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B-Sinir Biiyiime Faktorii’niin Reprodiiktif Etkileri
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Ozet: Sinir bityiime faktorii (NGF), yaklasik 13 kDa molekiiler agirliga sahip bir protein olup nérotrofin ailesinin ilk
tanimlanan {iyesidir. NGF temel olarak kok hiicre, nétrofil, lenfosit ve monositlerin hayatta kalmasini, farklilagmasini
ve ¢cogalmasini etkilemektedir. Ayrica disi ve erkek reprodiiktif dokularinda ve ¢esitli noral olmayan hiicrelerde de bu-
lunmaktadir. B-NGF provoke ovulator tiirlerde ovulasyonu indiiklemekte, ayni zamanda koyun, tavsan, sigir, at, domuz,
kegci ve deve gibi tiirlerde GnRH agonisti olarak gorev almaktadir. Reprodiiktif etkileri provoke ovulatér tiirlerin dtesine
uzanmakta, sadece disi reprodiiksiyonu ile siirlandirilmamakta, erkek iireme sistemi agisindan da 6nemli gorevlerde
yer almaktadir.
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Reproductive Effects of f-Nerve Growth Factor

Abstract: Nerve growth factor (NGF), is the first described member of the neurotrophin family and this protein has
an approximately 13 kDa molecular weight. Primarily, NGF affects the survival, differentiation and growth of several
cells such as stem cell, neutrophil, lymphocyte and monocyte. In addition to that, it can be located in female and male
reproductive tissues and various non-neural cells. B-NGF induces the ovulation in induced ovulatory species, besides
it functions as a GnRH agonist in sheep, rabbit, cattle, horse, pig, goat, camelids. Its reproductive effects reach beyond
the induced ovulation species and cannot be limited solely to female reproduction, it also plays major roles in the male
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reproductive system.
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Giris

Giiniimiizden yaklasik 30 yil 6ncesine kadar, pro-
voke ovulasyon gerceklestiren tiirlerin ¢iftlesme
sirasinda olusan mekanik uyarimdansa spermadaki
bazi faktorlerin ovulasyonu gergeklestirdigi goriisii
One siirlilmiis ve devamindaki ¢alismalarda disi de-
velere seminal plazmanin intravaginal [11,63], int-
ramuskiiler ve intrauterin [42] uygulamalar1 yapila-
rak ovulasyonlar takip edilmistir. Bu ¢alismalardan
yaklasik 20 yil sonra, lama ve alpakalarda “ovulas-
yonu indiikleyen faktor (OIF)” varlig1 bir seri aras-
tirma ile ortaya konulmustur [2]. Sadece provoke
ovulator tiirlerle sinirl kalmayarak, spontan ovulas-
yon gerceklestiren tlirlerin seminal plazmasinda da
OIF’1in bol miktarda bulundugu ortaya ¢ikarilmistir
[23,43]. Yapilan calismalarda, prepubertal farelerde
ovulasyonu indiikledigi, ineklerde ovaryan folikiil
dalgasini degistirdigi, rat, fare, kobay, tavsan, lama
ve ineklerin primer hipofiz bezi hiicre kiiltiirlerinde
in vitro LH salinimin1 sagladigi ortaya konulmustur

[1].

Isiya direngli, proteinaz K ile enzimatik olarak
sindirilebilen OIF, yaklagik 13 kDa molekiiler agir-
l1ga sahip bir proteindir ve B—NGF (B - Sinir Biiyii-
me Faktorii) proteini ile homolog oldugu ispatlan-
mustir. Sinir bliylime faktorii (NGF), bir dimer olup
norotrofin ailesinin ilk tanimlanan tyesidir. NGF,
periferal ve merkezi sinir sistemi hiicrelerinin ha-
yatta kalmasini ve islevini diizenleyen norotrofik
bir sitokindir [6]. Beyin kaynakli nérotrofik faktor
(BDNF), nérotrofin-3 (NT-3) ve norotrofin-4 (NT-
4)’1 de igeren, norotrofin ailesine aittir. Biitiin bu
norotrofinler homodimerler olarak bulunmaktadir
ve molekiiler agirliklar1 26-27 kDa arasinda degis-
mektedir [29]. Beyin dokusunda eksprese edilen
NGF’iin periferal dokularda da yaygin olarak bu-
lundugu bildirilmistir [28].

NGF’in sinir sistemi disinda da pek ¢ok bi-
yolojik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Spesi-
fik reseptort, tipik bir tirozin kinaz reseptorii olan,
tropomiyozin kinaz reseptor A (TrkA)’dir. TrkA
reseptoril araciligi ile bagisiklik yanitlara araci-
lik ederek yangisal reaksiyonlarda yer aldigi bil-
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dirilmistir. NGF’iin, hematopoetik kok hiicrelerin,
notrofillerin, lenfositlerin ve monositlerin hayatta
kalmasini, farklilagsmasini ve cogalmasini etkiledigi
rapor edilmistir [28]. Aslen fare sarkomunda, kobra
zehrinde ve eriskin farelerin submandibular tiikiiriik
bezlerinde kesfedilen NGF, duyusal ve sempatik
noronlarin ve adrenal medulla hiicrelerinin canlilik
ve gelisimini desteklemektedir. Ancak devaminda
yapilan ¢alismalarda, disi ve erkek reprodiiktif or-
ganlarinin dokular1 gibi ¢esitli néral olmayan hiic-
relerde de bulunmustur [44].

Arastirmacilar baglangicta kemirgenlerin ovar-
yumunda nérotrofinlerin gérevinin ovaryum uyaril-
mast ile smirlt oldugunu diisiinse de, son yillarda
ndrotrofin ve reseptdrlerinin ovaryum fonksiyonlari
ve ovulasyon [37], steroid sekresyonu [62] ve foli-
kiiler gelisim [30] {izerinde de etki gosterdigini or-
taya koymusglardir. NGF’lin ovaryum fonksiyonla-
rinin kontroliinde gorev aldigi kanisi, ratlarda NGF
ve reseptorii Trk A’nin folikiil igerisinde saptanmasi
ile desteklenmektedir [17]. NGF proteinine karsi
immunize edilen ratlarda folikiiler gelisim engel-
lenmekte, sempatik inervasyon ortadan kalkmakta,
androjen ve Ostradiol tretimi diismekte, pubertaya
ulasim gecikmekte ve dstrus siklusu diizeni bozul-
maktadir [30]. NGF ile inkiibe edilen insan ovaryum
hiicrelerinin de FSH reseptorii mRNA seviyelerinde
O6nemli bir artis gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda bu
hiicrelerde progesteron sekresyonunda diisiis goz-
lenmekte bu etki ile de prematiir luteinizasyonun
engellendigi diisiiniilmektedir [49].

Elde edilen sonuglar dikkate alindiginda
NGF’iin steroidogenezis tizerindeki etkisinde cesitli
celiskiler bulunmaktadir. Baz1 gruplar LH nin TrkA
reseptoriinii indiikledigini ve NGF ile Progesteron
ve PGE sentezinin desteklendigini savunurken bazi-
lar1 ise TrkA ve NGF’iin 6stradiol tiretimini stimiile
ettigini, prematiir luteinizasyonu engelledigini ve
Progesteron tiretimini diislirdiigiinii savunmaktadir.
Bu celiskinin énemli bir nedeni olarak, yapilan son
calismanin preovulatér LH piki ile iliskilendiril-
memesinden kaynaklanabilecegi dusiiniilmektedir
[59]. LH’nin NGF/TrkA stimiilasyonu sagladigi
acik olsa da bu etkisinin gergeklesmesini saglayan
degisik yol, mekanizmalar ve zamanlamalarin daha
detayli olarak ¢alisilmasi gerekmektedir.

NGF sentezi sican ve koyunlarda antral foli-
kiillerin teka hiicrelerinde tespit edilmistir [17,36].

Ancak insan, domuz, keci ve sigirlarda hem gra-
niiloza hem de teka hiicrelerinde {iretilmektedir
[18,24,45,52].

Bu proteinin alpaka ve lama seminal plazma-
sindaki dominant protein oldugu gerceklestirilen
S1vi Kromotografi Kiitle Spektrometrisi analizi ile
ortaya konulmustur. Boga, ko¢ ve aygir spermasin-
da ise daha diisiik miktarlarda varlig1 saptanmistir
[21].

Disi Memelilerde Reprodiiktif Etkileri

B-NGF’lin provoke ovulator tlirlerde ovulasyonu
indiikledigi, ayni zamanda koyun, tavsan, sigir,
at, domuz, ke¢i ve deve gibi bir¢ok tiirde GNRH
agonisti kadar basarili oldugu bildirilmektedir [20].
Lamalara GnRH antagonisti uygulamasi sonucu
OIF’iin etkisini gostermedigi (LH salinimi ve ovu-
lasyonun engellenmesi), bu proteinin hipotalamus-
taki GnRH noronlari iizerine direkt veya indirekt bir
etkisi oldugunu ortaya koymaktadir [55]. In vitro
yapilan ¢alismalarin sonucunda ise OIF’iin hipofiz
bezi gonadotropinleri lizerinde de direkt etkisi oldu-
gu saptanmistir. Lama ve ineklerin 6n hipofiz lobu
primer hiicre kiiltiirleri 2 saat boyunca OIF igeren
medyumlarla inkiibasyona birakilmis ve devaminda
LH seviyesi Ol¢lilmiistiir. Lamalarda doza bagiml
artan LH konsantrasyonu Ol¢iiliirken ineklerde bu
etki doz ile degisim gostermemistir [8].

Lamalarda ortalama ejakiilat miktar1 2 ml kabul
edildiginde, igerdigi OIF miktar1 yaklasik olarak 3-6
mg olarak bildirilmistir [43]. Bundan yola ¢ikilarak,
yapilan ¢alismada, ejakiilatta dogal olarak bulunan
miktarin 1/25°1 ile 1/250’si arasinda degisen dozlar
degerlendirilmistir. Dozla iligki olarak B-NGF’iin
alpakalarda ovulasyon lizerine etkisi Stuart ve ark.
[57] tarafindan yapilan g¢aligmada belirtilmistir. Bu
caligmalar sonucunda OIF/B-NGF’iin ejakiilattaki
fizyolojik dozunun en az 1/100 oranindaki miktar
intramuskiiler yolla uygulandiginda lama ve alpaka-
larda ovulasyonu saglamaktadir. Intrauterin doz (5
ml seminal plazma veya 20 mg OIF) arttirildiginda
ise, diisiik doz i.m. veya i.v. uygulamasi ile benzer
sekilde dolasimdaki LH konsantrasyonu artmis ve
%100 ovulasyon oran1 yakalanabilmistir [54].

Seminal plazma enjeksiyonu yapilan disi la-
malarda olusan korpus luteum (KL), GnRH ile in-
diiklenen ovulasyon sonrast olusan KL’a gore daha
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biiylik olmakla beraber, daha ge¢ regrese olmakta
ve iki kat fazla progesteron iiretmektedir. Ayrica
seminal plazma gruplarinda, uygulama sonras1 LH
konsantrasyonlarinin 8 saat boyunca uygulama 6n-
cesi seviyesinin ustiinde kaldigi, GnRH grubunda
ise LH konsantrasyonlarmin 5.5 saat sonra bazal
seviyeye indigi bildirilmektedir [2]. Goriilen bu
luteotrofik etkinin kaynaginin seminal plazmanin
neden oldugu daha uzun siireli LH salinimi oldugu
disiiniilmektedir. Ancak alpakalarda rekombinant
insan NGF ile gergeklestirilen calismalarda bu lu-
teotrofik etki goriilememektedir [57]. Primatlarda
ve laboratuvar hayvanlarinda da LH sekresyonu ve
luteogenezis arasinda benzer bir iliski gozlemlen-
mistir [10].

Tavsanlarda ve siganlarda ise ovulasyon dncesi
periyotta gonadotropinlerin konsantrasyon ve siire
degisimlerinin oosit maturasyonu, graniiloza hiic-
re luteinizasyonu ve KL formasyonunda degisime
neden olabilecegi belirtilmektedir Hem devegille-
rin hem de bogalarin seminal plazmasi, plazma LH
konsantrasyonlarinda &lgiilebilen bir artig belirle-
nememesine ragmen, spontan ovulatdr bir tiir olan
sigirlarda luteotrofik etki gostermistir [3].

Sigirlarda OIF’{in luteotrofik etkisinin hipota-
lamus veya hipofizdeki TrkA reseptorleri ile etki-
lesimi sonucu gonadotropin salinimi yerine, direkt
olarak ovaryum seviyesinde, dominant folikiil {ize-
rindeki graniiloza ve teka hiicrelerinin sahip oldugu
TrkA reseptorlerinin artan ekspresyonu ve bu resep-
torler ile OIF’iin etkilesimi araciligi ile saglandig
Carrasco ve ark. [9] tarafindan belirtilmistir. Buna
ek olarak OIF’iin orta-luteal donemdeki sigir KL in
vitro hiicre kiiltiiriinden progesteron salimimini sti-
miile ettigi bildirilmektedir.

Sonug olarak OIF’iin neden oldugu bu luteot-
rofik etkinin hem LH salinimi genligi (merkezi me-
kanizma) hem de ovaryum folikiillerindeki spesifik
reseptorlerin ekspresyonundaki gegici degisimler
(lokal mekanizma) ile iligkilendirilmesi, birden faz-
la etki mekanizmasinin oldugunu gostermektedir.

Inek ve domuzlarda ¢iftlesme aktivitesinin ar-
tan LH salinimi ve daha yiiksek ovulasyon oranlari
ile iligkilendirildigi ¢aligmalar mevcuttur [3]. Do-
muzlarda seminal plazma uygulamasi ile in vivo
KL cap1 ve progesteron sekresyonu artmis, in vitro
ise preoviilator folikiillerin graniiloza ve teka hiic-

relerinin LH duyarlilig1 ve progesteron sekresyonu
artmstir [41].

Sinir biliyiime faktoriiniin boga seminal plaz-
masindaki miktar1 yaklagik 0.7 mg/ml olarak belir-
tilmis ve bu tiirde, insan, kog, teke ve domuz semi-
nal plazmasindan ¢ok daha yliksek miktarda bulun-
dugu bildirilmektedir [22]. Boga seminal plazmasi-
nin igerdigi OIF miktar1 (0.10 + 0.03 mg/mL) lama
seminal plazmasindaki oranmn (1.2 £ 0.21 mg/mL)
%10-20’sinde kalmaktadir [7]. Disi lamalara, lama
seminal plazmasindaki OIF miktaria (250ug) ya-
kin bir miktarda boga seminal plazmasi uygulamasi
sonucunda lama seminal plazmasiyla elde edilen
ovulasyon oranlarina benzer oranlar yakalanabil-
mistir [60].

Prepubertal diiveler kullanilarak lama seminal
plazmasindan saflastirilan OIF kullanilmis ve fare-
lerde goriilenin aksine ovulasyon tetiklenmemistir.
Ancak mevcut uygulama sonrast dolasimdaki FSH
konsantrasyonunu arttirarak yeni bir folikiiler dal-
ganin olusumunu hizlandirmistir. Bu sonuglardan
yola ¢ikilarak, OIF’iin dominant folikiil {izerine
baskilayict bir etki ile folikiiler dalga dinamikleri-
nin kontroliinde rol aldig1 diisiiniilmektedir [58].

Saflastirilan NGF ile cinsel olgunluga ulasmis
diivelerde de ovulasyon indiiklenememis ancak LH
uygulamasindan 12 saat sonra i.m enjeksiyonu ya-
pilan boga seminal plazmasi ile kayda deger oranda
daha senkronize ovulasyonlar (LH uygulamasini
takiben 30-34 saat arasi) ve buna ek olarak ovulas-
yondan 4 saat sonra yapilan boga seminal plazma
enjeksiyonlari ile luteotrofik (artan plazma proges-
teron) bir etki gozlemlenmistir. Ayrica lama seminal
plazmasindan saflastirilan OIF, diivelerde faza bagl
bir sekilde dominant folikiil gelisimini etkilemekte
ve luteotrofik etki gdstermektedir [58,60].

Koyunlarda ise, alpaka seminal plazmasi en-
jeksiyonunu takiben 4 saat igerisinde hipofizden
salgilanan LH konsantrasyonlar1 artisi ile spontan
ovulator tiirlerde de bu proteinin reprodiiktif hor-
monal regiilasyon lizerinde etki gosterdigi ortaya
konulmustur [20].

Embriyo gelisimi tizerindeki etkisi ise, koyun-
larda Crispo ve ark. [13] tarafindan ger¢eklestirilen
caligma ile rapor edilmistir. Bu amagla, in vitro oo-
sit maturasyonu ve in vitro fertilizasyon agamasinda
medyuma eklenen NGF ile boliinme orani kayda
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deger olarak artmis, fertilizasyon asamasinda ek-
lendiginde ayrica embriyo gelisimini desteklemistir.

Erkek Memelilerde Reprodiiktif Etkileri

Erkek acisindan bakilacak oldugunda, cesitli do-
kularda farkli hiicre tipleri tarafindan salgilanan
NGF’iin parakrin ve/veya otokrin bir yol ile sper-
matogenezis ve diger testikiiler fonksiyonlarin re-
giilasyonunda gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Erkek
reprodiiktif sistem organlar1 ve sperm hiicrelerinde
yuksek affiniteli (TrkA) ve diistik affiniteli (p75)
NGF reseptorleri varligi ise, bu proteinin sperm
fonksiyonu iizerinde etkisi oldugunu bildirmektedir
[25,32,33,45].

Japon maymunlarinda seminal vezikiil, epi-
didimis ve testiste, Leydig ve Sertoli hiirceleri ile
cesitli asamalardaki sperm hiicrelerinde NGF, TrkA
ve p75 reseptorleri pozitif boyanmistir [25]. Fare ve
sigan testisinde ise, primer spermatositlerden olgun
spermatidlere kadar tiim asamalarda pozitif NGF
immunoreaksiyonlarina rastlanmistir [5].

Immunofloresans teknigi ile boga spermasin-
da NGF immunoreaktivitesi spermatozoanin bag
ve kuyruk kisminda, reseptorii TrkA ise akrozomal
kap, niikleiis ve kuyruk bolgesinde saptanmistir
[32]. Gebelik orami yiiksek olan (SCR) erkekle-
rin spermatozoonlarinda NGF mRNA daha yiik-
sek miktarda bulunmustur. Immunositokimyasal
yontem ille NGF’in bas orta ve kuyruk kisminda
saptanmasi, 0zellikle de akrozom ve kuyruk bol-
gesinde yliksek miktarda ekspresyonu SCR skoru
yiiksek olan bogalarin motilitesini ve viabilitesini
koruyabilme, zamaninda kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonu gosterebilme ve bu sekilde fertilizasyon
oranlarini arttirabilme yetenegine sahip oldugunu
diistindiirmektedir. Bu bulgulardan ola ¢ikilarak
fertilite ile NGF arasinda bir iliski oldugu one sii-
rilmektedir [26].

Sican ve farelerde gerceklestirilen ¢alismalarla
cesitli norotrofinlerin, embriyonik testis geligimi-
nin farklilagma siirecinde [12,14,15,16,31,46] ve
spermatogenezis regiilasyonunda lokal aktivite gos-
terdigi [35,50,51,56,61] ortaya konulmustur. Ayni
zamanda Leydig hiicrelerinin proliferasyonu, fark-
lilagmasi ve testosteron iiretiminde 6nemli rol oyna-
maktadir [64]. Buna ek olarak Sertoli hiicrelerinden
gelisim asamasina bagli olarak androjen baglayici
protein sekresyonunu diizenlemektedir [19]. Miiller

ve ark. [38] tarafindan ise, NGF proteinin Leydig
hiicreleri tarafindan steroid {iretimini arttirdig1 orta-
ya konulmustur.

Golden hamsterlarda spermanin NGF ile inkii-
basyonu sonucunda motilite (VCL, VSL, ALH) ve
akrozom reaksiyonunu stimiile ettigi ve bu etkinin
siire ve doz bagimli bir sekilde arttig1 bildirilmistir
[26].

Boga spermasi eksojen NGF ile inkiibe edildi-
ginde hem leptin sekresyonun hem de sperm can-
lilig1 artmig, buna ek olarak gec apoptotik ve olii
spermatozoa sayisi da artis gostermistir [32]. NGF
ve norotrofinler her ne kadar esas olarak proliferas-
yonu desteklemesi, hedef hiicrelerin maturasyonu
ve hayatta kalmasini saglasa da, ¢esitli ¢aligmalarda
NGF’iin kiiltiir kogullar1 veya hiicre tipinin yapisina
gore trofik etkisinden degil, sitotoksik bir etki ile
apoptozisi indiikledigi bildirilmektedir [4,39,40].

Insan spermasinin gesitli dozlarda ve siirelerde
NGEF ile inkiibasyonu sonucu doza bagiml bir se-
kilde motilite ve kinetik hiz parametreleri incelen-
diginde, ortalama VAP (Ortalama yol hizi, pm/s),
VSL (Dogrusal hiz pm/s), VCL (Egrisel hiz um/s),
BCF (Capraz gegis frekans ritmi, Hz) ve LIN (Egri-
sel yolaklarin dogrusalligl) degerleri 6nemli ol¢tide
artt1g1 rapor edilmistir [34,53]. Buna paralel olarak,
kriyoprezervasyon medyumuna eklenen 0.5ng/ml
NGF ile, astenozoospermik drneklerin ¢dziim vi-
abilite ve motilite degerleri 6énemli 6l¢iide artmus,
DNA fragmentasyonunu diismiis, ancak hiicre ici
nitrik oksit konsantrasyonunda herhangi bir degi-
sim gdzlenmemistir. Bu sonuglar, normozospermik
spermada daha etkili bir bi¢imde gézlemlenmis ve
ek olarak nitrik oksit konsantrasyonunu azaltmistir
[47,48].

Sonug¢

Tim bu gozlemler sonucunda NGF’iin hayvanlar-
da tireme ile ilgili 6nemli rol oynadigina dair artan
kanitlar saglanmistir. Reprodiiktif etkileri provoke
ovulator tiirlerin Otesine uzanmakta, sadece disi
reprodiiksiyonu ile smirlandirilamamakta, erkek
iireme sistemi agisindan da 6nemli gorevlerde yer
almaktadir. Seminal plazma kaynakli bu proteinin
daha detayli arastirilmasi ve yardimci iireme tekno-
lojilerine entegrasyonu ile reprodiiktif verimin artti-
rilabilecegi agikca ortaya konulmustur.
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