofaringeal kanserlerde tiimor supresor gen olarak

rol oynadigi fonksiyonel c¢aligmalarla gosterilmistir. 2000 yilinda kesfedilen
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ADAMTSO9, tiim fetal dokularda eksprese edilmesine karsin yetiskinlerde kalp, bobrek,
akciger ve pankreas gibi dokularda daha fazla eksprese edilir. Kardiyak hiicre disi
matriksinde bolca bulunan versikanin ADAMTSY eksikligine bagli olarak kesilememesi
sonucunda aortik anomalilerin ortaya ¢iktigi rapor edilmistir. ADAMTS9 geninin, ilk
kez metastaz ile iligkisi arastirilmis ve metastatik tiimorlerde ADAMTS9 mRNA
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Bunun yaninda Zeggini ve ark. biiyiik 6lgekli
bir metaanaliz ¢alismasinda, ADAMTS9 geninin, tip 2 diyabete yatkinlig1 olan yeni bir
gen lokusu oldugunu bildirmistir (56).

ADAMTS4 uzun kemiklerin yapisinda ve turn-overinda gorevlidir. Fare
deneylerinde ADAMTS4 mutasyonlarinda iskelet anomalileri izlenmistir (82).

ADAMTS’ lerin sinyal iletim yollarinin belirlenmesi ve ADAMTS leri inhibe
eden faktorlerin ortaya c¢ikarilmasiyla ileriki zamanlarda ADAMTS’ lerin klinikte
kullanim alanlarinin artacagi beklenen bir durumdur. Ayrica; ADAMTS’lerin
proteolitik aktivitesiyle ortaya ¢ikan bazi proteoglikan pargalarinin ise, yeni ilaglarin

kesfinde kullanilacagi ihtimali gelecekte timit verici olarak diistiniilmektedir (55).

3.2.4. ADAMTS1 ve ADAMTSS5’ in Fimozis ile iliskilendirilmesi

ADAMTS]; ilk olarak Kuno ve arkadaslari tarafindan 1997 yilinda tanimlanmustir.
ADAMTS’ lerin ilk iiyesi olmasi nedeniyle digerlerine gore daha fazla calisma
icermektedir. 1999 yilinda Vazquez ve arkadaslar tarafindan ADAMTSI’ in vaskiiler
endotelyal biiylime faktori’ niin (VEGF) uyardigi anjiyogenezi inhibe ettigi ve
fibroblast biiyiime faktorii-2’nin uyardig1 vaskiilarizasyonu baskiladigi bulunmustur. Bu
ozelligi nedeniyle antianjiyogenik olarak tanimlanmistir. ADAMTS1’in  yapisal
domainlerinin aydinlatilmasi, tim ADAMTS’ler i¢in model olusturmustur (92). 2009
yilinda hipoksinin, ADAMTSI gen ekspresyonunu hipoksi-indiiklenebilir faktor (HIF-
1) yoluyla harekete gecirdigi ilk kez gosterilmistir (93).

Ayrica  ADAMTSI’in yapist ve gorevleri arasindaki iliski diger baska
caligmalarla ortaya konmustur. ADAMTS1’in antianjiyogenik etkisi ve agrekanaz
aktivitesine sahip oldugu ¢esitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir. ADAMTS1in,
agrekanin yani sira versikani parcalayabildigi de bilinmektedir. Yapilan bazi ¢aligsmalar
ADAMTSI’in ekstraselliiler matriks tizerindeki etkisinin follikiil iiretilmesi igin,

versikan1t degrede edici etkisinin ise ovulasyonun gerceklesebilmesi i¢in zorunlu
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oldugunu diistindiirtmektedir. Nitekim ADAMTS1 devre dis1 birakilmis farelerle
yapilan caligsmalarda; biliylime geriligi, yag dokusu malformasyonu, uterus ve
yumurtalik histolojisinde degisikliklerle beraber seyreden azalmig fertilite bulunmustur.
Ayrica, ovulasyon sirasinda progesteron reseptoriiniin ADAMTS1 mRNA’sim arttirdigi
tespit edilmisti. ADAMTSI’in kemik ve osteoblastlardaki ekspresyonu paratiroid
hormon ve benzeri ajanlarla artmaktadir. Bazi kaynaklar, ADAMTS 1, 4, 5, 8,9, 15 ve
20’yi hiyalektanlar1 (hiyaluronana baglanan agrekan, brevikan, versikan vb.
proteoglikanlar1) yiktiklari i¢in hiyalektanazlar olarak siniflandirmaktadir (82).

ADAMTSS fibroblast kok hiicrelerinin olgun fibroblastlara doniigmesi igin
ortam saglayarak, diizenli doku tamirine yardimci olur. ADAMTSS eksikliginin ise,
ortamda parcalanamamis agrekanlarin birikmesiyle fibréz dokularda fibroblast kok
hiicrelerinin olgun fibroblastlara doniismesini engelleyen agrekan birikimine bagh
olarak sagliksiz bir onarim cevabina yol agtig1 gorilmustir. ADAMTS ailesi
proteinazlarin diger iiyelerinden farkli olarak ADAMTSS’in kritik doku tamir sinyal
olaylarin1 diizenleme kapasitesine sahip oldugu ileri siiriilmistiir (73). Osteoartritte
agrekanaz diizeylerinin arttigi gosterilmistir. ADAMTSS inaktif farelerde yapilan
caligmalarda, bu farelerin osteoartrite karsi direng kazandiklar gosterilmistir (71, 72).

ADAMTS], 4, 5 ve 9' un; HIF-1, NF-kp, NFAT ve RunX gibi transkripsiyon
faktorleri ile beraber hipoksi ve inflamasyonda rol aldiklari, ADAMTS 5, 9 ve 20’nin
ise; nidojen ve fibulin molekiilleri ile beraber morfogenez ve apoptoziste ¢esitli gérevler
istlendikleri bilinmektedir (56).

Enflamasyon ve fibrozis, fimozis patolojisinde yer alan unsurlardandir.
ADAMTSI ve ADAMTSS’in; daha Once vyapilan c¢alismalarda enflamasyon
ve/veyafibrozisiliskisi kanitlanmis oldugundan (54, 56, 69, 71, 73, 83, 93 ); bizim bu
calismamizda da ADAMTS1 ve ADAMTSS proteinazlar Western Blot yontemi ile
calisilmistir.

23



3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma; 2014 yilinda Turgut Ozal Universitesi Hastanesi Ameliyathanesi’nde
Cocuk Cerrahisi Klinigi tarafindan yapilan cerrahi siinnet sonucunda elde edilen
prepisyum dokular1 Turgut Ozal Universitesi Tibbi Biyoloji Laboratuvari’nda calisildi.
Calismamiz i¢in dncesinde Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi tarafindan Etik Kurul
izni (28.11.2014-99950669/353 tarih ve sayili etik kurul onayi) alinmis olup, doku
eldesi agamasinda cocuklarin ailelerine ¢aligma ile ilgili bilgi tarafimizdan sozel ve
yazili olarak verildi ve ailelerin imzali onamlar1 alindi (EK-1). Turgut Ozal Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 2014 yilinda siinnetini yaptigimiz 4 ay ile 7 yas arasindaki
18 cocuk hasta calismaya dahil edildi. Siinnet derileri (dis prepisyum) ailenin imzali
onay1 alindiktan sonra, -80 derecede saklanma kosullar1 yerine getirilerek laboratuvara
transportu yapildi ve dokularin ADAMTS proteinazlarla iligkisi Western Blot yontemi
kullanilarak c¢alisildi.

Calismaya 38 hasta ile baslandi fakat bazi orneklerin heniiz protein 6lgiim
asamasinda igerdikleri protein miktarmin yetersiz oldugu goriilerek 10 6rnek heniiz
deneyin basinda calisma dis1 birakildi. Olgiimle protein miktar1 yeterli olanlardan da, 5
tanesi hicbir membranda goriintli vermediginden calisma dis1 birakildi. Calismanin
yiriitiilmesi asamalarinda 5 tane Ornek c¢aligmayr bitiremeyecek miktarda olmasi
nedeniyle deney sonuglar1 arasina konulamadi. Caligsma 18 hasta ile tamamland.

Klinigimizde gerek fimozis tedavisinde ve gerekse rutin bir igslem olarak
yaptigimiz normal prepisyuma sahip ¢ocuklarda cerrahi siinnet uygulandi. Poliklinikte
daha 6nce muayenelerini yapmamiza ragmen, ameliyat oncesinde sedasyon esnasinda
da hastalarimizin muayeneleri tekrar yapildi. Literatiirdeki siiflandirma 4 gruptan
olusuyordu (8). Bizim g¢alismamizda da, fizik muayene ile prepisyumun ne kadar
retrakte edilebilir oldugu, prepisyum orifis ¢ap1 ve iseme esnasindaki balonlasma g6z
Oniline alinarak, hastalarimiza fimozis tanisi konuldu. Bunlardan yalnizca agir fimozis
hastalar1 ¢alismaya dahil edildi. Fimozisi olmayan vakalar ise kontrol grubu olarak
kabul edildi. Calismada bu iki grup karsilastirildi.

Preoperatif sedasyon sonrasinda ameliyathaneye alinan c¢ocuklarda genel
anestezi verilmeye baslandigi anda penis kokiine infiltrasyon anestezisi (%5°lik

bupivakain, SF ile birebir oraninda sulandirildi) yapildi. Prepisyuma sirkiimsizyon
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kesisi yapildiktan sonra hemostaz saglanip, 5/0 rapid vikrille suture ettikten sonra,
uygun bir pansuman yapildi. Siinnet derilerinin bir kismi, igerisinde higbir soliisyon
olmayan kiiciik patoloji kaplarina konuldu ve calisilacagimiz zamana kadar -80
derecede saklandi. Dokularin laboratuvara transportunda buz kaliplar1 kullanildi.
Boylece orneklerdeki proteinlerin denatiire olmasi 6nlendi.

Calismamizda Aktin; ADAMTS1 ve ADAMTSS antikorlar1 ile elde edilen
gorlntiilerin giivenilirligini dogrulamak amaciyla ve jele yiiklenen protein miktarinin
esit oldugunun gostergesi olarak internal kontrol olarak kullanildi. Her bir ADAMTS
bant kalinligmin sayr eldesi, Aktin bant kalinliginin sayr eldesine bdliinerek
ADAMTS/AKTIN oranlan tespit edildi ve gerek istatistik degerlendirme ve gerekse
grafikler, bu oranlar tizerinden olusturuldu.

Degiskenler arasindaki iliski Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Tiim wverilerin
istatistiksel analizi SPSS 15 programi kullanilarak yapildi.

Calisma basamaklar sirasiyla asagidaki gibi uygulandi:

- Doku eldesi (Ameliyathanede cerrahi olarak sirkumsizyon kesisi ile alinan
prepisyum Ornekleri)

- Dokularin -80 derecede saklanmasi

- Dokularin laboratuvara uygun sartlarda transferi (buz igerisinde)

Western blot yontemi ile 6rneklerin ¢alisilmast
Yiikleme (Loading)

Elektroforez (Running)

Transfer

Antikorla muamele

o ~ W e

Goruntileme

- Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
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3.1. DENEYDE KULLANILAN CiHAZLAR

BIORAD PowerPac Basic (041BR101855)(USA),
BIORAD Trans-blot turbo system, 690BR006747, (USA),
BIORAD Chemidoc MP Goériintiileme Cihazi (USA),
Himac Microcentrifuge CT 15RE (Japan),

Heidolph Promax 1020 shaker (Germany)

NUVE FNO032 Dry Heat Sterilizer (Tiirkiye)

Shimadzu AUW?220D Hassas terazi (Japan),

Sanyo -80 deepfreezer (MDF-U7386S,U5386S)(Japan),
Scotsman AF80 Buz makinesi (IL, USA),

Thermo Scientific Varioskan (USA),

Thermo Scientific Barnstead Easypure II ultra saf su cihazi (USA),
Techne Dri-Block DB-2D heatblock (UK),

Tissue Ruptor, TR12521583, QIAGEN Hilden (Germany),
VWR advanced VMS-C7 manyetik karistirict (Korea),
VWR International VVortex (Germany),

VWR Galaxy Ministar spin arttirict (Korea),

3.2. WESTERN BLOT

Spesifik bir proteini goriintiilememizi saglayan molekiiler biyoloji tekniginin adina

western blot denir. Blotlama: Jelden membrana ( nitroselilloz veya PVDF )

gecirme/emdirme islemine denir. Bu teknik asagidaki basamaklardan olusmaktadir (94):
1. Total protein eldesi

Protein miktar tayini

Proteinlerin kaynatilmasi

SDS-PAGE hazirlama

Proteinlerin jele yiiklenmesi

Jel elektroforezi

Jelden membrana aktarim (transfer), jelin membrana emdirilmesi (blotting)

Birinci antikor ile muamele

© 0o N o gk~ wDN

Yikama

10. ikinci antikor ile muamele
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11. Yikama
12. Goriintiileme
13. Kontrol proteini (Internal kontrol) ¢calismasi

14. Analiz ve yayin i¢in sekil hazirlanmasi

3.2.1. Protein Izolasyonu

Doku igerisindeki hiicrelerin pargalanarak proteinleri igeren kismin diger kisimlardan
ayristirilmasi islemidir. Kullanilan lizis soliisyonu ( deterjan, lipidleri ayristirir ) hiicre
zarlarini pargalar. Hiicre pargalaninca hiicredeki protein pargalayici proteaz enzimleri de
ortaya ¢ikacagindan proteinleri bundan korumak gerektigi i¢in proteaz inhibitor
kokteylleri kullanilir. Bu inhibitorler proteazlarin aktivitesini engeller, proteinler
par¢alanmaktan korur. Lizis sollisyonunun gorevi biyolojik membranlar1 parcalamak,
proteaz inhibitoriiniin gérevi ise proteinleri proteaz enzimlerinin saldirisindan
korumaktir.

Izolasyon Protokolii:

-80 °C den gikarilan prepisyum dokusunu kan kalntilarindan temizlemek igin
soguk PBS ile 2 kez yikama yapildi, ardindan dokular bistiiri ile kiyildi, ¢ok kiiciik
parcalara ayrildi. Parcalanan doku 2 ml’lik epandorf tiiplere alinip 10.000 rpm 4 °C’ de 5
dk santrifiij edildi. Proteinlerin 1s1 etkisiyle denatiire olmamasi i¢in bundan sonraki tiim
basamaklar buz iistlinde yiiriitiildii. Santrifiijden alinan tiiplerin i¢indeki siv1 kisim atildi.
Dipte kalan pellet yani kat1 kisim asil protein eldemiz i¢in hazir hale getirilmis oldu.

Pargalanmis ve ¢oktiiriilmiis dokulara (pellet), 240 ul lizis soliisyonu ve 10 pl
proteaz inhibitorii (1/100) pipetlendi.
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Resim 2. Liysis buffer, proteaz inhibitorii Resim 3. Santriftij 14,000 rpm, 20 dk,
+4°C

Epandorfler 15 dakika shakerda sallanmaya birakildi. Dokular14.000 rpm’de 20
dk tekrar santriflij edildi. Sonugta protein igeren kisim olan silipernatant (iistteki sivi

kisim) bagska bir tiipe aktarildi ve alttaki kat1 kisim olan pellet atildi.

3.2.2. Protein Miktar Tayini

Western Blot yonteminde; jele ortalama 10-30 pg arasi protein yiiklenmesi
gerektiginden, elimizdeki protein miktarinin bilinmesi gerekmekteydi bunun igin
spektrofotometrik 6l¢iim yapildi ve Bradford protein tayin metodu kullanildu.

Protokol (Bradford yontemi):

Elde edilen siipernatantin 25 pl’si alindi ve temiz eppendorflara aktarildi
(Toplamda 230-240 pl 6rnegim varken, 25ul’sini baska eppendorflere koymus olduk.
200l civarinda slipernatant elimizde kalmig oldu). 25 plI’lik 6rnek bulunan
eppendorflerin {izerine 1,5 ml Bradford soliisyonu eklendi ve karistirildi.

Spektrofotometre 595 nm dalga boyuna ayarlanip once 2 tane mikro kiivete
sadece Bradford konuldu.(595 nm dalga boyunun se¢ilmesinin sebebi proteinlerin bu
dalga boyunda en iyi absorbans vermesidir). Icinde sadece Bradford soliisyonu olan 2
adet mikro kiivetten biri kor kuyucuguna digeri ise birinci 6érnek kuyucuguna konulup
oto-zero tusuna basildi. Gostergede absorbans 0.00°1 gosterdikten sonra birinci 6rnek
kuyucugundaki mikro kiivet ¢ikarilip yerine orneklerimizi tek tek koyarak absorbans

degerleri tespit edildi.
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Resim 4. Spektrofotometre

Daha 6nce konsantrasyonlar1 bilinen c¢ozeltilere karsi elde edilen absorbans
degerleri baz alinarak olusturulan “y” denkleminde (y= 0,6146x + 0,1751),
spektrofotometrede elde edilen absorbans degerleri her bir 6rnek icin y yerine yazilip

protein miktar1 (x) hesaplandi.

Ornegin:

Ornek Absorbance (y) OD Miktar (x) pg/pl
1 1,142 1,57

2 1,093 1,49

3 1,146 1,60

Burada absorbans dl¢iiliip denklemde y yerine yazilip protein miktari (x) hesaplanr.

Birinci 6rnek miktar 1,57 pg/pl ise =>15pg yiliklemek igin kag pl 6rnek alinacagi
X=15/1,57=9,53 pl bulunur.

Bu formiil ile yiiklemede kullanilacak protein miktar1 hesaplanmis olmaktadir.
Sonugta bulunan R? degerinin 0,95-0,99 arasi olmasi idealdir. Bu oranin altinda ¢ikan
degerlerin olmasi durumunda standartlar yeniden hazirlanip dlgtimler tekrarlanmalidir.
Bizim 6rneklerimiz iki tekrarli olarak 6lgiildii ve uygun R? degerinin elde edildigi

Olctimlerle deneye devam edildi.
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3.2.3. Kaynatma
Elde edilen proteinler 95°C’de 5 dk kaynatilmalidir. Kaynatma isleminin amaci
proteinlerin ti¢ boyutlu yapilarii tek boyuta indirgemektir. Bunun i¢in Sample buffer

ve betamerkaptoetanol (BME) kullanildi.

Resim 5. Heat Block

Once %S5 betamerkaptoetanollii sample buffer hazirlandi. Protein 6rnekleri
%>5°lik BME ile 1:1 diliie edildi. Bu karisim 95°C’de 7 dk kaynatildi (heat block).
Kaynatma ile proteinler arasindaki baglarin kirilmasi ve proteinin lineer hale getirilmesi

saglandi. Boylece proteinin jelde hareketi kolaylastirilmis oldu.

3.2.4. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Ykl molekiillerin elektrik alanda ayrilmalarini saglayan teknik elektroforezdir. En iyi
ayrisim poliakrilamid jel elektroforezi ile saglanmaktadir. Burada mekanizma kimyasal
bir reaksiyona dayanir. Etrafi eksi yliklerle sarilan proteinler elektrik akimi verilince
pozitif kutba dogru kosarlar. Binlerce protein bu sekilde molekiiler agirlik ve elektrik
yiikii gibi faktorler nedeniyle birbirinden ayrilir.
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SDS (sodyum dodesil siilfat); deterjandir. Hiicre zarindaki lipid tabakay1
pargalar ayn1 zamanda proteinlerin etrafinda negatif ylik katmani olusturur. Béylece tiim
proteinlerin ayni hizda jelde hareket etmesini saglar.

PAGE (poliakrilamid jel elektroforezi); jel veya matriks ortam proteinlerini
ayrigtirmaya yarar.

Bundan sonraki islem hazirlanan proteinleri jelde yiirtitmektir. Bunun igin iki
yontem mevcuttur; biri hazir jel digeri ise gerekli kimyasallar1 kullanarak hazirlanan
jeldir. Bizim ¢alismamizda kendi hazirladigimiz jel kullanilmistir. Hangi kimyasallarin
ne dl¢lide konduguve hazirlanma sekli asagida verilmistir:

APS (amonyum persiilfat); suda ¢o6ziiniir, bircok uygulamada kullanilan giiglii
bir okside edici ajandir. Poliakrilamid jel yapiminda akrilamid polimerizasyonunu
katalize etmek igin tetrametilendiamin (TEMED) ile birlikte kullanilir. G6z, burun,
bogaz, akciger ve temas halinde deriyi tahris edebilir. APS taze olarak hazirlanir (0,1 gr
/' 1 ml dH;0).

TEMED (tetrametilendiamin); hizli donmay1 saglar. Polimerizasyonu baglatan
APS dir katalizér ise TEMED dir.

Bisakrilamid; protein analizinde kullanilir. Por c¢apt kii¢iik oldugundan
proteinlerin daha 1y1 bir sekilde yliriimesini saglar.

Tris; bir tampondur. Jelimiz iki kissmdan (Running jel ve Stacking jel) olustugu

icin iki farkli molarite ve pH’da hazirlanir ve kullanilir.

%10’1uk tek bir jel icin gerekli malzemeler:

Running - resolving jel i¢in Stacking jel icin
MiliQ 3ml 1,125 ml
%30 Acrylamide Bis 2,25 ml 262 ul
Tris HCI 1,875 mi 475 ul

1,5 MpH= 8.8 0,5 MpH=16.8

%10 SDS 75 ul 19 ul
%10 APS 37,5 ul 19 pl
TEMED 20 ul S5ul
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Resim 6. Jel dokme aparati

Jel dokme aparatini hazirladiktan sonra; yukaridaki sirayr takip ederek
hazirladigimiz  Running jel, (TEMED polimerize etmeden yani donmadan)
hizlicacamlar (biri kalin digeri ise ince camdir ve bunlarin arasi 1 mm’dir) arasina
pipetlendi ve iizerine izopropanol ilave edilerek hava ile temasini kesildi (Boylece
polimerizasyon en iyi sekilde saglanmis oldu. Ayni zamanda izoproponalol (alkol),
jelde olusan dalgalanmalari yok ettiginden diiz bir hat halinde jelin polimerlesmesi
saglandi. Bu sayede proteinlerin ayni seviyeden yiirlimeye baslamasi ve aynmi kDa’a
sahip bantlarin, ayni hizada olmasi saglanmig oldu). Polimerlesme tamamlandiktan
sonra Ustteki izopropanolol dokiildii.

Ayr bir falkonda Stacking jel; kimyasallar ayn1 sekilde yukarida belirtilen siraya
gore pipetlenerek hazirlandi. Running jelin {izerine Stacking jel hizlica pipetlendi.
Aktarim tamamlanir tamamlanmaz jel taragi dikkatlice iki cam arasina yerlestirildi.
Jelin tam olarak donmasi beklendi. Jel dondugunda polimerizasyon bitmis ve jel protein

yiiklemeye hazir hale gelmis oldu.
3.2.5. Yiikleme

Resimde gordiigiimiiz elektroforez tankinin igerisi, yarisina kadar Running Buffer’la

doldurulduktan sonra; biraz 6nce hazirladigimiz jel tanka yerlestirildi.
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Resim 7. Jel Yiikleme Tanki

Daha 6nce yiiklemeye hazir hale getirdigimiz 6rneklerimizin her birinden 12’ser
ul olacak sekilde jelin kuyucuklarina tek tek yiiklendi. Yiiritiilen proteinlerin kag kDa
oldugunu anlamak i¢in marker yiiklemesi yapildi ve bunun i¢in bir kuyucuga 3 pl
marker konuldu. Jel yiikleme tanki 6nce 90 V, 20 dakikaya; ardindan da, 120V, 100
dakikaya ayarland1 ve toplamda 120 dakika yiiriitildi.

Tank igerisine koydugumuz Running soliisyon agagidaki gibi hazirlandi.

10XRunning soliisyonu (1 litre dw):

Tris 30,3 gr
Glisin 144,1 gr
SDS 10 gr
3.2.6. Transfer Islemi
Asagidaki formiile gore transfer soliisyonu hazirlandi:
Transfer Soliisyonu (Buffer)
Tris 1,14 gr
Glisin 54 qr
Metanol 75ml
Distile Su 300 ml’ye tamamlanir
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Her bir whatman kagidi ve nitroseliiloz membran oncelikle transfer soliisyonu
icerisinde iyice islatildiktan sonra; sirasiyla en alta 3adet wathman kagidi, iizerine
nitroseliiloz membran, sonra SDS-PAGE ( sira SDS-PAGE (jel)’i koymaya gelinceye
kadar, jel running soliisyon igerisinde bekletildi ve boylece jelin kurumasi 6nlendi ) ve
en iste tekrar 3 adet wathman kagidi konularak transfere hazir hale getirildi ve transfer
cihazina yerlestirildi. Transfer islemi 30 dk boyunca; 25 Volt, 1 Amper ayarinda
yapildi.

Resim 8. Turbo Transfer Cihazi

Transfer cihazi; — yiikten + kutba dogru elektrik akimi vererek proteinlerin
jelden membrana ge¢mesini saglar. Boylelikle Jeldeki proteinler daha saglam ve daha
rahatca kullanilabilecek bir membrana emdirilmis olur. Teknigin adina bu nedenle

blotlama denilmistir.

3.2.7. Bloklama

Membran iizerindeki nonspesifik baglanma boélgelerinin bloke edilmesi, membranda
bulunan proteinlerin sabitlenmesi ve membranin arka yiiziiniin beyaz veya temiz olmasi
icin de mutlaka yapilmasi gereken bir basamaktir. Bu amagla siit tozu bovin serum
alblimin (BSA) kullanildi. Membran {izerine doékiilen %5’lik siit tozu ile shaker
iizerinde 1.5 saat bloklama (sallanma) yapildu.
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%°5’lik siit tozu ¢ozeltisi hazirlamak i¢in TBS-T ¢ozeltisi kullanilir:

TBS-T hazirlama %5’lik siit tozu

8,8 gr Tris Base (Taze hazirla, kullan at)

1,2 gr NaCl 2.5 gr siit tozu tartilir

500 pl Tween 20 50 ml’lik falkona konulur

750 ml water 50 ml TBS-T iginde ¢6ztiniir

En son pH ayar1 yapilir %S5 lik siit tozu +4 derece saklanir(buna dikkat
i ) edilmelidir)

Hacim 1 litreye tamamlanir

3.2.8. Birinci Antikor ( 1. Ab)

ADAMTS1 ve ADAMTSS birinci antikorumuzu olusturmaktadir. Calisilan bu
membranlarin internal kontrol ¢alismasi Aktin ile yapilmistir. Her ii¢ Ab igin de; 3ml
%S5 lik siit tozuna 0.3 pl ADAMTS Ab’u eklendi boylece 1/1000 lik Ab elde edildi.
Memran bir kaba konulup, 1/1000’lik Ab soliisyonu memranin iizerine dokiildii.
Membranin én yiizii 1. Ab ile temas edecek sekilde +4°C’de soguk odada bir gece
shaker iizerinde beklemeye (sallanma) birakildi. Ertesi giin kabimizdaki antikor tekrar

pipetle alimarak baska ¢alismalarda tekrar kullanmak iizere +4 ° C ye kaldirilds.

3.2.9. ikinci Antikor ( 2. Ab)

Birinci antikorlari {izerine iyice baglamis olan bu membran 3 kez 6’sar dk TBS-T ile
yikandiktan sonra membranin tizerine ikinci antikorumuz pipetlendi. %5’lik siit tozunda
1/5000 oraninda 2. Ab olan; ADAMTSI i¢in Mouse (Santacruse-sc), ADAMTSS ig¢in
Rabbit (sc) ve Aktin i¢in ise Mouse (sc)eklendi ve oda sicakliginda shakerda 1 saat
inkiibe edildi. Bir saat sonra membran TBS-T ile 3x6 dk yikand: (bu yikamalarin sebebi

baska zayif baglanmalar1 temizlemektir).

3.2.10. ECL soliisyonu ile goriintiileme

Goriintiileme asamasina gecildi. Bir stre¢ filmi ¢alisma bengimize gergince serdikten
sonra; 2.7 ml distile su, 150ul Lumi A ve 150 pl Lumi B (ECL) damlalar halinde streg
film tizerine damlatildi. Membranin 6n yiizii ECL soliisyonuyla tam temas edecek
sekilde 5-10 dakika bekletildikten sonra goriintiileme yapild1 ve elde edilen sonuglar
kaydedildi.
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4. BULGULAR

Bu calismaya yaslar1 4 ay ile 7 yas (5,2+2,3) arasinda degisen 18 ¢ocuk hasta dahil
edildi. Kontrol grubunda n=10 (6,4+0,7) hasta, fimozis grubunda n= 8 (3,7+2,8) hasta
vardi. Fimozis grubunda 2 hastanin sik idrar yolu enfeksiyonu gecirme hikayesi vardi ve
her iki hasta da bir kez balanit ge¢irmisti. Idrar yaparken agr1, huzursuzluk ya da aglama
seklinde tarif edilen semptomlarla pediatri poliklinigine bagvuran 2 hasta
poliklinigimize konsulte edildi. Hastalara fizik muayene ile fimozis tanis1 konuldu. Bu
hastalardan 1 tanesi sag multikistik displastik bobrek tanisiyla takipli idi. Gomiilii penisi
olan 1 fimozisli hastamizin aynmi seansta diizeltici ameliyat1 da yapildi. Hi¢bir hastada
komplikasyon gelismedi. 10. giin yaptigimiz rutin kontrol muayeneleri normaldi.
Asagida tabloda, gruplara gore ADAMTS 1, 5, aktin degerleri ve oranlar1 verilmistir.

Her bir 6rnegin Western blot bant yogunlugunun sayisal olarak ifadeleri yer almaktadir.
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Tablo 2. Western blot bant yogunlugunun sayisal olarak ifadeleri

HASTA GRUP | ADAMTS1 AKTIN | ADAMTSI/AKTIN | ADAMTS5 | AKTIiN | ADAMTS5/AKTIN
SAYISI * e
n=18
1 F1 624474 8452000 0.07 6698556 | 8452000 0.79
2 F2 843570 8053640 0.10 5751627 | 8053640 0.71
3 F3 278118 7856586 0.04 6597564 | 7856586 0.84
4 F4 749880 9058934 0.08 7725225 | 9058934 0.85
5 F5 1243026 12632750 0.10 11028860 | 12632750 0.87
6 F6 1926342 10936740 0.18 12045852 | 10936740 1.10
7 F7 828342 11595900 0.07 4830295 | 11595900 0.42
8 F8 464868 9471200 0.05 4894691 | 9471200 0.52
9 K1 930600 8399118 0.11 4569515 | 8399118 0.54
10 K2 719262 9484540 0.08 4203335 | 9484540 0.44
11 K3 1569546 8469180 0.19 6223649 | 8469180 0.73
12 K4 813816 10494120 0.08 4142985 | 10494120 0.39
13 K5 668898 12806354 0.05 7196032 | 12806354 0.56
14 K6 123912 10360959 0.01 4968930 | 10360959 0.48
15 K7 328890 7497675 0.04 ND ND ND
16 K8 314250 4271425 0.07 ND ND ND
17 K9 ND ND ND 1202812 658266 1.83
18 K10 ND ND ND 308900 310524 0.99

(*): ADAMTS protein diizeyinin dansitometrik bant yogunlugunun sayisal degerleri
(**): ADAMTS protein diizeyinin, Aktin protein diizeyine oraninin relatif degerleri
(Not: Veri elde edilemeyen datalar ND (not determined) olarak ifade edildi. Deneyde veri elde edilememesinin
nedenleri arasinda; orneklerin transport zincirine dikkat edilmesine ragmen yapisinin bozulabilir
olabilmesi, ayn1 6rnegin ardi ardina caligmalarda -80 derece(saklanma) ile buz soguklugu (calisma
esnasinda) arasindaki 1s1 farkindan dolay1 proteinlerinin denatiire olabilmesi, Western blotun her bir
basamaginda kullanilan cihaz, materyal ve kimyasallarin bilesenleri ile ilgili aksakliklar sayilabilir.)
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4.1. WESTERN GORUNTULEME
4.1.1. ADAMTS1
ADAMTSI antikorunun 84 kDa’da ADAMTSI yiirlime bandi goriintiisii elde edildi.
ADAMTSI western blot goriintiilleme sonucu ve ayni proteinlerin Aktin ile dogrulanma
(internal kontrol) goriintiisii asagida Ornek bir membran iizerinde Sekil 5’de
gosterilmistir.

Fimozis Grubu: F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8

Kontrol Grubu: K1,K2, K3, K4, K5, K6, K7, K8

ADAMTS1

Fimozis Kontrol

kKDa M F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 K1 K2 K3 K4 K5 K6

Sekil 5. ADAMTS1’in Aktin ile birlikte western blot bant goriintiisii (bir adet membrana ait 6rnek goriintii)

4.1.2. ADAMTS5
ADAMTS5 antikorunun 75 kDa’da ADAMTSS yiiriime bandi goriintiisii elde edildi.
ADAMTS5 western blot goriintiileme sonucu ve ayni proteinlerin Aktin ile dogrulanma
(internal kontrol) goriintlisii asagida O6rnek bir membran iizerinde Sekil 6’da
gosterilmistir.

Fimozis Grubu: F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8

Kontrol Grubu: K1,K2, K3, K4, K5, K6, K9, K10

ADAMTSS

Fimozis Kontrol
kDa M F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 K1 K2 K3 K4 K5 K6

80
o - - - - - S

Sekil 6. ADAMTS5’in Aktin ile birlikte western blot bant goriintiisii (bir adet membrana ait rnek goriintii)
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4.2. ISTATISTIKSEL ANALIZ ve BULGULAR
Gruplarin ortalama degerleri SPSS istatistik programinda Mann Whitney testi
kullanilarak karsilagtirildi. p<0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Fimozis grubu ile kontrol grubu ADAMTSI/AKTIN  yoniinden
karsilastirildiginda; fimozis grubunda elde edilen deger daha yiliksek ¢ikmakla birlikte
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,753).
Fimozis grubu ile kontrol grubu ADAMTSS5/AKTIN  yoniinden
karsilastirildiginda; fimozis grubunda elde edilen deger daha yiiksek ¢ikmakla birlikte

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p= 0,401).

Tablo 3. Grup Ortalamalari

ADAMTS/AKTIN FIMOZIiS KONTROL p
(Mean£SD.) (Mean£SD.)

ADAMTS1/ AKTIN * 0,08+0,04 0,07+0,05 0,753

ADAMTS5/ AKTIN ** 0,76+0,21 0,74+0,47 0,401

(*ADAMTSI protein diizeyinin Aktin protein diizeyine oraninin tiim hasta ve kontrol gruplarindaki
relatif ortalama degerleri
(**)ADAMTSS protein diizeyinin Aktin protein diizeyine oraninin tiim hasta ve kontrol gruplarindaki
relatif ortalama degerleri

Asagida ADAMTSI1 ve ADAMTSS’ e ait box plot grafileri verilmistir (Grafikl ve 2)
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Grafik 1. ADAMTSLI box plot grafi

Yukaridaki grafide Fimozis grubunda; ADAMTSI ortanca: 0,07, %25. degeri:
0,05, %75. degeri: 0,1, minimum: 0,03, maximum: 0,17 olarak saptanmistir. Kontrol
grubunda ise ADAMTSL ortanca: 0,07, %25. degeri: 0,04, %75. degeri: 0,1, minimum:
0,01, maximum: 0,18 olarak saptanmistir. Bu bulgular Fimozis grubu ile Kontrol

grubunun ADAMTSI ortanca degerlerinin esit oldugunu gostermektedir.
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Grafik 2. ADAMTSS5 box plot grafi

Yukaridaki grafide Fimozis grubunda; ADAMTSS ortanca: 0,81, %25. degeri:
0,56, %75.degeri: 0,86, minimum: 0,41, maximum: 1,1 olarak saptanmistir. Kontrol
grubunda ise ADAMTSS ortanca: 0,55, %25. degeri: 0,45, %75. degeri: 0,92,
minimum: 0,39, maximum: 1,82 olarak saptanmistir. Bu bulgular Fimozis grubunun
ADAMTSS ortanca degerinin, Kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu

gostermektedir.
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5. TARTISMA

ADAMTS proteinazlar birgok hastaligin patolojisinde rol oynamaktadir. ilk olarak 1997
yilinda Kuno ve arkadaslar1 tarafindan kolon kanserinde, enflamasyonla iligkili olarak
tamimlanmistir. Embriyolojik donemde de sentezlenen ADAMTS’ler doku yeniden
yapilanmasi, pihtilagma, anjiyogenez ve ovulasyon gibi birgok fizyolojik olayda rol alir.
Ayrica hiicre dist matriksin ve bazal membranin par¢alanmasi, timor hiicresi invazyonu
ve metastaz gibi patolojik siire¢lerde de gorevleri bulunmaktadir (6).

2009 yilinda hipoksinin, ADAMTSI1 gen ekspresyonunu hipoksi-indiiklenebilir
faktor (HIF-1) yoluyla harekete gecirdigi ilk kez gosterilmistir (93).

ADAMTSI, 4 ve 5’in aktivitelerinin artritte bariz arttig1 literatiirde bildirilmistir
(69).

Normal karaciger ile karsilastirildiginda fibrotik ve sirotik karacigerde
ADAMTSI1 mRNA diizeylerinde anlamli olarak artis oldugu bulunmustur (83).

ADAMTSI, 4, 5 ve 9’un; HIF-1, NF-xf, NFAT ve RunX gibi transkripsiyon
faktorleri ile beraber hipoksi ve inflamasyonda rol aldiklar1 bilinmektedir (56).

ADAMTS’ler, organogenez, enflamasyon ve fertiliteyi de igine alan bagka
hastalik gruplarinda da gorev almaktadirlar. Ayrica son caligmalar gostermektedir ki,
artritde ve pek cok kanserde bazi ADAMTS genlerinin ekspresyonlart degismektedir
(63).

ADAMTS proteinazlarin birgok klinik ve patolojik durum ile iligkisi vardir.
Bizim {lkemiz gibi niifusunun ¢ogunlugu Miisliman olan toplumlarda ve hatta
Miisliiman olmayan toplumlarda dahi ¢ok sik yapilan siinnet cerrahisi iizerinde yapilan
ornek bir caligmaya literatiirde rastlanmamuistir.

Bizim galigmamizda fimozis patolojisinde suglanan nedenler arasinda yer alan
enflamasyon ve fibrozis ile ADAMTSI1 ve 5’in iligkisi incelendi. ADAMTS1 ve 5’in
diizenleyici agrekanazlar olmasi nedeniyle fimozis kliniginde bu proteinazlarin roliiniin
olmasi beklendi.

Ayrica; fibroz dokularda ADAMTSS eksikliginin, fibroblast kok hiicrelerinin
olgun fibroblastlara doniisiimiinii 6nleyen agrekan birikimine bagl olarak sagliksiz bir
onarim cevabina yol a¢tigt ve ADAMTS ailesi proteinazlarin diger iiyelerinden farkli

olarak ADAMTSS5’in kritik doku tamir sinyal olaylarin1 diizenleme kapasitesine sahip
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oldugu bilinmektedir (71). ADAMTSS geni enflamasyonla iliskili bir gen oldugundan,
fimozisde meydana gelen enflamasyonda ADAMTSS’in rolii olabilir ¢linkii bu
calismadaki ADAMTSS proteinindeki artis, enflamasyon siirecindeki bazi molekiiler
mekanizmalarin harekete gectigini gostermektedir.

Bizim calismamizda fimozis grubunda ADAMTS1 ve ADAMTSS5’in arttig1
tesbit edilmis olmakla birlikte bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Western Blot; ¢ok basamakli ve giivenilirlik arzeden degerli bir laboratuvar
yontemidir. Bu konuda; vaka sayisinin artirtlmasi ve anlamlilik arzedebilecek diger
ADAMTS’lerin de dahil edilecegi g¢alismalara ihtiyag vardir. Calismaya aldigimiz
ADAMTSI ve 5’in yanisira, yukarida bahsedilen ADAMTS4, 9 ve 20’nin de bundan
sonra yapilacak ¢aligsmalara anlamli katki saglayabilecegini diistiniiyoruz.

Bizim ¢alismamiz bu hususta bir 6n ¢alisma olup, bundan sonraki ¢alismalarda
daha yiliksek vaka sayist ve enflamasyonla iliskili diger ADAMTS’ lerin de dahil
edilecegi yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Sonug: Fimozis grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda ADAMTS] ve
ADAMTSS proteinazlar daha yiiksek bulunmakla birlikte, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi. Bunun nedeni gruplardaki olgu sayisinin az olmasi,
standart sapmalarin yiiksek olmasi olabilir. Fimozisle ADAMTS proteinazlarin iliskisini

net ortaya koyabilmek i¢in daha genis ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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EK: ONAM FORMU

KLINIKARASTIRMA iCIiN AYDINLATILMIS (BILGILENDIRILMiS)ONAM
FORMU

(Hekimin Aciklamast)

Su ana kadar yapilmis bir¢cok calismada pozitif bulunmus, bir¢ok hastaligin sebebinin anlasilmasina
yardimcti olan bir protein gurubu (ADAMTS) ile ilgili yeni bir aragtirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi
ADAMTS proteinazlar MEVCUT HASTALIGINDA ROLUNUN ARASTIRILMASI dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi Oneriyoruz. Ancak hemen soOyleyelim ki bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliilik esasina
dayalidir. Kararimizdan once aragtirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu

bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayimniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni ¢ocugunuzun Hastanemizde tani- takip-tedavi
ediliyor olmasidir. Eger arastirmaya katilmayr kabul ederseniz ¢alisma sonunda elde
edilen veriler kimliginiz belirtilmeden Tip Ogrencilerinin egitiminde veya bilimsel
nitelikte yaymlarda kullanilabilir. Bu amaglarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve

baskalarina verilmeyecektir.

Bu calisma; ¢ocugunuzun FIMOZIS, SUNNET nedeniyle tedavinin bir pargasi olarak
cikarilmasi gereken siinnet derisinden ornek alinarak yapilacaktir. Calisma i¢in extra bir
doku ve kan alinmayacak ameliyat sirasinda ¢ikarilan ve atilan doku ¢alisma igin

kullanilacaktir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Caligmaya
katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Calismadan dolay: ek bir maddi
kilfet altina girmeyeceksiniz. Calismanin  finansman1  arastiricilar  tarafindan

saglanacaktir.

Su anda bu caligmanin hemen size veya ¢ocugunuza bir fayda olarak doniip
dénmeyecegini bilmiyoruz. Ancak arastirdigimiz ADAMTS ile ilgili olast hastaliklarin
temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere

fayda saglayacaktir.
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Bu calismaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayimizi ¢ekmek hakkina da

sahipsiniz.

(Katilimcinin anne ya da babasinin /Hastanin ebeveyninin Beyani)

Doktorumuz tarafindan tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu aragtirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya ¢ocugum

“katilimer” (denek) olarakdavet edildi.

Eger ¢cocugum bu arastirmaya katilirsa hekim ile aramda kalmas1 gereken ¢ocuguma ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda
cocugumun kigisel bilgilerinin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven

verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden ¢cocugumu arastirmadan
cekebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak igin ¢ocugumun
aragtirmadan ¢ekilecegini onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim)
Ayrica ¢gocugumun tibbi durumuna herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci

tarafindan ¢cocugumu arastirma disi tutabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Cocugum bu arastirmaya katilmak zorunda degil ve katilmayabilir. Cocuguma
arastirmaya katilmasi konusunda zorlayict bir davranisla karsilasmis degilim. Eger
¢ocugumun katilmasini reddedersem, bu durumun tibbi bakimimiza ve hekim ile olan

iliskimize herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana cocugum i¢in yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Ebeveyn olarak belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
cocugumun “katilimc1r” (denek) olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan
davet biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Cocugun anne /babasi
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Bilgilendirme yapan doktor
Adi, soyadi:

Imza:

56



