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0z

Amag: Endotelin (ET-1), kardiyovaskiler sistemde guiclii bir vazo-
konstriktor rolti olmasinin yani sira bircok fizyolojik olayda kendini
gostermektedir. ET-1 ekspresyonunun 6zellikle gebelik ve emzirme
doneminde ortaya ¢ikmasi nedeniyle hem emzirme hem de yeni
dogdan icin 6nemli bir islevi oldugu dustiniilmektedir. Bu calismada
ET-1 transgenik fare modeli kullanarak meme bezi Gstiinde ET-1'in
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Meme dokusunun farkli fizyolojik durumlarinda
(ergenlik, gebelik, laktasyon ve involusyon) ET-1 in etkisini incelemek
Uzere karsilastirmali bir calisma gerceklestirildi. Meme dokularindan
paralel kesitler hazirlanip hematoksilen-eozin (HE) boyama ile mik-
roskobik inceleme yapildi. Meme bezi gelisimi ve metabolizmasin-
da 6nemli gorevleri olan sinyal proteinlerinin (STAT5, AKT, STAT3)
analizlerinde Western blot teknigi kullanildi. Metabolik faaliyetlerde
anahtar rolt oldugu bilinen genler (WAP, beta kazein, GLUT-1, SRBF-
1 Claudin 8, IL-6, LIF) gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) teknigi ile analiz edildi.

Bulgular: ET-1 transgenik farelerde sirasiyla sekresyonel hasar,
laktasyonel yetmezlik ve erken involusyon gibi patolojik bulgular
tespit edildi. Transgenik grupta STAT5'in aktivasyonunun bu du-
rumdan etkilenmedigi ancak AKT protein seviyesinde diistis oldu-
Ju saptandi. involusyonda gériilen STAT3 aktivasyonu transgenik
farelerde laktasyonun 3. giliniinde tespit edildi. Ayrica, RT-PCR
analizleri ile transgenik farelerde yiiksek ET-1 ifadesine bagli ola-
rak WAP'In baskilandigini LIF protein ifadesinin belirgin bir sekilde
arttigi tespit edildi.

Sonug: Sadece gebelik ve laktasyon doneminde ifade edilen ET-
1'in laktasyon ve yeni dogan icin 6nemli bir islevi oldugu diistnil-
mektedir. Yiksek ET-1 ifadesi meme fizyolojisinde 6nemli oldugu
bilinen genlerin sentezini dogrudan etkileyerek laktasyonel yeter-
sizlige sebep olmustur. Bu calismada ET-1 regiilasyonunun meme
bezi gelisiminde ve siit sekresyonu fonksiyonunda kritik bir rol oy-
nadigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Endotelin, laktasyonel yetersizlik, WAP, LIF, er-
ken involusyon, transgenik fare

ABSTRACT

Objective: Alongside its role as a potent vasoconstrictor in the cardio-
vascular system, endothelin-1 (ET-1) is involved in numerous physio-
logical processes. Its expression is thought to be an important function
for both breastfeeding and newborns since it occurs especially during
pregnancy and lactation. In this study, we projected the effects of ET-1
on mammary gland physiology employing ET-1 transgenic mice.

Material and Method: In this study, we compared the mammary
glands of ET-1 transgenic mice with the control mice in different
physiological states (adolescence, pregnant, lactation and invo-
lution). Parallel sections were prepared from mammary glands
and microscopic examinations were performed with hematoxylin
and eosin (HE)-staining. Western blot techniques were used in the
analysis of signal proteins that have important functions in mam-
mary gland development and the metabolism (STAT5, AKT, STAT3).
Genes known to play a key function in metabolic activities (WAP,
beta casein, GLUT-1, SRBF-1 Claudin 8, IL-6, LIF) were analyzed em-
ploying real-time PCR techniques.

Results: It was determined that ET-1 transgenic mice developed
pathological conditions such as secretory damage, lactational failure
and early involution, respectively. Our Western blot studies showed
that STAT5 activation was not affected by this process in the trans-
genic group, but a decrease in AKT protein level was detected. We
detected STAT3 activation seen in the involution process in trans-
genic mice only on the 3rd day of lactation. In addition, we found
that WAP was suppressed due to high ET-1 expression and that LIF
protein expression increased significantly, by real-time PCR analysis.

Conclusion: ET-1 expression is thought to be an important func-
tion for both lactation and newborns, especially during pregnancy
and lactation. In this study, it was found that when ET-1 expression
increases, it causes lactation failure in the mammary gland and
directly affects the synthesis of genes known to be important in
mammary physiology. Hereby, it was determined that the regula-
tion of ET-1 plays a critical role in the development and secretory
function of the mammary gland.

Keywords: Endothelin, lactational incompetence, WAP, LIF, preco-
cious involution, transgenic mice
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GiRIS

Meme bezi, sut salgilama yetenegi kazanmis 6zel bir organdir.
Gelisimi ve fonksiyonel 6zelligini kazanmasi oldukca karmasik
bir sistematik farklilasma ve hormonal diizenlemeler sayesinde
olur. Meme bezi, epitel parankimi ve onu cevreleyen yag stro-
masi olarak iki yapisal komponentten olusur. Parankim st sal-
gilanmasini saglayan dallanmis salgi bezleri ve alveoler yapilar-
dan meydana gelirken, stroma parankimin islevini saglayacak
substrat ihtiyacini ve biyliylp genisleyebilecedi ortami saglar.
Bu baglamda meme bezlerinin yapisal ve fonksiyonel gelisimi
alti kategoriye ayrilabilir: embriyonik, dogum sonrasi, ergenlik,
gebelik, laktasyon ve involusyon.

Gebelik ile birlikte 6strojen ve progesteron hormonlari epitel
parankiminin gelisimini baslatir. Bu iki steroid hormonunun
yani sira duktal gelisim ve alveogenezle ilgili olarak bir cok bu-
ytme faktori de rol almaktadir. Meme bezi dogum sonrasi em-
zirmeye bagli olarak stirekli siit Gretimi ve sekresyonunu sagla-
yan bir fabrikaya dénusur. Bu suirecte prolaktin sinyal kaskadi
anahtar rol oynar. Yiiksek seviyede salgilanan prolaktin hormo-
nunun etkisiyle sinyal donustiricl ve transkripsiyon aktivato-
ri 5 (signal transducer and activator of transcription 5, STAT5)
faktoriinlin etkinligi maksimum seviye ulasir ve peynir alti suyu
asidik proteini (whey acidic protein, WAP) beta kazein gibi farkh
st proteinlerinin sentezlenmesi saglanir (1,2). Prolaktin ayrica
sterol diizenleyici eleman baglayici protein 1 (sterol regulatory
element binding factor 1, SREBF-1)'i aktive ederek ¢ok sayida
lipid metabolizmasi genlerinin sentezlenmesini saglar (3). Hem
gebelik hem de laktasyon dénemlerinde protein kinaz B olarak
da bilinen AKT sentezi ve aktivasyonu hiicresel yasam ve anti-a-
poptotik sinyal yollarinda etki gosterir (4).

involusyon, emzirmenin bitmesi veya siitten kesilme ile bas-
layan bir stirectir. Emzirmenin kesilmesi ile uyarilan lobuloal-
veoler yap! kiicilmeye baslar. Bu durumla birlikte laktojenik
hormonlar hizla azalip yerini l6semi inhibitor faktoru (leukemia
inhibitor faktor, LIF) ve interlokin (IL)-6 gibi apoptoz aktivatori
sitokinlerin artisina birakarak bu siirecte anahtar rolu tistlenen
STAT3 proteininin aktivasyonuna neden olurlar. STAT3 kaskadi
meme bezinde apoptoz ve involusyon icin elzemdir (5-7). in-
volusyon ile meme bezi siit salgilama kabiliyetini kaybederek
yapisal ve fizyolojik olarak gebelik 6ncesi duruma doéner.

Endotelin-1 (ET-1) vaskiiler homeostazin korunmasinin yani
sira genis fizyolojik etkilere sahip kiiclk bir vazoaktif peptiddir
(8). ET-1 sentezleyen hiicrelerin depolama ve salgilama 6zellik-
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leri olmamasindan dolayi ET-1'in sentezi transkripsiyon seviye-
sinde kontrol edilir (9).

Kardiyovaskiiler bir molekil olarak bilinen ET-1 kardiyovaskii-
ler sistemle ilgisi olmayan cok sayida fizyolojik stirecte de yer
almaktadir. Ozellikle siitte ET-1'in varligi, pek cok peptid ve
blyume faktoru gibi, hem emziren anne hem de yeni doga-
nin fizyolojisinde 6nemli bir rolii oldugunu distindirmektedir
(10). Ayrica meme bezi gelisiminde ve fizyolojisinde anahtar
hormonlardan biri olan prolaktin hormonunun ET-1'in ifadesini
gliclt bir sekilde indikledigi (11) tespit edilmis ve ET-1'in gen
ifadesinin 6zellikle gebelik sirasinda bagslayip laktasyon done-
mi boyunca devam ettigi 6nceki calismalarda belirtilmistir (12).
Bu baglamda, ET-1'in meme bezi gelisimi lizerine etkisi ve olasi
fonksiyonel rollerini aydinlatmak tizere ET-1 transgenik fareler
kullanarak bu calisma tasarlanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Hayvan Deneyleri

Bu calismada NMRI (Harlan-Winkelmann, Padernborn) kontrol
grubu fareler ile Franz Theuring tarafindan gelistirilen NMRI
kokenli homozigot insan ET-1 transgenik fareler kullanilmistir.
Standart fare yemi ve icme suyuile beslenen fareler 12 saat glin
ve 12 saat gece dongustine sahip, sicakligin 20-22°C ve rutube-
tin %50-70 arasinda tutuldugu, patojenden aritilmis bir ortam-
da yetistirilmistir.

Meme dokulari, anterior abdominal duvar, kaslar ve deriden ay-
nstirnlarak toplanmigtir. Dokular hizli bir sekilde soguk yikama
tampon sollsyonu ile yikanip histoloji calismalari icin formalin
sollisyonu (Sigma) ile muamele edilip 4°C de saklandi. Molekdiler
biyoloji uygulamalari icin isaretli tiiplere alinan numuneler sivi
nitrojenle muamele edilip ¢alismalar i¢in -20°C de saklanmustir.

Hayvan deneyleri iki grup altinda gerceklestirilmistir. Ergenlik
doéneminden baslayarak sirasiyla gebelik, laktasyon ve invo-
lusyon dénemlerini kapsayan birinci grup farelerin meme do-
kularindan elde edilen numuneler ile karsilastirmali gen ifade
analizleri, goreceli protein fosforilasyon seviyeleri ve histolojik
calismalaricin doku preparatlari hazirlanmistir. Numuneler Tab-
lo 1'de belirtilen 4 farkli fizyolojik durumda toplanmistir.

ikinci grupta, laktasyon siiresi boyunca 10 kontrol grubu fare-
nin emzirdigi 70 yeni dogan ile 17 ET-1 transgenik farenin em-
zirdigi 119 yeni doganin gelisimleri glinlik agirlik 6l¢timleri ya-
pilarak takip edilmistir. Ayrica, laktasyon sirasinda olusan agirlik
farkinin genetik bir farkliliktan kaynaklanip kaynaklanmadigini

Tablo 1. Histolojik ve molekdler biyoloji uygulamalarinin gerceklestirildigi birinci grup farelerin dagilimlar.

Ergen Gebe Laktasyon involusyon
8. hafta 10. giin 18. giin 3. giin 14. giin 14. giin
Kontrol (WT) 6 6 7 6 10 7
Transgen (ET-1) 6 6 7 6 10 7
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anlamak tizere calismayi takiben her iki gruptan olgunluga eris-
mis 20 adet disi farenin agirliklan tekrar kontrol edilmistir.

Bitlin hayvan deneyleri Alman hayvan koruma kanunlarina
(Tierschutzgezetz) uygun bir sekilde gerceklestirilmistir.

Histolojik Calismalar

Birinci grup farelerden elde edilen meme bezleri, oda sicakli-
ginda minimum 12 saat PBS (pH 7.4) icinde %4 (w/v) parafor-
maldehit ile fikse edildi. Fiksasyon isleminden sonra doku 6r-
nekleri parafin bloklara gomuldi ve 5 mm'lik kesitler alinmistir.
Gebe (n=26) ve laktasyon (n=32) disilerden toplam 232 meme
bezi 6rnegi (her meme bezinden 2 slayt ve her bir fareden 4
meme bezi) analiz edilmistir. Meme bezleri hematoksilen-eozin
(HE) ile boyanmustir.

Gen ifade Analizleri

Meme bezi gelisiminde ve fonksiyonunda anahtar rol Ustle-
nen bir grup genlerin goreceli ifadeleri gercek zamanl poli-
meraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemleri ile analiz edil-
mistir. Bu genler, suit proteinleri olarak bilinen beta kazein ve
WAP genlerinin yani sira stit salgilayan hticrelerin tight-jun-
ction'larinda gorev alan Claudin-8, sut salgilayan hiicrelere
glukoz transportunu tstlenen merkezi proteinlerden biri olan
GLUT-1 geni, yine ayni sekilde st salgilayan hiicrelerde lipit
metabolizmasini dliizenleyen SRBF-1 genleridir. Ayrica siit sal-
gilama fonksiyonunun bittigi meme bezinde STAT3 aktivatori
ve involusyon belirteci olarak bilinen IL-6 ve LIF genleri de gen
ifade analizlerinin kapsaminda calisiimistir.

Toplam RNA, standart guanidinyum tiosiyanat-fenol-kloroform
ekstraksiyonu (Trizol, Invitrogen) kullanilarak hizli bir sekilde
dondurulmus dokulardan elde edilmistir. cDNA sentezinden
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once, tim ham RNA 0Ornekleri rutin olarak DNase1 (TurboDNa-
se, Ambion) ile muamele edilmistir. cDNA, Uireticinin protokoli-
ne gore oligo (dT) 18 primerler ile (Promega) MMLYV ters trans-
kriptaz enzimi kullanilarak olusturulmustur.

Kantitatif analiz icin Ensembl gen veri tabani, Primer3 ve web
tabanh algoritmalar (NCBI Blast, coklu hizalama) kullanilarak
tasarlanmistir (Tablo 2). Kantitatif PCR’larda, MX3700p RT-PCR
sisteminde (Stratogen) SYBR Green mastermix (Applied Biosys-
tems) kullanilarak her bir numune 3'li set olarak calisiimistir.

Western Blot Calismalari

Meme bezlerinin gelisimini ve fonksiyonel degisimlerini koor-
dine eden sinyal proteinlerinin aktivasyonlarini Western blot
teknikleri kullanilarak tespit edilmistir. Ozellikle alveogenezi ve
st sentezini koordine eden STAT5 proteininin yani sira hiicre
olim ve yasam kaderini belirleyen AKT ve involusyon siirecini
koordine eden STAT3 proteinlerinin géreceli fosforilasyon sevi-
yeleri calisiimigtir.

Birinci grup farelerden elde edilen dondurulmus meme bezi
ornekleri bir havan yardimi ile sivi nitrojenle toz haline geti-
rilmistir. 100 mg doku Ornekleri oda sicakliginda 15 dakika
stireyle 600 pl Gre lizis tamponunda homojenize edilmistir.
Cozdirme isleminden sonra numuneler oda sicakliginda 45
dakika stireyle 13000 rpm'de santriflij yapilmistir. Stiperna-
tanlar yeni tlplere yerlestirilerek protein konsantrasyonu
Bradford metodu ile (Biorad) ol¢tilmustiir. SDS PAGE'den 6nce
numuneler, 4x yikleme tamponu (Roth) ile 95°C'de 5 dakika
kaynatilarak denatiire edilmis, 6rnekler elektroforezi takiben
(25ug her bir 6rnek) Western blotlama teknigi ile nitroseliiloz
membran (Amersham) Gizerine blotlanmistir. TBS icinde bloke

Tablo 2. RT-PCR gen ifade analizlerinde kullanilan primerler.

Gen Adi

F- Primerler (5’-3’)

R- Primerler (5’-3")

Beta- Kazein (fare)

CTCCACTAAAGGACTTGACAGC

AGTGAACTTTAGCCTGGAGCAC

Claudin-8 (fare)

CGCTGG AGG AGCACTGTT CTGTTG

CGG CGT GGA AACTCC GTT GA

GAPDH (fare)

CTTCACCACCATGGAGAAGGC

GGCATGGACTGTGGTCATGAG

GLUT-1 (fare)

CCAGCTGGGAATCGTCGTT

CAAGTCTGCATTGCCCATGAT

HPRT (fare) CATTATGCTGAGGATTTGGAAAGG CTTGAGCACACAGAGGGCTACA
IL6 (fare) TGTACTCCAGGTAGCTATGG GTTCTCTGGGAAATCGTGGA
LIF (fare) GGCAACCTCATGAACCAGATCA GCAAAGCACATTGCTGAGGAGGC

PPET-1(fare)

CCCCACTCTTCTGACCCCTT

ACTCCTTGTCCATCAAGGAAGAAC

PPET-1 (insan)

ATCAGAAGAAGTTCAGAGGAACAC

GAAGGTCTGTCACCAATGTGCT

PPET-1 (fare/ insan)

CAAGGAGCTCCAGAAACAGC

GATGTCCAGGTGGCAGAAGTA

SRBF-1 (fare)

AGGCGGCTCTGGAACAGA

TGTCGTTCAAAACCGCTGTG

WAP (fare)

TAGCAGCAGATTGAAAGCATTATG

CAACGCATGGTACCGGTGTCA
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Tablo 3: Western Blot ¢alismalarinda kullanilan antikorlar.

Antikor Orjin ve Diliisyonlar Molekiiler agirhk kDa Referans

PAKT (tyr 334) RPA 1/1000 Dillisyon 60 Santa Cruz Biotech.
AKT RPA 1/1000 Diltisyon 60 Santa Cruz Biotech.
B-Actin GPA 1/2000 Dilusyon 43 Santa Cruz Biotech.
PSTAT3 (tyr 705) RPA 1/1000 Diltisyon 79/86 Cell signaling Tech.
STAT3 RPA 1/1000 Diliisyon 79/86 Cell signaling Tech.
PSTATS5 (tyr 694) RPA 1/1000 Dillisyon 920 Cell signaling Tech.
STAT5 RPA 1/1000 Diltsyon 20 Cell signaling Tech.

Antimouse Ig Rabbit, HRP linked polyclonal antibody

- Dakocytomation.

Antirabbit Ig Goat, HRP linked polyclonal antibody

= Dakocytomation.

*RPA = Rabbit Polyclonal Antibody, GPA= Goat Polyclonal Antibody, HRP: Horseradish peroxidase

edici ¢ozelti ile %0,1 Tween 20 ile 1 saat oda sicakliginda in-
kiibe edilmistir. Membranlar, 4°C'de gece boyunca bloke edici
¢Ozelti icinde seyreltilmis birincil antikor ile inklibe edilmistir
(Tablo 3). Spesifik sinyaller ikincil antikor uygulamasini taki-
ben ECL (Amersham) sollisyonu vasitasiyla saptanmistir.

istatistiksel Yontemler
Hayvan deneyleri: Elde edilen sonuglar Student’s t-testi kulla-
nilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Goreceli gen ifade degerleri: Meme bezi cDNA'sInIn seri sey-
reltiimesiyle olusturulan standart bir egri vasitasiyla GAPDH'ye
karsi normalize edildi. istatistiksel analizler icin pair wise fixed
reallocation randomizasyon testi (REST) (29) uygulanmistir.

Western blot calismalari: Membran goriintileri dijitallestiril-
dikten sonra 6zel bir yazilimla (AlphaEaseFC); dansitometrik ve-
riler bir istatistiksel analiz programi (GraphPad Prism) ile analiz
edilmistir. Sonuclar Student’s t-test yontemi kullanilarak istatis-
tiksel olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

RT-PCR gen ifade analizlerinde meme bezinde gebelik (10.
ve 18. glin) ve laktasyon (3. ve 14. giin) donemlerinde ET-1
transgen ifadesi (Sekil 1A) ve toplam prepro-endothelin-1
(PPET- 1) (Sekil 1B) tespit edilmistir. Ergen grubunda sadece
fare ET-1 sentezlenirken involusyon periyodunda ET-1 ifade-
sine rastlanmamistir (Sekil 1). Goreceli ifade analizlerinde ise
toplam PPET-1 transgenik farelerde gebelik periyodunda 5,

Ergen Gebe Laktasyon involusyon
mcry 8hafta 10 giin 18 giin 3giin 14giin 14giin
+* Wt ET. WLET. WLET. Wt. ET. Wt ET. Wt ET.

Goreceli Ekspresyonlar
O+ N B a2 G N ®

Gebelik 10. giin Gebelik 18. giin Laktasyon 3.giin Laktasyon 14.giin

Toplam PPET-1 ekspresyonlari

Sekil 1. ET-1'in meme bezinin dort farkli fizyolojik durumdaki ifadesi: Ergen (8. hafta), gebelik (10. ve 18. gtinler), laktasyon (3.
ve 18. glinler) ve involusyon (14. giin) A: PPET-1 (insan) transgen gen ifadesi, B: PPET-1 (insan/fare) gen ifadesi, C: Hipoksantin-
guanin fosforibosiltransferaz (HPRT) (fare) kontrol gen ifadesi. Calismada MCF7 hiicre hatti PPET-1 (insan) icin pozitif kontrol ve
negatif kontrol olarak ddH,O kullaniimistir. D: Transgenik farelerde goreceli toplam PPET-1 ifade seviyeleri. Kontrol grubu (Wt)
PPET-1 ifade seviyeleri 1 olarak diizenlenmistir (cizgili hat) ; *=p<0,05 (REST) her bir grup icin n=4.
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laktasyon periyodunda 6 kat daha fazla ifade edildigi tespit
edilmistir (Sekil 1D).

Normal bir gebelik stireci geciren transgenik farelerin yeni do-
ganlarinda mortalitenin dikkat ¢ekecek sekilde yiiksek oldugu
g6zlenmistir. Emzirmenin daha ilk gtinlerinde 6lu yeni dogan-

Gul ve Theuring
Yiiksek ET-1 Ifadesinin Meme Bezi Fizyolojisi Uzerine Etkileri

larin karinlarinda sut tespit edilemediginden, laktasyonel yeter-
sizligi daha iyi tanimlayabilmek tzere laktasyon siiresi boyunca
yavrularda kilo artisi takip edilmistir. Sekil 2A da gorildigu gibi
yeni doganlarin agirliklarinda bir fark yokken 3. giinden itiba-
ren transgenik grupta anlamli bir sekilde disik kilo kazanimi
tespit edilmistir. Laktasyon sonunda yavrular arasindan secilen

18 —=—WT (n=70)
) *
e ET-1 (n=119)
16
63
14
C CRER
g " g
= X 49
= =
5 0 "
» © 5
2 o
s 8 -
3 - 25
> o
g 6 9,
< = 1
= ]
g >
< 5 4
? Laktasyon 5 WT (n=20) ET1 (n=20)
glinleri
0
feni 7. 11 14, 17. 21
dogan

Sekil 2. A. Laktasyon periyodu siresince yeni dogandan baslayarak yavru farelerde kilo kazanimi. Kontrol grubu n=70; ET-1
transgen grubun=119;*=p<0.05 (Student s t-test). B. Yetiskin farelerde ortalama agirlik (gruplar arasinda bir fark bulunmamaktadir).

zayif alveloler genisleme gorilmektedir.

B2 o . B

Sekil 3. Laktasyon 3. glin meme bezi histolojisi. Kontrol grubu a. (x50 biyiitme) ve b. (x200 biytitme) ET-1 transgenik grup c.
(x50 buylitme) ve d. (x200 blyitme). a ve b histogramlarinda goriildigi gibi dogum sonrasi emzirmeye bagh olarak adipositler
(Adp) metabolize edilmis, alveoli genislemis ve biitiin dokuyu kaplamistir. Alveoller (Alv) arasinda ince bir tabaka olarak dikkati
ceken kirmizi kan hiicreleri kan damarlarini belirtmektedir (V). c ve d histogramlarinda sitoplazmik lipid damlaciklari (CLD) ve
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her bir grup icin 20 fare yetiskinlige ulastiginda tekrar tartilmis
ancak kontrol grubu ile transgenik grup arasinda istatistiksel
bir fark goriilmemistir.

Histolojik calismalarda ET-1 transgenik farelerde diisiik seviye-
de duktal bliylime, tikanmis alveoli ve diisiik genisleme kapasi-
tesi ile beraber artmis adiposit birikimi tespit edilmistir. Ayrica
alveol icinde sikismis bir sekilde bulunan sitoplazmik lipid dam-
laciklart (CLDs) ET-1 transgenik farelerde sekresyonal bir hasar
oldugunu goéstermektedir (Sekil 3).

Histolojik bulgulara ek olarak énemli st proteinlerinden WAP
gen ifadesinin hem gebelikte hem de laktasyon dénemlerinde
baskilanmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica beta kazein gebelik
sirasinda normal seviyede ifade gosterirken laktasyon periyo-
dunda ise ifadesi baskilanmistir (Sekil 4).

Sut Uretimi ve salgilanmasi ¢esitli ve karmasik bir dizi gelisimsel
ve fizyolojik tasima ve salgilama sireclerinden olusmaktadir.
Siki baglanti (tight junction) proteinlerinin sentezinde veya
reglilasyonlarindaki bir hasar sekresyon aktivitesine dogrudan
etki eder (13). Ayrica glukoz ve lipid transport sireclerindeki
herhangi bir olumsuz durum meme bezinde hizl bir sekilde et-
kisini sekresyonal hasar olarak gosterir. Bu siireglerin substan-
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siyal regiilasyonlart mRNA seviyesinde gerceklesmektedir (14-
17). Bu nedenle sekresyon hasarini daha iyi karakterize etmek
Uzere Claudin-8, GLUT-1, SREBF-1 ifade seviyeleri laktasyon 3.
glinde calisilmistir. SREP-1 ifadesinde ciddi bir artis gézlemlen-
digi icin bu genin ifade seviyesi ayrica gebelik 18. giin icin de
calisilmigtir (Sekil 5B).

Gebelik ve laktasyon dénemlerinde fare meme epitel hiicrele-
rinin terminal farklilasmasinda STAT5 aktivasyonu gerekmekte-
dir (3). Prolaktinin aktive ettigi STAT5 alveolar gelismenin yani
sira WAP gen ifadesini de saglar (13). Transgenik farelerde ge-
lisen sekresyonel hasarin ve baskilanmis WAP gen ifadelerinin
molekiiler mekanizmalarini daha iyi anlayabilmek icin STAT5
aktivitesinin nispi fosforilasyon seviyeleri imminblot teknikler
ve dansitometrik analizler ile incelenmistir.

Gebeligin 18. glintinde ve laktasyonun 3. gliniinde STAT5 pro-
teinin aktivasyonunda anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 6).

Gebelik sirasinda meme bezindeki epitel hiicrelerinin sekres-
yon 0zelligi kazanmasi icin gerekli fonksiyonel degisimde AKT
anahtar bir rol almaktadir (14). AKT ayrica laktasyon sirasinda
st sentezini diizenlemektedir (18).

B-Casein

Gebelik 18. giin

Goreceli ekspresyon seviyeleri

*
*
0 [ l -
WAP Beta-casein

Laktasyon 3. giin

Sekil 4. Onemli siit proteinlerinin géreceli gen ifade analizleri. A. Gebelik, B. Laktasyon dénemi kontrol grubunun ifade seviyesi
1 olarak diizenlenmistir (cizgili hat). *=p<0,05 (REST). Her bir grup icin n=>5.

s

N WA OO N ® ©
—

Goreceli expresyon seviyeleri

Goreceli expresyon seviyeleri

(=]

Claudin-8

GLUT-1
Laktasyon 3.giin

SREBF-1

SREBF-1
Gebelik 18.giin

Sekil 5. A. Laktasyon 3. giinde Claudin-8, GLUT-1 ve SREBF-1 gen ifade seviyeleri. B. Gebelik 18. glinde SREBF-1 ifade seviyeleri.
Kontrol grubunun ifade seviyesi 1 olarak diizenlenmistir (cizgili hat). *=p<0,05 (REST). Her bir grup icin n=5.
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Sekil 6. STAT5 protein ve fosforilasyon seviyeleri. Her bir 6rnek icin 25 pg protein ylklenmistir. B-actin yiikleme kontroli
olarak kullaniimistir. A. Gebelik 18. giin, B. Laktasyon 3. glin C. Her iki grup icin nispi fosforilasyon seviyeleri gosterilmektedir.
Dansitometrik calismada STAT5 nispi fosforilasyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 7. AKT proteini ve fosforilasyon seviyeleri. Her bir 6rnek icin 25 pg protein ylklenmistir. B-actin ylkleme kontroli
olarak kullaniimistir. A. Gebelik 18. giin B. Laktasyon 3. giin, C. Her iki grup icin nispi fosforilasyon seviyeleri gosterilmektedir.
Dansitometrik calismada AKT nispi fosforilasyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. D. Laktasyon
3. glinde AKT protein ifade seviyelerinde anlamli bir duisiis goriilmektedir. *=p<0,05 (Student’s t-test). Her bir grup icin n=4.

Bu fonksiyonel ve metabolik etkilere ek olarak, AKT, salgi epi-
tel hiicreleri icin bir hayatta kalma faktori gorevi gorir. Gen
ifadesi involusyon ile hizlica dusuis gosterir (19). Bu baglamda
sekresyon hasari gelisen transgenik farelerde AKT aktivasyo-
nu ve protein seviyeleri karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
(Sekil 7).

Her ne kadar nispi aktivasyon olarak AKT kontrol grubu ile bir
fark gostermiyor olsa da AKT'nin bu anlamli diistisii sekresyo-

nel hasarin bir sonucu olarak erken bir involusyon sirecinin
basladigini distindlirmstur (7). Bu baglamda involusyon bas-
langicinda anahtar rol oynayan STAT3 sinyal sistemini kontrol
ederek hipotezimizin saglamasi yapilmistir (Sekil 8).

ET-1 transgenik farelerde erken involusyonun bir kaniti ola-
rak STAT3 proteininin aktivasyonu tespit edilmistir. Ancak bu
aktivasyon sekresyon hasarindan dolayr mi yoksa STAT3 pro-
teinlerinin aktivasyonunda gorev alan diger baska involus-
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Dansitometrik calismada STAT3 nispi fosforilasyon seviyelerinde fark istatistiksel olarak anlamlidir. *=p<0,05 (Student’s t-test).

Her bir grup icin n=4.
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Sekil 9. STAT 3 aktivasyonundan sorumlu oldugu bilinen IL-6 ve LIF ifadeleri (sol laktasyon 3. glin) ve sagda gebelik 18. gtinde yiiksek
LIF ifade seviyesi. Kontrol grubunun ifade seviyesi 1 olarak dlizenlenmistir (¢izgili hat). *=p<0,05 (REST). Her bir grup icin n=5.

yon belirteclerinin ifade seviyelerindeki degisimden dolayi
mi oldugunun belirlenmesi gerekmekteydi. Bircok ¢alismada
IL-6 ve LIF sitokinlerinin STAT3'U aktive ettigi gosterilmistir
(7,19,20,21). Bu sayede ET-1 yiiksek ifadesi ile alakali bir ipu-
cu bulunabilecegi 6ngorilerek IL-6 ve LIF sitokinlerinin kar-
silastirmali gen ifade analizleri 6nce laktasyonun 3. glininde
test edilmistir. LIF geninin normalden 2,5 kat daha fazla sen-
tezlendigi tespit edilince, ayni calisma gebeligin 18. glini
icin tekrarlanmistir. Her iki farkli fizyolojik durumda da ET-1
transgenik farelerde LIF geni normalin Ustlinde bir ifade gds-
termektedir (Sekil 9).

TARTISMA

ET-1 transgenik fareler laktasyonel yetmezlik olarak adlandiri-
lan bir fenotip gelistirmistir. Bu hasar fareler dogum yaptiktan
hemen sonra ortaya ¢ikmistir. Dogumu takiben bircok 6li yav-
ru fare tespit edilmis ve makroskopik olarak transgenik yavrula-

rin karinlarinda siit olmadigi gézlenmistir. Bu durum laktasyo-
nel hasarin ilk belirtisi olmustur.

Bu calismada 6ncelikle endotelin sisteminin meme bezlerinde
aktif oldugunun tespit edilmesi hedeflenmistir. Sekil 1'de agik-
¢a goruldugu gibi endojen ET-1 ifadesi 8. hafta ergen farelerde
gozlenirken transgen ET-1 ifadesi sadece gebelik ve laktas-
yon donemlerinde ortaya ¢ikmistir. Endojen ET-1 ile transgen
ET-1 arasindaki bu fark genomik ET-1 klonunda bazi promotér
bolgelerin eksik oldugu ydniinde yorumlanabilir. involusyon
periyodunda da herhangi bir ET-1 sentezi tespit edilemedigin-
den dolayi calismamiz sadece gebelik ve laktasyon dénemleri
ile sinirlandiriimistir. Ayrica RT-PCR analizleri bu iki fizyolojik
donemdeki transgenik fareler icin toplam (fare ve insan) ET-1
ifadesinin kontrol grubu farelere goére yaklasik 6 kat arttigini
goOstermektedir. Bu durum bize yiiksek ET-1 ifadesinin meme
bezi lizerine etkilerini analiz etmemize olanak veren bir model
olusturmustur.
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Transgenik farelerde laktasyonel yetmezlik olarak ortaya ¢ikan
fenomeni teyit etmek lizere transgenik farelere kontrol grubu
yavru fareler foster edilerek kontrol grubu ile esit miktarda yavru
fare emzirme imkani saglanmistir. Sekil 2'de yeni dogandan lak-
tasyon sonuna kadar yavru farelerin bllyiimeleri gézlemlenmis-
tir. Baslangicta agirlik farki gézlenmemesine ragmen laktasyon
sonuna kadar transgen farelerden beslenen yavrular istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha dustik blytime gdstermislerdir.
Ayrica yetiskinlige erisen farelerin agirliklarinda istatistiksel ola-
rak anlamli bir fark gézlenmediginden dolayi genotipsel farkin
burada ayirt edici bir faktor olmadigi da gosterilmistir.

Laktasyonel hasar normal sartlarda olusmaz. Histolojik degi-
simler, metabolik veya sekresyon yollarindaki hasarlar sonucu
veya belli genlerin degisen regulasyonlari ile olusur. Bu hasar-
lar stit proteinlerinin transport mekanizmalarinin, tight juncti-
on fonksiyonlarinin, lipid metabolizmasinin veya ilgili genlerin
aktivasyonu sonucu hiicresel 6lim ile gerceklesir.

Sekil 3'te de anlasilacagi gibi transgenik farelerde sekresyon
hasari gérilmektedir. Bu durum ilk siitte yer alan ve emzirme
ile alveolar gelismeye sebep olan CLD’lerin alveollerin icinde
sikisik kalmasi ile ortaya ¢cikmaktadir (22).

Sekresyonun baglamasi ile st proteinlerinin ifadesi de artar
(14). Sekil 4'te yliksek ET-1 ifadesinin WAP sut proteini ifadesini
hem gebelikte hem de laktasyon periyodunda kuvvetli bir sekil-
de baskiladigi tespit edilmistir. Bu durumu teyit etmek icin lak-
tasyon veya gebelik fizyolojisini taklit edecek bir hiicre kiltdra
bulunmamaktadir. Ancak WAP knockout fare modellerinde de
laktasyonel hasar oldugu Tripplett ve arkadaslari tarafindan be-
lirtilmistir (23). Ote yandan beta kazein ifadesi gebelikte normal
bir seviyedeyken laktasyonda diisis gostermistir. Bu disus sek-
resyonel hasara bagli bir gelisme olarak yorumlanabilir. STAT5,
WAP ve beta kazein ifadelerinde kritik bir role sahip olmasina
ragmen (24) transgenik farelerde STAT5 aktivasyonunda her-
hangi bir degisime rastlanmamistir (Sekil 6). Bu durum ET-1'in
STAT5'ten bagimsiz bir sekilde WAP ifadesine etki ettigini gos-
terir. Ayrica STAT5 aktivasyonuna ragmen beta kazeinin ifadesi-
nin diismesi bu iki protein icin de STAT5 aktivasyonundan farkli
bir mekanizma ile regiile oldugunu ortaya koymaktadir.

Laktasyon sirasinda glukozun kandan alveoliye tasinmasi ve
oradan laktoza donUstlrillp site aktariimasi cok 6zel bir sU-
rectir. Bu suirecteki hasarlar sekresyon hasari olarak ortaya cikar.
Bu baglamda GLUT-1 en ¢ok calisiimis glukoz trasport proteini-
dir (22). Benzer bir sekilde Claudin-8 proteini tight junctionlarin
kompozisyonlarinin diizenlenmesinde ve gen regiilasyonunda
gorev alir (25). Her iki protein icin transgenik farelerde anlaml
bir fark bulunmamistir. SREBF-1 yag asitleri ve kolesterol biyo-
sentezi icin kritik bir regulator proteindir (19,22). Sekil 5'de g6-
rildugl gibi SREBF-1 ifadesi laktasyonda 9 kat artis gdstermis-
tir. Ancak ayni artis gebelikte goriilmedigi icin bu artis yliksek
ET-1 ifadesi ile iliskilendirilememektedir. Ote yandan AKT akti-
vitesi 6zellikle SREBF-1 gen ifadesini regiilasyonunu saglayarak
lipid metabolizmasini kontrol eden dnemli bir proteindir (19).
AKT'nin 6zellikle gebelik ve laktasyon donemlerinde regtilasyo-
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nunun arttigi bilinmektedir (26). Sekil 7'de transgenik fareler-
de AKT aktivasyonu bakimindan kontrol grubuna gore bir fark
bulunmamaktadir. Bu baglamda SERBF-1 in 9 kat artisinin se-
bebi salgilanamayan CLD’lerden kaynaklaniyor olabilir. Ancak
ilging olarak AKT protein ifade seviyesi laktasyon periyodunda
anlamli bir disus sergilemektedir (Sekil 7D). Bu durum erken
involusyonun bir habercisidir.

involusyon daha énce de bahsettigimiz gibi meme bezinin
laktasyon periyodundan laktasyon olmayan periyoda gegisidir.
Meme bezlerinde involusyon iki fazda gerceklesir. ilk faz geri
donlisiimltdir ve lokal faktorlerin birikimi ile karakterize edilir
(27).

Transgenik farelerde histolojik olarak fokal erken involusyon
tespit edilmistir. Pro-apoptotik faktorlerin ifadesi her ne kadar
artis gosterse de stit emme devam ettigi icin bu durum geri d6-
niisimlu olarak bir stire devam eder. St emmenin bitmesi ya
da sit ttkanmasi ile hizh bir sekilde involusyon sirecinin ikinci
ve geri donuisimi olmayan fazina gecilir. Bu stireci meme be-
zinde kontrol eden baslica protein STAT3'tlr. Sekil 8'de trans-
genik farelerde STAT3 aktivasyonu laktasyon sirasinda tespit
edilmistir. Bu transgenik farelerin erken involusyona gectigini
dogrulamaktadir.

STAT3'Un en temel aktivatorlerinden biri olarak bilinen LIF pro-
teini ifadesinin gebelik ve laktasyon doneminde nerdeyse tespit
edilemeyecek seviyelerde sentezlendigi bilinmektedir (28). ET-1
transgenik farelerde LIF proteini ifadesi gebelik ve laktasyon do-
nemlerinde anlamli bir sekilde artis géstermektedir (Sekil 9). Ote
yandan IL-6'nin ifadesinde herhangi bir degisim saptanmamistir.
Bu durum ET-1'in LIF ifadesi Gizerinde etkisi oldugunu goster-
mektedir. Belki de bu nedenle fenotip olarak diger transgenik
modellere gore ET-1 transgenik model daha agir bir laktasyonel
hasar gostermektedir. Bu bulgu ET-1 ile LIF arasindaki etkilesimin
in vitro analizlerinin yapilmasinin ve bu molekiiler mekanizma
hakkinda daha ayrintili calisma yapilmasinin éniinii agmaktadir.
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