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OZET

Bu arastirma, sigan memesinde EGFR (erbB-1), erbB-2, erbB-3, erbB-4, VEGI ve

VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (flk-1/KDR) ve VEGF-R3 (flt-4) ile VEGI ve Ostrojen
reseptorlerinin (ER) yerlesimi ve miktarlarinda gebelik, laktasyon ve laktasyon sonrasi
donemde olusabilecek degisimlerin belirlenmesi amaciyla planlandi. Calismada Dicle
Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi (DUSAM) Miidiirliigii’nden
temin edilen 35 adet erigkin, 220-250 gr agirliginda Spraque-Dawley ki disi sigan
kullanildi. Hayvanlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde rastgele 5 gruba ayrildi. Gebeligin
7., 14. ve 21. giinli, dogumdan sonraki 7.giinde (laktasyon donemi) ve siitten kesildikten
sonraki 7. giinde (involiisyon déonemi) Ketalar (Ketamin HCI-Phizer) (90mg/kg) anestezisi
altinda; abdominal bolgedeki memenin iki tanesi total olarak g¢ikarildi. Biitiin gruplardan
alinan meme dokular1 % 10 nétral formalin soliisyonunda 24 saat tespit edildi. Daha sonra
rutin histolojik islemlerden gegcirilerek paraplasta bloklandi. Meme bezinin genel yapisi i¢in
iiclii boyama, EGFR (erbB-1), erbB-2, erbB-3, erbB-4, VEGF ve VEGF-R1 (flt-1), VEGF-
R2 (flk-1/KDR) ve VEGF-R3 (flt-4) ile VEGI ve ER igin ise immunohistokimyasal boyama
yontemi uygulandi.
Gebeligin ilk haftasinda meme yag dokusunun bezin biiyiik bir kismin1 meydana getirdigi
ancak ikinci ve son donemde ise yag dokusunun azaldigi, lop ve lopguk yapilarmin
belirginlestigi, alveol ve kanal sayilarinin arttig1 goriildii. Laktasyon déneminde bagdoku ve
meme yag dokusunun tamamiyla geriledigi ve alveol ile kanallarin oldukca gelistigi
saptandi. Involiisyon déneminde ise meme yag dokusu ve bagdokusunun hacimce artmaya
basladig1 ve alveollerin liimeninin daraldig: belirlendi. immunohistokimyasal olarak ise,
gebelik, laktasyon ve involiisyon siiresince erbB, VEGF ve reseptorleri, VEGI ve ER’nin
degisik yogunluklarda boyandigi belirlendi. Ozellikle erbB reseptorlerinin gebelik ve
involiisyon siliresince, VEGF ve reseptorlerininde laktasyon siiresince yogun
immunreaktivite verdigi goriildii. ER immunreaktivitesinin ise gebeligin son dénemi ve
laktasyon siiresince yogun oldugu dikkati ¢ekti. Biitiin bu bulgular; meme bezinin farkli
donemlerde ve farkli bolgelerinde degisik oranlarda lokalize olan ErbB, VEGF ve
reseptorleri ile Ostrojen reseptOrlerinin, meme epitelinin biiyiimesi ve farklilasmasinin
diizenlenmesinde fizyolojik bir rol oynayabilecegini giiclii bir sekilde desteklemistir.

Anahtar Kkelimeler: erbBs, VEGF, VEGI, ER, immunohistokimya, meme bezi, sigan
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ABSTRACT

This research is aimed to detect the probable changes in localization and quantity of EGFR
(erbB-1), erbB-2, erbB-3, erbB-4, VEGF and VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (flk-1/KDR) and
VEGF-R3 (flt-4) with VEGI and also estrogen receptors in related to periods of Pregnancy,
Lactation and Involution on rat mammary gland. In this study, 35 mature Spraque-Dawley
female rats between 220-250 weight are used and obtained from the University of Dicle,
Health Science Institution and Application Center (DUSAM). Animals randomly taken into
groups of five, each one has seven animals. Two mammary glands in the abdominal region
were removed totally in the pregnancy periods of 7, 14 and 21 days; and after the 7 day of
birth (lactation period), includes the 7 day of weaning (involution period) under the control
of Ketamine (Ketamin HCI-Phizer) (90mg/kg) anesthesia. Mammary glands taken from all
groups are fixed about 24 hours on %10 neutral formaline solution. Then, they are blocked
in the paraplast by routine histological procedure. Triple staining for general structure, and
immunohistochemical staining for EGFR (erbB-1), erbB-2, erbB-3, erbB-4, VEGF and
VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (flk-1/KDR) and VEGF-R3 (flt-4) with VEGI and estrogen
receptors are applied.

It is seen that adipose tissue constitutes the great part of mammary gland of the first week,
but after the second and last periods, adipose tissue decreased, structures of lob and lobuli
are strongly marked, number of alveols and ducts increased. It is determined that in the
lactation periods, connective and adipose tissue totally decrease, developed of alveols and
ducts considerably progress. In the involution period, it is determined that adipose tissue and
connective tissue increase size and constriction of alveols lumen. As immunohistochemical,
during the periods of pregnancy, lactation and involution; It is also determined that erbB,
VEGF and its receptors, VEGI and ER, are stained with different intensity. Especially erbB
receptors are stained heavily during the pregnancy and involution, and also VEGF and its
receptors during the period of lactation, but it attracted attention that ER is stained during
the last periods of pregnancy and lactation. All these finding supports that different amounts
ErbB, VEGF and its receptors with estrogen which is located in different times and also
different regions of mammary gland play a physiological role for growth and differentiation
of epithelium.

Key words: erbBs, VEGF, VEGI, ER, immunohistochemistry, mammary gland, rat
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3.1- GIRIS VE AMAC

Memeli hayvanlar, aldiklar1 besin maddelerini siit gibi dnemli bir {iriine
doniistiiren biyolojik birer makine olarak diisiiniilebilirler. Bu doniisiimiin yani siit
tiretiminin gerceklestigi yer olmasi nedeniyle meme (siit bezi) 6énemli bir organdir.
Yeryliziindeki canlilar arasinda memelilerin en gelismis organizma olmalarinda siit
bezlerinin varlig1 en biiyiik etmenlerden biridir. Insan ve memeli hayvanlarda, yeni
dogan yavrularin beslenmeleri, siirekli yenilenen ve mevsim degisikliklerinden
etkilenmeyen bir besin olan siitle saglanmaktadir. Bu ise memelilere olaganiistii bir
avantaj saglamaktadir. Ciinkii diger tiirler, yavrularinin besin ihtiyacini1 kargilamak
icin, her giin belli bir miktarda besin maddesini ya toplamak ya da avlamak
zorundadirlar. Memeliler ise, annenin giinliik beslenme miktarinin biraz {istiinde
beslenmesi ile aldigt  suyu, proteinleri ve mineral tuzlann  siite
donistiirebilmektedirler. Besin yetersizligi durumunda ise, anne kendi yag
rezervlerini kullanarak siit iiretebilmektedir.

Disi memelilerin yasami siiresince meme, biiylime, farklilagma, laktasyon ve
involiisyon gibi bir takim periyodik degisimler gegirmektedir. Bu degisimler
ovaryum ve hipofiz hormonlari (8strojen, progesteron, prolaktin vs) ile meme epiteli
(Epidermal biiyiime faktorii-EGF, TGFa vs) ve stromasindan salgilanan (hepatosit
bliylime faktorii, fibrosit biliylime faktorii-2 vs ) biliylime faktorlerinin kompleks
etkilesimiyle diizenlenmektedir (1-3).

Gebeligin sekillenmesini takiben disi memelilerde kilo artigi, meme ve
karindaki biliylime gibi bir takim fiziksel degisimler sekillenir (1). Memedeki bu
degisiklikler dstrojen ve progesteron hormonlarinin etkisi altinda gergeklesir. Meme
gebelik siiresince, Ostrojen ve progesteron reseptorlerini igerir. Progesteron, gebelik
stiresince yiliksek oldugu halde Ostrojen, gebeligin ikinci yarisindan itibaren
ylkselmeye baslar. Bu nedenle de gebeligin ilk yarisinda memenin kanal ve tubulo-
alveolar sistemi gelisir. Tubulo-alveolar proliferasyon ve alveolar sekretorik
hiicrelerin boliinmesi gebeligin ilerlemesiyle artarak devam eder. Son donemde
alveol ve akitic1 kanal epitelleri salgilama aktivitesi (laktogenez) kazanirlar ve
memeler laktasyon periyoduna girer. Laktasyonda meme Ostrojen reseptorlerine
sahipken, progesteron reseptorlerini igermez. Bundan otiiri de gebeligin ilk

yarisinda meme biiylimesinin biiyiik bir kismimi kanallar sisteminin biiylimesi ve
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lopguk sekillenmesi olusturur. Gebeligin ikinci yarisindan itibaren ise kanal
bliylimesi devam eder; ancak biiylimenin ¢ogunlugu lobulualveolar sistemde
meydana gelir. Sonug¢ olarak, gebeligin baglangicinda memenin alveol sistemi,
ortasinda meme loblari, son doneminde ise alveolar dokunun loblar1 belirginlesir ve
icleri s1v1 ile dolmaya baglar. Bu déonemde paraseliiler yol olarak adlandirilan bir yol,
siit aralig1 ve intersitisyel aralik arasindan materyallerin direkt gegmesine izin verir.
Bu yol immunglobulinlerin memeye ge¢mesini saglar. Meme tamamiyle siit
sekresyonuna gecince de siki bir barier ile kapanir. Bu barier mastitis varliginda ve
involiisyonda agilir (1-3).

Siit sekresyonunun basglamasi olarak ifade edilen laktasyon, dogum sonucu
sekillenen hormonal degisimler ile baglar. Bu degisimler biitiin memeli tiirlerinde iki
asamada gerceklesir. Ik dénem, dogumdan hemen 6nce, az miktarda siit sekresyonu
ile aym1 anda gergeklesen alveolar hiicrelerdeki sitolojik ve enzimatik
farklilagmalardir. Alveol epitelinde endoplazmik retikulum ve Golgi aygitinin
hipertrofisi ile birlikte lipid sentezinde, iyonlar ve suyun membranlardan gecisi ile
immunglobulinler, hormonlar ve albumin gibi ekstra alveolar proteinlerin
salgilanmasinda artis gergeklesir. ikinci dénem ise, birgok tiirlerde postpartum ilk
birka¢ giin boyunca goriilen yogun sekresyonun baslamasidir. Bu donemdeki salgi
iriinii kolostrum olarak adlandirilir. Bu siv1 yiiksek yogunlukta immunglobulinleri,
koruyucu proteinleri ve laktoferrini igerir. Immunglobulinlerin plasental gegisinin
miimkiin olmadig1 ruminant gibi tiirlerde yavrunun immun sistemi gelisinceye kadar
pasif bir koruma saglar (1, 4, 5). immunglobulinlerin plasental gegisinin miimkiin
oldugu diger tiirlerde ise post-partum donemin baslangicinda IgA, laktoferrin ve
yiiksek yogunluktaki oligosakkaridler araciligiyla humoral bagisiklik saglanir.
Laktasyonun devamliliginda etkili olan prolaktin galaktopoietik bir hormon olup,
ruminantlar disindaki diger tiim tiirlerde de ¢ok 6nemlidir. Bu hormon ruminantlarda
ve ruminant disindaki memelilerde siitiin memeden salinma zamani geldiginde
salgilanir ve laktasyon boyunca siit sekresyonunu diizenleyen sistemik bir hormon
olarak kalir. Ruminantlarda ve si¢anlarda ise biiyime hormonu en Onemli
galaktopoietik hormondur (2, 3).

Laktasyonun sonlanmasiyla alveol epitellerinin salgilama aktivitesi durur ve

involiisyon siireci baglar. Invollisyon emme ve sagimin kesilmesiyle alveollerde
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salgt toplanmasi, {iretilen salgi bosaltilamadigi i¢in epitel hiicrelerinde
dejenerasyonun baslamasi ve epitel hiicrelerinin yogun yikimi ile karakterizedir. Bu
hiicre kayb1 apopitoz yoluyla gergeklesir. Apopitoz dogal siiregte, memede bigim
degistirme, enfeksiyonlara karst cevap olusturma ve geri donlisiimsiiz hiicre
yikimlanmasi ile sekillenir. Involiisyonun baslangicinda memede siit sekresyonunun
durmasi hizli degisimlere sebep olur (6). Ozellikle memede salginin bilesiminde bir
takim degisiklikler meydana gelir. Salgi bilesimindeki bu degisimlerin en 6nemlisi
memede laktoz yogunlugundaki hizli diismedir. Ancak; protein yogunlugu,
laktoferrin, serum albumin ve immunglobulinlerin konsantrasyonu involiisyonun
baslangicinda artar. Laktoferrin involiisyon siiresince meme salgilarinda bulunan asil
proteindir ve 6zellikle memede nonspesifik hastaliklara karsi direncin artirilmasinda
potansiyel bir fonksiyona sahiptir (1, 4, 5).

Beslenmede biiyiik 6nem tasiyan siitiin saglikli ve nitelikli olmasi, iiretildigi
yer olan memenin sagligi ile yakindan iligkilidir. Bundan dolay1 da meme hastaliklari
ckonomik bir éneme sahiptir. Ozellikle gebelikte, laktasyonda ve involiisyonda
memede sekillenen fizyolojik degisimler enfeksiydz veya enfeksiydz olmayan
hastaliklara kars1 olan duyarlilig1 artirir. Bakteriler, viruslar, parazitler ve mantarlar
infeksiy6z, irritan kimyasal maddeler, dolasim bozukluklari, yaralanma ve cesitli
sagim ekipmanlarina bagl travmalar ise enfeksiydoz olmayan hastaliklara neden
olurlar. Bu hastaliklarin tanisi ve tedavisinde basarili olunabilmesi i¢cin de memenin
yapist ve belirtilen donemler igerisindeki fizyolojik degisimlerin mekanizmalarinin
daha iyi bilinmesi gereklidir (1, 4, 5).

Yapilan literatiir taramalarinda siganlarda gebelik, laktasyon ve involiisyon
doneminde memede bu reseptorlerin lokalizasyonu ve kantititaf analizleri ile iliskili
bir bilgiye rastlanilmamistir. Bugiline kadar daha ¢ok insanda ve bazi memeli
hayvanlarda memede olusan normal veya patolojik degisikliklerde meme epiteli ve
stromas1 tarafindan salgilanan biiyiime faktorlerinin olasi rolleri ortaya konmustur.
Ozellikle farelerde memede alveol ve kanallarin gelisiminde Epidermal Biiyiime
Faktorii (EGF) ve reseptoriiniin (EGFR yada erbB-1) etkinligi ile ilgili bir¢ok
calismanin yapildigi goriilmiistiir (7-14). Insanlarda ise daha ¢ok EGF, Vaskiiler
Endoteliyal Biiytime Faktorii (VEGF) ve bunlarin reseptorlerinin meme tiimorleri ile

iligkileri arastirilmistir (15-21).
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Bu aragtirma, sican memesinde EGFR (erbB-1), erbB-2, erbB-3, erbB-4,
VEGF ve VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (flk-1/KDR) ve VEGF-R3 (flt-4) ile VEGI ve
ER yerlesim ve miktarinda gebelik, laktasyon ve laktasyon sonrasi doneme bagh
olarak olusabilecek degisimlerin belirlenmesi amaciyla planlanmistir. Calisma
sicanlarda gebelik, laktasyon ve involiisyon doneminde memede s6z konusu
reseptorlerin kantititaf analizleri ile iligkili ilk aragtirma olmasi bakimindan 6nem

tasimaktadir.
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3.2- GENEL BILGILER

Meme (siit bezleri), deri ve karin duvari arasinda yerlesen dallanmig kanallar
sisteminden olusan 6zellesmis bir deri bezidir (22). Yerlesim yeri, bliyiikliigii, sayisi
ve makroskopik yapisi hayvan tiirleri arasinda farklilik gosterir. Sekli ise, yas,
seksiiel gelisim, laktasyon donemi ve sayisina bagli olarak degisir (4). Meme inek,
koyun, ke¢i ve kisrakta viicudun inguinal bolgesinde, kopek, kedi, domuz, fare ve
sicanda ise torako-abdominal ve torako-inguinal bolgede paramediyan ve simetrik
olarak ¢ift sira halinde yerlesir. Inekte 4, koyun, keci ve kisrakta 2 adet meme lobu
bir araya gelerek memeyi olusturur. Kopek, fare ve sicanda ortalama 10 adet, kedide
ise 8 adet meme lobu bulunur. Kdpek, fare ve siganda bu loplarin 4 tanesi torakal, 4
tanesi abdominal ve 2 tanesi inguinal bolgede yerlesirken, kedide ise meme loplari
torakoabdominal bolgede bulunur. Her bir meme lobu bir adet meme basi ile disariya
acilir (5).

Bagdokudan olusan bir kapsiille sarili olan meme, bilesik tubulo-alveolar
yapida bir bez olup, lop ve lopcuklardan olusur. Kapsiilden ayrilarak loplari
olusturan genis bagdoku bdlmeleri interlober intersitisyum, lopguklari olusturan daha
dar bagdoku bolmeleri ise interlobuler interstisyum adini alir. Bagdoku 6zelligindeki
kapsiil ile interlober ve interlobuler interstisyum organin stromasini, salgi yapan
olusumlar ve yapilan salgiy1 gotiiren kanallar ise organin parensimini olustururlar.
Salg1 tniteleri (alveoller) intralobuler olarak, akitici kanallar (duktus laktiferus)
intralobuler, interlobuler ve interlober yerlesim gosterirler. Parengimin bir bolimii
olan sinus laktiferus, interlober duktus laktiferuslardan gelen siitiin toplandigi
sarnigtir. Burada toplanan siit parensimin son boliimii olan meme basi ic¢indeki
duktus papillarise gelir ve dis ortama c¢ikar. Duktus laktiferuslardan intralobuler
olanlarin duvar tek katl kiibik, interlobuler olanlarin duvar ise tek katli prizmatik
epitel ile ortiiliidiir. Interlober duktus laktiferuslarin ve sinus laktiferusun duvar1 ¢ok
kathh prizmatik epitel ile doselidir. Her meme basi i¢inde tiirlere gore degisen
sayilarda yerlesmis olan duktus papillarisler ise ¢ok katli yassi epitel ile kaplhdir.
Inekte papillar kanali 6rten epitelin hemen altinda elastik ipliklerden zengin gevsek
bagdokudan olusan bir lamina propriya bulunur. Bunu da distan ii¢ kat halinde diiz
kas hiicreleri sarar. Domuz, kopek ve 6zellikle ruminantlarda diiz kas hiicreleri bir

araya gelerek sirkiiler yonlii m. sifinkter papillay1 olusturur. Bu kas elastik ipliklerle
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de desteklenir. Memeyi orten deri, inek ve domuzda kilsiz oldugu ve bez icermedigi
halde kisrak, kedi ve kopekte yogun yag bezleri ve ince killar bulunur (23-25).
Disilerde meme prenatal, prepubertal, pubertal, gebelik, laktasyon ve
involiisyon olarak adlandirilan, iireme ve seksiiel degisim ile baglantili olan agsamalar
gecirir (26). Bu nedenle yapisal ozellikleri, diginin yasam siirecinde farkliliklar
gosterir. Embriyonik ve postnatal yasam siiresince meme alveolleri ve kanallarinin
gelisiminde hormonlar bagimsiz olarak meydana gelirken, pubertada kanal gelisimi
ile gebelikte lobulo-alveolar gelisim hormonal olarak diizenlenir (27, 28).
3.2.1- Prenatal Donemde Memenin Gelisimi: Meme gelisiminin ilk belirtisi
aksillar bolgeden inguinal bolgeye kadar uzanan bant benzeri ektodermal
kalinlasmanin (siit ¢izgisi) goriilmesidir. Bezin bireysel say1 ve yerlesimi tiirler
arasinda farklilik gosterir. Ancak siit ¢izgisinin yerlestigi bolge biitiin tiirlerde
ortaktir. Domuz ve kdpek gibi baz1 memelilerde, meme ¢iftlerinin gelisimi siit ¢izgisi
boyunca olurken, insanda pektoral bolgede, inek ve balinada ise siit ¢izgisinin
posterior bdliimiine yakin olarak gelisim meydana gelir (29, 30). Memenin parensgim
dokusu embriyonik olarak ektodermden, stroma dokusu ise mezodermden koken alir.
Meme meme siirglinii olarak belirir. Kanallarin sekillenmesinden dnce meme basi
deligi, meme basi1 ve meme bezi sisternalar1 gelisir. Bunu takiben sinuslar, bliyiik ve
kiigiik kanallardan ibaret olan ve ¢ok yonlii siit akimin1 saglayan sistem sekillenir.
Sinuslar sisternanin uzantisidir ve sisterna gibi siiti depolama gorevi goriirler.
Doguma kadar her cinsiyet i¢in rudimenter kanal sistemi ile birlikte rudimenter bir
meme bas1 bulunur, ancak sekretorik bir doku goriilmez (5, 26, 27).
3.2.2- Postnatal Donemde Memenin Gelisimi
3.2.2.1-Prepubertal meme gelisimi: Organin parensimi, intersitisyumuna oranla ¢ok
az yer kaplar. Parengimi olusturan korpus glandula ve akitict kanallar tam
gelismemis olup, az sayida korpus glandulaye ve fazla dallanma géstermeyen duktus
laktiferuslara rastlamir. Intersitisyumda bagdoku iplikleri ve az miktarda yag doku
bulunur. Bazi durumlarda yavrularda dogumdan hemen sonra kisa bir siire i¢in siit
sekresyonu goriilebilir. Bu da plasenta araciligiyla yavruya gegen, anneye ait
hormonlarin etkisi ile sekillenen gegici bir durumdur (23-25).
3.2.2.2-Pubertal meme gelisimi: Meme dogumdan pubertiye kadar 6nemli bir

degisim gostermez. Puberti ile birlikte epitel ve bagdokudaki yapisal unsurlar da
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onemli bir proliferasyon olusur. Ancak, hi¢ gebe kalmamis disilerde gergek bir alveol
yapisiyla karsilasilmaz. Sayis1 da fazla olmayan bu alveollerde epitel basik ve
yassidir. Graniiller ve yag damlaciklar1 icermez. Daha ¢ok kanallardan meydana
gelmis olan bir yapi ile karsilasilir. Intersitisyumun bol oldugu yerlerde hiicre az,
bagdoku fazladir. Dallanma gosteren duktus laktiferuslarin hemen yakinindaki
bagdoku hiicreden zengindir ve ince bagdoku iplikleri i¢erir. Buralarda yag hiicreleri
goriilmez (27, 28).

Puberti sonrasi donemde meme gelisiminin slirmesi tiir cesitliligi gosterir.
Ciftlesmenin olmadig1 durumlarda uzayan 6strus doneminde kalan tavsan gibi asiklik
hayvanlarda kanal gelisimi bu donemde yogunlasir ve birkag¢ alveol formu bulunur.
Diger taraftan, siklik hayvanlarda da kanal gelisimi baglar. Siganlar, kanallar
prodstrus ve dstrus siiresince yag doku i¢inde prolifere olur. Meme kanal gelisiminin
ortalama %38’1 Ostrus siklusunda meydana gelir. Bu ineklerdeki ile benzerdir, ancak
Ostrus sonrasinda parensimal dokudaki azalma diizensizdir (31).

Biiylime oran1 puberta dncesi ovaryum aktivitesinin baglangicina kadar, viicut
gelisimi ile uyumludur. Yani izometrik bir bliylime vardir. Boyut artig1 biiyiik oranda
bag ve yag doku artisindan kaynaklanir (1). {1k 6strus siklusundan kisa bir siire dnce
baslayarak inekte meme parensimi viicut gelisiminden daha hizli bir oranda
biiylimeye baslar. Bu biiyiime orani allometrik biiyiime olarak adlandirilir. Bu hizh
meme gelisimi birkag Ostrus siklusu boyunca devam eder ve daha sonra gebelige
kadar izometrik modele doner. Yinelenen her bir Ostrus siklusu boyunca meme
ovaryumdan salgilanan Ostrojen ve adenohipofizden salgilanan prolaktin ve
somatotropin hormonlar: tarafindan uyarilir. Gelisim temel olarak kanal sisteminin
olusumunu igerir. Fonksiyonel luteal fazli uzun 6strus siklusuna sahip inek, keci,
domuz, at ve insanda korpus luteum tarafindan iiretilen progesteron ile Ostrojen,
prolaktin ve somatotropin sinerjik etkili olarak meme kanallarinin lobiiloalveolar
sisteminin gelismesini ve farklilasmasini uyarirlar (1, 4, 5).
3.2.2.3-Gebelikte meme gelisimi: Meme gelisiminin Onemli boliimii gebelik
sirasinda gergeklesir. Biiylime orani gebelik boyunca katlanarak artar. Tiirlere bagl
olarak toplam meme gelisiminin %48-94° 1 gebelik sirasinda meydana gelir.
Sicanlarda gebelik siiresince toplam meme parensim dokusunun yaklasik %65°1

gelisir. Kegilerde allometrik meme gelisimi gebelik boyunca devam eder. Benzer
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sekilde siit¢ii ineklerde memenin parensim dokusundaki biiyiime gebelik siiresince
katlanarak artar. Bu oran ayda yaklasik %25 civarindadir. Gebelik sirasinda toplam
meme hiicre sayisindaki artisin  ¢ogu stromal degil parensim dokusunun
proliferasyonuyla iligkilidir (1, 2).

Ineklerde gebeligin 3-4. ayindan sonra meme kanallar1 daha da uzar ve
alveoller olusarak supramammar yag kitlesi i¢erisinde adipoz dokunun yerini almaya
baslar. Meme kanallarinda uzayip biiylime en iist noktaya ulasirken, parensimal
dokular da stromanin yerini alir. Bu da ineklerde gebeligin 6. ayinin sonuna kadar
lobuloalveolar sistemin kapsamli gelisimine yol agar. Ineklerde, dstrojen gebeligin
ikinci yarisindan itibaren yiikselmeye baslarken, progesteron gebelik siiresince
yiiksektir. Dolayisiyla da, gebeligin ilk yarisinda meme biiyiimesinin ¢ogunlugu
kanal biiylimesinde ve lobular yapida olur. Gebeligin ikinci yarisinda kanal biiytimesi
devam eder, ancak biiyiime ¢ogunlukla lobulualveolerdir (1, 2).

Domuzlarda ise gebeligin 45. giliniinde lobuloalveolar gelisim baglar. Kanda
Ostrojen konsantrasyonunun artist hem lobuler hem de alveoler biiyiimeyi ayni
zamanda baslatir (2, 3).

Gebeligin ilk yarisinda plasental Ostrojenin etkisiyle duktus laktiferuslarda
yeni dallanmalar ve genislemeler goriiliir. Bunu takiben yine plasentadan salgilanan
progesteronun etkisiyle bol miktarda yeni alveoller sekillenir ve loplar ile lopguklar
belirir. Lopguklar arasindaki bagdokuda bol miktarda kan ve lenf damarlarina
rastlanir. Alveoller tek katli kiibik epitel hiicreleri ile ddselidir. Bu epitellerin
sitoplazmasinda gebeligin son doneminde tiim tiirlerde yag damlaciklarina da
rastlanir (24).
3.2.2.4-Laktasyonda meme gelisimi: Lop ve lopguk yapisinin ¢ok belirgin oldugu
laktasyon periyodundaki memede, bagdoku gerilemis durumdadir. Alveollerin
duvarimi olusturan epitel hiicreleri, salgilanma durumlarina gore farkl goriiniistedir.
Fonksiyon ritmine bagli olarak tiim alveollerde ekstriizyon degisik zamanlarda
gerceklesir. Buna gore de alveollerde salgiyla dolu yiiksek prizmatik hiicreler
yaninda, salgisini vererek yassilagsmis hiicrelere de rastlanir. Hiicreler graniilli
endoplazmik retikulum, Golgi aygit1 ve mitokondriyonlardan yana zengindirler. Bazi
alveollerin liimeninde kolloidal kitle halinde ya da konsantrik yapida kazein

konkromentlerine rastlanir. Bunlar kazein cisimcikleri veya korpus amilaseyum
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olarak adlandirilirlar. Salgilanan siitlin alveollerden bosaltilmasi yavrunun emmesi ve
sagimda miyoepitel hiicrelerinin kontraksiyonuyla saglanir (2, 3, 23-25).

Gebeligin doguma ¢ok yakin doneminde ve dogumdan birkag¢ giin sonrasina
kadar alveoller kolostrum adi verilen kolloidal, sarimtirak ve siitten daha az yag
iceren bir salgi yaparlar. Yeni doganlarin ilk beslenmesinde gerekli olan bu salgi,
laksatif etkisiyle bagirsaktaki fotal icerigin bosaltilmasini saglar. Ayrica bu yolla,
plasenta bariyerini agamayan anneye ait antikorlar da yavruya geger (3, 24).
3.2.2.5- Memenin Involiisyonu: Laktasyonun sonlanmasiyla alveol epitellerinin
salgilama aktivitesi durur ve involiisyon siireci baslar. Involiisyonda emme veya
sagimin kesilmesiyle alveollerde salgi toplanir ve iiretilen salgi bosaltilamadig: i¢in
de epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve takiben apoptozis baslar. Involiisyonun
baslangicinda memede siit sekresyonunun durmasi hizli degisimlere sebep olur.
Ozellikle memede salgimin bilesiminde bir takim degisiklikler meydana gelir (32-36).

Farelerde meme involiisyonu doku fonksiyonlarinin hizli kaybi, alveolar
yapinin dejenerasyonu ve epitel hiicrelerinin yogun yikimi ile karakterizedir. Bu
hiicre kaybi1 apopitoz yoluyla gerceklesmektedir. Apoptotik hiicre Sliimleriyle olusan
degisim siitin durmasmin ikinci giiniinde kemiricilerin memesinde gozlenir.
Cekirdek ve sitoplazma da yogunlagsma ile kromatinde pargalanma olusur. Apopitotik
cisimler sekillenir. Bu hiicre kayiplar1 farelerde involiisyonun baslangi¢ donemi
boyunca alveolar yapmin yikimlanmasiyla sonuglanir (37, 38). Apopitozda goriilen
sarmal tiplerine erken ve gec¢ laktasyon siiresince kegilerin meme bezinde ve
ineklerde laktasyonun sonunda rastlanir (39). Bu da apopitoz yoluyla salgi epitel
hiicrelerinin kaybinin ruminant memesinde normal fizyolojik bir olay oldugunu akla
getirir. Siit verimi durdugunda da hem ke¢i, hem de ineklerde stimule sarmal
tiplerinin bulundugu saptanmstir (39, 40). Hiicre kaybina ragmen, ineklerde meme
alveolleri involiisyon siiresince yapisal biitiinliiklerini korurlar. Involiisyon siiresince
fare memesinde hiicre kayiplarinin rolii agik iken, ineklerde meme apopitozunun
durumu tamamiyle net degildir (41).

Inek memesinde involiisyonla iliskili degisimler siit salmiminin
kesilmesinden sonraki 48 saat i¢inde baslar. En belirgin degisim yag damlaciklari ile
salgi vezikiillerinin intraseliiler birikimi sonucunda epitel hiicrelerinde biiyiik

vakuollerin olugmasidir (36, 41). Bu vakuoller involiisyonun 14. giinline kadar
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kalicidir ve bazen 28. giine kadar da gériilmeye devam eder (41). Involiisyon
stiresince alveollerin liimeni daralir ve interalveoler bagdokuda artis meydana gelir.
Meme hacmindeki biiylik azalma involiisyonun 3. ve 7. giinleri arasinda gergeklesir.
28. giinden sonra kollabe olan alveolar yapilarin kalintis1 laktasyondakinden c¢ok
daha kiiciiktiir ve dar bir liimene sahiptir (36).

Involiisyon siiresince inek memesinde olusan degisikliklere iliskin histolojik
ve ultrastruktural g¢aligmalar kemiricilerden elde edilen bulgular kadar oOnemli
degildir (36, 41-44). Siit iiretimi kesildikten sonraki smnirli otofagositik siireg
baslangigtaki iki giinde meydana gelir. Kemiricilerin memesinde otofagositik
yapilarin olusmasi involiisyon i¢in karakteristiktir (42-44). Bazal membran
tizerindeki hiicrelerin baglantilarinin bozulmasi ve dokudaki kayiplar1 kemiriciler ve
diger tiirlerde bildirilmistir (43, 45-47). Bazal membran {izerinden ddkiilen epitel
hiicrelerin sekillendirdigi bosluklar miyoepitel hiicreleri tarafindan doldurulmaktadir.
Bu durumlar invole inek memesinde gozlenememektedir (41, 48).
3.2.3-Biiyiime Faktorleri ve Reseptorleri

Biiytime faktorleri, agirliklart 4000-60.000 dalton arasinda degisen, ¢cok az
miktarlar bile hiicresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir. Bu faktorler, hiicreleri
endokrin, parakrin, otokrin veya intrakrin mekanizmalar yoluyla etkilerler (49). Bir
hiicre hem biiyiime faktorli, hem de onun reseptoriinii tasiyorsa, kendisini uyaran
bliylime halkasina sahip demektir. Buna otokrin biiylime halkasi denir. Bu halka
normal hiicrelerde bulunur ve fizyolojik uyarimlara cevap verir (50).

Biiylime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi o hiicrenin o faktor
icin reseptdre sahip olup olmamasina baglidir. Reseptore baglanma sonucunda hiicre
icinde cevaba neden olan bir dizi sinyal ortaya ¢ikar. Etki, cogunlukla tirozin kinazin
uyarilmastyla saglanir. Her hiicrenin farkli biiylime faktorleri igin farkli sayilarda
reseptorleri bulunur (49). Biiylime faktorlerinin baginda EGF gelmektedir. Bunun
disindaki biiytime faktorleri,

- plateletden salinan biiylime faktorii (PDGF)

- asidik ve bazik fibroblast biiyiime faktorii (FGFs)

- transforming biliylime faktori, alfa ve beta (TGF a, )

- interloykin-1 (IL-1)

- interloykin-2 (IL-2)
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- tiimor nekroz faktor alfa (TNF o)

- vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF)

- insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1, 2) vs. olarak siralabilir (49-51).

Biiylime faktorii reseptorleri hiicre disinda yer alan bir amino ucuna, membran igi
bolge ve sitoplazmik bolgeye sahiptir. Hiicre disindaki boliim, ikisi ligand baglayan
ve ikisi ise yon tayin eden dort kisimdan olusur. Membran i¢i bolge ise eskiden
sanildig1 gibi aradaki baglantiy1 saglayan pasif bir uzanti degil, reseptorlerin
birbiriyle temasindan ve dimerlesmesinden sorumludur. Sitoplazmik bdlge ise iice
ayrilir: ligand baglama 6zelliklerini degistiren fosforilasyon bolgesi, ikinci haberci
"second messenger" sistemi ile etkileserek bu sistemi harekete gegiren fosforilasyon
bolgesi ve tirozin kinaz bolgesidir.
Biiylime faktorii reseptorlerinde aktivite artist li¢ sekilde gerceklesebilir:

1. Reseptorlerin yapisinda ve sayisinda bir degisiklik olmadigi halde ligand
sayisinda cesitli mekanizmalarla ortaya ¢ikan artis nedeniyle reseptor aktivitesi artar,

2. Reseptdr molekiilii normal yapisini korudugu halde transkripsiyon artisi

ve/veya gen amplifikasyonu sonucunda fazla sayida eksprese olur,

3. Reseptor molekiilii tizerinde gerceklesen mutasyonlar nedeniyle molekiil

stirekli aktif durumunu korur (52).

Biiyiime faktorlerinin uyarim yollarindaki sapmalar anormal biiyiime ve
gelismelerle sonuglanir. Bu faktorlerin reseptdrlerindeki fonksiyon kayiplar1 diyabet
ve ciicelik gibi kalitsal hastaliklara, fazla salgilanmasi ise psoriasis gibi tlimoral
olmayan hastaliklarin gelismesine neden olur. Tiimoral bozukluklar karisik bir
siirecin sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bilylime faktorleri ya da onlarin uyarim
yollarindaki bilesenlerin diizensiz salinmasi malign tiimorlerin sekillenmesinde rol
oynar (17). Meme tiimorleri hem insan hem de evcil hayvanlarda yaygin bir
durumdur. Hem erkek hem de disi kopeklerde meme tiimorleri deri timorlerinden
sonraki en yaygin ikinci tlimor tipidir. Kedilerde de yaygin olarak bu tip tiimorler
goriilmektedir (53).
3.2.3.1-insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorleri (ErbB/HER) Ailesi

Bu ailedeki reseptorlerin aktivasyonu hiicre proliferasyonu, farklilagsma, hiicre
gocli ve farkli dokularin yasamsal fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, yani

homeostazis saglanmasinda, ayrica meme, sinir sitemi ile sindirim sistemi
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dokularinda olusan yaralanma durumlarinda ¢esitli cevaplarin sekillenmesinde rol
oynar (54).

c-ErbB tipl (HER) reseptor tirozin kinaz ailesi; epidermal biiylime faktorii
reseptorii (EGFR/erbB1/HER1), Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptdrii 2
(erbB2/HER2), Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 3 (erbB3/HER3) ve
Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 4 (erbB4/HER4) olmak iizere dort
liyeden meydana gelir (55). Diger biiylime faktorii reseptorlerinde oldugu gibi HER
ailesindeki molekiiller de ligand tarafindan uyarildiklarinda dimerler olusturarak
baska molekiilleri fosforile eder ve boylece belirli sinyal yollarinin harekete
gecmesini saglarlar (56). Bu sinyal yollari, hiicrede eksprese olan reseptorlerin tipi ve
sayist ile ligandin tiiriine ve sayisina da baghdir. Tiim HER molekiilleri birbirleriyle
kompleks kurabildiklerinden olusmasi miimkiin olan kompleks sayist on tanedir.
HERI1 (EGFR) ile HER4 homodimerler olusturabilmelerine karsin, heterodimer
olusumu daha ¢ok goriiliir. Heterodimer olusumu yoluyla aktiflesme 6zellikle sinyal
yolunun harekete geg¢mesi i¢in iic bilesenin (kompleks kuran iki reseptdr ve
bunlardan birini uyaran ligand) gerekli olmasi agisindan 6nem tasir (52).
3.2.3.1.1-Epidermal biiyiime faktorii ve reseptorii (EGFR/erbB-1)

EGF ve reseptoriiniin (EGFR) kesfi yirmi yil once olmasma ragmen, bu
proteinin biyolojik roliiniin anlasilmasindaki siire¢ nispeten yavas islemistir. En
onemli ilerlemeler ¢ogunlukla EGF benzeri ligandlar, erbB reseptorleri ile erbB
reseptorlerinin aktive formlarina baglanmis olan SH, igeren proteinlerin kesfiyle
yapilmistir. Biitiin dikkatler EGF benzeri ligandlar ve erbB iiyelerinin homo- ya da
heterodimerleri arasindaki kompleks yapilanmalarin dogasinin anlasilmasina
yogunlastirilmistir (17, 57)

EGF Urogastron ile identik olup, 53 amino asitli bir polipeptidtir. Bircok
dokuda bulunur ve platelet degraniilasyonu sonrasinda salinir (49). Ilk olarak 1962
yilinda hiicre kiiltiirlerinde fibroblastlar {izerinde kuvvetli mitojenik etki gosterdigi
bulunmustur. 1980°li yillarda ise EGF’ nin tirozin kinaz aktivitesine sahip
transmembran reseptorii olan EGFR’ne baglandigi gosterilmis ve ardindan giiclii
mitojenik aktiviteye sahip pek cok biiylime faktorii ve reseptorii tanimlanmustir (50).
Epidermal biiylime faktor reseptér (EGFR) sinyal yollarinin memeli hiicrelerinde

bliylime, yasam, proliferasyon ve farklilagmanin diizenlenmesinde en Onemli
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yollardan biri oldugu tespit edilmistir (58).

ErbB reseptor tirozin kinaz ailesinin iiyesi olan EGFR, 170 kilo dalton
agirliginda tirozin kinaz aktivitesine sahip bir transmembran glikoproteni olup, hiicre
dist sinyalleri hiicre i¢ine iletir. EGFR, hiicre disi ligandlarin (EGF, TGF-a,
amfiregiilin) baglandig1 N terminali, hidrofobik transmembran bolgesi ve hiicre igi
yerlesimli tirozin kinaz aktivitesine sahip C terminali olmak iizere {i¢ bolgeden
olusur. Biiyiime faktorlerinin EGFR ile etkilesimine bagli olarak, EGFR’de
dimerizasyon ve ardindan otofosforilasyon sonucu, mitojenik sinyalizasyonda rol
alan sitoplazmik proteinler aktiflesir (50, 59). EGFR en c¢ok epitel hiicrelerinde
bulunur. Ayrica endotel, fibroblast ve diiz kas hiicrelerinde de reseptorler goriiliir.
Epitel ve endotel hiicreleri ile fibroblastlar i¢in EGFR’nin kemotaktik 6zelligi vardir.
Bunun disinda anjiogenesis ve kollagenaz aktivitesini de uyaric1 6zellige sahiptir
(49).

EGFR, EGF, transforming biiyiime faktorii (TGF), amfiregulin (AR), heparin
baglayan EGF (HB-EGF), betaselulin (BTC) ve epiregulini (EPR) icine alan
ligandlar tarafindan aktive edilir. Bu ligandlar proteolitik pargalanmalar ve hiicre
yiizey degisiklikleri yoluyla transmembran prekiirsorleri olarak iiretilirler (59). ErbB
molekiilleri ya homodimerizazyon ya da heterodimerizayon yoluyla uyarilirlar. Bu
ligandlarindan {igli (EGF, TGF ve AR) sadece EGFR ye baglanirken, diger iicii de
(HB-EGF, BTC ve EPR) direkt olarak erbB-4’e¢ baglanir. Neuregulin erbB-3 ve
erbB-4 ile direkt olarak baglanir. Homo- ya da heterodimerize bagli erbB reseptorleri
intraseliiler uzantilarindaki spesifik tirozin kalintilarinin oto- ya da trans-
fosforilasyonuna maruz kalirlar (53, 54, 59).

Kemiricilerde meme, EGF reseptor sistemi i¢in onemli olduguna inanilan
birka¢ epiteliyal dokudan biridir. EGF reseptdr ligandlar1 memede biiylime,
faklilasma ve yasamsal faktorleri uyarmaktadir (12). Fare memesinde EGF
reseptorleri terminal tomurcuk c¢evresindeki stromal hiicreler, yag hiicreleri,
miyoepitel hiicreleri ile luminal epitel hiicrelerinde eksprese olur. EGF, ¢iftlesmemis
ya da gebe farelerde meme epitel hiicrelerinin biiyiimesini uyardigi i¢in meme
kanallarinin biiylimesi ve dallanmasini EGF reseptorlerine baglanma yoluyla

gerceklestirir (10).
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3.2.3.1.2- insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2 (ErbB2/HER?2)

ErbB2 (HER2/neu) proteini 185 kilo dalton agirliginda bir transmembran
tirozin kinaz reseptoriidiir ve EGF reseptor ailesinin bir iiyesidir. HER2, kromozom
17921 {tizerinde yerlesmis bir gen tarafindan kodlanir. Topoizomeraz Ila genine
komsu olan HER2 geni kanatli eritroblastozis virusunun onkojen v-erbB’si ile
benzerdir ve tiimdér olgularinda, bir onkojen gibi davranir. Bu reseptorde,
ekstraseliiler ligand baglayan bolge, kisa transmembran boélgesi ve tirozin kinaz ile
baglantili intraselliiler bolge olmak ilizere HER1 ile benzer molekiiler yapilar igerir.
Uyarimlarin baslangicinda ekstraselliiler bolgeye farkli ligandlarin baglanmasi hiicre
proliferasyonu, apopitoz, adezyon, migrasyon ve farklilasmay1 da i¢ine alan hiicre
biyolojilerini etkiler. HER2 bilinen ligandlarin hi¢ birine baglanmaz, ancak HER
ailesinin diger tiyeleriyle heterodimerize partnerler meydana getirir (60-62).

HERI1 ve HER2 arasinda sekans homolojisi bulunmasina ragmen EGF higbir
zaman HER2’ye baglanmaz. HER2’nin salgilanma miktarindaki artis meme,
ovaryum, tiroid, akciger, tiikiiriik bezleri ve midede maling tiimdrlerin olusmasina
neden olur. Fazla miktarlarda salgilanan HER2, tiimér hiicrelerinin makrofajlara
kars1 direncini artirir. Bu ylizden de, HER2 tiimorlerin gelisiminde ve devamliliginda
onemli rol oynar (63, 64).

ErbB2 ekspresyonu ve birkag erbB2 agonisti gelismekte olan kemiricilerin
meme bezlerinde belirlenmistir. ErbB2 c¢iftlesmemis fare memesinde stromal ve
epiteliyal hiicrelerde, gebelik ve laktasyondaki farelerde ise lobuloalveolar epitelde
ekspresse olur. Benzer hiicresel ve gegici ekspresyon drnekleri EGFR (erbB1), erbB3
ve erbB4 i¢in de bildirilmistir. Ancak erbB4’iin ekspresyonu gebelikte daha
yogundur. Ayrica, EGFR agonisti olan EGF, TGF-a ve AR hem ciftlesmemis hem de
gebelerin meme dokusunda eksprese olur. Bu ligandlarin aksine, erbB3 ve erbB4
liganlarinin 6nemli oranlardaki ekspresyonu (NRG1 gibi) sadece gebelik siiresince
belirlenir (65-67).
3.2.3.1.3- insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 3 (ErbB3/HER3)

ErbB3 reseptorii, reseptor tirozin kinaz tip I ailesine aittir. Karakteristik
ekstraselliiler bolge yapisina sahip reseptor L;, S, L, ve S; olarak isimlendirilen dort
alt bolgeden olusur ve bu bolgeler ailedeki tiim reseptorler tarafindan paylasilir. L;

ve L, bolgelerinin direkt ligand baglanmasiyla iligkili oldugu bilinmektedir. S,,
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reseptor aktivitesinde ligand stimulasyonunda onemlidir. Yiiksek disiilfid baglar1 ve
zorunlu bolgeler, L;/L, tarafindan tanimlanan ligandlar i¢in gereklidirler (68).

ErbB3 i¢in en 6nemli ligand neuregulin (NRG) ya da heregulin olarak da
bilinen neu’dan farklilasan faktordiir. Baslangicta erbB2’nin ligandi oldugu
diistiniilen neuregulinin, erbB3 ve erbB4 reseptorlerine baglandigi gosterilmistir.
Ailedeki diger iiyelerin aksine tirozin kinaz iliskili bir sekansla kodlanan erbB3’iin
sitoplazmik bolgesi ¢ok diisiik bir katalitik aktiviteye sahiptir. Bu reseptor, hiicre
uyarimlari ve diger etkili uyarim mekanizmalar1 i¢in 6nemlidir (68, 69).

ErbB3 reseptorii daha cok normal dokularda eksprese edilir. Diger aile tiyeleri
ve erbB3 arasindaki en 6nemli farklilik cok az ya da hig tirozin kinaz aktivitesine
sahip olmamasidir. Bu yiizden de, erbB3’lin homodimerleri inaktiftir. EGFR ya da
erbB4 heterodimerleri ve oOzellikle erbB2 ile onemli etkinliklere sahip c¢iftler
meydana getirdikleri gériilmiistiir. Insanlarda meydana gelen tiiméral hastaliklarda
da erbB3’lin miktarinin arttig1 saptanmistir (70).

ErbB3 pubertiye yeni ulagsmis c¢iftlesmemis farelerin memesinde ¢ok diisiik
diizeylerde eksprese olur. Ancak gebelik ve laktasyon siiresince yliksek oranlarda
salgilanir. Bu farkli ekspresyon durumlari gelisen memede EGFR ve erbB2’nin
onemli rollere sahip oldugunu ortaya koyarken, erbB3’iin meme gelisimi ve
farklilagmasinin sonraki asamalarinda 6nemli oldugunu gosterir (7, 14). Postnatal
meme gelisimi siiresince erbB3 ¢ok diisiik diizeylerde eksprese olmasi, erken meme
gelisimde EGFR ve erbB2 nin 6nemli oldugunu gdstermistir. Ciinkii erbB3 ve
erbB4’iin ligand1 olan NRG baslangictaki meme gelisim donemlerinde belirlemek
giictiir (14, 71).
3.2.3.1.4- insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 4 (ErbB4/HER4)

ErbB4 proteini 180 kilo dalton agirliginda reseptor tirozin kinaz ailesinin bir
tiyesidir. Bu reseptor kalp, akciger ve sinir sisteminin embriyonik gelisiminde
Oonemlidir. Metastatik hastaliklarin progresinde de oOnemli roller oynamaktadir.
Ornegin erbB1, meme, ovaryum, prostat ve akciger kanserlerini de igeren
insanlardaki maling tiimoérlerinin ¢ogunda fazla miktarlarda sentezlenir. ErbB2 meme
kanserli hastalarda timor agresifitesi ve kotli bir prognozla iligkilidir. ErbB3 ise
insanlarda meme ve mide kanserlerinden elde edilmektedir. Bir¢cok arastirma erbB4

ekspresyonundaki ya da uyarimindaki artisin timor gelisimiyle iliskili olugunu
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gostermistir. ErbB4’iin asir1 salgilanmasi meme, tiroid ve sindirim sisteminde
tiimoral gelisime neden olmaktadir. Ancak, bu tiimdrlerde erbB4 ekspresyonunun
prognostik onemi erbB ailesindeki iiyelerle erbB4’tin koekspresyonuna baglidir
(72,73).

ErbB4 fonksiyonlarin1 agiklamaktaki ¢abalar birgok faktor tarafindan
engellenmektedir. ErbB4 reseptorii igin spesifik agonist ve antagonistler
bilinmemektedir. EGF ailesindeki peptid hormonlarinin tamami, erbB ailesinin diger
iiyelerinden en az biri ve erbB4 ile baglanma yetenegindedirler. Ornegin; epiregulin
ve betacellulin hem erbB1, hem de erbB4’ii aktive eder ve onlara baglanirlar. Ayrica,
erbB ailesindeki reseptorlere baglanmayan ligandlar, ligand uyaran reseptor
heterodimerizasyonu yoluyla degisime ugratilarak uyarimlar1 aktive ederler. Sonug
olarak, erbB4’ii dogrudan aktive eden ve baglayan ligandlar (neuregulin, betacellulin
ve epiregulin) erbB1, erbB2 ve erbB3 sinyallerini de uyarirlar (72, 74).

Memenin farklilagsmasinda erbB4’iin rolii, farede normal meme gelisimi
sliresince reseptor ekspresyonunu ve aktivasyonunu bir dereceye kadar destekler.
Puberti siiresince eksprese ve aktive olan EGFR ve erbB2’nin aksine, erbB4
ekspresyonu erigkin disilerde giicliidiir. ErbB4 gebelik siiresince yogun olarak
eksprese olmasina ragmen, daha c¢ok epiteliyal farklilasma ve sekretor aktivitenin
yogun oldugu gebeligin son doneminde belirlenebilmektedir. Laktasyon siiresince de
pik noktaya ulagsmaktadir (74-76).
3.2.3.2-Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii ve Reseptorleri

Vaskiiler endoteliyal biliyiime faktorleri (VEGFs), VEGF homoloji bolgesinde
sekiz sistein rezidiisi bulunduran biiytime faktorleriyle karakterize VEGF/PDGF
(plateletlerden elde edilen biliylime faktorii) ailesine aittirler. Anjiogenezis ve
lenfanjiogenezisde islev goriirler. Memelilerde VEGF’lerin bes iiyesinin varligi
bildirilmistir. Basit omurgasizlarda da VEGF’ nin ve reseptor homologlarinin varlig,
bu faktorlerin multiselliiler organizmalarin evrimi 6ncesinde var olduklarini ve hiicre
gbocli gibi ¢ok daha ilkel gelisimsel fonksiyonlarla iligkili olduklarini akla
getirmektedir. Drosophilada, VEGFR homologlar1 hemosit olarak adlandirilan kan
hiicrelerinde eksprese edilmistir. Bu da hemositlerin go¢ yolu boyunca, iic VEGF

homologunun hemosit goc¢iiniin uyarilmasindaki gerekliligini gosterir (77).
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3.2.3.2.1-Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Anjiojenik molekiiller i¢inde en Onemlisi ve {lizerinde en c¢ok durulani
vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF)’diir ve vaskiiler permeabilite faktorii
(VPF) olarak da bilinmektedir. Onceleri iki ayr1 yapi olduklar1 diisiiniilen bu
proteinlerin sonradan ayni1 protein olduklari tespit edilmistir (78-80).

VEGEF giiclii anjiyogeneze ve vaskiiler permabiliteye neden olan endoteliyal
hiicreye 0zgii bir mitojendir (81). Temel anjiyojenik faktdr olmasinin yani sira,
VEGEF’ye maruz kalan damarlarda endotel hiicreleri arasinda fenestrasyon, vezikiiler
organeller ve transselliler baglanti olusumuna olanak saglayarak vaskiiler
permeabiliteyi artirma oOzelligine de sahiptir (82). VEGF endotel hiicrelerinin
migrasyonunda, ekstraselliiler matriksin (ECM) yikimindan sorumlu olan matriks
metalloproteazlar ile urokinaz ve doku tipi plazminojen aktivatorlerinin
salimimlarinin uyarilmasinda da rol oynar. Bdylelikle invazyon ve metastazi da
kolaylastirir (78, 83, 84).

VEGF, 45 kDa’luk, homodimerik, heparin-bagimli bir glikoprotein olup,
cesitli alt grublar tamimlanmistir. VEGF A, B, C, D, E, ya da aminoasit sayilarina
gore VEGF2;, VEGFu4s, VEGFies, VEGFig, ve VEGFy gibi izoformlar
bulunmaktadir. Vaskiiler gecirgenlik faktorii olarak da bilinen VEGF-A, disiilfid
bagli homodimerlere baglanmis olan 34-46 kDa’luk sekret glikoprotendir. Endotel
hiicreleri tizerindeki vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii reseptorii 1 (VEGFR-1) ve
vaskiiler endoteliyal bliylime faktorii reseptorii 2 (VEGFR-2) ile neuropilin-1 ve -
2’ye baglanir (78, 79, 83-85). Tiimor anjiyogenezisinde 6nemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. VEGF-B’nin, VEGF-B4; ile VEGF-B,g¢ olmak iizere iki izoformu
bulunmaktadir. VEGF-B ekspresyonu uyarildiginda ve iirokinaz tip plazminojen
aktivatorii arttiginda sadece VEGFR-1’e¢ baglanir ve ekstraselliiler matriksin
dejenerasyonunu (ECM) ve endotel hiicre (EC) migrasyonunu uyarir (85). VEGF-C
ve VEGF-D, protein maturasyonu sirasinda ayrilmis olan, N- ve C-terminal
uzamlarinda merkezi bir VEGF homoloji bdlgesi icerirler. Nonkovalent dimerlerden
olusan VEGF-C ve —D’nin her ikisi de VEGFR2 ve vaskiiler endoteliyal biiyiime
faktorii reseptorii 3 (VEGFR3)’ e baglanir. VEGF-C lenfanjiyogenezde 6nemli bir
rol oynar ve embriyogenez siiresince eksprese olur. Buna karsin VEGF-D eriskin

kalp, akciger ve iskelet kaslarinda da eksprese olur (83-85). Yakin zamanlarda,
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VEGF-C ekspresyonunun gastrik, meme, tiroid ve servikal kanserlerin timor
invazyonuna ve lenf diiglimii metastazina neden olduguyla iliskili ¢alismalar
yapilmustir (7, 81). VEGF-E ise parapoks orf virusun bir geni tarafindan kodlanan
proteindir (85).

Insanlarda VEGF’nin en az sekiz proanjiyogenik izoformu bulunur. Bunlar
tek bir gene alternatif baglanmalar yoluyla {iretilirler. VEGF,; heparinle baglanmaz
ve ekstraselliiler aralikta serbest olarak yayilir. Buna karsin VEGF g9 heparine gii¢lii
bir sekilde baglanir ve ECM ile hiicre ylizeyinde diziler olusturur. En baskin isoform
olan VEGF 45 heparine orta diizeyde bir affiniteye sahiptir. Insan VEGF’sinin diger
izoformlar1 ise VEGF 45, VEGF 43, VEGF 62, VEGF 33 ve VEGF6 dir (79, 83-85).

Fare izoformlar1 kisa bir aminoasit zincirinden olusur. Farkli potansiyellerine
ragmen biitiin VEGF izoformlar1 hem VEGFR-1 hem de VEGFR-2’ yi aktive eder ve
onlara baglanirlar (86). VEGF ¢ izoformu damar gelisiminde merkezi bir rol
oynamasina ragmen, daha az goriilen diger izoformlar ise damar modellerinde ve
ozellikle de arter gelisiminde farkli roller iistlenirler. Eksik heparin baglayan VEGF
izoformlar1 miyokardiyal anjiogenezi zayiflatarak isemik kardiyomiyopatiye neden
olur ve dogumdan sonraki iki hafta i¢inde fareler oliir (77). Bu farelerde 6lim
kapillar dallanmadaki azalma sonucu sekillenir (87).

VEGF, aktivitesini {i¢ reseptor ile gerceklestirir: Tirozin kinaz yapisinda olan
bu reseptorleri VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (flk-1/KDR) ve VEGFR-3 (flt-4)’diir.
Bunlardan VEGFR-1 ve R-2 endotel hiicreleri {izerinde, VEGFR-3 ise lenf damarlari
tizerinde bulunur. VEGF reseptorlerinin aktivasyonu; fosfoinositol-3 kinaz,
fosfolipaz-C ve ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim
proteinini fosforile ederek endotel hiicrelerinin ¢ogalma, go¢ ve farklilagsmasina
neden olur (7, 81).

Meme kanserlerinde VEGF ekspresyonu ile timor mikrovaskiilarizasyonu,
malignite ve metastaz arasinda iliski bulunmustur. Bu genin 5’ bélgesi analiz
edildiginde bireyler arasinda VEGF tanimi bakimindan varyasyonlarin oldugu
saptanmistir. Bu cesitlilik bir¢gok polimorfizmlerin varligin1 gostermektedir. Bu
gendeki polimorfik bdlgelerin anjiyogenezisde kritik rol oynadigi ve bazi

hastaliklarda genin protein tiretimi ile iliskili oldugu bulunmustur (7, 81, 88).
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VEGF immunreaktivitesi insan ve primatlarin memesinde terminal kanallarin
epitel hiicrelerinde goriiliir. Diisiik miktardaki VEGF proteini ve VEGF mRNA (189,
165 ve 121 aminoasit izoformlar1) insanlarda memede bildirilmistir. Endotel
hiicrelerinde mitozu uyaran VEGF ve VEGFR-2 gebelik siiresince artar. VEGF,
VEGF-C ve VEGFR-1, -2, -3 {in post-pubertal déonemde kemirici memesinde
eksprese oldugu ortaya konulmustur. VEGF-C and VEGFR-3 gebelik ve laktasyonda
cok az artar. Erigkinlerin bir¢ok dokusundaki lenfatik damarlara spesifik oldugu
bilenen VEGFR-3, dinlenme fazindaki memede kan kapillar endotel hiicrelerinden
de eksprese olur. VEGF, VEGFR -1 ve -2’nin laktasyon siiresince asir1 miktarca
arttig1 da goriiliir (19, 81).
3.2.3.2.2-Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii Reseptorleri
3.2.3.2.2.1- VEGFR-1 (fIt-1)

Fltl (Fms benzeri tirozin kinaz 1) olarakta bilinen VEGFR-1, kan
damarlarinin endotel hiicreleri, monosit/makrofaj, dentritik hiicreler, hemopoietik
kok hiicreleri, trofoblastlar ve osteoklastlarin membranina bagl bir reseptordiir (89).
Zayif bir kinaz aktivitesine sahip olmasina ragmen, VEGFR-1 monosit/makrofajlarin
migrasyonunu uyarir (90, 91). Erken embriyonik gelisim siiresince anjiogenezde
negatif diizenleyici olarak islev goriir. Eksik oldugu farelerde endotel hiicre
bliylimesinde asirilik meydana geldigi ve kan damarlarinda organizasyon
bozukluklar1 olustugu icin dliimler goriiliir (77). VEGFR1’in tirozin kinaz bélgesinin
ortadan kalkmasi, anjiogenezisin normal gelisimine izin verir. Son yillardaki
caligmalarda, hem makrofaj migrasyonunda, hem de patolojik anjiogeneziste
VEGFR-1 tirozin kinaz icin birgok aktif uyarim yollar1 gdsterilmigtir. VEGFR-1’in
inhibisyonu periferal kanda kemikiliginden ayrilan miyeloid projenitdrlerin
mobilizasyonunu ve yangisal dokuya lokosit infitrasyonunu azaltarak patolojik
neovaskiilarizasyonu ve yangiy1 da baskilar (77, 92).

Insanlarda VEGFR-1 1338 aminoasitten olusur ve ekstraselliiler ligand
baglama bolgesi, transmembran bolgesi, tirozin kinaz bolgesi ve karboksi terminal
bolgesi olmak iizere 4 bolge tagsir. VEGFR-1 VEGF-A, VEGF-B, plasental biiyiime
faktorii (PIGF) ve VEGF-F ye kars1 yiiksek bir affinite gosterir. Ancak ligandlar
baglandiginda ¢ok zayif bir otofosforilasyon gosterir. VEGF-A i¢in baglanma
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bolgesi, VEGFR-1’in ikinci Ig-benzeri bolgesine yerlesmistir. Bu reseptorde Ig-
benzeri bolge reseptdr dimerizasyonu ve aktivasyonunda énemli rol oynar (93).
3.2.3.2.2.2- VEGFR-2 (flIk-1/KDR)

Farelerde Flk1 (fotal karaciger kinazi 1) ya da insanlarda KDR (kinaz insert
bolgesi igeren reseptor) olarak da bilinen VEGFR-2 hemanjioblastlar ile endotel ve
hemotopoietik hiicre prekiirsorleri i¢in en onemli belirtegtir (94). Farelerde VEGFR-
2’nin ortadan kalkmas1 hem hematopoetik hem de endoteliyal hiicrelerde eksikliklere
neden oldugundan embriyonik Oliimlere sebep olur. Bu nedenle VEGFR-2
endoteliyal hiicre prekiirsorlerinin farklilagmasinda 6nemli bir role sahiptir (77).
Ayrica VEGFR-2, sekillenmis olan kan adaciklarinda, vitelliis kesesindeki posterior
primitif ¢izgide ve erken hematopoezisin intraembriyonik doneminde hiicrelerin
direkt lokalizasyonu igin gereklidir (77, 95). Giglii tirozin kinaz aktivitesinden
dolay1, VEGFR-2 endoteliyal hiicrelerde anjiyogenezis, proliferasyon, migrasyon ve
yasamsal uyarimlarda en 6nemli pozitif sinyal diizenleyici olarak hareket eder (90).
Endotel hiicrelerinde VEGFR-2 Rafl’i (kemirgen 16semi viral onkojen homolog)
aktive ederek, DNA sentezine ve hiicre proliferasyonuna sebep olur (77). Ayrica,
hiicre migrasyonunu uyaran aract molekiilleri kullanarak PI3 kinaz1 (96) ve
damarlarda permeabiliteyi diizenleyen endoteliyal nitrik oksit sentazin (eNOS)
fosforilasyonunu (97) aktive eder. VEGFR-2 ekspresyonu vaskiiler gelisimin son
donemlerinde azalir, ancak erigkinlerde fizyolojik ve patolojik anjiogenezisde dnemli
bir diizenleyici olur ve endotel hiicrelerinde VEGFR-2 ekspresyonunun yiiksek
oldugu goriliir. VEGFR-2 hematopoetik kok hiicrelerinde de eksprese olur (77).
Ayrica non-endoteliyal ekspresyonu sinir hiicreleri, osteoblastlar, pankreatik kanal
hiicreleri, retinal projenitor hiicreler ve megakaryositlerde de gozlenmistir (90).
VEGFR-2’nin s1vi bir formu da belirlenmistir. Ancak bunun meydana gelmesinde
proteolitik pargalanmalarin mi, yoksa alternatif baglanmalarin mi1 etkisinin olup
olmadig tam olarak ortaya konulamamistir (98).
3.2.3.2.2.3- VEGFR-3 (f1t-4)

Flt-4 olarakta bilinen VEGFR-3 diger VEGFR’ler ile karsilastirildiginda
farkli bir yapisal 6zellige sahiptir. Besinci Ig-homoloji bolgesinde proteolitik ayrilma
yoktur ve aminoterminal bolgesinde bulunan disiilfid kopriileri molekiiliin geri kalan

boliimleriyle baglantilidir (77). VEGFR-3 homodimerik konfiglirasyonlarda farkli
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karboksiterminal fosforilasyona ve sinyal transdiiksiyonuna neden oldugu igin,
VEGFR-2 ile heterodimerize yapilar olusturabilme yetenegine sahiptir (99). Vaskiiler
gelisimin bagslangicinda VEGFR-3 kan damarlarinin endotelinde eksprese olur.
Anjiogenezis igin gerekli olmamasina ragmen, primer vaskiiler pleksuslarin yeniden
sekillenmesi ve maturasyonu ic¢in gereklidir (77). Embriyogenezin daha sonraki
donemlerinde kan damarlarinda azalir. Azalma ilk olarak arterlerde ve daha sonra
venlerde olur. Sonunda lenf damarlarinin endotel hiicreleri ile sinirh kalir. VEGFR-3
venlerden farklilagmis lenfatik endoteliyal hiicrelerin ¢ogalmasi ve migrasyonu ile de
iligkilidir. Embriyonik gelisim siiresince lenf damarlarinin yasamsal faliyetleri ve
kaliciligr i¢in gereklidir (77, 100). VEGFR-3 iligkili uyarimlar lenf damarlarinin
biiylimesini uyarmak icin yeterlidir (77). Uyarilan hiicre migrasyonuna ek olarak,
cesitli aract molekiiller yardimiyla izole lenfatik endotel hiicrelerinin gelismesini ve
hayatta kalmasim1  saglar. Erigkinlerde fenestrali kan damarlarinda ve
monosit/makrofajlarda da bulunur (77, 101). Ayrica tiimorlerde yeni sekillenmis kan
damarlarinda da gozlenir (102). Son yillarda VEGFR-3’iin osteoblastlar ve sinir
projenitor hiicrelerde de varlig: bildirilmistir (103, 104).

3.2.4-Vaskiiler Endotel Hiicre Biiyiimesini Baskilayan Faktor (VEGI)

Vaskiiler endotel hiicre biiylimesini baskilayan faktor (VEGI) ilk olarak insan
umblikal ven endotel hiicrelerinden identifiye edilmistir ve anjiyogenezin spesifik bir
inhibitoriidiir (105). VEGI geni I, II, III ve IV ekzon ve ii¢ introndan meydana
geldiginden yaklagik olarak 17 kb’dir. Bu gen, 251, 192 ve 174 aminoasit
rezidiisiinden olusan ii¢ VEGI izoformuna sahiptir. Insanlardaki ii¢ izoformunda N-
terminal bolgesi birbirinden farklidir fakat bu izoformlar C-terminallerinde 151
rezidii segmentini paylasirlar. VEGI de varsayilan ekstraselliiler bolge, hiicre
kiiltiirlerinde endotel hiicre proliferasyonunu baskilayici yonde etki gosterir. VEGI,s;
I, II, IIIb ve IV ekzonlan tarafindan, VEGI;74 ise IVa ve IVb ekzonlan tarafindan
kodlanir. Izoformlarin her biri IVb ekzonuna sahiptir. Protein VEGI;74 ile ilgili ¢ok
sayida arastirma yapilmis olmasina karsilik, VEGI,s, hakkindaki bilgiler daha azdir
(106). VEGI,s; plasenta, bobrek, akciger ve karacigerde, VEGI 74 ise karaciger, kalp,
iskelet kaslar1 ve bobrekte daha fazla bulunur. VEGI;74 mRNA kalp, iskelet kaslari,
pankreas, adrenal bez ve karacigerde ¢ok fazla miktarda bulunurken, VEGI,s; ise

fotal bobrek ve fotal akcigerde daha fazladir. VEGI,s; ayrica sekretdr sinyal
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peptidlerine sahiptir ve asir1 ekspresyonu endoteliyal hiicrelerde apopitoza ve timor
gelisiminde inhibisyona sebep olur (107). Ayrica anjiyogeneziste de endotel hiicre
salg1 inhibitorii olarak da gdrev yapar (105, 106).

Insanlarda VEGI, TNF’ den identifiye edilen tip II transmembran proteini ile
kodlanir. TNF ailesindeki diger iiyelerin aksine, endotel hiicrelerinde eksprese olur.
Erigskin dokularimin ¢ogunda VEGI’nin ekspresyonu damarlasmanin dengeli bir
devamlilig1 i¢in fizyolojik bir role sahiptir. VEGI'nin insan umblikal ven endotel
hiicrelerinde (HUVEC), eriskin sigir aortik ve pulmoner arter endotel hiicrelerinde
biiylimeyi sinirlandirdigi ve apopitoza neden oldugu bilinmektedir. Ayrica insanlarda
plasenta, akciger, iskelet kaslari, bobrek, pankreas, dalak, prostat, ince bagirsaklar ve
kolon gibi birgok organin normal damarlasmasinda Onemli bir rol oynadigi
bildirilmektedir (107). Meme kanserlerinde de epitel ve miyeloid timor hiicrelerinin
proliferasyonunu baskiladig1 ifade edilmektedir (108). VEGI’'nin fazla miktarda
salgilanmasinin kemiricilerin kolon kanser hiicrelerinde tiimor biiylimesinde bir
azalma olusturdugu ve bu etkisinin VEGI'nin gii¢lii anti-anjiogenik aktiviteye sahip
olmasindan kaynaklandigi ileri siiriilmektedir (105).
3.2.5-Meme Gelisiminin Hormonal Diizenlenmesi

Ostrus siklusu siiresince memedeki biiyiime ovaryumdan sentezlenen steroid
hormonlar ile iligkilidir. Ostrojen ve progesteron reseptérlerinin her ikisi de puberta
ile birlikte meme bezinde goriiliirler. Bu nedenle mammojenik hormonlar olarak
nitelendirilirler. Gebeligin sonuna dogru Ostrojen ve progesteronun ayni zamanda
artan kan konsantrasyonu parensimal biiylime ve meme alveollerin sekillenmesiyle
sonuclanir. Buna karsilik Ostrus siklusu ile iligkili bu hormonlarin siklik degisimi
baslangigta kanallarin uzamasi ve birkag lobuler doku formasyonuyla sonuclanir.
Ancak alveollerin sekillenmesi sdz konusu degildir. Genel olarak meme geligimi,
iliskili hormonlarin kompleks etkilesimi ile ortaya ¢ikar. Bir¢ok mammojenik
hormonun etkisinin parakrin tarzda etki gosteren stroma ile iligkili bilylime faktorleri
yoluyla olabilecegi tahmin edilmektedir. Bu yilizden mammojenik hormonlar ve
bliylime faktorlerinin fonksiyonlarinin daha 1iyi anlagilmasinda kemiriciler
kullanilmaktadir (1-3).

Postpubertal disilerde 6zellikle Gstrojen en 6nemli mammojenik faktordiir.

Puberti ile birlikte dstrojenin kandaki konsantrasyonunun yiikselmesine bagli olarak
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memede reseptorleri goriiliir. Kemiricilerde 6strojen, bliyiime faktorlerinin tiretimini
uyarmak igin stromal dokudaki reseptédrleri araciligi ile harekete geger. Ineklerde
yapilan caligmalardan elde edilen bulgular da meme gelisimi {izerine Ostrojenin
etkisinin stroma yolu ile oldugunu gostermistir (109).

Progesteron da meme gelisiminde 6nemli rol oynayan diger bir ovariyal
steroid hormondur. Meme yag dokusunda progesteron reseptorlerini belirlemek
olduk¢a giictiir. Baz1 fizyolojik durumlarda progesteron stromal hiicrelerin
proliferasyonunu uyarir. Kanal epitellerinde DNA sentezi iizerine progesteronun
uyarict etkisi stromal hiicrelerin indirekt yolla etkilenmesi ile meydana gelir.
Progesteronun mammojenik etkisi, epitel hiicrelerindeki reseptorlerine baglanmasi
ile olur. Bu sekilde memede kanallarin dallanmasini ve alveolerin sekillenmesini
uyarir. Bu nedenle progesteron meme alveollerinin sekillenmesinde en dnemli role
sahipken, kanallarin gelisimindeki rolii daha azdir (110, 111).

Gebelik siiresince Ostrojen ve progesteron arasindaki sinerji her iki hormon
yiiksek konsantrasyona ulasti§i zaman goriiliir. Ostrojen ve progesteronun kandaki
konsantrasyonunun artmasi hiicre biiylimesi i¢in gereklidir. Lobuloalveoler gelisme
gebelik siliresince meme hacminde énemli bir artisa neden olur. Progesteron gebelik
siiresince yiiksektir. Buna karsin Ostrojen gebeligin son doneminde artar. Bu da

meme hacmindeki biiyiik artisla ayn1 doneme denk gelir (112, 113).
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3.3- MATERYAL VE METOT
3.3.1- Deney Hayvanlar

Bu calisma Dicle Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu
(DUHADEK) tarafindan onaylanmustir (karar sayis1 2008-02 ).

Calismada Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin PAYZIN Saglik Bilimleri
Arastirma ve Uygulama Merkezi (DUSAM) Miidiirliigii’nden temin edilen 35 adet
eriskin, 220-250 g agirhiginda Spraque-Dawley 1rki disi sican kullanildi. Hayvanlar,
deney siiresince 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik 151k periyodunda barindirildi.
Pelet yem ve su ihtiyaclar1 ad libitum olarak karsilandi. Hayvanlar her grupta 7
hayvan olacak sekilde rastgele 5 gruba ayrildi. Her gruptaki disiler iki erkek siganla
ciftlesmeye alindi. Vaginal smear metoduyla gebelik muayenesi yapildi. Vaginal
smear Orneklerinde spermatozoon bulunan ve vaginal plak sekillenen disiler
gebeligin 1. glinlinde kabul edildi (19).

Gebeligin 7., 14. ve 21. giinii, dogumdan sonraki 7.giinde (laktasyon dénemi)
ve siitten kesildikten sonraki 7. giinde (involiisyon donemi) Ketalar (Ketamin HCI-
Phizer) (90mg/kg) anestezisi altinda; abdominal bolgedeki memenin iki tanesi total
olarak ¢ikarildi. Deney hayvanlari postoperatif bakima alindi.

Biitiin gruplardan alinan meme dokular1 % 10 nétral formalin soliisyonunda
24 saat tespit edildi. Daha sonra bir giin siireyle akarsu altinda dokular yikandi.
Yikama islemini takiben dokular dereceli alkoller, metil benzoat ve benzol
serilerinden gegirilerek paraplastta bloklandi.

Hazirlanan parafin bloklarindan, Leica RM 2125 Rotary mikrotomunda 5
mikrometre kalinliginda seri kesitler alindi. Bu kesitlerden birincisi normal lama
digerleri ise 3-aminopropyl-triethoxysilane (APES) ile kaplanmis diger lamlara
alindu.

3.3.2- Histolojik Analiz:
Normal lamlara alinan kesitler Crossman’in {i¢lii boyamasi ile boyandi ve

donemlere bagli olarak memede sekillenen yapisal degisiklikler belirlendi (19).
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3.3.3- Immunohistokimyasal Analiz:

Diger kesitlere streptavidin peroksidaz immunohistokimya yontemi uygulandi (19,
81).

Tablo-3.1: Kullanilan antikorlara ait bilgiler

Antikorun Ad1 Antikorun Tiiri Katalog Numarasi

1- Epidermal Biiylime Faktorii | Rabbit polyclonal Santa Cruz, sc-03
Reseptorii (erbB-1/EGFR)

2- ErbB-2 Reseptorii (Neu) Mouse monoclonal | Santa Cruz, sc-7301
3- ErbB-3 Reseptorii Rabbit polyclonal Santa Cruz, sc-285
4- ErbB-4 Reseptorii Rabbit polyclonal Santa Cruz, sc-283

5- Vaskiiler Endoteliyal Biiyime | Mouse monoclonal | Santa Cruz, sc-53462

Faktorii (VEGF)

6- Flt-1 Reseptorii Rabbit Polyclonal Santa Cruz, sc-316
7- Flk-1 Reseptorii Mouse monoclonal | Santa Cruz, sc-6251
8- Flt-4 Reseptori Rabbit Polyclonal Santa Cruz, sc-321

9- Vaskiiler Endoteliyal Hiicre | Rabbit polyclonal Santa Cruz, sc-32945
Biiyiimesini ~ Baskilayan  Faktorii

(VEGI)

10- Ostrojen Reseptorii (ER) Rabbit Polyclonal Thermo  Scientific,
RB-1521-P

5 mikrometre kalinligindaki parafin kesitler, deparafinizasyon ve rehidrasyon
islemlerinden sonra distile suda calkalandi. Endojen peroksidaz aktivitesini gidermek
icin kesitler distile suda hazirlanmis %3’liik H,O; ile 20 dakika muamele edildikten
sonra 0.01 M Fosfat Buffer Saline (PBS)’de iki kez 5’er dakika yikandi. Antijen
retrival islemi uygulanmaksizin, immiinoglobulinlerin 6zgiil olmayan baglanmalarini
engellemek icin bloking serumda 15 dakika muamele edilen kesitler primer antikor
ile +4°C’de 1 gece siiresince inkiibe edildi. Inkubasyonu takiben 0.01 M PBS’te 4
kez yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder antikor (Histostain Plus Bulk Kit,
Zymed) ile 20 dakika nem odasinda, oda 1sisinda inkube edilip, tekrar 4 kez PBS ile
yikandiktan sonra da enzim konjugath streptavidinde (Histostain Plus Bulk Kit,

Zymed) 20 dakika muamele edildi. Kesitler, tekrar 4 kez PBS ile yikandiktan sonra




41

3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) (VEGF, Flt-1, Flk-1, Flt-4 ve VIGF) veya
Diaminobenzidine (DAB) (ErbB-1 (EGFR), ErbB-2, ErbB-3 ve ErbB-4) kromojen
soliisyonlarinda 5-15 dakika bekletildi. Gill’in hematoksileninde 1 dakika siireyle zit
boyama yapilan kesitler cesme suyunda mavilesinceye kadar yikandi. AEC kromojen
soliisyonu kullanilan kesitler iizerine akdz yapistirict (Aqueous mounting medium)
damlatilip lamelle kapatildi. DAB kromojen soliisyonu kullanilmis kesitler ise
alkoller ve ksilolden gecirilip entellan ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak kullanilan
meme tiimorleri temin edilemedigi i¢in boyanmalarin dogrulugunu kanitlamada
negatif kontroller kullanildi. Negatif kontrol olarak alinan doku &rnekleri ise primer
antikor yerine PBS ile muamele edildi.

Boyamalar sonrasi preparatlar Nikon-Eclipse 400 colpix-4500 dijital fotograf
makinesi atagmanlt arastirma mikroskobunda incelenerek fotograflandi.

Tablo-3.2: Antikorlarin hiicresel lokalizasyonlar1

Hiicre lokalizasyonu
Antikor Hiicre Sitoplazma Cekirdek Ekstraseliiler
membrant matriks

erbB-1 + - - -
erbB-2 + - - -
erbB-3 + + - -
erbB-4 + + - -
VEGF + + - +
VIGF + + - +
Flt-1 - + - -
Flk-1 - + - -
Flt-4 + + - -
ER - - + _

3.3.4- immunohistokimyasal Boyanma Sonuclarinin Degerlenmesi

Immunohistokimyasal boyanmalar, yogunluk (intensity score) ve oransal skordan
(proportional score) olusan total skor (Quick score) olarak isimlendirilen ikili
derecelendirme yontemi kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi (114, 115).

Yogunluk  skorunda (I), hiicrelerdeki  pozitif = boyanma  yogunluklari
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degerlendirilirken, oransal skorda (P) ise pozitif boyanan hiicrelerin yiizde orani
belirlendi. Seri kesitlerde, X40 objektif biliylitmede gelisi gilizel secilen ii¢ farkl
bolgede 100 adet alveol ve kanal epitel hiicresi sayildi. Daha sonra elde edilen
degerlerlerin ortalamasi alinarak her bir hayvan i¢in tek bir deger elde edildi.
Immunohistokimyasal boyanma sonuglarindaki skorlama islemi asagidaki gibi
yapildi.

Yogunluk skoru

0: Negatif (yiiksek biiylitmede hig¢bir hiicrede boyanma yok)

1: Zayif (sadece yiiksek biiyiitmede goriilen boyanmis hiicreler)

2: Orta (diistik bliyiitmelerde kolaylikla goriilen boyanmis hiicreler)

3: Giiclii (cok diisiik biiyilitmelerde gdriilen boyanmis hiicreler)

Oransal skor

0:0 %11-33:3
%l1<:1 %34-66: 4
%1-10: 2 %67-100: 5

Yogunluk skoru ve oransal skor toplandiginda 0-8 arasindaki “Quick score-total
skor” elde edildi.

Elde edilen biitlin veriler bilgisayara girildi ve SPSS 12.0 (SPSS 12.0, SPSS,
Inc., 2003, Chicago, IL, USA) programi ile istatistiksel analizleri yapildi. Gruplar
arasinda farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in non-parametrik testlerden
Kruskall-Wallis testi, farklilik bulundugunda ise hangi gruptan kaynaklandigini
belirlemek i¢in de Mann-Whitney U testi uygulandi (p<0,05) (20).
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3.4- BULGULAR
3.4.1- Memenin Yapisal Ozellikleri

Meme, biitiin gruplarda 4 torakal, 4 abdominal ve 2 inguinal bolgede olmak
lizere paramediyan ve simetrik olarak ¢ift sira halinde yerlesmisti. Derinin hemen
altinda bulunan meme loplarinin her birinin de bir adet meme basi ile disariya
acildig goriildii. Bagdokudan olusan bir kapsiille saril1 bezin bilesik tubulo-alveolar
yapida oldugu, lop ve lopguklardan meydana geldigi belirlendi.

Gebeligin ilk haftasinda meme yag dokusu bezin biiyiik bir kismin1 meydana
getirmekteydi. Az sayidaki meme alveolleri ve kanallar1 bagdoku ile birlikte bu yag
dokusu igerisine yerlesmisti. Alveoller tek kath kiibik epitel ile dosenmisti ve
lumenleri belirgin degildi. Intralobuler, interlobuler ve interlober kanallarin duvarlari
tek kath kiibik epitel ile ortiiliiydii. Alveoller ve kanallarin yerlesmis oldugu
bagdokuda kan ve lenf damarlari, sinir pleksuslart ile bagdoku hiicreleri
bulunmaktaydi (Sekil 4.1). Gebeligin 14. ve 21. giinlerinde yag dokusunun
geriledigi, lop ve lopcuk yapilarinin belirginlestigi, alveol ve kanal sayilarinin arttig
goriildii. Alveollerin liimeni belirginlesmisti ve igleri gebeligin 21. giinlindeki grupta
salg1 materyali ile dolmustu. Ozellikle alveol epitellerinin sitoplazmasinda gebeligin
son déneminde yag damlaciklarina da rastlandi. Interlobuler ve intralobuler
bagdokudaki dikkati ¢eken azalma interalveolar bagdokuda da goriilmekteydi.
Duktus laktiferuslar dallanmig ve liimenleri olduk¢a genislemisti. Bu kanallarin
duvar intralobuler yerlesimli olanlarda tek katli kiibik epitel ile interlobuler ve
interlober yerlesimli olanlarda ise tek katli basik prizmatik epitel ile Ortiilmiistii.
Liimeni salgi maddeleri ile doluydu. Her iki donemde de lop ve lopguklar arasindaki
bagdokuda ¢ok sayida kan ve lenf damar1 bulunmaktaydi. Ozellikle gebeligin son
doneminde bagdoku hiicrelerinin sayisinin arttig1 dikkati ¢ekti (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Gebeligin 7. gliniindeki siganlarin memesinin genel goriiniimii, A: alveol,
K: duktus laktiferus, YD: yag dokusu, k: kan damari, kalin oklar: alveol ve kanal
epitel hiicreleri, ti¢lii boyama X 10.

VY - e

Sekil 4.2. Gebeligin 21. giinlindeki sicanlarin memesinin genel goriiniimii, A: alveol,
K: duktus laktiferus, YD: yag dokusu, k: kan damari, kalin oklar: alveol ve kanal

epitel hiicreleri, ii¢lii boyama X 10
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Lop ve lopguk yapisinin ¢ok belirgin oldugu laktasyon déneminde, bagdoku
ve meme yag dokusu tamamiyla gerilemisti. Alveoller uzamis, dallanmis ve
liimenleri oldukg¢a genislemisti. Duvarlarin1 olusturan epitel hiicreleri, salgilama
durumlarina gore farkli goriintisteydi. Buna gore de alveollerde salgiyla dolu yiiksek
prizmatik hiicreler yaninda salgisini vererek yassilagmis hiicreler de bulunmaktaydi.
Baz1 alveollerin liimeninde kolloidal kitle halinde ya da konsantrik yapida kazein
konkromentlerine rastlandi. Etraflar1 ince bir bagdoku ile ¢cevrelenmis olan kanallarin

duvarlart tek kath basik prizmatik epitel hiicreleri ile ortiilmiistii. Dallanmis olan bu

kanallarin bazilarmin genislemis olan liimenleri salgi materyali ile doluydu (Sekil

4.3).

Sekil 4.3. Laktasyon donemindeki siganlarin memesinin genel goriiniimii, A: alveol,
K: duktus laktiferus, YD: yag dokusu, kalin oklar: alveol ve kanal epitel hiicreleri,
ticlii boyama X 10

Involiisyon déneminde meme yag dokusu ve bagdokusunun hacimce artmaya
basladig1 goriildii. Alveollerin limeni daralmis ve interalveoler bagdokuda artis
meydana gelmisti. Kollabe olan alveollerin kalintilar1 dar bir liimene sahipti. Bazi
alveolerin liimeninde kolloidal kitleler bulunmaktaydi. Tek katli kiibik epitel ile

doseli alveollerin bazilarinin epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda lipid damlaciklari
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goriildii. Kanallardaki dallanmalar azalmisti, ancak liimenleri gebelik doneminde
bulunan kanallarin liimenine gore daha genisti. Kanallar tek kath kiibik ya da yass1
epitelle ddsenmisti ve iclerinde salgi materyali bulunmaktaydi. Interlober ve
intralober bagdoku icinde de kan ve lenf damarlarn1 ile bagdoku hiicreleri
bulunmaktaydi. Ayrica tiim gruplarda meme igine yerlesmis intramammar lenf

digiimii gorilmekteydi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Involiisyon donemindeki sicanlarin memenin genel goriiniimii, A: alveol,

K: duktus laktiferus, YD: yag dokusu, k: kan damari, kalin oklar: alveol ve kanal
epitel hiicreleri, ii¢lii boyama X 20
3.4.2- Memenin Immunohistokimyasal Ozellikleri

Biitlin gruplar i¢in kullanilan negatif kontrollerde immunreaksiyon goriilmedi
(Sekil 4.5). ErbB-1, erbB-2, erbB-3, erbB-4 ve ER DAB kromojenle, VEGF, VEGI,
Flt-1, Flt-4 ve Flk-1 ise AEC kromojen ile boyandi. Incelenen biitiin gruplarda
intramammar lenf di{iglimiinin korteksinde yerlesmis olan bazi hiicrelerde ve
kapillarlarin endotelinde zayiftan kuvvetliye dogru degisen derecelerde pozitif

immunreaksiyonlar izlendi (Sekil 4.6, 7).
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Sekil 4.5. immunohistokimyasal boyanmanin goriilmedigi negatif kontrol, A: alveol,

K: duktus laktiferus, YD: yag doku, Gill Haematoksilen X10

4 A ’

Sekil 4.6. Meme lenf diiglimiiniin korteksinde yerlesen bazi hiicrelerde ve damar
endotellerindeki EGFR/erbB1 lokalizasyonu, LD: lenf diigiimii, KR: korteks, k: kan
damari, endotel hiicresi (ok), X40
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Sekil 4.7. Meme lenf diiglimiinlin korteksinde yerlesen bazi hiicrelerde ve damar

endotellerindeki VEGF lokalizasyonu, KR: korteks, k: damar, endotel hiicreleri (ok),
X40.

Gebelikte meme:

Gebeligin 7., 14. ve 21. giinlerinde erbBl, erbB2, erbB3 ve erbB4
immunoreaktivitesinin meme alveol ve kanallarim1 6rten epitel hiicreleri, bagdoku,
meme yag dokusu ve miyoepitel hiicrelerinin membran, sitoplazma ve
cekirdeklerinde lokalize oldugu goriildii.

Gebeligin 7. ve 14. giinlerinde kanal ve alveol epitel hiicrelerinde, bagdoku,
yag doku ve miyoepitel hiicrelerinin giiclii erbB1 ve erbB2 immunreaksiyonu
gosterdigi  saptandi  (Sekil 4.8, 9). Ancak, gebeligin 21. gilinlinde ErbBlI
immunreaksiyonunun alveol epitel hiicreleri, bagdoku, yag doku ve miyoepitel
hiicrelerinde 6zellikle belirgin bigimde azaldigi ve daha ¢ok kanal epitel hiicrelerinde

yogunlastig1 dikkati ¢ekti (Sekil 4.10).
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Sekil 4.8. Gebeligin 14. giiniindeki sican memesinde erbB1 lokalizasyonu, A: alveol,
K: kanal, YD: yag dokusu, S: bagdoku, alveol ve kanal epiteli (kalin ok), damar
endoteli (ince ok), X20

Sekil 4.9. Gebeligin 7. giinliinde sican memesinde erbB2 lokalizasyonu, A: alveol, K:
kanal, YD: yag doku, S: bagdoku, k: kan damari, alveol ve kanal epiteli (kalin ok),

damar endoteli hiicresi (ince ok), X40
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Sekil 4.10. Gebeligin 21. giiniindeki sican memesinde erbB1 lokalizasyonu, A:
alveol, K: kanal, YD: yag dokusu, S: bagdoku, alveol ve kanal epiteli (kalin ok),
damar endoteli (ince ok), X40

Gebeligin her bir donemi igin, alveol ve kanal epitel hiicrelerindeki erbB1
toplam skoru istatistiksel olarak karsilastirildiginda gebeligin 21. giinii ile gebeligin
7. ve 14. giinleri arasindaki farkliligin 6nemli (p<0,05), gebeligin 7. ve 14. giinleri
arasindaki farkliligin ise dnemsiz (p>0,05) oldugu tespit edildi (Grafik 4.1).

erbB1 reseptorleri
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Grafik 4.1. Sican memesinde EGFR/erbB1 reseptorlerinin immunreaksiyonunun

toplam skoru
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ErbB1’in aksine, erbB2 immunoreaksiyonu gebeligin 14. ve 21. giinlerinde
alveol ve kanal epitel hiicrelerinin apikal ve lateral membranlarinda kuvvetli olarak
izlendi (Sekil 4.11) Alveol ve kanal epitel hiicrelerindeki erbB2 toplam skorunun
gebeligin 7. giinii ile gebeligin 14. ve 21. glinleri arasinda farklilik tagidigi (p<0,05),

gebeligin son iki doneminin ise istatistiksel agidan farksiz (p>0,05) oldugu goriildi

(Grafik 4.2).

Sekil 4.11. Gebeligin 14. giinlinde sigan memesinde erbB2 lokalizasyonu, A: alveol,
K: kanal, S: bagdoku, YD: yag dokusu, k: kan damari, kanal epiteli (kalin ok), damar

endoteli hiicresi (ince ok), X20

erbB2 Reseptorleri

@ alveol
m kanal

Toplam Skor
D

G7 G14 G21 L |
Gruplar

Grafik 4.2. Sican memesinde erbB2 reseptorlerinin immunreaksiyonunun toplam

skoru
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ErbB3 ve erbB4 immunoreaktivitesinin gebeligin 7. giiniinde alveol ve kanal
epitel hiicrelerinde zayif, miyoepitel ile yag hiicrelerinde ise orta yogunlukta oldugu
(Sekil 4.12, 13) saptandi. Gebeligin 14. ve 21. giinlerinde alveol ve kanallar1 6rten
epitel hiicreleri ile bagdoku ve miyoepitel hiicrelerinde reaksiyon yogunlugunun
arttig1 dikkati ¢ekti (Sekil 4.14, 15). Ancak gebeligin her {i¢ donemi arasinda erbB3
ve erbB4 immunreaksiyonunda anlamli farkliligin olmadigi belirlendi (p>0,05)

(Grafik 4.3, 4).

Sekil 4.12. Gebeligin 7. giliniindeki sican memesinde erbB3 lokalizasyonu, A: alveol,

K: kanal, S: bagdoku, YD: yag doku, k: kan damari, alveol ve kanal epiteli (kalin
ok), X40
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Sekil 4.13. Gebeligin 7. giinlindeki sican memesinde erbB4 lokalizasyonu, K: kanal,
YD: yag doku, kanal epitel hiicreleri (ok), X40
' K o WL I T,

Sekil 4.14. Gebeligin 14. giiniindeki sican memesinde erbB3 lokalizasyonu, A:
alveol, K: kanal, S: bagdoku, YD: yag doku, k: kan damari, damar endoteli ve
miyoepitel hiicresi (ok), X40
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Sekil 4.15. Gebeligin 21. giiniindeki sican memesinde erbB4 lokalizasyonu, A:

alveol, K: kanal, YD: yag doku, k: kan damari, alveol ve kanal epitel hiicresi (kalin

ok), damar endotel hiicresi (ince ok), X20
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Grafik 4.3. Sican memesinde erbB3 reseptorlerinin immunreaksiyonunun toplam

skoru
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Grafik 4.4. Sican memesinde erbB4 reseptorlerinin immunreaksiyonu toplam skoru

Incelen tiim gebelik donemlerindeki memede interalveoler, interlobuler ve
interlober bagdokuda yerlesmis olan kan damarlarimin endotelinde de degisik
yogunluklarda olmak {iizere erbBl, erbB2, erbB3 ve erbB4 pozitif reaksiyona
rastland1 (Sekil 4.8-15).

Gebeligin her li¢ doneminde VEGF immunreaktivitesi, daha ¢ok bagdoku ve
damarlarda yogunlasmisti. Ozellikle interalveoler, interlobuler ve interlober
bagdokuda yerlesmis olan biiyiik capli damarlar ve kapillarlarin endotel hiicrelerinin
sitoplazmalari ile ekstraseliiler matrikste giiclii immunreaksiyon goriiliirken, alveol
ve kanal epitel hiicrelerinde zayif bir immunreaksiyon gozlendi (Sekil 4.16, 17).
Ayrica miyoepitel ve bazi bagdoku hiicrelerinde zayif bir VEGF immunoreaksiyonu
goriiliirken, meme yag dokusu hiicrelerinde reaksiyona rastlanmadi (Sekil 4.16, 17).
Ozellikle gebeligin 21. giiniindeki siganlarda meme alveollerinin liimeninde birikmis
olan salgi materyalindeki yogun immunreaksiyon dikkat cekiciydi (Sekil 4.18).
Gebelik donemlerine gore epitel hiicrelerdeki VEGF immunoreaktivitesi
karsilastirildiginda gruplararasi farkliligin 6nemli oldugu tespit edildi (p<0,05)
(Grafik 4.5).
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Sekil 4.16. Gebeligin 7. giiniinde sican memesinde VEGF lokalizasyonu, A: alveol,
K: kanal, S:bagdoku, YD: yag doku, ekstraseliiler matriks immunreaktivitesi (0k),
X20

- g‘

Sekil 4.17. Gebeligin 14. giiniinde sigan memesinde VEGF lokalizasyonu, A: alveol,
K: kanal, S:bagdoku, YD: yag doku, k: kan damari, X20
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Sekil 4.18. Gebeligin 21. giinlinde sigan memesinde VEGF lokalizasyonu, A: alveol,

K: kanal, YD: yag doku, alveollerdeki immunreaksiyon gosteren salg1 materyali (ok),

X20
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Grafik 4.5. Sican memesinde VEGF immunreaksiyonunun toplam skoru
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Flt1 ve flk1 immunreaktivitesinin gebeligin 7., 14. ve 21. giinlerinde alveol ve
kanallar1 orten bazi epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda zayif, bagdoku ve meme
yag dokusu icinde yerlesmis olan damarlarin endotel hiicrelerinin sitoplazmalarinda
ise yogun oldugu goézlendi (Sekil 4.19, 20). Gebeligin ii¢ doneminde de Fltl’in
miyoepitel ve bazi bagdoku hiicrelerinde, Flk 1’in ise sadece bazi bagdoku
hiicrelerinde kuvvetli immunreaktivite gosterdigi dikkat ¢ekerken, meme yag dokusu
hiicrelerinin her iki reseptor i¢in negatif oldugu belirlendi (Sekil 4.19-21). Gebeligin
her ii¢ doneminde kanal ve alveollerde immunreaksiyon gdsteren epitel hiicrelerinin
toplam skorlar1 karsilastirildiklarinda aralarindaki farklhiliklarin flt1 icin (p<0,05)
(Grafik 4.6) istatistiksel olarak ©nemli, flkl icin ise Onemsiz oldugu belirlendi

(p>0,05) (Grafik 4.7).

A g
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Sekil 4.19. Gebeligin 7. giliniinde sigan memesinde VEGFR-1 (fltl) lokalizasyonu,
A: alveol, K: kanal, YD: yag doku, k: kan damari, alveol ve kanal epitelinde

boyanma (kalin ok), miyoepitel ve bagdoku hiicrelerinde immunreaktivite (ince ok),

X20
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Sekil 4.20. Gebeligin 7. giiniinde sigan memesinde VEGFR-2 (flk1) lokalizasyonu,

A: alveol, K: kanal, YD: yag doku, S: bagdoku,) damar endotel hiicrelerinde

immunreaktivite (ok), X40

-
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Sekil 4.21. Gebeligin 21. giiniinde sigan memesinde VEGFR-2 (flk1) lokalizasyonu,

A: alveol, K: kanal, YD: yag doku, damar endotel hiicrelerinde immunreaktivite (ok),

X40
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Grafik 4.6. Sican memesinde VEGFR-1 (Fltl) reseptorlerinin immunreaksiyonunun

toplam skoru
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Grafik 4.7. Sigan memesinde VEGFR-2 (Flk1) reseptorlerinin immunreaksiyonunun

toplam skoru
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Gebeligin 7. ve 14. giinlerinde FIt4 immunreaktivitesi alveol ve kanal epitel
hiicrelerinin membran ve sitoplazmalarinda, bagdoku ve meme yag dokusu i¢inde
yerlesmis olan damarlarin endotel hiicrelerinin sitoplazmalar1 lokalize idi. Alveol
epitel hiicrelerinde giiclii, kanal epitel hiicrelerinde ise degisen yogunluklarda
immunreaksiyon vardi. Ozellikle alveol ve kanallar etrafinda yerlesen kiigiik ¢aph
kapillar, veniil ve lenf damarlarinin endotel hiicrelerinin sitoplazmalarindaki
immunreaksiyonun kuvvetli olmasi dikkate degerdi (Sekil 4.22, 23). Gebeligin 21.
giiniinde flt4 immunoreaktivitesinin bazi1 alveollerde birkag epitel hiicresinde,
kanallarda ise ¢ok sayidaki epitel hiicresinde pozitif oldugu gorildi (Sekil 4.24).
Ayrica gebeligin her iic doneminde miyoepitel, meme yag dokusu ile baz1 bagdoku
hiicrelerinin de kuvvetli pozitif oldugu saptandi. (Sekil 4.22-24). Flt4

immunreaktivitesinin gebeligin 7. ve 14. giinleri arasinda istatistiksel agidan dnemsiz

(p>0,05), gebeligin 21. giinii ile bu iki donem arasinda ise anlamli (p<0,05) bir
farklilik tasidigi tespit edildi (Grafik 4.8).

| MCRRCER e .
Sekil 4.22. Gebeligin 7. giiniinde sican memesinde VEGFR-3 (flt4) lokalizasyonu,
A: alveol, K: kanal, S: bagdoku, YD: yag doku, k: kan damari, alveol ve kanal epitel
hiicrelerinde boyanma (kalin ok), damar endotel hiicresinde immunreaktivite (ince

ok), X40
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Sekil 4.23. Gebeligin 14. giiniinde sican memesinde VEGFR-3 (fl1t4) lokalizasyonu,

A: alveol, K: kanal, S: bagdoku, YD: yag doku, k: kan damari, alveol ve kanal epitel

hiicrelerinde immunreaktivite (kalin ok), endotel, bagdoku ve miyoepitel

hiicrelerinde immunreaktivite (ince ok), X40

. ’ .- K
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Sekil 4.24. Gebeligin 21. giiniinde sican memesinde VEGFR-3 (f1t4) lokalizasyonu,

A: alveol, K: kanal, alveol ve kanal epitel hiicrelerinde immunreaktivite (ok), X20
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Grafik 4.8. Sican memesinde VEGFR-3 (Flt4) reseptorlerinin immunreaksiyonunun

toplam skoru

VEGI'nin gebelik siiresince alveol ve kanal epitel hiicrelerinde zayif bir
reaksiyon gosterdigi, pozitif immunreaksiyonun ozellikle kiiclik capli damarlarin
endotel hiicrelerinin sitoplazmalar1 ile ekstraseliller matriks ve bazi1 bagdoku
hiicrelerinin  sitoplazmalarinda  oldugu  belirlendi  (Sekil 4.25). VEGI
immunreaktivitesi gebelik donemlerine gore degerlendirildiginde, gebeligin 21. gilinii
ile gebeligin ilk iki donemi arasindaki farkliliklar 6nemli (p<0,05) iken, gebeligin 7.
ve 14. giinleri arasindaki farklilik 6nemsiz (p>0,05) bulundu (Grafik 4.9).
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Sekil 4.25. Gebeligin 7. giiniide sigan memesinde VEGI lokalizasyonu, A: alveol, K:
kanal, S: bagdoku, YD: yag doku, k: kan damari, alveol ve kanal epitel hiicrelerinde

immunreaksiyon (ok), X40
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Grafik 4.9. Sican memesinde VEGI immunreaksiyonunun toplam skoru
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ER immunreaktivitesinin sadece meme alveol ve kanal epitel hiicrelerinde
lokalize oldugu goriildii. Gebeligin 7. giinlinde birkac epitel hiicresinde pozitif
immunreaksiyon goriliirken (Sekil 4.26), gebeligin 21. giinlinde immunreaksiyon
gosteren hiicrelerin saymin arttig1 belirlendi (Sekil 4.27). ER’nin total boyanma
skorlart karsilastirildiklarinda gebeligin 7. ve 14. Giinleri arasindaki farkliligin
anlamsiz (p>0,05), gebeligin 21. giinii ile gebeligin ilk iki donemi arasindaki

farkliliklarin ise anlamli (p<0,05) oldugu saptand: (Grafik 4.10).
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Sekil 4.26. Gebeligin 7. giinlinde sican memesinde ER lokalizasyonu, A: alveol, K:

kanal, YD: yag doku, immunreaktive alveol ve kanal epitel hiicreleri (ok), X40
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Sekil 4.27. Gebeligin 21. giiniinde sigan memesinde ER lokalizasyonu, A: alveol, K:
kanal, S: bagdoku, k: kan damari, immunreaksiyon gosteren alveol ve kanal epitel

hiicreleri (ok), X10
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Grafik 4.10. Sican memesinde dstrojen reseptorlerinin immunreaksiyonunun toplam

skoru
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Laktasyon doneminde meme:

Laktasyon doneminde, erbB1, erbB2, erbB3 ve erbB4 immunoreaktivitesi
alveol ve kanal epitel hiicreleri, bagdoku ve meme yag dokusu hiicreleri ile
miyoepitel hiicrelerinin ve kan damarlarinin endotel hiicrelerinin membran,
sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde goriildi. Alveol ve kanal epitel hiicrelerinde genel
olarak hiicrelerinin apikal membrani ile smirli olmak iizere zayif bir reaksiyon

gbzlenirken, miyoepitel ve bagdoku hiicreleri ile endotel hiicrelerindeki

immunreaksiyon daha kuvvetli olarak izlendi (Sekil 4.28-30).

Sekil 4.28. Laktasyon doneminde sigan memesinde erbB1 lokalizasyonu, A: alveol,
K: kanal, S: bagdoku, alveol ve kanal epiteli (kalin ok), damar endoteli ve miyoepitel

hiicreleri (ince ok), X40

Laktasyon donemindeki erbBl immunreaktivitesi gebelik donemleri ile
karsilastirildiginda, laktasyon ile gebeligin 7. ve 14. giinleri arasindaki farkliliklarin
onemli (p<0,05), laktasyon ile gebeligin son donemi arasindaki farkliligin ise

onemsiz oldugu goriildii (p>0,05) (Grafik 4.1).
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Sekil 4.29. Laktasyon doneminde sigan memesinde erbB3 lokalizasyonu, A: alveol,

K: kanal, k: kan damar1, miyoepitel hiicreleri (ok), X10
' . - J ‘ " - . o "/’

Sekil 4.30. Laktasyon doneminde sigan memesinde erbB4 lokalizasyonu, A: alveol,

K: kanal, S: bagdoku, miyoepitel hiicresi (ok), X40
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Laktasyon donemindeki erbB2 immunreaktivitesinin gebeligin her f{i¢
doneminden anlamli olarak farkli (p<0,05) oldugu belirlendi (Grafik 4.2). Laktasyon
donemi ile gebeligin 7. glinlindeki erbB3 ve erbB4 pozitif epitel hiicrelerinin toplam
skorlar1 arasindaki farklilik 6nemli (p<0,05), laktasyonla gebeligin 14. ve 21. giinleri
arasindaki farkliliklar ise 6nemsiz (p>0,05) bulundu (Grafik 4.3, 4).

Laktasyon doneminde VEGF ve fltl immunreaksiyonlarinin alveol ve kanal
epitel hiicrelerinde degisik yogunluklar oldugu saptand: (Sekil 4.31, 32). Ozellikle
liimenlerinde salgi bulunan bazi alveol epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda kuvvetli
fltl immunreaktivitesi dikkat ¢ekti. Kanallarda ise sadece birkag epitel hiicresinde
pozitif reaksiyon goriildii (Sekil 4.33). Ayrica VEGF (Sekil 4.34) ve flt1 (Sekil 4.32)
immunreaktivitesinin interalveoler, interlober ve meme yag dokusu i¢inde yerlesen
damarlarin endotellerinde ve media katmaninda da pozitif oldugu, Ozellikle
ekstraseliiler matrikste ve miyoepitel hiicrelerinde laktasyona bagli olarak reaksiyon
yogunlugunun arttigit  gozlendi. Laktasyon donemindeki VEGF pozitif
immunreaksiyon gosteren epitel hiicre skorunun, gebeligin li¢ doneminden (Grafik
4.5), flt1 total skorunun ise sadece gebeligin 7. giliniindeki total skordan farkli oldugu
(p<0,05) (Grafik 4.6) belirlendi.

Sekil 4.31. Laktasyon doneminde sigan memesinde VEGF lokalizasyonu, A: alveol,

K: kanal, YD: yag doku, ekstraseliiler matrikste immunreaktivite (ok), X40
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Sekil 4.32. Laktasyon doneminde sican memesinde VEGFR-1 (flt1) lokalizasyonu,

A: alveol, K: kanal, YD: yag doku, k: kan damari, miyoepitel ve bagdoku

hiicrelerinde immunreaksiyon (ok), X20

Sekil 4.33. Laktasyon doneminde sican memesinde icleri salgi ile dolu alveol ve
kanallarda VEGFR-1 (fltl) lokalizasyonu, A: alveol, K: kanal, YD: yag doku, alveol

ve kanal epitelinde immunreaksiyon (ok), X20
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Sekil 4.34. Laktasyon doneminde sican memesinde damarlarda VEGF lokalizasyonu,
A: alveol, YD: yag doku, kan damarinda media katmanindaki immunreaktivite (kalin

ok), damar endotel hiicresi (ince ok), X20

Laktasyon doneminde Flkl reaksiyonu bagdoku ve meme yag dokusuna
yerlesmis olan damarlarin endotel hiicrelerinin sitoplazmalarinda yerlesmis olup, lop
ve lopguklar arasindaki bazi1 bagdoku hiicreleri ile bazi alveol ve kanallarin epitel
hiicrelerinde de zayif bir immunreaksiyon vardi. Miyoepitel ve meme yag dokusu
hiicrelerinde ise boyanma yoktu (Sekil 4.35). Gebelik ve laktasyon donemlerine
iligkin total skorlar karsilagtirildiklarinda tiim gruplar arasindaki farkliliklar 6nemsiz

bulundu (p>0,05) (Grafik 4.7).
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Sekil 4.35. Laktasyon doneminde sigan memesinde VEGFR-2 (flk1) lokalizasyonu,
A: alveol, K: kanal, X40

Laktasyon doneminde flt4 immunreaktivitesi, alveol ve kanal epitel hiicreleri,
kan ve lenf damarlarinin endotel hiicreleri ile miyoepitel, yag ve bagdokusu
hiicrelerinin sitoplazma ve membraninda dikkati cekti. Ozellikle alveol ve kanal
epitel hiicrelerinde immunreaksiyon apikal sitoplazma ve membranda yogunlasmisti
(Sekil 4.36). Laktasyon donemi ile gebeligin iic donemi kiyaslandiginda aradaki
farkliliklarin 6nemli oldugu (p<0,05) belirlendi (Grafik 4.8).
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Sekil 4.36. Laktasyon doneminde sican memesinde VEGFR-3 (flt4) lokalizasyonu,
A: alveol, K: kanal, k: kan damar, alveol ve kanal epitel hiicrelerinde
immunreaktivite (kalin ok), endotel, bagdoku ve miyoepitel hiicrelerinde

immunreaktivite (ince ok), X40

Laktasyon doneminde VEGI immunreaktivitesi yalnizca kanal ve alveoller
cevreleyen bagdokuda ve damarlarda goriildii. Alveol ve kanal epitel hiicreleri,
miyoepitel hiicreleri ve meme yag dokusu hiicrelerinde boyanma mevcut degildi
(Sekil 4.37) ve istatistiksel olarak da gebelik donemlerine iliskin skorlardan anlamli

olarak farkli bulundu (p<0,05) (Grafik 4.9).



74

1 iy '
» - . . 4
Sekil 4.37. Laktasyon doneminde sigan memesinde VEGI lokalizasyonu, A: alveol,
K: kanal, S: bagdoku, interalveolar bolgede immunreaktive kapillar damarlar (ok),

X10

ER immunoreaktivitesi laktasyon doneminde kanal ve alveol epitellerinin
hemen hemen tamaminda olduk¢a kuvvetli idi. Miyoepitel ve bagdokusu hiicreleri ile
damar endotel hiicrelerinde boyanma yoktu (Sekil 4.38). Gebelik ve laktasyon
donemlerine iliskin total skorlar karsilagtirildiklarinda tiim farkliliklarin 6nemli

oldugu (p<0,05) (Grafik 4.10) tespit edildi.
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Sekil 4.38. Laktasyon doneminde sican memesinde ER lokalizasyonu, A: alveol, K:

kanal, k: kan damar1, immunreaktive alveol ve kanal epitel hiicreleri (ok), X10

Involusyon doneminde meme:

Involusyon déneminde alveol ve kanal epitel hiicrelerinde erbB1 ve erbB2
immunreaktivitesi zayifken (Sekil 4.39, 40), erbB3 ve erbB4 ise daha yogun olarak
gozlendi (Sekil 4.41, 42). Bagdoku, miyoepitel ile kan damarlarinin endotel
hiicrelerinde ise erbB1, erbB2, erbB3 ve erbB4 icin degisik yogunluklarda
immunreaksiyonlar saptandi (Sekil 4.39-42). Involiisyon déneminde, erbB1 pozitif
reaksiyon gosteren alveol epitel hiicreleri total skorlari ile gebeligin 7. ve 14.
giinlerine ait skorlar arasindaki farkliliklarin 6nemsiz (p>0,05), ancak involiisyon ile
gebeligin 21. giinli ve laktasyon dénemleri arasindaki farklilarin ise 6nemli (p<0,05)
oldugu saptandi. Kanal epitel hiicrelerine iliskin skorlarin tim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamsiz farklilik tasidigi (p>0,05) goriildii (Grafik 4.1).
Involusyon déneminde alveol ve kanal epitel hiicrelerinde erbB2 immunreaksiyonu
gebeligin 7. ve 21. giinleri ve laktasyon donemiyle karsilastirildiginda farkliligin
onemli (p<0,05), gebeligin 14. Giiniiyle karsilastirildiginda ise farkliligin 6nemsiz
(p>0,05) oldugu belirlendi (Grafik 4.2). Involiisyon dénemindeki erbB3
immunreaktivitesinin diger donemlerden farksiz (p>0,05) (Grafik 4.3), erbB4
immunreaktivitesinin ise laktasyon donemindekinden farkli (p<0,05), gebeligin

gebeligin iic donemindekinden ise farksiz (p>0,05) oldugu tespit edildi (Grafik 4.4).
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Sekil 4.39. Involiisyon déneminde sican memesinde erbB1 lokalizasyonu, A: alveol,
K: kanal, S: bagdoku, alveol ve kanal epiteli (kalin ok), damar endoteli ve bagdoku
hiicresi (ince ok), X20

Sekil 4.40. Involiisyon déneminde sigan meme bezinde erbB2 lokalizasyonu, A:
alveol, K: kanal, S: bagdoku, k: kan damari, alveol ve kanal epiteli (kalin ok), damar

endoteli hiicresi (ince ok), X10
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Sekil 4.41. Involiisyon déneminde sigan memesinde erbB3 lokalizasyonu, A: alveol,

K: kanal, YD: yag doku, k: kan damari, alveol ve kanal epiteli (kalin ok), damar
endotel hiicresi (ince ok), X10

»>*

Sekil 4.42. Involiisyon déneminde sigan memesinde erbB4 lokalizasyonu, A: alveol,

K: kanal, YD: yag doku, k: kan damari, damar endotel hiicresi (ok), X40
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Involusyon periyodunda VEGF, flt1 ve flt4 immunreaksiyonunun, igleri salgi
materyali ile dolu olan alveol epitel hiicrelerinde zayiftan kuvvetliye degisen
yogunluklarda oldugu, kanallarda ise baz1 epitel hiicrelerinin apikal
sitoplazmalarinda bulundugu gozlendi (Sekil 4.43-45). Flk1’in ise kanal ve alveol
epitel hiicrelerinde zayif bir immunreaksiyon gosterdigi belirlendi (Sekil 4.46).
Ayrica kan damarlarinda endotel hiicreleri, bagdoku ve miyoepitel hiicrelerinde
VEGF, fltl, flk1 ve flt4’lin immunpozitif reaksiyon saptandi (Sekil 4.43-46). VEGF
ve flt4  immunreaktiviteleri  agisindan  donemler  istatistiksel  olarak
karsilagtirildiklarinda involiisyon donemi ile gebeligin 7. glinii arasindaki farkliligin
onemsiz (p>0,05), involiisyon ile diger donemler ile arasindaki farkliliklarin ise
onemli oldugu belirlendi (p<0,05) (Grafik 4.5, 8). Buna karsilik, involiisyon
donemindeki fltl pozitif immunreaksiyonu, gebelik ve laktasyon donemleriyle
kiyaslandiginda aradaki farkliliklarin anlamli (p<0,05) oldugu (Grafik 4.6), flk1 i¢in
ise biitiin donemlerle aradaki farkliliklarin ise anlamsiz (p>0,05) oldugu belirlendi

(Grafik 4.7).

Sekil 4.43. Involiisyon déneminde sigan memesinde VEGF lokalizasyonu, A: alveol,

K: kanal, YD: yag doku, alveol ve kanal epitelinde immunreaksiyon (ok), X20
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A: alveol, K: kanal, YD: yag doku, S: bagdoku, alveol ve kanal epitelinde

immunreaksiyon (kalin ok), damar endotel ve bagdoku hiicrelerinde immunreaksiyon

(ince ok), X40

Sekil 4.45. Involiisyon déneminde sigan memesinde VEGFR-3 (flt4) lokalizasyonu,
A: alveol, K: kanal, S: bagdoku, k: kan damari, alveol ve kanal epitel hiicrelerinde

immunreaksiyon (ok), 10
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Sekil 4.46. Involiisyon déneminde sigan memesinde VEGFR-2 (flk1) lokalizasyonu,

A: alveol, K: kanal, S: bagdoku, alveol ve kanal epitel hiicrelerinde immunreaksiyon

(ok), X40

Involusyon déneminde VEGI immunreaksiyonu alveol ve kanal epitelleri ile
damar endotel hiicrelerinde goriildii. Ozellikle bagdokuda bazi hiicrelerin yogun
pozitif reaksiyonu dikkat ¢ekti. Miyoepitel ve meme yag dokusu hiicrelerinde ise
immunreaksiyon  yoktu  (Sekil 4.47). Involusyon doénemindeki VEGI
immunreaksiyonunun gebeligin 7. Giiniindekinden farkli (p<0,05), diger

donemlerdekinden ise farksiz (p>0,05) (Grafik 4.9) oldugu tespit edildi.



81

Sekil 4.47. Involiisyon déneminde sigan memesinde VEGI lokalizasyonu, A: alveol,

K: kanal, S: bagdoku, YD: yag doku, immunreaksiyon gosteren damar endotel
hiicreleri (ok), X40

Involusyon déneminde de ER immunreaksiyonu nadiren alveol ve kanal
epitel hiicrelerinde bulundu (Sekil 4.48). ER immunreakstivitesi donemler itibariyle
karsilagtirildiginda, involiisyon donemi ile gebeligin 7. ve 14. giinleri arasindaki
farkliliklar 6nemsizken (p>0,05), bu donemle gebeligin 21. giinii ve laktasyon
donemi arasindaki farkliliklar 6nemli olarak belirlendi (p<0,05) (Grafik 4.10).
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Sekil 4.48. Involiisyon doneminde sigan memesinde ER lokalizasyonu, A: alveol, K:
kanal, YD: yag doku, immunreaksiyon gosteren alveol ve kanal epitel hiicreleri (ok),

X10
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3.5- TARTISMA

Deri bezlerinin farklilagmasi ile olusan meme (siit bezleri), bagdokudan bir
kapsiil i¢inde deri ve karin duvari arasinda yerlesen, dallanmis kanallar ve tubulo-
alveolar sistemden ibaret memeli disilerin sekretor organidir (4, 22).

Biitiin memelilerde, meme gelisiminin 6nemli bir boliimii, gebelik sirasinda
gerceklesir. Tirlere bagl olarak toplam meme gelisiminin %48-94° i gebelik
sirasinda meydana gelir. Kemiricilerde gebelik siiresince toplam meme parensim
dokusunun yaklasik %65’ gelisir. Inek ve kecilerde allometrik meme gelisimi
gebelik siiresince devam eder ve memenin parensim dokusundaki biiyiime gebelik
siiresince katlanarak artar. Ineklerde gebeligin 3-4. ayindan sonra meme kanallari
daha da uzar ve alveoller olusarak supramammar yag Kkitlesi igerisinde adipoz
dokunun yerini almaya baglar. Meme kanallar1 uzayip biiylime pik noktaya ulasirken,
parensimal dokular da bagdokunun yerini alir. Bu da ineklerde gebeligin 6. aymin
sonuna kadar lobuloalveolar sistemin kapsamli gelisimine yol acar. Ineklerde,
gebeligin ilk yarisinda meme biiylimesinin ¢ogunlugu kanal ve lobular yapida olur.
Gebeligin ikinci yarisinda kanal biiylimesi devam eder ancak biiylime ¢ogunlukla
lobuliialveolerdir (1-3). Domuzlarda ise gebeligin 45. gilinlinde lobuloalveolar
gelisim baglar. Kanda 6strojen konsantrasyonunun artigi hem lobuler hem de alveoler
bliylimeyi ayn1 zamanda baglatir (3). Sunulan ¢alismada sicanlarda, inek (2, 4),
koyun (2, 5), keci (2), domuz (3) ve faredekine (6) benzer sekilde gebeligin ilk
doneminde meme yag dokusunun bezin biiyiik bir boliimiinii olugturdugu ve meme
alveolleri ile kanallarinin bagdoku ile birlikte bu yag dokusu igerisine yerlestigi,
gebeligin ikinci ve ligiincli donemlerinde ise yag dokusunun geriledigi, lop ve lopguk
yapilarinin belirginlestigi, alveol ve kanal sayilarinin arttigi goriilmiistiir. Ayrica
diger memeli tiirlerindeki (2, 23-26) benzer olarak siganlarda gebeligin ikinci ve
ticlincii donemlerinde duktus laktiferuslarin dallandigi, o6zellikle gebeligin son
doneminde alveollerin liimeninin salgi ile doldugu ve her iki donemde de lop ve
lopcuklar arasindaki bagdokuda ¢ok sayida kan ve lenf damarimin bulundugu
gozlenmistir.

Siit sekresyonunun baslamasi olarak ifade edilen laktasyon, dogum sonucu
sekillenen hormonal degisimler ile baslar. Koyunlarda laktasyon doneminde

memelerin %2 si gelisirken, ineklerde bu oran daha diisiiktlir (27, 116). Sigan ve
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farelerde ise gelisimin bu donemde de devam ettigi bildirilmistir (27). Bu donemde
lop ve lopguk yapisi ¢ok belirgindir ve gebelige gore bagdoku daha da gerilemistir.
Alveollerin duvarini o6rten epitel hiicreleri, salgilanma durumlarima gore farkh
goriiniistedir. Tiim tiirlerde fonksiyon ritmine bagli olarak tiim alveollerde
ekstriizyon degisik zamanlarda gerceklesir. Buna gore de alveollerde salgiyla dolu
yuksek prizmatik hiicreler yaninda, salgisim vererek yassilasmis hiicrelere de
rastlanir. Bagdoku ile ¢evrelenmis olan kanallar ise tek katli prizmatik hiicreler ile
ortiiliidiir. Baz1 alveollerin liimeninde kolloidal kitle halinde ya da konsantrik yapida
kazein konkromentlerine (kazein cisimcikleri veya korpus amilaseyum) rastlanir (3,
24, 27, 116, 117). Sunulan c¢alismada da, laktasyon doneminde sigan memesinde
benzer morfolojik bulgulara rastlanmistir.

Laktasyonun sonlanmasiyla alveol epitellerinin salgilama aktivitesi durur ve
involiisyon siireci baslar. Involiisyonun baslangicinda memede siit sekresyonunun
durmasi ile memede hizli degisimler meydana gelir (32-35). Inek ve keci memesinde
ise involiisyonla iligkili degisimler siit saliniminin kesilmesinden sonraki 48 saat
icinde baglar (36, 41). En belirgin degisim yag damlaciklari ile salg1 vezikiillerinin
intraseliiler birikimi sonucunda epitel hiicrelerinde biiyiik vakuollerin olugsmasidir
(36). Ineklerde bu vakuoller involiisyonun 14. giiniine kadar kalicidir ve bazen 28.
giine kadar da goriilmeye devam eder (41). Involiisyon siiresince alveollerin liimeni
daralir ve interalveoler bagdokuda artis meydana gelir. Memenin hacmindeki biiyiik
azalma involiisyonun 3. ve 7. giinleri arasinda meydana gelir. 28. glinden sonra
kollabe olan alveolar yapilarin kalintis1 laktasyondakinden daha kiictiktiir ve dar bir
liimene sahiptir (48).

Kemiricilerin memesinde otofagositik yapilarin olusmasi involiisyon ig¢in
karakteristiktir (42-44). Farelerde meme involiisyonu doku fonksiyonlarinin hizl
kaybi, alveolar yapinin dejenerasyonu ve epitel hiicrelerinin yogun yikimi ile
karakterizedir. Siganlarda histolojik olarak, involiisyonun 2. giiniinde sekretor epitel
daha baskindir. Biiyiikk kanallar, apoptotik hiicre pargalari, lipidler ve bazofilik
substanslarla doludur. Involiisyonun 4. giiniinde alveoler loplarin hacmi azaldig: i¢in
yerini yag hiicreleri doldurmaya baslar. Lop ve lopguklar igindeki alveoller,
interalveoler bagdoku arttig1 icin birbirinden uzaklasir. Bazi alveollerin lumeni de

luminal sivilar, lipid, protein ve hiicre parcalarindan olusan bir sivi ile dolar.
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Involiisyonun 6zellikle 4. giininde kan ve lenf yoluyla 16kosit inftrasyonu
gerceklesir. Involusyonun 7. giiniinde alveollerin hacmi azalarak cevrelerindeki
bagdoku artmaya baglar. 7. glinde gerilemeye baslamis alveollerin epiteli, miyoepitel
hiicrelerinin olusturmus oldugu kalin bir band ile sarilir. Bu da alveol lumeni ile
bazal membran arasinda fizyolojik bir bariyer olusturur. Sonugta involusyon 13-14
ya da 21 giinde tamamlanmis olur (3, 27). Yapilan calismada, involiisyon doneminin
sadece 7. gilinii incelenmis olup, elde edilen bulgular Masso-Welch ve ark. (27)
bulgular ile ortiismektedir.

Alveoller, meydana getirdikleri siitiin salinmasina yardimei olan miyoepitel
hiicreleri tarafindan sarilmistir. Bu hiicrelerin kanallarin etrafinda da yerlestigi; kedi,
kopek, domuz, koyun, inek, keci, tavsan ve insanda da bulundugu bildirilmistir
(116). Sicanlarda da, miyoepitel hiicrelerinin biitiin donemlerde gerek alveol gerekse
kanallarin duvarinda belirgin oldugu dikkati gekti.

Memenin gelisimi {izerinde steroid hormonlar ile meme dokusundan
salgilanan lokal biiylime faktorlerinin sinerjik etki gdosterdikleri bilinmektedir.
Biiyiime faktorlerinin bircogu, memede otokrin ve parakrin mediyatorler olarak
mezengimal-epitelial etkilesimde rol oynarlar. Memenin biiylime ve gelismesi lokal
olarak stromal-epiteliyal etkilesim yolu ile diizenlenir (7, 15). Bu yol, gelisen meme
epiteli ve meme yag dokusu arasindaki etkilesimi igerir. Meme epitel hiicreleri yag
doku i¢inde biiylir ve organize olur. Buradaki yag dokusu epitel hiicrelerinin
gelisiminde etkili olan spesifik yag asitlerini igerir (35). Kanallarin bulundugu
bolgede meme stromal hiicreleri erimis kollagen i¢indedir. Bu sekilde de biiyiiyen
kanallar mezensimal biiylime ve damarlagmay1 uyararak bir yayilim gésterir (2, 3).

Bugiine kadar insanda ve bazi memeli hayvanlarda memede olusan normal
veya patolojik degisikliklerde meme epiteli ve stromasi tarafindan salgilanan biiyiime
faktorlerinin olasi rolleri cesitli ¢alismalarla ortaya konmustur. Ozellikle farelerde
memede alveol ve kanallarin gelisiminde EGF (Epidermal Biiylime Faktorii) ve
reseptoriiniin (EGFR ya da erbB-1) etkinligi ile ilgili birgok calismanin yapildigi
goriilmiistiir. Insanlarda ise daha ¢ok EGF, VEGF (Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime
Faktorii) ve bunlarin reseptorlerinin meme tiimorleri ile iligkileri arastirilmistir (7-

14).
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ErbB ailesindeki reseptorlerin  (EGFR/erbB1, erbB2, erbB3 ve erbB4)
aktivasyonu hiicre proliferasyonu, farklilasma, hiicre gog¢ii ve farkli dokularin
yasamsal fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, yani homeostasisin saglanmasinda,
ayrica meme, sinir sitemi ile sindirim sistemi dokularinda olusan yaralanma
durumlarinda gesitli cevaplarin sekillenmesinde rol oynar (54).

EGFR (erbB1), tirozin kinaz aktivitesine sahip transmembran
glikoproteinleridir ve en ¢ok epitel hiicrelerinde bulunur. Ayrica endotel, fibroblast
ve diiz kas hiicrelerinde de reseptdrler goriiliir (49). Ozellikle kemiricilerde meme,
EGF reseptor sistemi i¢in dnemli olduguna inanilan birkag epiteliyal dokudan biridir.
EGF reseptor ligandlar1 memede biliyiime, faklilasma ve yasamsal faktorleri
uyarmaktadir (12). Miktari, canlinin fizyolojik durumuna gore degisiklik gosterir;
prepubertal hayvanlarda oldukca yiiksek, eriskin disilerde ise diisiiktiir. Ozellikle
gebeligin baslangicinda ve ortasinda arttigi, gebeligin sonunda ve laktasyonda ise
azaldig1 bilinmektedir (118). Fare memesinde EGF reseptorlerinin alveoller
cevresindeki stromal hiicreler, yag hiicreleri, miyoepitel hiicreleri ile luminal epitel
hiicrelerinden eksprese olmaktadir. EGF’nin, ¢iftlesmemis ya da gebe farelerde
meme epitel hiicrelerinin biiylimesini uyardig1 i¢in, meme kanallarinin biiytimesi ve
dallanmasin1 EGF reseptorlerine baglanma yoluyla gerceklestirdigi belirtilmektedir
(10). Farelerde 6zellikle gebeligin baslangicinda bu reseptorlerin diisiik diizeylerde
bulundugu bildirilmektedir (8). ileri gebe farelerin (18 giinliik) memesinde erbB
ailesinin dort iiyesi de belirlenmistir. ErbB1’in hem alveol hem de kanal epitelinde
yerlestigi  (69), ayrica gebelikte alveol ve kanal epitel hiicrelerinin apikal
membranlarinda boyanmalar oldugu rapor edilmektedir (119). Ineklerde ise
EGFR’nin meme bezinde varlig1 bildirilmesine karsilik, dagilimi hakkinda herhangi
bir veri bulunmamaktadir (118).

Bu c¢alisma, sicanlarin memesinde gebelik, laktasyon ve involiisyon
donemlerinde alveol ve kanal epitel hiicrelerinde EGFR’lerinin kantitatif olarak
degerlendiren ilk aragtirmadir. Calismamizda gebeligin 7., 14., ve 21. giinleri
degerlendirilmis olup, 7. giin ilk donem, 14. giin ikinci donem ve 21. giin ise son
donem olarak tanimlanmigtir. Diger ¢alismalarda belirtildigi gibi (8, 10, 69, 118,
119) gebe sicanlarda alveol ve kanal epitelinde EGFR’nin degisik yogunluklarda

bulundugu belirlenmistir. Fenton ve ark. (8)’nin bildirdiginin aksine, Edery ve ark.
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(120)’nin bildirdigine paralel olarak gebeligin baslangicinda ve ortasinda kanal ve
alveol epitel hiicrelerinde yogun, gebeligin sonunda ise zayif bir boyanma
belirlenmistir. 11k iki donem boyanma yogunluklar1 énemsiz (p>0,05), gebeligin son
donemiyle Onceki iki donemi arasindaki farkliligin ise 6nemli (p<0,05) olmasi,
gebeligin ilk iki doneminde memede alveol ve kanallarinin gelismesinde EGFR’nin
etkili oldugunun, gebeligin son doneminde ise bu etkinin azaldiginin gdstergesi
olarak nitelendirilmistir.

Inek ve farelerde (10, 118) gebelik siiresince EGFR igin, miyoepitel ve yag
hiicrelerinin pozitif boyandig: bildirilmistir ancak boyanma yogunluklar1 hakkinda
bilgi verilmemistir. Sunulan ¢alismada da, meme alveolleri ve kanallarini ¢evreleyen
miyoepitel, yag ve bagdoku hiicreleri ile damar endotel hiicrelerindeki boyanmalarin
gebeligin 7., 14. ve 21. giinlerinde alveol ve kanal epitel hiicrelerindeki boyanmalarla
paralellik gosterdigi belirlenmistir.

Schroeder ve ark. (69) laktasyon doneminde EGFR’nin fare memesinde hem
alveol hem de kanal epitelinde bulundugu, Sheffield (118) de bu donemde EGFR’nin
azaldigin1 bildirmektedir. Ayrica laktasyonun 2. giinlinde alveol epitelinde, yag
hiicreleri ve kanal ¢evresindeki bagdokuda EGFR’nin lokalize oldugu
belirtilmektedir (12). Bu calismada, farelerde (12, 69) oldugu gibi laktasyondaki
sicanlarda da alveoller ve kanallarda az sayidaki epitel hiicresinde boyanma
goriilmiistiir. Bu donemde ayrica miyoepitel hiicrelerinde zayif, bagdoku ve kan
damarlarinin endotel hiicrelerinde ise gli¢lii bir boyanma saptanmistir. Laktasyon
donemi ile gebeligin ilk iki doneminde boyanma yogunluklari arasindaki farkliligin
onemli (p<0,05), laktasyon ve gebeligin son donemi arasindaki farkliligin ise
onemsiz (p>0,05) oldugu saptanmistir. Bu bulgu EGF’nin meme hiicre
proliferasyonunu uyardigi ancak siit proteinlerinden kazein ve a-laktoalbumin
tiretimini baskiladigi bilgisini (9, 13) desteklemistir.

Farelerde involiisyon siiresince ErbB reseptorlerinin arttigi, 6zellikle erbB1
ve erbB2 ekspresyonun involiisyonun 8. giinlinde yiiksek diizeyde kaldigi, buna
karsin ErbB3 ve erbB4’iin diistiigii bildirilmektedir (14). Bu reseptdre baglanan
ligandlarin sinirli ekspresyonu, involiisyon siiresince reseptoriin aktivasyonu ve
bliylime faktorlerinin involiisyon iizerinde etkilerinin olmamasi, programlanmis

involiisyonun sekillenmesine katkida bulunmaz (121). Sunulan ¢alismada involiisyon
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donemindeki sigcanlarda, invole olmaya baslamis alveol ve kanallardaki epitel
hiicrelerinin orta, bagdoku, miyoepitel ile kan damarlarinin endotel hiicrelerinin de
degisik yogunluklarda boyandig1 belirlenmistir. Alveol epitel hiicreleri ile gebeligin
ilk iki doneminde boyanma yogunluklar1 arasindaki farkliligin 6nemsiz (p>0,05),
gebeligin 21. giinii ile laktasyon donemi arasindaki farkliligin ise 6nemli (p<0,05)
oldugu saptanmistir. Buna karsilik kanal epitel hiicrelerinde ise tiim gruplar
arasindaki farkliligin 6nemsiz (p>0,05) oldugu goriilmiistiir. Bu bulgu, involiisyon
siiresince biiyiime faktorlerinin etkili olmadiklar1 goriistinii  (121) destekler
niteliktedir.

ErbB2’nin aktive olabilmesi i¢in erbB ailesindeki {iyelerle heterodimer
olusturmasi gereklidir. Uygun erbB2 uyarimlar1 hem lobuloalveoler gelisimin son
asamasinda hem de laktasyonda gereklidir ve meme epitel hiicre proliferasyonunu
uyarir (64). ErbB2’nin gelismekte olan kemiricilerin memesinden ekspresse oldugu,
sigan memesinde gebeligin son doneminde ve laktasyonda diger erbB reseptorleri ile
kompleksler olusturdugu, bu komplekslerin de memenin gelisim ve farklilagsmasina
katkida bulundugu ifade edilmektedir. Siganlarda, gebeligin son doneminde ve
laktasyonda erbB2 immunreaktivitesinin zayif oldugu ve ErbB2’nin daha ¢ok alveol
ve kanal epitel hiicrelerinin apikal, lateral ve bazal yiizeylerinde lokalize oldugu
bildirilmektedir (67). ErbB2’nin ¢iftlesmemis farelerin memesinde stromal ve
epiteliyal hiicrelerden, gebelik ve laktasyondaki farelerde ise lobuloalveolar epitelde
(65), laktasyonun 2 giiniindeki farelerde ise hem alveol hem de kanal epitelinde
ekspresse oldugu belirtilmektedir (14).

Sunulan c¢alismada, siganlarda gebeligin ilk doneminde goriilen yogun
immunreaksiyonun gebelik ilerledikce kademeli olarak azaldigi, laktasyon
doneminde ise birkag epitel hiicresinin apikal membrani, sitoplazmasi ve ¢ekirdegi
ile smirl kaldig: dikkat ¢ekmistir. involiisyon dénemindeki boyanma yogunlugunun
ise gebeligin 14 giinii ile benzer oldugu goriilmiistiir. Farelerde oldugu gibi (14, 65)
sicanlarda erbB2’nin gebelik, laktasyon ve ayrica involiisyonda lobuloalveolar
epitelde gorildiigii, ¢ciftlesmemis farelerdekine (65) benzer sekilde biitiin donemlerde
memede stroma, yag ve miyoepitel hiicrelerinden eksprese oldugu belirlenmistir.
Price-Schiavi ve ark. (67)’nin sicanlarda bildirdigine benzer sekilde, gebeligin son

doneminde ve laktasyonda zayif bir boyanma goriilmiis, ancak onlarin bildirdiginin
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(67) aksine, boyanma birkag epitel hiicresinde apikal membranda ve sitoplazmada
sinirlt  oldugu saptanmistir. ErbB2  immunreaksiyonu dénemler arasinda
karsilastirildiginda gebeligin ilk donemi ile gebeligin ikinci ve iiglincii dénemleri
arasindaki farkliligin 6nemli (p<0,05), gebeligin son iki donemi arasindaki
farkliliklarin 6nemsizdi (p>0,05), laktasyon donemi ile biitiin donemler arasindaki
farkliliklarin ise 6nemli olduklar1 tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica involiisyon
donemiyle, gebeligin ilk ve son donemleri ve laktasyon donemi arasindaki farklilik
onemli (p<0,05), buna karsilik involiisyonun, gebeligin ikinci donemi ile arasindaki
farklilik ise Onemsiz (p>0,05) bulunmustur. Donemler arasindaki boyanma
yogunluklar1 ve istatistiksel parametreler agisindan erbB1’den elde edilen bulgularla
erbB2’nin kismen benzerlikler gostermesi, erbB1 ve erbB2’nin kompleks fizyolojik
formasyonlar olusturabilecegini ve bu biiylime foktorii reseptorlerinin sicanlarda
memenin fizyolojik gelisiminin diizenlenmesinde etkili olabilecegini ortaya
koymustur.

ErbB3 pubertiye yeni ulagsmis c¢iftlesmemis farelerin memesinde ¢ok diisiik
diizeylerde eksprese olurken, gebelik ve laktasyon siiresince yiiksek oranlarda
salgilandig1 bilinmektedir. Bu farkli ekspresyon durumlari gelisen memede erbB3’iin
memenin gelisim ve farklilasmasinin sonraki asamalarinda onemli oldugunu
gostermektedir (7, 14, 71).

Sunulan aragtirmada, siganlarda gebeligin ilk doneminden itibaren alveol ve
kanallarin epitel hiicreleri ile stromal ve miyoepitel hiicrelerinde erbB3
immunreaksiyon yogunlugunun kademeli olarak arttig1 belirlenmistir. Laktasyon
déneminde boyanmanin miyoepitel hiicrelerinde yogunlastigi, alveol ve kanal epitel
hiicrelerinde ise az sayida ve zayif oldugu gdzlenmistir. Involiisyonda déneminde ise
kanal ve alveol epitel hiicreleri ile stromal hiicrelerde farelerde (14) bildirilenin
aksine immunreaksiyonun degisik yogunluklarda oldugu saptanmistir. Gebeligin ilk
haftasi ile laktasyon doneminde erbB3 immunreaktivitesi arasindaki farklilik 6nemli
(p<0,05) iken, diger tiim donemler arasindaki farkliliklarin 6nemsiz (p>0,05) oldugu
belirlenmistir. Bu bulgu Jackson-Fisher ve ark. (71)’nin belirttigi gibi, erbB3’lin
meme bezi gelisimi ve farklilismasinin son dénemlerinde etkili oldugunun bir kaniti

olarak kabul edilmistir.
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Puberti siiresince eksprese ve aktive olan EGFR ve erbB2’nin aksine, erbB4
ekspresyonu eriskin disi farelerde giicliidiir. ErbB4 gebelik siiresince yogun olarak
eksprese olmasina ragmen, daha cok epiteliyal farklilasma ve sekretor aktivitenin
yogun oldugu gebeligin son doneminde belirlenebilmek, laktasyon siiresincede pik
noktaya ulagmaktadir (74-76). ErbB4 diizeyinin farelerde gebeligin baslangici ile
ortasinda benzer oldugu, gebeligin son doneminde ise arttigi, laktasyonun 1. ve 3.
giinlerinde yiiksek oldugu, ancak laktasyonun 12. giiniinde diistiigii rapor edilmistir
(75). Sunulan ¢alismada, sicanlarda gebeligin her li¢c doneminde de farelerdekinden
(75) farkli olarak epitel, yag ve miyoepitel hiicrelerinin ayni yogunlukta erbB4
immunreaktivitesi gosterdigi, laktasyon donemindeki boyanma o6zelliginin ise
farelerdeki laktasyonun 12 giinii ile benzer oldugu belirlenmistir. Bu bulgu ErbB4’iin
sekretor aktivitesinin yogun oldugu laktasyonda etkin oldugu bilgisini (75)
desteklemistir. Schroeder ve ark. bildirdiginin (14) aksine involiisyon doneminde
ErbB4 immunreaksiyonunun yogunlugu dikkati ¢ekmistir. Immunohistokimyasal ve
istatistiksel bulgularin ErbB3 (14,71) ile benzer olmas1 bu iki reseptoriin birbiriyle
sinerjik olarak ¢alistiginin bir gostergesi olarak kabul edilmistir.

Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii gilicli anjiyogeneze ve vaskiiler
permabiliteye neden olan endoteliyal hiicrelere 6zgii bir mitojendir (81). Temel
anjiyojenik faktor olmasimin yani sira, VEGF’ye maruz kalan damarlarda endotel
hiicreleri arasinda fenestrasyon, vezikiiler organeller ve transselliiler baglanti
olusumuna olanak saglayarak vaskiiler permeabiliteyi artirma 6zelligine de sahiptir.
VEGF, aktivitesini ii¢ reseptor ile gergeklestirir: Tirozin kinaz yapisinda olan bu
reseptorleri VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (flk-1/KDR) ve VEGFR-3 (flt-4)’diir.
Bunlardan VEGFR-1 ve R-2 endotel hiicreleri, VEGFR-3 ise lenf damarlar tizerinde
bulunur (7, 81).

VEGF immunreaktivitesi insan ve primatlarin memesinde terminal kanallarin
epitel hiicrelerinde goriiliir. Diisiik miktardaki VEGF proteini ve VEGF mRNA (189,
165 ve 121 aminoasit izoformlar1) insanlarda memenin bagdokusundaki kan
damarlar1 ve bagimsiz hiicrelerle birlikte kanal epitel hiicrelerinde sitoplazmik
boyanmalar seklinde lokalize olur. Endotel hiicrelerinde mitozu uyaran VEGF

gebelik stiresince artar. VEGF’nin post-pubertal donemdeki kemiricilerin
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memesinden de eksprese oldugu ve laktasyon siiresince miktarca artigi da
bildirilmektedir (78, 79, 83-85).

Bu c¢alismada da, sicanlarda gebeligin her ii¢ doneminde, fare (19, 20), sigan
(81) ve insanlardakine (21) benzer sekilde VEGF immunreaksiyonunun daha ¢ok
bagdoku elemanlari ile damarlarin endotel hiicrelerinde yogunlastigi, cok az sayidaki
alveol ve kanal epitel hiicrelerinde zayif boyanmanin oldugu tespit edilmistir. Gebe
farelerde VEGF immunreaktivitesinin epitel hiicrelerinde orta yogunlukta, ancak yag
hiicreleri ve bagdoku elemanlarinda yiiksek yogunlukta oldugu bildirildigi halde
(19,20) bu ¢alismada gebe siganlarin meme dokusundaki yag hiicrelerinde boyanma
saptanmamustir. Kantitatif degerlendirmelerde de alveol ve kanal epitel hiicrelerdeki
boyanma skoru her {i¢ grup arasinda da 6nemli (p<0,05) bulunmustur. Bu bulgular
1s1¢inda VEGF nin gebelik sirasinda memede olusan gelisim ve farklilasmada 6nemli
rol oynadig1 sdylenebilir.

Laktasyon donemindeki farelerde VEGF nin 6ncelikli olarak alveol epitelinde
yerlestigi ve boyanmanin 6zellikle sekretor epitel hiicrelerinin apikal membraninda
yogunlastigt bildirilmektedir (19). Sicanlarda ise VEGF’nin laktasyon siiresince
kanal ve alveol epitelinde, ayrica orta ya da biiylik boy kan damarlar ile birlikte
kapillarlarda da lokalize oldugu ifade edilmektedir (81). Bildirilenlere benzer olarak
(19-21, 81) bizim ¢alismamizda da laktasyon donemindeki siganlarda alveol ve kanal
epitelinde yogunluklarinin arttig1 ve 6zellikle bu reaktivitenin interalveoler bagdoku
ve miyoepitel hiicrelerinde yogunlastigi gozlenmistir. Bu donemdeki siganlarda
alveol ve kanal epitel hiicrelerindeki VEGF reaktivitesinin farkli yogunluklarda
oldugu, 6zellikle biiyiik ¢apli kanallarin epitel hiicrelerinde yogunlastigi saptanmustir.
Interalveoler ve kanallar1 ¢evreleyen bagdoku ile meme yag dokusu icinde yerlesen
damarlarin endotel hiicreleri ile media katmanindaki diiz kas hiicrelerinde pozitif
boyanmada VEGF i¢in pozitif gorilmiistiir. Laktasyon ddénemindeki epitel
hiicrelerinde boyanma skorunun gebeligin ii¢ doneminden de farkli (p<0,05) oldugu
tespit edilmistir. Bu bulgular da VEGF’nin laktasyon siiresince sican memesindeki
sekretorik aktivite iizerine etkili oldugunu gosterebilir.

Inek (122) ve sicanlarda (81) involiisyon siiresince ~VEGF
immunreaktivitesinin alveol ve kanal epitelinde ve kan damarlarinin endotel

hiicrelerinde bildirilmektedir. Bizim ¢alismamizda da, sican (81) ve ineklerde (122)
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yapilan ¢alismalara benzer sekilde, involusyon dénemininde salgi materyali ile dolu
olan alveol ve kanal epitel hiicrelerinin apikal sitoplazmalarinin zayiftan kuvvetliye
degisen yogunluklarda, interalveolar bagdoku ve meme yag dokusunda yerlesen
damarlarin endotelleri ile bazi bagdoku hiicrelerinin giiclii sekilde VEGF
immunreaktivitesi gosterdikleri saptanmistir. Involiisyon donemindeki sicanlarin
memesindeki VEGF immunreaktivitesinin hem alveol ve kanal epitelinde hem de
interalveoler bagdoku 6gelerinde goézlenmis olmas1 VEGF nin memenin involiisyon
stirecinde de etkin olabilecegini diislindiirmiistiir.

Memede kapillar damarlar kan ile alveol epiteli arasinda transportu saglar ve
kan-siit bariyeri olarak ifade edilen yapiy1 meydana getirir. Normal memede kapillar
duvarlar1 az sayida, 30-55 nm’lik fenestrasyonlar icerir (123, 126). Laktasyon
stiresince alveol ¢evresindeki endotel hiicrelerinde sitoplazmik vezikiillerin sayis1 ile
birlikte permeabilite de belirgin olarak artar. Bu vezikiiller kiimeler sekillendirip
daha sonrada eriyerek birbiriyle birlesir. Baz1 yazarlar (126) parensim iligkili kapillar
endotel hiicrelerinin yiizeyinden uzanan mikrovillus benzeri bu ¢ikintilarin say1 ve
uzunluklarinin arttigint tanimlamislardir. Damar permeabilitesini artiran faktor
olarak bilinen VEGF (80, 127) endotel hiicrelerinde morfolojik degisimlere neden
olur. Yukarida belirttigimiz bulgularimiz 1s181nda, laktasyon ve involiisyon siiresince
artan VEGF ve reseptorlerinin endotel hiicrelerinde fonksiyonel degisimlere neden
olup, damar permeabilitesini artirdigini sdyleyebiliriz.

VEGFRs-1, 2, 3 (fltl, flkl ve flt4) {in post-pubertal donemde, gebe ve
laktasyondaki fare (19) ve sicanlarda (81) meme dokusunun bilesenlerinden
ekspresse oldugu bilinmektedir.

Sunulan ¢alismada sicanlarda flt1 ve flkl immunreaktivitesi gebeligin her {i¢
doneminde ve laktasyonda alveol ve kanal epitel hiicrelerinde fare (19) ve sicanlarda
(81) oldugu gibi zayif ve heterojen karakterde oldugu, miyoepitel hiicreleri ve bazi
bagdoku hiicrelerinde giiclii immunreaktivite goriiliirken, meme yag dokusu
hiicrelerinde immunreaksiyonun negatif oldugu saptanmistir. Ozellikle laktasyonda
gebelikten farkli olarak limenlerinde kolloidal kitle bulunan bazi alveol ve kanallarin
epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda fltl immunreaksiyonunun arttigr dikkati
cekmistir. Kanal ve alveol epitel hiicrelerindeki fltl immunreaktivitesi dénemlere

gore kiyaslandiginda laktasyon ve gebeligin ilk donemi arasindaki farklilik 6nemli
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(p<0,05), laktasyon ile gebeligin 14. ve 21. giinleri ile arasindaki farklilik 6nemsiz
(p>0,05) olarak tespit edilmistir. Flkl immunreaktivitesi i¢in bu karsilagtirmalar
yapildiginda aradaki farklilik 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur. Bu bulgular gebeligin
ortalarindan baslayarak laktasyonun sonuna kadar olan siiregte flt1’in (19,81), tiim
donemlerde ise flk1’in etkin oldugu bilgisini desteklemektedir. Ayrica gebeligin her
lic donemi ile laktasyonda bagdoku ve meme yag dokusu i¢indeki damar
endotellerinde yliksek diizeyde fltl ve flkl immunreaksiyonlarinin gézlenmesi bu
reseptorlerin  sicanlarin gebelik ve laktasyon donemindeki etkinligini ortaya
koymaktadir.

Sicanlarda yapilan bir c¢alismada involiisyonun baslangicinda flk1
immunreaktivitesinin azaldigi bildirildigi halde flt1 immunreaktivitesi hakkinda bilgi
bulunmamaktadir (81). Sunulan c¢aligmada siganlarda involusyon doneminde hem
fltl, hem de flk1’in meme alveol epitel hiicrelerinde arttigi, 6zellikle alveol epitel
hiicrelerinde fltl immunreaksiyonunun, flkl’e gore olduk¢ca yogun oldugu
gbzlenmistir. Kanallarda bazi epitel hiicrelerinde flt1 ve flk1 zayiftan giicliiye dogru
degisen yogunluklarda immunreaksiyon gosterirken bazi hiicrelerde reaksiyon
negatif, interlober, interlobuler ve interalveoler bagdokudaki kan damarlarinin
endotel hiicrelerinde fltl ve flkl immunreaktivitesinin olduk¢a gii¢lii oldugu, bazi
bagdoku hiicrelerinin orta yogunlukta oldugu, meme yag dokusu ve miyoepitel
hiicrelerinde ise reaksiyonun negatif oldugu belirlenmistir. involiisyon siiresince hem
fltl hemde flkl immunreaktivitesinin diger gruplardakinden anlamli olarak farkl
(p<0,05) oldugu saptanmustir. Involiisyon siiresince alveol ve kanal epitellerinde flt1
ve flkl immunreaksiyonlarinin gozlenmesi bu reseptorlerin siganlarin involiisyon
donemindeki etkinliginin devam ettigini ortaya koymaktadir.

Kemiricilerde 6zellikle Flt4 ekspresyonunun gebelik ve laktasyonda memede
cok az arttig1 goriiliir. Sicanlarda flt4’iin gebelik ve laktasyon siiresince arttidi,
invollisyonun baslangicinda ise azaldig belirtilmektedir (81). Bizim ¢aligmamizda da
kemiricilerde belirtildigi gibi (19, 20, 81) flt4 immunreaktivitesinin gebeligin ilk iki
doneminde alveol epitel hiicrelerinde kuvvetli, kanal epitel hiicrelerinde ise degisen
yogunluklarda oldugu saptanmistir. Ayrica gebeligin son donemindeki si¢anlarda
belirtilenlerin aksine (19, 20, 81) flt4 immunreaksiyonu daha ¢ok kanal epitelinde

goriilmiis, alveollerde ise sadece birkag epitel hiicresi pozitif reaksiyon gostermistir.
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Laktasyon ve involiisyon doneminde, flt4 immunreaktivitesinin alveol ve kanal epitel
hiicrelerinde kuvvetli oldugu ve epitel hiicrelerinin 6zellikle apikal sitoplazmasi ve
membraninda yogunlastig1 tespit edilmistir. Ancak involiisyon déneminde alveol
epitel hiicrelerinde reaksiyon kanal epitel hiicrelerindekinden kuvvetli bulunmustur.
FIt4 immunreaktivitesi donemlere gore kiyaslandiginda gebeligin ilk iki donemi
arasindaki farklilik 6nemsizken (p>0,05), gebeligin son donemi ile bu iki donem
arasindaki farklilik 6nemli (p<0,05) bulunmustur. Laktasyon ve involiisyon
donemleri arasindaki farklilik ile bu donemler ve gebelik donemleri arasindaki
farkliliklar da anlamli olarak (p<0,05) saptanmistir. Ayrica flt4 immunreaktivitesinin
tim donemlerde miyoepitel, yag ve bagdokusu hiicreleri ile kiigiik ¢apl kapillar,
veniil ve lenf damarlarinin endotel hiicrelerinde kuvvetli oldugu belirlenmistir.

Vaskiiler endotel hiicre biiyiimesini baskilayan faktér (VEGI) anjiyogenezin
spesifik bir inhibitoriidiir (105). Insanlarda bircok organin normal damarlasmasinda
onemli bir rol oynadig: bildirilmektedir. Meme kanserlerinde de epitel ve miyeloid
tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi ifade edilmektedir (107). VEGI’nin
fazla miktarda salgilanmasimnin kemiricilerin kolon kanser hiicrelerinde tiimor
biiyiimesinde bir azalma olusturdugu ve bu etkisinin VEGI’nin giiglii anti-anjiogenik
aktiviteye sahip olmasindan kaynaklandig ileri siiriilmektedir (105). Yapilan literatiir
taramalarinda gerek prenatal gerekse postnatal meme gelisiminde VEGI'nin
etkilerine iligkili herhangi bir bilgiye rastlanmamis olup bu calisma sicanlarin
memesinde  gebelik, laktasyon ve involiisyon donemlerinde VEGI’nin
lokalizasyonuna iliskin ilk ¢alismadir.

Sicanlarda VEGI immunreaktivitesinin, gebeligin her {i¢ doneminde de alveol
ve kanal epitel hiicrelerinde, laktasyon doneminde boyanmanin kanal ve alveolleri
cevreleyen bagdoku ve damarlarda oldugu belirlenmistir. Involusyon déneminde ise
oldukca zayif olan reaksiyon alveol ve kanal epitelleri ile damar endotellerinde
goriilmiistiir. Tiim donemlerde miyoepitel ve meme yag dokusu hiicrelerinde ise
immunreaksiyonun negatif oldugu tespit edilmistir. VEGI immunreaktivitesi
donemlere gore kiyaslandiginda gebeligin ilk iki donemi arasindaki farklilik
onemsizken (p>0,05), son donem ile bu iki donem arasindaki farklilik 6nemli
(p<0,05) olarak belirlenmistir. Laktasyon donemi ile diger gruplarin VEGI

immunreaksiyonu arasindaki farkliik da Onemliyken (p<0,05), involiisyon
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donemindeki reaksiyonun ise gebeligin 7. giiniindekinden de farkli oldugu (p<0,05),
diger donemlerle arasindaki farkliliklarinda 6nemsiz oldugu saptanmistir (p>0,05).
Elde edilen bulgular VEGI'nin belirtilen dénemler i¢inde patolojik anjiyogenezisi
inhibe ettigi sonucunu diislindiirmiistiir.

Postpubertal disilerde 6zellikle Ostrojen en Onemli mammojenik faktordiir
(109). Puberti ile birlikte Ostrojenin kandaki konsantrasyonunun yiikselmesine bagh
olarak memede reseptorleri goriiliir. Kemiricilerde Ostrojen, biiyiime faktorlerinin
tiretimini uyarmak i¢in stromal dokudaki reseptorleri araciligi ile harekete gecer.
Ineklerde yapilan calismalardan elde edilen bulgular da meme gelisimi {izerine
Ostrojenin etkisinin stroma yolu ile oldugunu gostermektedir (2, 3). Gebelik
siiresince meydana gelen hiicre biiylimesi i¢in Ostrojen ve progesteronun kandaki
konsantrasyonun artmasi gereklidir. Lobuloalveoler gelisme gebelik siiresince meme
hacminde 6nemli bir artisa neden olur. Progesteron gebelik siiresince yiiksektir. Buna
karsin Ostrojen gebeligin son doneminde artar. Bu da meme hacmindeki biiyiik artigla
aynt doneme denk gelir (110, 111). Laktasyonda meme Ostrojen reseptorlerine
sahipken, progesteron reseptorlerine sahip degildir. Bundan dolay1 da gebeligin ilk
yarisinda meme biiyiimesinin biiylik bir kismmni kanallar sisteminin biiyiimesi ve
lopguk sekillenmesi olusturur. Gebeligin ikinci yarisindan itibaren ise kanal
biiylimesi devam eder ancak bilylimenin ¢ogunlugu lobulualveolar sistemde meydana
gelir. ER’nin memede insanlarda luminal epitel hiicreleri, miyoepitel ve stromal
hiicreler ile fibroblastlarda, maymunlarda epitel ve miyoepitel hiicreleri ile
fibroblastlarda, farelerde kanal epitel hiicreleri, yag ve stromal hiicrelerde, ineklerde
ise epitel ile baz1 yag hiicreleri ve fibroblastlarda lokalize oldugu rapor edilmektedir
(113).

Sunulan c¢alismada da siganlarda, insan, maymun, fare ve ineklerde
belirtildigi gibi (109, 112, 113) gebeligin 7. giiniinde genelde birkag alveol ve kanal
epitel hiicresinde ER immunreaktivitesi goriiliirken, gebeligin 21. giinde daha ¢ok
alveol epitel hiicrelerinde olmak iizere pozitif hiicre sayisinin arttig1 tespit edilmistir.
ER immunreaktivitesi donemlere gore karsilastirildiginda gebeligin ilk iki donemi
arasindaki farklilik 6nemsiz (p>0,05), son dénemle bu iki donem arasindaki farklilik
ise onemli (p<0,05) bulunmustur. Bu bulgu gebeligin son déneminde ER’nin

miktariin arttig1 bilgisiyle (110,111) ortiismektedir. Siganlarda laktasyon doneminde
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kanal ve alveol epitel hiicrelerinin hemen hemen tamaminda oldukga gii¢lii bir ER
immunreaktivitesi saptanmis ve bu reaktivitenin diger gruplardakinden farkl
(p<0,05) oldugu goriilmiistiir. Bu bulgumuzda laktasyon doénemindeki memenin
ER’lerine sahip oldugu bilgisini desteklemektedir (110,111). Involusyon déneminde
ise ¢cok az sayidaki alveol ve kanal epitel hiicresinde ER immunreaktivitesi
gozlenmis, gebeligin ilk iki donemi ile karsilastirildiginda aralarindaki farkliligin
onemsiz (p>0,05), gebeligin son donemiyle arasindaki farkliligin 6nemli (p<0,05)
oldugu bulunmustur. Bizim bu bulgularimiz da involiisyon siiresincede ER’nin
dolayistylada 6strojenin etkinliginin (109) azaldigini gdosterebilir. Calismamizda
siganlarda memenin farkli gelisim donemlerinde insan, maymun, fare ve
ineklerdekinden (109, 112, 113) farkli olarak meme bagdokusu ve yag dokusu
hiicreleri ile miyoepitel hiicrelerinde ve damar endotellerinde ER’nin bulunmadigi
saptanmigtir. Bu da Ostrojenin etkisinin memede stromal dokudaki reseptorler

araciligryla gergeklestirdigini bildiren ¢alisma (113) ile celismektedir.
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3-6. SONUC VE ONERILER

Biitin bu bulgular; memenin farkli donemlerinde ve farkli bolgelerinde
degisik oranlarda lokalize olan ErbB, VEGF ve reseptorleri ile 0Ostrojen
reseptorlerinin, meme epitelinin biiylimesi ve farklilagmasinin diizenlenmesinde
fizyolojik bir rol oynayabilecegini giiglii bir sekilde desteklemistir. Ozellikle EGF ve
benzeri ligandlar yoluyla aktive olan EGFR/erbB1 ve erbB2 reseptorlerinin gebelik
stiresince  memenin lobulo-alveoler gelisiminde, buna karsilik heregulin ve
neurogulin gibi ligandlar yoluyla aktive olan erbB3 ve erbB4’{in ise alveol ve kanal
epitel hiicrelerinin sekillenmesinde ve farklilagmasinda O©nemli olabilecegi
diistinilmiistiir. Ayrica hormonal ve epiteliyal-stromal uyarimlarin etkisi altinda
VEGF ve reseptorlerinin gebelikte yeni damarlarin olusumunu arttirarak yeni alveol
ve kanallarin sekillenmesine aracilik edebilecegi, laktasyon siiresince de vaskiiler
permeabiliteyi arttirarak gerekli olan molekiillerin alveollere gecisini saglayip siit
proteinlerinin sentezine yardimci olabilegi kanisina varilmustir. Involiisyon
doneminde, erbB reseptorleri, VEGF ve reseptorleri i¢in pozitif immunreaktivitenin
varlifi, involiisyon da alveol ve kanal epitel hiicrelerinde apoptozis yoluyla
gerceklesen dejenerasyon ve yogun yikimlanma dikkate alindiginda, bu reseptorlerin
meme dokusunun rejenerasyonunu yeniden sagladigi ve vaskiiler permeabiliteyi
arttirarak immun sistem hiicrelerinin meme dokusuna gegigine aracilik etmek
suretiyle patojenlerden kaynaklanacak enfeksiyonlara karsi memenin korunmasina
aracilik edebilegini diisiindiirmiistiir. Biitiin donemlerde damarlarda saptanan VEGI
immunreaktivitesi ve VEGI'nin fonksiyonu birlikte degerlendirildiginde ise
VEGI'nin patolojik anjiogenesizin baskilanmasinda rol oynayabilegi diisiiniilmiistir.

Calismadan elde edilen immunohistokimyasal ve Kkantitatif verilerin,
Veteriner pratige katkida bulunacagi, biitiin tiirlerde meme hastaliklarinin teshisi ve
tedavisi ile bundan sonra si¢anlarda yapilacak caligmalara 151k tutacagi

kanaatindeyiz.
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