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הגדלת מספר תאי הגזע בבלוטת החלב של בקר על ידי החדרת   0060-04-20לתוכנית  תקציר מדעי 

 רפמיצין דרך הפטמה לתקופה מוגבלת כדרך לשיפור התפתחות ויצרנות הבלוטה

המרכיב תאים בזאליים ולומינליים שהם ינים לי: תאי גזע אפיתליאליים בבלוטת החלב מתמהצגת הבעיה

היא שמספר תאי גזע  בבסיס המחקרההיפותיזה  בבלוטה. הסינתיזה וההובלה של החלב ערכתמשל  הבסיסי

נמצא בקורולציה להתמדה בתחלובה גבוהה בבקר, שכן תאים אלה ממשיכים להתמיין לתאים יצרניים אשר 

, בחנו חודשים 3בעגלות בנות מחליפים את אלו שמתים משך התחלובה ומפסיקים לתרום ליצור החלב ומרכיביו. 

 mTOR מתודולוגיה של החדרת רפמיצין דרך הפטמה למערכת הולכת החלב לעיכוב בי פאזי של פעילות 

שתוצאתו האפיתליאליים גזע הצמי של תאי עקצב החידוש האת  רילהגבזאת במטרה בתאים הגובלים בלומן. 

  שיפור בהתפתחות ופעילותה היצרנית של הבלוטה. הצפויה הינה

למערכת הובלת  ת הרפמיציןהחדרידי  לבבלוטה לרפמיצין עהפרנכימה חשיפת שיטה ל מיסדנו :שיטות העבודה

, flow cytometryב אפיתליאליים בחנו את השפעת הטיפול על חידוש עצמי של תאי גזע החלב המתפתחת. 

ובאנליזת ביטוי גנים. את מורפולוגית הרקמה וביטוי חלבונים בחנו על ידי לאורך זמן באנליזת חלוקת תאים 

. השפעות הרפמיצין immunohistochemistryו  hematoxylin & eosin ,immunofluorescenceהגבה על 

. בנוסף, השתמשנו באורגנואידים בתרבית לבחינת השפעת PCNAעל חלוקת תאים נבחנו על ידי הגבה עם 

 ביטוי חלבוני חלב במנותק מהרקמה.רפמיצין על 

שהוחדר פעם  לאחר טיפול בן שלשה שבועות ברפמיצין  50% -דוכאה בכ mTORפעילות  :תוצאות עקריות

גדל מספר תאי הגזע הלא  כתוצאה, או מורפולוגית הרקמה. β-caseinסינתיזת . זאת ללא השפעה על ביומיים

לאחר טיפול בן ארבעה ימים באסטרוגן ממוינים כפי שעולה מאנליזת קיום תאים בתרבית וביטוי סמנים. 

נקבע קצב פרוליפרציה מוגבר בבלוטות שטופלו ברפמיצין. לטיפול ברפמיצין היתה  ,ופרוגסטרון לדימוי הריון

אזור לקרובות אים לומינליים בצינוריות קטנות הובמיוחד על תהשפעה מגברת על חלוקת תאים בזאליים 

לרפמיצין נמצאה השפעה חיובית על חלוקת תאים  ן. זאת בהשואה לצינוריות גדולות בההחדירה לסטרומה

הטיפול ברפמיצין גם גרם לשיפור בביטוי חלבוני חלב, אשר נמצא בקורולציה הפוכה לרמת  לומינליים בלבד.

 אלה. הביטוי האנדוגנית של חלבונים

הינה שיטה שבועות  3למשך החדרת רפמיצין לבלוטת החלב של בקר  :מסקנות והמלצות לגבי יישום התוצאות

בהמשך  חידוש העצמי של תאי הגזע.ה בבתאים אפיתליאליים ולהגברת קצ mTORאפקטיבית לדיכוי פעילות 

 ,יצור גבוה יותר של חלבוני חלבבבלוטה ולאורך זמן בקצב חלוקת תאים אפיתליאליים לטיפול זה צפויה הגברה 

לתוצאות שהתקבלו במחקר זה ובמחקר קודם  יחסבמיוחד בחיות בהן פוטנציאל היצור נמוך יחסית. בהת

יעילות הטיפול ברפמיצין על יצור החלב ומאפיניו במבכירות על אנו ממליצים לבחון את  שהתמקד במודל עכברי,

 בתקופת היובש שלפני ההמלטה.על ידי טיפול  ובפרותסוף ההריון בשבועות  3ידי טיפול בן 
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 מבוא

התפתחות ופעילות : הפרשת חלב וחשיפה לסרטן השד קידמו את חקר ביונקים שני מאפיינים של בלוטת החלב

לשני  ובקידום הרפואה האנושית.בלוטת החלב לשני כוונים נפרדים העוסקים בשיפור התחלובה במעלי גירה 

תאי הגזע הנמצאים בראש ההיררכיה התאית בבלוטה. למרות העדר אפיון  –כוונים אלה גורם משפיע משותף 

לאחר  (1)של העכבר תאי הגזע בבלוטת החלב  למורפולוגי וחילוקי דעות בדבר יכולתם המולטיפוטנטית של כל

שכבות הבזאלית והלומינלית הינם המקור להתפתחות התאים אלה אין ספק כי (, (2))אך לא ההומנית )הלידה 

  גם מאפשרים את התחדשותה בין תחלובות. םשל האפיתליום בבלוטה. ה

אז פריצת הדרך שהראתה את יכולתו של תא מהתקדמות רבה נרשמה בחקר תאי גזע בבלוטת החלב העכברית 

: הפרדה (4 ,3)ומה השומנית רגזע אחד או תאים בודדים ליצור בלוטה שלמה ומתפקדת לאחר השתלה לסט

ואולי  (7, 6) אוכלוסיות תאים חדשות אופינו, (7 ,6)סמנים חדשים נקבעו  ,(5) דווחהטובה יותר מתאי אב 

אוכלוסית תאי גזע אוניפוטנטיים בעלי כושר חידוש עצמי התגלתה בבלוטה הבוגרת אשר ביחד עם  - החשוב מכל

 .(8) פוטנטיים משמרת את המורפוגנזה וההומאוסטזיס בבלוטת החלב בוגרת של העכבר-אוכלוסית תאי גזע  בי

אוכלוסיה קטנה  בבלוטת החלב של הבקר הינה איטית הרבה יותר. עההתקדמות בחקר תאי גז ,לעומת זאת

לא ניתן בפועל אך , (10)ינו יוסמנים להתמינותה אופ Flow cytometry (9)יתנת להעשרה ב נאמנם ויחודית זו 

. רק לאחרונה הדגמנו את יכולתה ליצור מבנים מיצגים של בלוטת חלב מבקר Linage tracingלעקוב אחריה ב 

סטרומה של הבלוטה העכברית בחיות מדוכאות חיסונית המקוימת בתוך ה מבקר תלה לסטרומה שלאחר ה

(11).   

הגדלת מספרם של תאי גזע בהקשר לשיפור יצור החלב בבקר, ההיפותיזה העומדת בבסיס מחקר זה הינה כי 

אשר פצות מבחינה מספרית על מותם של התאים הלומינלים היצרניים מתמיינים בתחילת התחלובה עשויה ל

נסיונות ראשוניים בחיות משק  את הירידה בתנובת החלב ההגרמת בשל כך.בכך למתן ו (12)אינם מתחדשים 

 5לעגלות משך על ידי החדרה תוך עטינית של קסנתוזין למשך  USDAלהגדיל את מספר תאי הגזע בוצעו ב 

פעילות טלומרזות בבלוטה בו  BrdU-labelled retaining cells -מספרם של ההחוקרים דווחו על ב .(13) ימים

במעבדתנו לא הצלחנו לשחזר את התוצאות שדווחו . עם זאת, העצמי של תאי גזעחידוש הוכחה לשיפור בכ

תוך שימוש בשיטות מתקדמות  ,ובפיסות פרנכימה מבקר אשר קוימו בסטרומה העכברית. זאתבמודל עכברי 

ורם לדיכוי משמעותי בחלוקת תאים ג. בנסיונות אלה גם גילינו שהקסנתוזין (14)יותר של אפיון תאי גזע 

 .Guanineאנזים חיוני ליצירת  – IMPDHאפיתליאליים בבלוטה כנראה בגלל עיכוב פעילות 

. תאים אלה (15)מביאה לעליה במספר תאי הגזע במעי  (Calorie restriction, CR)יה הגבלת אספקת אנרג

מגיבים לסיגנל פאראקריני שנשלח אליהם אינם מסוגלים לחוש באופן ישיר את הירידה באספקת האנרגיה ו

אשר גורמת להפרשת  mTORמתאי פנט השכנים. התנאי ליצירת הסיגנל בתאי פנט הוא ירידה בפעילות 

cADP ribose של פעילות  אשר בתורו משפיע על תאי גזע לחידוש עצמי. עם זאת חשוב לציין כי עיכוב מוחלט

mTOR   (16)מדכאת חידוש עצמי על ידי רפמיצין בתאי הגזע עצמם. 
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על בסיס  .בבלוטת החלב  להגברת החידוש העצמי של תאי גזע אמינהדרך  בחנו ,בעבודת מחקר קודמת

שבועות על  3משך ( mTOR)מעכב ברפמיצין תוצאות המחקר במעי, חקרנו את תוצאות אדמניסטרציה של 

של רקמת פרנכימה מעטין בקר  (implants)שיפור החידוש העצמי של תאי גזע בבלוטה העכברית ובשתלים 

ביטוי חלבוני חלב מסוימת גם בנות הדגימו שיפור בהתפתחות הבלוטה ובמידה ושקוימה בסטרונה עכברית. הנסי

בלוטת החלב של ל הנסיונית של המערכת  scale upלבצע הצענו במחקר הנוכחי על בסיס ממצאים אלה  .(17)

בחינת השפעת החדרה יומית של רפמיצין למערכת הובלת החלב מטרת המחקר: נקבעה  ,. בהתאםבקר

ימים על השינויים במספר תאי הגזע ועל התפתחותה ופעילותה היצרנית של  21בבלוטת החלב של עגלה משך 

יציאתו של החוקר הראשי לגמלאות, הותאם פרויקט מגבלות אדמניסטרטביות הנובעות מלאור  .הבלוטה

 אחת ליומיים,חדשים ) 3אנו מדווחים כי החדרת רפמיצין דרך הפטמה לעטין של עגלות בנות  .ההמחקר לשנ

בבלוטה, גם באזורים המרוחקים מהפטמה. והבזאליים  אכן השפיעה על התאים הלומינלייםשבועות(  3 משך

ה על המורפולוגיה של ע. זאת ללא השפmTORהמהווה סמן לפעילות  S6בזרחון   50% -התקבלה ירידה של כ

שטופלו באסטרוגן ופרוגסטרון לחיקוי מצב  עגלותבהמשך נמצא ב .β-caseinהבלוטה או על ביטוי חלבון החלב 

של הריון שיפור בקצב חלוקת התאים האפיתליאלים באופן מותנה בסוג התא ובריחוקו מאזור חדירת הצינורית 

. לרפמיצין נמצאה גם השפעה חיובית על יצור (Terminal ductal lobulo alveolar unit, TDLU)לסטרומה 

   זאת במתאם הפוך לכושרה האנדוגני של הבלוטה לבטא חלבונים אלה.uחלבוני חלב 

 

 עיקרי הניסויים ותוצאות המחקר

 שיטות וחומרים:

בסיום  חודשים מזן הולשטיין. 3עגלות בנות בניסוי שמשו : ואופן הטיפול ברפמיצין אשר שימשו במחקר עגלות

 העטין כולו הוסר. .T-61על ידי החדרה תוך ורידית של  נקטלוטושטשו והניסויים, בלוטות שטופלו סומנו והעגלות 

 10%פוליאתילן גליקול ו  10%סטרילי שהכיל  PBS -בהחומרים שהוחדרו לבלוטות החלב )להלן עטין( הומסו 

Tween 80 22ן לבקטטר פוליאתימ"ל התבצעה תוך שימוש  2. החדרת הממס בנפח שלG   שנחתך לאורך של

 קידמית ואחוריתהטיפול ברפמיצין התבצע על ידי החדרתו לשתי בלוטות,  ללא הרדמה או טשטוש. ס"מ 1.5

 בצד אחד של העטין והחדרת הממס לבלוטות אלה בצד השני. 

ימים. האסטרוגן הומס באתנול ונמהל  4במשך  מתחת לעוראסטרוגן הוזרק טיפול באסטרוגן ופרוגסטרון: 

והריכוז הסופי של  מ"ל 2לפני ההזרקה. נפח ההזרקה היה PEG-400  10%  -ו Tween-80 10%    -ב

בשמן  ימים. הפרוגסטרון הומס  4במשךמתחת לעור  . פרוגסטרון הוזרקmg/kg per day 0.1 האסטרוגן היה 

 .מ"ל 2 ההזרקה היה . נפח 0.25mg/kg/dayוהוזרק בריכוז של שומשום 

על ידי  הרקמות נקצצו ועוכלו אנזימתית ,לאחר הוצאתן מן החיות אורגנואידים מבלוטת חלב בקר:הפקת 

 . FBSב  10%DMSOהרקמה המעוכל חלקית הוקפאה ב . טריפסין
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 96תאים/באר בפלטה של  10,000תאים בודדים נזרעו בריכוז של אנליזת חלוקת תאים בזמן מוגבל בתרבית: 

 -ו 95%, בתנאי לחות של 37°Cבאינקובטור בטמפרטורה של  mammary mediumבארות. התאים גודלו ב 

2CO 5% . 

ונהפך  מהאזור הפרנכימטי של בלוטת החלבהופק  Real Time PCR :RNAמרקמה ותגובת  RNAהפקת  

 DNA-זו, כימות ה. בשיטה Quantitative Real Time PCRכימות רמת ביטוי הגנים בוצע  בשיטת  .DNAל

-נעשה העזרת פרימרים מתאימים על ידי קריאת כמות צבע פלורסנטי המצטבר ב  PCR -המוגבר בריאקציית ה

DNA  הדו גדילי במהלך הריאקציה. כימות תוצרי ה-PCR  נעשה ביחס לגן הביקורתeIF4E . 

. כמות קבועה עברה RIPA buffer: חלבונים הופקו מרקמה קבועה תוך שימוש ב immunoblotהפקת חלבון ו 

. החלבונים הועברו לממברנה והוגבו על הנוגדנים המתאימים. סיגנל התקבל בריאקציה על SDS-PAGEאנליזת 

 ססובסטרט כימולומיניסנטי.

. הוצאת המים 4°C -למשך לילה ב Bouinשתלי בקר ובלוטות חלב עכבריות קובעו בתמיסת קיבוע רקמות: 

רקמה בוצעה על ידי סדרת שטיפות בריכוזים עולים של אתנול. הרקמות הוצללו על ידי קסילן וקובעו בבלוק מה

 במיקרוטום. 5µmפרפין. הדוגמאות בפרפין נחתכו לחתכים בעובי 

שיטה זו שימשה להדגמת מורפולוגית הרקמה. לאחר הסרת הפרפין : Hematoxylin & Eosin (H&E)צביעת 

. החתכים Acid alcohol -למשך דקה, נשטפו במי ברז ולאחר מכן נשטפו ב  Hematoxylin -נצבעו החתכים ב

 על בסיס קסילן וזכוכית מכסה. dPXאתנול וקסילן, כוסו בדבק  -במשך דקה וחצי, נשטפו ב Eosin -נצבעו ב

עדו שיטות אלו נו: Immunofluorescence -ו Immunohistochemistryקביעת ביטוי חלבונים בשיטות 

לזיהוי מיקום, ביטוי ופעילות חלבונים נבחרים ברקמה ובתרביות תאים על סמך תגובתם עם נוגדנים ספציפיים. 

לאחר הסרת הפרפין מהרקמה, עוכבה פעילות פרוקסידאזות אנדוגניות   ,Immunohistochemistryבשיטת 

הרקמות עברו  Goat serum .עם  ונחשפו האנטיגנים. חסימת קישור בלתי ספציפי ברקמות נעשה על ידי הגבה

זיהוי  Immunohistochemistryאינקובציה למשך לילה עם נוגדן ראשוני, נשטפוו הוגבו עם נוגדן שניוני. בשיטת 

. HRP -המכיל נוגדן שניוני המוצמד ל  N- Histifine הנוגדן הראשון בוצע על ידי הגבת הרקמה עם ריאגנט 

זיהוי  Immunofluorescence. בשיטת Diaminobezidine (DAB)טרט הסיגנל נוצר לאחר תגובה עם הסובס

נוגדן ראשוני עם נוגדן שניוני מתאים המוצמד לצבע -הנוגדן הראשון בוצע על ידי הגבת הקומפלקס אנטיגן

 .DAPIפלורסנטי. גרעיני התאים  הוגבו עם 

עברו פיקסציה על זכוכית נושא  3mm 0.5פיסות רקמה שגודל של כ : wholemontsאנליזה מורפולוגית של 

 . הרקמה נסקרה בבינוקולר וצולמה.Carmine red והוגבו עם 

קביעת מיקום התאים בהיררכיה התאית והשפעת הטיפולים על מספרם היחסי של . Flow cytometryאנליזת 

וגים של מכון במחלקה לשירותים ביולAria III במכשיר  Flow cytometryהתאים בכל אוכלוסיה בוצע באנליזת 

בוצע תוך  Lin-ויצמן. להפרדת האווכלוסיות השונות השתמשנו בנוגדנים ממבאנליים מסומנים פלורוסנטית. 

, על פי המלצות היצרן. המידע הנאסף נותח והוצג בעזרת Mouse mammary enrichmentשימוש בקיט 

 .FlowJoהתוכנה 
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 תוצאות

שלשה חודשים מהרפת  עגלות בנות. עגלותעטין רפמיצין לשל תוך פיטמטית  הביסוס השיטה של החדר

הנסיונות בבית דגן נבחרו לקביעת השפעת רפמיצין על חידוש עצמי של תאי גזע פרנכימתיים. שיטה ההחדרה 

התוך פיטמתית מבוססת על חשיפת התאים הפרנכימתיים לממס הליפופילי )המכיל את החומר הפעיל( אשר 

זו החדרה . אלה משמשות כתחליף לצינוריות ונימי הדם בטיפול סיסטמי. שיטה מוחדר דרך צינוריות החלב

 side effectsממוקדת יותר, חוסכת בחומרים המוחדרים בהשואה לטיפול סיסטמי ואינה חושפת את החיה ל 

הנובעים מהשפעת הטיפול על איברים אחרים. הבעיה העיקרית הינה חשיפת כלל הרקמה הפרנכימתית )תמונה 

1A והתאים האפיתליאליים שבתוכה לחומר המוחדר. לאישור, השתמשנו בסמן הכחול )Evans blue  אשר

מ"ל דרך הפטמה. שלש שעות לאחר ההחדרה, הוקרבה החיה, העטין הוסר  2הומס בממס והוחדר בנפח של 

קמה זו מפיסות ר Wholemounts(. 1Bורקמת הפרנכימה צבועה בכחול התגלתה לאחר חיתןך מתאים )תמונה 

הציגו מבנים אפיתליים אשר לתוכם חדר הצבע הכחול כהוכחה לכך שאכן החדרת  Carmine redשהוגבו עם 

(. בהמשך, נבחנה השפעת 1Cחומר המומס בממס הליפופילי מגיע לאפיתל הנמצא בקצה הצינורית )תמונה 

טת החלב של שתי חיות בשני . רפמיצין הומס הממס הליפופילי והוחדר לבלו mTORרפמיצין על עיכוב פעילות 

(. בסיום, נקטלו החיות והעטין הוסר להמשך האנליזות. 2Aתמונה  -שעות )לפרוצדורה  48או  24ריכוזים למשך 

)מדד לפעילות  S6(. פוספורילציה של 2B-F ותלטיפול ברפמיצין לא נמצא אפקט על מורפולוגית הרקמה )תמונ

mTORנבחנה בשיטות )  immunoblot ו- immunohistochemistry   תמונה(1D  1ותמונותE-L .בהתאמה ,)

באזורים הקרובים והרחוקים מהפטמה, אשר נקבעה לאחר  pS6 ביטויניתן לראות ירידה ב (1D, E-L) ותמתמונ

(. יש לציין כי 2ללא אפקט על מורפולוגית הרקמה )תמונה  . זאתmg/2ml 8.28החדרת רפמיצין ברמה של 

 עצמי בתאי הגזע עצמם. החידוש הכדי שלא לדכא פעילות  pS6 -ביטויה מוחלטת בחשוב היה להמנע מיריד

 mg/day 8.28)שבועות ברפמיצין  3על בסיס אינפורמציה זו הועמד ניסוי חדש לקביעת השפעת טיפול בן 

every other day לקביעת השפעת דיכוי בפעילות ) mTOR  על חידוש עצמי של תאי גזע בבלוטת החלב

בכל עגלה משתי העגלות שהשתתפו בניסוי טופלו שני רבעים של העטין )קדמי ואחורי( בממס בלבד   .(3 )תמונה

( ללא 3AB)תמונה  S6בזרחון  53%והשניים האחרים טופלו ברפמיצין. בתום הטיפול  אכן התקבלה ירידה של 

(. אנליזה 3Dתמונה ( או במורפולוגיה של הרקמה ) 3C)תמונה β-caseinשינוי בסינתיזת חלבון החלב 

אכן מתרחשת בתאים האפיתליאליים של רקמת  mTORאימונוהיסטוכימית אישרה כי הירידה בפעילות 

 Flowלא ניתן היה לבצע אנליזת מסיבות טכניות,  (.3EFללא שינוי בסינתיזת הקזאין )תמונות   הפרנכימה

cytometry  ת. לכן, רקמת הפרנכימה מכל אחת מיד לאחר קטילת העגלולקביעת שינויים במספר תאי הגזע

-ו  CD24   -עד להפקת תרחיף תאים וסימונם ב -C080מהבלוטות עוכלה לאורגנואידים אשר הוקפאו ב 

CD49f    הקשורים לפלאורופורים שונים. רמת שרידות נמוכה יחסית של התאים לאחר ההקפאה ונדירות של

 נפרד באנליזה גרמו לכך שלא ניתן היה  אשר איננה ממוקמת באזור (1%>)אוכלוסיית תאי הגזע 

(. לכן, בחרנו לקבוע את 4לזהות שינוי משמעותי במספר תאי בגזע בהשפעת הטיפול ברפמיצין )תמונה 

 .(17, 9)השינויים במספר תאי הגזע בשיטה עקיפה שהוכיחה עצמה כאמינה ביותר בעבודות קודמות 
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. מורפולוגית A. באזור הפרנכימתי S6. החדרת רפמיצין דרך הפיטמה לתוך העטין מדכאת זרחון 1תמונה 
דרך צינוריות החלב ברקמה.  Evans blue. התפשטות P-parenchyma ,S-Stroma .Bar= 2cm  .Bהרקמה. 

Bar = 1.25 cm .(C) Wholemounts  מפיסות רקמה בהן ניתו לקבוע את חדירתEvans blue  לתוך המבנים
. אימונובלוט המדגים ירידה Bar= 1mm .Dהאפיתליאליים בקצה הצינורית כבר לאחר שתי שעות מההזרקה. 

ברקמת  pS6. אנליזה אימונוהיסטוכימית של ביטוי E-Gשעות לאחר הטיפול ברפמיצין.  48או  pS6  24בביטוי 
לאחר החדרת  F  . לאחר טיפול בממס בלבד.Eשעות לאחר הטיפול באזורים הקרובים לפטמה.  24הפרנכימה 

 pS6 ,48אנליזה אימונוהיסטוכימית לביטוי  H-L. (mg 8.32)לאחר החדרת רפמיצין  . G. (mg 4.16)רפמיצין 
. לאחר החדרת I. לאחר טיפול בממס בלבד. Hים קרובים ורחוקים מהפטמה. שעות לאחר הטיפול באזור

. לאחר K. אזור קרוב לפטמה. (mg 8.32). לאחר החדרת רפמיצין J. אזור קרוב לפטמה. (mg 4.16)רפמיצין 
  . אזור רחוק מהפטמה.(mg 8.32)לאחר החדרת רפמיצין  L. אזור רחוק מהפטמה. (mg 4.16)החדרת רפמיצין 
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שעות אינו  48טיפול ברפמיצין משך  .2תמונה . 
. אופן A  משפיע על מורפולוגית בלוטת החלב.

. לטיפול ברפמיצין B-Fהטיפול בבלוטות השונות. 
 גית הרקמהולושעות אין השפעה על מורפ 48משך 

 .Bar = 50µm. באזורים קרובים ורחוקים מהפטמה
 
 

 

 

 

 

 

 

 

. טיפול בן שלשה שבועות ברפמיצין מדכא 3תמונה 
ללא השפעה על המורפולוגיה של  mTORפעילות 
המראה כי טיפול ופיענוכו . אימונובלוט A-C. הרקמה

-βללא השפעה על ביטוי  pS6ברפמיצין מדכא ביטוי 
casein . Dה לטיפול ברפמיצין על ע. לא אובחנה השפ

אנליזה אימונוהיסטוכימית  .E-Fמורפולוגית הרקמה. 
 בתאים  S6המאשרת כי את דיכוי הפוספורילציה של

אפיתליאליים ללא השפעה על סינתיזת קזאין, 
 .Bar = 50 µmבהתאמה. 
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לקביעת תאי גזע אפיתליאליים  flow cytometry. אנליזת 4תמונה 
 תאי גזע. – MRU. בבלוטת החלב של בקר

 

 

 

 

 

שיטה זו  מבוססת על הקשר בין מספר תאי בגזע ברקמה ושרידות תרבית שהוכנה מרקמה זו. כפי שניתן לראות 

בתחילת התרבית נקבעה עליה משמעותית בתאים מבלוטות הביקורת אשר משקפת חלוקת תאים  ,5Aמתמונה 

לתרבית, מספר התאים מבלוטות  30יום במומינים או ממוינים חלקית. עליה זו נמנעה על ידי הטיפול ברפמיצין. 

ובהמשך התהפכה המגמה לעליה במספר התאים מהבלוטות שטופלו  פלו ברפמיצין השתווהוהביקורת ואלו שט

עליה זו משקפת  בסיומה. 2.6לתרבית, בהתאמה( ועד לעליה של פי  52ו  37בימים   1.4ו  1.15ברפמיצין )פי 

 מספר גדול יותר של תאי גזע ברקמה המטופלת.

. עם זאת בעבודות קודמות דווח על מספר מוגבל (10, 9) לא נקבע סמן יחידי לתאי גזע בבלוטת החלב ,צערנול

 ים יותר ממוינותבהשוואה לאוכלוסיות תאמבקר ומרקמה הומנית של גנים אשר ביטויים גבוה יותר בתאי גזע 

בבלוטות המטופלות ברפמיצין  (8-20%)כל הסמנים הללו אכן התבטאו ברמה גבוהה יותר  .(18, 11, 10)

אשר הינו סמן לתאי אב לומינליים ואשר התבטא ברמה נמוכה יותר. בגלל  Stat5a(. זאת בניגוד ל 5B)תמונה 

 לא נקבעו.  (P < 0.05)השונות הגבוהה בין הביטוי בבלוטת הבדלים סטטטיסטיים ברמה של 

 

שבועות  3טיפול ברפמיצין משך . 5מונה ת
זע מגביר מאפייני חידוש עצמי של תאי ג
 A.אפיתליאליים מבלוטת חלב של בקר. 

אנליזת חלוקת תאים בתרבית מבלוטות 
: Insetמטופלות ברפמיצין ושאינן מטופלות. 

. אנליזת ביטוי Bאנליזה ביום האחרון לתרבית. 
 ,notch1, Jagged1, Delta1)סמנים לתאי גזע 

LGR4, LGR5 ולתאי אב לומינליים )(Stat5a). 
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 .המשךבניסוי נבחנה לעיל בניסויים שהוזכרו בתום הטיפול ברפמיצין העליה במספר תאי הגזע שנקבעה תוצאות 

ממס בלבד. בתום ב שתייםטופלו שתי בלוטות ברפמיצין ו עגלה,בכל  .חודשים 3עגלות בנות  3לניסוי זה נבחרו 

באסטרוגן נוספים ימים  4טופלו החיות משך ימים,  5ולאחר פסק זמן של  ( אחת ליומייםשבועות של טיפול ) 3

על ידי הועדה לניסויים בבעלי חיים  ההוגבלאלו הטיפול בסטרואידים  תקופתטרון לדימוי מצב הריון. סופרוג

בסיום  .(19) חלקת תאים בבלוטה והטיפול בוסס על דווח שארבעה ימי טיפול בסטרואידים אלה מספק להשראת

 הניסוי החיות נקטלו והעטין הוסר להמשך בדיקות.

המטופלות ת חלב והדגימו מבנה אופיני של רקמת פרנכימה בבלוט סנטיתפלורוהיסטולוגית ואימונו ותאנליז

ית לאאשר שכבת התאים הבזכאפיתליאלי בגדלים שונים, ממוצא צינורות . נראו ומקבוצת הביקורתברפמיצין 

בלוטות מטופלות לשאינן לא נראה הבדל מורפולוגי בין שתי . CK18והשכבות הלומינליות עם  αSMAמגיבה עם 

אישרה כי אין השפעה  (Tuckey Kramer, means comparison)אנליזה סטטיסטית  (.6AB ות)תמונמטופלות 

, )לא מודגם(  בלוטה אינדיוידואלית על מספר התאים ברקמה או היקף הצינוריותהחיה אינדיוידואלית או הם גורל

אפיון מדויק יותר של הבלוטה הנחקרת בוצע על מנת להבין את כוללת.  הזאנליהכללתם באפשר זה ממצא 

מיקרומטר. אנליזה זו  51.35-191.8מסיבות אבחנתיות נסקרו צינוריות בקוטר השפעת הטיפול ברפמיצין. 

מ חודשים מכילה צינוריות המורכבות בממוצע  3גלה בת עהראתה כי רקמת הפרנכימה של בלוטת החלב של 

)תמונה  מיקרון 350אשר ביחד מרכיבים צינורית בהקף ממוצע של  מיואפיתליאליים /תאים אפיתליאליים 84

(6C.  25%מרבית התאים בצינורית הינם תאים לומינליים ואילו התאים המיואפיתליאליים/ בזאליים מהווים רק כ 

מבחינה מורפולוגית התאים המיואפיתליאליים קרובים יותר אחד לשני  מכלל התאים המקיפים את הצינורית.

 קטןבהקף הצינורית הגדולה בהשואה לצינורית קטנה )צינורית קטנה קרובה יותר לאזור הגדילה וקוטרה הוגדר כ

 תחלקות, חתכים מדגימות בלוטותה בלקביעת קצ. (6Dתמונה , מיקרון. ההפך נכון ביחס לצינורית גדולה 100מ 

מכלל התאים הלומינליים/בזאליים נמצאו בחלוקה. קצב  45%כ  .(7AB)תמונה PCNA החלב השונות הוגבו עם 

 (.6E מזה של התאים הלומינליים )תמונה 26%החלוקה של התאים הבזאליים היה גבוה ב

 28% (. קצב חלוקת התאים היה גבוה ב6Eאנליזות נפרדות בוצעו עבור צינוריות גדולות וקטנות )תמונה 

בצינוריות הקטנות בהשואה לגדולות , בעיקר בגלל קצב חלוקה גבוה יותר של התאים הלומינליים שהיה גבוה ב 

, . יש לציין כי בצינוריות הקטנות לא נמצא הבדל סיגנפיקנטי בין קצב החלוקה של תאים בזאליים ולומינליים31%

בהשואה לקצב החלוקה של  37%היה גבוה ב בעוד שבצינוריות הגדולות קצב החלוקה של התאים הבזאליים 

בעיקר  - PCNAבמספר התאים שהגיבו ל 20%טיפול ברפמיצין גרם לעליה לטנטית של  התאים הלומינליים.

רק הושפעו חיובית כי תאים בזאליים גם  נמצא (.7C)תמונה  בצינוריות הגדולותבגלל תגובתם של התאים 

 הושפעו ללא קשר למיקומם. בצינוריות הקטנות בעוד שתאים לומינליים

. זאת על בסיס (8ה שלהם )תמונה סינתיזתהנקבעה השפעת הטיפול ברפמיצין על ביטוי חלבוני חלב ו ,בהמשך

בתאים   β-lactalbumin (BLG) -ו    β-caseinאנליזה אימונופלורסנטית שאישרה ומקמה את ביטויים של 

 ור השונות הגדולה בביטוי חלבוני החלב אל (.8Aחודשים )תמונה  3הלומינליים של בלוטת החלב מהעגלות בנות 
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. אפיון מורפולוגי 6תמונה 

והתפתחותי של בלוטת החלב 

של עגלה בת שלשה חודשים 

ימים  4יפול בן טלאחר 

 .A באסטרוגן ופרוגסטרון.

הרקמה לאחר  מורפולוגית

 = H&E. Barבה עם Uתג

50µm .B.  הגבה עםCK18 

)אדום( מראה  αSMA)ירוק( ו 

רב שכבתיות של תאים לומינליים 

. ושכבה אחת של תאים בזאלים

Bar = 20 µm.  .C  מאפייני

מורפולוגית הרקמה. צינורית 

 100קוטר קטן מ  -קטנה  

קוטר  –מיקרון. צינורית גדולה 

. צפיפות Dמיקרון.  100גדול מ 

אים הבזאליים גבוהה יותר תה

. מספר Eבצינוריות גדולות. 

גבוה יותר  +PCNAהתאים 

בצינוריות קטנות בהשואה 

לגדולות כתוצאה מהבדל 

סיגנפיקנטי בקצה בתחלקות 

 התאים הלומינליים.

 

 

 

 

 

 

 

נמצאה  2בעגלה מס. בכל חיה בנפרד. לביקורת המטופלת בממס בלבד חסה השפעת הרפמיצין וי ,בין החיות

ב  זה אושר  אפקט חיובי. 8B-E) )תמונה בביטוי כל ארבעת חלבוני החלב שנבדקו 4.5-6עליה של פי 

immunoblot  תמונה(8Fו ) באנליזה אינוהיסטוכימית של ביטויβ-casein  תמונה( 8בתאיםG).  השפעה חיובית

חשוב  לא הושפעה כלל. 1 .בעוד שעגלה מס 3נקבעה בעגלה מס.  BLGו  αS1-caseinמתונה יותר על ביטוי 

ביטוי בעגלה מה 12% – 0.4) 1מזה שנקבע בעגלה מס. היה נמוך  3 -ו 2לציין שביטוי חלבוני החלב בעגלות מס 

בין הביטוי האנדוגני של חלבוני החלב בבלוטות  99%נקבעה קורולציה שלילית של עד  ,. בהתאם(1מס 

 (.8Gהביקורת לבין פוטנציאל השיפור של הטיפול ברפמיצין )תמונה 
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טיפול מוקדם  .7תמונה 

ברפמיצין גורם לשיפור 

וסוג תא בקצב  אזור-תלוי

חלוקת תאים בבלוטת 

החלב של עגלות בנות 

 לאחר שלשה חודשים.

ימים באסטרוגן  4טיפול בן 

ופרוגסטרון חתכים מהרקמה 

תוך  PCNAהוגבו עם 

counterstaining  עם

חתכים  .ABאאוזין. 

היסטולוגיים מבלוטות 

מטופלות או לא מטופלות 

 +PCNA ברפמיצין תאים 

בחתכים ההסטולוגיים נסרקו 

באוכלוסיית התאים 

הבזאליים והלומינליים  

המאכלסות את הצינוריות 

 (L)והגדולות  (S)טנות הק

מבלוטות שטופלו או לא 

הגדלות טופלו ברפמיצין. 

 קטנות וגדולות של הרקמה.

. ששה שדות C מוצגות.

( X10מיקרוסקופיים )הגדלה 

מהבלוטות נסרקו מכל אחת 

 מוצגת +PCNA.לתאים 

של השפעת רפמיצין  האנליז

וקת תאים בזאליים על חל

בצינוריות קטנות ולומינלים 

  וגדולות.

 insertsשגודלו על  בתרבית אורגנואידים )פיסות רקמת פרנכימה מעוכלות חלקית על ידי רפמיצין לצברי תאים

מההשפעה הסביבתית הכוללת ( חקרנו את השפעת רפמיצין על ביטוי חלבוני החלב במנותק בבאריות

אורגנואידים בתרבית טופלו . (9)תמונה  התארכות הצינוריות בבלוטת החלב של העגלה , בין השאר,מאפשרותה

 ,המכיל סרום. לאחר שבוע ללא טיפול mammary medium)פעם ביומיים( משך שלשה שבועות ברפמיצין ב 

נמצא הוחלף המדיום למדיום התמינות ויצור המכיל רק הורמונים לקטוגניים: אינסולין, הידרוקורטיזון ופרולקטין. 

והשפעה סיסטמית, לרפמיצין השפעה לטנטית שלילית מורפולוגיה תקינה  אהכי במנותק מהשפעה סביבתית מל

 חלבוני החלב בתאים האפיתליאליים בתנאים המעודדים דיפרנציאציה וסינתיזת חלבוני חלב. חזקה על ביטוי

  .CK18זאת, למרות קיומם של תאים ממוינים המבטאים 
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השפעה שונה  . 8תמונה
לרפמיצין על ביטוי וסינתיזה 

של חלבוני חלב בעגלות 
ביטוי החלבונים . Aהשונות. 
β-casein ו-β-lactoglobulin  

) BLG ירוק( נקבע ,
באימונופלורוסנציה בבלוטת 

 Bar = 20 µm . .B-F החלב.
אפקט הטיפול ברפמיצין על 

ביטוי חלבוני חלב בכגלות 
עמודה מיצגת כל השונות. 

טווח של שתי  ±ממוצע 
 F. immunoblotבלוטות. 

)המיוחס  caseinβ-לביטוי 
אנליזה  G.לאקטין(. 

אימונוהיסטוכימית מייצגת 
המאשרת את תוצאות אנליזת 
ביטוי הגנים להשפעת רפמיצין 

 = β-casein .Barעל ביטוי 
50 µm .H.  יחס שלילי בין

רמת הביטוי האנדוגנית של 
ובין פוצנציאל  חלבוני החלב

טיפול  שיפור הביטוי על ידי
  ברפמיצין.
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טיפול ברפמיצין דיכא . 9תמונה 

ביטוי חלבוני חלב באורגנואידים 

אורגנואידים  .בתרבית מבלוטת חלב

)או לא( טופלו וטת החלב למב

לאחר  .ברפמיצין משך שלשה שבועות

 בטיפול ברפמיצין, הפסקה בת שבוע

במדיום שהכיל האורגנואידים טופלו 

הורמונים לקטוגניים: אינסולין רק 

טיפול . Aהידרוקורטיזון ופרולקטין. 

. Bברפמיצין דכא ביטוי חלבוני חלב. 

מאשרת אנליזה אימונופלורוסנטית 

 β-caseinירידה דרסטית בביטוי 

ללא שינוי משמעותי  בהשפעת רפמיצין

ו  β-casein -ירוק .CK18בביטוי 

CK18 - . אדום- αSMA . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ומסקנות דיון

מחקרים פרמקולוגיים בחיות משק מוגבלים בהקפם בגלל גודלה של החיה. בעבודה זו הראינו שבלוטת החלב 

מודלים עכבריים מ ממצאיםשל מ Scale upחודשים הינה מפותחת מספיק על מנת לאפשר  3של עגלה בת 

 וההשלכותעל חידוש עצמי של תאי גזע בבלוטת החלב  mTORפעילות ב דיכוי מסויםלקביעת השפעת  (17)

 ההתפתחותיות והפרודוקטיביות.

מומסים בממס ליפולילי דרך צינוריות החלב החומרים  תהדגמנו כי החדר Evans blueסמן הכחול תוך שימוש ב

החומר המוחדר מגיע אף לאזורים מרוחקים כי גם . הראינו ול סיסטמימשמשת אלטרנטיבה זולה ויעילה לטיפ
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לטיפולים שונים  FDAמאושר על ידי ה  mTORיצין, אשר שמש לדיכוי פעילות מפטמה. רפאזור ההחדרה במ

. עם זאת יש (22)הוא גם מוכר בגורם המשפיע חיובית על משך החיים  .(21 ,20)ובכללם טיפול בחולי סרטן 

ועלול לגרום  mTORשל  2י טווח הוא מדכא פעילות קומפלקס מספר כבטיפולים ארודווחים כי לקחת בחשבון 

עטין על ידי ההחדרה . מכאן התוספת הבטיחותית של ההתמקדות ב(23-25) בכבדלסכרת בעקבות פגיעה 

 התוך פטמתית של רפמיצין.

. א. השגת עיכוב מספק שחלקם מנוגדים הבטים 3לוגיה וריכוז החומר המוחדר נבחרו על מנת לענות ל דהמתו

 ותוצאות שלא פורסמו ממעבדתנוniche  ((15) )על מנת לקיים סיגנל לחידוש עצמי מתאי  mTORשל פעילות 

בתאי הגזע עצמם שתאפשר את החידוש  mTORמספקת של פעילות לתאי הגזע האפיתליאליים. ב. קיום רמה 

ברפמיצין ירדה )אחת ליומיים( שבועות של טיפול  3אכן, לאחר  העצמי. ג. מניעת זיהומים בתוצאה מהטיפול.

.  β-caseinללא שינוי מורפולוגי ברקמה או שינוי בסינתיזת  ,בהשואה לביקורת 47%ל  mTORרמת פעילות ה 

-βלקטציה גורמת לדיכוי בקצב חלוקת תאים וסינתיזת -בתקופה של הריון  mTORבעכברים, דיכוי פעילות 

casein (26).  תגובה דומה נרשמה גם בפעילות עודפת של mTOR  כתוצאה מדיכויTSC1  (27) על בסיס .

לדיכוי אינם גורמים בה והמתודלוגיה שהשתמשנו  המוחדרת של רפמיצין אנו מניחים שהכמותתוצאות אלה 

בניסוי זה והיא  המטרה העיקרית השגתלתוצאות פתולוגיות, אך היו מספקים למשמעותי ביצור חלבונים או 

על ההשפעה הסטת שווי המשקל בחלוקת תאי גזע לכוון החידוש העצמי במקום להתמינות. הנחה זו מתבססת 

תוצאות תרבית לאורך זמן ועל ביטוי מוגבר של קבוצת סמנים לתאי הגזע. בהלטנטית החיובית על קיום תאים 

קמת הפרנכימה האנדוגנית או רקמת פרנכימה מבלוטת חלב רבמודל עכברי בו את אלו שהתקבלו ה תואמות אל

 flow cytometryניתן היה לקבוע עחיה במספר תאי הגזע גם ב )בעכבר ( שהושתלה בעכבר.של עגלות בוגרות 

(17)(. 

בהיותנו  . (19)ארבעה ימי טיפול באסטרוגן ופרוגסטרון מספיקים להשרות פרוליפרציה בבלוטת חלב של בקר 

ידים אלה על ידי הועדה המוסדית לניסויים בבעלי חיים, הסתפקנו בטיפול זה אמוגבלים במשך הטיפול בסטרו

    -מה (. מבחינה מורפולוגית, המרחק10תמונה בתקופת ההריון בבקר )לדמות השפעת טיפול ברפמיצין 

TDLUבנמצא בקורולציה הפוכה לקצ (נקבע על ידי קוטר הצינוריתשכפי ) , אזור ההתארכות של הצינורית 

בבלוטת  לאורך הצינורית הנוצרת. בקצב חלוקת התאים הלומינליים תומשקף ירידה משמעותיחלוקת התאים 

גם בשד ההומני . (28)זאליים ובתאי אב לומינליים בהחלב של העכבר, חלוקת תאים עיקרית מתבצעת בתאים 

וטנטים בעלי כושר שחזור עצמי )תאי גזע( קימים לאורך הצינורית, בעוד שתאים מתחלקים נמצאים פ-תאים בי

. אם נקיש מכך לבקר, ניתן לקבוע כי אכן תאים בזאליים מתחלקים (29)בעיקר בקצה החודר את הסטרומה 

)המכילים את פרקציית תאי הגזע( קיימים לאורך הצינורית ללא קשר למרחק מהקצה )יתכן ועל מנת לשמר את 

. יתכן השונות בקצב TDLUמבנה הצינורית( . לעומת זאת תאים אב לומינליים מתחלקים בעיקר באזור ה 

, (30)דוגמת מקרופזים  חיצוני  nicheהחלוקה בין תאים בזאליים ולומינליים נובעת מהקירבה בין הבזאליים ל 

 זאת בהשואה לתאים הלומינליים המבוקרים יותר ברמת האסוציאציה ביניהם.
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את האפקט הלטנטי  מסכמתה. סכימה 10תמונה 
של השפעת רפמיצין על חלוקת תאים בבלוטת 

חודשים ועל ביטוי חלבוני  3החלב של עגלות בנות 
הגדרת האזור המורפולוגי של הצינוריות  Aחלב. 

 B בבלוטת החלב המתפתחת.הקטנות והגדולות 
חלוקת תאים בזאליים ולומינליים בצינוריות חלב 

קטנות וגדולות מוצגת בשלשת העיגולים החיצוניים. 
מוצגת צפיפות נמוכה יותר של תאים בזאליים 

בצינוריות הקטנות בהשואה לגדולות. כמו כן מוצגת 
השפעה אינדוקטיבית של רפמיצין על קצב חלוקת 

נות בעוד תאים בזאליים ולומינליים בצינוריות הקט
רק התאים הלומינליים  –שבצינוריות הגדולות 

הסכימה הינה ביטוי מדויק של האנליזות. הושפעו. 
ביטוי חלבוני חלב מוצג בעגלות האינדיוידואליות מוצג 

 Log2(. large ductsבפילוח בעיגול הפנימי )ב 
(N=1)  .בעגלה של ביטוי חלבוני החלב חושב ומוצג

יותר של חלבוני חלב. נקבע הביטוי הגבוהה ב #1
ההשפעה הנמוכה ביותר של  נקבעה גםבעגלה זו 

הביטוי הכולל של ארבעת  ,הטיפול ברפמיצין. עם זאת
חלבוני החלב בבלוטות החלב המטופלות ברפמיצין 

בהשואה לכל שאר היה הגבוה ביותר  #1של עגלה 
ומייצג את מלוא הפוטנציאל הבלוטות בעגלות השונות 

גדולה יותר של הטיפול  השפעה של הבלוטה.
בה  #3ואף יותר בעגלה  #2ברפמיצין מוצג בעגלה 

 ,נקבע הביטוי הנמוך ביותר של חלבוני החלב ומכאן
בטיפול ברפמיצין. עם  השיפור הגבוה ביותר ,לדעתנו

עדיין לא מוצה פוטנציאל השיפור  #2,3זאת, בעגלות 
חושב על מנת לאפשר הצגה  Log2 (N=1) עד תומו.

מתאימה של ערכי ביטוי שונים בשני סידרי גודל, אשר 
                                                                                                  .1 –חלקם נמוך מ 

 

 שבועות. 3שיפר את קצב הפרוליפרציה בתאים אפיתליאליים מבלוטת החלב של עגלות בנות  טיפול ברפמיצין

שבועות טיפול ואת משך הזמן שעבר מסיום  3אם לוקחים בחשבון את רמת ביטוי הקזאין שלא השתנתה לאחר 

לדיכוי כל שהוא, ימים(, ניתן להניח כי טיפול זה אינו מהווה קומפנסציה  9הטיפול ברפמיצין ועד קטילת החיה )

כן במודל של שתלי פרנכימה ממקור בקר אממונים בבלוטה. אלא מהוה תוצאה של הגדלת מספר התאים הלא 

. עם זאת חשוב לציין כי (17)ה הגדלה במספר הצינוריות ובמיוחד הקטנות לאחר טיפול דומה אצבעכבר נמ

המהוות את אזור  ,השפעתו של רפמיצין על קצב חלוקת התאים היתה סלקטיבית, מבדילה בין צינוריות קטנות

צינוריות בזאליים ולומינליים לבין בהן נמצאה השפעה חיובית לטיפול ברפמיצין על חלוקת תאים ההתארכות, 

בהן רפמיצין השפיע רק על התחלקות תאים לומינליים. יתכן ובמידה מסוימת הבדלים אלה קשורים  גדולות,

היתה גם השפעה חיובית לרפמיצין  .בצפיפות הרבה יותר של תאים בזאליים מיואפיתליאליים בצינוריות הגדולות

אנו מניחים שהדבר קשור להגדלת  על סינתיזת חלבונים בבלוטת החלב כיחס הפוך לפוטנציאל הביטוי האנדוגני.
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היחס בין תאים אפיתליאליים לתאי סטרומה בפרנכימה המתפתחת של העגלות ובעיקר אלו שבן מספר התאים 

 האפיתליים נמוך יחסית.

צדורה של החדרת חומרים מומסים בממס ליפופילי דרך הפטמה ור זו הן כי הפרהמסקנות העולות מעבודת מחק

תאי האפיתל בבלוטת החלב של בקר היא יעילה וזולה יחסית לטיפול סיסטמי.  פרוצדורת הטיפול השפעה על ל

ברפמיצין שכללה החדרת החומר אחת ליומיים מאפשרת השפעה בי פאזית: מצד אחד יצירת סיגנל פאראקריני 

צב קהשיפור ב ש העצמי של תאי הגזע.וסינתיזת חלבונים הדרושים לחידאפשרות לידוש עצמי ומצד שני לח

בעיקר הינו אלא  פיצוי לדיכוי קודםנו מהווה כנראה יההתחלקות ובאופן סלקטיבי גם ביצור חלבוני החלב א

פרות בוגרות, לטיפול ב של הנתוניםפונקציה של הגדלת מספר התאים הלא ממוינים בבלוטה. אשר לאפליקציה 

לאור  ובש" בסיום ההריון.יתוצאות מחקר זה מאששות את ההנחה שמועד הטיפול היעיל ביותר הינו תקופת ה"

שיפור התפתחות בלוטת החלב ו)כפונקציה( גם היצור, כדאי לדעתנו לבחון את יעילות הטיפול ברפמיצין בעדר 

השפעה גדולה יותר על מבכירות בהן פוטנציאל התפתחות הבלוטה עשויה להיות לטיפול זה אכן, פרות בוגרות. 

  לא מומש במלואו. 
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