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SIMGELER VE KISALTMALAR
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OZET

Amag: Uretra, prepisyum ve penisin ventral bdliimiiniin gelisimindeki anomali,
hipospadias olarak tanimlanir. Hipospadias erkek genital sisteminin en sik goriilen
konjenital anomalilerinden biridir. Olgularin énemli bir bolimiiniin etiyolojisinde,
genetik faktorlerin rol oynadigi disiiniilmektedir. Bu ¢alismada, hipospadiasli hasta
grubunda Yeni-Nesil Dizi Analizi (NGS) hedef gen paneli analiz sonuglar1 retrospektif
olarak incelenerek; varyant saptanan genleri belirlemek ve hipospadias alt tipleri ile
gen varyantlarini karsilastirmak amaglanmaistir.

Gereg ve Yontem: S.B.U. izmir Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi
Egitim ve Arastirma Hastanesine 2003-2020 yillar1 arasinda bagvurmus, hipospadias
nedeniyle takip ve tedavi edilen 68 hastanin kayitlari retrospektif olarak incelendi.
Hastalardan alinan kan 6rneklerinde Yeni-Nesil Dizi (NGS) hedef gen paneli analizi
gerceklestirildi. NGS analizi ile varyant saptanan olgularda, Sanger sekans analizi ile
ilgili gende varyant bolgesi dizi analizi yapilarak dogrulandi. Ardindan, tim varyantlar
Clinvar veri tabaninda arastirildi. Novel varyant degerlendirmesinde ise PolyPhen2,
MutationTaster bilgisayar programlar1 da kullanildi. Amerikan Tibbi Genetik Koleji
(ATGC) kriterlerine gore, varyantin hastalik ile olasi iliskisi arastirildi. Aile
segregasyon analizi de, novel varyant patojenite degerlendirmesinde kullanildu.
Bulgular: 68 hipospadiasli hastanin yaklasik olarak %38’inde distal hipospadias
goriiliirken; yaklasik olarak %62’sinde proksimal hipospadias kaydedilmistir. Tiim
katilimcilarin  yas ortalamasi 6,11+ 4,62 olarak hesaplanmigtir. Hastalarin ilk
operasyon yaslar1 ise ortalama olarak 3,22+2,95 olarak hesaplandi. Calismaya dahil
edilen tiim hastalarin, dogum sirasinda anne yasi ortalamasi 25,79+4,78 olarak
hesaplanmistir. Ayrica, tiim katilimeilarin dogum haftasi ortalamasi ise 37,38+2,74
olarak bulunmustur. Calismada; 46, XY CGH gen paneli ile 15 hastada, 17 varyant
saptandi. 14 varyant novel iken 3 varyant Clinvar’da daha 6nce bildirilmisti. Varyant
saptanan genler: SRD5A2, HSD17B3, AMH, AR, MAMLD1, AMHR2, LHCGR,
AKR1C2, GATA4 ve SOX9 genleridir. Distal ve proksimal hipospadias olgular1 2 grup
olarak diistiniiliip, gen varyanti1 olup olmasi ile iliskisi Ki-Kare testi ile bakildiginda;
hipospadiasin distal veya proksimal olmasi ile gen varyanti olup olmamas1 arasindaki

iliski anlaml1 bulunamamistir (p=0,945).



Sonug: Onceki yillarda yapilan ¢alismalara benzer sekilde, bu calismada da 46, XY
gen panelindeki bazi genlerin varyantlarinin hipospadias etiyolojisine katkida

bulundugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hipospadias, Yeni-Nesil Dizi Analizi (NGS), 46, XY Cinsiyet
Gelisim Bozuklugu (CGB)
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ABSTRACT

Aim: The anomaly of urethra, preputium and ventral part of penis is defined as
hypospadias. Hypospadias is one of the most frequently seen congenital anomalies in
male genital system. In etiology of significant number of cases, genetic factors are
thought to have a role. In this study, it was aimed to identify the variant genes and
compare the subgroups of hypospadias with gene variants, by the investigation of
analysis data of Next-Generation Sequencing (NGS) target gene panel in hypospadias
patient group retrospectively.

Material and Methods: The records of 68 patients who was followed and treated
because of hypospadias and who applied Izmir Dr. Behget Uz Child Diseases and
Surgery Education and Research Hospital between 2003-2020 years were investigated
retrospectively. The Next-Generation Sequence (NGS) Analysis target gene panel
analysis was performed in blood samples taken from patients. The cases in which
variant genes were detected, the variant region was affirmed by sequence analysis with
Sanger sequence analysis. Then, all variants were searched in Clinvar database. In
novel variant evaluation, Polyphen2, MutationTaster computer programs were also
used. According to the American College of Medical Genetics (ACMG) criteria, the
possible relationship between variant and pathology. Family segregation analysis was
also used in novel variant pathogeny evaluation.

Results: While distal hypospadias was seen nearly %38 of 68 patients with
hypospadias, proximal hypospadias was recorded nearly %62 of them. The mean age
of all participants was calculated as 6,11+4,62. First operation age of patients was
measured 3,22+2,95 averagely. All patients included in the study, the mean maternal
age while birth was calculated as 25,79+4,78. Moreover, the mean of birth week of all
patients was found as 37,38+2,74. In the study, 17 variant were detected in 15 patients
with 46, XY SDD gene panel. While 14 variant were novel, 3 variant were submitted
to Clinvar before. The genes that variance was detected: SRD5A2, HSD17B3, AMH,
AR, MAMLD1, AMHR2, LHCGR, AKR1C2, GATA4 and SOX9. While the distal and
proximal hypospadias cases were thought as 2 groups, when the relation withwhether

gene variance present or not was searched via Chi-square test; the relationship between

Vii



whether hypospadias was distal or proximal with whether gene variance was present
or not was not found significant (p=0,945).

Conclusion: Likewise the previous studies, certain gene variants of 46, XY gene panel
were shown to contribute hypospadias etiology in this study.

Key Words: Hypospadias, Next-Generation Sequence Analysis (NGS), 46, XY
Disorder of Sex Development (DSD)
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1. GIRIS VE AMAC

Hipospadias erkek genital sisteminin en sik goriilen konjenital
anomalilerinden biridir. Uretra, prepisyum ve penisin ventral boliminin
gelisimindeki anomali, hipospadias olarak tanimlanir (1). Ortalama 250 canli erkek
dogumunda bir goriilmektedir (2). Klinik olarak; izole hipospadias ya da mikropenis,
kriptorsidizm, bifid skrotum gibi diger genitoiiriner anomalilerle birlikte
gorulebilmektedir. Etiyolojisinde; Urogenital farklilasmada rol oynayan gen ya da
genlerin ekspresyonunun bozulmasi, intrauterin hormonal maruziyet ve cevresel
faktorlerin rol aldigi gosterilmis olsa da nedeni biiylik oOl¢iide bilinmezligini
korumaktadir (3). Hipospadias anomalisinde; liretral meatus, glanstan perineye kadar
herhangi bir lokalizasyonda bulunabilir ve siniflama bu lokalizasyona gore yapilir.
Uretral meanin yerlesimine gore; distal (glaniiler, koronal, subkoronal) ve proksimal
(midpenil, penoskrotal) hipospadias olarak 2 gruba ayrilarak siniflandirilmaktadir ve
distal hipospadias daha sik goriilmektedir (4). Olgularin %30 ununun etiyolojisinde,
genetik faktorlerin rol oynadigi diisiintilmektedir. Hipospadiasin, 200’den fazla
sendroma eslik ettigi bildirilmistir (5). Fallus gelisimi ve tretral kapanmada rol
oynayan genlerdeki ya da sinyal yolaklarindaki bozukluklar, hipospadiasa yol
acabilir. Insanda dis genitalyanin gelisimi; erken dénem hormon-bagimsiz faz (5-8.
gebelik haftalar1) ve ge¢ donem hormon-bagimli faz (8-12. gebelik haftalar1) olarak
2’ye ayrilmaktadir. Hipospadias olgularinda %4 oranda, SRY genini etkileyen
kromozomal anomaliler ve genin nokta mutasyonlariin sorumlu  oldugu
bildirilmistir (6). Hormon bagimsiz fazda sentezlenen WT1, Diasilgliserol kinaz
kappa (DGKK), NR5A1, Mitojen aktiflestirici protein 3 kinaz 1 (MAP3KI),
Mastermind bolge iceren protein 1 (MAMLDZ1) genlerinin de, hipospadiasla ilgili
oldugu goriilmiistiir. Steriojenik yolak tiizerindeki enzimleri kodlayan genlerde
meydana gelen mutasyonlar, androjen sentezini etkileyerek hipospadias olugsmasina
yol acarlar. Bu yolak hormon-bagimli fazda gorev alip, kolesteroliin cinsiyet
hormonlarina doniisiimiinii saglar. Sitokrom P450 ailesi 11 alt grubuA iiyesil
(CYP11A1), Hidroksi-delta-5-steroid dehidrogenaz 3 beta ve steroid delta izomeraz
1 (HSD3B1), HSD3B2, HSD17B2, HSD17B3, aldo-keto rediiktaz 1C-4 (AKR1C4)



ve Steroid 5-alfarediiktaz yetmezligi (SRD5A2) enzimleri burada gorevlidir. Bu
enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar, yolakta son basamaktaki testosteron ve
dihidrotesteron (DHT) eksikligine sebep olarak hipospadias gelisiminde rol oynarlar.
Testosteron ve DHT, AR’ye (androjen reseptorii) baglanarak etki gosterir ve dis
genitalyanin olusumunu stimiile ederler (7-9). Insanda dis genital yapisinda
anormalliklere yol agan varyantlarin tanimlandig1 diger nadir genler; DHH, GATA4,
ZFPM2 olarak bildirilmistir (10).

Bu ¢alismanin amaci, 2003-2020 yillar1 arasinda, hastanemiz ¢ocuk cerrahi ve
cocuk genetik ve tibbi genetik polikliniklerinde takipli hipospadias tanili hastalarda
yapilmis olan yeni nesil dizileme yomtemi (NGS) hedef gen paneli analiz
sonuclarini, retrospektif olarak inceleyerek varyant saptanan genleri belirlemek ve
hipospadias alt tipleri ile gen varyantlarii karsilastirarak genotip-fenotip iliskisini

arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. INSIDANS

Hipospadias erkek genital sisteminin kriptorsidizmden sonra 2. en sik goriilen
konjenital anomalisidir ve insidansi ortalama 250-300 canli erkek dogumda 1 olarak
hesaplanmustir (11). Distal hipospadias daha sik goriilmekle birlikte, insidans1 1/80-
125 olarak bulunurken, penil hipospadias 1/1250, penoskrotal hipospadias tiplerinde
ise insidans 1/3330 olarak hesaplanmistir (12).

Hipospadiasin goriilme siklig1 irklar arasinda farklilik géstermektedir. En az
Meksikalilarda, nadiren Afrika kokenlilerde, en ¢ok da beyaz irkta goriilmektedir
(13). Bunun yani sira; son yillarda Avrupa ve Kuzey Amerika’da hipospadias
sikliginda bir artis meydana gelmistir. Son yayinlanmis calismalardan elde edilen
verilere gore, hipospadias siklik frekans1 1970-1990 yillar1 arasinda yaklasik olarak
2’ye katlanmistir (14). Orandaki artisin nedeni olarak; dogum kilosu az olan ve
gelisimini tamamlamamis cocuklar, Ostrojenik ya da antiandrojenik bilesenlerin

etkilesimlerine maruz kalma gosterilmektedir (15).

2.2. SINIFLANDIRMA

Hipospadias {liretral meatusun yerlesimine gore farkli sekillerde
siniflandirilmaktadir. Eski, ancak popiiler olan smiflama Smith’in ¢alismasina
dayanir. Bu siniflandirmada, koronadan glansin ucuna kadar olan anormal mea
yerlesimleri 1., subkoronal bodlgeden penoskrotal birlesim yerine kadar penis
govdesindekiler 2. ve penoskrotal birlesim yerinden perineye dogru daha asagi

yerlesimli olanlar da 3. derece olarak adlandirilmistir (16).

Hipospadias anomalisi ile birlikte, kordinin de mevcut olmasi ve kordi
diizeltildikten sonra {iretral meatusun lokalizasyonunun degismesi nedeniyle; pek cok

cocuk cerrahi kordi diizelmesinin ardindan, iiretral meatusun aldig1 lokalizasyona



gore hipospadiasi siniflayan Barcat klasifikasyonunu kullanmaktadir (Tablo 1) (Sekil
1) (17).

Anterior
(Distal)

Middle
[Median)

Posterior
(Proksimal

Sekil 1: Hipospadias klinik siniflamasi

Tablo 1: Barcat Siniflamasi

ANTERIOR HIPOSPADIAS (% 49 — 73,4)

e Glanuler Hipospadias ve megameatus

e Koronal hipospadias

e Anterior penil veya subkoronal hipospadias

MIDPENIL HiPOSPADIAS (% 7,1 - 21)

POSTERIOR HIPOSPADIAS (% 17,5 — 30)

e Posterior penil hipospadias

e  Penoskrotal hipospadias

e Skrotal hipospadias

e Perineal hipospadias

Hipospadias anomalisinde iiretral meatus, glans ile perine arasinda herhangi
bir lokalizasyonda bulunabilir ve siniflama da bu lokalizasyona gére yapilir. Uretral
meatusun lokalizasyonuna dayali en kapsamli hipospadias siiflamasi, Hadidi

tarafindan yapilmistir. Hadidi siniflamasi; hem klinik muayenede hem de kordi



diizeltildikten sonraki meatusun yeni yerlesim yerine gore olan, operasyon
sirasindaki degerlendirmeyi esas almistir (18). Cinsel gelisim bozuklugu olan
hastalarin klinik degerlendirmesinde daha detayli evreleme yapmaya olanak saglayan

Sinnecker siiflamasi da kullanilmaktadir (Tablo 2).

Tablo 2: Sinnecker skorlamasi

. ALT .. .

FENOTIP GRUP OZELLIKLER

Erkek la Belirgin maskiilinizasyon eksikligi yok

Erkek Ib Bozulmus spermatogenez

Predominant . . .

erkek 2a Izole hipospaspadias

Predominant . . y L . .

erkek 2b Mikropenis ve siddetli hipospadias, Bifid skrotum

. Klitoris benzeri glansa sahip mikrofallus, labia major

Belirsiz 3a - A . . -
benzeri bifit skrotum, perineoskrotal hipospadias

Belirsiz 3b .ZTa gibi% ek c?lafak kisa, kor vajinanin bulundugu
Urogenital sinus

Baskin 4a Klitoromegali ve labial fiizyon, giris golgesi genis,

olarak disi kisa ve kor vajinanin bulundugu Grogenital sinis
Hafif derecede androjenik etkiler: hafif klitoromegali

Baskin - M. . .. -

. 4b veya kismi labial fiizyon, iiretra ve vajina girisleri

olarak disi
ayrilmis

Disi 5 Hig virilizasyon belirtisi yok

2.3. ETiYOLOJi

Izole hipospadias etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte,
multifaktoriyel oldugu diistiniilmektedir. Androjenler; penis gelisimini aktive
ettiklerinden, androjen metabolizmasi ile ilgili bir bozukluk bu anomaliye yol
acabilir. Etiyolojisinde; bozulmus gen ekspresyonlari, intrauterin  hormonal
maruziyet ve ¢evresel faktorlerin rol aldigi gosterilmis olsa da nedeni biiyiik dlciide
bilinmezligini korumaktadir (3,19). Birgok olguda, hipospadias sporadik olarak
ortaya ¢ikmaktadir (20).

Literatiirde, olgularin  gozden gegirildigi yayinlarda, deformitenin
olusmasinda; anne yasi, gebelik sayisi, diislik, 6lii dogum, sezaryen dogum sayisi,

annede pre-eklampsi hikayesi, ikiz dogum, kan grubu uyusmazliklari, ilaglar,



radyasyon maruziyeti gibi faktorlerden hicbirinin dikkate deger bir roliiniinolmadigi
ifade edilmistir (21).

Son yillarda hipospadias insidansindaki artisin nedeni olarak; c¢evresel
faktorler sugclanmaktadir. Gastrointestinal sistem tarafindan emilerek, karaciger ve
adipoz dokuda biriken poliklorinlenmis bilesikler, lipofilik 6zelliklerinden dolay1
plasentaya da gecebilir. Sentetik kimyasallarin tiretim ve kullanimindaki artis, erkek
tireme sisteminde goriilen bozukluklarda da artisa yol agmaktadir. Antiandrojenik bir
madde olan fitalat; testosteron sentezini etkileyerek, erkek genital sisteminin
gelisimini etkiler. Tarimda kullanilan pestisitler, endokrin bozukluguna neden olan
agir metaller, bifenoller, alkil fenoller, organik solventler hipospadias gelisimimde

rol oynar (3).

Penis gelisimini fetal hayatta androjenler stimule ederler ve androjen
metabolizmasiyla ilgili bozukluklar, hipospadias ile sonug¢lanabilmektedir. Androjen
metabolizmasindaki bozukluk, penis olusumu i¢in uyaric1 faktorlerdeki yetersizlik
(hipotalamik-pituiter-gonadal eksendeki aksakliklar) ve dokunun bu uyaranlara
cevap vermemesinden  (penisteki  androjen  reseptorlerinin  yetersizligi)
kaynaklanabilir. Hipospadias olusumundaki en onemli rolii, androjen uyarisinda

yetersizligin oynadig diistiniilmektedir (21).

Testosteronun 5-alfa rediiktaz tip 2 tarafindan DHT ye doniismesi ve DHT
ligandinin da androjen reseptdriine baglanarak, androjeni aktive etmesi sonucunda
iiretral kapanma gerceklesir ve iiretral plak ¢evresindeki destek dokular gelisimlerini
tamamlayabilir (4). 5-alfa rediktaz inhibitorleri, steroid hormon sentezi enzimi
inhibitorlerine maruz kalma, androjen reseptdrii antagonistleri, diisiik testosteron ve
DHT diizeyleri, yiiksek Ostrojen ve progesteron diizeyleri hipospadias olusumunda

etkili oldugu tespit edilmistir (22).

Annenin ge¢ menars yasi, ilerlemis anne yasi, maternal obezite, primipar
olmas1 hipospadias gériilme riskini arttirmaktadir (23). Intrauterin biiyiime geriligi
ve diisik dogum agirhigi, hipospadias igin risk faktorii olarak gosterilmistir (3).
Diistik dogum agirligi, gestasyonel yastan bagimsiz olarak riski arttirmaktadir (24).

Gatti ve ark.’lar1, gestasyonel yas1 kii¢iik olan infantlarda, normal infantlara gore



hipospadiasin 10 kat daha sik goriildiigiinii tespit etmislerdir (25). Birgok calismada
ise, annenin sigara kullaniminin hipospadias riskinde artigla iliskili olmadigi

gosterilmistir (26).

Oral kontraseptif kullanimi hipospadias riskinde artisga sebep olarak
gosterilememistir ancak; in vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) ile indlklenen gebeliklerde, hipospadias riskinin arttigi
belirtilmistir (27).

Hamileligin ilk trimesterinda Ostrojenik bilesenler, progestin veya androjen
benzeri ilaglara maruz kalmanin, hipospadias olugma riskini arttirdigi
distintilmektedir. Ostrojenik aktivite; cevresel maddelerde, meyve ve sebzelerdeki
pestisit kalintilarinda, verim arttirict madde verilen inek siitlerinde, baz1 bitki ve
farmasotiklerde yaygin  olarak  bulunmaktadir (28). Soya iirlinlerindeki
fitoostrojenlerin, hipospadias insidansinda artisa neden oldugu iddia edilmektedir
(29). Gebelikte demir takviyesi alinmasi hipospadias olusumu igin risk faktoriidiir
(30). Gebelikte progestin kullanimi ile de hipospadias arasinda iliski oldugu
gosterilmistir, ancak kontrasepsiyon amaciyla alinan progesteron ile hipospadias risk

artis1 arasinda iliski oldugu gosterilememistir (29).

Hipospadiasta ailesel yatkinlik ve poligenik gecis de s6z konusudur.
Fransa’da ¢ok merkezli, hipospadias tanili hastalar olan 88 aileyi inceleyen bir
calismada; Oliver ve ark.’lar1 hipospadiasin ailesel goriilme sikligint %22.3 olarak
bulmuslardir. Ailede birden ¢ok olgu goriilme orani %19.3 olarak belirlenmistir.
Ailesel hipospadias goriilme olasiligi %59 oranla paternal yatkinlik ve babada
hipospadias mevcutsa da risk %30 olarak bulunmustur. Hipospadiasin derecesinin
agirhigr bir risk faktori olarak gosterilmemis, glaniiler ve anterior penil
hipospadiaslarin en sik ailesel gegis gdsteren hipospadias tipleri oldugu belirtilmistir
(31). Schnack ve ark.’lari, 1968-2008 yillar1 arasinda hipospadias tanili olgularda
yaptiklar1 genis bir seride hipospadiasin %57-77 oraninda kalitimsal ge¢is
gosterdigini belirlemislerdir (32).

Hipospadiasin pek ¢ok kalitimsal hastalikla birlikteligi de saptanmistir.

WAGR sendromu (Wilms timard, aniridi, genitouriner anomaliler, mental



retardasyon), Klinefelter sendromu, Reifenstein, Wolf — Hirschhorn (4p delesyonu),
Cat-eye (5p delesyonu), Smith - Lemli - Opitz (hipertelorizm, el - ayak - genital),
Denys - Drash, Silver - Russell gibi genetik sendromlarla iliskili olabilecegi fark
edilmistir. Hermafroditizm ve mikst gonadal disgenezis gibi ¢esitli sorunlara neden

olan ambigus genitalyaya siklikla hipospadias da eslik etmektedir (33,34).

2.4. HIPOSPADIAS GENETIGI

Hipospadiasin etiyolojisinde g¢evresel faktorlerle iliski igcinde olan birgok
genin rol aldig1 disiiniilmektedir. Erkek fenotipte dis genitalyanin olusabilmesi i¢in
Y kromozomunun varlig1 gereklidir. 46 XY bireylerde Y kromozomu {izerinde yer
alan sex determining region Y (SRY) geni, erkek cinsiyet gelisimini saglayacak
olaylar1 baglatir. SRY etkisiyle gelisen fetal testislerde, androjen iiretimiyle erkek dis
genital organlarin gelisimi ve maskiilinizasyon siireci baglar. Bu siirecte testosteron
ve DHT hormonlar1 ve androjen reseptorleri gorev almaktadir (35). Bu siirecte
olusacak bozukluklar maskiilinizasyon yetersizligine sebep olur. Dis genitalyanin
gelisimi; erken donem hormon-bagimsiz faz (5-8. gebelik haftalar1) ve ge¢ donem
hormon-bagimli faz (8-12. gebelik haftalar1) olarak 2’ye ayrilmaktadir. Hormon
bagimsiz fazda sentezlenen WT1, Diasilgliserolkinaz kappa (DGKK), NR5A1,
Mitojen aktiflestirici-protein 3 kinaz 1 (MAP3K1), Mastermind benzeri bdlge c
iceren protein 1 (MAMLD1) genlerinin de hipospadiasla ilgili oldugu goériilmiistiir.
Steriojenik yolak tizerinde yer alan enzimleri kodlayan gen mutasyonlari, androjen
sentezini etkileyerek hipospadias olusmasina yol agarlar. Bu yolak hormon-bagimli
fazda gorev alip, kolesteroliin cinsiyet hormonlarina doniisiimiinii saglar. Sitokrom
P450 ailesi 11 alt grubuA dyesi 1 (CYP11A1), Hidroksi-delta-5-steroid dehidrogenaz
3 beta ve steroid delta-izomeraz 1 (HSD3B1), HSD3B2, HSD17B2, HSD17B3, aldo-
keto reditktaz 1C (AKR1C) ve Steroid 5-alfarediktaz (SRD5A2) enzimleri de burada
gorevlidir. Bu enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar, yolakta son basamaktaki
testosteron ve DHT eksikligine sebep olarak; hipospadias gelisiminde rol oynarlar.
Testosteron ve DHT, AR’ye baglanarak etki gdsterir ve dis genitalyanin olusumunu
stimile ederler (35). insanda dis genital yapisinda anormalliklere yol agan
varyantlarin tanimlandig1 diger nadir genler; DHH, GATA4, ZFPM2 olarak



bildirilmistir (10). Hipospadias genetiginde rol alan genlerden etki mekanizmasi

tizerine degerlendirmesi olanlar Tablo 3’de gosterilmistir.

Ailesel hipospadias %10 siklikta goriilmektedir. Agir hipospadias, siklikla
sporadik olarak goriilmektedir. Ailesel olgularin, hafif hipospadiasta daha sik oldugu
bildirilmigtir. Genetik danisma, hipospadiasin etiyolojisine gore degismektedir.
Ailede hipospadias olmasi durumunda, etiyolojiden sorumlu gen saptanmamissa, bir
sonraki gebelikte erkek cocukta hipospadias olusma riski %10’dan fazladir. Hastanin
ikinci derece akrabalarinda hipospadias riski %3, ti¢iincii derece akrabalarinda da
%1°den fazla risk oldugu belirtilir (6). Otozomal resesif kalitilan bir hastalikla iliskili
gen patojenik varyanti saptanmasi durumunda, ailenin her gebeliginde %25 hastalik
riski oldugu belirtilir. Hastanin kendi gocuklar1 ise %50 tastyicilik riskine sahip

olacaktir.

Otozomal dominant kalitilan hastaliklarda, varyant de novo ise, sonraki
gebeliklerde risk %1 olarak belirtilir. Ebeveynlerden birisinde varyant saptanmasi
durumunda, her gebelikte %50 risk oldugu belirtilir. Ayn1 sekilde hasta birey, %50
cocuklaria hastalig1 aktaracaktir (36).



Tablo 3: Hipospadias gelisiminde rol alan genler (37)

Gen

Etki Mekanizmasi

Erken (hormondan bagimsiz) genital gelisim doneminde etkili olan genler

SDI:\I:/IYI,?i??gAT A4 Testikiiler farklilagmanin saglanmasi
WT1 Testikiiler farklilasmanin saglanmasi
Uretranin sekillenmesi,
SHH Genital tiiberkiiliin mezenkimi, agenezi ve iireteli arasindaki
hiicre etkilesimlerinin diizenlenmesi
Fibroblast biiyume faktor reseptori 2, Androjen reseptor
FGFR2 . ot
transkripsiyonu ile iligkili
FGF10 Fibroblast blyume faktori 10 sentezi
FGF8 Fibroblast bllyume faktori 8 sentezi
Kemik matriks proteini,
BMP4 ERG Genital tuberkilde epitelyum- mezensim etkilesiminde etkili
HOXA HOXD Non-endokrin penil gelisim

FGF8 ve BMP7 proteinlerinin indiksiyonu, AR ekspresyonu

Whnt-beta catenin

GT’nin gelisimi, hiicre-hiicre adhezyonlar1

Gec (Hormona bagimh) genital gelisim doneminde etkili olan genler Androjene bagimh

genler

5 alfa rediktaz tip 2

Testosteronun dihidrotestosterona doniistiiriilmesi

Androgen reseptiri
(AR)

Androjenin hiicrelerde etki gostermesi

Androstenodionun testosterona doniigiimiinii katalizleyen 17 -

HSD17B3 . . L

OH steroid dehidrogenaz enzimini kodlar
FKBP52 Androjen reseptdriinin ko-saperonudur.
MAMLD1 (CXorf6) Testikiler testosteron Gretimi

Ostrojene bagimh genler

Ostrojen Reseptor Alfa

Uretral kapanma ve skrotal gelisim

Ostrojen Reseptor Beta

Uretral kapanma ve skrotal gelisim

ATF3

Uretral kapanma ve skrotal gelisim

10




2.5. EMBRIYOLOJi

Fallus gelisiminin tamamlanmasi gestasyonun 6-14. haftalarina denk gelir.
D1s genital yapimin erkek yoniinde olusumu; hormonal sinyal iletimi, enzim
aktiviteleri, genetik programlari ve hiicre farklilagmalarin1 igeren kompleks bir
sirectir (38). Gestasyonel 3. haftada primitif ¢izgiden koken alan mezensim
hiicreleri kloakal membrani1 olusturmak {iizere kloakal membrana go¢ ederler.
Kloakal katlantilar, kranialde orta hatta birleserek iirogenital siniisiin Oniinde 6.
haftada genital tiiberkiilii (fallus) olustururlar (39). Genital tiiberkiiliin olugmasiyla
dis genital gelisim baglar. Kloakal membran; lirogenital membran (iirogenital siniis)
ve anal membranlara ayrilir. Urogenital siniisiin pelvik parcasindan, fallik parganin
da katkisiyla posterior ve membrandz iiretra olusur. 8.gestasyonel haftada Uretral
katlantilarin her iki yaninda skrotal sislik (scrotal swellings) belirir  (40).
Gestasyonel 2. ayda erkek genital yapilar, fetal testis tarafindan sentezlenen
testosteron hormonunun etkisiyle olusmaya baslar. Fetal testislerin Leydig hucreleri,
plasental hCG tarafindan testosteron tiretimi igin uyarilir. Sa-rediktaz tip Il enzimi
ile testosteron DHT ye doniistiiriilir. DHT genital dokudaki androjen reseptorlerine
baglanarak etki gosterir (41). Gestasyonel 7 ve 8. haftada erkek gonadlar, testosteron
tiretimini saglayan SRY geninin etkisi altinda farklilagirlar. Aniis ve genital yapilar
arasindaki mesafe genisler. Ardindan fallusun uzamasi, penil iiretranin olusumu ve
prepisyumun gelisimiyle maskiilinizasyonun ilk belirtileri ortaya ¢ikar (42).
Endodermal iiretral katlantilarin medial koselerinin, proksimalden distale dogru
birlesmesiyle ilk trimesterin sonunda penil iiretra olusur. Uretral kivrimlarin
ektodermal koseleri; skrotal ve penil median raphe ve iiretranin istiinde prepisyumu
olusturur (43). Preplisyal katlantilar, iiretra ile beraber uzayarak penis saftin1 sarar.
Hipospadiyak peniste, iiretra ventral yiizde inkomplet oldugundan prepiisyal uzama
kesintiye ugrar. Preplisyal dokular ventral yiizde gelismezken, dorsal yiizde
normalden daha fazla gelisir. Uretranin distal kismi olan glaniiler iiretra, hormonal ve
lokal faktorlerin etkisiyle icedogru penetre olarak, bir epitelyal kordon veya ek
(epithelial tag) olusturarak tamamlanir. Bu kordonun i¢inde sonradan gelisen bir
kanal olusumuyla, glans penis ventrale dogru ayrilir ve eksternal iiretral meatus
meydana gelir. Bu yapinin fossa navikiilariste, proksimal iiretrayla birlesmesiyle tam

bir Uretra olusmus olur (ektodermal ice biyime teorisi). Glaniler iiretranin olusum
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mekanizmasi tartismalidir (Sekil 2). Endodermal hiicresel farklilasma teorisine gore
ise; glaniiler iiretra, bulber ve penil iretranin gelisimine benzer sekilde olusur.
Urogenital siniis epitelyumunun distale dogru uzamasi ile olusan glaniiler iiretra,
skuamoz epitelyuma differansiye olur (44). Son ¢alismalar; liretra epitelyumunun,
iirogenital siniisten orjinlendigi ve endodermal farklilasma fikrini desteklemektedir.
Glandiiler tiretra; {iretral tabakanin genital tiiberkiil i¢erisine dogru biiyilimesine ek
olarak, ventral blyume ve Uretra katlantilarin birlesmesi ile meydana gelmektedir
(45). Endodermal iiretral katlantilarin fiizyonundaki eksiklik durumunda hipospadias

goruldr (40).

ektodermal penetrasyon teorisi endodermal transformasyon teorisi

OOe OO

Sekil 2: Ekdodermal penetrasyon ve endodermal transformasyon teorisi

2.6. ANATOMI

2.6.1. Penis

Penis anatomisi, penis ucundan perineuma dek uzanan korpus penis ve
perineumda sabit olarak bulunan radiks penis olmak iizere 2 boliime ayrilarak
incelenir. Penis, bir ¢ift erektil doku olan korpus kavernozum ve bir adet siingerimsi
yapidaki korpus spongiozumdan olusur. Korpus kavernozumlar dorsalde, korpus
spongiosum ve igerisindeki iiretra, ventral ylizde yer alir (46). Penisin tabakalari
distan i¢e dogru; deri, superfisyal tabaka (dartos tabakasi), Tela subfasyalis (eberth
tabakas1), Buck’s fasyasi, tunika albuginea seklindedir. Bu 3 silindirik yapinin tizeri

elastik liflerden zengin, diizensiz yapida, gevsek konnektif bir fasya olan tunica
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albuginea ile ortiiliidiir. Tunica albuginea disinda Buck’s fasyas1 yer alir (Sekil 3)

(47).

Tiizeysel ve Derin
Dorsal Ven
Dorsal Arter

Dorsal Sinir

Subtunikal Bogluk
Kavernozal Arter

Erektil Doku
Tunika Albuginea

.......

Korpus Spongiozum

Sekil 3: Penisin enine kesiti

Penis derisi, bez ve kil yapisi igermez, elastik yapidadir ve viicudun diger
yerlerindeki deriye gore daha koyu renklidir. Koronanin tabaninda smegma olusturan
bez yapilar1 bulunur. Deri alti yag dokusu igermez. Ventral yiizde uzunlamasina
seyreden kaynagma ¢izgisi raphe penis olarak adlandirilir. Penis derisi, penis ucunda

kendi iizerine kivrilir ve prepilisyum penisi (siinnet derisi) olusturur (48).

Buck’s fasiyasi dorsalde her iki korpus kavernozumu, ventralde korpus
spongiozumu da g¢evreler. Buck’s fasyasinin lifleri; proksimalde rektus kasinin lifleri
ile birlesir ve penisin fundiform ligamanini, distalde pubisten gelen lifler ile
birleserek penisin suspansuar ligamanini olusturur. Perinede Buck’s fasiyasi, tunika
albuginea ile birlesir ve erektil dokunun kas yapisina dek uzanir. Koronada glans

penisin tabani ile birlesir (49).

Tunika albuginea, kollajen ve elastik liflerden olusur ve penise elastikiyet,
dayaniklilik ve sertlik kazandirir. Tunika albuginea 2 tabakadan olusur. Sirkiiler i¢
tabaka korpus kavernozum iginde radyal olarak dagilarak ve erektil dokuyu ve
septumu destekleyen situnlart meydana getirir. Di longitudinal tabaka, glans
penisten proksimal kruraya dek uzanarak saat 5 ve 7 hizasinda ramus pubik inferiora
yapisir.  Korpus  spongiosumun, ereksiyon sirasinda  basincinin  korpus
kavernosumdan daha diisiik olmasinin sebebi tunica albugineanin radyal dagilimidir

(50). Korpus kavernozumlar; bir septumla birbirinden ayrilirlar ve iskiopubik
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ramusun altinda ayrik olarak bulunurlar ve pubisin penil hilum bdlgesinde birleserek
penis saftin1 olusturturlar. Tunika albugineadan gelen longitudinal lifler, fibroz ag,
periarteriyel ve perindral fibroz kiliflardan olusan fibroz bir yapiya sahiptirler (51).
Korpus spongiozum ventralde yerlesmistir. Penis bulbusundan sonra incelir ve
genisleyerek glans penisi olusturur. Yapist korpus kavernozuma benzerdir ancak,

tunikas1 daha incedir ve yalnizca sirkiiler liflerden olusur (49).

2.6.1.1. Penisin kan damarlar

Penisin arteryel kanlanmasini; a. pudenda internanin dallart olan a. dorsalis
penis, a. profunda penis, a. bulbouretralis saglar. A. femoralisin dallar1 olan a.
pudenda eksternalarin yiizeyel ve derin dallar1, a. pudentalis internamn dallar ile
anostomozlar yaparak da penis derisini beslerler. Glans ve iiretranin damar yapisi
oldukca zengindir ve bu durum {retra rekonstriiksiyonunu kolaylagtirmaktadir.
Penisin arteryel yapisi siklikla varyasyon gostermektedir. Kavernoz arter tek olarak
goriilebilir. Bunun yaninda, penil arter pudental arterin daha proksimalinden,

obturator veya inferior vezikal arterden de koken alabilir.

Penisin; v. profunda penis, v. dorsalis penis superfisialis ve v. dorsalis penis
profunda olmak tizere 3adet veni bulunmaktadir. V. dorsalis penis superfisialis, v.
saphena magna’ya drene olur. Buck’s fasyasi derinindeki ven agi ve korpus
kavernozumlardan ¢ikan emisser venler ile ¢ok sayida sircumfleks penil ven, v.
dorsalis penis profunda’ya drene olur. Korpus kavernozumlari ve korpus
spongiozumu drene eden venler, pudental pleksusa drene olur. On ve arka Uretral
venler distal iiretray1 drene eder. Uretral venlerin n grubu, posterior emisser venler
ile birleserek sirkumfleks vendz grubu olusturur. Penisin cilt ve cilt altinin venoz

doniisii, superfisiyal dorsal ven ile safen vene drene olmaktadir (52).
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Deri V. dorsalis superficialis penis
A. dorsalis penis ve
/' N. dorsalis penis

V. dorsalis profunda penis Yt

\&
Fascia penis superﬂc:ahs\Tumcadanw\;‘ 30 Y 2280
] 1= Corpus cavernosum penis

Fascia penis profunda (Buck fasiasi) p
e

) ~A. profunda penis

S

Corpus spongiosum penis
Urethra masculina, Pars spongiosa

Sekil 4: Penisin arter ve ven goriintiisu, korpus kavernozum ve spongiozumlarla
iligkisi (53)

2.6.1.2. Penisin lenfatikleri

Glans ve distal iiretranin lenfatik drenaji, derin inguinal ve eksternal iliak lenf
bezlerine; korpus kavernozum ve proksimal iiretranin drenaji ise internal iliak lenf
bezlerine olmaktadir. Penil cildin lenfatikleri de siiperfisiyal inguinal lenf bezlerine
bosalmaktadir (54).

2.6.1.3. Sinirler

Penisin inervasyonu otonom ve somatik yolla olmaktadir. Spinal kord ve
periferik gangionlardan kaynaklanan parasempatik ve sempatik lifler, korpus
kavernozum ve spongiozuma kavernoz sinir aracilifryla ulasir. iskiokavernoz ve
bulbokavernoz kas kasilmasi ve penil duyunun iletilmesi somatik sinirlerle saglanir.
Sempatik sinir lifleri; alt torasik ve st lomber bdlgeden kaynaklanarak aortik
bifurkasyonun altinda, siiperior hipogastrik pleksusu (presakral sinir), daha ileride
rektumun yan kenarlarinda inferior hipogastrik pleksusu (pelvik pleksus) olusturur.
Pelvik pleksustan kaynaklanan lifler; penis, rektum ve alt Griner sistemi inerve eder.
Pelvik pleksustan sonra korpus kavernozumlari inerve eden lifler, kavernozal sinir
olarak adlandirilir. Somatosensoriyel lifler; penis cildi, glans, iiretra ve korpuz
kavernozumdan baglar ve penisin ana duyusal siniri olan dorsal sinirini meydana

getirir. Diger sinir liflerinin eklenmesiyle de pudental sinir adini alir. Pudental sinir;
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agr1, 1s1 ve dokunma duyusunu iletmektedir. Parasempatik lifler, S2-4’den kdken

alarak ve pelvik pleksus araciligtyla vazodilatasyon olusturur (Sekil 5) (55,56).

Sekil 5: Penis inervasyonu

2.6.2. Uretra

Erkek iiretrasi, idrar ve seminal sivinin disart atilmasini saglayan iirogenital
duktus yapisindadir. Anterior ve posterior liretra olmak iizere 2 boliime ayrilir.
Posterior iiretra, mesane boynundan prostatik iiretra olarak baslayarak prostata uzanir
ve verumontanum distalinde sona erer. Verumontanum ortasinda yer alan yan yana
ti¢ delikten, ortadaki delik kor bir boru seklindedir ve utrikulus prostatikus adini alir.
Embriyolojik olarak miillerian kanaldan kaynaklanir (57). Ejekulatuar duktuslar
utrikulun iki yanina agilir. Membran6z kisim, prostat apeksi ile korpus spongiozum
arasinda yer alir. En kisa ve dar iiretra boliimiidiir. Dorsoventral yonde genisleyerek

fossa navikularisi olusturur (58).
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2.7. HIPOSPADIAS ANOMALISI

2.7.1. Hipospadias Klinik

Hipospadias erkek genital sisteminin konjenital bir defektidir. Anterior
iiretranin tam gelisememesi ile ortaya ¢ikan ventral penis anomalisidir. Hipospadias
kelimesinin kokii, eski Yunanca’daki altinda anlamindaki hypo ve yarik fissiir
anlamindaki spadon sozciiklerine dayanir. Hipospadiasta; tiretral eksternal meatus,
penisin ventral yiiziinde glansin altindan perineye dek herhangi bir yerde bulunabilir
(59). Fizik muayenede {iretral meatusun yerinin saptanmasi disinda; kordi
deformitesinin varligi ve derecesi, penil torsiyonun varligi, {retral meatusun
distalindeki derinin mobilitesi ve kalinligi, penis ve glansin biiyiikliigii, testislerin
yerlesimi ve biiytikliigiine dikkat edilmesi gerekir. Hipospadias anomalisi, anatomik
olarak cesitli yapisal farkliliklarla birlikte goriiliir ve degisik derecelerde liretra ve
korpus spongiosum yetersizligi sonucu olusmaktadir. Hipospadias anomalisinde
ventral yiizdeki cilt incedir ve eksiktir. Dorsalde siinnet derisi, glans iizerinde sapka
gibi durur. Megameatus intakt prepisyum anomalisinde, prepisyum derisi normal
goriiniimdedir ve lretral meatus balik agz1 goériinlimiindedir. Baz1 olgularda, glans
tizerinde ektopik meanin kor sonlanimi, normal meatusu taklit eder ve ventral
prepisyum derisinin eksikligi, hipospadias olduguna dair tek ipucu olarak goriiliir.
Penisin 6ne dogru egriligi olarak klinige yansiyan kordi deformitesi; cilt alti, yiizeyel
ve derin fasya, korpus spongiosum ve korpus kavernozumlardaki yapisal
bozukluklardan kaynaklanir ve olgularin % iinde degisik derecelerde mevcuttur (11).
Kordi, penil ereksiyon ile daha belirgin hale gelir veya sadece penil ereksiyon
varhiginda fark edilebilir. Kordi, hipospadiasin agirlhigina gore degisik derecelerde
goriilmektedir. Distal hipospadiaslarin yaklagik %10’unda, proksimal hipospadiash
olgularin ise %50’sinden fazlasinda, 30°’den fazla egrilik goriilmektedir (59).
Hipospadiasli ¢ocuklar, tiretral meatusun anormal lokalizasyonu ve stenoza yatkinlik
sebebiyle, kordi deformitesinden bagimsiz olarak isemeyle ilgili sorunlar yasarlar.
Bu sorunlar iseme kalibrasyonunun ince olmasi ve asagi dogru iseme olarak

adlandirilabilir. Kordi varliginda hipospadiasli ¢ocuklar, ereksiyon sirasinda agri
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duyduklarmi belirtirler. Penil egrilik diizeltilmedigi takdirde, eriskin yaslarda cinsel
iliski ve fertilizasyonla ilgili sorunlar da yasanabilir. Bunlara ek olarak; dorsalde
toplanmis siinnet derisi, yassi goriiniimde glans ve 6ne dogru biikiik bir penisin sebep
oldugu kozmetik goriiniim, cocugun psikoseksiiel yasamini olumsuz etkileyecektir.
Penis boyunun kisa oldugu durumlarda, preoperatif testosteron uyarisindan
yararlanilabilir. Intramiiskiiler testosteron veya Insan Koryonik Gonadotropin
kullanilmasi, penisin boyunun ve derisinin uzamasini saglamakta ve ameliyat
sonuglarmi olumlu etkilemektedir (60). Hipospadiaslh olgularin, iiretral meatuslari
normal lokalizasyonuna getirilinceye kadar siinnet edilmemeleri ¢ok 6nemlidir.
Meatusu normal lokalizasyonda, ancak ‘yarim siinnetli’ veya ‘peygamber siinnetli’

dogan bebekler de, kordi deformitesi agisindan degerlendirilmelidir.

2.7.2. Tarihge

Hipospadias ameliyatin1 tarihte ilk kez milattan sonra I.ve II. yiizyillarda
yasayan Iskenderiyeli cerrahlar Heliodorus ve Antyllus tanimlamistir. Uretral
meatusun, penisin ventral yliziinde yerlesimini tanimlamak amaciyla hipospadias
terimini ilk kez milattan sonra II. yilizyilda Galen ve Pergamon kullanmiglardir (60).
[lk kez Galen deformitesinden bahsetmis ve ayni tarihlerde Romal1 bir cerrah olan
Oribasius, hipospadiasin iiriner sistem problemleri ve cinsel iliskide giicliige sebep
oldugunu ifade etmistir. Hipospadias anomalisi, glans penisin iiretral meatusa dek
ampute edilerek tedavi edilmesi gereken bir cerrahi hastalik olarak tanimlanmistir.
19. ylizyilda Amerikali cerrahlar Mettauer ve Bushe tarafindan bir trokar yardimiyla
meatus ve glansi igeren bir kanal olusturma teknigine dek, hastaligin cerrahi
tedavisinde belirgin bir gelisme olmamistir. Benzer bir teknik 1837°de Dieffenbach
tarafindan da tanimlanmis ancak basarili bir tedavi saglanamamistir (61). 1874’°te
Anger Thiersch tarafindan epispadias tamirinde kullanilan lateral deri flepleriyle,
neoliretra tilibiilarizasyonu teknigiyle penoskrotal hipospadiasi basariyla tedavi etmis
ve bu teknik hipospadias cerrahisinde yeni bir donemi baslatmistir. Duplay 2 agsamali
teknigi tanimlamis ve ilk asamada glaniiloplasti ve kordi diizeltilmesi, 2. asamada
lokal deri fleplerini kullanarak bir kateter iizerinden iiretray: tiibiilarize etmistir.

1950’lerde kullanimi yaygin olan gomiilii serit-burried strip teknigi Denis Browne
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tarafindan tanimlanmistir. 1896 yilinda Hook, vaskiilarize prepusyal flep kullanmig
ve prepisyumun dorsal yliziinden hazirladig1 flepleri, glans ucundan proksimale
dogru tiibiilarize etmistir (62). Serbest deri grefti ilk kez 1897°de, Nova-Josserand
tarafindan kullanilmis ve 1961°de Devine ve Horton tarafindan popiilarize edilmistir
(63). Neoiiretra olusturmak amaciyla; safen ven, iiretra ve apendiks kullanilmis ve
basarili sonuglar elde edilememistir. Mesane mukozasi ve yanak-dudak igi
mukozadan hazirlanan fleplere, prepiisyal fleplerin yetersiz oldugu primer
hipospadias onarimi sirasinda veya niikks hipospadias olgularinda ihtiyag
duyulabilmektedir. Mesane mukozasi ilk kez 1947°de Memmelaar, bukkal mukoza
ise 1942’de Humby tarafindan kullanilmistir. Bukkal ve yanak iginden hazirlanan
mukozal greftler ince olmasi sebebiyle, diflizyonla beslenmesinin vaskiilarizasyonu
diger greftlere gore daha iyi olmaktadir (64). Prepisyum ve meatal tabanli
vaskularize fleplerin kullanilmasiyla son 30-40 yil igerisinde hipospadias cerrahi
tedavisinde hizli gelisme kaydedilmistir. Giiniimiizde en agir hipospadias formlari
bile Mathieu, Barcat, Mustarde, Fuqua, Horton, Snodgrass ve Duckett gibi

cerrahlarin gelistirdigi tek asamali tekniklerle basariyla tedavi edilebilmektedir.

2.7.3. Eslik Eden Anomaliler

Hipospadiasla birlikte en sik goriilen anomaliler %7-13 inmemis testis ve %9-
15 sikliginda inguinal hernidir (66). Proksimal hipospadiasla birlikte, inmemis testis
ve inguinal herni goriilme sikligr artmistir. Proksimal hipospadiasa, dogumsal ve
edinsel inmemis testis eslik edebilir (67). Penoskrotal ve perineal hipospadias
olgularin inmemis testis varligimin yaklasik %?25’inde, interseks anomalisi
olabilecegini diisiindiiriir ve endokrinolojik degerlendirme Onerilir (68). Posterior
hipospadiasli ¢ocuklarda, yaklasik %11 belirsiz cinsiyet (gonadal disgenezi ve

gercek hermafroditizm) ve fallus varligi goriilebilir (69).

Anterior hipospadiasli olgularda %1, posterior hipospadiaslt olgularda %5
oraninda vezikoiireteral reflii (VUR), hidronefroz, iireteropelvik bileske darligi,
pelvik veya atnali bobrek, rotasyon anomalileri gibi {ist {iriner sistem anomalileri

goriilebilir, ancak semptomatik hasta sayisi fazla degildir (66). Hipospadiasin
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derecesi ile goriilen ek anomaliler arasinda dogrudan iligki vardir. Anterior ve orta

hipospadias siklikla izole anomaliler olarak goriiliirler (70).

Miillerian kanalinin embriyonik kalintis1 olan prostatik utrikul, genellikle
hipospadias, inmemis testis ve renal agenezi ile birlikte goriiliir. Cinsel gelisim
bozuklugu olan olgularda %11, perineal hipospadiaslarda %50 siklikta
gorulebilmektedir (71).

2.7.4. Cerrahi Tedavi Zamani

Hipospadias tanili olgular 6-24 ay arasinda opere edilmelidir (14).
Hipospadias tipi, kordi derecesi, penis biiyiikliigli ve prepisyum uzunlugu operasyon
zamani kararini etkileyen faktorlerdir. Kordinin agir oldugu ve greft kullanimim
gerektirecek olgular 1-2 yas arasinda opere edilmelidir. Postoperatif fistiil gelismesi
durumunda veya ikinci bir onarim gerektiren agir olgularda, operasyon en erken 6 ay
sonra yapilmalidir (72). Kiigiikk bebek ve cocuklarda, daha ileri yaslarda yapilan
onarimlarla kiyaslandiginda; ameliyat sonras1 bakim kolayligi, daha az anksiyete ve
kateterin daha kisa siirede ¢ikarilabilmesi sebebiyle komplikasyon orani daha
diistiktiir. Operasyon 2 yasina dek yapilamazsa, sosyal ve psikolojik sebeplerle
operasyon en ge¢ okul Oncesi donemde yapilmalidir. Okul ¢aginda hipospadiash

cocuklarin atipik cinsiyet davranisi gosterdikleri bildirilmistir (73).

2.7.5. Cerrahi Tedavi

Hipospadias onarimi; cinsel iligski i¢in diiz bir penis olusturulmasi, tretral
meatusun glansin ucuna taginmasi, simetrik ve konik bir glans olusturulmasi, normal

ereksiyon ve iseme, normale yakin kozmetik goriiniimii amagclar.

Hipospadias cerrahisinin asamalari; ventral egriligin diizeltilmesi,
iretroplasti, neotiretra ile deri arasina destek doku getirilmesi, prepisyumun

cikarilmasi ve rekonstriiksiyondan olusmaktadir.
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2.7.5.1. Ameliyat yonteminin secilmesi

Hipospadias deformitesinde; Uretral meatus, penisin anatomisi ve glans ¢ok
genis bir fenotip spektrumunda herhangi bir yapida olabildigi i¢in, tanimlanmis pek
cok basarili cerrahi teknik mevcuttur. Deformitenin tipine goére her hastada farkli
olmak (zere, en iyi sonucu vermesi beklenen cerrahi yontem tercih edilmelidir.
Tercih edilecek operasyon tiirline her hastada; kordi varligi, eksternal {iretral meatus
lokalizasyonu, prepiisyal derinin uzunlugu, penis ventral yiiziindeki derinin kalitesi,
glansin biiylikligi, distal iiretra ¢evresinde korpus spongiosum ve destek dokularin

yeterliligi gibi parametreler degerlendirilerek karar verilmelidir (74).

Kordinin eslik etmedigi veya ¢ok hafif oldugu distal hipospadiasl olgularda
hangi cerrahi teknigin uygulanacagina; liretral meatusun ¢api, meatus ¢evresindeki
deri ve destek dokusunun konfigiirasyonu ve glansin durumuna gore karar
verilmelidir. Meatus ¢evresinde, iyi gelismis ve mobil deri olan, derin ventral oluga
sahip, distal hipospadiasli olgularda neoiiretranin perimeatal lokal deriden
faydalanilarak olusturuldugu yontemlerin tercih edilmesi mimkindir (Mathieu,

Barcat, Thiersch-Duplay veya Mustard flebi).

Uretral plak dar ise, Onlay veya Snodgrass gibi yontemler tercih edilmelidir.
Perimeatal doku yeterli kalinlikta degil veya atrofikse neoiiretra olusturulmasinda

prepisyum kullanilabilir.

Uretral meatus lokalizasyonu; midpenil diizeyde yer alan olgularda secilecek
cerrahi yontemi belirlemede, kordi derecesi, meatusun distalinde yer alan dretral
plagin durumu ve proksimaldeki destek dokunun yeterliligi degerlendirilmelidir.
Olusturulacak neotiretranin etrafinda saglikli bir anastomoz i¢in yeterli korpus
spongiosum bulunmalidir. Meatusun proksimalindeki {iretra cevresinde korpus
spongiosum yoksa proksimale dogru diseke edilerek iiretral meatus daha proksimale

tasinabilir.

Hipospadias onarimi sirasinda cerrah, secilmis olan cerrahi yontemi
ameliyatin herhangi bir evresinde modifiye edilebilecek ve gerekli durumlarda plani

degistirebilecek bilgi ve beceriye sahip olmalidir.
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2.7.5.2. Kordi deformitesi ve onarimi

Kordi deformitesi, penisin ventral yiizlinde mezensimal dokularin
gelisimindeki bozukluk sonucu ortaya ¢ikar. 4 ana sebebe bagl olarak ortaya ¢iktig1

distiniilmektedir.

1- Korpus spongiosum kaynakli santral fibroz bantlar (Distal Uretrada korpus

spongiosum olugmamustir, iiretra zayif ince yapilidir.)
2- Buck’s ve dartos fasyalarinin kalinlasmasindan olusan lateral fibroz bantlar
3- Uretra kisalig1 (Korpus kavernosumlarin 6n ve arka yiizlerinin orantisizligr)
4- Cilt ve cilt alt1 dokularin (ylizeyel dartos fasyasi) gerginligi

Kordi derecesi, hipospadiasin agirligina gore degismektedir. Distal hipospadiaslt
olgularin %10 unda 30 derecenin altinda egrilik mevcuttur. Proksimal hipospadiasli
olgularin %50’den fazlasinda 30 dereceden fazla egrilik goriilmektedir (75). Fetal
hayatta kordi, normal penis gelisimi sirasinda goriilmektedir; penil gelisimin

duraksamasi ile kordi arasinda baglant1 mevcuttur (76).

Cerrahi yontemden bagimsiz olarak, olgularin yaklasik '4’tinde hipospadias
onariminin  6nemli bir bolimiinii  kordinin diizeltilmesi olusturur. Egriligin
derecesinin  degerlendirilmesi ameliyattan Once tam anlamiyla miimkiin
olmamaktadir. Operasyon sirasinda ¢ocuk uyuduktan sonra, korpus kavernozumlar
icine serum fizyolojik enjekte edilerek, artifisyel ereksiyon olusturularak kesin

degerlendirme yapilir (Sekil 6).

Sekil 6: Artifisyel Ereksiyon
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Egrilik; cilt ve cilt alt1 fibrotik dokulardan kaynaklaniyorsa, deri ve dartos
fasyasimin penoskrotal bileskeye dek serbestlestirilmesi ile giderilebilir (77).
Diizelmedigi takdirde; distal hipospadiasli olgularda, yiizeyel dartos fasyasi her iki
yandan iiretral meatusun proksimaline dek rezeke edilebilir ya da 2 seansli onarim
planlanan proksimal hipospadiasli olgularda, iiretral meatusun proksimalindeki deri
ve daha derin dokular transvers kesilip, Henineke-Mikulicz yontemiyle vertikal
dikilebilir.

Tunica albugineanin; penisin ventral ve dorsal yiizlerindeki gelisim farkindan
kaynaklanan korpus kavernosumlarin orantisizligina bagl kordilerin diizeltilmesinde,
tunica albuginea plikasyonu (TAP), Nesbit prosediri, Dorsal orta hat plikasyonu
(Sekil 7), Korporal rotasyon, penisi parcalara ayirmak, deri ve tunica vaginalis

greftigibi yontemlerden yararlanilabilir.

Sekil 7: Dorsal orta hat plikasyonu: Buck’s fasyasi egriligin en fazla oldugu yerden
orta hatta kesilir. 6/0 Polydioksanone (PDS) dikis ile onarilir (78).

2.7.6. Hipospadias Cerrabhisi

Hipospadias tedavisinde tek bir standardize yontem olmamakla birlikte
cerrahi onarimin amaglari; kordinin diizeltilerek penisin diizlestirilmesi, meatusun
anatomik olarak glans ucuna dogru tasinmasi, konik glans, normal bir ereksiyon ve
iseme fonksiyonunun kazandirilmasi, kozmetik ve simetrik  gOriiniitiiniin

olusturulmasi seklinde siralanbilir. Temel olarak hipospadias cerrahisi; ventral
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egriligin diizeltilmesi, liretroplastinin gergeklestirilmesi, neotiretra ve iistiinde kalan
deri arasma doku getirilmesi, preplisyumun uzaklastirilmast ve yeniden
yapilandirilmasini  igerir. Bu  operasyon i¢in  birincil  hedefler; dizgln
konumlandirilan iiretral meatus ile hastanin ayakta idrar yapabilmesi, uniform
kalibrasyon ve diizgiin goriiniimlii bir penis ile yeterli neoiiretranin saglanmasi ve

olabilcek en az komplikasyonla hastayi tedavi edebilmektir (79,80).

Operasyon oncesi degerlendirme sonucu; hastada kordinin olup olmamasi
durumu, meatusun yerlesim yeri ve genisligi, ventral cildin kalinligi, prepiisyal
derinin yeterliligi ve iiretra etrafindaki korpus spongiosumun durumu gibi faktorler
g6z onunde bulundurularak operasyon yontemine Kkarar verilir. Literatlrde
hipospadias tedavisi icin bir cok yonteme rastlanmakla birlikte, bu yéntemlerden hic
biri biitlin olgular i¢in tek basina uygulanabilir degildir. TIPU, Mathieu ve MAGPI
gibi metotlar distal hipospadias olgularinda tercih edilirken, 2 asamali operasyonlar
da perineal veya penoskrotal hipospadias olgularinda kullanilmaktadir. Bunlara ek
olarak; agir hipospadias veya kordi durumunda, kordinin biitiiniiyle eksizyonu da
Onerilmektedir. Prepisyum ise, Gretroplasti i¢in kullanilabileceginden siinnet

operasyonunun kontredike oldugu sdylenebilir (81).

Standart bir hipospadias cerrahisi 5 temel evreden olusur:

2.7.6.1. Ortoplasti

Penis egriliginin diizeltilmesi olarak da adlandirilan bu evrede; dorsal
plikasyon ile veya ventral korpus kavernozumun kesilmesi ve yeniden greftlenmesi
yontemleri kullanilir. Dorsal plikasyon metodunda; oncelikle Buck’s fasyasi egriligin
en belirgin oldugu bolgenin karsisina gelecek yerden orta hattan kesilir. 6/0
Polidiokzanon (PDS) yerlestirilerek, artifisyel ereksiyon tekrarlanir ve egriligin
kaybolup, kaybolmadigi teyit edilir. Ventral korpus kavernozumun kesilmesi
yonteminde ise; egriligin oldugu bolgede saat 3-9 poizsyonunda ve tunica
albugineaya transvers olacak sekilde bir kesi yapilir ve ardindan greft yara kenari

hizzasinda ventral korpus kavernozum yiizeyini genisletecek sekilde dikilir (82,83).
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Bu islemler Oncesinde; penisteki egriligin durumu artifisyel ereksiyon

gerceklestirilerek degerlendirilebilir (84).

2.7.6.2. Uretroplasti

Hipospadias cerrahisinde en 6nemli evre olarak gorilmektedir. Ortoplasti
islemi tamamlandiktan sonra kordinin diizeltilmesinin ardindan iiretroplasti islemi
uygulanir. Defektin proksimal veya distalde yer almasma bagli olarak, iiretroplasti
icin farkli yontemler tercih edilmektedir. Tiibiilarize insize plate tiretroplasti (TIPU),
midpenil veya distal hipospadias vakalarinda ve kordinin olmadigr veya minimal
oldugu durumlarda tercih edilmektedir. Ozellikle bu yéntemde; deri flepleri olmadan
meatoplasti yapildigi i¢in, normal bir kozmetik goriinlime sahip vertikal yarik ile
giivenilir neomeatus saglanabilmektedir. Meatal advancement and glanuloplasti
incorporated (MAGPI) yontemi ise glaniiler ve baz1 koronal meatuslu vakalarda iyi
bir yontem olarak One ¢ikmaktadir. Literatiirde bu yontemlere ek olarak baska
metotlar da bulunmakla birlikte; cerrahi sirasinda flep ve greftlerin enlerinin ¢ok dar
olmamas1 ve ince hazirlanmalart 6nemli goriinmektedir. Ayrica bu greftlerin
yerlestirildikleri yerlerin ve iizerindeki dokularin saglikli olmasi da cerrahinin

basarisin1 oldukea etkilemektedir (84).

2.7.6.3. Glanuloplasti

Uretral tiipiin distal ucunun, glansm tam tepe noktasma gelmesi amaciyla;
olusturulan {iretral tliplin glansta hazirlanan tlinelden gecirilmesi veya glans
kanatlarinin kenarlara dogru agilip, iiretral tiipiin yerine yatirilip tekrar orta hatta

birlestirilmesi iglemidir (85).
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2.7.6.4. Prepisyoplasti

Ortoplasti ve graniiloplasti asamalarinin ardindan, ¢ogunlukla prepisyum cildi
kullanilarak penisin ventral yiizii deri ile kapatilir. Prepisyum cildi; Byars Fleb
yonteminde oldugu gibi ortadan 2’ye ayrilarak ya da Ombradenne yontemindeki gibi
diigme iligi gibi agilan prepiisiyal araliktan glansin gegirilip ventral ylize transfer
edilebilir (86). Bu islemden once, neoiiretra listlinde yer alan siitiir hattinin da
deepitelize bir doku ile 6rtmek fistiil insidansinin da azalmasimi1 saglayacaktir (87).
Guncel uygulanan metotlarda; prepisyum derisinden elde edilen vaskdlarize yuzeyel
dartos fasyasi, eksternal spermatik fasya flepleri ya da skrotumdan transfer edilen

tunika vaginalisin tasinmasi da siklikla kullanilmaya baslanmistir (86-88).

2.7.7. Postoperatif Komplikasyonlar

Postoperatif donemde ilk 7 ile 10 gun igerisinde olan komlikasyonlar, erken
donem komplikasyonlar1 olarak siniflandirilir. Bunlar; hematom, kanama, yara
acilmast veya enfeksiyonu, saft derisinde nekroz olusmasi, fleb kaybi, katater ile
ilgili problemler, mesane spazmlar1 veya penil ereksiyon bozukluklar1 olarak
siralanabilir (89,90). Ge¢ donemde goriilen komplikasyonlar ise; iiretral darlik veya
divertikiiliin olugmasi, iirokiitandz fistiil olusumu, kordide sekil bozukluklari, meatal
stenoz, Uretral striktir, meatal prolapsus ve psikoseksuel problemler olarak
siralanabilir (91,92).

Ge¢ donem komplikasyonlarindan siklikla karsilagilani, iirokutandz fistiil
olarak ortaya cikmaktadir. Ancak gilinlimiizde yeni metotlarin ve giincellemelerin
tanimlanmasi, siitiir i¢in kullanilan materyallerin gelistirilmesi, artan literatiir ve
tecriibeler neticesinde fistiil riski onceki yillara oranla epey azalmis gériinmektedir
(93).

Miksiyon sirasinda 1kinma veya agri, idrar kalibrasyonunda azalma ve
tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlar: ile belirti gosteren meatal stenoz da, fistiilden
sonra hipospadias tedavisinde ikinci en siklikla karsilagilan ge¢ donem komplikasyon

olarak ortaya ¢ikmaktadir. Meatal stenoz ya da iiretral striiktiir, neoiiretranin
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herhangi bir bolgesinde olabilecegi gibi siklikla proksimal iiretral anastomoz hattinda
veya (Uretral meatusta gozlenmektedir. Ardindan; iretrografi, troflovmetri veya
sistoskopi kullanilarak; stenoz daha ileri sekilde degerlendirilir. Meatal stenoz
varliginda ilk etapta meatal dilatasyon yontemine bagvurulurken, daha agir olgularda
meatotomi uygulanir. Stenoz, proksimal anastomozda ise; dilatasyon ya da striktiirin
eksizyonu gerceklestirilirken, daha ileri durumlarda reanastomoz tercih edilebilir
(94). Kronik ve progresif seyirli bir hastalik olan balanitis kserotika obliterans
(BXO), meatal stenozun en sik nedeni olarak goriinmektedir. BXO’ya sekonder
gelisen striiktlir olgularinda topikal steroid kullanimi ise yarar goriinmekle birlikte,

cogu vaka cerrahi ile tedavi edilmektedir (95).

Siklikla distal tikaniklik ya da iiretroplasti sirasinda kullanilan flebin enli
olmasindan kaynaklanan, iiretrosel ve iretral divertikiil; ozellikle preiisyal cilt
kaynak ada flebleri ile yapilan olgularda % 4 ile 13 arasi vakalarda rastlanmaktadir
(96,97). Persistan kordi ise, az rastlanan bir komplikasyon olmakla birlikte; tedavi
icin penil deri, siinnet insizyonundan skrotuma kadar siyrilip, iretra korpus
kavernozumlardan serbestlestirilip ve dnceki cerrahiye bagli fibrotik dokular eksize
edilir. Buna ragmen; penil saft egriligi yeterince diizelmediyse, dorsal ylizde
yapilacak tunica albuginea plikasyonu ya da ventral yiizde yapilacak olan tunica
albuginea transvers insizyonu ile olusturulan agiklik tunica vajinalis greftleri ile

kapatilir (98).

Erken dénem komplikasyonlarindan olan kanama ise; ¢ogunlukla operasyon
sirasinda karsilasilan; bipolar koter, turnike uygulanmasi ya da  adrenalinli
(1/100000) tamponlarla kontrol edilebilir. Ozellikle postoperatif siirecte kanama
nadir gorilen bir komplikasyondur (99).

2.8. YENI-NESIL SEKANSLAMA (NEXT-GENERATION
SEQUENCING, NGS)

Insan Genom Projesi (2004) ¢alismalari sirasinda dnceki tekniklerle ok fazla

zaman ve kaynaga ihtiya¢ duymasi nedeniyle; daha hizli, daha fazla iiriin veren ve
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daha ucuz teknolojilerin gelistirilmesi gerekmistir. Bu nedenle aym yil, Ulusal insan
Genomu Arastirma Enstitlisii girisimleri sayesinde, onceden kullanilan ve ilk-
jenerasyon teknolojisi otomatize Sanger metodunun yerine NGS metotu
bulunmustur. Bu yontem Onceki yontemlere kiyasla en belirgin olarak 3 major
gelisme igeriyordu. Birincisi, DNA fragmanlarinin bakteriyel klonlarina ihtiyag
duymayip, hiicre gerektirmeyen (cell-free) bir sistemde NGS kitlphanesinin
hazirlanmas1 esasma dayaniyordu. Ikincisi; yiizler, binlerden milyonlara kadar
bircoksekanslama reaksiyonu paralel olarak yuritilebilmekteydi. Ucglinclsi ise;
elektroforeze ihtiyac duymadan sekans sonucu direkt olarak tespit edilip, baz
kontrolii siklik ve paralel bir sekilde yapiliyordu. Bu avantajlar sayesinde, NGS tiim
genomu olduk¢a hizli bir sekilde okunmasini saglamis oldu. Oyle ki bu teknigin
gelistirilmesi ile birlikte, genomik arastirmalar1 alaninda 6nemli bir atilim olurken,
bir ¢ok kiiciik laboratuvarin da genom sekanslamaya erisimini gergeklesti. NGS
protokoliinde en temel adim; kaynak niikleik asit materyalini koruyup bir sekanslama
icin bir kiitiiphane hazirlamaktir. Bir¢ok ¢esit NGS kiitiiphane hazirlama teknigi olsa
da, her metodun ortak noktast DNA veya RNA molekiilleriveya fragmanlari,
platform-spesifik adaptorlerle birlesir. Oncelikle uzun DNA veya RNA molekiilleri
uygun olculere (50-500 niikleotit) boliiniir ve ardindan adaptorler eklenir. Ardindan,
iki ucunda da adaptér olan molekiiller PCR yapilarak bulunup, sekanslama ig¢in
yeterli miktar elde edilir. Adaptdrlerin sonlarinda, kiitiiphane molekiiliiniin kat1 bir
zemine sabitlenmesini ve sonra ¢ogalmasini saglayan elemenalar bulunur. Diger

bitisik diziler ise sekanslama i¢in primer bolgelerini olustururlar (100).
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3. GEREC VE YONTEMLER

S.B.U. izmir Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim ve
Aragtirma Hastanesine 2003-2020 yillar1 arasinda bagvurmus, hipospadias nedeniyle
takip ve tedavi edilen 68 hastanin kayitlar1 retrospektif olarak incelendi. Karyotip
analizi ya da kromozomal array karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH)
analizi ile 46, XY kromozoma sahip olan hastalar ¢calismaya dahil edildi. Hastalarin
geriye doniik olarak; ayrintili fizik muayene, ge¢cmis hastaliklar1 ve operasyon
oykiileri, dogum kilosu ve haftasi, aile dyklsu, hormon terapisi ve de molekiler
genetik analiz sonuglar1 incelenmistir. Hastanemiz Tibbi Genetik ve Cocuk Cerrahisi
polikliniklerimize bagvurmus ve izole hipospadias ve genitoiiriner anomalilerin eslik
ettigi hipospadiasli hastalardan hipospadias tanis1 olan ve dosyalarindan verilerine
ulagilabilen tiim hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. Sendromik ve tanili genetik
hastalig1 olan hastalar ¢alisma grubuna dahil edilmemistir. ilgili ¢alisma icin gerekli
izinler S.B.U. izmir Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmistir. Ayrica,

calismaya dahil edilen hastalardan aydinlatilmis onam formu alinmistir.

3.1. HASTALARDAN ORNEK TOPLANMASI ve DNA IZOLASYONU

Calismaya katilan her hastadan en az 2 ml olacak sekilde periferik kan,
Etilendiamintetra-asetat (EDTA) tam kan tiipline alinip, ticari kit ile (QIAcube,
Qiagen, Germany) tiretici firma uygulama talimatlaria uyularak DNA izolasyonu
islemi gergeklestirilmistir. DNA ornekleri dizi analizi islemine kadar -20°C’de

saklanmugtir.
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32. YENI NESIL DizZi ANALiZI (NEXT-GENERATION
SEQUENCING, NGS)

Alman Ornekteki DNA konsantrasyonunun ve miktarmin yeni nesil dizi
analizi (Next Generation Sequencing; NGS) islemi i¢in test kiti (Celemics, Gliney
Kore) uygunlugunu degerlendirmek i¢in Qubit (Thermofisher, ABD) ile DNA
Olctimii gerceklestirilmistir. Yeterli miktarda DNA elde edilmesinin ardindan, NGS
cihazi i¢in kiitiphane hazirlama asamasina ge¢ildi. Kiitiiphane hazirlamak igin,
Hedef Yakalama (Target Capture) yontemi temelli NGS kiti kullanildi. Hedef
Yakalama Temelli NGS kitinin c¢alisma adimlar;; DNA fragmentasyonu ve
purifikasyonu, DNA ucu onarimi (End repair), ve ardindan yeniden purifikasyon, A
ucu takilmasi (A-tailing), yeniden purifikasyon, adaptor ligasyonu, purifikasyon,
indeks ile isaretleme, purifikasyon, prob hibiridizasyonu, streptavidin boncuk ile
hedef kiitiiphane se¢imi ve hedef kiitiiphanenin amplifikasyonu, son adim olarak
tekrar purifikasyon ile dreticinin Onerdigi sira ile islemler gergeklestirilmis ve
nihayetinde elde edilen kiitiiphane de NGS cihazinda (MiniSeq, [llumina, ABD)
calisilmigtir. Calisma sonucunda elde edilen veriler; Genomize Seq (V.16.7)
(Genomize, Tiirkiye) yazilimi ile analiz edilmistir. Ayrica degerlendirme icin
ClinVar  veritabam1  (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/clinvar/)  ve  Varsome

(https://varsome.com/) analiz aracindan da yararlanilmistir.

Calismaya katilan toplam 68 hastada AMH, AMHR2, ANKR1C4, AR, ARX,
ATRX, CYB5A, CYP11Al, CYP17Al, DHCR7, DHH, GATA4, HCCS, HSD17B3,
LHCGR, MAMLD1, MAP3K1, NR5A1, OPHN1, SOX9, SRD5A2, SRY, WT1, ZFPM2
genlerinin kodlayict bolgelerine ait (+ 10 baz ¢ifti intronik dahil) analiz sonuglari
degerlendirilmistir. Genetik degisimlerin patojenitesinin belirlenmesinde ACMG
kilavuzu belirtilen kriterlerin skorlamasi esas alinmistir (101). NGS panelinde

bulunan genler ve iliskili oldugu hastaliklar Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4: 46 XY Cinsiyet Gelisim Bozukluklar1 NGS Panelinin kapsadigi

genler, kromozomal lokalizasyonlar1 ve iligkili oldugu hastaliklar (102).

GEN
SAYISI

GEN

GEN ACIK iSiMm

KROMO
ZOMAL
LOKALI
ZASYON

HASTALIKLAR

AMH

ANTI-
MULLERIAN
HORMONE

19p13.3

Persistan Miillerian Kanal Sendromu, Tip I, OR

AMHR?2

ANTI-
MULLERIAN
HORMONE
TYPE Il
RECEPTOR

12913.13

Persistan Miillerian Kanal Sendromu, Tip Il, OR

AKR1C4

ALDO-KETO
REDUCTASE
FAMILY 1,
MEMBER C

10p15.1

46XY sex reversal 8

AR

ANDROGEN
RECEPTOR

Xql2

e  Androjen insensivite, XLR
e  Hypospadias 1, X-linked, XLR

ARX

ARISTALESS-
RELATED
HOMEOBOX, X-
LINKED

Xp21.3

Hidrosefali - anormal genitalya, XL

ATRX

ATR-X GENE

Xp21.1

e Alfa Talasemi/mental retardasyon Sendromu,
XLD(mikropenis, hipospadias)

. Mental retardasyon-hipotonik yiiz Sendromu,
XLR(mikropenis, hipospadias, hipoplastik skrotum)

CYB5A

CYTOCHROME
b5, TYPE A
(MICROSOMAL)

18922.3

Methemoglobinemi — ambigus genitalya, OR

CYP11A
1

CYP17A
1

CYTOCHROME
P450,
SUBFAMILY
XIA,
POLYPEPTIDE 1

CYTOCHROME
P450, FAMILY
17, SUBFAMILY
A
POLYPEPTIDE 1

15¢24.1

Konjenital Adrenal Yetmezlik (46,XY) Parsiyel ya da komplet, OR

10q24.3

. 17,20-liyaz eksikligi, OR
. 17-alfa-hidroksilaz/17,20-liyaz eksikligi, OR

10

DHCRY7

7-
DEHYDROCHO
LESTEROL
REDUCTASE

11¢13.4

Smith-Lemli-Opitz Sendromu, OR

11

DHH

DESERT

HEDGEHOG
SIGNALING
MOLECULE

12¢13.12

e  46XY parsiyel gonadal disgenezis, minifasikiler néropati
e  46XY sex reversal 7, OR

12

GATA4

GATA-BINDING
PROTEIN 4

8p23.1

Testikiiler anomaliler ve/veya konjenital kalp hastaligi, OD

13

HCCS

HOLOCYTOCHR
OMEC
SYNTHASE

Xp22.2

Linear cilt defektleri with multipl konjenital anomaliler 1, XLD (hipospadias,
mikropenis)

14

HSD17B
)

17-BETA
HYDROXYSTER
OID
DEHYDROGEN
ASE Il

9q22.32

Erkek psodohermafrodizm, jinekomasti, OR

15

LHCGR

LUTEINIZING
HORMONE/CHO
RIOGONADOTR
OPIN

2p16.3

. Leydig hucre hipoplazisi, hipergonadotropik hipogonadizm, OR
. Leydig hicre hipoplazisi, psddohermafrodizm, OR
. LH Hormon rezistansi,OR
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RECEPTOR

e  Puberte prekoks, erkek, OD

MASTERMIND-
MAML | LIKE DOMAIN- . .
16 D1 CONTAINING Xq28 Hipospadias 2, XLR
PROTEIN 1
MITOGEN-
ACTIVATED
17 MAfaK KINASE 5q11.2 | 46 XY sex reversal 6, OD
KINASE
KINASE 1
NUCLEAR e 46, XX sex reversal 4, OD
NR5A1L RECEPTOR e 46, XX sex reversal 3, OD
18 SF1 " | SUBFAMILY 5, 9033.3 e  Adrenokortikal yetmezlik, OD
GROUP A, . Prematur over yetmezlik 7, OD
MEMBER 1
19 OPHN1 ?LIGOPHRENIN Xq12 Mental retardasyon, serebellar hipoplazi, XLR (mikropenis, hipoplastik skrotum)
e  Akampomelik-kampomelik displazi, OD
3 e  Kampomelik displazi, OD
20 SOX9 | SRY-BOX 9 17q24.3 e  Kampomelik displazi, sex reversal, OD
STEROID 5-
21 SRD5A2 | ALPHA- 2p23.1 | Psodovaginal perineoskrotal hipospadias, OR
REDUCTASE 2
SEX-
22 SRY DETERMINING Ypll.2 | 46 XX sex reversal 1
REGION Y
. Nefrotik Sendrom Tip 4, OD
e  Wilms tumor, tip 1, OD
e  Denys-Drash Sendromu, OD ve SMU -WILMS TUMOR ve
23 WT1 xré;iﬁ\ﬁigg 11p13 PSODO YA DA GERGEK HERMAFRODITIZM
NEFROPATI, WILMS TUMOR VE GENITAL ANOMALILER
e  Frasier Sendromu, OD
ZINC FINGER
24 ZFPM2 | PROTEIN, 8023.1 | 46 XY sex reversal 9, OD
MULTITYPE 2
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3.3. SEKANS ANALIZIi

NGS analizi ile varyant saptanmasi durumunda, sanger sekans analizi ile ilgili
gende varyant bolgesi sekans (dizi) analizi yapilarak dogrulama gergeklestirildi.
Sekans analizi ile degerlendirilecek bdlge i¢in, primerler kullanildi. Otozomal
resesif ve otozomal dominant kalitilan genlerde anne ve baba dizi analizi ile,
varyantin kalitimi arastirildi. X’e bagli kaliim gdsteren genlerde de anne analizi

yapildi. Ailesel kalitim saptandiginda kardes analizi yapildi.

3.4. VARYANT ANALIZi

Tum varyantlar, Clinvar veri tabaninda arastirildi

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). Varyantlarin populasyon sikligi, 1000

genom projesi ve dbSNP datalarina bakarak degerlendirildi
(http://www.1000genomes.org/). Patojenik varyant diyebilmek icin, populasyon

frekansmin <% olma sikligi arandi. Insan Genom Varyasyon Toplulugunun
belirledigi kurallara uygun olarak novel (yeni saptanan) varyant adlandirmasi yapildi
(http://www.hgvs.org/ mutnomen/). Sinonim varyantlar (aminoasit degisikligi
yapmayan) degerlendirme dis1 biraklidi. Missense (kodlanan aminoasiti degistiren),
nonsense (dur kodonu olusturarak aminoasit olusumunu engelleyen), frameshift
(gende cerceve seklinde okuma kaymasina yol agan), varyantlar degerlendirmeye

alindi.

Novel varyant degerlendirmesinde, PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping
v2), MutationTaster bilgisayar programlari da kullanildi. Amerikan Tibbi Genetik
Koleji (ACMGQG) kriterlerine gore, varyantin hastalik ile olasi iligkisi arastirildi. Aile

segregasyon analizi de, novel varyant patojenite degerlendirmesinde kullanildi.
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3.4.1. Amerikan Tibbi Genetik Koleji (ACMG) kriterlerine gore

varyantlarin siniflandirilmasi

Genetik analiz yapilarak saptanan gen degisikliginin, hastalik ile iliskisininin
yorumlanmasi gerekmektedir. Ilk baslarda, gende saptanan degisiklikler mutasyon ya
da polimorfizm olarak adlandiriliyordu. Bir varyantin mutasyon ya da polimorfizm
diye isimlendirmek, varyantin hastalik a¢isindan patojen ya da iyi huylu olarak
algilanmasma sebep olur. Bu yiizden genetik analiz sonucuna Saptanan gen
degisikligine “varyant” denilmeye baslandi. Varyantlar patojenik (pathogenic),
muhtemel patojenik (likely pathogenic), etkisi bilinmeyen (uncertain significance),
muhtemelen iyi huylu (likely benign) veya iyi huylu (benign) olarak ayrilir. Bu
sayede varyantlar klinik olarak tanimlanir ve standart olarak tek bir adlandirma
yapilmig olur. Varyantlarin yorumlanmasi i¢in yardimci bircok in siliko arag
kullanilabilir. ACMG’nin 2015 yilinda 6ngdrdiigli kriterlere gore, varyantin klinik
olarak 6nemini degerlendirilir (https://www.acmg.net/). Varyantin patojenik olmasi
yoniinde yorumlanmasini saglayan kriterler, ¢ok gii¢lii (PVS1), gii¢lii (PS1-4), orta
(PM1-6) ve destekleyici (PP1-5) degerlendirmesidir. Iyi huylu oldugu yoéninde
yorumlanmasina katki saglayan kriter, tek basina (BAl), giigli (BS1-4) veya
destekleyici (BP1-6) olarak siniflandirilmistir.

3.4.2. ACMG Patojenik kriterleri:
1-) Cok Giiclii Patojenite Kanit1

* PVS1: Fonksiyon kaybmin bilinen bir hastalik sebebi oldugu
durumlarda nonsense, frameshift, £1-2 spice bolge (ekzon intron birlesme

bolgesi) baslama kodonu mutasyonlar ya da bircok ekzonun delesyonu
2-) Patojeniteye Giiclii Kamitlar

* PS1: Nikleotid degisikligine bakmaksizin, ayni aminoasit

degisikliginin patojenik oldugunun daha 6nce bildirilmis olmasi
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* PS2: Varyantin de novo (anne ve babada varyant saptamamak)

olmasi ve beraberinde anne baba dogrulama analizi

+ PS3: Invivo ve Invitro fonksiyonel ¢alismalarla, gen iiriiniiniin

zararl etkisinin gosterilmis olmasi

* PS4: Etkilenen bireylerde varyant prevelansinin, kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda anlamli derecede artmasi
3-) Patojeniteye Orta Dereceli Kamitlar

* PM1: Varyantin, hot-spot noktalar ve kritik fonksiyonel alanlarda

bulunmasi

* PM2: varyantin ExomeSequencing Project, 1000 Genom veya
ExAC gibi biiyiik projelerde olmamasi. Resesif kalitilan hastalik ile iligkili ise

diisiik frekansta olmasi

* PM3: Resesif kalitilan hastalik ile iliskili genlerde varyantin,

patojenik bir varyantla trans olarak tespit edilmesi

* PM4: Protein uzunlugunun in-framedelesyon ya da insersiyonla

kisalmasi

* PM5: Aymi aminoasitde, farkli missense degisikligin daha once

patojen olarak bildirilmis olmasi

* PMG6: varyantin de-novo olarak kabul edilmesi ancak kimerizm ile

anne-babalik testinin yapilmamis olmasi
4-) Patojeniteyi Destekleyen Kanitlar

 PP1: Hastaliga yol ac¢tigi bilinen bir gende, etkilenen aile

bireylerinde varyant olmasi
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e PP2: Hastalik etiyolojisinde, missense varyantin sik olmasi ve
benign missense varyantin nadir goriildiigii bir hastalikta, genin missense

varyantinin saptanmasi

* PP3: Bilgisiyar varyant patojenite hesaplama programlarinda,

birden fazlasinda patojenite Onerilmesi

» PP4: Hastanin fenotipi ve aile dykisunun, hastalik ile uyumlu

olmasi
1.) Tek degerlendirme ile benign kanaati getirten bulgu

« BA1l: ExomeSequencing Project, 1000 Genom veya ECAC

projelerinde allel frekansi %5’ in lizerinde olmasi
2.) Benin getkinin giiclii kaniti
» BS1: Allel siklig1 beklenenden daha yiksek

» BS2: erken yaslarda tam penetrasyon gosteren bir hastalikta, saglikl

bir yetiskinde varyant olmasi
« BS3: Invivo ve invitro ¢aligmalarla patojenitenin gozlemlenememesi
» BS4: Bir ailenin etkilenen iiyelerinde varyantin olmamasi
5-) Bening etkiyi destekleyen kanitlar

* BP1: Hastaligin etiyolojisinden siklikla truncating mutasyonlar
(proteinin beklenen uzunluktan kisa olmasi) sorumlu iken, missense

mutasyon saptanmast

e BP2: Otozomal dominant kalitilan ve penetrasyonu tam olan bir
hastalikta, patojen oldugu bilinen bir varyant ile trans pozisyonda olmasi ya
da herhangi bir kalitm modelinde patojenik varyant ile cis pozisyonunda

olmasi

» BP3: Genin tekrar bolgelerinde, delesyon/ insersiyon islemleri
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» BP4: Bilgisiyar varyant patojenite hesaplama programlarindan

bircogunda, zararsiz degisim oldugunun Snerilmesi

e BP5: Varyantin, hastalik i¢in alternatif bir molekiiler yolda bulunan

gende olmasi

» BP6: Bir¢ok kaynak varyant1 bening olarak belirtse de, bagimsiz

sonuclar icin laboratuar bilgisi olmamasi

«BP7: Ekzon-intron birlesim bolgesi disinda, Sinonim (sessiz:

aminoasit degisikligi yapmayan) varyantin saptanmasi

Bu degerlendirmeler sonucunda, bir varyantin klinik ile iliskisi
hakkinda fikir sahibi olunur ve varyant, elde edilen verilere gbre 5 gruptan
birisi olacak sekilde adlandirilir (101).

Buna gore;

1- Patojenik

2- Muhtemel Patojenik

3- Klinik 6nemi bilinmeyen (VUS)
4- Muhtemel benign

5- benign olarak siniflandirildi (101)

3.5. ISTATISTIKSEL YONTEM

Calismanin tiim istatistiksel analizleri icin IBM SPSS Statistics programi 22.
siirim programi (SPSS inc. Chicago, IL, USA) kullanildi. Degiskenlerin normal
dagilima uygun olup olmadiklar1 Shapiro Wilk testi ile incelendi. Tanimlayici
verilerin istatistiksel analizinde; ortalama ve standart sapma degerleri kullanildi.
Parametrik verilerin analizinde T-test kullanilmasi planirken, parametrik olmayan
verilerinin analizinde ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplar arasi niteliksel
verileirn analizinde Kikare (X2) testi kullanildi. p degeri 0,05’in altinda iken

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza 2003-2020 yillar1 arasinda S.B.U. izmir Dr. Behget Uz Cocuk
Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cocuk Cerrahisi, Tibbi
Genetik ve Cocuk Genetik polikliniklerine gelen, izole hipospadias ve genitodriner
anomalilerin eslik ettigi, hipospadiasli 68 hastanin dosyasi geriye doniik olarak
incelenmistir. Bu hastalardan yaklasik olarak % 38’1 (26/68 hasta) distal hipospadias
goriiliirken; yaklasik olarak % 62’sinde (42/68 hasta) proksimal hipospadias
kaydedilmigtir. Distal hipopadias olgularmin ¢ogunlugunu (21/26 hasta) koronal ve
subkoronal gruplar olustururken; proksimal hipospadiash olgularda, olgularin biiyiik
bir cogunlugunun penoskrotal grupta (34/42 hasta) oldugu saptanmistir. Caligmaya
katilan hastalarin yaglar1 0-18 yas arasinda degismekte olup, tim katilimeilarin yas
ortalamasi 6,11+ 4,62 olarak hesaplanmistir. Hastalarin; hangi hipospadias tipi ile

iligkilendirildigi ve yas ortalamalar1 Tablo 5’de gdsterilmistir.

Tablo 5: Calismaya katilan hastalarin; farkli hipospadias tipleri i¢in say1, yas,

ilk operasyon yasi, anne yasi ve dogum haftas1 verileri

Say1 Yas ilk Operasyon Anne Yasi Dogum Haftasi
() Yagi
Distal Hipospadias 26 5,15+3,98 3,75%3,24 27,08%5,35 37,58+2,47
Glanuler 5 3,2£1,79 2,00+1,41 22,4%3,36 39,00+1,00
Koronal 10 5,6+4,06 4,29+4,03 28,0+5,87 37,60+2,07
Subkoronal 11 5,67+4,54 4,38+3,29 28,36+4,74 36,91+3,08
Proksimal Hipospadias 42 6,69+4,94 2,78+2,65 25,00+4,27 37,26+2,91
Midpenil 8 5,75+4,27 2,50£1,05 25,0045,07 38,63+1,51
Penoskrotal 34 6,91+5,12 2,86+2,97 25,00+4,14 36,94+3,08

*veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir
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Hastalarin ilk operasyon yaslar1 ise ortalama olarak 3,22+2,95 olarak
hesaplandi. Hastalarin ilk operasyon yasi verisi, ¢alismaya dahil edilen farkli

hipospadias tipleri i¢in Tablo 3’de gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin, dogum sirasinda anne yasi ortalamasi
25,79+4,78 olarak hesaplanmistir. Ayrica, tim katilimcilarin dogum haftasi
ortalamasi ise 37,38+2,74 olarak bulunmustur. Hastalarin farkli hipospadias gruplari

i¢in; anne yasi ve dogum haftasi bilgileri Tablo 3’de gosterilmistir.

Calismada; 46, XY CGB gen paneli ile 15 hastada, 17 varyant saptandi
(15/68 hasta; %22). 14 varyant novel iken, 3 varyant Clinvar’da daha oOnce
bildirilmistir (1 patojenik, 1 muhtemel patojenik ve VUS, 1 VUS). Varyant saptanan
genler: SRD5A2, HSD17B3, AMH, AR, MAMLD1, AMHR2, LHCGR, AKR1C2,
GATA4 ve SOX9 seklindedir (Sekil 8). En sik varyant saptanan genler; SRD5A2 (3
varyant; 3/17 hasta) HSD17B3 (3 varyant; 2/17 hasta) AMH (3 varyant; 3/17 hasta)
ve AR (2 varyant; 2/17 hasta) genleridir. Varyantlarim ACMG kriterlerine gore

degerlendirilme sonuglar1 Sekil 9°da verilmistir.

46,XY NGS PANEL SONUCLARI
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ENOVEL = Clinvar da bildirilmis

Sekil 8: Calismada varyant saptanan genler ve bu varyantlarin Clinvar

degerlendirmesi
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Sekil 9: Calismada saptanan varyantlarin ACMG Kkriterlerine gére degerlendirilme

sonuglar1

L.Olqu:

Glaniiler hipospadias tanisit olan 1 yasinda olgu heniiz opere edilmemistir.
Hastada SOX9 geni heterozigot ¢.76A>G (p.M26V) varyantt ve AMHR2 geninde
intronik bolgede heterozigot ¢.853-11C>T varyanti saptandi. SOX9 geninde saptanan
missense varyant, Clinvar’da daha 6nce bildirilmemistir. ACMG kriterlerine gore de

benign olarak degerlendirildi. Hipospadiasi olmayan babada da bu varyant saptandi.

AMHR2 geni heterozigot intronik varyant1 da, aym sekilde Clinvar’da daha
once bildirilmemistir. ACMG kriterlerine gore ise VUS olarak degerlendirildi.

2.0lqu:

Koronal hipospadias tanili, 3 yasinda olan hasta, 2 yasindayken opere oldu.
Hastada AR geninde hemizigot ¢.1424C>T (p. A475V) varyanti saptandi. Bu
varyant, Clinvar’da VUS olarak bildirililmistir ve ACMG kriterlerine gore de VUS
olarak degerlendirildi. Aile analizinde, annede varyant heterozigot, 5 erkek
kardersinden 2’sinde hemizigot olarak saptandi. Varyant saptanan kardeslerin genital

muayeneleri normaldi.
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3.0lqu:

Midpenil hipospadias tanili 1 yasinda olgu, sag inguinal herni nedeniyle opere
edildi. AR geninde hemizigot ¢.1675A>T (p. T559S) varyant1 saptandi. Bu varyant,
Clinvar’da daha once bildirilmemis. ACMG kriterlerine gére VUS olarak
degerlendirildi. Hastanin 2 amcasinda hipospadias oldugu Ogrenildi. Aile
segregasyon analizinde, anne AR gen analizi yapildi. Annesinde varyant heterozigot
olarak saptandi. Penis muayenesi normal olan erkek kardesinde ise AR gen varyanti
yoktu. Annenin 2 erkek kardesinde hipospadias yoktu ancak bu kisilerde AR gen
analizi yapilamadi. Olgunun hipospadias onarimi cerrahi poliklinigince planlanmigtir
(Sekil 10).

[>]:

Sekil 10: A:3 no lu hastada AR geni novel hemizigot ¢.1675A>T (p.T559S)
varyantinin NGS goriintiisii. B: annede heterozigot varyant sanger analizi géruntisi
C: Saglikli erkek kardes sanger analizi goriintiisii D: Hastada hemizigot varyant

sanger analizi goruntdsi

4.0lqu:

Koronal hipospadias tanili 3 yasinda olgu hasta, heniiz opere olmamistir.
Hastada, LHCGR geninde heterozigot ¢.1985A>G (p.N662S) varyant1 saptandi. Bu
varyant, Clinvar’da daha once bildirilmemis. ACMG kriterlerine gore, VUS olarak
degerlendirildi. Hastanin hormonal degerlendirmesi normaldi. Ailede hipospadias

tariflenmedi.

5.0lqu:

Koronal hipospadias tanili 14 yasinda olguya 11 yasinda bilateral inmemis

testis tanisiyla bilateral orsiopeksi, 12 yasinda hipospadias onarimi ve 1 yil sonra
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fistlil onarim1 yapilmistir. Olguda, AMH geninde heterozigot ¢.391G>C (p.V131L)
varyanti saptandi. Bu varyant, Clinvar’da daha once bildirilmemistir. ACMG
kriterlerine gore, muhtemel benign olarak degerlendirildi. Ailede hipospadias

Oykusl yoktu.

6.0lqu:

Penoskrotal tanili 10 yasinda olguya, 2 yasinda hipospadias onarimi ve 6
yasinda tretral kordi sebebiyle penil plikasyon yapilmistir. Hastada AMH geninde
heterozigot ¢.1657G>T (p.V553L) varyanti saptandi. Bu varyant, Clinvar’da daha
once bildirilmemistir. ACMG kriterlerine gore, VUS olarak degerlendirildi. Ailede
hipospadias tariflenmedi.

.0lqu:

Midpenil hipospadias tanili 8 yasinda olguya; 1,2 ve 3 yaslarinda BRACAI,
BRACA2 ve redoiiretroplasti yapilmigtir. Olguda AMH geninde heterozigot
c.1213G>C (p.A405P) varyant1 saptandi. Bu varyant, Clinvar’da daha Once
bildirilmemis. ACMG kriterlerine gore, muhtemel benign olarak degerlendirildi.

Ailede hipospadias 6ykusu yoktu.

8.0lqu:

Penoskrotal hipospadias tanili 2 yasinda olgu heniiz opere edilmemistir.
Hastanin dayisinda da hypospadias dykiisii vardi. Hastada HSD17B3 geninde birlesik
heterozigot ¢.761 762delAG ve ¢.860A>G varyantlar1 saptandi. ¢.761 762delAG
varyanti, Clinvar’da daha 6nce bildirilmemistir. ACMG kriterlerine gore, patojenik
olarak degerlendirildi. c.860A>G varyant1 da Clinvar’da daha once bildirilmemistir.
ACMG kriterlerine gére VUS olarak degerlendirildi. Hastanin hormonal

degerlendirmesi normaldi.

9.0lqu:

Penoskrotal hipospadias tanili 17 yasinda olguya; 2 yasinda iiretroplasti ve
sonrasinda 3,4,7 ve 10 yaslarinda toplamda 5 kez iiretral dilatasyon yapilmistir.
Penoskrotal hipospadias olan hastada, HSD17B3 geninde heterozigot c.109A>G
(p.K37E) varyant1 saptandi. Bu varyant, Clinvar’da daha 6nce bildirilmemistir.

42



ACMG kriterlerine gore, VUS olarak degerlendirildi. Genin diger alleli normaldi.
Ayrica hastanin hormonal degerlendirmesi normaldi. Ailede hipospadias Oykiisii

yoktu.

10. Olgu:

Subcoronal hipospadias tanili 4 yasinda olguya 2 yasinda Tlretroplasti
yapilmistir. Hastada, SRDS5A2 geni heterozigot ¢.433C>T (p.R145W) varyanti
saptandi. Bu varyant, Clinvar’da daha once bildirilmemistir. ACMG kriterlerine
gore, VUS olarak degerlendirildi. Ailede hipospadias dykusu yoktu.

11. Olgu:

Penoskrotal hipospadias tanili 2 yasinda olgu heniliz opere edilmemistir.
Hastada, SRD5A2 geni heterozigot ¢.593T>C (p.I198T) varyanti saptandi. Bu
varyant, Clinvar’da daha 6nce bildirilmemistir. ACMG kriterlerine gore, VUS olarak

degerlendirildi. Aile dykiisiinde hipospadias tariflenmedi.

12. Olgu:

Penoskrotal hipospadias tanili hasta heniliz opere edilmemistir. Olguda
SRD5A2 geni homozigot ¢.586G>A (p.G196S) varyant1 saptandi (Sekil 11). Bu
varyant, Clinvar’da patojenik olarak bildirilmistir. ACMG kriterlerine gore patojenik
olarak degerlendirildi. Hastada testesteron degeri yiiksekti (854ng/dl). Ancak
Dihidrotestesteron bakilmamisti. Hastanin anne ve babasi arasinda 2. kuzen evliligi
vard1. 2 saglikli erkek kardesi vardi. Ailede baska hipospadias tariflenmedi. Hastanin

saglikli 2 erkek kardesi ve anne babasinda gen sekans analizi planlandi.

SR T R T T B ECT RS T T T R B R R T T

= .& =

=

Sekil 11: 12 no lu hastada SRD5A2 geni homozigot ¢.586G>A (p.G196S)

varyantinin NGS gortintiisi
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13. Olgu:

Penoskrotal hipospadias tanili 3 yasinda olgu, heniiz opere edilmemistir.
MAMLD1 geninde hemizigot c.2486C>T (p.A829V) varyant1 saptandi. Bu varyant,
Clinvar’da daha oOnce bildirilmemistir. ACMG kriterlerine gore, benign olarak

degerlendirildi. Ailede hipospadias 6ykist yoktu.

14, Olgu:

Penoskrotal hipospadias ve sag inmemis testis tanili 2 yasinda hastaya 1
yasinda orsiopeksi ve 2 yasinda BRACAI. seans yapilmistir. Hastada MAMLD1
geninde hemizigot ¢.2486C>T (p.A829V) varyantt saptandi. Aile Oykiisiinde

hipospadias tariflenmedi.

15, Olgu:

Subkoronal hipospadias tanili 4 yasinda olgu, 3 yasindayken opere edilmistir.
Anne babasi arasinda akrabalik olmayan hastanin babasinda ve erkek kardesinde de
hipospadias nedeniyle operasyon oykiisii bulunmaktadir. Subkoronal hipospadias
olan hastada, AKR1C2 geni heterozigot c.158 159delAT (p.His53ArgfsTer4)
varyanti ile GATA4 geni ¢.487C>T (p.P163S) varyantt saptandi. AKR1C2 geninde
saptanan frameshift varyant, Clinvar’da daha oOnce bildirilmemistir. ACMG
kriterlerine gore, VUS olarak degerlendirildi. Hastanin hipospadias olan babasinda,
kardesinde ve genital muayenesi normal olan baba dedesinde de bu varyant

heterozigot olarak saptandi.

Bu hastada diger gen degisikligi, GATA4 geni heterozigot c¢.487C>T
(p.P163S) varyanti, Clinvar’da 4 yayinda patojenik, 1 yayinda VUS olarak
bildirilmistir ve ACMG kriterlerine gére de muhtemel patojenik olarak
degerlendirildi. Hastanin babasinda, GATA4 gen sekans analizi normal olarak

degerlendirildi. Annede ve hipospadias olan kardesinde, varyant saptandi (Sekil 12).
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Sekil 12: A: 15 no lu hastada GATA4 geni heterozigot ¢.487C>T (p.P163S)
varyantinin NGS analizi goriintiisit B:Hastada GATA4 geni heterozigot ¢.487C>T
(p.P163S) varyantinin sanger analizi goriintiisi C: Hastanin hipospadias olan

babasinda sanger goriintiisii.

Distal hipospadias olgularindan 6 kiside (% 23,07) gen varyant1 saptanirken;
proksimal hipospadias olgularindan ise toplamda 9 hastada (%21,4) gen varyanti
tespit edilmistir. Distal hipospadias grubunda goézlenen gen varyanti olgularinin 1’1
glaniiler hipospadias grubunda, 3’1 koronal hipospadias grubunda yer alirken; kalan
2’si  subkoronal hipospadias grubunda bulunmustur. Proksimal hipospadias
olgularinda ise; gen varyant1 tespit edilen olgularin 2°si midpenil grupta yer alirken,
7’si penoskrotal grupta yer almaktaydi. Hastalarda tespit edilen gen varyantlarinin
sayis1 ve ilgili varyantlar Tablo 6’da Ozetlenmistir. Ayrica c¢alismaya katilan
hastalarin; hipospadias tipleri, varyant saptanan genleri, zigositeleri ve  ACMG

degerlendirmeleri de Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 6: Calismaya katilan hastalarin; farkli hipospadias tipleri igin gen

varyanti tespit edilen hasta sayis1 ve gen varyanti ¢esitleri

Gen Varyanti
Tespit Edilen
Hasta Gen Varyanti Cesitleri
Sayisi/Toplam
Hasta Sayis1
Distal
Hipospadias 6/26
N SOX9 geni heterozigot .76 A>G (p.M26V), AMHR2
Glandler s geni heterozigot ¢.853-11C>T
AR geni hemizigot ¢.1424C>T (p.A475V)
Koronal 3/10 AMH geni heterozigot ¢.391N>C (p.V131L)
LHCGR geni heterozigot ¢.1985A>G (p.N662S)
AKR1C2 geni heterozigot ¢.158 159del AT
(p.Hisb3ArgfsTer4), GATA4 geni heterozigot ¢.487C>T
Subkoronal 2/11 (p.P163S)
SRD5AZ2 geni heterozigot ¢.433C>T (p.R145W)
Proksimal
Hipospadias 9/42
AMH geni heterozigot ¢.1213G>C (p.A405P)
Midpenil 2/8
AR geni hemizigot ¢.1675A>T (T559S)
MAMLD1 geni hemizigot ¢.2486C>T (p.A829V)
MAMLD1 geni hemizigot ¢.2486C>T (p.A829V)
HSD17B3 geni heterozigot ¢.860A>G (p.Y287C)
HSD17B3 geni heterozigot ¢.761_762delAG,
Penoskrotal 7/34

HSD17B3 geni heterozigot ¢.109A>G (p.K37E)

SRD5A2 geni heterozigot ¢.593T>C (p.1198T)

SRD5A2 geni homozigot ¢.586G>A (p.G196S)

AMH geni heterozigot ¢.1657G>T (p.V553L)
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Tablo 7: Calismaya katilan hastalarin; hipospadias tipleri, varyant saptanan

genleri ve zigositeleri ve ACMG degerlendirmeleri

HASTA
NO

HiPOSPADIAS

GEN (kalitim)

ZiGOSITE

GEN
VARYANTI

PROTEIN
DEGISiK
LiGi

Clinvar

ACMG
degerlendir
mesi

Glaniiler

SOX9 (OD)

AMHR?2 (OR)

Heterozigot

Heterozigot

C.76A>G

€.853-11C>T

p.M26V

novel

novel

Benign
(PP2,P3,BS1,
BS2,BP6)
VUS (PM2,
BP4)

Koronal

AR (XLR)

Hemizigot

€.1424C>T

p.A4TEV

VUS

VUS (PML,
PP2,BS2)

Midpenil

AR (XLR)

Hemizigot

C.1675A>T

p.T559S

novel

VUS
(PM1, PP2,
PP3)

Koronal

LHCGR (OR)

Heterozigot

€.1985A>G

p.NB62S

novel

VUS
(PM2, PP2,
BP4)

Koronal

AMH (OR)

Heterozigot

€.391G>C

p.V131L

novel

Muhtemel
Benign
(PM2, BP1,
BP4)

Penoskrotal

AMH (OR)

Heterozigot

¢.1657G>T

p.V553L

novel

VUS
(PM1, PM2,
PP3, BP1)

Midpenil

AMH (OR)

Heterozigot

€.1213G>C

p.A405P

novel

Muhtemel
Benign
(PM2, BP1,
BP4)

Penoskrotal

HSD17B3 (OR)

HSD17B3 (OR)

Heterozigot

Heterozigot

¢.761_762del
AG

€.860A>G

p.Y287C

novel

novel

Patojenik
(PVS1, PM2,
PP3)

VUS

(PM2, PP2,
BP4)

Penoskrotal

HSD17B3 (OR)

Heterozigot

c.109A>G

p.K37E

novel

VUS
(PM2, PP2,
BP4)

10

Subkoronal

SRD5A2 (OR)

Heterozigot

€.433C>T

p.R145W

novel

VUS

11

Penoskrotal

SRD5A2 (OR)

Heterozigot

€.593T>C

p.1198T

novel

VUS

12

Penoskrotal

SRD5A2 (OR)

Homozigot

€.586G>A

p.G196S

Patojenik

Patojenik

13

Penoskrotal

MAMLD1
(XLR)

Hemizigot

.2486C>T

p.A829V

novel

Benign
(BAL, BP1,
BP4)

14

Penoskrotal

MAMLD1
(XLR)

Hemizigot

€.2486C>T

p.AB29V

novel

Benign
(BAL1, BP1,
BP4)

15

Subkoronal

AKR1C2 (OR)

GATA4 (OD)

Heterozigot

Heterozigot

€.158_159del
AT

c.487C>T

p.H53RfsT
er4

p.P163S

novel

Patojenik
VUS

Muhtemel
Patojenik
(PM2)
Muhtemel
Patojenik
(PS1, PM2,
PP2, PP3,
PP5,BS4)
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Distal ve proksimal hipospadias olgular1 2 grup olarak disiiniilip, gen
varyant1 olup olmas: ile iligkisi Ki-Kare testi ile bakildiginda; hipospadiasin distal
veya proksimal olmasi ile gen varyanti olup olmamasi arasindaki iliski anlamli

bulunamamustir (p=0,945).

Hastalar eslik eden ek patolojiler agisindan da incelendiginde; distal
hipospadias olgularinin sadece 2’sinde (yaklasik %8); proksimal hipospadias
grubunda ise 13 hastada (yaklasik %31’inde) ek patoloji saptanmistir. Ek patolojiler;
hidrosel, bilateral inmemis testis, sag/sol inmemis testis, bilateral intrabdominal testis

olarak degismekteydi.

Calismaya katilan 68 hastadan 25’1 (% 37’si) heniiz opere edilmemis olup,
olgulardan biri dis merkezde opere edilmistir. Postoperatif donemde; klinigimizde
opere olan distal hipospadiasli olgularin %4’i (1/18 hasta) tretral dilatasyon, %8’
(2/18 hasta) fistiil onarim1, %4’ de (1/18 hasta) redoiiretroplasti amaciyla reopere
edilmistir. Proksimal hipospadiasli olgularin ise %16’sinda (4/25 hasta) postoperatif
donemde uretral dilatasyon ihtiyaci olmustur. 1 olguya (%4) fistiil onarimi1 yapilmas,

10 olguya (%40) redotiretroplasti yapilmustir.

68 hastadan sadece 2’sinde annenin gebeligi sirasinda hormon kullanimi
kaydedilmistir. Buna ek olarak; hastalar aile Oykiileri acisindan incelendiginde; 10
olguda (yaklasik % 15) aile Oykiisiine rastlanmis oldugu tespit edilmistir. Bu 10
olgunun 4’1 distal hipospadias grubunda goriilmekle birlikte; 6’s1 proksimal

hipospadias grubunda yer almaktaydi.
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TARTISMA

Uretral meatusun normal glaniiler pozisyonundan daha proksimalde; skrotum,
penis govdesi veya perine boyunca yer almasina bagli olarak olusan konjenital
anomali hipospadias olarak adlandirilir. Hastaligin olugsmasinda; endokrinal, genetik,
maternal faktorler ve gevresel etkilerin rolii oldugu diisiilmektedir (103). Ayrica;
hastaliga eslik eden mikropenis, prepusyum yetersizligi, kordinin varlig1 ve korpus
spongiozumdaki yapisal anomalilerle de siklikla karsilasilmaktadir (104). Anormal
penil ve {iretral gelisim ile sonu¢lanan hipospadias, erkeklerde kriptorsidizmden
sonra 2. en sik kasilagilan konjenital patoloji olmakla birlikte, her 125 canli dogumda
1 olacak sekilde karsilagilmaktadir (105). Bir¢ok basarili cerrahi girisim metodu
gelistirilse de, hipospadias etiyolojisini anlamada henlz ¢ok ilerleme
kaydedilememistir. Testislerden serbestlenen androjenler; eksternal genital olusumu
tamamlamak i¢in anahtar hormonlar olmakla birlikte, bozulmus fetal androjen
etkisinin bu hastalik ile sonu¢landiginin bilinmesine ragmen, bu bozulmus etkinin
izole hipospadiasa nasil neden oldugu ile ilgili ¢calismalar sinirlidir. Eksternal genital
yapilarin olusumunu etkileyen molekiiler genetik ile ilgili elde edilen yeni bilgiler,
hipospadias sebepleri ve risk faktorlerinin anlasilmasina katkida bulunmustur. Aile
bazli1 yapilan calismalar neticesinde, hipospadiasta poligenik bir kalitiminin s6z
konusu oldugu, bir¢ok genin ve/veya g¢evresel faktoriin birlikte etkilesimi sonucu bu
hastaligin ortaya ¢iktigi bildirilmistir (106,107). CGB hastaliklarinda, Kklinik ok
degiskendir ve etiyolojisinden yaklasitk 75 gen sorumludur. Bu genler seks
hormonlar1 sentezinde rol alan ya da gonodal gelisme siirtecinde gorevli olan
genlerdir (108). Bu ¢alismada da, erken ve ge¢ embriyolojik donemde gorev alarak
erkek tipi fenotipin gelismesinde rol oynayan seks hormon biyosentezi ve
metabolizmasi ile iligkili genlerin saptanmasi ve hipospadias klinigi ile iliskisinin
arastirtlmas1 hedeflenmistir. Bu amagcla, hipospadias tanisi almis 68 hastanin
periferik kan orneklerinde ¢alisilan AMH, AMHR2, ANKR1C4, AR, ARX, ATRX,
CYB5A, CYP11Al, CYP17Al1, DHCR7, DHH, GATA4, HCCS, HSD17B3, LHCGR,
MAMLD1, MAP3K1, NR5AL, OPHN1, SOX9, SRD5A2, SRY, WT1, ZFPM2 genlerini
iceren NGS hedef gen panel analizi sonuglari, retrospektif olarak degerlendirildi ve

genotip fenotip iligkisi arastirildi.
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Calismamizda hastalarin fenotiplerini degerlendirdigimizde, hastalardan
yaklagik olarak %38’inde (26/68 hasta) distal hipospadias goriiliirken, yaklasik
olarak %62’sinde (42/68 hasta) proksimal hipospadias kaydedilmistir. Distal
hipospadias olgularmin ¢ogunlugunu ise koronal ve subkoronal gruplar (21/26 hasta)
olustururken; proksimal hipospadiasli olgularda, olgularin biiyiik bir ¢cogunlugunun
penoskrotal grupta (24/42 hasta) oldugu saptandi. Hipospadias alt tipleri ile ilgili
yapilan ¢ok sayidaki g¢alismada da bizim bulgularimizdan farkli olarak, distal
(anterior) hipospadias olgularin ¢ogunlugu (%50-70) olusturdugu fark edilmistir
(109-111). Duckett ve ark.’lar1 ise; anterior, orta ve posterior olarak siiflandirdigi
hipospadias alt tiplerinin goriilme oranmni sirastyla %50, %30 ve %20 olarak
siralamistir (112). Calismamizda literatiirden farkli olarak distal hipospadias olan
hasta sayimiz diisiiktii. Bu oran diisiikliigiiniin, hipospadias tanili hastalardan sadece
genetik analizi yapilmis olan hastalari calismaya dahil etmemizden kaynaklandigini

diisiiniiyoruz.

Hipospadias olgularinda meanin pozisyonu, ilgili operasyonun basarisini
olduk¢a etkileyen ve uygun tedavi metodunun da belirlenmesine yon verdigi
kaydedilmistir. Ornegin, mea yerlesiminin daha proksimale dogru ilerlemesi,
tedavinin daha komplekslesmesine ve ilgili operasyonun basarisinin diigmesine
neden oldugunun iddia edildigi bircok yayimna rastlanmaktadir. Snodgrass ve
ark’larinin 2007 yilinda gergeklestirdigi bir calisma neticesinde; distal, midsaft ve
proksimal olarak ayrilan hipospadias ¢aligma gruplarinda, komplikasyon oranlari
strast ile %2,5, %12 ve %25 olarak hesaplanmistir (113). Bizim hasta verilerimiz goz
oniine alindiginda; klinigimizde opere edilen olgularda komplikasyon goriilme orani
distal hipospadiasli olgularda %16 (4/18 hasta), proksimal hipospadiasl olgularda ise
%60 (15/25 hasta) olarak saptanmistir. Bu hastalardan bir kez cerrahi 6ykusu olan 43
hasta arasindan; %28’i (19/43 hasta) ikinci bir operasyona ihtiya¢ duyarken, %20
sinde (9/43 hasta) 3 ve daha fazla sayida operasyona ihtiya¢ duyulmustur. Bar-Yosef
ve ark.’lari; 34 hipospadias hastasindan olusan calisma gruplarinda, daha 6nce
operasyon geciren 22 hastadan 6’min ikinci bir operasyona, 6’sinin ise 3 ve daha
fazla sayida ek operasyonlara ihtiya¢ duyuldugunu gdstermistir (114). Emir ve

ark.’larina ait bagka bir ¢alismada ise, daha once bir kez opere olmus 37 hipospadias
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hastasindan 6’sinda ve birden fazla sayida opere olmus 18 hastadan ise 8’inde

komplikasyon gelistigi tespit edilmistir (115).

Calisma verilerimiz degerlendirildiginde, c¢alismaya katilan hastalarin ilk
operasyon yaslart ortalama olarak 3,22+2,95 olarak hesaplandi. Daha 6nce yapilan
calismalar neticesinde, erkek cocuklarmin genital organlarinin farkina varma yasi 3
ile 5 yas arasi olarak bulunmustur. Eger ailede kendinden daha biiyiik bir erkek
cocugu varsa, bu farkindaligin daha 6nce olustugu kaydedilmistir (116). Hipospadias
cerrahisi zamanlamasi i¢in ise; hastanin penis boyu, anestezi riski, psikolojik olarak
etkilenmesi gibi birgok unsur dikkate alinir. Cocuk hastalarda, anestezi i¢in risk 6
aydan sonra eriskinlerle benzer olurken, penis boyu da 1 yas civarinda ortalama
olarak, okul 6ncesi ¢ocugun penis boyundan yaklasik olarak 0,8 cm kadar kisa
olmasi nedeniyle cerrahi agisindan risk olusturmaz (117). Anestezi ve hipospadias
cerrahisinde tekniklerin artmasi, pediatride saglanan genis hareket alani ile birlikte
ebeveynin cocuk ile birlikte kalabilmesi sayesinde ¢ocuk hastada ayrilma anksiyetesi
problemi asildi ve Amerikan Pediatri Akademisi hipospadias cerrahisinin 6-12 ay ya

da 4 yasin lizerinde gercgeklestirilmesi gerektigine karar verdi (118).

Calisma verilerimize bakildiginda 68 hasta katilimcidan 15’inde (%22)
hipospadiasa ek olarak; hidrosel, bilateral inmemis testis, sag/sol inmemis testis,
bilateral intrabdominal testis patolojilerinin de bulundugu fark edildi. Bizim
calismamiza benzer bir sekilde Bizim ¢alismamizda tiim katilimcilarin dogum haftasi
ortalamas1 ise 37,38+2,74 olarak bulundu. Calismamizda saglikli bireyler i¢in
verilerin olmamasi nedeniyle, gestasyon yasi ve ek patolojilerin bulunma durumunun

hipospadias ile iligkisini inceleme olanagimiz olamadi.

Androjen ve Ostrojen sentezini bozan, androjen reseptorii (AR) antagonisti,
S5a rediiktaz inhibitorleri, steroid hormon sentezindeki enzimlerin inhibitorleri,
seksiiel farklilagma sirasindaki sinyal yolaklarindaki bozukluklar gibi deneysel
olarak indiiklenen ortamlarin hipospadiasa neden olmasi ile hastaligin altinda yatan
biyokimyasal ve genetik siire¢ler daha iyi anlasilabilmistir (119,120). Bunlara ek
olarak; 2 ¢alisma gebeligi siiresince progestin kullanan annelerin bebeklerinde
hipospadias riskinin 2 katina ¢iktig1 kaydedilmistir (121,122). Bizim ¢alisma
grubumuzda sadece 2 annenin progestin kullandig1 fark edildiginden dolay1, gebelik
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sirasindaki  hormon kullanimi ile hipospadias iligkisi hakkinda bir yorum

yapabilmemiz mimkin olamamaktadir.

Hipospadiasin yiiksek bir ailesel insidansi oldugu yapilan calismalar ile
gozlenmis ve poligenik kalitimin oldugu gosterilmistir. Bizim calismamizda da
hastalar aile dykiileri agisindan incelendiginde; 10 olguda (yaklasik olarak % 15) aile
Oykiisiine rastlanmis oldugu tespit edilmistir. Poligenik kalitimin s6z konusu oldugu
hipospadiasta ailesel olgularin incelendigi caligmalar, hafif ve izole hipospadiastan
daha cok kriptorsidizm ve mikropenis ile birlikte hipospadiasi bulunan hastalarda
yapilmis ¢aligmalardir (6). Ancak agir hipospadias olgular1 siklikla sporadik iken,
hafif hipospadiasda ailesel kalitim daha sik goriilmektedir (kalfa). Hipospadias alt
tiplerine bakilmaksizin ailesel olgular, yaklasik %10 siklikta goriilmektedir. Ollivier
ve ark.’larinin izole hipospadias olan 395 hastay1 degerlendirdikleri bir ¢alismada,
pozitif aile Oykiistiniin %22,3 (88/395 hasta) siklikta oldugu saptanmistir (118).
Hipospadias tiplerine gore degerlendirdiklerinde, ailesel olgular en sik (%75)
glaniller veya penil anterior yerlesimli hipospadiasta goriilmiistiir. Ayrica; aile
Oykiisii olan bireylerde yapilan gen analizi neticesinde; 88 olgunun 5’inde (%5,68)
gen varyantr saptanmistir. Bizim ¢alismamizda da hastalar aile Oykiileri agisindan
incelendiginde, literatiir ile uyumlu olarak, 10 olguda (yaklasik olarak % 15) ailede
hipospadias Oykiisii vardi. Ancak, ¢aligmamizda literatiirden farkli olarak en sik
proksimal hipospadiasli olgularda aile Oykiisii saptanmistir. Bunun sebebinin
hastalarimizin yaklasik %61’ inin proksimal hipospadias olmasindan kaynaklandigin
diistinliyoruz. Caligmamizda, 10 ailesel olgunun 2’sinde (%20) patojenik/muhtemel
patojenik varyant saptandi. Oranimizin yliksek olmasinin, ailede hipospadias dykiisii

olan hasta sayimizin az olmasindan kaynaklandigini oldugunu diisiinmekteyiz.

Calisma hastalarimizin genotiplerini degerlendirdigimizde; 46, XY CGB gen
paneli ile 15 hastada, 17 varyant saptandi (15/68 hasta; %?22). Varyant saptanan
genler: SRD5A2, HSD17B3, AMH, AR, MAMLD1, AMHR2, LHCGR, AKR1C2,
GATA4 ve SOX9 genleridir. En sik varyant saptanan genler; SRD5A2 (3 varyant;
3/17 hasta) HSD17B3 (3 varyant; 2/17 hasta) AMH (3 varyant; 3/17 hasta) ve AR (2
varyant; 2/17 hasta) genleridir. Saptanan varyantlarin 14’t novel iken, 3 varyant

Clinvar’da daha 6nce bildirilmistir. Bildirilmis olan varyantlar; SRD5A2 ¢.586G>A
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(patojenik), AR geni ¢.1424C>T (VUS) ve GATA4 geni ¢.487C>T (4 yayinda
patojenik ve 1 yayinda VUS) varyantlaridir.

SRD5A2 geninde saptanan varyantlar; ¢.586G>A ¢.433C>T ve ¢.593T>C
varyantlaridir. Glinlimiiz literatiiriinde genler ve hipospadias arasindaki iliski, daha
cok genital tiiberkiil gelisimi ve seks steroid metabolizmasi ile ilgili olasi genler
tizerine yogunlagmustir. Bu genlerden SRD5A2; 5a-rediktaz tip 11 kodlayan gen olup,
testesteronun dihidrotesterona doniisiimiinden sorumludur. SRD5A2 geninde ortaya
cikabilecek bir defekt, steroid Sa-rediiktaz tip II enziminin etkinliginin bozulmasina
ve otozomal resesif kalitilan Psddovaginal perineoskrotal hipospadias
(MIM#264600) hastaliginin ortaya c¢ikmasina neden olur. Giiniimiize kadar,
SRD5A2 geninde 120°den fazla varyant tespit edilmistir. Bu varyantlar siklik
sirasina  gore; missense (%65), kiiciik delesyon-insersiyonlar (%25), splicing
mutasyon (%4), nonsense (%3) ve biiyiik delesyonlardir (%3) (Insan Gen Mutasyon
Veri Tabani (The Human Gene Mutation Database), Clinvar and PubMed). Patojenik
varyantlar gende en sik ekzon 1 ve ekzon 4’de goriilmektedir (123). Calismamizda, 3
hastada SRD5A2 gen varyant1 saptadik. Hepsi missense olan bu varyantlarin 2’si
ekzon 4’de 1 tanesi ekzon 2 deydi. Subkoronal hipospadiasi olan novel heterozigot
c.433C>T (p.R145W) varyanth hastada (hasta no: 10) ve penoskrotal hipospadiasi
olan novel heterozigot ¢.593T>C (p.I198T) varyantli hastada (hasta no: 11), genin
diger alleli normaldi. Bu 2 varyant da, ACMG kriterlerine gore, VUS olarak
degerlendirildi. Ancak SRD5A2 geni ile iliskili hipospadias, otozomal resesif
kalitilmaktadir. Bu 2 hastada, heterozigot varyant oldugu i¢in hastalik ile
iliskilendirilmedi. Penoskrotal hipospadiasi olan diger hastada (hasta no: 12),
homozigot ¢.586G>A (p.G196S) varyanti saptandi. Bu varyant, hipospadias ile
iligkili oldugu gosterilmis patojenik bir varyanttir. Hastanin klinigi ile uyumluydu.
Hastanin anne ve babasi arasinda 2. kuzen evliligi vardi. Ailede baska hipospadias

tariflenmedi.

SRD5A2 geninde hot spot mutasyon bolgeleri bildirilmistir (124). Bu
bolgeler; 196, 227, 235 ve 246aa lokuslaridir. p.G196S, genin sik goriilen patojenik
varyantlar1 arasindadir. Tirkiye’den yapilan ¢alismada da, androjen insensivitesi

oldugunu diistindiikleri (mullerian yapilarin olmadigi, testisin normal oldugu 46,XY
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karyotipi olan, Testesteron yiiksekligi, normal ya da yiksek LH, normal FSH
ve/veya testesteron/dihidrotestesteron orani olan) 46 indeks hasta degerlendirilmis, 6
hastada SRD5A2 geninde patojenik varyant saptanmis ve bu varyantlarin 3’{iniin
p.G196S oldugu bildirilmistir (125). Yine iilkemizde yapilmis baska bir ¢aligmada,
SRD5A2 gen varyant1 saptanan 85 hastadan 13’iinlin p.G196S oldugu bildirilmistir
(abaci). Bu varyantin Tiirk toplumunda sik goriilmesinden dolayi, founder effekt
(mutasyon kurucu etki) oldugu oOne siiriilmektedir. Calismamizda da SRD5A2
geninde saptanan 3 varyanttan 1’1 p.G196S idi. 44 iilkede, 5 alfa redliktaz tip 2 enzim
eksikligi olan 434 hastanin degerlendirildigi calismada, hastalarda ortalama tan1 yasi
12.56 £ 8.41 (1 ile 47 yas aras1) olarak belirtilmis. Hastalarin %58’1 ¢ocukluk
doneminde, %25°1 puberte donemi ve %17’si eriskin donemde tan1 almis. Hastalarin
%69,4’1, kiz olarak biiyiitiilmesine karar verilmis (124). SRD5A2 genotip- fenotip
degerlendirmesinin yapildig: bir caligmada, hastalarin fenotiplerini Sinnecker’s Score
a gore degerlendirmigler. Siklikla, izole hipospadias gibi hafif fenotip yapan
patojenik varyantlar (p.R246Q) oldugu gibi, disi dis genital yapiya yol acabilen
varyantlar da bulunmaktadir (p.G183S and p.Q126R). p.G196S patojenik varyanti
olan hastalarda, fenotipin la-4a arasinda degistigi bildirilmistir (124). Bununla
birlikte Tiirkiyede 2019 yilinda yapilmis ¢alismada, SRD5A2 gen patojenik varyanti
olan 85 hasta degerlendirilmis ve en sik dig genital yap1 fenotipinin Sinnecker skora
gore disi dominant fenotip (4a-4b, %42,3) oldugu belirtilmistir. Hastalarin sadece
%14 1linlin predominant erkek (2a-2b) oldugunu saptamislar (123). p.G196S varyanti
olan 13 hastanin 11’inde dis genital yapinin erkek ve predominant erkek fenotip ile
uyumlu oldugu ve bu hastalardan 3’iiniin Sinnecker skoruna goére 2b fenotipinde
oldugu bildirilmistir (123). Calimamizda SRD5A2 p.G196S varyant1 olan 1.5 yasinda
tan1 alan hasta Sinnecker Skorlamasina gore 2b fenotipinde idi ve hipospadias
onarimi planlandi. Genetik danisma ile aileye her gebelikte %25 homozigot varyanti
olan ¢ocuk riski oldugu ve erkek hastalarin etkilenebilecegi anlatildi. Ayrica bu

varyanti tagtyan hastalarda, fenotipin degisken oldugu belirtildi.

Calismamizda HSD17B3 geninde saptadigimiz varyantlar; ¢.761 762delAG,
c.860A>G ve c.109A>G varyantlaridir. HSD17B3 geni; androstenedionun
testesterona doniisiimiinden sorumlu b-hidroksisteroid dehidrogenaz tip 3 enzimini

kodlamaktadir. Otozomal resesif kalitilan 46, XY cinsiyet gelisim bozuklugu
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hastaligindan (MIM#264300) sorumludur. HSD17B3 yetmezligi ilk olarak 1971°de
tanimlanmistir. XY genotipindeki bu hastalarda; dis genital organlarda yetersiz
virilizasyon, ¢ogunlukla disi dig genital goriiniim, klitoromegali ve/veya labial
birlesme ve kor uclu (blind-ending) vajina goriilebilmektedir. Daha az siklikla
olmakla birlike, mikropenis veya hipospadiasin eslik ettigi belirsiz dis genital organ
goriintiileri de kaydedilmistir. Hastalarin ¢ogunlukla testislerinin ve normal Wolffian
kanal tiirevlerine sahip oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak, cocuklukta HSD17B3
yetmezIligi klinik bulgusunun, Androjen Duyarsizlik Sendromu (AIS: Androgen
Insensitvity Syndrome) olarak ele alinmasina karar verilmistir. HSD17B3 yetmezIligi
cesitli klinik fenotipler ile karakterize olup, bu durum testislerdeki HSD17B3
enziminin kismi aktivitesine baglanabilecegi gibi, bazi hastalarda HSD17BS5 gibi
diger enzimelerin androstenedionu testesterona testise ek olarak (extratesticular)
tiretebilecegi ile aciklanmaktadir. Ancak her kosulda; HSD17B3 yetmezIligi, serum
androstenedion yiiksekligi ve HCG (human koryonik gonadotropin) uyarimi sonrasi
diistik serum testesteron/androstendion orani ile kolayca tespit edilebilmektedir
(126,127). Japonya’da gergeklestirilen ve bu genin 6 tek niikleotit polimorfizminin
(SNP: Single Nucleotide Polymorphism) arastirildigr 89 olgununn incelendigi bir
calismada G289S, SNP ile hipospadias risk artis1 arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur (128). Bizim ¢alismamizda, 2 hastada HSD17B3 gen varyanti saptandi.
Penoskrotal hipospadias olan hastada (hasta no:9) HSD17B3 heterozigot ¢.109A>G
varyanti (VUS) varken, diger allelde varyant saptanmadi. Hastanin hormonal
degerlendirmesi normaldi. Penoskrotal hipospadiasi olan hastada (hasta no:8),
Clinvarda daha once bildirilmemis olan HSD17B3 geni birlesik heterozigot
€.761_762delAG (muhtemel patojenik) ve ¢.860A>G (VUS) varyantlar1 saptandi.
Hastada, sadece dogumdan sonra ACTH (Adrenokortikotropik Hormon) yiiksekligi
saptanmig, ancak tedavi uygulanmadan normale dondiigil tespit edimistir. Hastanin
takip hormonal degerlendirmesi normal oldugu igin, klinik ile HSD17B3 gen

varyantlar iliskilendirilmedi.

Hipospadias olan hastalarimizi degerlendirdigimiz ¢alismamizda, AR
geninde saptanan varyantlar; hemizigot ¢.1424C>T ve hemizigot c.1675A>T
varyantlaridir. X kromozomu iizerinde yer alan AR ise; daha dnce de bahsedildigi

gibi gonadal androjenlerin biyolojik etkilerini géstermelerini saglar (129). Bugen,
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X’e bagh resesif kalitilan Androjen insensivite sendromu (MIM#300068) ve X’e
bagli resesif kalitilan hipospadias Tip 1’den (MIM#300630) sorumludur. AlS, 3
klinik subgruba ayrilir; komplet, parsiyel ve hafif. AR gen mutasyonu olmasi
durumunda klinik, normal testisten kriptorsidizm, bifis skrotuma, mikrofallustan
hipospadiasa kadar degisebilmektedir. Hastalarin %95-97’sinde AR gen sekans
anomalisi bulunurken, %3-5’inde genin biiyiik delesyon ve duplikasyonlari klinikten
sorumludur. AR gen mutasyonlari, komplet AIS hastalarin %65-95 kadarindan,
parsiyel AIS hastalarin %50°den azindan sorumludur. Hafif AIS olan hastalarda ise
AR gen mutasyon orani bilinmemektedir (130). 2019 yilinda 80 (73’1 46,XY, 7’si
46,XX) cinsiyet gelisim bozuklugu olan hastada, 30 geni degerlendiren NGS analizi
sonucunda, 7 hastada AR gen varyanti saptanmigs. Bu hastalardan 2’sinde agir
hipospadias, 1’inde ise hipospadias ve mikropenis oldug: bildirilmistir (%4,1) (131).
AR genine CAG tekrar sayisinda artmanin, azalmis AR ekspresyonuna neden oldugu
fark edilmistir (132). Calismamizda, 2 hastada AR gen varyanti saptandi. Koronal
hipospadias olan hastada (hasta no: 2) saptanan missense p.A475V varyanti,
Clinvar’da VUS olarak bildirilmis ve ACMG kriterlerine gére VUS olarak
degerlendirilmistir. Ancak aile segregasyon analizinde, hastanin 2 kardesinde de bu
varyant saptanmis olup, her iki kardesin de genital muayeneleri normal idi. Clinvar
da VUS olarak bildirilmis olan bu varyantin, hastaliga yol agmadig1 gosterilmis oldu.
Midpenil hipospadias1 olan bir diger hastada (hasta no:3) novel missense p.T559S
varyant1 (Clinvar’da bildirilmemisti) saptandi. Varyant, ACMG kriterlerine gore de
VUS olarak degerlendirildi. Annede tasiyicilik saptandi ve penis muayenesi normal
olan erkek kardesinin AR gen sekans analizi normaldi. X’e bagh kalitilan bu
hastalikta saptanan novel varyant1 degerlendirmek i¢in, annenin 2 erkek kardesinin

analizi planlandi.

Gebelik sirasinda fetal hipofiz bezinden salgilanan liiteinlestirici hormon
(LH), Leydig hiicrelerinden androjen iiretiminin devam etmesini saglar.
Liiteinlestirici hormon/koryonik gonadotropin reseptoriic (LHCGR) ise, her 2
hormonun da etkisini goOstermesini saglarken, bu reseptor erkek cinsiyet
farklilagsmasinda oldukc¢a 6nemli oldugu gibi eriskin normal {ireme fonsksiyonunda
da gereklidir (139). LHCGR geni, otozomal resesif kalitilan leydig hiicre hipoplazisi
ile psédohermafroditizm ve hipergonadotropik hipogonadizme (MIM#238320) yol
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acar. Bu genin inaktivasyon mutasyonlarinda 46,XY kromozomal yapisi olanlarda,
predominat disi dis genital fenotip, kor sonlanan vajina ve bilateral kriptorsidizm,
pubertede sekonder seks karakterleri gelisiminde gerilik goriiliir. Puberteden once
saptanan olgular, siklikla kiz olarak biiytitiiliir. Bu hastaligin 1limli formunda ise, LH
ve HCG hormonuna kismi yanitsizlik vardir. Klinik, mikropenis ve/veya hipospadias
seklinde tamamlanmamis erkek sekstiel diferansiasyondan, hipergonadotropik
hipogonadizme kadar degisebilmektedir. CGB olan 46,XY kromozoma sahip 73
hastanin genetik analizinin yapildig1 calismada, patojenik LHCGR gen varyanti
saptanmamistir (131). Biz de calismamizda patojenik oldugu bilinen LHCGR
varyant1 saptamadik. Ancak koronal hipospadiasi olan bir hastada (hasta no: 4),
klinik 6nemi bilinmeyen novel heterozigot missense varyant (p.N662S) saptandi. Bu
varyant VUS olarak degerlendirildi. LHCGR geninin sorumlu oldugu hastalikta,
otozomal resesif kalitim s6z konusu oldugu ve diger allelde varyant saptanmadigi

icin klinik ile uyumlu bulunmadi.

AMH, otozomal resesif kalitilan Persistan miillerian dukt sendromu tip 1’den
(MIM#261550) sorumludur. AMHR2, AMH proteinin baglandigi reseptordiir.
AMHR2 geni de Persistan miillerian dukt sendromu tip 2 hastalig: ile iligkilidir.
AMH, erkeklerde, fetal yasamdan, puberteye kadar siklikla sertoli hiicrelerinden
sentezlenir. Serum AMH diizeyinin saptanamamasi, komplet gonodal disgenezis ve
anorsidizm olgularinda goriiliir. Feyaerts ve ark.’lar1 32 hipospadiash ¢ocuk ile
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda; 2 hastada diisik AMH plazma seviyelerine
rastlamis ve bunun Sertoli hiicre yetmezIligi olarak yorumlanabilecegini iddia
etmislerdir (142). 2019 yilinda yapilan 46,XY DSD (Disorders of Sex Development)
olan 73 hastanin degerlendirildigi bir baska ¢alismada, 6 hastada AMH geninde
varyant (3 patojenik, 3 VUS) saptanmis, ancak bu hastalardan sadece birisinde
hipospadias oldugunu bildirmislerdir (143). Diisik AMH seviyesi ise primer
testikiiler disfonksiyon ve kriptorsidizm parsiyel gonodal disgenezis ve ya da santral
hipogonadizm de gorulir. Bu nedenle, izole hipospadias olan olgularda, AMH
siklikla normaldir (141). Bizim ¢alismamizda, 3 hastada AMH, 1 hastada AMHR2
geninde varyant saptandi. AMH geni novel heterozigot ¢.391G>C, c.1657G>T ve
¢.1213G>C varyantlari, sirasiyla koronal (hasta no: 5), penoskrotal (hasta no: 6), ve

midpenil hipospadiasi (hasta no:7) olan hastalarda goriildii. ACMG’ye gore
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€.391G>C ve ¢.1213G>C muhtemel benign, c¢.1657G>T ise VUS olarak
degerlendirildi. AMHR2 novel heterozigot ¢.853-11C>T varyanti, glaniiler
hipospadias1 olan hastada (hasta no:1) saptandi. ACMG’ye gore VUS olarak
degerlendirildi. AMH ve AMHR2 genlerinin sorumlu oldugu hastaliklar, otozomal
resesif kalitilmaktadir. Hastalarda genlerin diger alleli normal olmakla birlikte, klinik
degerlendirmesinde persistan miillerian yapilar ve testikiiler anomali yoktu. Bu

nedenle AMH ve AMHR2 gen varyantlari klinik ile uyumlu bulunmadi.

AMHR2 gen varyant1 saptadigimiz hastada, ayn1 zamanda SOX9 geninde de
heterozigot ¢.76A>G varyant saptandi. Y geninin cinsiyet-belirleyici bolgesi (sex-
determining region, SRY); Sertoli hiicrelerinin gelisimini indukleyerek, erkek sekstel
farklilasmasinda kritik rol oynadigi bilinmektedir. SRY box (SOX9) ise; SRY’nin
cinsiyet belirleyen sinyal yolagindaki hedeflerden biri olup, Sertoli hiicrelerine-
spesifik anti-Mdlleryan hormon ekspresyonu ve fetal testislerde testesteron
sentezinin diizenlenmesinde gorev alir (136,137). SOX9 gen mutasyonlari, otozomal
dominant kalitilan kampomelik displazi ve 46,XX cinsiyet gelisim bozukluguna yol
acmaktadir. Cin’de 90 hipospadias hasta ile yapilan ¢aligma neticesinde; SRD5A2,
AR ve WT1 genlerinde SNP saptanmasina ragmen; SRY ve SOX9 genlerinde varyant
saptanmamstir (138). Wang ve ark.’lari; hipospadias hastalarinda rastlanan gen
varyantlarinin siklikla androjen aktivitesi ve metabolizmasini kontrol eden genlerde
(SRD5A2, AR, WT1) goriilirken; daha nadir olarak cinsiyet farklilagmasinin erken
evrelerinden sorumlu olan genlerde (SRY, SOX9) de rastlandigini iddia etmislerdir
(138). Genin promotor bolge delesyon ve kopya sayisi degisikliklerinde 46,XY
cinsiyet gelisim bozuklugu goriilebilmektedir. Bu hastalarin ¢ogunda disi  dis
genitas1 goriiniim bulunmaktadir. Hipospadias ile SOX9 gen dizi degisikligi bugiine
kadar bildirilmemistir. Calismamizda, glaniiler hipospadias1 olan hastada (hasta no:
1), SOX9 geni heterozigot novel missense p.M26V varyantt saptandi. Aile
segregasyon analizinde, hipospadiast olmayan babada da ayni varyant saptandigi ve
ACMG kriterlerine gore benign olabilecegi onerildigi i¢in hastalikla iligkisi olmadig1

diistiniildii.

Calismamizda MAMLD1 geninde ¢.2486C>T varyanti, 2 hastadasaptandi.
MAMLD1 geni X’e bagli resesif kalitilan Hipospadias tip 2 hastaligindan
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(MIM#300120) sorumludur. Bugiline kadar az sayida (~20) gen varyanti
bildirilmigtir. Hastalarin  ¢ogunda, hipospadias bulunmaktadir. Ek olarak
kriptorsidizm, bifid skrotum, mikropenis, bildirilmistir. MAMLDZ1; miyotlbuler
miyopatiden sorumlu gen olup, hipospadias ile iliskisi birgok ¢alismada
gosterilmistir. MAMLD1 geni ile ilgili yapilan calismalar neticesinde; bu genin
cinsiyet gelisiminin kritik doneminde fetal Seroli ve Leydig hiicrelerinde eksprese
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, hayvan c¢alismalarinda gecici olarak susturulan
(knockdown) MAMLD1 mRNA gen ekspresyonunun, Leydig hiicrelerinde testeron
tiretimini anlamli derecede diisiirdiigii kaydedilmistir. MAMLDY, sterodojenik faktor
(SF-1) ile birlikte ecksprese olup, cinsiyet olusumuna katilan genlerin
transkripsiyonunun  diizenlenmesinden  sorumludur. Hipospadiasli  hastalarin
molekiler genetik analizlerinde, MAMLD1 geninde cesitli nokta mutasyonlarina
rastlanmis olup, bunlarin MAMLDI1 proteini etkinligi tespit edilmistir. Chen ve
ark.’larinin 99 hipospadias hastasinda MAMLD1 geninin direkt sekanslamasinin
arastirildigi  calismada, 5 non-sinonim (non-synonmous) mutasyon, 1 sinonim
mutasyon ve 1 kodlama olmayan bolge (hon-coding) mutasyona rastlanmigtir (133).
Hughes ve ark.’larinin CGB olan 80 hastada, NGS molekiiler genetik analizi ile
yaptiklar1 caligmada, 1 hastada X’e bagli hipospadias saptanmistir (aile dykiisiinde 2
erkek kardes ve annede de bu variant kaydedilmistir) (134). 46,XY CGB olan 166
hastanin degerlendirildigi calismada, hipospadiasi olan 3 hastada MAMLD1 geni
nonsense varyanti saptanmistir (135). Caligmamizda penoskrotal hipospadias1 olan 2
hastada (hasta no: 13 ve 14) aym1 MAMLDL1 gen varyanti saptandi. Ancak ACMG
kriterlerine gore, normal populasyonda da sik bulunan varyant oldugu icin, benign

olarak degerlendirildi.

Fetal testislerde androjen sentezi 2 metabolik yolak ile isleyebilir: ilki daha
once de bahsedilen ve testesteronun DHT ye dontistiiriildigii klasik yol olup; ikincisi
ise “arka kap1” (“backdoor”) bir yolak olan ve DHT nin aldo-keto rediiktaz ailesi 1
ile sentezlendigi ve testesteron ara iirlinii kullanmayan AKRI1C3, AKRIC2 ve
AKRI1C4 enzimlerini i¢eren yolaktir. AKR1C2 geni, otozomal resesif kalitilan 46,XY
sex Reversal hastaligindan (MIM#614279) sorumludur. Bu hastalikta testisler normal
ya da inmemis testis seklindedir. Dis genital yapida ambigus genitalya
gorilmektedir. 2020 yilinda yapilan, hipospadias ile AKR1C2, AKR1C3 ve AKR1C4
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genleri iligkisini arastiran ¢alismada, bu gen patojenik varyantlarindan ziyade SNP
degisikliklerinin oldugu belirtilmektedir ve hastaliga yatkinlik ile AKR1C2 gen
iligkisini aragtiran ¢alismalar bulunmaktadir (144). Calismamizda, subkoronal
hipospadiasi olan bir hastada (hasta no: 15) AKR1C2 gen varyant1 saptadik. Ancak
diger allel normaldi. Hastanin hipospadias olan babasinda ve kardesinde de ayni
varyant varken, saglikli olan baba-dedesinde de bu varyant gosterildi. Bu nedenle
hastalikla iligkili olmadigi diisiiniildi. Bu hastada aym1 zamanda, GATA4 geni
heterozigot ¢.487C>T (p. P163S) varyanti saptandi. Bu gen otozomal dominant
kalitilan izole kalp anomalileri (vetrikiiler septal defekt, atrial septal defekt, Fallot
Tetrolojisi) ve yine otozomal dominant kalitilan testikiiler anomaliler ve/veya
konjenital kalp hastaligi (MIM#615542) ile iligkilidir. Hastamizda saptanan GATA4
c.487C>T varyanti, daha once kardiyak patolojisi olan hastalarda 1 yayinda VUS, 4
yayinda patojenik olarak degerlendirilmistir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/),
(145). GATA4 geninin kardiyak patolojiden farkli olarak CGB ile iliskisi, ilk defa

2011 yilinda Lourenco ve ark tarafindan bildirilmistir. Ayni aileden 2 erkek kardes
ve 1 kuzende, GATA4 gen varyanti saptanmigs olup indeks olguda ve erkek
kardesinde hipoplastik labioskrotal kivrimlar, perineal hipospasias, korpus
kavernozum hipoplazisi ve anne tarafindan erkek kuzeninde ise, ambigus genitalya
klinigi bildirilmis ancak bu 3 erkek hastanin ve varyant saptanan annenin
Ekokardiyografi ile degerlendirilmeleri normal oldugu gosterilmistir (146).
Literatiirdeki bu calismadan sonra, bugiine kadar bildirilmis GATA4 gen varyanti
saptanmig CGB olan hasta sayis1 20°den azdir ve varyantlarin hepsi missense
varyanttir. Bu hastalarda klinik, hafif hipospadiasdan disi dis genital yapiya kadar
degismektedir ve c¢ogunda eslik eden kalp anomalisi bulunmamaktadir.
Caligmamizda novel GATA4 gen varyanti saptadigimiz hastamiz ve hipospadias
nedeni ile opere olan kardesi, ayn1 sekilde missense varyanta sahiptir. Hastanin
hipospadias olan babasinda ise bu varyant saptanmamistir. Etkilenmis aile
bireylerinde, kardiyak anomali yoktu. Literatiirde 4 yayinda patojenik ve 1 yayinda
VUS olarak bildirilen bu varyant, penoskrotal hipospadiasi olan 2 kardesde klinigi
acikliyordu. Hipospadiasda poligenik kalitim s6z konusudur. Babada, hipospadias
etiyolojisinden NGS panelinde yer almayan bir genin sorumlu olabilecegini

diistinmekteyiz.
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Daha once hipospadias etiyolojisi ile ilgili yapilan caligmalar neticesinde;
bazi olgularin altindaki sebebin genetik temelli (<%10) oldugu fark edilse de, bircok
olgunun idiyopatik oldugu bildirilmistir (119). Literatiirde, 46,XY CGB olan
cocuklarda, etiyolojiye yonelik NGS analizinin yapildigi az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Tiirkiye’de, 46,XY CGB hastalarinda, NGS analizi yapilmis tek bir
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada AR ve SRD5A2 gen dizi analizinde patojenik
varyant saptanmamis hastalar1 ¢alismaya dahil etmisler. 20 hastayi, 56 gen iceren
NGS paneli ile degerlendirdikleri calismada, 9 (%45) hastada patojenik varyant
saptanmig (Sekil 13,14). Varyant saptanan genlerin; HSD17B3 (6 hasta), WT1 (1
hasta), LHCGR (1 hasta) ve SRY (1 hasta) oldugunu bildirmisler. Bu hastalardan
sadece HSD17B3 varyanti saptanan 1 hastada hipospadias oldugunu belirtmisler
(147). 2018 yilinda yapilan 46,XY CGB olan 70 hastanin degerlendirildigi bir
calismada, 47 hastalikla iliskili, 33 aday geni kapsayan NGS paneli ile hastalar analiz
edilmis (Sekil 14). Bu calismada, 30 hastada (%42) patojenik varyant saptanmig
(Sekil 13). En sik varyant saptanan genlerin NR5AL (10/70; %14,2), SRD5A2 geni
(8/70 hasta; %11,4), ve AR (8/70; %]11,4) oldugunu bildirimisler Calismaya dahil
ettikleri hastalarin, 62’sinde (%88) hipospadias ile birlikte ek anomali (mikropenis,
kriptorsidizm) oldugu ve izole hipospadias hastalarinin olmadigini belirtmisler. Bu
hastalarin 28’inde (%45) patojenik ve muhtemel patojenik varyant saptanmis (148).
2019 yilinda 46,XY CGB olan 73 hastanin degerlendirildigi baska bir ¢alismada, 30
geni kapsayan NGS paneli ile hastalar analiz edilmis (Sekil 14). 25 hastada (%34)
patojenik ve muhtemel patojenik varyant saptanmis (Sekil 13). En sik varyant
saptanan genlerin; HSD17B3 (%12,3; 9 hasta), SRD5A2 (%9,6; 7 hasta) ve AR
(%9,6; 7 hasta) oldugunu bildirmisler. Varyant saptanan hastalardan, sadece 6’sinda
hipospadias bulunurken, diger hastalarda; androjen insensivite sendromu, persistan
miillerian yap1, ambigus genitalia gibi anomaliler oldugunu belirtmisler. Hipospadias
saptanan hastalarda, AR geni (3 hasta), SRD5A2 geni (1 hasta) ve MAMLDL1 gen
varyantt (1 hasta) saptanmis (149). 2020 yilinda 87 hastanin degerlendirildigi
calismada, 33 hastada (%40) patojenik ve muhtemel patojenik varyant saptanmig
(Sekil 13). En sik varyant saptanan genlerin AR geni (%24; 21 hasta), SRD5A2
(%14,9; 13 hasta) ve NR5A1 (%14,9; 13 hasta) oldugu bildirilmistir (150).
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Literatrde, sadece hipospadias etiyolojisine yonelik NGS gen analizinin
yapildig1 bir ¢alisma bulunmaktadir. 2019 yilinda yapilan bu ¢alismada, 105 geni
iceren NGS CGB gen paneli ile hipospadias olan 130 hasta degerlendirilmis (Sekil
14). Hastalarin 25’inde (%19) patojenik ve muhtemel patojenik varyant saptanmis
(Sekil 13). Bu galismada, en sik varyant saptanan genlerin SRD5A2 (13/130 hasta;
%10), AR geni (6/130; %4,6) ve PROK2 (3/130; %2,3) oldugu bildirilmis. Calismaya
dahil ettikleri hastalarin, 25’inde (%20) izole hipospadias varken, 105 hastada (%80)
ek anomali (inmemis testis, mikropenis, hidrosel, inguinal herni vb) oldugu
belirtilmis. Tim patojenik varyantlarin, hipospadias ve ek anomalilerin birlikte
oldugu hastalarda saptandigi bildirilmis (Sekil 15). Patojenik varyant saptanan
hastalarin  %52’si posterior hipospadias, %36’s1 midpenil ve %12’si anterior

hipospadias olarak degerlendirilmis (10).
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Sekil 13: 46,XY CGB Hastalarinda, NGS gen paneli patogenik varyant sikligi.
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Sekil 14: 46, XY CGB hastalarinda NGS analizi gen sayisi ile patojenik varyant

siklig1 ve hipospadias olanlarda patojenik varyant sikliginin karsilagtirmasi
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Sekil 15: A: Literatiirde ve ¢alismamizda hipospadias ile birlikte ek anomalisi olan
hastalarda patojenik varyant degerlendirmesi B: Literatiirde ve ¢aligmamizda izole

hipospadias hastalarda patojenik varyant degerlendirmesi

Calismamiz hipospadias hastalarinin etiyolojisinin 46,XY CGB NGS gen

paneli ile arastirildig: iilkemizde yapilan ilk ¢alismadir. 24 geni iceren bu panel ile en
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sik varyant saptanan genler literatiir ile uyumlu olacak sekilde, SRD5A2 (%4,4; 3/68
hasta) ve HSD17B3 (%4,4; 3/68 hasta) genleri idi. 68 hipospadias hastasinin 3’{inde
(%4,4) fenotip genotip ile uyumlu saptandi (olgu 3, 12 ve 15). Bu 3 hastada SRD5A2,
GATA4 ve AR genlerinde varyant vardi. Bu genlerden SRD5A2 (c.586G>A; hasta no:
12; penoskrotal hipospadias), ve GATA4 varyantlar1 (c.487C>T ; hasta no: 15;
subkoronal hipospadias), patojenik olarak bildirilmis varyantlardi. AR geninde
saptanan varyant (c.1675A>T; hasta no: 3; midpenil hipospadias) klinik ile uyumlu
olsa da VUS olarak degerlendirildigi i¢in, hastanin hipospadias dykiisii olmayan 2
dayisinda bu genin sekans analizi planlandi. Literatire kiyasla 46,XY CGB
hastalarinda patolojik varyant saptama oranimiz diisiiktii. Bunun birka¢ nedene bagl
oldugunu diisinmekteyiz. ilk olarak, degerlendirdigimiz 46,XY CGB gen panelinde,
diger calismalardan daha az gen bulunmaktaydi. Ayrica, literatlirdeki ¢aligmalarin
cogunluguna 46, XY CGB spektrumundaki tiim hastaliklar (persistan miillerian
kanal, ambigus genital vb.) dahil edilmistir ancak bizim c¢alismamizda yalnizca
hipospadias etyolojisi arastirilmistir. Bir diger neden de, NGS analizi yapilmis olan
calismalarda hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunda hipospadiasa ek olarak mikropenis,
kriptorsidizm bulunmaktadir. Literatlir calismalarindan farkli olarak, ¢alismamizda
hastalarin biiyiik ¢ogunlugunu (%78) izole hipospadias hastalar1 olusturmaktaydi
(Sekil 15).

Sonu¢ olarak; hipospadias poligenik kalitim gosteren bir hastaliktir. Bu
nedenle 46,XY CGB paneli ile ¢coklu gen calisilmasi, hipospadias hastalarina genetik
tan1 koymaktaki Onemini vurgulamak istiyoruz. Idealolan CGB tanis1 olan her
hastada genetic taniy1 koyabilmek ve aileyi bilgilendirmek oldugu icin, sadece
multipl genital anomalisi olan hastalarda degil, izole hipospadiasi olan hastalarda da
genetic analiz yapilmasinin gerekli oldugunu belirtmek istiyoruz. Bununla birlikte
hipospadias etyolojisinden sorumlu diger genleri de iceren genis NGS paneli ile
calisma yapilmasinin, hipospadias olgularinda etiyolojiyi aydinlatmada daha yararl

olacagini diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Calismamizda, 68 hipospadiasli hastanin dosyalarinin geriye doniik olarak
incelenmesi sonucunda, hastalarin %38’inde distal hiposadias goriiliirken, %62’si
proksimal hipospadias saptandi. Caligmaya dahil edilen 68 hastanin %7.3i (5/68
hasta) glaniiler hipospadias, %14,7 si (10/68 hasta) koronal hipospadias, %16,1 ‘i
(11/68 hasta) subkoronal hipospadias, %11,7 si (8/68 hasta) midpenil hipospadias,
%50’s1 (34/68 hasta) penoskrotal hipospadias tanili idi. Caligmaya katilan hastalarin
yas ortalamast 6,11+4,62 olarak hesaplandi. Hastalarin ilk operasyon yaslar
ortalama olarak 3,22+2.95 olarak bulunurken, hastalarin dogum sirasinda anne yasi
ortalamast 25,79+4,78 olarak hesaplandi. Tim katilimcilarin dogum haftasi
ortalamasi ise 37,38+2,74 olarak bulundu.

Aile Oykiisii 10 hastada (%15) saptandi. Bu 10 olgunun 4’linde distal
hipospadias 6’sinda proksimal hipospadias mevcuttu. Ailesel olgulardan 2 sinde

(%20) VUS ve patojenik varyant saptandi (AR ve GATA4).

Calismada; 46, XY CGB gen paneli ile 15 hastada, 17 varyant saptandi
(15/68 hasta; %22). Varyant saptanan genler: SRD5A2, HSD17B3, AMH, AR,
MAMLD1, AMHR2, LHCGR, AKR1C2, GATA4 ve SOX9 genleridir. Bu
varyantlardan sadece {i¢ tanesi Clinvar’da daha 6nce bildirilmistir. SRD5A2 geni
c.586G>A varyant1 patojenik, GATA4 geni ¢.487C>T varyant1 patojenik ve VUS,
AR geni ¢.1424C>T varyanti VUS olarak belirtilmistir. Diger 14 varyant novel
varyantt1. En sik varyant saptanan genler; SRD5A2 (3 varyant; 3/17 hasta) HSD17B3
(3 varyant; 2/17 hasta) AMH (3 varyant; 3/17 hasta) ve AR (2 varyant; 2/17 hasta)

genleridir.

SRD5A2 geni c.586G>A varyantt homozigot olarak bir hastada saptandi.
Penoskrotal hipospadias olan hastanin klinigi, 5 alfa rediiktaz eksikligi ile

uyumluydu.

GATA4 geni ¢c.487C>T varyant1 saptanan subkoronal hipospadiasi olan 2
erkek kardesde, ek kalp anomalisi yoktu. Kalp anomalisi olan hastalarda patojenik

oldugu bilinen bu varyantin ilk defa hipospadiasa yol ac¢tig1 gdsterilmis oldu.
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AR geni novel hemizigot c¢.1675A>T varyanti saptanan hastada, midpenil
hipospadias vardi. ACMG kriterlerine gore VUS olarak degerlendirildi. Saglikli 2
dayida AR gen analizi planlandi.

AR geni hemizigot c¢.1424C>T varyanti saptanan hastada, koronal
hipospadias vardi. Clinvarda VUS olarak bildirilmis ve hipospadiasda tariflenmis
olan bu varyant, hastanin saglikli 2 erkek kardesinde de saptandi. Bunun sonucunda

klinik 1le iligkili olmadig: diistiniildii.

HSD17B3 geni birlesik heterozigot c.761 762delAG ve ¢.860A>G varyanti
penoskrotal hipospadiasi olan hastada saptandi. Novel ACMG kriterlerine gore
c.761 762delAG varyant1 patojenik, c.860A>G varyant1 VUS olarak degerlendirildi.
Hastanin hormonal degerlendirmesi HSD17B3eksikligi ile uyumlu degildi.

Distal hipospadias tanili 6 olguda (23,07), penoskrotal hipospadias tanili 9
olguda (%21,4) gen varyanti saptandi. Hipospadiasin distal veya  proksimal
yerlesimi olmasinin, gen varyant1 goriilmesiyle arasindaki iliski anlamli bulunamadi.
Hastalar eslik eden ek patolojiler agisindan da incelendiginde ise; distal hipospadias
olgularmin sadece 2’sinde (yaklasik % 8); proksimal hipospadias grubunda ise, 13
hastada (yaklasik %31’inde) ek patoloji saptandi. En sik eslik eden anomali inmemis
testis (11/15 hasta; %73) olarak bulundu. Opere olan hastalarin ortalama %44iinde
(19/43 hasta); dilatasyon, fistiil onarimi, redotiretroplasti, penil plikasyon gibi
tekrarlayan operasyonlara ihtiyag¢ duyuldu. Hastalar aile Oykiileri acisindan
incelendiginde; 10 olguda (yaklasik %15) aile Oykiisiine rastlanmis oldugu tespit
edildi.

Izole hipospadias etiyolojisinin aydinlatilmast igin, hipospadias olusumundan
sorumlu tiim genleri igeren genis NGS paneli ile ¢alisma yapilmasinin, hipospadias

olgularina genetik tan1 koymada daha yararli olacagini diistinmekteyiz.
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