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Arastirma

Hipospadiash hastalarin siinnet derilerinde tiroid
hormonu reseptorii gen mutasyonu var midir?
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Amag: Hipospadias, eksternal iiretral meamin penisin on yiizii orta
hatta, aniis ile glans tepesi arasinda herhangi bir yerden agildig
dogumsal bir anomalidir. Epidermal Growth Factor (EGF) insan-
larda bir¢ok dokuda bulunur. Hiicrelerin ¢cogunda EGF’ye ait re-
septor vardir ve en fazla epitelyum hiicrelerinde bulunur. EGF sa-
limimunu tiroid hormonlarimin arttirdigina yonelik gesitli calismalar
mevcuttur (1,2). Hipospadiasli hastalarin siinnet derisinde EGF
diizeyindeki diigiikliigiin, bu dokunun tiroid hormonu ile yeterince
uyartlamamasindan kaynaklanabilecegini diisiindiik. Tiroid hor-
monunun bu dokudaki reseptoriindeki herhangi bir mutasyonuna
bagli olarak etkinligini gosteremedigini varsayarak bu ¢alismayt
planladik.

Gereg ve Yontem: Calismanuza klinigimizde distal hipospadias ne-
deniyle opere edilen ve siinnet istemiyle gelen hastalar ddhil edil-
migtir. Toplam 40 adet normal ve 40 adet distal hipospadias nede-
niyle opere edilen hastalardan alinan siinnet derisi kullaniimistir.
Yerel Etik Kurul onami alindiktan sonra hastalarin tamaminin
ailelerden ¢alisma icin onam alinnugstir. Her iki dokunun bir kisnu
patolojik inceleme igin kalan kismi da dokularda tiroid hormon gen
mutasyonu bakilmak iizere genetik laboratuvarina gonderilmistir.
Tiim doku ornekleri tiroglobulin varligi ve enflamasyon kriterleri
agisindan degerlendirildi. Tiim sonuglar istatistiksel olarak deger-
lendirilmistir.

Bulgular: Hastalarn tiimiinde yas araligi 10 ay-10 yas (ort. 4.75
yas) idi. Hipospadias grubundaki hastalarin tamamu distal hipos-
padiasl hastalardi. Patolojik bulgular degerlendirildiginde grup-
lar arasinda fark saptanmadi (p>0.05). Yine her iki gruptan elde
edilen prepisyum orneklerinde bakilan genetik analiz sonucunda
genetik mutasyon saptanmadi.

Sonug: Hipospadias etiyolojisinde bir¢ok faktor rol oynamaktadir.
Bunlardan bir tanesi tiroid hormonu ve buna dokunun vermis ol-
dugu yanuttir. Bu etkilesimde dokunun verdigi yanittaki yetersizlik
mi yoksa dokuya ulagan hormon miktarimn yetersizliginin mi daha
onemli oldugu hadla bilinmemektedir. Biz de doku yanitinin énemli
bir parcast olabilecegini diisiindiigiimiiz prepisyumdaki tiroid hor-
mon reseptor gen mutasyonunun varligina baktik. Baktigimiz temel
genetik analizde gen mutasyonu saptanmamus olsa bile spesifik ge-
nom alt tiplerindeki mutasyonlarimin daha ileri ¢alismalarla aran-
mast ve bu veriler is1§inda ¢calismanmizin yine degerledirilebilece-
gini diigiinmekteyiz

Anabhtar kelimeler: Hipospadias, tiroid hormonu, gene mutasyonu

Abstract

Is there thyroid hormone receptor gene mutation in foreskins of
hypospadias patients?

Aim: Hypospadias is an anomaly which the urethral meatus opens
at any place in the midline on the ventral aspect of the penis, bet-
ween anus, and tip of the glans penis. Epidermal Growth Factor
(EGF) is found in many tissues in humans. Majority of cells have
EGF receptors and they are found mostly in epithelial cells. There
are various studies indicating that thyroid hormones increase the
release of EGF. We thought that decrease in EGF levels in the fo-
reskin of hypospadias patients miay stem from inadequate stimula-
tion of foreskin with thyroid hormones. We planned this study assu-
ming that thyroid hormones can not demonstrate their effectiveness
due to any mutation in the receptor present in this tissue.

Material and Methods: The patients who applied for circumcision
to our polyclinic, and underwent distal hypospadias repair were inc-
luded in our study. The preputial tissues of 40 normal individuals,
and 40 patients who underwent hypospadias repair surgery were
used. After approval of the local ethics committee was obtained, the
consent of the families of all was acquired. Half of both tissues was
sent to the pathology laboratuary for pathological examination and
remaining part of the tissues was sent to the genetics laboratory to
examine the thyroid hormone gene mutation in the tissue receptores.
All tissue samples were evaluated as for presence of thyroglobulin,
and criteria of inflammation pathology and genetic analysis results
of both groups were compared and evaluated statistically.

Results: Ages of the patients ranged between 10 months, and 10 ye-
ars (median, 4.75 years) idi. All patients in the hypospadias group
had distal hypospadias (p>0.05). Tissue samples from both groups
were examined pathologically and any intergroup difference. Any
genetic mutation was not detected as a result of the genetic analy-
sis of foreskin samples bobtained from both groups (p>0.05).

Conclusion: Many factors play a role in the etiology of hypos-
padia including thyroid hormone and the tissue response to this
hormone. It is still not known whether the inadequacy of response
given by this tissue or the inadequacy of the amount of hormone
reaching tissue is important in this interaction. Thus, we looked at
the presence of the thyroid hormone receptor gene mutation in the
foreskin that we thought could be an important part of the tissue
response. We thought that even if gene mutation is not detected in
basic genetic analysis further studies have to be performed to find
out the mutations in specific genomic subtypes, while our study is
worth evaluating in the light of these studies.
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Giris

Hipospadias, iiretral meanin penisin 6n yiiziinde ve
daha proksimalde lokalize oldugu bir anomalidir. Ug-
yiiz erkek cocuktan birinde goriilen bu anomalinin
nedeni tam olarak bilinmemektedir ve tedavisi cer-
rahidir @. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) insan-
larda bir cok dokuda bulunmaktadir ve en fazla epitel
hiicrelerinde goriiliir. EGF’nin angiogenezis ve kol-
lagenaz aktivitesini uyarici etkisi ile yara iyilesmesi
tizerinde olumlu etkileri vardir @.

Hipospadias cerrahisinden sonra stenoz, fistiil, yara-
nin tamamen acilmasi gibi bir¢ok sorun yasanabil-
mektedir. Tiim bu sorunlar yara iyilesmesi siireci ile
yakin iligkili goriinmektedir. Bu sorunlarla baga ¢ika-
bilmek icin hipospadiastaki yara iyilesmesine yonelik
caligmalar mevcuttur. Bu caligmalardan bazilarinda
hipospadiasli hastalarin siinnet derilerinde yara iyi-
lesmesi tizerine olumlu etkileri olan EGF diizeyine
bakilmig ve normal siinnet derileriyle kiyaslandigin-
da hipospadiaslt hastalarin siinnet derilerinde diisiik
olarak saptanmigtir. Bunun da yara iyilesme siirecini
olumsuz yonde etkiledigi diistiniilmiigtiir ©.

Bu siirece baska agidan bakildiginda, EGF salinimini
tiroid hormonlarinin arttirdigina yonelik cesitli ¢alis-
malar vardir 2. Bu ¢aligmalar 1s11nda hipospadiash
hastalarin siinnet derilerinde yara iyilesmesi iizerine
oldukga etkili olan EGF diizeylerinin diisiik olma ne-
deninin tiroid hormonunun bu boélgeyi yeterince uya-
ramamasindan kaynaklanabilecegini diistindiik. Tiro-
id hormonlarinin tiim hipospadias hastalarinda diistik
olamayacagini 6n gorerek, reseptorlerindeki gen mu-
tasyonuna bagli olarak tiroid hormonunun bu dokuya
etkili olamamasindan kaynaklanabilecegi hipoteziyle
bu calismay1 planladik.

Gerec¢ ve Yontem

Caligmamiz Yerel Etik Kurulu onay1 alindiktan sonra
planlanmistir. Calismamiza siinnet istemi ile bagvuran
40 ve distal hipospadiaslt 40 hasta dahil edildi. Hi-
pospadias grubundaki hastalarm en kiigiigii 10 aylik,
en biiyiigii 10 yasinda olup, ortanca yaslart 4.75 idi.
Normal siinnet grubunda ise hastalarin yas ortalamasi
4.3 idi. Her iki grupta da fizik muayenede herhangi bir
ek anomali belirlenmedi. Hastalarin tamami ayrintili
anamnez, fizik muayene ve tiroid fonksiyon bozuklu-

gu acisindan degerlendirildi. Hicbir hastada anamnez
ve fizik muayene sonunda hipotiroidi diistintilmedi.
Konjenital hipotiroidisi olup, agir hipospadiasli 2 olgu
caligmaya dahil edilmedi. Hastalarin tamaminin aile-
sine ¢aligma hakkinda bilgi verildi ve yazili onamlari
alindi. Her iki grupta operasyon sirasinda aliman siin-
net derileri her biri ikiye ayrilip bir pargasi formol ice-
risinde patoloji laboratuvarina diger parga ise genetik
analiz icin genetik laboratuarina gonderildi. Patolojik
olarak siinnet derileri oncelikle makroskopik olarak
incelendi, daha sonra histolojik kesitlerde dokudaki
tiroglobulin varlifina ve enflamasyon kriterlerine ba-
kildi. Genetik olarak ise tiroid hormon reseptorlerinde
gen mutasyonu varligina bakildi.

Patolojik inceleme

Tiim doku 6rnekleri %10°luk tamponlanmig formalin
soliisyonunda fikse edildi. Rutin doku takibi sonrasin-
da parafine gomiildii. Hazirlanan parafin bloklardan 4
mikronluk kesitler hazirlanip bir lam genel histopato-
lojik degerlendirme i¢in hematoksilen-eozin boyasi ile
boyanarak 151k mikroskobunda incelendi. Bu kesitler-
de dokulardaki enflamasyon ve konjesyon semikanti-
tatif olarak degerlendirilip skorlandi. Diger bir kesit
ise lizinli lama alinip tiroglobulin ile boyandi ve tirog-
lobulin varlig1 pozitif/negatif olarak sonug¢landirildi.

Genetik inceleme
Genetik analizde DNA izolasyonu ve genotiplendirme
yontemleri ile dokular degerlendirildi. Bu yontemler;

DNA izolasyonu

Dokulardan genomik DNA ekstraksiyonu {iretici ta-
limatlaria uygun olarak gerceklestirildi. DNA kon-
santrasyonu ve safligi NanoDrop 2000 Spektrofoto-
metre (Thermo Scientific) kullanilarak, absorbans
metodolojisi ile degerlendirildi.

Genotiplendirme

SNP, TIB-MolBiol (SimpleProbe® temelli assay)’iin
LightSNiP paneli kullanilarak gercek zamanli PZR
ile belirlendi. LightSNP testinde bulunan
SimpleProbe® tekli baz uyumsuzluklarini tespit
ederek, polimorfizmlerin analizini miimkiin kilmak-
tadir. THRB geni P453T polimorfizmi, LightCycler
1.5 (Roche) gercek zamanli PZR cihazi kullanilarak
erime 1s181 analizi ile belirlendi.

Biitiin veriler ortalama ve + standart hata seklinde he-
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saplandi. Gruplar t testi genel lineer modeli ve Anova
Tukey’s multiple comparison test kullanilarak ista-
tistiksel olarak karsilastirildi. Sonuglar p degerinin
0.05’den kiiciik olmas1 durumunda istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Patolojik olarak dokularda, makroskopik incelemede
(Sekil 1) ve tiroglobulin seviyesinde gruplar arasinda
herhangi bir fark saptanmad: ve istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05).

makroskobik bulgular

H enflamasyon
¥ konjesyon

normal doku

Sekil 1.

Genetik olarak dokular A260/A280 araliginda absor-
bans degerlerine bakildi ve tiim 6rnekler yabanil tip
yani sitozin bazi ¢ikti. Hi¢bir dokuda tiroid hormon
gen mutasyonuna rastlanmadi.

Tartisma

Hipospadias iiretral meatusun penis 6n yiiziinde nor-
malden daha proksimale ag¢ilmasidir. Hipospadias
etyolojisine yonelik bir¢ok hipotez ortaya atilmustir.
Cevresel ve genetik bir cok farkli nedenin degisik
oranlarda hipospadias gelisiminde etkili oldugu bilin-
mektedir. Bunlar arasinda maternal hormonal durum,
cinsiyet steroid metabolizmasi ve genetik faktorler 6n
plana ¢ikmaktadir ©.

Fetal gelisim evrelerinde erkek dig genital sisteminin
farklilasmasi SRY, SOX9, WT1, SRD5A2 ve AR gibi
cesitli genomlarin 6nemli etkisi altindadir. Bu genler-
de meydana gelecek olan mutasyonlar hipospadias
gelisimini de tetikliyebilir. Cin’de yapilan iki ¢aligma
ile SRD5A2, AR ve WT1’deki mutasyonlarin hipos-
padias ile iliskili oldugu gosterilmistir 7. Ancak bu
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mutasyon analizlerinde elde edilen sonuclarin yalniz-
ca hipospadiasa spesifik olmadigi, tiim genital sistemi
etkiledigi goriilmiigtiir .

Dig genitalyanin gelisiminde rolii olan genetik mutas-
yon dizilimlerinden bazilar1 SRY (erkek gonadal fakli-
lagmasi), SOX9 (sertoli hiicre faklilagsmasi), GATA4,
FOG?2 (erkek gonadogenezisi), WNT4 (miillerien kanal
olusumu), DAX1 (disi gonadogenezisi), SHH (genital
tiiberkiil gelisimi)’dir. CHARGE sendromu, CHODGE
sendromu, Denys-Drash sendromu ve Frasier sendro-
mu gibi genetik sendromlarda gen mutasyonlari sap-
tanmis ve dis genitalyada gelisim anomalileri gosteril-
mistir @. Tiim bu genetik mutasyonlarda hipospadias
ile iligkili anomaliler saptanmasina ragmen, spesifik
tanisal bir mutasyon saptanmis degildir ve bu konuda-
ki aray1g halen devam etmektedir. Bu caligmamizda ise
spesifik bir gen mutasyonu saptamadik.

Yapilan bazi calismalarda, hipospadiasli hastalarin
stinnet derilerindeki EGF diizeyinin normal siinnet
derisindeki EGF diizeyinden daha diisiik oldugu sap-
tanmuigtir ©. Diisiik EGF diizeyinin de yara iyilesme-
sini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Tiroid hormon-
larinin ise EGF salinimini arttirdigini gosteren gesitli
caligmalar vardir .

Tiroid hormonunun iiretimi, tiroid hormon reseptorii
ile beraber geri beslemeli (negatif feedback) olan bir
mekanizma ile yiiriir. Bu mekanizma; dolasimdaki
yiiksek seviyedeki tiroid hormonlarma yanit olarak
hipotalamusta ve hipofiz bezinde tiroptin salic1 hor-
mon ve tirotropin (TSH) tiretimini diisiiriir. Konjeni-
tal hipotiroidisi olan iki hastamizda agir hipospadias
olmas1 nedeniyle tiroid hormonunun hipospadiasla
yakindan iligkili oldugunu diisiindiik. Ancak hipospa-
diash olgularin tamaminda hipotiroidi olmadig1 goz
ontinde bulunduruldugunda bu durumu aciklayabile-
cek bagka bir hipotez gelistirdik. Tiroid hormonunun
doku diizeyinde etkinliginin yeterince olmayip, EGF
seviyesinde azalmaya ve yine dokuda androjen resep-
tor seviyesinin diigmesine sekonder olarak hipospa-
diasa neden olabilecegini diisiindiik. Bu durumu da
aciklryabilecek olan dokudaki tiroid hormon resep-
torlerinde mutasyon varlig1 hipotezini gelistirdik. Bu
giine kadar tiroid hormon reseptoriinde yaklagik 150
farkli mutasyon saptanmigtir '©. Ancak bunlardan hig
birinde hipospadias ile baglantili bir calismaya rast-
lanmamigtir. Calismamizda, genetik olarak dokular
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A260/A280 araliginda absorbans degerlerine bakil-
d1 ve tiim ornekler yabanil tip yani sitozin bazi ¢ikti.
Bir transversiyon yani adenin veya guanine doniisiim
(substitution) olsayd: anlamli bir sonu¢ bulmus ola-
caktik. Ancak sonug¢ olarak tiim grup ve kategoriler
icin anlamli sonu¢ elde edememis olduk. Bu veriler
1s18inda genetik analizde mutasyon saptayamamig
olsak da farkli gen allelerine yonelik yapilacak calis-
malarla spesifik gen mutasyonlari saptanabilecegini
diisiinmekteyiz. Son yillarda bazi caligmalar Avrupa
iilkelerinde hipospadias goriilme oraninda artis ol-
dugunu bildirmektedir. Bunun i¢in 6zellikle in vitro
fertilizasyon veya gebeligi kolaylastirmak icin kul-
lanilan progesteron/ostrojen ila¢ tedavileri suclan-
mustir. Ancak yine de hipospadiasin asil etyolojik
zemini belirsizligini korumaktadir. Ailesel vakalar
hipospadias vakalarinin 6nemli bir yiizdesini olus-
turur ve bu durum etiyolojide genetik faktorlerin rol
aldiginmi gostermektedir V. Yine bir bagka calismada,
androjen reseptor kusuru olan genetik sendromlarda
agir hipospadias olgularmin oldugu bildirilmektedir
12 Biz de ¢calismamizda, bu faktorlerden birisi ola-
bilecek olan, dokuda tiroid hormon gen mutasyonu
varligini aradik ancak bulamadik.

Tiroglobulin yalnizca tiroid dokusundan salinabilen
ve dolasimdaki TSH seviyesinden direkt etkilenen bir
parametredir. Eger dokuda reseptdr mutasyonu mev-
cut ise tiroid hormon seviyesi yiikselecek ve bu da
TSH seviyesinde azalmaya dolayisiyla dokuda da ti-
roglobulin seviyesinde azalmaya neden olacaktir %,
Calismamizda da tiim dokularda bakilan tiroglobulin
negatif olarak saptanmistir. Normal siinnet derisinde
de dokuda tiroglobulin saptanmamis olmas: dokuda
bakilacak tirogobulin seviyesinin hipospadias tani-
sinda anlamli olmayacagini diisiindiirmektedir.

Hipospadiasli hastalarin stinnet derilerindeki EGF
diizeyinin normal siinnet derisindekinden daha diisiik
oldugu g6z oniine alindiginda ©, hipospadiasl has-
talarin siinnet derilerinde diisiik EGF diizeyinin EGF
salinimini esas olarak uyaran tiroid hormonunun bu
dokuda etkili olamamasindan kaynaklanabilecegini
diisiinmekteyiz. Bunun da nedeninin tiroid hormo-
nu reseptoriindeki diisiikliikten ya da reseptorlerdeki
gen mutasyonuna bagli olarak tiroid hormonunun bu
dokuya etkili olamamasindan kaynaklanabilecegini
diisiinmekteyiz. Calismamizda, genetik mutasyon
saptanmamis olsa bile tiroid hormon gen mutasyonun

farkli genomlarindaki varligmin daha ileri ¢aligma-
larla aragtirilmasi, yapisal farkliliklarin olup olmadi-
ginin degerlendirilmesi ile eldeki veriler daha anlamli
bir yap1 kazanacaktir.
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