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1. GIRIS VE AMAC

Hipospadias, erkek cocuklarin 200-300 dogumunda bir goriilen, eksternal
iiretral meatusun penis ventral yiizli, skrotum ya da perinede yerlesimi ile
karakterize bir anomalidir. Erkeklerde inmemis testisten sonra en sik karsilasilan
konjenital anomali olarak kabul edilir (1,2). Hipospadias i¢in bir¢ok siniflandirma
mevcuttur ancak ¢ocuk cerrahlar1 tarafindan yaygin olarak kullanilan ve Duckett
tarafindan olusturulan smiflandirmaya gore hipospadias, %70 siklikla distal
(glaniiler, coronal, distal saft), %30 siklikla proksimal (midpenil, proksimal saft,
penoskrotal, perineal) yerlesimlidir(3). Hipospadias etiyolojisinde genetik,
endokrin ve ¢evresel faktorlere yonelik ¢calismalar devam etmektedir. Cevresel ve
endokrin faktorlerin etkisi ile ilgili caligmalarda gebelik yasina gore kiigiik bebek
(SGA), plasental yetmezlik, maternal hipertansiyon, preeklampsi, antiepileptik
kullanimi, ¢oklu gebelik, diabetik anne, anne obezitesi gibi faktorler siklikla
hipospadias etiyolojisinde etkili rol oynadigi gosterilmistir(4). Bircok genetik
sendrom hipospadias1 icermesine ragmen genetik sebepli hipospadias tiim
vakalarin ancak %10’dan az kismini olusturur. Hipospadias saptanan hastanin
erkek kardesinde hipospadias olusma riski %10’dan fazladir(5). Proksimal
hipospadiasin bazi sendromlarla siklig1 arttig1 bilinse de distal hipospadias i¢in
genellikle sporadik olusum s6z konusudur. Genital tiiberkiil ve iiretral plakta bazi
genlerin ekspresyonunun ve androjen, Ostrojen iiretimindeki kusurlarin da
hipospadias etiyolojisinde etkili olabilecegi gosterilmistir (SHH, ER1, ER2, GL1,
GL2, GL3, ATF3, FGF-8, FGFR-2, VAMP7, WT1, BMP7, WNTS5A, DGKK

vb.)(6). Bu ¢alismada hipospadias etiyolojisinin aydinlatilmasina yonelik olarak
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bazi reseptorlerin dokularda ekspresyon diizeyi, normal ve hipospadiash
penislerin  prepisyumlarinda  karsilastirilmistir. Bu calisma  kapsaminda,
fibroblastlast biiyiime faktorii 8 (FGF), FGF-10, FGFR-2, Gstrojen reseptori
alfa(ER-a) ve 0Ostrojen reseptorii beta(ER-B), androjen reseptorlerinin(AR)

ekspresyon diizeyleri arastirilmistir.

Fibroblast Biiyiime Faktorleri (FGF), iiretral katlantilarin fiizyonu ve
genital tiiberkiiliin gelisimi i¢in olduk¢a Onemli bir katkiya sahipken ve ayni
zamanda yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonunda da gorev aldig
bilinmektedir(7). AR’lerinin gonadal androjenlerin etkisi ile erkek cinsel
farklanmasinda rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica AR ekspresyonundaki
azalmanin infertilite, testikiiler atrofi, mikropenis, hipospadias ve azalmis sperm
iretimi gibi sonuclar1 oldugu bildirilmistir. Hipospadiaslt ¢ocuklarda insan
koryonik gonadotropin (hCG) stimiilasyonuna azalmis yanit gosterilmesi bu
reseptOriin hipospadias etiyolojisindeki dneminin kanitina isaret eder(8). Yapilan
caligmalar, ER’lerinin hipospadias ve normal prepisyumlarda anlaml farkliliklar
gosterdigi  saptanmis ve bu farkliligin  hipospadias etiyolojisinde rol
oynayabilecegine dair veriler sunmustur(9,11). Hipospadiasin cerrahi tedavisi
kadar, hastalig1 6dnleme yollarinin da arastirilmasi, prevalansinin giderek artmasi
nedeniyle 6nem kazanmistir(12). Cocukluk doneminde uygulanan cerrahi tedavi
sonrasi eriskin donemde olusabilecek muhtemel kordi, fistiil ve kotii kozmetik
sonuglar nedeniyle hastalarin psikoseksiiel problemlerini 6nleyebilmek ig¢in

hipospadiasin 6nlenmesi veya medikal tedavi arastirmalar1 6nem arz etmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Uretral Embriyoloji

Erkekte 6. haftada kloakal membrandan ftiretral ve anal katlanti olusur.
Leydig hiicrelerinden sentezlenen testosteron, dihidrotestosterona doniigserek ig
genital organ gelisimini uyararak epididim, vas deferens ve seminal vezikiiller
geligir. Yine 6. haftadan itibaren genital tiiberkiiliin hizli uzamasiyla olusan fallus,
bu iiretral katlantiy1 one ¢ekerek {iiretral olugun lateral duvarini olusturmasina
neden olur. Ancak 3. aym sonunda, iiretral katlanti plak iizerini Orterek penil
tiretray1r olusturur. Ardindan 4. ayda glans olusur, ektodermal hiicrelerin igeri

penetrasyonu ile distal iiretra olusur ve tiretra tamamlanir(13,14).

Penis olusumu ile birlikte prepisyum penisi ¢epecevre saracak sekilde
gelisir. Prepisyumun gelisimi, corpus cavernosumlardan hizli olmasi nedeniyle,
gestasyonun erken doneminde normal peniste de hipospadiasta oldugu gibi
prepisyum dorsalde toplanmistir. Daha sonra prepisyum dorsalden oblik bir seyir
gostererek ventral yiizli orter ve 8. haftadan itibaren baglayan prepisyum gelisimi
20. haftada son halini almis olur. Hipospadiasta ise bu seyir tamamlanamaz
prepisyum dorsalde toplanmis, ventralde ise defektif olarak izlenebilir ancak
vakalarin %35’inde bu defekt izlenmez. Hipospadiasta sik¢a rastladigimiz kordi
deformitesi ise mezoderm kokenli dokularin gelisimdeki bir bozukluk sonucu
olusur. Hipoplastik distal iiretranin cilt, cilt alt1 dokulara fibrotik yapisikligi,

corpus cavernosumlarin penisin dorsal ve ventral yiizeylerde gelisim hizlarinin



farkli olmasi, Buck’s ve Dartos fasyalarinin fibrozisi veya iiretranin kisa ve

fibrotik olmasi nedeniyle kordi deformitesi gelisebilir(16,17).
b c I
d | e f |

Resim 1: Uretra olusum siireci (15)

a. Ventral a¢idan penil iiretra, glans ve siinnet derisinin olusumu
b. Acik iiretral plak

c. Uretral plak kivrimlarinin progresif fiizyonu

d. Koronal sulkusa yakin yerlesimli tiretral orifis

e. Prepisyal kivrimlarin penis basi ile flizyonu

—h

Siinnet derisinin olusumu ve {iretra



2.2 Penis Anatomisi

Penis, dorsal yerlesimli iki korpus kavernosum ve ig¢inden iiretranin gectigi
ventral yerlesimli tek bir korpus spongiosumdan olusur. Bu 3 tiibiiler yapinin
etrafinda kollojen ve elastik liflerden zengin tunika albuginea ad1 verilen bir kilif
bulunur. Glans penis ayr1 bir yap1 degildir, korpus spongiosumun distalde
genislemesiyle olusur ve korpus kavernizumlarin disatla kismini sarar. Tunika
albugineanin hemen {izerinde Buck fasyasi vardir. Buck fasyasinin iki yapragi
arasinda noro vaskiiler demet bulunur. Bu yapilarin orta kisminda derin dorsal ven
bulunur. Derin dorsal venin her iki tarafinda dorsal erterler ve néral yapilar vardir.
Ozelikle penil kordi nedeniyle diizeltme ameliyati gerekli oldugunda islemin
Buck fasyasinin altindan yapilmasi bu norovaskiiler yapilarin hasarlanmamasi
acisindan ¢ok Onemlidir. Buck fasyasinin iizerinde ise gevsek dartos fasyasi
bulunur. Uretra ise mesane tabanindan baslayip prostat icerisinden ve derin
perinal postan ilerleyerek, perineal membrandan ¢ikar ve penisi anteriordan kat

ederek seyrini tamamlar.



Corpora cavemosa

Body of penis

(cross section)
Corpus spongiosum
containing urethra

I Extemnal urethral
. orifice

Navicular fossa
of urethra

Bulb of penis
(attached part of
COrpus spongiosum)

Crus of penis
(attached part of
COrpus cavernosum)

Bulbo-urethral gland
within deep pouch

Resim 2: penis anatomisi (18).

Penisin ana arteriyel akimi Internal ilak arterin bir dali olan internal pudendal
arterden saglanir. Internal pudendal arter penis bazalinde 3 dala ayrilir. Bunlar
dorsal arter, bulboiiretral arter ve kavernozal arterdir. Penisin vendz drenaji ise
yiizeyel dorsal ven, derin dorsal ven, krural ve kavernozal venler yoluyla saglanir.
(19).Penis derisi ve glans penis’in duyusu n. dorsalis penis ile alinir. Penisin
motor innervasyonu ise erektil fonksiyon agisindan 6nemlidir. Penis ereksiyonu
parasempatik lifler ile S2-4 iizerinden, ejekiilasyon ise sempatik lifler ile L1-2

iizerinden gergeklesir(20).



Deep dorsal vein

Superficial dorsal vein

Dorsal artery Superficial dorsal artery
Dorsal nerve Efferent vein
Corpus cavernosum
Cavernous vein Ski
Emissary vein :

Superficial penile

Tunica albug Outer circular layer (Colles) fascia
unica albuginea >

Inner longitudinal layer Areolar tissue

Deep penile

Cavernous artery (Buck's) fascia

Helicine artery

g Sinusoid

Bulbourethral vein

Urethral artery S
Urethra

Resim 3: Penispenis anatomisi, damar ve sinir yapilari kesitsel
gorliinim(21)

Hipospadiaslt peniste, iiretra defektine ventral yiizde korpus spongiozum,
deri, deri alt1 dartos ve Buck’s fasyas1 ve vaskiiler yapilarindaki atrofi de eslik

etmektedir(16,17).
2.3 Hipospadias Tarihce

Hipospadias terimi, tarihte ilk kez bugiin Tirkiye Cumhuriyeti sinirlari
igerisinde yer alan Bergamali Galen (M.S. 130-199) tarafindan egri penisli ve
ucundan idrar yapamayan cocuklar igin kullanilmigtir. Oribasius (M.S. 325-403)
ise distal hipospadiaslarda glans penisin sulcus koronariusun tist kisminin
kesilmesiyle u¢ yerlesim elde edilecegini ileri siirmiistiir ve bu yontem uzun yillar

hipospadiasin cerrahi tedavi metodu olarak kullanilmistir(22).



Cocuklarin cerrahi hastaliklar ile ilgili Anadolu’da yazilmis ilk bilimsel
kaynak kitap olan Cerrahiyet'il Haniye’de, hipospadiasa cerrahi yaklagim

resmedilerek tariflenmistir.

Resim 4: Hipospadias cerrahisinin Cerrahiyet'iil Haniye’de gosterilen resmi(23).

Hipospadias cerrahisinde yirminci yiizyildan giiniimiize dek yeni teknikler
tanimlanmistir. Ozellikle Mathieu, Duckett ve Snodgrass tarafindan tanimlanan
cerrahi teknikler ve sterilizasyon yontemlerinin gelismesiyle hipospadias cerrahisi

basarili bir sekilde uygulanabilir hale gelmistir(24).



2.4 Hipospadias Simiflamasi

Hipospadias i¢in liretral meatusun lokalizasyonuna gore tarih boyunca
Smith, Schaeffer, Erbs, Barcat ve Duckett gibi farkli smiflamalar
kullanilmistir(16). Uretral meatusun proksimalde oldugu hipospadias vakalarinda
daha agir olmak iizere tiim vakalarin yaklasik %35’ine kordi eslik eder ve
kordinin diizeltilmesi ile iiretral meatusun lokalizasyonunun degismesi nedeniyle
o donemde Barcat siiflamasi daha ¢ok tercih edilen siniflama olmustur(25,26).
Daha sonra Duckett, Barcat’in siniflandirmasini degistirerek, meatusun konumunu
anterior (glaniiler ve subkoronal), orta (distal penil, orta saft ve proksimal penil)
ve posterior (penoskrotal, skrotal ve perineal) olarak tanimlayan siniflandirmayi

yayimlamistir ve yaygin olarak bu siiflandirma kullanilmaya baglanmistir(27).

/J

GLANULAR

ANTERIOR
65 *

CORONAL

ANT, PENILY

MIDSHAFT

POST. PENILY

PENOSCROTAL

POSTERIOR
20

0 SCROTAL

] PERINEAL

Fig 1. Classification of hypospadias.

Resim 5: Hipospadias Duckett simiflamasi(28).



e

Glaniiler Hipospadias Midpenil Hipospadias

Resim 6: Uretral meatusun yerlesimine gore hipospadias tipleri
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2.5 Etiyoloji

Genetik, endokrin ve ¢evresel bazi1 faktorlerin hipospadias etiyolojisinde
rol oynadigi yapilan c¢alismalarla gosterilmis olsa da heniiz net bilgiye
ulagilamamistir ve c¢alismalar devam etmektedir(29,30). Literatiirde genetik
gecisle ilgili birgok calisma yapilmis olup hipospadiasli bir babanin erkek
cocugunda %7 etkilenme gosterilmistir. Ayn1 ¢aligmada hipospadiasl bir olgunun
birinci derece akrabasinda goriilme insidansit hipospadiasin siddeti ile artis
gostermekle birlikte ortalama %11,6 olup, ikinci derece akrabada %3,27, li¢iincii

derece akrabada ise %1,33 oldugu gosterilmistir(31).

Hipospadiasa ait spesifik bir gen defekti tanimlanmamis olmasina ragmen
Smith-Lemli-Opitz, Opitz-frias, Patau, McKusick-Kaufman, Pallister-Hall,
Trizomi 13 ve 18, WAGR , Denys-Drash sendromu gibi bircok sendromla

hipospadias iliskilendirilmistir(16).

Fareler iizerinde yapilan genetik caligmalarda; Homeobox genleri A
(HOXA) ve D (HOXD)’nin, fallus gelisiminde gorev aldig1 gosterilmis olup bu
genlerin devre dis1 birakilmasinin  hipospadias benzeri genitoliriner bir
malformasyon ile sonuglandigi kanitlanmistir(32). Ayrica Homeobox A13
(HOXA13) mutant farelerde, iiretra ve glans penis gelisiminde ve kapanmasinda
aksama oldugu gosterilmis olup HOXA13’lin {iretral plate epitel gelisiminde
onemli olan fibroblast biiytime faktorii (FGF) 8 ve kemik morfogenetik proteini
(BMP)-7'nin normal ekspresyonu igin esansiyel rolii oldugu vurgulanmistir.

Ayrica HOXA13’liin glans penis vaskiilarizasyonunda da etkinliginin oldugu

11



vurgulanarak bu gen eksikliginde androjen sinyal antogonistlerininde artigi

gosterilmistir(33).

Hipospadiasli hastalarin prepisyumunda ve iiretral plate dokusunda
HOXA13 ekspresyonunun artmis oldugu goriilmiistiir(34). Ayrica bagka bir
calismada HOXA13 genindeki defektin genital tiiberkiiliin agenezisine neden

oldugu saptanmustir (35).

Testosteron, erkek cinsel Ozelliklerinin ve islevinin gelisiminde ve
devaminda rol alan énemli bir steroid hormondur. Dihidrotestosteron ve estradiol
dahil olmak iizere testosteron steroidogenezi ve metabolizmasinda yer alan ilave
steroid hormonlari, hedef dokular {lizerinde etki gdstermede onemli bir konuma
sahiptir(36). Androjenler etkilerini bir hiicre i¢i reseptorii olan androjen
reseptorleri (AR) araciligi ile gosterirler. Bu reseptorler, androjen reseptor geni
(ARQG) tarafindan kodlanmaktadir(37). Sa-rediiktaz eksikligi veya AR ve AR
genlerindeki kusurlar gibi androjen metobolizmasindaki defektler hipospadias i¢in
olas1 etiyolojik nedenler arasindadir(38). Tam AR duyarsizligi, kadin dis genital
goriiniimii ile sonuglanirken kismi AR duyarsizligi kuskulu genitalyaya neden
olur(39). Hipospadiasl hastalarinin siinnet derilerinde normal ¢ocuklarin siinnet

derisine oranla androjen reseptoriiniin artmis oldugu gosterilmistir(40).

Yapilan bir ¢aligmada Gstrojenik bozukluklarin AR ve ER iizerine etkili
oldugu gosterilmistir. Normal siinnet derisine gore hipospadias siinnet derisinde
ERP boyanmasi zayif iken ER-a boyanmasi ya zayif ya da algilanamaz diizeyde

bulunmustur(10). Baska bir ¢alismada ER-a ve ER-B’nin mRNA ekspresyonunun,
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normal siinnet derisinde hipospadias stinnet derisinden daha yiiksek oldugu, ancak
bu yiiksekligin hipospadias dereceleri ile anlamli bir farklihik gostermedigi
saptanmistir. Bagka bir caligmada ise ER-B immiinohistokimyasal boyanmasinin
hipospadiasli siinnet derisinde normal siinnet derisinden daha fazla oldugu,
ER-o immiinohistokimyasal boyanmasiin ise her iki grupta da az oldugu
gosterilmistir(9). Yapilan caligmalarla ER-a igerdigi bilinen memeli dokulari
erkek ve disi iireme dokulari, disi meme bezi ve her iki cinsiyette de
kardiyovaskiiler sistem, kemik ve beyin bolgeleri oldugu gosterilmistir. ER-B’nin
akciger, mesane, kalp, adrenal, timus, bobrek, hipofiz, hipotalamus ve cilt gibi
tireme dis1 dokular ile beraber erkek ve disi iireme dokularinda mevcut oldugu
gosterilmistir. Ancak ER-B, erkek dis gentialinde ER-a’ya kiyasla daha fazla

immiinorektif oldugu saptanmustir (41).

FGFR’nin, dis genital organlarin ve 6zellikle iiretranin gelisiminde gerekli
oldugu; eksikliginde agik bir iretral plate ve ventralde prepisyum defekti ile
sonuglandig1  fareler iizerinde gosterilmistir. Dogumdan sonraki 7. giinde
incelenen FGF-10 eksikligi olan erkek farelerde, iiretral fiizyon basarisizligina
bagl acik bir iiretal oluk saptanmistir. Farelerde genital tiiberkiil gelisiminde rol
oynadigi bilinen genler arasinda FGF-8, BMP7, HOXA13 bulunur(42). Yapilan
insan c¢alismalar1 da bu verileri destekler sekilde FGFR-2, FGF-8, FGF-10 daki
mutasyonlarin hipospadias riskini 3-4 kat arttirdigini gostermistir. Genital
tiiberkiiliin biliylimesi ve hayatta kalabilmesi i¢in mezenkimal FGF, iiretral tiip
Olusumu icin ektodermal FGF, iiretral epitelin uygun farklilasmas: ve hiicre

yapistirict 6zellikleri i¢in ise endodermal FGF sinyali gereklidir. Ayni1 zamanda
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FGF molekiillerinin ve reseptorlerinin yara iyilesmesinde de énemli rol aldiklar
bilinmektedir(43). Bu nedenle FGF eksikliginde, 6zellikle proksimal hipospadias
cerrahisi sonrasinda yara iyilesmesindeki bozukluklar nedeniyle klinik olarak

postoperatif komplikasyonlarin artirdig1 da gosterilmistir(7).

Hipospadias vakalarmin ¢ogunun etiyolojisinde, hem genleri hem de
cevresel faktorleri iceren ¢ok faktorlii bir siirecin oldugu gosterilmistir(44).
Etiyolojide genetik faktorler kadar 6nemi bulunan gevresel faktorlerin, liretra ve
penis gelisimininin farkli evrelerine etkisi gosterilmistir(45). Ornegin; maternal
diyet ile hipospadias iliskilendirilmistir. Organik olarak iiretilmeyen meyve, balik,
sarap tiikketimi, vejetarjen diyet (pestisit maruziyetinin fazla olmasi nedeniyle) ve
en c¢ok soyada bulunan fito Ostrojenlerin tiiketilmesinin hipospadias riskini
arttirdig1 ¢aligmalarda gdsterilmistir(46,47). Maternal hipertansiyon, preeklampsi,
anne yasinin kiigliik olmasi, prematiirite ve ¢ogul gebelik de hipospadias riskini

arttiran klinik faktorler arasindadir(45).

Cok yeni yapilan bir ¢aligmada ise gebelik ncesi viicut kitle indeksi, alkol
ve kafein tiiketimi ile hipospadias arasinda bir iligki bulunamamis olup sigara
kullaniminin ise hipospadias riskini azalttig1 gosterilmistir(48). Sonu¢ olarak
hipospadias etiyolojisinde hem genetik hem de cevresel faktorlerin birbiriyle
etkilesim icerisinde oldugu gosterilse de heniliz net olarak hipospadias
etiyolojisinin ortaya konulamamasi nedeniyle bu alandaki g¢alismalar devam

etmektedir.

14



2.6 Tedavi

Hipospadias 3 oOnemli anatomik deformiteyi igerir. Bunlar ektopik
yerlesimli tiretral meatus, defektif prepisyum ve tretral kordidir(49). Hipospadias
tedavisinde esas amagclar; liretral meatusun glans ucuna tasinmasi, simetrik ve
konik goriinimlii bir glans penis olusturulmasi, normal ereksiyon ve idrar
yapmanin saglanmasi, penise fonksiyonel ve estetik bir goriiniim verilmesi,

saglikli bir cinsel iligki i¢in kordi deformitesinin diizeltilmesidir(16).

Hipospadias tedavisinde operasyon oncesinde HCG, Dihidrotestosteron
(DHT) veya gibi hormonal tedavi kullanildiginda penis uzunluguunun ve glans
genisliginini gecici olarak arttifi, bu sayede cerrahi agidan daha iyi lokal cilt
kosullarinin  saglandigi, cerrahi komplikasyonlarin azaldigi One siiriilmiistiir.
Hormon tedavisi se¢imi, kullanim zamani, uygun doz ve uygulama sekli (topikal
ya da parenteral) konusunda farkliliklar mevcuttur. Ancak hipospadiasin
giinimiizde tek tedavisi halen cerrahidir(50,51). Hipospadias cerrahisi, kordi
diizeltilmesi, glaniiloplasti ve fiiretroplastiyi icermektedir. Uretral meatusun
yerlesimine goére MAGPI, Mathieu, Snodgrass, GAP, Duckett teknikleri

uygulanan yontemlerden bazilaridir(16,52)(resim 7,8,9).

Hipospadias cerrahisinde en sik tercih edilen teknik {iretral plate’i
korumasi ve hem distal hem proksimal hem de sekonder vakalarda kullanilabilir

olmasi nedeniyle TIPU’dur (53).
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Resim 7: Mathieu yontemi

Resim 8:MAGPI yontemi
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Resim 9: TIPU(54)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu onayr (07/03/2022-191) alindiktan sonra Gazi Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (9/2022-7828) tarafindan saglanan

destekle gergeklestirilmistir.

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay1
alindiktan sonra Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi klinigine
hipospadias sikayeti ile basvuran g¢ocuklar hasta grubunu, silinnet istemi ile
bagvuran c¢ocuklar kontrol grubunu olusturacak sekilde c¢alisma planlandi.
Onceden hipospadias cerrahisi gecirmis, hormon tedavisi almis, eslik eden
inmemis testis gibi iirolojik anomalisi olanlar, endokrin bozuklugu ve sendromik
olan cocuklar calismay1 etkilemesin diye ¢alisma dis1 birakilmistir. Mart 2022
tarihinden itibaren her bir grupta istteki kriterlere uyan 20 kisi olacak sekilde
calismaya devam edildi. Caligmaya katilmayr kabul eden tiim hastalarin yas
aralig1 14ay-12 yas olmasi nedeniyle yasal vasilerinden yazili bilgilendirilmis
onam alindi. Saglikli ve hipospadiasli ¢ocuklardan alinan yaklasik 1x1 cm’lik
prepisyum dokularinda histomorfolojik ve Androjen Reseptérii, Ostrojen
Reseptorii  Alfa ve Beta, FGF-8, FGF-10, FGF reseptor 2 bakilarak

immiinohistokimyasal degerlendirme yapildi.

18



Istatiksel analizler i¢in SPSS programi kullanildi. Niceliksel verilerin
normal dagilim gostermeyen iki grubun karsilastirmasinda MannWhitney U Testi

kullanildi.

3.1 Histomorfolojik Degerlendirme

Almman doku oOrnekleri 48 saat %10 nétral formaldehitte bekletilerek
fiksasyonu saglandi. Fikse edilen dokular 24 saat akarsuda yikanip daha sonra
siras1 ile %70 etil alkolde 20dk, %80 etil alkolde 20dk, %96 etil alkolde 20dk,
Aseton I’de 20 dk, Aseton II’de 20 dk, Aseton I1I’de 20 dk, Aseton IV’de 20 dk
bekletildi. Asetondan ¢ikan dokular Ksilol I ve Ksilol II’de 30’ar dk bekletildi.
Dokular gémiilmeden 6nce 600C’lik etiivde erimis Parafin I ve Parafin II’de 1’er
saat bekletilerek parafin bloklara gomiildii. Bloklardan elde edilen 6pum kalinlikta
kesitler 2 defa 15'er dakika ksilol igerisinde bekletildi. Ksilolden c¢ikarilan
ornekler sirastyla %100, %96, %90, %80,% 70 ve %50 konsantrasyondaki etil
alkol ¢ozeltilerinde 10'ar dakika tutuldu sonrasinda 2 kez 5 dakika distile su
igerisinde bekletilerek rehidrate edildi. Bloklardan elde edilen kesitler sonrasinda
histolojik degerlendirme i¢in Hematoksilen Eosin (H&E) ile boyandi. Alkol
serisinden gecirilerek dehidrate edilen Ornekler, ksilolde bekletildikten sonra
entellan kullanlarak lamel ile kapatildi. Tiim 6rnekler Leica DM4000 (Germany)
bilgisayar destekli goriintiileme sistemi yardimiyla, Leica Q Vin 3 programinda
fotograflar1 ¢ekilerek histopatolojik olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmeler
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda ¢alisan 2 6gretim elemani tarafindan

ayr1 ayr1 incelenmistir.
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3.2 immiinohistokimyasal Degerlendirme

Alman doku Ornekleri 48 saat %10 notral formaldehitte bekletilerek
fiksasyonu saglandi. Fikse edilen dokular 24 saat akarsuda yikanip daha sonra
sirast ile %70 etil alkolde 20dk, %80 etil alkolde 20dk, %96 etil alkolde 20dk,
Aseton I’de 20 dk, Aseton II’de 20 dk, Aseton I1I’de 20 dk, Aseton IV’de 20 dk
bekletildi. Asetondan ¢ikan dokular Ksilol I ve Ksilol II’de 30’ar dk bekletildi.
Dokular gémiilmeden 6nce 600C’lik etiivde erimis Parafin I ve Parafin II’de 1’er
saat bekletilerek parafin bloklara gémiildii. Bloklardan elde edilen 6um kalinlikta
kesitler 2 defa 15%er dakika ksilol icerisinde bekletildi. Ksilolden c¢ikarilan
ornekler sirasiyla %100, %96, %90, %80 ve %70 konsantrasyondaki etil alkol
¢ozeltilerinde 10'ar dakika tutuldu sonrasinda 2 kez 5 dakika distile su igerisinde
bekletilerek rehidrate edildi. Sonrasinda Nemli ortamda immiinohistokimya barina
dizilen dokularin etrafi PAP-Pen ile cizilerek 3'er dakika boyunca 3 kez PBS
(Phosphate Buffer Saline, pH: 7,4) ile yikandi. Ozgiin olmayan baglanmayi
engeleyebilmek icin 10 dakika serum blocking solution uygulanan Ornekler
Androgen receptor Ab-1(Cat. No. MS-443-PO, Thermo Fisher Scientific,
Cheshire, UK), Ostrojen reseptér (Cat. No. RM-9101-SO, Thermo Fisher
Scientific, Cheshire, UK), Ostrojen reseptor-beta (Cat. No. orb448242, Biorbyt
Ltd.,Cambridge,UK), Fgf-2(Cat. No. STJ91850, St Johns Laboratory Ltd.,
London,uk  UK), Fgf-8 (Cat. No. PA1216,Boster Biological Technology,
Pleasanton, CA,USA), Fgf-10 (Cat. No. E-AB-65862, Elabscience Biotechnology
Inc., Houston, TX, USA) primer antikorlar1 ile +4°C’de 1 gece, inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyon sonrasi PBS ile yikanan oOrneklere endojen peroksidaz
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aktivitesini engellemek i¢in 15 dakika boyunca %3 hidrojen peroksit ¢ozeltisi
uyguland1. Orneklere PBS ile yikandiktan sonra biotinli sekonder antikor
uygulandi. Yine 3 kez 3’er dakika PBS ile yikanan 6rneklere diaminobenzedin
(DAB) substrat1 iceren kromojen uygulanarak goézle goriilebilir immiin tepkime
olusana kadar bekletildi. PBS ile yikanan 6rneklere zemin boyasi olarak Mayer'in
Hematoksileni kullanildi. Alkol serisinden gecirilerek dehidrate edilen 6rnekler,
ksilolde bekletildikten sonra entellan kullanilarak lamel ile kapatildi. Tim
ornekler Leica DM4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sistemi
yardimiyla, Leica Q Vin 3 programinda fotograflari ¢ekilerek degerlendirildi. Her
slayt i¢in secilen bagimsiz 10 alanda saglanan hiicre sayimlarinda Androjen
Reseptorii, Ostrojen Reseptorii Alfa ve Beta’ya ait tutulumlar Qiao ve arkadaslart

tarafindan belirtilen skorlama sistemi ile degerlendirildi (Tablo 1).

SKOR TUTULUM

0 veya - Hic¢ tutulum yok

+ Bazal keratinositlerde tutulum

++ Tutulum epidermis alt 1/3 ile sinirh
+++ Tutulum epidermis alt 2/3 ile sinirh
++++ Tiim epidermis katmanlarinda tutulum

Tablo 1: immiinohistokimya ile ok katl1 yass1 epitelin kantitatif skorlama sistemi
( Qiao ve ark. —(9)).

FGF-8, FGF-10 ve FGFR-2’nin degerlendirilmesi, Haid ve ark.’nin

caligmas1 Oornek alinarak asagidaki gibi yapildi(7).
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Epidermis degerlendirilmesi

e Patern 1: Bazal tutulum ile sinirli
e Patern 2: Keratinositlerin %50'den azinda tutulum

e Patern 3: Keratinositlerin %50'den fazlasinda tutulum

Dermis degerlendirilmesi:

e Patern A: Pozitif hiicre yok
e Patern B: Tiim goriiniir dermal hiicrelerin %50'sinden azinda daginik
tutulum

e Patern C: Kiimelenmis pozitif hiicreler tiim goriiniir dermal hiicrelerin

%750'sinden fazlasi

Epidermis Pattern 1 Epidermis Pattern 2 Epidermis Pattern 3

= S -
& = & o '- -y
-V r;-).;" C‘g_;‘."-,
(- [« ») )- S - ‘,I.
E < S haw S 5 ' am T P " l

A

Dermis Pattern A Dermis Patte Dermis Pattern C

Resim 10: FGF-8,FGF-10,FGFR-2 Dermis ve Epidermis tutulumu sematize hali
(7)
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4. BULGULAR

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi klinigine hipospadias
sikayeti ve silinnet istemi ile bagvuran toplam 40 ¢ocuk ile calisma gerceklestirildi.
Calismaya dahil edilen tiim ¢ocuklarin yas araligi 12 ay ile 132 ay degisirken yas
ortalamast 65.92+33.20 ay idi. Kontrol grubu hastalarinin ortalama yas1
59.40+31.80 ay (12-108 ay) hipospadiasl hastalarin ortalama yas1 72.454+34.09
(14-132 ay) bululundu (gruplar arasinda yas agisindan istatiksel olarak anlaml

fark yok idi (p>0,05).

4.1 Prepisyum Dokusunun Histomorfolojik Degerlendirmesi

Her iki grupta ¢aligmaya dahil olan ¢ocuklardan elde edilen prepisyum
dokularina ait H&E ile boyali kesitlerde epidermis ¢ok katli yassi epitel 6zellikleri
ile uyumlu olarak izlendi (Resim 11). Gruplar arasinda histomorfolojik agidan

anlaml fark tespit edilmedi(p>0,05).
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A. Kontrol Grubu H&E Boyama B.Hipospadias Grubunda H&E Boyama

Resim 11: Her iki grubun H&E Boyamasinda Histolojik a¢idan anlamli fark
gozlenmedi.

4.2 Prepisyum Dokusunun Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi

Androjen reseptOrii, Ostrojen reseptorii o, Ostrojen reseptori [
belirteclerine ait immiinohistokimyasal tutulumlar ¢ok katli yass1 epitelin
kantitatif skorlama sistemi ile degerlendirildi(9). AR kontrol grubunda 18 hastada
skor + iken hipospadiasli hastalarin 15’inde skor +++ ve 5 hastada skor ++ olarak
tespit edildi. Benzer sekilde ER-a ve ER[ belirtecleri hipospadias grubunda,
epidermiste daha genis alanda tespit edildi (Tablo 2). AR ve ER reseptorleri i¢in
skorlama yapildiginda hipospadiasli c¢ocuklarin  silinnet derilerinin normal
cocuklarin siinnet derilerine gore istatiksel olarak daha yiiksek oranda AR ve ER

reseptor igerdigi gosterilmistir(Tablo 4) (p<0,05).
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Androjen Reseptorii Ostrojen Reseptorii o Ostrojen Reseptorii p

Kontro  Hipospadias Kontro Hipospadias Kontrol Hipospadia

I | S

Skor 0 1 - 2 - - -
Skor + 18 - 17 = 18 ,
Skor ++ 1 5 1 4 2 3
Skor +++ - 15 - 16 - 17
Skor - = - - - -
++++

Toplam 20 20 20 20 20 20

Tablo 2. Cok katli yassi epitelin kantitatif skorlama sonuglari

FGFR-2, FGF-8, FGF-10 epidermis ve dermis tutulumlar1 agisindan
izlendi. Epidermis alanlar1 incelendiginde kontrol hastalarda agirlikli olarak
Patern 3 tutulum goriiliirken, hipospadiasl hastalarda Patern 1 tutulum oldugu
izlendi. Dermis alanlar1 incelendiginde ise, FGFR-2’nin kontrol grubundaki
hastalarin 17’sinde Patern C, 3’iinde Patern B, hipospadiasli hastalarin 19’unda
Patern B ve 1’inde Patern A tutulum oldugu goézlemlendi. FGF-10 kontrol
hastalarinin 17’sinde Patern C, 3’iinde Patern B iken hipospadiasli hastalarin
18’inde Patern B, 2’sinde Patern A olarak izlendi. FGF-8 ise kontrol hastalarinda
6 Patern C, 14 Patern B tutulum tespit edilirken hipospadiasli hastalarin 17’sinde

Patern B, 3’iinde Patern A tutulum tespit edildi (Tablo 3).
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FGFR-2 FGF-8 FGF-10

Kontro Hipospadia Kontro Hipospadia Kontro Hipospadi
I S I S I as
Pater - 19 - 16 - 17
Epidermi n1l
S Pater 4 1 5 4 2 3
n2
Pater 16 - 15 - 18 -
n3
Pater = 1 = 3 = 2
Dermis nA
Patern 3 19 14 17 3 18

B

Patern 17 - 6 - 17 -

Tablo 3. FGFR-2, FGF-8, FGF-10’un epidermis ve dermis tutulumlari

4.3. istatiksel inceleme

Yapilan bu ¢alismada belirtegler incelendiginde kontrol grubunda FGFR-2,
FGF-8 ve FGF-10 i¢in hem epidermis hem de dermis alanlarinda daha yiiksek
oranda tutulum oldugu goézlendi. Elde edilen degerler Mann-Whitney U testi

kullanilarak kontrol grubu ve hipospadias grubu arasinda hipospadiasli grup
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aleyhine istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edildi.p<0.05 anlamli olarak

kabul edildi (Tablo 4).

Kontrol Hipospadias

Androjen Reseptorii 240,32 3,75+0,44
Ostrojen Reseptorii o 1,95+0,39 3,80:+0,41"
Ostrojen Reseptorii p 2,10+0,30 3,85+0,36
FGFR 2 Epidermis 3,80+0,41 2+0,32"

FGFR 2 Dermis 2,85+0,36 1,95+0,22"
FGF-8 Epidermis 3,75+0,44 2,15+0,48"
FGF-8 Dermis 2,30+0,47 1,85+0,36"
FGF-10 Epidermis 3,90+0,30 2,15+0,36"
FGF-10 Dermis 2,85+0,36 1,90+0,30"

Tablo 4. Kontrol grubu ve hipospadias grubunda belirteglerin ortalama + SS
immiinohistokimyasal degerlendirilmesi. Istatistiksel anlamli fark semboller ile
gosterilmistir: *P<0.001, **P<0.05.

4.4.Mikroskopik Bulgular

27



Resim 12: Kontrol Grubunda Androjen Reseptor (IHC Boyama,200x Biiyiitme)
Bazal keratinositlerde tutulum

Resim 13: Hipospadias Grubunda Androjen Reseptdr (IHC Boyama,200x
Biiyiitme) Tutulum epidermis alt 2/3 ile sinirlt
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Resim 14:Kontrol Grubunda Ostrojen Beta Reseptorii (IHC Boyama,200x
Biiyilitme) Bazal keratinositlerde tutulum

Resim 15:Hipospadias Grubunda Ostrojen Beta Reseptor (IHC Boyama,200x
Biiyilitme) Tutulum epidermis alt 2/3 ile sinirh
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Resim 16: Kontrol Grubunda Ostrojen Alfa Reseptdér (IHC Boyama,200x
Biiyiitme) Bazal keratinositlerde tutulum

Resim 17:Hipospadias Grubunda Ostrojen Alfa Reseptér (IHC Boyama,200x
Biiyiitme) Tutulum epidermis alt 2/3 ile sinirli
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Resim 18: Kontrol Grubunda FGFR-2 Reseptdr (IHC Boyama,200x Biiyiitme)

Epidermis Pattern 3:Keratinositlerin %50°sinden fazlasinin tutulumu
Dermis Pattern C:Kiimelenmis pozitif hiicreler tiim goriinen dermal hiicrelerin
%S50sinden fazlasi
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Resim 19:Hipospadias Grubunda FGFR-2 Reseptdr (IHC Boyama,200x
Biiytitme)

Epidermis Pattern 1:Bazal tutulum ile sinirl,
Dermis Pattern B: Dermal hiicrelerin %50sinden azinda tutulum
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Resim 20: Kontrol Grubunda FGF-8 Reseptér (IHC Boyama,200x Biiyiitme)

Epidermis Pattern 3:Keratinositlerin %50’sinden fazlasinin tutulu
Dermis Pattern B: Dermal hiicrelerin %50sinden azinda tutulum
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==
Dermis Pattern B

Resim 21:Hipospadias Grubunda FGFR-2 Reseptdr (IHC Boyama,200x
Biiytitme)

Epidermis Pattern 2:Keratinositlerin %50’sinden azinin tutulumu

Dermis Pattern B: Dermal hiicrelerin %50sinden azinda tutulum
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Epidermis Pattern 3 Dermis Pattern C

Resim 22: Kontrol Grubunda FGF- 10 Reseptor (IHC Boyama 200x Biiyiitme)

Epidermis Pattern 3:Keratinositlerin %50’sinden fazlasinin tutulumu

Dermis Pattern C:Kiimelenmis pozitif hiicreler tiim goriinen dermal hiicrelerin
%350sinden fazlasi
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Resim 23: Hipospadias Grubunda FGF-10 Reseptor (IHC Boyama,200x

Biiytitme)

Epidermis Pattern 2:Keratinositlerin %50’sinden azimin tutulumu
Dermis Pattern B: Dermal hiicrelerin %50sinden azinda tutulum
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5. TARTISMA

Hipospadias erkeklerde inmemis testisten sonra en sik karsilasilan konjenital
anomali olarak kabul edilir. Hipospadias etiyolojisinde multifaktdriyel sebepler
oldugu disiiniilmiistiir ve literatlirde etiyolojiye yonelik molekiiler, genetik,

cevresel faktorler tizerine pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (1,2,2,30).

Serum testosteron diizeylerinde diisiikliik, hiicre ¢ekirdeginde yer alan androjen
bagimli yollarin azalmasi ve sitoplazmik Ostrojen bagimli yollardaki artis,

hipospadias ve inmemis testise neden olabilmektedir (58).

Ektodermal kaynakli olan prepisyum ve penil cilt gelisiminde, mezoteliyal-
epiteliyal etkilesim ile iligkili olan iiretra gelisimindeki embriyolojik anomalilerin
hipospadias ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu gosterilmistir (7). Androjenlerin fare
ve insan penisinde biiylime ve farklilasmay1 sagladigi, eksikliginde hipospadias
olustugu gosterilmistir. Hamile kadinlara sentetik bir dstrojen olan dietilstilbestrol
(DES) verilmesinin hipospadias insidansini arttirdigi  g6sterilmistir  (55).
Preoperatif androjen stimulasyonunun ise penis boyutunda artisa sebep oldugu
ancak postoperatif komplikasyon riskini degistirmedigi ve penisin androjen
stimulasyonuna yanit olarak uzamasmin hipospadias siddetinden etkilenmedigi
gosterilmistir (56). AR mutasyonlar1 da hipospadias ile iligkili bulunmustur (57).
Serum testosteron diizeylerinde diistikliik, hiicre c¢ekirdeginde yer alan androjen

bagimli yollarin azalmasi1 ve sitoplazmik Ostrojen bagimli yollardaki artis,
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hipospadias ve inmemis testise neden olabilmektedir. Hipospadias etiyolojisinde
tek bir faktorii sorumlu tutmak miimkiin degildir ve c¢esitli faktorlerin etkilesimi
ile bu durumun ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Fetal testis tarafindan anormal
androjen iretimi, gelismekte olan genital bolgenin hedef dokularinda kismi
androjen duyarsizligi ve leydig hiicrelerinde erken atrofi ile androjen
stimulasyonunun erken kesilmesi gibi intrauterin faktorler sorumlu tutulmustur.
Hipospadiasta, ozellikle de ciddi formlarinda, testosteronun dihidrotestosterona
doniisimiinti katalize eden enzim 5-alfa-rediiktaz (5-AR) tip 2' de ve androjen
reseptoriinde  ve anormallikler  bildirmistir(10).  Ostrojen ve  Ostrojen
reseptorlerinin normal genital gelisim i¢cin hem erkek ve hem disi cinsiyet i¢in
gerekli oldugu bilinmektedir. Insan ve hayvanlarda &strojen tiirevi olan
dietilstilbestrol ve antiestrojen letrozole (aromatase inhibitor) verildiginde
Ostrojen dengesizligine bagli hipospadias gelistigini gdsteren yayinlarda vardir

(55).

Khanna ve arkadaslarinin g¢alismasinda hipospadiasli ¢ocuklarin siinnet
derisinde gosterilmisken tam tersi normal erkek c¢ocuklarinin siinnet
numunelerinde ER ekspresyonunn azalmis ve AR ekspresyonunu ise artmis
olarak tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise hipospadiasli ¢ocuklarda siinnet
derisinde hem ER hemde AR reseptor sayisinin arttigi gosterilmistir. Yine Pichler
ve arkadaglarinin bu konuyla ilgili onciil ¢alismasinda hipospadiash ¢ocuklarin
stinnet derilerinde AR mRNA ekspresyonu ve immiinohistokimyasal olarak AR
protein seviyesinin ve niikleer boyamada AR protein boyamasimin arttigr ve bu

artisin  hipospadias derecesi ile korele oldugu da gdosterilmistir. Onlar
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hipospadiasli erkek cocuklarin prepisyum Orneklerinde AR mRNA ve AR
proteini yiiksekliginin, AR DNA baglama kapasitesinin azalmasimin dolayli bir
gostergesi oldugunu sodylemislerdir. Bu nedenle de daha fazla eksik polipeptit
kodlamasina isaret eden bir sinyal kusurunu isaret ederek hipospadiasin olas1 bir
nedeni olarak gostermislerdir. AR MRNA ve AR proteininin diferansiyel
ekspresyonunun, AR sinyal kusurunun kapsamini ve hipospadiasin ciddiyetini
gosterip gostermedigini belirlemek i¢in, bu hipotezi desteklemek icin AR'nin
yapisal analizi ile daha fazla ¢alisma yapilmalidir seklinde yorum yapmislardir(8).
Bizim ¢alismamizda ekspresyon ¢aligmalar1 yapilmasa da AR seviyeleri dokuda
yiiksek bulunarak bu teoriyi destekler sonuglar elde edilmistir. Hipospadiasi olan
33 c¢ocuktan elde edilen derinin incelendigi Celayir ve arkadaslarinin
calismasinda ise 29(%87.8) dokuda ER ve 12 (%36.4) dokuda AR
immiinohistokimyasal olarak pozitif bulunmustur. Progestreron reseptorii ise tiim

spesimenlerde negatif(%0) bulunmustur(59).

Cunha ve arkadaglar1 sirtlanlarda Ostrojenlerin penil ve klitoral gelisimde
kritik bir rol oynadigini, iiretral orifisin konumunu belirledigini, tiretral meatusun
esnekligini sagladigini ve distal iiretra/iirogenital siniis ve siinnet derisinin diizgiin
olusumu i¢in gerekli epitelyal fiizyon olaylarini kolaylastirdigini gostermistir.
Dogum o6ncesi androjenlerin, anti-androjenlerin ve bozulmus Ostrojen sentezinin
etkileri, androjen ve Ostrojen reseptorlerinin belirgin doku ekspresyonu ile
iliskilidir diyerek 0Ostrojenin prenatal penil gelisimde androjen gibi aktif bir rol
oynadigimi gostermislerdir (62). Celayir ve arkadaslari hipospadiasl ¢ocuklarin

penil dokularinda ER’lerinin baskin ekspresyonunu dis genital organlarin
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intrauterin gelisimi sirasinda bozulmus Ostrojen ve androjen reseptor etkilesiminin
dogum sonrasi yansimasi olarak tarifleyip bozulmus AR ve ER etkilesiminin
hipospadias ve dis genital organlarin gelisiminde rol oynayabilir seklinde yorum
yapmislardir (59). Qiao ve arkadaglar1 ise benzer sekilde hipospadias ve siinnet
dokusunda 6strojenin etkilerini aragtirmiglardir. Bu amacla, elde edilen dokularda
dstrojen reseptorii bakilmustir. Ostrogen reseptdrii o ve P’nin(normal siinnet
derisinde baskin karekter) mRNA expresyonunun, kontrol grubuna gore
hipospadiak derilerde anlamli diizeyde diisiik oldugu gosterilmistir. Ayrica ER-
immiinohistokimyasal olarak hipospadiak deride zayif boyanmisken normal
deride belirgin boyanmistir. ER-o ise normal ve hafif hypospadiash derilerde

zay1f boyanmigken ciddi hipospadiaslilarda tespit edilememistir(9,10).

Sonug olarak hafif dereceli hipospadias ile karsilastirildiginda siddetli
hipospadias olgularinda daha diisiik Ostrojen reseptor ekspresyon seviyelerine
dogru bir egilim olmasini estrojen reseptor seviyelerindeki degisikliklerin normal
ve anormal siinnet derisi gelisiminde rol oynadigini sdylemislerdir(9). Bizim
caligmamizda ise hem ER hem AR hipospadiasli dokuda artmis olarak
bulunmustur. Bu sonuglar hem 0Ostrojenin hem de androjenlerin genital sistem
gelisim ve hipospadias olusumunda rol oynadigmin kaniti olup hipospadiash
hastalardaki artmis ER ve AR reseptor skorlamasinin {istte anlatilan ve intrauterin
donemde baglayan ER ve AR dengesinin bozuklugunun devami ve belki de

vuciidun bu dengesizligi dengelemeye ¢alismasinin ifadesi olarak gosterilebilir.
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FGF'ler, 6zellikle FGF-8, FGF-10 ve FGFR-2, iiretral kivrimlarin flizyonu
ve genital tiiberkiiliin biiylimesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Fare modellerinde,
FGF-8, FGF-10 ve FGFR-2 penis derisi ve siinnet derisi gibi ektodermal kokenli
dokularin gelisimini etkiledigi gosterilmistir. Bu faktorlerden mutant farelerde
ciddi hipospadias gelistigi de gosterilmistir. FGF ailesi genital yapilarin
gelisiminde gorev almakta olup 6zellikle FGF-8, FGF-10, FGFR-2’nin mezenkim
ve Uroteliyum arasinda ki etkilesimde goérev almasit nedeniyle kusurlarinda
hipospadias riskinin arttigi gosterilmistir (60). FGF-8, FGF-10 ve FGFR-2'deki
tek bazli mutasyonlar insanlarda hipospadias ile iligkilidir ve kontrol grubuna gore
hipospadias riski 3-4 kat artttigi gosterilmistir (7). Fakat bu faktorlerin siinnet
derisi veya penil dokudaki konsantrasyonu veya resopter yogunlugu hakkindaki
calismalar siirhdir. Haid ve arkadaslarinin hipospadais siinnet derisinde FGF
ailesi  bilesenlerinin  yogunlugunun arastirildigi  Oncii  ¢aligmasinda 32
hipospadiasli hastanin slinnet derisinde normal siinnet derilerine goére FGF-8,
FGF-10, FGFR-2 mRNA ekspresyon diizeylerinde fark bulunmazken,
immunohistokimyasal boyama dagiliminda ise anlaml fark gézlenmistir. Kontrol
grubuna gore epidermiste hipospadias olanlarda daha belirgin olmak {izere bu
belirteclerin immunohistokimyasal boyamalar1 daha ytiksek (2/3) paternde pozitif
bulunmusken proksimal hipospadias olanlarda bu belirtecler distal
hipospadiaslara gore de daha belirgindir(p<0.05). Dermiste de bu HGF’ler kontrol
grubuna gore daha yiliksek paternde boyanmisken(B/C) hipospadias tipleri
arasinda benzer boyanama paterni gostermistir. Haid ve arkadaglar1 fare

modellerindeki FGF-8, FGF-10 ve FGFR-2’nin mutasyonlartyla olusan
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hipospadias ile kendi sonuglariyla iliskilendirerek FGF’lerin hipospadias
olusumunda etkin rol oynadigin1 géstermis olduklarini vurgulamiglardir. Onlar bu
bulgulariyla, genital gelisimin erken evreleri ile ilgili FGF molekiillerindeki
mutasyonlarin, insanlarda da ektodermal olarak tiiretilmis dokular {izerinde bir
etki yaratabilecegi hipotezini giiglii bir sekilde destekleyerek  hipospadiasl
hastalarda dartos fasyasinin ciddi sekilde degismis mikroanatomisinin FGF'lerin
mezenkimal dokular {izerindeki etkisine bagli oldugunu sdylemislerdir. FGF
sinyali epitelyal-mezenkimal sinirlar boyunca yonsel ve karsilikli olarak calistig
gosterilmis olup mezenkimal FGF ekspresyonu ile {istte yatan epitelyal
farklilagmanin indiikledigi bilinmektedir. Daha ¢ok ciddi hipospadiaslalilarda yara
lyilegsmesinin kotii olmasi ve komplikasyonlarin sikliginin bu FGF ailesindeki
degisikliklerin yansimasi seklinde gosterdigini sdyleyerek hipospadias gelisimi
hakkinda belirgin yorum yapmamisglardir. Bu konuda yapilmis ikinci ¢aligma olan
bizim caligmamizda ise mRNA ekspresyonu g¢aligmasi yapilmamis ama hem
epidermis hemde dermiste FGF-8, FGF-10, FGFR-2 immunohistokimyasal

calismalarinda hipospadias grubunda daha diisiik skorlamalar elde edilmistir (7).

Insan hipospadias siinnet derisi dokusundaki androjen yanit elemani
dizilerine dayanan AR resoptorleriyle FGFR-2 basta olmak tizere FGF-8 ve FGF-
10’un ekspresyonu, pozitif olarak diizenlenir. Bununla birlikte, AR ekspresyonu
ise FGF’lerden bagimsiz ve geri bildirim olmadan c¢alisir (63,64). Bizim
calismamiz ve Haid’in ¢alismasinda bu FGF degerlerindeki degisikler belki de

istte anlatilan FGF’ler ve AR arasindaki dengenin bozulmasindan
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kaynaklanabilir. Bizim ¢alismamizdaki FGF diisiikliigiine ragmen AR seviyelerin

diisiik geri bildirim eksikliginden kaynaklanabilir.

Farelerde FGF ailesindeki mutasyonlar ciddi hipospadias ile
iligkilendirilmigken, insanlarda da FGF-8, FGF-10 ve 6zeliklle FGFR-2’deki tek
gen mutasyonlarinda hipospadias gelistigi bildirilmistir(7). Endodermal FGFR-2
delesyonu hafif hipospadiasa ve defektif fiiretra epiteline neden olurken,
ektodermal FGFR-2 delesyonu ise ciddi hipospadiasa ve ventral prepisyum
kaybina neden olur (61). FGF-8, FGF-10 ve FGFR-2 embriyonik gelisimin
androjenden bagimsiz erken bir asamasinda oOzellikle uzuvlarin ve genital
tiiberkiilin olusumuyla Sonic Hedgehog’un diizenlenmesi yoluyla yakindan
baglantilidir. Mezenkimal FGF sinyali, ektodermal ve endodermal epiteli
etkileyerek genital tiiberkiiliin asir1 biiylimesine neden olur. Fare modellerinde,
FGF-8, FGF-10 ve FGFR-2’nin penis derisi ve slinnet derisi gibi ektodermal
kokenli dokularin gelisimini etkiledigi  distte anlatildigi gibi  literatiirde
gosterilmis olmasina ragmen bu bulgu heniiz insan dokusunda dogrulanmamastir.
Ister Haid ve arkadaslarinin calismasi olsun ister bizim calismamiz olsun bu
konudaki calismalarin kisitliligi nedeniyle birbirinden farkli sonuglar olsada penil
doku FGF-8, FGF-10 ve FGFR-2 tutulum ve skorlarmin bu ¢alismalarda kontrol
grubuna gore farkli degerler elde edilmesiyle FGF ailesinin insanlarda da genital

gelisim ve hipospadiasla iligkili oldugunun kanitidir.

Bu caligmanin kisithliklar1 biitce azligi nedeniyle az sayida vaka ile

calisilmasi, kan Ostrojen ve androjen seviyelerinin bakilamamasi, mRNA
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ekspresyonu yapilamamasidir. Diger hipospadias ¢alismalarinda da oldugu gibi
sonuglarin tek bir etnik popiilasyonu veya irki 6rnek almasi nedeniyle kiigiik bir
grubu yansitmasidir. Bu ¢aligmanin gii¢lii yonii ise AR, ER ve FGF-8, FGF-10 ve

FGFR-2’ nin ayn1 anda bakilan tek ¢alisma olmasidir.
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6. SONUC

Hipospadiasli ve  normal  c¢ocuklarin  siinnet  derilerinde  yapilan
immunohistokimyasal ¢alismalar ile normal ¢ocuk doku Orneklerine gére ER ve
AR tutulumlarinin hipospadias doku 6rneklerinde yiliksek oldugu ve FGF-8, FGF-
10 ve FGFR-2 tutulumlarinin ise diisiik oldugu gosterilerek bu faktorlerin
hipospadias gelisiminde birbirlerini etkileyerek rollerinin oldugu desteklenmistir.
Literatiirde bu konu ile ilgili kisitli sayida ¢aligma olmasi ve dgerlendirilen bazi
parametrelerde birbiriyle ortiismeyen sonuglar vermesi bu konu hakkinda ileride

daha ¢ok arastirma yapilmasi gerektigini gostermektedir.
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8. OZET

Hipospadias, erkek cocuklarda ikinci en sik goriilen anomali olup prevalansi
yillara gore artis gostermektedir. Hipospadias etyolojisinde ¢ok faktoér sorumlu
tutulmus olup bu konunun tedavi ve Onleme agisindan desteklenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle FGF-8, FGF-10, FGFR-2, ER-a, ER-B ve AR gibi
faktorlerin hipospadiasli ve normal ¢ocuklarin prepisyumlarinda histolojik olarak
karsilagtirilip  istatistiksel analizlerle anlamli fark gosterip gostermedigi
arastirilmak amaglandi. Bu kapsamda 14 ay-12 yas araliginda 20 hipospadiasli, 20
normal c¢ocugun prepisyumlarindan Ornekler alinarak bu belirteglerin
immunohistokimyasal incelemesi planlandi. Sonug¢ olarak ER-a, ER-B ve AR
reseptorlerinin hipospadiasli ¢ocuklari siinnet derilerinde normal derilere gore
[HC degerlendirilmesinde daha fazla tutulum oldugu, FGF-8, FGF-10 ve FGFR-
2’ nin ise disiik oldugu gosterildi(p<0.05). Hipospadiasli ve normal gocuklarin
siinnet derilerinde yapilan immunohistokimyasal ¢aligmalar ile kontrol grubuna
gore ER ve AR tutulumlarinin hipospadiasli olgularda yiiksek oldugu ve FGF-8,
FGF-10 ve FGFR-2 tutulumlarinin ise diisiik oldugu gosterilerek bu faktorlerin
hipospadias gelisiminde rollerinin oldugu desteklenmistir. Literatiirde bu konu ile
ilgili kisith sayida calisma olmasi ve bulgularin birbiriyle ¢eliskili sonuglar
vermesi bu konu hakkinda ileride daha cok arastirma yapilmasi gerektigini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: hipospadias, hipospadias etyolojisi, perpisyel doku reseptor

diizeyleri
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9. SUMMARY

Hypospadias is the second most common anomaly in boys and its prevalence is
increasing over the years. Many factors have been held responsible in the etiology
of hypospadias and this issue should be supported in terms of treatment and
prevention.

For this reason, it was aimed to compare the factors such as FGF-8, FGF-10,
FGFR-2, ER-a, ER-B and AR in the prepuce of hypospadias and normal children
histologically and to investigate whether they show a significant difference with
statistical analyzes. In this study, immunohistochemical examination of these
markers was planned by taking samples from the prepuce of 20 children with
hypospadias and 20 normal children between the ages of 14 months and 12 years.

As a result, it was shown that ER-a, ER- and AR receptors were more involved
in the evaluation of IHC in the foreskin of children with hypospadias than in
foreskin of normal children, and FGF-8, FGF-10 and FGFR-2 were lower
(p<0.05). Immunohistochemical studies performed on the foreskin of children
with hypospadias and normal children showed that ER and AR uptake were
higher in hypospadias patients and lower in FGF-8, FGF-10 and FGFR-2 uptake
compared to the control group, supporting the role of these factors in the
development of hypospadias. The limited number of studies on this subject in the
literature and the contradictory results of the findings indicate that more research
should be done on this subject in the future.

Keywords: hypospadias, etiology of hypospadias, level of preputium receptors
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