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Ozet

Immunosupresif ézellige sahip bir protein olan erken gebelik faktérii (EGF)
fertilizasyondan sonra yaklasik 6-24 saat icerisinde maternal serumda tespit
edilebilir ve pek ¢ok canli tiriinde gebeligin ilk iki trimesteri boyunca Uretilir.
EGF'nin 6nemi sadece gebelik sireciyle sinirli degildir. Yapilan calismalar
EGF'nin timaor hicreleri, normal cogalan hiicreler ve aktif plateletler tarafin-
dan hiicre blylimesi ve bolinmesi sirasinda Uretildigini, timaor hicrelerinin
proliferasyonu ve doku yenilenmesi igin de gerekli oldugunu gostermistir.
Insan plateletinden izole edilen ve molekiiler agirhg 10,843 Da olarak bulu-
nan EGF'nin amino asit siralamasinin ylzde yetmisi belirlenmis ve tek bir
amino asit rezidlsu disinda sican mitokondriyal saperon 10 (cpn 10) ile ayni
oldugu tespit edilmistir. EGF ile cpn 10"'un ayni molekul olup olmadig tartis-
malari ise halen devam etmektedir. EGF tespitinde en cok kullanilan ve ayni
zamanda en guvenilir test olan “rozet inhibisyon testi” (RIT) zahmetli, za-
man alici ve hassas olmasi sebebiyle rutin kullanimda pratik olmamaktadir.
Son yillarda yapilan calismalarda EGF aktivitesini 6lcmek icin RIT a alternatif
yeni yontemlerin arastiriimasiyla birlikte bu alanda yapilacak calismalara hiz
kazandirilmasi amaglanmaktadir.
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Abstract

Early pregnancy factor (EPF), identified as an immunosuppresive protein,
can be detected in maternal serum within 6-24 hours of fertilization and is
present for at least the first two trimester of pregnancy. Besides pregnancy,
EPF is secreted by tumor cells, normal growing cells and active platelets
during cell growth and division. It is also required for tumor proliferation
and tissue renewal. Seventy per cent of the amino acid sequence of EPF
derived from human platelets was determined and except from a single
residue, it was identical to the sequence of rat mitochondrial chaperonin 10
(cpn 10). The molecular weight of the protein was found to be 10,843 Da.
Whether EPF and cpn 10 are the same molecule or not is still discussed by
many researchers. The rosette inhibition test (RIT) which is the most widely
used and most reliable assay for EPF detection is not practical for routine
utilization since it is laborious, time consuming and sensitive. Recently, it is
expected to speed up the EPF studies by investigating novel assay systems
that will be more practical than RIT.
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Giris

Implantasyon dncesi dénemde maternal ve embriyonik
dokular arasindaki iliskiler, implantasyon ve gebelik slre-
cinin saghkl bir sekilde gerceklesmesini saglayan meka-
nizmalari aktive eder. Implantasyon éncesinde gebeligin
ilk isareti 0strojen ve progesteron seviyelerindeki degisik-
likler ile baslatilan lokal endometriyal reaksiyondur. 1974

yilinda Morton ve arkadaslari tarafindan kesfedilen Erken
Gebelik Faktort (EGF) ise daha erken donemde maternal
sistemi immunolojik olarak implantasyona hazirlamakta-
dir.” Déllenmeyi izleyen 6-24 saat icerisinde konseptlse
tepki olarak yumurtaliklardan salgilanan ve Rozet Inhibis-
yon Testi (RIT) ile tespit edilen EGF, bagisiklik sistemini
baskilayici bir proteindir. Lenfositlerden supresor faktdr
Uretimini baslatarak hucre-aracili hipersensitivite reaksi-
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yonlari gibi bazi immunolojik tepkileri baskilama 6zelligi-
ne sahip olan EGF maternal serumda bu kadar kisa bir
strede tespit edilebilmesi sebebiyle bu sekilde adlandi-
nimistir.2 Immunosupresif faktor etkisi gdsteren EGF'nin
yeni olusan embriyoya karsi maternal immun sistemin
tepki gostermesini engellemesi cok 6nemlidir. CUnk,
gebelik ancak, embriyo annenin immun sisteminden
kacmay! basarabilirse gerceklesir.® EGF kesfedilmeden
once embriyonun implantasyon oncesi slrecte farke-
dilemeyecegi, bu sebepten de gebeligin implantasyon
gerceklesene kadar tespit edilemeyecegi disunullyor-
du. Gebeligin en erken isaretinin ise “Human Chorionic
Gonadotropin” (hCG) oldugu kabul ediliyordu.*

Morton ve arkadaslarinin fare serumunda, dollenmeden
sonraki 6 saat icinde EGF'nin tespit edilebilecegini gds-
termesinden sonra bu proteinin domuz, koyun, inek ve
at gibi diger pek cok memeli serumundaki aktivitesi de
incelenmistir. Insanda EGF aktivitesi ise, yapilan calisma-
larda, maternal serum, idrar, fetal serum, amniyotik sivi
ve plasental ekstraktlarda tespit edilmistir.3 EGF'nin vi-
cutta bulunma suresi tlrlere gore degismektedir; insan-
da ve kemirgenlerde gebeligin ilk iki trimesteri boyunca
varligini devam ettirir. Yapilan bir calismaya gére emb-
riyonun canliigi ile yakindan iliskili olan EGF, embriyo
transferinden sonraki 12 saat icerisinde ortaya cikar ve
embriyonun 6limU ya da alinmasini takiben 24-48 saat
icerisinde kaybolur.® Bu sonu¢ gostermektedir ki gebelik
teshisinin yani sira implantasyon basarisizliklarini sapta-
mak ve riskli gebeliklerin takibini yapabilmek acisindan
da EGF buyik 6nem tasimaktadir. EGF'nin 6nemi sade-
ce gebelik slreciyle de sinirli degildir. Yapilan gcalismalar
EGF'nin timor hicreleri, yetiskinlerde normal ¢ogalan
hicreler ve aktif plateletler tarafindan hicre blylimesi ve
bollinmesi sirasinda Uretildigini, tGmor hicrelerinin pro-
liferasyonu ve normal doku yenilenmesi icin de gerekli
oldugunu gostermistir.®

Embriyonik canhlik icin EGF'nin 6nemi

Canli bir embriyonun gdstergesi olan EGF embriyonun
yasama devam etmesi icin de gereklidir. EGF'nin embri-
yo canliligini sirdtrmedeki rolt Uzerine yapilan calismalar
halen devam etmektedir. Bunun icin bir ¢cok arastirmaci

tarafindan EGF aktitivesini notralize edecek monoklonal
ve poliklonal antikorlar hazirlanmistir. Athanasas-Platsis
ve arkadaslari gebe farelerin monoklonal ve poliklonal an-
tikorlarla pasif immdinizasyonu sonucu embriyonik canlili-
gin sona erdigini gdstermistir.2 Ayni grup yaptiklari diger
bir calismada pasif immunizasyonun gebeligin cok erken
safhalarinda (1-2 hicreli evre) embriyoda gelisim geriligi-
ne ve sonrasinda implantasyon kusurlarina neden oldu-
gunu gostermistir.” Bu calismayla pasif immunizasyonun
pre-implantasyon sulrecindeki etkilerini gosteren grup
2000 yilinda yaptiklari bir baska calismada ise peri-imp-
lantasyon asamasindaki etkilerini arastirmistir. Post coi-
tum (p.c.)®54. gin peri-implantasyon surecindeki farelere
verilen antikorlarin embriyolarin implantasyonunu engel-
ledigi tespit edilmistir. Bu calismalarla, EGF'nin iki dnemli
slrecte gerekli oldugu sonucuna varilmistir: Bunlar 1-2
hicreli erken evre ve peri-implantasyon asamalaridir.®

Shahani’nin yaptigi bir calismada ise disik EGF aktivite-
sinin klomifen sitrat tedavisi géren kadinlarda subklinik
embriyo kayiplarina neden oldugu tespit edilmistir.® 2012
yilinda gebe siganlar Uzerinde poliklonal anti-EGF antikor-
lar kullanarak pasif immunizasyonun pre-implantasyon
sUrecini nasll etkiledigini arastiran Grosso ve arkadasla-
r calismanin sonucunda antikor uygulanan gruplardaki
embriyo sayisinin kontrole kiyasla 6nemli derecede daha
az oldugunu ve embriyolarin gelisimlerinin daha gec ger-
ceklestigini gozlemlemistir. Ayrica, antikor uygulanan
sicanlarda IL-10 ve INF-y seviyeleri ylkselirken, serum
ve plasental TGF-Beta seviyelerinde énemli bir disus iz-
lenmistir.°

Timor proliferasyonu icin EGF'nin 0nemi

EGF sadece embriyonun canlliginin devami igin dedgil,
ayni zamanda tUmor hicreleri icin de gereklidir. EGF'nin
timor hicrelerinin bdytmesiyle ilgisi oldugu ilk olarak
1983 yilinda Rolfe ve arkadaslari tarafindan gosterilmis-
tir. RIT ile yapilan calismada testis germ hicre timor
bulunan hastalarin serumunda EGF bulundugu tespit
edilmistir. Saglkl erkek kontrollerde ya da non-germ
hicre tUmord bulunan benign testis hastaligi olan hasta-
larda ise EGF'ye rastlanmamistir.” Mehta ve Shahani ise
yaptiklari calismada serumda EGF varliginin koriyokarsi-
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nom hastalarini belirleyebilecegini, ayni sekilde serum
EGF aktivitesi olmayan hidatiform mol hastaliklarinin da
tespit edilebilecegini ifade etmislerdir.™

Quinn ve arkadaslari EGF'nin timor hucrelerinin biya-
mesine etkisini arastirmak amaciyla yaptiklari in vitro ve
in vivo calismalarda monoklonal antikorlardan faydalan-
mislardir.’®' EGF'nin timor ve donldsmds (transforme)
hdcrelerin Grinl oldugunu belirleyen calisma, bu hiic-
relerin devamliliklari icin de EGF'ye ihtiyac duyduklarini
ortaya koymustur. Yani, embriyonik hicrelerin canliliklari-
nin devami icin otokrin blytUme faktorl roll oynayan EGF
tUmor hicreleri icin de ayni roli oynamaktadir. Calisma-
ya gore EGF Uretimi hlcre bolinmesi sirasinda gercek-
lesmekte ve blylme durduktan sonra veya hiicre farkli-
lasmas! durumunda ise Uretim olmamaktadir. Anti-EGF
antikorlarinin artan dozlarda uygulandigi timér hicresi
kaltarinde ise hlcre blyUmesinde ve canlilikta 6nemli
miktarda, doza bagh bir disUs oldugu gozlemlenmistir.™

Quinn ve Morton yaptiklar bir diger calismada timor
hdcrelerinin in vivo olarak da canliliklarini korumasinda
EGF'ye ihtiyac duyduklarini gostermistir.” MCA-2 timor
hicreleriyle subcutan (s.c.) inoktlle edilen CBA farelere 4
gln boyunca anti-EGF uygulanmis ve antikor uygulama-
sini takip eden 9. ve 13. glnlerde olcim yapildiginda td-
mor boyutunda kicillme oldugu tespit edilmistir. TGmor
hicrelerinin DNA sentez hizi belirlendiginde, anti-EGF
antikorlarinin timorin blylmesini inhibe ettigi ortaya
cikariimistir. Serum EGF miktarinin timorin DNA sen-
tez hizinin inhibisyonuyla iliskisi oldugunun saptanmasi,
tUmor hicrelerinin hlicre bolinmesinin optimal seviyede
tutulmasi icin EGF'ye ihtiyac duyduklarini dogrulamistir.™

Doku yenilenmesi icin EGF'nin 6nemi

EGF sadece ¢cogalmakta olan timor hicreleri tarafindan
degil, ayni zamanda normal hicreler tarafindan da Ureti-
lir. Hlcre kdlttrinde buydtilen ve bolinmekte olan aktif
primer hlcrelerin de EGF Urettigi, yapilan calismalarla or-
taya konmustur. Sican hipofiz hlcreleri, kdpek endotel
hicreleri ve sican fibroblastlarinin primer kaltlrlerinden
elde ettigi uygun besi yerlerini test eden Quinn, 5 gln-
|Uk inkGibasyondan sonra besi yerinde EGF bulundugunu

tespit etmistir.'®

Quinn ve arkadaslari baska bir calismada EGF'nin sadece
kltar hicreleri tarafindan degil, in vivo hicreler tarafin-
dan da Uretildigini gostermistir. Sicanda parsiyel hepatek-
tomi operasyonundan 8 saat sonra serumda EGF tespit
edilmis ve 48 saat sonra da EGF miktari tepe noktasina
ulasmustir; 3 hafta icerisinde ise kaybolmustur. EGF'nin
operasyondan 18 saat sonra spesifik antikorlar kullanila-
rak pasif immunizasyon ile notralize edilmesi sonucunda,
geri kalan karaciger kisminin H-thymidine aliminda dusts
izlenmistir. Parsiyel hepatektomiden kisa slre sonra
serumda EGF gozlenmesi ve antikorlarin hepatik DNA
sentezine olan inhibitor etkisi EGF'nin DNA sentezi ve
hicre boélinmesi sirasindaki bir takim olaylar icin gerekli
oldugunu ve sonuc olarak da doku yenilenmesi sirasinda
EGF'nin oynadigi 6nemli roll géstermektedir.®

EGF'nin biyolojik fonksiyonlarinin ¢esitli olmasi, bu prote-
inin genis bir klinik kullanim alanina sahip olmasini sagla-
yacak onemli bir etkendir. Gebeligin olabildigince erken
tespit edilebilmesi, yasanan embriyo kayiplarini azalt-
mada buyutk rol oynayacaktir. Clnkd, embriyo kayiplari
en cok fertilizasyon ve implantasyon sirecleri arasinda
olmaktadir. EGF'nin timaér hicreleri tarafindan da dretil-
digi bilgisi ise kanser teshisi igin alternatif bir yontem ola-
bilecegini gdstermektedir. Ayrica molekdlin anti-tGmor
aktivitesine sahip olmasi, EGF'nin terapdtik amacla da
kullanilabilecegini géstermektedir. EGF tespitinde yaygin
olarak kullanilan RITa alternatif daha pratik ve uygulan-
masi daha kolay yeni bir ydntemin gelistiriimesi, tim bu
calismalara hiz kazandiracak ve molekUltn klinik 6nemi-
ni arttiracaktir. Bu sayede, gelecekte EGF erken gebelik
testi, kanser teshisi ve belki de tedavisi gibi pek ¢ok sag-
lik alaninda rutin kullanima sahip olabilecektir.

EGF'nin izolasyonu ve karakterizasyonu

1980°li yillarda “erken EGF"nin pre-implantasyon ve
implantasyon slrecinde anne vicudu tarafindan, “gec
EGF"nin ise implantasyondan sonra fetus tarafindan
salgilandigi distnUltyordu. 1990°li yillarin basinda ise
EGF'nin yumurtalktan salgilandigi gosterilmistir. Sueo-
ka yaptigl arastirmasinda besi yerindeki ddllenmis insan
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yumurtasinin EGF aktivitesinin yumurta gelisimi ilerle-
dikce arttigini ortaya koymustur. Elde edilen sonuclar,
pre-implantasyon sirecinde EGF'nin iki formu oldugunu
dustUndurmektedir: yumurtalik kaynakl ve déllenmis yu-
murta kaynakli. Sonug¢ olarak ise, EGF salgilanmasinin
yumurtalikta basladigi ve daha sonra blastosist ile devam
ettigi kabul edilmektedir.'”:

EGF izolasyonunda kullanilan RIT'in zahmetli ve zaman
alici olmasi gibi bir takim zorluklar sebebiyle EGF'nin
primer yapisinin incelenmesi biraz zaman almistir. Mo-
lekUlin biyolojik yapisini anlayabilmek igin protein purifi-
kasyonu, kromatografik teknikler ve kltle spektrometrisi
gibi cesitli tekniklerden faydalanilarak analizler yapilmis-
tir. Cesitli tirlerde gebelik siresi boyunca EGF molekdl
agirligi ve aktivitesi belirlenmeye calisiimis, gebelik done-
mine gore serumdaki EGF buydkligindn degisiklik gds-
terdigi saptanmistir. Gebeligin cok erken dénemlerinde
gorilen blytk molekiler agirhiga (>200 kDa) sahip EGF
aktivitesi gebelik ilerledikge kaybolmaktadir. Implantas-
yondan sonra ise tirden tlre miktar ve blyUkligu cesit-
lilik gosteren, daha kicuk molekuler agirhga (yaklasik 20-
90 kDa) sahip EGF aktivitesi gortilmektedir.’® 1984 yilinda
yaptigi in vitro calismada fareden elde ettigi EGF Uzerine
calisan Cavanagh, EGF'nin farkli yerlerden sentezlenen
EGF-A ve EGF-B olmak Uzere iki birimden olustugunu ile-
ri sirmuUstUr. EGF-A Ostrus ve gebelik sirasinda ovidukt-
ta (Fallop tlpU) sentezlenirken, EGF-B pre-implantasyon
surecinde yumurtaliklardan, peri- ve post-implantasyon
strecinde de embriyo tarafindan sentezlenmektedir.?°
EGF'nin yapisini incelemek icin farenin disinda sican,
koyun ve sigir gibi baska hayvanlar ile de calismalar ya-
pilmistir. Inseminasyondan 24 saat sonra koyun seru-
mundan elde edilen EGF'nin molekuller agirhg 20 kDa
iken, gebeligin 3.-8. aylari arasinda izole edilen EGF'nin
molekdiler agirhigr 20 kDa ile 67 kDa arasinda degismek-
tedir.2' Inseminasyondan 8 gin sonra sigir serumunda
yapilan analiz sonucu 20 kDa ile 30 kDa arasinda degisen
4 farkli molekdler agirhga sahip EGF tespit edilmistir.?? Si-
can EGF'sini inceleyen lkemizu ve arkadaslari ise immu-
noblotting analizi sonucunda pdurifiye EGF fraksiyonunda
22, 24 ve 28 kDa buyUkliklerinde U¢ bant bulundugunu
gb6zlemlemislerdir.'®

Hayvanlar Gzerinde vyapilan calismalarin yani sira in-
san EGF'sinin ozelliklerini incelemek Uzere de pek cok
arastirmaci tarafindan calismalar yapilmistir. Mehta ve
arkadaslari gebeligin 5. ve 12. haftalari arasinda, insan
serumundan izole ettikleri EGF'nin 21,5 kDa molekuler
agirliga sahip oldugunu gdstermislerdir.22 Insan koryonik
gonadotropininden EGF pdrifiye eden Sueoka ve arka-
daslari, EGF aktif fraksiyonunun 24-30 kDa'luk bir glikop-
rotein oldugunu belirtmislerdir.?* llerleyen yillarda, insan
plateletinden izole edilen ve molekuler agirigi 10,843 Da
olarak bulunan EGF'nin amino asit siralamasinin ytzde
yetmisi belirlenmis ve tek bir amino asit rezidtsi disinda
sican mitokondriyal saperon 10 (cpn 10) ile ayni oldugu
tespit edilmistir.?® Purifiye edilebilecek EGF miktarinin
cok az olmasi, purifikasyon materyali secimi, RIT'in zor-
luklari ve hassasiyeti EGF yapisini incelemede gucgluklere
ve sonugclarda farkliliklara neden olabilmektedir. Molek-
lin gebeligin hangi doneminde ve nereden izole edildigi
de sonuclardaki farkhiligin sebebidir.

EGF - Saperon 10: Ayni molekdl ma?

EGF'nin amino asit siralamasinin ylzde yetmisinin belir-
lenmesi ve tek bir amino asit rezidtsu disinda cpn 10 ile
identik oldugunun kesfedilmesiyle birlikte pek cok aras-
tirmaci bu iki molekul arasindaki benzerlikleri ve farklililari
arastirmak amaciyla cesitli ¢calismalar yapmistir. Cpn 10,
molekuler saperon olarak gorev yapan bir 1sI sok protei-
nidir (heat shock protein; Hsp). Cpn 60’a baglanarak onu
stabilize eder, birlikte mitokondri ve kloroplastta protein
katlanmasini ydnetirler. Hsp'ler hlcrelerde hayati 6Gnem
tasiyan rollerde gorev alirlar. Ates, inflamasyon ve ilk
embriyonik bdlinme gibi acil ve olagantstl durumlarda
hsp konsantrasyonu c¢ok hizli bir sekilde artar. Hsp'lerin
bu 6zelligi EGF'nin rol aldigi durumlar ile uyumlu olup
embriyogenez, doku yenilenmesi ve timor hicrelerinin
bUylmesi gibi durumlarda nasil hizli bir sekilde ortaya cik-
tigini aciklayabilir .

Hibridizasyon tekniginden faydalanan Summers ve ar-
kadaslari, EGF protein sekansina uygun problar kullani-
larak insan melanoma cDNA kitlUphanesinden cDNA
klonu izole etmisler ve EGF kodlayan sekansin cpn 10
kodlayan sekans ile yliksek homoloji igerisinde oldugunu
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gostermislerdir. Calismaya gore iki proteine ait genlerin
de ayni gen ailesi igerisinde olabilecedi dustntlmekte-
dir. Ancak elde edilen EGF kopyalarinin aktif genlere mi,
yoksa pseudo (yalanci) genlere mi ait oldugu kesinlik ka-
zanamamistir.?® Bu sonug da g6z 6ninde bulundurulunca
EGF'nin cpn 10'un ekstraseliler bir formu oldugu disu-
ndlmektedir. Cpn 10, yumurtalk kanseri olan hastalarin
serumunda bulunmasi gibi, bazi neoplastik hastaliklarda
ekstrasellUler bosluklarda bulunabilir. Bu durum ekstra-
selltler cpn 10'un EGF ile ayni molekdl oldugu, fakat lo-
kasyona bagli olarak farkli roller Ustlendikleri fikrini glc-
lendirmektedir.'®

Intraselliler cpn 10, ekstraselliler cpn 10 ve EGF'nin
arasindaki iliskiyi ortaya koymak Uzere yapilmis pek ¢ok
calisma mevcuttur. Ancak bu G¢ molekUilin ayni genin
(HSPE1) GrinU olup olmadigi hala kesin olarak bilinme-
mektedir. Kesin olarak bilinen sudur ki, en az iki varyant
bulunmaktadir: intrasellller ve ekstraselltler cpn 10. An-
cak pek cok arastirmacinin tanimladigi gibi ekstraselltler
cpn 10'un EGF ile ayni molekdl olup olmadigi kesin ola-
rak ortaya konamamistir. EGF izolasyonu ve karakterizas-
yonu icin daha verimli ve guvenilir yontemlerin belirlen-
mesi bu molekdiller arasindaki iliskinin tam olarak ortaya
konmasini kolaylastiracaktir.

Rozet inhibisyon testi

1960’ yillarda anti-lenfosit serumu (ALS), nakil yapilan
bdbregin reddedilmesini engellemek amaciyla kullanili-
yordu. Bach ve arkadaslari tarafindan gelistirilen RIT'in
ortaya cikisi immunosupresyon igin kullanilan ALS'nin
potansiyelini degerlendirme ihtiyacindan dogmustur.?’
Eger gebe serumunda fetusun reddini engelleyecek bir
immunosupresif faktor varsa bu faktorin ALS'nin rozet
inhibisyon titresini artiracag distnidlmdsttr. Bu disince
de RIT'In modifiye edilip EGF'nin kesfedilmesini sagla-
mistir. EGF tespitinde kullanilan RIT, ALS'nin lenfosit ve
kirmizi kan hicreleri arasinda meydana gelen ve cicek
sekline benzeyen rozet olusumunu inhibe etmesi teme-
line dayanmaktadir (Sekil 1). Lenfositler daha 6nceden
EGF ile inkibe edildiginde ALS rozet olusumunda daha
fazla inhibisyona neden olmaktadir.?8

Sekil 1 : Rozet inhibisyon testi
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EGF'nin kesfedilmesi ve karakterizasyonu igin yapilan
calismalar temelde RIT'a dayanmaktadir. Ancak bu ayni
zamanda arastirmalarda kaydedilebilecek hizli gelisimi
engelleyen unsur olmustur. RIT'In sahip oldugu deza-
vantajlar EGF'nin karakterizasyonu ve yapisinin belirlen-
mesini gUclestirmis, bu alanda yapilabilecek calismalarin
kisitlanmasina neden olmustur. Oldukca hassas olan bu
test gok duslk konsantrasyonlarda EGF tespiti yapabil-
mekle beraber, yapilisi zahmetli, zor ve zaman alicidir.
Ornek verilecek olursa kisraklarda gebelik tayin etmek
icin RIT yaparken 6nce test yapilacak kisraklardan serum
alinmasi, saglikli baska bir attan lenfosit izolasyonu ve
bu lenfositlere karsi tavsanlardan anti-serum (ALS) elde
edilmesi, koyun, insan veya sicanlardan eritrosit izole
edilmesi gerekmektedir. Lenfositlerin gebelik tayini ya-
pilacak hayvandan alinmasi yani direkt test yontemi igin
ise ALS'nin tlire 6zgl olmasi gerekmektedir. Bu yontem
fare, insan, domuz gibi bazi canlilarda uygulanabilecek-
ken, fil ya da kanguru gibi daha egzotik tlrlerde 6nce
serum orneklerinin fare analiz sisteminde test edilmesi
gerekmektedir. Dolayisi ile RIT pratik bir test olarak kabul
edilememektedir. Bu da glvenilir bir test olmasina rag-
men erken gebelik teshisi igin rutinde kullanilmasinin ¢cok
zahmetli olacagini gostermektedir.*

Kompleks bir test olan RIT, su kalitesine karsi oldukca
hassastir. Lenfosit hicre ylzeyini etkileyecek en klcuk




Ozbek ve Ark.
Erken Gebelik Faktoru

162

Sakaryamj 2013;3(3):157-164

faktor bile yanlis sonuca ya da testin basarisiz olmasina
neden olmaktadir. Ancak test titizlikle calisilir, damitilmis
su ve tek kullanimlik plastik kaplar kullanilirsa elde edi-
lecek sonugclar dogru ve tekrar edilebilir nitelikte olacak-
tr.4 RIT'in kantitatif ve spesifik olmayisi diger dezavan-
tajlari olarak gosterilmektedir. Gecmis yillarda gebelikle
ilgili hCG ve plasental laktojen gibi baska bir cok protein
daha incelenmis ve RIT pozitif olarak bulunmustur. An-
cak daha sonra bu aktivitenin EGF'den kaynaklanan bir
kontaminasyon sonucu meydana geldigi fark edilmistir.
Bu sonuclar RIT'in spesifitesinin tartismaya acik oldugu-
nu gostermektedir.?® Bitln kisitlamalarina ve dezavan-
tajlarina ragmen RIT, EGF tayininde hala en givenilir test
olarak kabul edilmekte ve pek ¢ok arastirmaci tarafindan
kullaniimaktadir.

Hayvanlarda EGF aktivitesi

1974'te Morton ve arkadaslarinin fare serumunda EGF'yi
kesfetmelerinden sonra domuz, at, inek, geyik gibi pek
cok hayvan tiriinde EGF aktivitesi incelenmistir. Bunla-
rin bUytk bir kismini ise ciftlik hayvanlari olusturmakta-
dir. Verimli ve ekonomik ciftcilik igin hayvanlarin her vyl
yavrulamasi ve gebe hayvanlarin olabildigince erken tes-
his edilmesi dnem tasimaktadir. Ayrica, kisraklar tGzerine
yapilmis olan bir calismada da Ureme verimindeki azal-
manin ve subfertilitenin en dnemli nedenleri arasinda er-
ken embriyo kaybinin oldugu gdsterilmistir.®® Dolayisiyla
doéllenmenin ve embiyonik gelisim asamalarinin incelen-
mesi Ureme veriminin artirimasi acisindan da 6nem ta-
simaktadir. Yapilan calismalarda erken embriyo kaybini
arastirmak icin ultrasonografi, progesteron seviyesi, est-
ron sulfat seviyesi ve EGF aktivitesi incelenmesinden
faydalaniimis, bunlar arasindan EGF aktivite 6lcimunin
digerlerine gore cok daha kisa slrede bilgi vermesi se-
bebiyle en uygun yontem oldugu sonucuna variimistir.®'

1980'li yillardan bu yana en yaygin RIT olmak Uzere cesit-
li yontemler kullanilarak farkli hayvanlarda EGF aktivitesi
tespit edilmistir. Gebe sican serumunda EGF aktivitesini
inceleyen lkemizu ve arkadaslari amonyum sulfat frak-
siyonlama, iyon kromatografisi, afinite kromatografisi ve
immunoblotting tekniklerini kullanmiglardir. Immunoblot-
ting sonucu EGF fraksiyonunda 22, 24 ve 28 kDa olmak

Uzere ¢ bant elde etmisler ve EGF'nin EGF-A ve EGF-B
olmak Uzere iki komponentten olustugunu belirtmisler-
dir.19 Ureme déngtisinin farkli fazlarindaki 40 domuzda
RIT ile EGF taramasi yapan Knotek, yontemin domuzlar
icin de basarili oldugunu ve inseminasyondan sonraki bir
hafta icinde gebeligin tespit edilebilecegini gdstermis-
tir.32 Domuzlar ile yapilan baska bir ¢alisma ise EGF'nin
gebeligin ortalarinda azalmasina ragmen gebelik slresin-
ce Uretildigini ortaya cikarmistir. EGF-A gebeligin ilk G¢
haftasinda bazi domuzlarda Uretilirken bazilarinda Uretil-
memektedir.®® EGF ile embriyo canliligini izleyen Sakonju
ve arkadaslari, dogal 6strus siklusu esnasinda ve siipe-
rovulasyon tedavisi sonrasinda artifisyal inseminasyon
uygulanmis sigirlarda RIT ile EGF aktivitesinin dlgllerek
embriyonal canliigin takip edilebilecegini bildirmislerdir.3*
Gebe sigir ekstrakti ve in vitro dollenmis ovum kuiltlr be-
siyerinde EGF tayini yapildiginda ise her iki 6rnekte de
EGF aktivitesine rastlanilmistir.”

At yetistiriciliginde Greme sezonunun kisa olmasi sebe-
biyle kisraklarda gebeligin en kisa siirede tayin edilmesi
onem tasimaktadir. EGF aktivitesinin RIT ile ovulasyon-
dan 2 gln sonra gebe kisrak serumunda tespit edilebile-
ceg@i bildirilirken, kisraklarda embriyonik canlihgi izlemede
de EGF tespitinin iyi bir ydntem oldugu belirtilmistir.3" Ult-
rafiltrasyon ve iyon kromatografisi kullanilarak gebe kis-
raklardan purifiye edilen EGF'nin molekuler agirhigr 25.8
kDa olarak bulunmustur.®® Bufalolarda da EGF tespiti ile
gebelik tayini yapilabilecegi ise Mavedati ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir.®® EGF sentezinin implantasyon
ile iliskili olup olmadigini belirlemek isteyen Lash ve arka-
daslari ala geyiklerde (Cervus elaphus) yaptiklari arastir-
mada EGF sentezinin pre-implantasyon ile iliskili oldugu-
nu ancak molekudlin konsantrasyonunda gorilen sonraki
artisin blastosist olusumundan kaynaklandigini savun-
muslardir.®” Gebelik sirecinin diger memelilere gore
daha farkli seyrettigi keseli hayvanlarda EGF Uretimini iz-
lemek isteyen arastirmacilar Sminthopsis macroura tirU-
nd kullanmislardir. 10.7 gtnlik gestasyon periodunun ilk
9 gunlnde izlenen EGF, 10. ginde artik gézlenmemistir.
Yumurtaliklarin immunohistokimyasal analizi ise EGF'nin
korpus luteumda kapillerlerde, interstisyel alanlarda ve
sekretuvar hiicrelerde bulundugunu gostermistir.®
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