Androloji Biilteni 2016; 18(64): 8-11

ERKEK CINSEL SAGLIGI

Giincel Makale Ozeti

Kavernoz sinir hasarlanmasi sonrasi major pelvik
ganglionda artmis galanin ekspresyonu
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Radikal prostatektomi dncesinde erektil fonksiyonlari
iyi olan hastalarin operasyon sonrasinda erektil fonksi-
yonlarin korunmasi ile ilgili beklentileri ylksektir. Ancak,
erektil disfonksiyon (ED) radikal prostatektomi sonrasin-
da korpus kavernozumdaki erektil dokularin inervasyo-
nunu saglayan kaverndz sinirlerin (CN) hasarlanmasina

bagl sik gorulir.

Bazi calismalar, fosfodiesteraz 5-inhibitora kullanimi ile
korpus kavernozumun yapisal biittinligunt ve fonksiyon-
larini korumay1 amaclarken, bu calismalarin fonksiyonel
sonuglar hayal kirikhgidir. Bundan dolayi, arastirmacilar
erektil dokularin inervasyonsuz kaldig1 zamani azaltmak
amaci ile CN rejenerasyonunun arttirilmasi ile ilgilenmek-
tedir. Sinir hasar sonrasinda major pelvik ganglion (MPG)
ve CN’lerde meydana gelen degisikler bu girisimlerin
arka planini olusturmaktadir. Noéropraksi ve aksonotmezis
sonrasinda MPG ve CN hucrelerinde molekiler yollarda-
ki degisiklikleri anlamak uygun tedavileri gelistirmek icin
yardimci olur. Bu diisiince ile, CN hasari sonrasinda fare
MPG’larinda mRNA ekspresyonundaki 6nemli degisikleri
tanimlayan yeni bir mikroarray calismasi yapildi. Galanin

néropeptidi en dikkat ¢ekici sekilde upregtile olan gendi.

Galanin, 29 aminoasit iceren peptid (N-terminal glisin
ve C-terminal alanin) olup, ilk defa 1983 yilinda domuz
bagirsak ektresinde tanimlanmustir ve agirlikl olarak inhi-
bitdr bir néropeptittir. Galaninin, kedilerdeki erektil biyolo-
jide NO-cGMP sinyali ile sinerjistik etkili bir kotransmitter
oldugu gosterilmistir. Santral sinir sisteminde (CNS) ve
arka kék gangliyonlarinin sensérial néronlarinda galanin
peptidinin U¢ reseptort eksprese edilmektedir. Galanin
ekspresyon ve regllasyonu ile onun parasempatik si-
nir sistemindeki reseptorleri hakkinda bilinenler sinirlidir.
Otonom néronlarin aksonal hasara yaniti siklikla cesitli
ndropeptitlerin ekspresyonunu arttirma seklindedir. Hasar

sonrasinda artmis peptid ekspresyonunun, néron sagkali-

mini ve sinir rejenerasyonunu arttirdigina inanilmaktadir.
Galanin ve diger néropeptidlerin upregilasyonu, nérore-
jeneratif ve noéroprotektif mekanizmalarin calismasi igin
onerilmektedir. Girard ve ark. galanin ve onun reseptor-
lerinin MPG’de oldugunu yakin zamanda onaylamistir ve
tek tarafli CN transeksiyonu ve MPG eksplantasyonundan
sonra MPG’de galanin upregillasyonunu goéstermislerdir.
Ancak bu modeller radikal prostatektomi sirasinda olusan
noéropraksiyi yansitmamaktadir ve bundan dolay! galanin
ile in vivo nérorejenerasyon arasindaki iliskiyi arastirmak
icin uygun degildir. Bu calismada, bilateral CN ezilme ha-
sar1 (BCNI) sonrasinda MPG’deki gecici galanin ekspres-
yonunu ve galaninin fonksiyonel sinir rejenerasyonu ile

iliskisini degerlendirmek amaclanmuistir.

Eriskin Sprague-Dawley cinsi 150—250 gr. agirhginda
(7—9 haftalik yasinda) erkek fareler kullanildi (h=66). Hay-
vanlara intraperitoneal ketamin/xylazine (100+10 mg/
kg) karisimi ile anestezi uygulandi. Orta hat abdominal
insizyon ile prostat aciga cikartildi. Prostatin posterolate-
ralinde CN ve MPG’lar bulundu. MPG’da CN hasarindaki
molekler sinyal patofizyolojisini calisma amaci ile deney
fareleri su gruplara ayrildr: (i) bilateral CN’ler bulundu ve si-
nirlere herhangi bir islem uygulanmad, (ii) bilateral CN’ler
bulundu ve sinirlerde ezilme hasarn olusturuldu. Ezilme
hasarn daha énceden tanimlandigi sekilde Dumont #5 for-
cepsi (Fine Science Tools, Foster City, CA, USA) ile sinirin
MPG’dan 2—3 mm distaline yapildi. Klinik néropraksi ve
aksonotmezisi gosteren orta ezilme hasarini olusturmak
amaci ile forceps (¢ sefer ve her seferinde 15 saniye ola-

cak sekilde kapatildi.

Farelere intraperitoneal ketamin/xylazine (100+10
mg/kg) enjeksiyonu ile anestezi uygulandiktan sonra fa-
reler termoregiilasyonlu cerrahi masaya konuldu ve ba-
sin¢ kaydeden ignenin krus kavernozuma yerlestiriimesi

ile standart in vivo deney protokoli uygulandi (n=6—8/
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grup). Kisaca, CN, 20 Hz siklikta kare darbe uyarimi ile
distalde ezilme hasan olusturularak uyarildi. 8V uygulan-
masi ile anlamli ve uygun maksimal erektil yanita ulasildi.
Uyarimin verildigi sire, ardisik G¢ siklustan olusuyordu ve
her siklus 1 dakikalik uyarim ile 5—10 dakikalik dinlenme
periyodundan olusmaktaydi. Analize en iyi uyarim alindi.
Maksimal intrakavernozal basing (ICP) ile ortalama arte-
riyal basincinin (MAP, [2X diastolik + 1 sistolik kan basin-
ci1]/3 ile hesaplandi) orani ile tepe erektil yanit elde edildi.
Tepe erektil yanitinin hesaplanmasi ile sistemik kan basin-
cindaki varyasyonlar normalize edildi. Sistemik kan basin-

c1 karotid arterin kantlasyonu ile dlculdu.

Sahte opere edilen hayvanlar ve CN-hasarli farelerden
hasardan 48 saat sonra mikroarray analizi icin izole RNA
alindi ve Agilent 44K ile farenin tim genom dizilimi ince-
lendi. Amplifikasyon, etiketleme, hibridizasyon, ve 400
ng'lik total RNA &rneklerinin tespiti Gretici talimatlan dog-
rultusunda uygulandi. Mikroarraylar Agilent SCAN CONT-
ROL yazilimi versiyon 7.0 tarafindan kontrol edilen Agilent
G2565A Scanner ile tarandi. Veriler orijinal mikroarray

analizinden secildi.

Sahte opere edilen ve CN hasarli farelerin MPG ve
CN’de galanin, galanin reseptorleri ve c-JUN ekspresyon-
larini belirlemek icin es-zamanh kalitatif PCR (qPCR) kul-
lanildi. Dondurulmus MPG’ler homojenize edildi ve total
RNA RNeasy sistemi ile saflastinldi, kalitatif hale getirildi,
sonra Superscript 2 ile ters transkripsiyon yapildi. StepO-
nePlus sistemi ile es zamanli qPCR yapildi. TagMan gen
ekspresyon dizisi galanin, galR1, galR2, galR3, c-JUN ve
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ile endo-
jen kontrol olarak GAPDH kullanildi. Her érnek PCR ile
cogaltildl ve U¢ kopya teknigi ile bes (T=14,21,30 ve 60.
gin) veya 10 (T=48 saat, 7 glin ve sahte operasyon) fa-
renin MPG hiicre kesitlerinin timu ile tim deneyler ayri

ayri yapildi.

CN elektrostimilasyonu ile olusan erektil yanit BCNI
sonrasinda farkli zamanlarda olclildi. Sinir ezilme hasari
sonrasinda 48. saatten itibaren erektil fonksiyonlar azaldi.
BCNI yapilan fareler ile yasa gore eslestirilen sahte opere
edilen farelerin intrakavernozal basinglari calismanin tim za-
man dilimlerinde karsilastinldiginda BCNI grubunda anlamli
azalma oldugu goérilmustiir (p<0.05). Hasar sonrasinda 60.
glinde ICP/MAP orani 14. ve 30. giin ile karsilastinldiginda

erektil yanitta anlamli olarak daha iyi diizelme basladi.

Mikrodizi analizinde hasar sonrasi 48. saatte 12-kat
galanin up regiilasyonu saptandi (p=0.0004). Ug galanin
spesifik reseptdr kodlayan mRNA tespit edildi, ancak ha-
sar sonrasl erken donemde anlamli degisiklik saptanmadi.
Hasar 48. saatte, c-JUN 1.7 kat artmisti ve bu artis istatis-

tiksel olarak anlamliydi.

Hasar sonrasi erken dénemde MPG'de galanin
mRNA’sinin up regiilasyonu goézlemlenmis olup sah-
te opere edilen gruba goére 18627 kat ve 185%36 kat,
BCNI sonrasinda sirasi ile 48. saat ve 7. guinde artmaktadir
(p<0.0001). Hasar sonrasini takip eden zaman dilimle-
rinde, galanin ekspresyonu kademeli olarak azaldi. Sahte
opere edilen gruba gére hasar sonrasinda 30. ve 60. giin-

de galanin ekspresyonunda anlamli farkhlk yoktu.

Spearman’s rank korelasyon katsayisi (Rho, p) -0.645
idi, bu da galanin ekspresyonu ve CN elektrostimiilasyo-
nununa bagli erektil cevap arasinda negatif korelasyonu
gostermektedir. Bu korelasyon istatistiksel olarak anlam-
liydi (p>0.0001).

Galanin reseptor mRNA ekspresyonu hasarlanmadan
sonra zamanla azaldi ve 60 giin sonunda galR2 seviyesi
sahte opere edilenlere gore anlaml olarak azdi. Muhte-
melen bireylerin nérojeneratif yanitlardaki biyolojik var-
yasyonlari ve tam aksonotomi yerine ezilme hasar olustu-
rulmasi nedeni ile diger iki reseptoriin 14 ve 21. glinlerdeki

seviyesinde belirgin farklilik saptanmadi.

c-JUN molekiiliiniin galanin transkripsiyonunu indtikle-
digine inanilmaktadir ve néron hiicreleri gévdesindeki si-

nir bilytime faktori (NGF) azalmasina bagli salinmaktadir.

Sahte opere edilenler ile CN'de hasar yapilanlar ara-
sinda 5. giinde galanin icin yapilan immunohistokimyasal
boyamada farkli ekspresyon paterni tespit edildi. Kontrol
grubundaki hayvanlarda galanin ile boyanma olmazken,
CN hasarn olan MPG’lerde galanin ile boyanan néronal
hiicre gévdeleri saptandi. immunoflorasan incelemenin,
galanin ve nNOS ile ¢ galanin reseptérinin ayni lokali-
zasyonda oldugunu gdéstermesi, korpus kavernozum diiz
kasinda innervasyonu saglayan néronlarin varligina isaret

etmektedir.

Bu calisma CN'’in ezilme yaralanmasi sonrasi erken do6-
nemdeki néroprotektif yanitindaki gen ekspresyonundaki
degisiklikleri aydinlatmay! amaclayan bir dizi arastirmanin

bir parcasidir. Bu ¢alismada farelerdeki CN yaralanmasinin
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erken déneminde, MPG’de galanin ekspresyonunun up-
regulasyonu gosterilmistir. Zamanla galanin ekspresyo-
nunun kademeli olarak bazal diizeye inmesi ve buna pa-
ralel olarak erektil fonksiyonda diizelme, fonksiyonel sinir
yenilenmesini gosteriyor. Galanin ekspresyonu ve erektil
iyilesme arasindaki gliclu ters korelasyon galaninin endo-
jen sinir yenilenmesinde roll oldugunu distndurayor. Bu
korelasyon, erektil fonksiyon bozuldugunda galanin eks-
presyonunun artmasinin gerektigini gosterir. Erektil fonk-
siyon 60 gilin sonunda diizelince, azalmis galanin ekspres-
yonu, galanin up-regtilasyonunun hiicre yenilenmesinden

sonra biyolojik olarak énemsiz oldugunu gosteriyor.

Galanin up-regilasyonu sinir hasarlanmasindan son-
ra gesitli sinir hiicresi popitlasyonlarinda gosterilmistir.
Hasarlanma bdlgesindeki retrograd sinyaller, c-JUN gibi
aksonal rejenerasyon icin gerekli olan transkripsiyonel
degisiklikleri baslatan transkripsiyon faktorlerinin trans-
kripsiyonunu diizenler. Galanin promotor bdlgesi c-JUN
icin spesifik cevap elementi olarak bilinen aktivator prote-
in-1 ve CRE (cAMP cevap elementi) icerir ve bu aksotomi
sonrasl c-JUN’u galanin promotorunun aktivasyonu icin
onemli bir aday yapar. Ayrica, c-JUN ekspresyonu siyatik
sinir transeksiyonundan sonra artar ve DRG néronlarin-
da galanin ile ayni lokalizasyonda gorulir. Bu calismada,
c-JUN CN hasarlanmasindan sonra belirgin olarak artmis-
tir. Hipoteze goére hedef organ derivasyonlu NGF azalma-

sina bagl artan c-JUN, galanin transkripsiyonunu saglar.

Ezilme hasari sonrasi olusan siyatik sinir hasarinda,
yetiskin galanin Uretimi hasarlanmis hayvanlarda, kontrol
grubuna gore sinir rejenerasyonu azalmistir ve bu da uzun
ddénem sensorimotor fonksiyonlarda defisitle iliskili bulun-
mustur. Galanin tretimi hasarli hayvanlardaki néron uzan-
tilarindaki eksiklik, galanin peptidinin eklenmesi ile kurta-
rilabilir. In vitro calismalar, galanin uyarimi ile sensériyal
noéronlarda olusan néronal filizlenmeyi ve farelerin dorsal
kék gangliyonlarinin kesilmesi sonrasinda galR2 eksikligi-
ne bagh eriskin sensériyal néron uzantilarinda azalmayi
gOstermistirler. Bu sonuclar galR2’nin galanine bagh no-
rorejeneratif roll olabilecegini gostermektedir. Benzer so-

nuclar galR1 Greteimi bozulmus farelerde gézlenmemistir.

Immunofloran mikroskopisi galR1-, galR2-, ve galR3-
pozitif néronlarin MPG’de nNOS ile ayni yerlerde (loka-
lizasyon) oldugunu gdéstermistir. Bu Gg¢ reseptdr icinde,

galR2’nin nérorejenerasyon icin en énemli faktér oldugu
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duastnilmektedir. Noérorejeneratif etkileri sensorial néron-
larda protein kinaz C'nin aktivasyonu, cdc42 inhibisyonu-
na bagl néron uzantilarinin uyarimi, rho GTPaz ve cofilin
aktivasyonu aracilig) ile olmaktadir. Bunlarin sonucunda
blyiime faktorlerinde artis ve hedef organda tekrar inner-
vasyon olusmaktadir. Calismada, galanin boyasi sonrasin-
da normal mikroskobi incelemesinde, galanin proteinin
BCNI grubunda sahte opere edilenlere goére daha giglu
eksprese oldugu gosterilmistir. Bulgularimiz transkripsi-
yonel seviye ile benzerlik géstermekteydi. Immunoflora-
san incelemede nNOS-pozitif néronlar, néron hiicresinin
govdesi kadar galanin eksprese ederken, benzer patern
galanin reseptdrl icinde gézlenmistir. Daha énceki calis-
malarda galaninin rejeneratif etkisinin galR2 aktivasyo-
nu araciliglyla oldugu gosterilmisti, bu calisma galaninin
erektil dokular icerisindeki diiz kas hticreleri icine yayilan
noéronda nNOS ekspresyonu etkileyerek otokrin veya
jukstakrin nérorejeneratif etkili olabilecegi, bundan dolayi
noropraksi sonrasinda endojen CN rejenerasyonunda rol

oynayabilecegi hipotezini dogurmustur.

Galanin reseptor ekspresyonu hasarlanma sonrasinda
zamanla azalmaktadir, ancak sahte opere edilen gruba
gore galR2 ekspresyonu sadece hasarlanma sonrasindaki
60. gunde anlamli olarak azdir. Anlaml farkhlik diger ga-
lanin reseptorlerinde saptanmamistir. Komplet aksotomi
yerine ezilme hasan yapildiginda, néronal hiicre cisim-
lerinde sinirl apoptozis meydana geldigini varsaydik, ve
buna bagh olarak da néron gévdesinde galanin reseptor-

ler ekspresyonunda orta seviyede azalma gérilda.

Farelerin MPG’lerinde nNOS ve galanin reseptérlerinin
birlikte bulunmasi, kedilerde in vivo olarak ekzojen galan-
tide (galanin antagonisti) verilmesine bagl erektil aktivi-
tenin NO-cGMP sinyali ile sinerjistik arttisini aciklayabilir.
Galanin reseptorlerinin nNOS immunoreaktif ndéronlarda
bulunmasi, bu reseptoérlerin nitrik oksit saliniminda diizen-
leyici olmasi ile uyumludur. Calismamizda sahte opere
edilen farelerin MPG’sinde az miktarda galanin immuno-
ekspresyonu gortilsede, galanin pelvik pleksus hasari ol-
mayanlarda erektil fonksiyonun kontroliinde fizyolojik ana
roli yoktur. Galanin ve nNOS’un erektil aktivitede koordi-
neli rolind tanimlamay1 amaclayan daha ileri in vitro ve in

vivo calismalara baslanmistir.

Calismanin ele alinmasi gereken sinirliigl, hasar sonra-

sinda CN rejenerasyonunda galaninin rolli hakkinda kesin
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sonu¢ vermemesidir. Calisma, BCNI sonrasinda MPG’de
galanin regulasyonu hakkinda bilgi versede, galaninin n6-
roprotektif yada nérorejeneratif rolli hakkinda kesin kanit
icermemektedir. Bu konuyu ele alabilmek icin, su anda
enstitilerimizde yapilmakta olan galanin veya c-JUN sis-
teminin farmakolojik inhibisyonu ile sinir rejenerasyonun-

daki fonksiyonel rolii dogrulanmaldir.

CN hasan sonrasinda erken evrede MPG'de galanin
up regiilasyonu olur ve kademeli olarak azalir. CN hasa-
rini takiben nNOS iceren néronlarda galanin ortaya cikar.

Galanin ekspresyonu, fonksiyonel son organ ile temasini

kaybeden néronlarda galanin transkripsiyonunu harekete
gecirmeyi amaclayan c-JUN’un up regtlasyonu ile para-
lellik gsterir. Sonuclarimiza gére,galanin up regtilasyonu
CN hasarina endojen ndrorejeneratif yanitta ve galanin
peptidi ile reseptdrlerinin dizenlenmesinde 6nemli bir
faktordur, veya CN hasari sonrasinda erektil fonksiyonlarin
iyilesmesinde galanin up regtilasyonuna yol acan yolaklar

ilgi cekici yeni bir yol sunmaktadir.
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