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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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Özet

İmmunosupresif özelliğe sahip bir protein olan erken gebelik faktörü (EGF) 
fertilizasyondan sonra yaklaşık 6-24 saat içerisinde maternal serumda tespit 
edilebilir ve pek çok canlı türünde gebeliğin ilk iki trimesteri boyunca üretilir. 
EGF’nin önemi sadece gebelik süreciyle sınırlı değildir. Yapılan çalışmalar 
EGF’nin tümör hücreleri, normal çoğalan hücreler ve aktif plateletler tarafın-
dan hücre büyümesi ve bölünmesi sırasında üretildiğini, tümör hücrelerinin 
proliferasyonu ve doku yenilenmesi için de gerekli olduğunu göstermiştir. 
İnsan plateletinden izole edilen ve moleküler ağırlığı 10,843 Da olarak bulu-
nan EGF’nin amino asit sıralamasının yüzde yetmişi belirlenmiş ve tek bir 
amino asit rezidüsü dışında sıçan mitokondriyal şaperon 10 (cpn 10) ile aynı 
olduğu tespit edilmiştir. EGF ile cpn 10’un aynı molekül olup olmadığı tartış-
maları ise halen devam etmektedir. EGF tespitinde en çok kullanılan ve aynı 
zamanda en güvenilir test olan “rozet inhibisyon testi” (RIT) zahmetli, za-
man alıcı ve hassas olması sebebiyle rutin kullanımda pratik olmamaktadır. 
Son yıllarda yapılan çalışmalarda EGF aktivitesini ölçmek için RIT’a alternatif 
yeni yöntemlerin araştırılmasıyla birlikte bu alanda yapılacak çalışmalara hız 
kazandırılması amaçlanmaktadır.
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Giriş

İmplantasyon öncesi dönemde maternal ve embriyonik 
dokular arasındaki ilişkiler, implantasyon ve gebelik süre-
cinin sağlıklı bir şekilde gerçekleşmesini sağlayan meka-
nizmaları aktive eder. İmplantasyon öncesinde gebeliğin 
ilk işareti östrojen ve progesteron seviyelerindeki değişik-
likler ile başlatılan lokal endometriyal reaksiyondur. 1974 

yılında Morton ve arkadaşları tarafından keşfedilen Erken 
Gebelik Faktörü (EGF) ise daha erken dönemde maternal 
sistemi immunolojik olarak implantasyona hazırlamakta-
dır.1 Döllenmeyi izleyen 6-24 saat içerisinde konseptüse 
tepki olarak yumurtalıklardan salgılanan ve Rozet İnhibis-
yon Testi (RIT) ile tespit edilen EGF, bağışıklık sistemini 
baskılayıcı bir proteindir. Lenfositlerden supresor faktör 
üretimini başlatarak hücre-aracılı hipersensitivite reaksi-
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yonları gibi bazı immunolojik tepkileri baskılama özelliği-
ne sahip olan EGF maternal serumda bu kadar kısa bir 
sürede tespit edilebilmesi sebebiyle bu şekilde adlandı-
rılmıştır.2 İmmunosupresif faktor etkisi gösteren EGF’nin 
yeni oluşan embriyoya karşı maternal immun sistemin 
tepki göstermesini engellemesi çok önemlidir. Çünkü, 
gebelik ancak, embriyo annenin immun sisteminden 
kaçmayı başarabilirse gerçekleşir.3 EGF keşfedilmeden 
önce embriyonun implantasyon öncesi süreçte farke-
dilemeyeceği, bu sebepten de gebeliğin implantasyon 
gerçekleşene kadar tespit edilemeyeceği düşünülüyor-
du. Gebeliğin en erken işaretinin ise “Human Chorionic 
Gonadotropin” (hCG) olduğu kabul ediliyordu.4

Morton ve arkadaşlarının fare serumunda, döllenmeden 
sonraki 6 saat içinde EGF’nin tespit edilebileceğini gös-
termesinden sonra bu proteinin domuz, koyun, inek ve 
at gibi diğer pek çok memeli serumundaki aktivitesi de 
incelenmiştir. İnsanda EGF aktivitesi ise, yapılan çalışma-
larda, maternal serum, idrar, fetal serum, amniyotik sıvı 
ve plasental ekstraktlarda tespit edilmiştir.3 EGF’nin vü-
cutta bulunma süresi türlere göre değişmektedir; insan-
da ve kemirgenlerde gebeliğin ilk iki trimesteri boyunca 
varlığını devam ettirir. Yapılan bir çalışmaya göre emb-
riyonun canlılığı ile yakından ilişkili olan EGF, embriyo 
transferinden sonraki 12 saat içerisinde ortaya çıkar ve 
embriyonun ölümü ya da alınmasını takiben 24-48 saat 
içerisinde kaybolur.5 Bu sonuç göstermektedir ki gebelik 
teşhisinin yanı sıra implantasyon başarısızlıklarını sapta-
mak ve riskli gebeliklerin takibini yapabilmek açısından 
da EGF büyük önem taşımaktadır. EGF’nin önemi sade-
ce gebelik süreciyle de sınırlı değildir. Yapılan çalışmalar 
EGF’nin tümör hücreleri, yetişkinlerde normal çoğalan 
hücreler ve aktif plateletler tarafından hücre büyümesi ve 
bölünmesi sırasında üretildiğini, tümör hücrelerinin pro-
liferasyonu ve normal doku yenilenmesi için de gerekli 
olduğunu göstermiştir.6  

Embriyonik canlılık için EGF’nin önemi

Canlı bir embriyonun göstergesi olan EGF embriyonun 
yaşama devam etmesi için de gereklidir. EGF’nin embri-
yo canlılığını sürdürmedeki rolü üzerine yapılan çalışmalar 
halen devam etmektedir. Bunun için bir çok araştırmacı 

tarafından EGF aktitivesini nötralize edecek monoklonal 
ve poliklonal antikorlar hazırlanmıştır. Athanasas-Platsis 
ve arkadaşları gebe farelerin monoklonal ve poliklonal an-
tikorlarla pasif immünizasyonu sonucu embriyonik canlılı-
ğın sona erdiğini göstermiştir.2 Aynı grup yaptıkları diğer 
bir çalışmada pasif immunizasyonun gebeliğin çok erken 
safhalarında (1-2 hücreli evre) embriyoda gelişim geriliği-
ne ve sonrasında implantasyon kusurlarına neden oldu-
ğunu göstermiştir.7 Bu çalışmayla pasif immunizasyonun 
pre-implantasyon sürecindeki etkilerini gösteren grup 
2000 yılında yaptıkları bir başka çalışmada ise peri-imp-
lantasyon aşamasındaki etkilerini araştırmıştır. Post coi-
tum (p.c.)3,5-4. gün peri-implantasyon sürecindeki farelere 
verilen antikorların embriyoların implantasyonunu engel-
lediği tespit edilmiştir. Bu çalışmalarla, EGF’nin iki önemli 
süreçte gerekli olduğu sonucuna varılmıştır: Bunlar 1-2 
hücreli erken evre ve peri-implantasyon aşamalarıdır.8 

Shahani’nin yaptığı bir çalışmada ise düşük EGF aktivite-
sinin klomifen sitrat tedavisi gören kadınlarda subklinik 
embriyo kayıplarına neden olduğu tespit edilmiştir.9 2012 
yılında gebe sıçanlar üzerinde poliklonal anti-EGF antikor-
ları kullanarak pasif immunizasyonun pre-implantasyon 
sürecini nasıl etkilediğini araştıran Grosso ve arkadaşla-
rı çalışmanın sonucunda antikor uygulanan gruplardaki 
embriyo sayısının kontrole kıyasla önemli derecede daha 
az olduğunu ve embriyoların gelişimlerinin daha geç ger-
çekleştiğini gözlemlemiştir. Ayrıca, antikor uygulanan 
sıçanlarda IL-10 ve INF-y seviyeleri yükselirken, serum 
ve plasental TGF-Beta seviyelerinde önemli bir düşüş iz-
lenmiştir.10

Tümör proliferasyonu için EGF’nin önemi

EGF sadece embriyonun canlılığının devamı için değil, 
aynı zamanda tümör hücreleri için de gereklidir. EGF’nin 
tümör hücrelerinin büyümesiyle ilgisi olduğu ilk olarak 
1983 yılında Rolfe ve arkadaşları tarafından gösterilmiş-
tir. RIT ile yapılan çalışmada testis germ hücre tümörü 
bulunan hastaların serumunda EGF bulunduğu tespit 
edilmiştir. Sağlıklı erkek kontrollerde ya da non-germ 
hücre tümörü bulunan benign testis hastalığı olan hasta-
larda ise EGF’ye rastlanmamıştır.11 Mehta ve Shahani ise 
yaptıkları çalışmada serumda EGF varlığının koriyokarsi-
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nom hastalarını belirleyebileceğini, aynı şekilde serum 
EGF aktivitesi olmayan hidatiform mol hastalıklarının da 
tespit edilebileceğini ifade etmişlerdir.12  

Quinn ve arkadaşları EGF’nin tümör hücrelerinin büyü-
mesine etkisini araştırmak amacıyla yaptıkları in vitro ve 
in vivo çalışmalarda monoklonal antikorlardan faydalan-
mışlardır.13,14 EGF’nin tümör ve dönüşmüş (transforme) 
hücrelerin ürünü olduğunu belirleyen çalışma, bu hüc-
relerin devamlılıkları için de EGF’ye ihtiyaç duyduklarını 
ortaya koymuştur. Yani, embriyonik hücrelerin canlılıkları-
nın devamı için otokrin büyüme faktörü rolü oynayan EGF 
tümör hücreleri için de aynı rolü oynamaktadır. Çalışma-
ya göre EGF üretimi hücre bölünmesi sırasında gerçek-
leşmekte ve büyüme durduktan sonra veya hücre farklı-
laşması durumunda ise üretim olmamaktadır. Anti-EGF 
antikorlarının artan dozlarda uygulandığı tümör hücresi 
kültüründe ise hücre büyümesinde ve canlılıkta önemli 
miktarda, doza bağlı bir düşüş olduğu gözlemlenmiştir.13 

Quinn ve Morton yaptıkları bir diğer çalışmada tümör 
hücrelerinin in vivo olarak da canlılıklarını korumasında 
EGF’ye ihtiyaç duyduklarını göstermiştir.14 MCA-2 tümör 
hücreleriyle subcutan (s.c.) inoküle edilen CBA farelere 4 
gün boyunca anti-EGF uygulanmış ve antikor uygulama-
sını takip eden 9. ve 13. günlerde ölçüm yapıldığında tü-
mör boyutunda küçülme olduğu tespit edilmiştir. Tümör 
hücrelerinin DNA sentez hızı belirlendiğinde, anti-EGF 
antikorlarının tümörün büyümesini inhibe ettiği ortaya 
çıkarılmıştır. Serum EGF miktarının tümörün DNA sen-
tez hızının inhibisyonuyla ilişkisi olduğunun saptanması, 
tümör hücrelerinin hücre bölünmesinin optimal seviyede 
tutulması için EGF’ye ihtiyaç duyduklarını doğrulamıştır.14 

Doku yenilenmesi için EGF’nin önemi

EGF sadece çoğalmakta olan tümör hücreleri tarafından 
değil, aynı zamanda normal hücreler tarafından da üreti-
lir. Hücre kültüründe büyütülen ve bölünmekte olan aktif 
primer hücrelerin de EGF ürettiği, yapılan çalışmalarla or-
taya konmuştur. Sıçan hipofiz hücreleri, köpek endotel 
hücreleri ve sıçan fibroblastlarının primer kültürlerinden 
elde ettiği uygun besi yerlerini test eden Quinn, 5 gün-
lük inkübasyondan sonra besi yerinde EGF bulunduğunu 

tespit etmiştir.15 
 
Quinn ve arkadaşları başka bir çalışmada EGF’nin sadece 
kültür hücreleri tarafından değil, in vivo hücreler tarafın-
dan da üretildiğini göstermiştir. Sıçanda parsiyel hepatek-
tomi operasyonundan 8 saat sonra serumda EGF tespit 
edilmiş ve 48 saat sonra da EGF miktarı tepe noktasına 
ulaşmıştır; 3 hafta içerisinde ise kaybolmuştur. EGF’nin 
operasyondan 18 saat sonra spesifik antikorlar kullanıla-
rak pasif immünizasyon ile nötralize edilmesi sonucunda, 
geri kalan karaciğer kısmının H-thymidine alımında düşüş 
izlenmiştir. Parsiyel hepatektomiden kısa süre sonra 
serumda EGF gözlenmesi ve antikorların hepatik DNA 
sentezine olan inhibitör etkisi EGF’nin DNA sentezi ve 
hücre bölünmesi sırasındaki bir takım olaylar için gerekli 
olduğunu ve sonuç olarak da doku yenilenmesi sırasında 
EGF’nin oynadığı önemli rolü göstermektedir.16 

EGF’nin biyolojik fonksiyonlarının çeşitli olması, bu prote-
inin geniş bir klinik kullanım alanına sahip olmasını sağla-
yacak önemli bir etkendir. Gebeliğin olabildiğince erken 
tespit edilebilmesi, yaşanan embriyo kayıplarını azalt-
mada büyük rol oynayacaktır. Çünkü, embriyo kayıpları 
en çok fertilizasyon ve implantasyon süreçleri arasında 
olmaktadır. EGF’nin tümör hücreleri tarafından da üretil-
diği bilgisi ise kanser teşhisi için alternatif bir yöntem ola-
bileceğini göstermektedir. Ayrıca molekülün anti-tümör 
aktivitesine sahip olması, EGF’nin terapötik amaçla da 
kullanılabileceğini göstermektedir. EGF tespitinde yaygın 
olarak kullanılan RIT’a alternatif daha pratik ve uygulan-
ması daha kolay yeni bir yöntemin geliştirilmesi, tüm bu 
çalışmalara hız kazandıracak ve molekülün klinik önemi-
ni arttıracaktır. Bu sayede, gelecekte EGF erken gebelik 
testi, kanser teşhisi ve belki de tedavisi gibi pek çok sağ-
lık alanında rutin kullanıma sahip olabilecektir. 

EGF’nin izolasyonu ve karakterizasyonu

1980’li yıllarda “erken EGF”nin pre-implantasyon ve 
implantasyon sürecinde anne vücudu tarafından, “geç 
EGF”nin ise implantasyondan sonra fetus tarafından 
salgılandığı düşünülüyordu. 1990’lı yılların başında ise 
EGF’nin yumurtalıktan salgılandığı gösterilmiştir. Sueo-
ka yaptığı araştırmasında besi yerindeki döllenmiş insan 
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yumurtasının EGF aktivitesinin yumurta gelişimi ilerle-
dikçe arttığını ortaya koymuştur. Elde edilen sonuçlar, 
pre-implantasyon sürecinde EGF’nin iki formu olduğunu 
düşündürmektedir: yumurtalık kaynaklı ve döllenmiş yu-
murta kaynaklı. Sonuç olarak ise, EGF salgılanmasının 
yumurtalıkta başladığı ve daha sonra blastosist ile devam 
ettiği kabul edilmektedir.17,18 

EGF izolasyonunda kullanılan RIT’ın zahmetli ve zaman 
alıcı olması gibi bir takım zorlukları sebebiyle EGF’nin 
primer yapısının incelenmesi biraz zaman almıştır. Mo-
lekülün biyolojik yapısını anlayabilmek için protein pürifi-
kasyonu, kromatografik teknikler ve kütle spektrometrisi 
gibi çeşitli tekniklerden faydalanılarak analizler yapılmış-
tır. Çeşitli türlerde gebelik süresi boyunca EGF molekül 
ağırlığı ve aktivitesi belirlenmeye çalışılmış, gebelik döne-
mine göre serumdaki EGF büyüklüğünün değişiklik gös-
terdiği saptanmıştır. Gebeliğin çok erken dönemlerinde 
görülen büyük moleküler ağırlığa (>200 kDa) sahip EGF 
aktivitesi gebelik ilerledikçe kaybolmaktadır. İmplantas-
yondan sonra ise türden türe miktarı ve büyüklüğü çeşit-
lilik gösteren, daha küçük moleküler ağırlığa (yaklaşık 20-
90 kDa) sahip EGF aktivitesi görülmektedir.19 1984 yılında 
yaptığı in vitro çalışmada fareden elde ettiği EGF üzerine 
çalışan Cavanagh, EGF’nin farklı yerlerden sentezlenen 
EGF-A ve EGF-B olmak üzere iki birimden oluştuğunu ile-
ri sürmüştür. EGF-A östrus ve gebelik sırasında ovidukt-
ta (Fallop tüpü) sentezlenirken, EGF-B pre-implantasyon 
sürecinde yumurtalıklardan, peri- ve post-implantasyon 
sürecinde de embriyo tarafından sentezlenmektedir.20  
EGF’nin yapısını incelemek için farenin dışında sıçan, 
koyun ve sığır gibi başka hayvanlar ile de çalışmalar ya-
pılmıştır. İnseminasyondan 24 saat sonra koyun seru-
mundan elde edilen EGF’nin moleküler ağırlığı 20 kDa 
iken, gebeliğin 3.-8. ayları arasında izole edilen EGF’nin 
moleküler ağırlığı 20 kDa ile 67 kDa arasında değişmek-
tedir.21 İnseminasyondan 8 gün sonra sığır serumunda 
yapılan analiz sonucu 20 kDa ile 30 kDa arasında değişen 
4 farklı moleküler ağırlığa sahip EGF tespit edilmiştir.22 Sı-
çan EGF’sini inceleyen Ikemizu ve arkadaşları ise immu-
noblotting analizi sonucunda pürifiye EGF fraksiyonunda 
22, 24 ve 28 kDa büyüklüklerinde üç bant bulunduğunu 
gözlemlemişlerdir.19 

Hayvanlar üzerinde yapılan çalışmaların yanı sıra in-
san EGF’sinin özelliklerini incelemek üzere de pek çok 
araştırmacı tarafından çalışmalar yapılmıştır. Mehta ve 
arkadaşları gebeliğin 5. ve 12. haftaları arasında, insan 
serumundan izole ettikleri EGF’nin 21,5 kDa moleküler 
ağırlığa sahip olduğunu göstermişlerdir.23 İnsan koryonik 
gonadotropininden EGF pürifiye eden Sueoka ve arka-
daşları, EGF aktif fraksiyonunun 24-30 kDa’luk bir glikop-
rotein olduğunu belirtmişlerdir.24 İlerleyen yıllarda, insan 
plateletinden izole edilen ve moleküler ağırlığı 10,843 Da 
olarak bulunan EGF’nin amino asit sıralamasının yüzde 
yetmişi belirlenmiş ve tek bir amino asit rezidüsü dışında 
sıçan mitokondriyal şaperon 10 (cpn 10) ile aynı olduğu 
tespit edilmiştir.25 Pürifiye edilebilecek EGF miktarının 
çok az olması, pürifikasyon materyali seçimi, RIT’ın zor-
lukları ve hassasiyeti EGF yapısını incelemede güçlüklere 
ve sonuçlarda farklılıklara neden olabilmektedir. Molekü-
lün gebeliğin hangi döneminde ve nereden izole edildiği 
de sonuçlardaki farklılığın sebebidir. 

EGF – Şaperon 10: Aynı molekül mü? 

EGF’nin amino asit sıralamasının yüzde yetmişinin belir-
lenmesi ve tek bir amino asit rezidüsü dışında cpn 10 ile 
identik olduğunun keşfedilmesiyle birlikte pek çok araş-
tırmacı bu iki molekül arasındaki benzerlikleri ve farklılıları 
araştırmak amacıyla çeşitli çalışmalar yapmıştır. Cpn 10, 
moleküler şaperon olarak görev yapan bir ısı şok protei-
nidir (heat shock protein; Hsp). Cpn 60’a bağlanarak onu 
stabilize eder, birlikte mitokondri ve kloroplastta protein 
katlanmasını yönetirler. Hsp’ler hücrelerde hayati önem 
taşıyan rollerde görev alırlar. Ateş, inflamasyon ve ilk 
embriyonik bölünme gibi acil ve olağanüstü durumlarda 
hsp konsantrasyonu çok hızlı bir şekilde artar. Hsp’lerin 
bu özelliği EGF’nin rol aldığı durumlar ile uyumlu olup 
embriyogenez, doku yenilenmesi ve tümör hücrelerinin 
büyümesi gibi durumlarda nasıl hızlı bir şekilde ortaya çık-
tığını açıklayabilir.6 

Hibridizasyon tekniğinden faydalanan Summers ve ar-
kadaşları, EGF protein sekansına uygun problar kullanı-
larak insan melanoma cDNA kütüphanesinden cDNA 
klonu izole etmişler ve EGF kodlayan sekansın cpn 10 
kodlayan sekans ile yüksek homoloji içerisinde olduğunu 
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göstermişlerdir. Çalışmaya göre iki proteine ait genlerin 
de aynı gen ailesi içerisinde olabileceği düşünülmekte-
dir. Ancak elde edilen EGF kopyalarının aktif genlere mi, 
yoksa pseudo (yalancı) genlere mi ait olduğu kesinlik ka-
zanamamıştır.26 Bu sonuç da göz önünde bulundurulunca 
EGF’nin cpn 10’un ekstraselüler bir formu olduğu düşü-
nülmektedir. Cpn 10, yumurtalık kanseri olan hastaların 
serumunda bulunması gibi, bazı neoplastik hastalıklarda 
ekstrasellüler boşluklarda bulunabilir. Bu durum ekstra-
sellüler cpn 10’un EGF ile aynı molekül olduğu, fakat lo-
kasyona bağlı olarak farklı roller üstlendikleri fikrini güç-
lendirmektedir.18 

İntrasellüler cpn 10, ekstrasellüler cpn 10 ve EGF’nin 
arasındaki ilişkiyi ortaya koymak üzere yapılmış pek çok 
çalışma mevcuttur. Ancak bu üç molekülün aynı genin 
(HSPE1) ürünü olup olmadığı hala kesin olarak bilinme-
mektedir. Kesin olarak bilinen şudur ki, en az iki varyant 
bulunmaktadır: intrasellüler ve ekstrasellüler cpn 10. An-
cak pek çok araştırmacının tanımladığı gibi ekstrasellüler 
cpn 10’un EGF ile aynı molekül olup olmadığı kesin ola-
rak ortaya konamamıştır. EGF izolasyonu ve karakterizas-
yonu için daha verimli ve güvenilir yöntemlerin belirlen-
mesi bu moleküller arasındaki ilişkinin tam olarak ortaya 
konmasını kolaylaştıracaktır. 

Rozet inhibisyon testi

1960’lı yıllarda anti-lenfosit serumu (ALS), nakil yapılan 
böbreğin reddedilmesini engellemek amacıyla kullanılı-
yordu. Bach ve arkadaşları tarafından geliştirilen RIT’ın 
ortaya çıkışı immunosupresyon için kullanılan ALS’nin 
potansiyelini değerlendirme ihtiyacından doğmuştur.27 
Eğer gebe serumunda fetusun reddini engelleyecek bir 
immunosupresif faktör varsa bu faktörün ALS’nin rozet 
inhibisyon titresini artıracağı düşünülmüştür. Bu düşünce 
de RIT’ın modifiye edilip EGF’nin keşfedilmesini sağla-
mıştır. EGF tespitinde kullanılan RIT, ALS’nin lenfosit ve 
kırmızı kan hücreleri arasında meydana gelen ve çiçek 
şekline benzeyen rozet oluşumunu inhibe etmesi teme-
line dayanmaktadır (Şekil 1). Lenfositler daha önceden 
EGF ile inkübe edildiğinde ALS rozet oluşumunda daha 
fazla inhibisyona neden olmaktadır.28 

EGF’nin keşfedilmesi ve karakterizasyonu için yapılan 
çalışmalar temelde RIT’a dayanmaktadır. Ancak bu aynı 
zamanda araştırmalarda kaydedilebilecek hızlı gelişimi 
engelleyen unsur olmuştur. RIT’ın sahip olduğu deza-
vantajlar EGF’nin karakterizasyonu ve yapısının belirlen-
mesini güçleştirmiş, bu alanda yapılabilecek çalışmaların 
kısıtlanmasına neden olmuştur. Oldukça hassas olan bu 
test çok düşük konsantrasyonlarda EGF tespiti yapabil-
mekle beraber, yapılışı zahmetli, zor ve zaman alıcıdır. 
Örnek verilecek olursa kısraklarda gebelik tayin etmek 
için RIT yaparken önce test yapılacak kısraklardan serum 
alınması, sağlıklı başka bir attan lenfosit izolasyonu ve 
bu lenfositlere karşı tavşanlardan anti-serum (ALS) elde 
edilmesi, koyun, insan veya sıçanlardan eritrosit izole 
edilmesi gerekmektedir. Lenfositlerin gebelik tayini ya-
pılacak hayvandan alınması yani direkt test yöntemi için 
ise ALS’nin türe özgü olması gerekmektedir. Bu yöntem 
fare, insan, domuz gibi bazı canlılarda uygulanabilecek-
ken, fil ya da kanguru gibi daha egzotik türlerde önce 
serum örneklerinin fare analiz sisteminde test edilmesi 
gerekmektedir. Dolayısı ile RIT pratik bir test olarak kabul 
edilememektedir. Bu da güvenilir bir test olmasına rağ-
men erken gebelik teşhisi için rutinde kullanılmasının çok 
zahmetli olacağını göstermektedir.4

Kompleks bir test olan RIT, su kalitesine karşı oldukça 
hassastır. Lenfosit hücre yüzeyini etkileyecek en küçük 

K an

Lenfos it izolas yonu E ritros it izolas yonu

Lenfos it-E ritros it s üs pans iyonu

ALS  ile inkübas yon

R ozet inkübas yon titres inin 
değerlendirilmes i

Şekil 1 : Rozet inhibisyon testi



Özbek ve Ark.
Erken Gebelik Faktörü Sakaryamj 2013;3(3):157-164162

faktör bile yanlış sonuca ya da testin başarısız olmasına 
neden olmaktadır. Ancak test titizlikle çalışılır, damıtılmış 
su ve tek kullanımlık plastik kaplar kullanılırsa elde edi-
lecek sonuçlar doğru ve tekrar edilebilir nitelikte olacak-
tır.4 RIT’ın kantitatif ve spesifik olmayışı diğer dezavan-
tajları olarak gösterilmektedir. Geçmiş yıllarda gebelikle 
ilgili hCG ve plasental laktojen gibi başka bir çok protein 
daha incelenmiş ve RIT pozitif olarak bulunmuştur. An-
cak daha sonra bu aktivitenin EGF’den kaynaklanan bir 
kontaminasyon sonucu meydana geldiği fark edilmiştir. 
Bu sonuçlar RIT’ın spesifitesinin tartışmaya açık olduğu-
nu göstermektedir.29 Bütün kısıtlamalarına ve dezavan-
tajlarına rağmen RIT, EGF tayininde hala en güvenilir test 
olarak kabul edilmekte ve pek çok araştırmacı tarafından 
kullanılmaktadır.

Hayvanlarda EGF aktivitesi

1974’te Morton ve arkadaşlarının fare serumunda EGF’yi 
keşfetmelerinden sonra domuz, at, inek, geyik gibi pek 
çok hayvan türünde EGF aktivitesi incelenmiştir. Bunla-
rın büyük bir kısmını ise çiftlik hayvanları oluşturmakta-
dır. Verimli ve ekonomik çiftçilik için hayvanların her yıl 
yavrulaması ve gebe hayvanların olabildiğince erken teş-
his edilmesi önem taşımaktadır. Ayrıca, kısraklar üzerine 
yapılmış olan bir çalışmada da üreme verimindeki azal-
manın ve subfertilitenin en önemli nedenleri arasında er-
ken embriyo kaybının olduğu gösterilmiştir.30 Dolayısıyla 
döllenmenin ve embiyonik gelişim aşamalarının incelen-
mesi üreme veriminin artırılması açısından da önem ta-
şımaktadır. Yapılan çalışmalarda erken embriyo kaybını 
araştırmak için ultrasonografi, progesteron seviyesi, est-
ron sulfat seviyesi ve EGF aktivitesi incelenmesinden 
faydalanılmış, bunlar arasından EGF aktivite ölçümünün 
diğerlerine göre çok daha kısa sürede bilgi vermesi se-
bebiyle en uygun yöntem olduğu sonucuna varılmıştır.31 
 
1980’li yıllardan bu yana en yaygın RIT olmak üzere çeşit-
li yöntemler kullanılarak farklı hayvanlarda EGF aktivitesi 
tespit edilmiştir. Gebe sıçan serumunda EGF aktivitesini 
inceleyen Ikemizu ve arkadaşları amonyum sulfat frak-
siyonlama, iyon kromatografisi, afinite kromatografisi ve 
immunoblotting tekniklerini kullanmışlardır. İmmunoblot-
ting sonucu EGF fraksiyonunda 22, 24 ve 28 kDa olmak 

üzere üç bant elde etmişler ve EGF’nin EGF-A ve EGF-B 
olmak üzere iki komponentten oluştuğunu belirtmişler-
dir.19 Üreme döngüsünün farklı fazlarındaki 40 domuzda 
RIT ile EGF taraması yapan Knotek, yöntemin domuzlar 
için de başarılı olduğunu ve inseminasyondan sonraki bir 
hafta içinde gebeliğin tespit edilebileceğini göstermiş-
tir.32 Domuzlar ile yapılan başka bir çalışma ise EGF’nin 
gebeliğin ortalarında azalmasına rağmen gebelik süresin-
ce üretildiğini ortaya çıkarmıştır. EGF-A gebeliğin ilk üç 
haftasında bazı domuzlarda üretilirken bazılarında üretil-
memektedir.33 EGF ile embriyo canlılığını izleyen Sakonju 
ve arkadaşları, doğal östrus siklusu esnasında ve süpe-
rovulasyon tedavisi sonrasında artifisyal inseminasyon 
uygulanmış sığırlarda RIT ile EGF aktivitesinin ölçülerek 
embriyonal canlılığın takip edilebileceğini bildirmişlerdir.34 
Gebe sığır ekstraktı ve in vitro döllenmiş ovum kültür be-
siyerinde EGF tayini yapıldığında ise her iki örnekte de 
EGF aktivitesine rastlanılmıştır.17 

At yetiştiriciliğinde üreme sezonunun kısa olması sebe-
biyle kısraklarda gebeliğin en kısa sürede tayin edilmesi 
önem taşımaktadır. EGF aktivitesinin RIT ile ovulasyon-
dan 2 gün sonra gebe kısrak serumunda tespit edilebile-
ceği bildirilirken, kısraklarda embriyonik canlılığı izlemede 
de EGF tespitinin iyi bir yöntem olduğu belirtilmiştir.31 Ult-
rafiltrasyon ve iyon kromatografisi kullanılarak gebe kıs-
raklardan pürifiye edilen EGF’nin moleküler ağırlığı 25.8 
kDa olarak bulunmuştur.35 Bufalolarda da EGF tespiti ile 
gebelik tayini yapılabileceği ise Mavedati ve arkadaşları 
tarafından gösterilmiştir.36 EGF sentezinin implantasyon 
ile ilişkili olup olmadığını belirlemek isteyen Lash ve arka-
daşları ala geyiklerde (Cervus elaphus) yaptıkları araştır-
mada EGF sentezinin pre-implantasyon ile ilişkili olduğu-
nu ancak molekülün konsantrasyonunda görülen sonraki 
artışın blastosist oluşumundan kaynaklandığını savun-
muşlardır.37 Gebelik sürecinin diğer memelilere göre 
daha farklı seyrettiği keseli hayvanlarda EGF üretimini iz-
lemek isteyen araştırmacılar Sminthopsis macroura türü-
nü kullanmışlardır. 10.7 günlük gestasyon periodunun ilk 
9 gününde izlenen EGF, 10. günde artık gözlenmemiştir. 
Yumurtalıkların immunohistokimyasal analizi ise EGF’nin 
korpus luteumda kapillerlerde, interstisyel alanlarda ve 
sekretuvar hücrelerde bulunduğunu göstermiştir.38
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