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1.GIRIiS:

KEMIiK DOKUSU

Destek dokular arasinda ger¢ek anlamda destekleme gorevi yapan
kemik dokusu; hiicreler (osteoprogenitor hiicreler, osteoblast, osteosit,
osteoklast), aramadde (matriks) ve hidroksiapatit denen inorganik
maddelerden olusur (1). Olgunlagsmis kemik dokusunun iki farkl: tipi vardir.
Viicudun %85’ini kompakt (kortikal) kemik ve geri kalan kismini
trabekiiler (cancellous) kemik olusturur (14).

Uzun kemiklerin siskince olan u¢ kisimlarina epifiz (epiphyses)
denir. Epifizler ince bir kompakt kemik tabakasiyla kaplanmis siingerimsi
kemikten olusmustur. Diyafiz (diaphsis) adi verilen silindirik kismin,
hemen hemen tiimii kompakt kemikten olusmus olup, kemik iligi bosluguna
bakan yilizeylerinde ¢ok az siingerimsi kemik vardir. Siingerimsi kemikle
uzun kemiklerin diyafiz kisimlar1 iki tiir kemik iligi ile doludur (32,73). 1)
kirmizi kemik iligi (medulla ossium rubra): Fotiiste biitiin kemikleri,
postnatal donemde gen¢ kemiklerin i¢i kirmiz1 kemik iligi ile doludur. Yas
ilerledik¢e kirmizi kemik iliginin biiylik bir kismi sar1 ilige dontsir.
Erginde kirmizi ilik, omurlarda (vertebrae), gogiis (sternum), kaburga
(costa), kafa kemiklerinde (ossa cranii) ve yasst kemiklerde (ossa plana);
uzun kemiklerin (ossa plana) ise u¢ kisimlarinda (epiphysea) bulunur. 2)
Sar1 kemik 1ligi (medulla ossium flava): Kirmiz1 kemik iligi yas ilerledikge
yavas yavas yaglandigindan rengi sararir. Bu nedenle biiylik dl¢iide yag
dokusundan olusmustur. Sar1 kemik iligi, erginde uzun kemiklerin orta
kisminda (diaphysis) bulunur (14).

Trabekiiler  kemik; siingerimsi yap1 gosteren, kemik
trabekiillerinden olusur. Esas olarak kemigin metabolik fonksiyonundan
sorumludur. Kompakt kemik, mekanik ve koruma gdrevlerinin yani sira
metabolik fonksiyonundan da sorumludur (38). Mikroskobik olarak, primer
(birincil, olgunlasmamis) kemik ile sekonder (ikincil, yetiskin veya lamelli

kemik) kemik olmak iizere iki tiir kemik doku vardir (11).



Primer kemik dokusu; Genellikle bu kemik dokusu geg¢icidir. Bu doku,
embriyo gelisimi, kirik iyilesmesi ve diger onarim asamalarinda beliren ilk
kemik dokusudur. Viicutta birka¢ yer, 6rnegin kafatasi, dis alveolleri ve
baz1 tendonlarin kemige tutundugu yerler disinda, sekonder kemik dokusu
ile yer degistirir (11).

Sekonder kemik dokusu; Bu kemik dokusu, genellikle yetiskinlerde
bulunur. Tipik olarak, olgunlagsmis kemik dokusu, kanalciklar igindeki
kollagen liflerin birbirine paralel olarak veya bir damar kanali etrafinda
dairesel olarak diizenlenlenmesiyle kendini gosterir (11).

Enine kesilmis kemik kesitleri incelendiginde, yogun sahalarin
kompakt kemigi olusturdugu goézlenir (32). Kesitte yer yer yuvarlak
bosluklar goriiliir. Bunlar kan damarlarinin ve sinirlerin ge¢mesine yarayan
ve kemik boyunca birbirine paralel uzanan kanallar ile bunlar1 birbirleriyle
birlestiren mikroskobik kanallarin enine kesitlerinden ibarettir. Kemigin
uzunluguna paralel seyreden kanallara, Havers Kanallar1 denir. Havers
kanallarint birbirine baglayan enine kanallara da Volkman Kanallar1 denir.
Periosteumdan gelen sinirler, kan damarlari, arter ve ven kilcallar
Volkman kanallar1 i¢ginde uzanarak havers kanallar1 ve kemik iligine kadar
gelirler. Boylece periosteumdaki kan damarlart sayesinde, kanalikiillere
ulasan siviyla kemik hiicrelerinin metabolizmas1 dengede tutulur (7,26).
Havers kanallar1 etrafinda, ¢aplari gittikge biiyiliyen i¢ ice gegmis ve birbiri
tizerine siralanmis silindir seklinde lameller bulunur. Bu lamellere spesiyal
lameller (Havers lamelleri, osteon silindirleri) denir. Bu lameller, inorganik
tuzlarla sertlesmis olan organik maddelerden yapilmistir. Osteositler, bu
sert lamellerin arasinda lakiin denen mikroskobik bosluklarda bulunur

(14,73).

l.a. KEMIK HUCRELERI



l.a.1. Osteoprogenitor hiicreler: Kemik hiicresi olma yoniinde
kosullanmis mezensim hiicreleridir. Mitozla boliinlip c¢ogalan bu
hiicrelerden bir boliimii osteoblastlara doniisiir. Bu hiicreler kemik yapimi
sirasinda bol ve aktiftirler. Sekonder kemiklerde yaslanip yikilan kemik
dokusunun yeniden sekillenmesi sirasinda bu hiicreler aktiflesip boliinerek
osteoblastlart meydana getirirler (61).

Osteoprogenitdor hiicreler agik renkli, oval veya uzunca
¢ekirdekli, hafif asidofilik hiicrelerdir. Sekonder kemiklerin zarlarinda
(endosteum ve periosteum), bu kemiklerin igerdikleri Havers ve Volkman
kanallarinin Ortiistinde ve biliyliyen kemiklerin metafizindeki kikirdak

matriksinin trabekiillerinde bulunur (1, 6).

1.a.2. Osteoblastlar: Osteoblastlar, kemik matriksinin organik kisimlarinin
(Tipl kollajen, proteoglikanlar ve glikoproteinler) iiretilmesinden sorumlu
kemik hiicreleridir (14,1). Mezensim orijinli olan bu hiicreler;
kondroblastlar, adipositler, miyoblastlar ve fibroblastlarla ayn1 embriyonik
kokenden gelmislerdir (25). Kemik matriksi sentezinde gorev almasinin
yant sira prostaglandin, sitokinler ve Dbiiyiime faktorlerinin de
tiretilmesinden sorumludur. Ayrica bu hiicreler yiiksek seviyede alkalin
fosfataz aktivitesi gosterirler. Bu durum kemik matriksinde kalsiyum
depolanmasini osteoblastlarin diizenlediginin bir gdostergesidir (70,1).
Kemiklesme bolgelerinde, gelismekte olan kemiklerin periosteumunun
kemige temas eden derin bdlgelerinde diziler halinde bulunurlar. Boliinme

yetenegini kaybetmislerdir (1, 6).

1.a.3. Osteositler: Osteositler, kireglesmis kemik matriksi i¢inde kalan ve
metabolik aktivitelerini azaltmis osteoblastlardir (61). Osteositler,
osteoblastlardan daha kiigiiktiirler ve stoplazmik organellerinin g¢ogunu
kaybetmislerdir. Osteositler, diger kemik hiicreleri gibi kanalikiili boyunca
uzanan stoplazmik uzantilara sahiptirler. Komsu osteositler stoplazmik
uzantilarinin birbirleri arasinda yaptiklari hiicre baglantilar1 ile iletisim

kurup besin maddelerinin hiicreden hiicreye gegisini saglarlar (25).



1.a.4. Osteoklastlar: Kemik siirekli olarak yikilan ve viicudun kalsiyum
gereksinimi gibi etkenlerle yeniden yapilan dinamik bir dokudur (1).
Kemigin yeniden bicimlenme siiresince ¢Oziiniip ¢evre dokularca ortadan
kaldirilmasindan sorumlu ¢ok c¢ekirdekli hiicreler olan osteoklastlar, ilk
defa 1873°te Kollikel tarafindan bulunmustur. Bu hiicreler kemik kdken
hiicrelerinin farklilasmasiyla olusur (25, 1). Osteoklastlar, kemik matriksini
eriten, asit kollegenaz ve diger proteolitik enzimleri salgilayan, iri, ileri
derecede dallanmis ve hareketli hiicrelerdir. Bu hiicreler kemik
rezorbsiyonunun basladigi bolgelerde, enzimatik olarak ac¢ilmis Howship
lakunas1 adi verilen ¢ukurlarda bulunurlar. Boylece kalsifiye olmus temel
maddeyi serbest hale getirip kemik rezorbsiyonu sirasinda meydana gelen

artiklarinda ortadan kaldirilmasinda aktif rol alirlar (32,73).

1.b.KEMIiK MATRIKSI

Kemigin ara maddesi iki esas 0geden olusur. Bunlardan biri
organik matriks, digeri ise inorganik tuzlardir (1). Organik maddeler kemik
agirliginin ortalama iigte birine, inorganik maddeler (kalsiyum, potasyum,
sodyum, magnezyum, karbonat ve fosfat) ise iigte ikisine esittir. Organik
maddeler kemigin esnekligini, inorganik maddeler ise sertligini saglar (21).

Inorganik maddelerin cogunlugunu %85°lik bir payla kalsiyum
fosfat olusturur. Bunu %10’luk bir oranla kalsiyum karbonat takip
eder.Ayrica, az miktarda olmak tizere kalsiyum fluorid, magnezyum fluorid,
magnezyum hidroksit ve magnezyum siilfat bilesikleri bulunur. Bunlardan
bagka, sitrat iyonlar1 ve karbonat iyonlarida yer alir (1). Kalsiyum ve fosfor
birleserek hidroksiapatit kristallerini meydana getirir. Hidroksiapatitin
yiizeyindeki iyonlar hidrate edildigi i¢in kristallerin etrafi su ve iyonlardan
olugsmus bir tabaka ile kaplanmistir. Hidratasyon kabugu adi verilen bu
tabaka, wviicut sivilar1 ile kristal arasindaki iyon alisverisinin

gerceklesmesini saglar (32).



Kemikte yiliksek oranda bulunan kalsiyum fosfat, hidroksiapatit
kristalleriyle benzer bir yapiya sahiptir. Baslangigta kalsiyum fosfat
sekilsiz olarak depolanir, daha sonra hidroksiapatit kristalleri seklinde
yeniden sekillenir. En son evrede kalsiyum fosfat ya ¢ok ince plakalar
halinde ya da 13-30 A° kalinliginda, yaklasik 400 A° uzunlugunda ¢ubuk
sekilli kristaller halinde bulunur. Bu inorganik kristaller ya kollajen
fibrillerin lizerinde ya da onlarla birlikte kemik matriksinde bulunur. Kemik
mineralinde sitrat iyonu ve karbonat iyonu o6nemli miktarda bulunurlar.
Sitrat, kristallerin ylizeyinde bulunurken, karbonatin yeri halen tartisma
konusudur. Florit iyonu miktari, igme suyundaki florit miktarina baglidir
(2).

Matriksin organik maddesi, Tip 1 kollajen ve proteoglikan
agregasyonlar1 ile ii¢ tip Ozel yapisal glikozaminoglikanlari (kondroitin
siilfat, keratan siilfat, hiyaluronik asit) igerir (90). Kemikte kollajen, yap1
ve organizasyonu bag dokusundakine benzer. Yaklasik 500-700 A° ¢apinda
ve 670 A°’da bir ¢izgilenme gosteren fibrillerdir (53, 29).

1.c. KEMIK DOKU ZARLARI (Endosteum ve Periosteum)

Kemigin dis yilizeyindeki zara periosteum i¢ yilizeyindeki zara
endosteum denir (1,14). Periosteumda bol miktarda kollajen fibriller
bulunurken az oranda elastik fibriller ve fibrositler bulunur. Fibrillerin
arasinda bolca kan damarlar1 ve sinirler dallanarak Havers kanallarina,
oradan da kemik iligine ulasirlar (7). Periosteumun i¢ tarafi, boliiniip
farklilasarak  osteoblastlar1  olusturabilme yetenegine sahip olan
osteoprogenitér hiicrelerden zengindir (32). Endosteum, kemik igindeki
biitiin bosluklar1 sarar ve tek tabaka halinde yassilagsmis osteoprogenitor
hiicreler ile az miktarda bag dokusundan olusur (1). Periosteum ve
endosteumun  temel islevi, kemik dokusunun beslenebilmesi,
biiyiiyebilmesi, onarimini saglamak ve osteoprogenitor hiireler araciligiyla

yeni osteoblastlart araliksiz olarak olusturmaktir (7).



Eklem kikirdaklariyla ortiilii olan kemiklerin u¢ kisimlarinda
periosteum ortiisii bulunmaz. Ayni zamanda, tendon ve ligamentlerin

kemige baglant1 bolgelerinde de periosteum bulunmaz (1).
1.1. KEMIK DOKUNUN FONKSIYONU

Kemigin 4 temel fonksiyonu vardir, bunlar;
1. Kalsiyum, fosfat ve diger iyonlar1 depolamak,
2. Kan hiicrelerinin yapildig1 kemik iligini ihtiva etmek,
3. Mekaniksel olarak dokular1 desteklemek,
4. Merkezi sinir sistemini korumak (60).
Bu islevlerine ek olarak, ¢izgili (iskelet) kas kasilmalarinin
dogurdugu kuvvetleri arttirarak viicutsal hareketlere doniistiirmeye yardimei

olmakta da gorev alir (32).

1.2. EMBRIYONAL VE POSTNATAL DONEMDE KEMIiK OLUSUMU
(osteogenez) VE GELISIMI

Iskelet sistemi, paraksiyal mezoderm, mezodermin lateral plagi
(somatik tabaka) ve noral krestten gelisir (60). Paraksiyal mezoderm, noral
tliplin her iki yaninda segmentler halinde uzanan ve bas bdlgesinde
somitomer, oksipital bolgeden kaudale dogru da, somit adi verilen doku
bloklarindan olusur (60). Somitler daha sonra, skleretom olarak adlandirilan
bir metromedial ve dermomytom denilen bir dorsolateral bdliimi
olusturmak iizere iki kisma farklilasir. Sklerotom hiicreleri polimorf bir
goriinime biiriinerek mezensim veya embriyonik bag doku olarak
adlandirilan gevsek doku Orgiisinii meydana getirirler. Mezengimal
hiicrelerin 6zelligi, gd¢ yeteneklerinin olmasi ve bir¢ok degisik doku
yoniinde farklilagabilmeleridir. Bu hiicreler fibroblast, kondroblast ya da
osteoprogenitdr hiicreler haline doniisebilirler (60, 47).
Kondroblast ve osteoblastlara farklilasan hiicreler, cesitli

transkripsiyonel faktorlerin kontrolii altinda dongiilerini
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gerceklestirebilirler. iskelet gelisiminin mekanizmas1 hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks isbirligi ve hiicresel sinyal ve gen transkripsiyonu degerlerince
diizenlenir (56). Transkripsiyon faktorlerini organize eden aracilar; biiyiime
faktorleri, stokinezler (immiin reaksiyonlarini diizenleyen polipeptid
molekiiller), metabolitler ve hormonlardir (56, 70).

Postnatal donemde kemiklesme, intramembranéz ve endrokondral
kemiklesme olmak iizere iki farkli sekilde olusmaktadir (28). Frontal (alin
kemigi), parietal (list kafatasi kemigi), oksipital (artkafa kemigi) ve
temporal (sakak kemigi) kemikler gibi kafatasinin bazi yassi kemikleri ile
mandibula (alt ¢ene) ve maksillanin (iist ¢ene) baz1 kisimlari
intramembranoz kemiklesmeyle meydana gelirler (1,28,46,).
Intramembrandéz kemiklesme, mezensimal hiicrelerin osteoprogenitdr
hiicrelere donlismesi ve yeni kemik matriksinin olusmasindan sonra
kalsifikasyonun tamamlanmasiyla meydana gelir (28,47). Ossifikasyonun
ilk basladigi noktaya primer kemiklesme merkezi denir. Bu merkez, bir
grup mezensimal hiicrenin osteoblasta donilismesiyle baslar. Yeni kemik
matriksinin olusmasin1 kalsifikasyon takip eder. Bazi osteoblastlarin
etraflar1 sarilarak osteosit haline gelmeleri saglanir (32,73). Mezengimal
doku hiicreleri boliinerek kemiklesme merkezinin devamli olarak
biilyimesinden  sorumlu olan  osteoblastlar1  oluistururlar.  Cesitli
ossifikasyon merkezleri radial olarak biiyliylip birleserek, baslangictaki bag
dokunun yerini alirlar (32). Kemik matriksini sentezleyip disar1 veren
osteoblastlar, bir siire sonra bu materyal i¢inde hapsolup kalirlar ve boylece
kemik dokusunun olgun hiicreleri olan osteositleri olustururlar. Yeni
birikmekte olan matriks igindeki lakiinlerde yerlesen osteositler kemik
yizeyindeki osteoblastlarla ¢ok 1ince wuzantilar1 araciligiyla iligki
halindedirler. Kemik kanalciklari, bu hiicrelerin uzantilar: etrafinda matriks
birikimi ile olusur. Trabekiil yilizeyindeki osteoblastlarin kemigin ig¢ine
girmesiyle birlikte sayilarinda goriilen azalma, ¢evredeki bag dokusunun
farklilagmamis hiicrelerinden yeni osteoblast olusmasi ile dengelenir (1).
Siingerimsi kemigin siirekli kalacagir bolgelerde, bag dokusu yavas yavas

kan hiicrelerini olusturacak olan hemopoietik doku haline doniisiir (61). Bag
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dokusunun kemiklesmeye katilmayan bolgeleri ise intramembrandz kemigin
periosteum ve endosteumunu meydana getirir (23). Uzun kemiklerin
meydana gelmesi endokondral kemiklesmeyle olur (32, 73). Endokondral
kemiklesmede meydana getirilecek kemik ilk olarak hiyalin kikirdak
modellerinden sekillenir (49,64).

Temel olarak endrokondral kemiklesme 2 asamadan ibarettir. ilk
asama, kemik modelin kondrositlerinin hipertrofisi ve harabiyetidir. Geriye,
kalsifiye kikirdak matriksinin birbirinden ayirdigi genislemis lakiinler kalir.
Ikinci asamada, osteoprogenitdr hiicreler ve kan kapilerlerinden olusan
osteojenik tomurcuk, dejenere olmus kikirdak hiicrelerinden geriye kalan
alanlara niifuz eder. Osteoprogenitdr hiicreler, kikirdagims: septumun
istlinli kemik matriksi ile kaplayan osteoblastlara doniisiir. Boylece
kalsifiye kikirdak dokusu septumlari, daha Once baslayan ossifikasyona
destek olur (32,70).

Endokondral kemiklesmede, ortaya ¢ikmasi gereken ilk kemik
dokusu diafizleri saran perikondriyumun i¢indeki intramembranoz
kemiklesme yoluyla olur (64,73). Boylece kikirdag: saran perikondriyumun
i¢ kisminda kemik halkas1 adi verilen silindirik bir kemik tabakasi meydana
gelir. Kemigi sardig1 i¢in perikondriyuma artik periosteum adi verilir. Yeni
meydana gelen kemik halka besin maddelerinin difiizyonuna engel oldugu
icin kemik halka i¢cinde kalan kondrositler dejenere olurlar ve kikirdak
matriksinin devamliligin1 saglayan yetenekleride ortadan kalktig1 icin
kalsiyum ¢okmeye baslar ve kikirdak matriksi kalsifiye olur (64,70).
Periosteumdan koken alan osteojenik tomurcugun kan damarlari,
osteoklastlar tarafindan kemik halkada agilan deliklerden gecerek, kalsifiye
olmus kikirdak matriksi i¢ine girer. Kan damarlarinin yani sira
osteoprogenitor hiicreler de bu alana girip prolifere olarak osteoblastlari
olustururlar. Osteoblastlar kalsifiye olmus kikirdak artiklar1 {izerinde
cogalmaya baslar. Embriyonal gelisimin ileri safthalarinda, epifizlerin
ortasinda sekonder kemiklesme merkezleri ortaya c¢ikar (32,70). Eklem
kikirdaklarinda perikondriyum olmadigr i¢in burada kemik halkaya benzer

bir yapida olusamaz (32). Endokondral kemiklesme, biitiin uzun kemiklerin
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uzunluguna  biiyiimesinde rol oynayan bir mekanizmadir. Intrauterin
donemde kemiklesme, gelecekte kemik olacak kikirdak modelinin
merkezinde baslar ve azar azar kemik sonlarina dogru uzar (30). Dogumdan
sonra genellikle epifizlerde ikinci kemiklesme merkezi sekillenir.
Epifizlerde kemiklesme, silingerimsi kemigin diafizindekinin aynisidir.
Olgunlasmis kikirdagin kemik iligi ve kemige donilisimi; ikinci

kemiklesme merkezinin kurulusuyla birlikte sonlanir (45).

1.3. KEMiK BUYUMESI

Kemik uzamasi endrokondral kemiklesmeyle saglanir (8). Deneysel
calismalar, uzunluguna kemik biiyiimesinin lokal ve sistemik biyokimyasal
faktorler tarafindan kontrol edildigini gdostermistir. Uzun kemiklerin
biiyiime ve gelismesi; D vitamini, lokal ve sistematik biiylime faktorlerine
ve hormonlarina, 6rnegin, 6n hipofizden salinan biiyiime hormonuna,
ovaryum ve testislerden salinan cinsiyet hormonlarina baglidir (24).

Dogumda, kemigin diyafiz bolimi genellikle tam olarak ossifiye
olmustur. Buna karsin, epifiz olarak adlandirilan u¢ bolgeleri hala kikirdak
yapilarini korurlar (60). Ancak kisa bir siire sonra epifizlerde de
ossifikasyon merkezleri ortaya c¢ikar. Diyafiz ve epifiz bolgelerindeki
ossifikasyon merkezlerinin arasinda, gegici olarak bir kikirdak tabakasi yer
alir. Epifiz plagi ad1 verilen bu yapi1, kemiklerin uzunlamasina biiyiimesinde
rol iistlenir (60,73). Bu plagin her iki tarafinda da endokondral ossifikasyon
siireci devam eder ve kemik tam uzunluguna ulastiginda, epifiz plaklari
kaybolarak, epifiz bolgeleri kemik govdesi ile birlesir (39).

Epifiz tabakasinda, epifizden diyafizin kemiklesme merkezine dogru
siralanmis bes hiicre tabakasi bulunur. Bu tabakalar: a) Epifize en yakin
olan ve en iist sirada bulunan dinlenme bdlgesi. Bu bdlgede bulunan
kikirdak hiicreleri, ¢ogalmayan ve herhangi bir degisme gdstermeyen
dinlenmekte olan hiicrelerdir (1). b) Proliferasyon (¢ogalma) bolgesi; mitoz
boliinme geciren kikirdak hiicrelerinden olusur. Mitoz bdliinme ve artan

hiicre aktivitesi sonucu tabaka kalinlasir. Bdylece epifiz plaginin boyca
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biiyiimesini saglar. ¢) Hipertrofik bolge; daha yasli, genislemis hiicrelerin
bulundugu ve kalsiyum depolanmasiyla ilgili dejeneratif degisikliklerin
goruldigi gecici kireglesme bolgesidir. d) Dordiincti tabaka, diyafize en
yakin tabaka olan kireglesme bolgesidir. Hizl1 kireglesen 6lii ya da 6lmekte
olan kikirdak hiicrelerinden olusan ince bir tabakadir. e€) Kemiklesme
kusagi olarak adlandirilan tabakada ise, endokondral kemik dokusu belirir.
Kan kapilerleri ve periosteumdan kdken alan hiicrelerin mitoz bdliinmeleri
ile ortaya ¢ikan osteoprogenitér hiicreler, kondrositlerden geriye kalan
bosluklar1 doldurarak, kesintili bir tabaka halinde kire¢lenmis kikirdak
matriksin duvarlar1 iizerinde dagilip osteoblastlart meydana getirir (1,11).

Fiziksel aktiviteler kemik gelisiminde onemli rol oynar. Ozellikle
cocuklarin ve gelisme cagindakilerin kemik mineral igerigi yaklasik %90
kadar artarak en yiiksek seviyeye ulasip kemik biiylimesi gergeklesir.
Eliakim ve Beyt’in, yapmis olduklari ¢alisma sonucunda; egzersizin, kemik
minerallesmesinde ve olgunlagsmasinda etkili oldugunu, 6zellikle, ¢cocukluk
ve gelisme donemindeki fiziksel aktivitelerdeki artisin, yasamin ilerleyen
donemlerinde  kemik  sorunlarint  (osteoporosis  gibi)  dnledigini
gostermiglerdir (15).

Kemik govdesinin enine biiylimesi, periosteumun hemen altindaki
intramembrandéz kemik yapilarin sert kemik, periosteumun altindaki
intramemrandz kemiklesmenin trinidir sirekli birikmesiyle olur (47).
Tamamen gelismis bir uzun kemigin govdesini olusturan. Primer
(olgunlagsmamis) kemiklesme merkezinin olusmasindan sonra, kikirdak
modelinin ucglar1  bir yandan biiyliylip uzarken, diger yandan da
kondrositlerin ¢ogalmasiyla genisler. Kemigin biiyimesi i¢in kemik yikimi,
kemik birikimi veya kemik yapimi kadar onemlidir. Kemik goévdesinin
disinda yeni kemik dokusu birikmesi, kemik iligi boslugunu genisletmek
i¢in periosteumun altindaki trabekiillerin i¢ini yikacak olan osteoklastlarin

ortaya ¢ikmasiyla birlikte baslar (1).

1.4. JAPON BILDIRCINLARINDA KEMIK OLUSUMU VE GELISIiMi
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Japon bildircinlarinda embriyonal dénem 16 giindiir (51). Embriyonal
donemin kisa siireli olmasinin yani sira, hem viicut yapisinin c¢aligmalari
kolaylastiracak kadar kii¢ciik olmasi hemde diger kanatlilara oranla daha
hizl1 biiyiimesi, ¢aligmalarda Japon bildircinlarina karsi ilginin artmasina
neden olmustur (37, 44). Pourlis ve arkadaslarinin (51), Japon
bildircinlarinin bacak ve kanatlarda kemik gelisimini incelemek amaciyla
yapmis olduklar1 calismada, inkiibasyonun 6. ve 16. giinleri arasinda,
bacaklarin yapisini olusturan femur, tibia ve fibula kisimlarinda, kanatlarin
yapisint olusturan humerus, wulna, ve radius kisimlarinin diyafiz
bolgelerinde ilk olarak primer kemiklesme merkezlerini gostermislerdir
(51).

Nakane ve Tsudzuki’nin (44), Japon bildircinlarinda kafatasi, omur
ve kaburga kemikleri, gogilis kemigi, kanat ve bacaklarda, inkiibasyonun 3.
ve 17. glinleri arasinda bu alanlarda kemik gelisimini incelemek amaciyla
yapmis olduklar1 c¢alismada, 3.giinde sadece notokort ve c¢evresinin fark
edilir oldugunu bildirmislerdir (44, 23). Kafatasinda, inkiibasyonun 8. ve
10. giinleri arasinda hemen hemen biitiin kemiklerde ( frontal, prefrontal,
premaksilla, maksilla, splaniyal mandibula), intramembrandz
kemiklesmenin gerceklestigi saptanistir (44). Inkiibasyonun 11. giiniinde
torakal omurlarinin 13. gilinde ise servikal omurlarinin olustugunu,
inkiibasyonun 14. giinlinde gogiis kemiginde, inkiibasyonun 15. giiniinde ise

kaburga kemiklerinde kemiklesmenin basladigini tespit etmislerdir (44).

2. INSULIN BENZERI BUYUME FAKTORLERI
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(Insiilin-Like Growth Factors,IGFs)

Biiyiime hormonu (Growth Hormone, GH), normal biiyiime i¢in
gerekli olan ve tiim yasam boyunca anabolik etki gosteren bir hormondur.
Fakat, basta kemik ve kikirdak dokulariyla iskelet kasi olmak iizere biiyiime
yeteneginde olan biitin beden hiicrelerine dogrudan etkimeyip
somatomedinler (insilin-like growth factors) adi verilen ara maddeler ile
etkisini gostermektedir (72). Somatomedinler, biiyiime hormonunun
etkisiyle agirlikli olarak karaciger ve diger dokulardan salgilanirlar (12).
Ayn1 zamanda IGF’ler, ektoderm, endoderm ve mezoderm kdkenli yaklasik
20 hiicre tipinde DNA sentezini tesvik edebilme yetenegine sahiptir
(19,33).

Insiilin benzeri biiyiime faktdrlerinin biiyiime iizerindeki bircok
etkisi, inslilinin bliyiime iizerindeki etkilerine benzemektedir. Bu nedenle
Somatomedinler diye adlandirildiklar1 gibi, insiiline benzeyen biiylime
faktorleri (insiilin-like growth faktors, IGFs) olarak da adlandirilirlar (21).
Dolasimdaki baslica IGF’ler insiilin benzeri biiyiime faktori—1 (IGF-1 ya da
Somatomedin-C) ve insiilin benzeri biiylime faktorii —2 (IGF-2) dir (19,72).
Bu biiyiime faktorleri molekiil yapilarindaki C zincirlerinin ayrilmamis
olmas1 ve A zincirlerinin ucunda D domeni adi verilen bir uzantiya sahip
olmalar1 hari¢ yapisal olarak insiiline benzerler (19,71,72).

Insiilinin hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmas: iizerine etkilerini, IGF-1 ve
IGF-2’nin gosterdigi benzer etkilerden ayirt etmek giigtiir. Gergekte, insiilin
ve IGF’ler biiylime {izerine birbirleriyle etkilesirler (45). IGF-1, 70
aminoasit iceren, yaklasik 7500 dalton agirliginda olan bir biiylime
faktoriidiir. Onceden somatomedin C olarakta adlandirilan bu polipeptit
yapt bakimindan proinsiiline ve insiilin reseptdriine baglanmasiyla da
insiiline benzer. Insan plazmasindaki IGF-2’nin yapisinda 67 aminoasit
bulunur (2,72). Yapisal olarak, IGF’ler ve insiilinin karsilastirilmasi sekil-

1°de gosterilmistir.

insiilin IGF-1 IGF-2
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Sekil-1. Insiilin benzeri biiyiime faktdrii ve insiilin’in yapisal olarak

karsilastirilmasi (24).

2.1. IGF’LERIN (insiilin- Like Growth Factor) TARIHCESI
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IGF sistemi; IGF-1, IGF-2, IGF baglayict proteinler (IGFBP) ve
IGF reseptorlerinden (IGFR) olusmusur (5,17,18). Somatomedin C (sm-C),
dokularda GH’a cevap veren somatomedin’e verilen isimdir. Klapper ve
arkadaslar1(16), sm-C ve IGF-1 molekiil yapilarinin ayni olup olmadigi
tizerine yaptiklar1 c¢alismada, hernekadar farkli biyolojik Orneklerde
caligsalar da diziliminin ayni oldugunu bulmuslardir. Bu nedenle
somatomedin C’ye IGF-1 ad1 verilmesi uygun goriilmiistiir (16).

1k zamanlarda IGF’lerin saflastirilmas1 ve karakterizasyonunda
peptitlerin biiylik molekiillii protein yiginlarindan (insiilin benzeri biiytime
faktorii baglayic1 proteinler) olustugu saniliyordu. Ozel IGF-1 tasiyan
proteinlerin kanda varligi 1974’te bildirilmistir (40). Giinlimiize kadar
memelilerde 8 farkli baglayici protein tespit edilmistir (35). IGF baglayan
proteinler (IGFBPs), hiicresel yiizeydeki IGF peptit hareketlerinin
ayarlanmasini saglarlar (41,63).

Frosech ve arkadaslar1 (63), ve Burgi ve arkadaslar1 (9), insiilin
i¢in yaptiklar1 radioimmunoassay denemelerde, insiilin-benzeri aktiviteyi
anti—insiilin serum eklenmesiyle serumun biyodegerlerini saptadilar. Insan
serumunda, protein karakterinde, farklt molekiil agirligina sahip 2 farkli
baskilanamayan insiilin-benzeri aktivite saptanmistir (Nonsuppressible
Insulin-Like Activity, NSILA). Bunlar, diisiik molekiiler agirliga sahip olan
NSILA-S ve biiyik molekiiler agirliga sahip olan ise NSILA-P olarak
adlandirilmistir (61). Diisiik molekiiler agirliga sahip olan NSILA-S’da,
insiilin-benzeri biiylime faktorii-1 ve -2 ( insiilin-like growht factor-1 ve -2)
olarak ifade edilen 2 polipeptid igerir (56).

Hipofizin 6n kismindan salinan, biiylimeyi arttiricit etkisi olan
biiylime hormonu (Growht Hormone, GH, Somatotropin, ST) 1922’de
kesfedilmistir (16). GH’nin dokular iizerine etkileri, direkt veya indirekttir.
Indirekt etkileri, IGF-1 tarafindan yiiriitilmektedir (16). Somatomedinin
kesfi, GH islevinin temelini agiklayan Somatomedin Hipotezinin ortaya
¢itkmasint sagladi (16). Bu hipotez; GH ve IGF-1’in biyolojik olaylarda

nasil etki goOsterdiklerinin anlasilmasini saglamistir. Koken olarak
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somatomedin hipotezi; biiylime hormonunun (GH) biiyiimeyi nasil arttirdigi
hakkinda daha fazla bilgi edinmek amaciyla ortaya konmustur (16). Bir¢ok
arastirmaci, GH’nin kikirdakta siilfat artisini stimiile ettigini ve bu etkinin
indirekt olarak siilfasyon (sulfation) faktor veya somatomedin olarak
adlandirilan  bir serum araciligiyla gergeklestigini  gostermislerdir
(16,17,66). Diisik GH degerlerine sahip hipofisektomize (hipofizi
¢ikarilmis) ratlardan elde edilen serum, siilfat birlikteligini uyarmis olup,
bu hayvanlara GH verildiginde siilfat artis1 oldugu gorilmistir (66).
Orlowski ve Chenausek (16), 4 giinlik hipofisektomize adilen ratlara
rekombinant insan GH verdiklerinde viiciit agirliginin  arttigini
gozlemislerdir (63). GH yetersiz olan ratlara, GH verildiginde kemik
bliylimesinin artt1g1 gozlemlenmistir (16).

Somatomedin hipotezinin temel prensibi, GH’nin biiylimedeki
islevlerine IGF’lerin aracilik ettigidir. SoOyleki; otokrin/parakrin etkiden
sorumlu olan IGF-1’in, GH’nin sorumlulugunda karacigerde sentez edildigi
ve daha sonra periferal hedef dokulara taginarak GH’nin biiylimedeki roliine
aracilik etmesi olarak agiklanmistir (54,63,12). Bunun yaninda, GH’nin,
IGF-1’in arabuluculugu olmadan hedef dokulara iizerine direkt etkileri
oldugu da ispatlanmistir (5).

Biliylime hormonu dogrudan canli hayvan kemiklerinin epifiz
kikirdagina enjekte edilmesinin yalnizca bu kikirdak bolgesinin biiyiimesine
yol agmistir (21). Bu nedenle somatomedin hipotezinin bazi yoOnleri hala
tartismalidir. Bir olasilik, biiyime hormonunun (GH) dokuda lokal
biiylimeye neden olacak kadar yeterli miktarda lokal IGF-1 yapimina neden
olabilecegidir. Baska bir olasilia gorede; bazi dokularda biiylimenin
hizlanmasindan, biiyiime hormonunun kendisi dogrudan sorumlu oldugu ve
IGF-1 mekanizmasi biiylimeyi hizlandiran bir ara¢ olup ancak herzaman

gerekli olmadigidir (21).

2.2. IGF BAGLAYICI PROTEINLER
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(Insiilin-Like Growth Factor Binding Proteins, IGFBP’s)

IGF’lerin biyolojik islevlerinde onemli bir araci olan IGF baglayici
proteinler (IGFBP’ler), dolasimdaki IGF’leri bir yerden bir yere tasimak ve
yart Omiirlerini uzatmak i¢in kendilerine baglayarak (2,7,18), IGF
fonksiyonunda hem Dbir inhibitér hemde bir uyarici olarak gorev alirlar (71).
IGFBP’lerin IGF’lere baglanma istekleri ve IGF’lerin salinimi, IGFBP’lerin
fosforilasyonu, glikolizasyonu ve 6zel proteolizisi tarafindan kontrol edilir
(2,43).

Molekiil agirliklari, aminoasit dizilimleri, ve baglayic1 yap1
unsurlarindaki farkliliklar1 nedeniyle dolasimda sekiz farkli 6zellikte IGF
Baglayici protein (IGFBPs) izole edilmistir (35). Bunlar;

1) IGFBP-1 (25-30 kDa): IGFBP-1, IGF’lerin her ikisiylede yiiksek
affiniteyle baglanir. IGFBP-1; insan amniotik sivisinda, fotal serumda ve
decidua da bulunur (35). IGFBP-1, diger IGFBP’lerle birlikte, IGF-1
biyoaktivitesini, IGF-1 reseptoriiniin diizenleyici otokrin etkilerini
onleyerek arttirabilir (43).

2) IGFBP-2 (32-34 kDa): IGFBP-2, insanda; serebrospinal sivisinda,
seminal plazmada ve lenfte, Ratlarda; amniotik ve serebrospinal sivida,
kanatlilarda; viteal sivida ve domuzlarda; folikiiler sivida bulunur. IGFBP -
2, tercihen IGF-1’e baglanir ve fotal biiylimede 6nemli bir role sahiptir
(35). IGFBP-2, osteoblastlarin ve kondrositlerin temel bir baglayici
proteinidir. Civciv kanat ve bacak kemiklerinde varligi tespit edilmistir
(41).

3) IGFBP-3 (53 kDa): IGFBP-3; insan ve ratta lenfte, serebrospinal
sivida, insan ve domuz folikiiler sivida, ratta colostum ve siitte ayrica
insanda seminal s1vida ve gebeligin son li¢ ayinda amnion sivisinda bulunur
(35).

4) IGFBP-4: Koyun kan plazmasinda 24 kDa ve 29 kDa molekiil
agirligi olmak tlizere 2 farkli formu bulunmustur. Ayrica; insan, rat ve
domuz kan serumundada 24 kDa molekiiler agirliga sahip olan IGFBP-4
bulunur (35).
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5) IGFBP-5 (23 kDa): IGFBP-5; sadece IGF’lerle degil ayn1 zamanda
yizeydeki osteoblaslarlada (ekstraseliiler matriks) baglanirlar. Andress ve
Brnbaun, IGFBP-5’ ilk kez insan osteoblast kiiltiiriinden izole etmislerdir.
Ayrica, ratlarda kan serumunda IGFBP-6 ile birlikte bulunur. Bu protein
bobrek, kemik ve endokrin dokularinda dahi bulunmakta olup, akciger
gelisiminde de 6nemli rol iistlenmektedir (35).

6) IGFBP-6 ( 30- 32 kDa): IGFBP-6; insan serebrospinal sivisinda
bulunur. IGF-2’ye baglanma affinitesi IGF-1’e oranla daha yiiksektir (35).

7) IGFBP-7 ve IGFBP-8: IGFBP-7, IGFBP-8 ile birlikte IGF’lere
disik affiniteyle baglanirlar. IGFBP-8; baglayic1 dokularin biiytime faktorii

olabilecegi yoniinde bulgular mevcuttur (35).

2.3. IGF RESEPTORLERI
(Insiilin-Like Growth Factor receptors, IGFRS)

IGF’ler, Tip-1 ve Tip-2 IGF reseptorleri olarak adlandirilan 6zel
hiicre ylizey reseptdrlerine baglanirlar (2). IGF-1 reseptori (Tip-1 ya da
IGF-1R), tirozin kinaz biiylime faktdr reseptoriiniin bir iiyesi olup insiilin
reseptorlerinin Ozellikle tirozin-kinazin homologudur. Bu reseptor, disiilfit
kopriisii tarafindan 2a ve 2B altiinitelerini baglayan bir heterodimerden
olusmustur. Altiiniteler, plazma membran reseptorii ve sitoplazmik tirozin-
kinaz kontrolii altinda birbirine baglanir (19). Tip-1 IGF reseptori, IGF
sisteminde biiylime ve metabolik yanit i¢in kritik belirleyici bir reseptordiir.
Ayrica, hiicresel diizeyde Tip-1 IGF reseptoriiniin, hiicre dongiisiiniin
ilerleyisi, farklilagsmasi1 ve gelisiminin kontrol edilmesinde koordine edici
bir rolii vardir (5,43). IGF-1 reseptorii, genetik olarak ortadan kaldirilmis
(knock- out) farelerde, solunum kaslarinin az gelismesine bagli olarak
erken postnatal donemde solunum yetersizliginden dolayr oliimler
gorilmiistiir (24).

IGF reseptorii, yumurtadan ¢ikan civcivlerden izole edilen kas
hiicrelerinde biyiimeyi uyardigi goélenmistir (45). IGF-1’in embriyodaki

rolii, GH’dan bagimsiz olarak IGF-1 reseptdrii araciligiyla olmaktadir.
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Clnkii, mutant hayvanlar veya hipofiz bezi ¢ikarilmis deneklerde, GH’ nin
yoklugunun normal prenatal gelisimi etkilemedigi beirlenmistir (71).

IGF-2 reseptori (Tip-2 ya da IGF-2R), IGF-1 reseptoriinden (IGF-
IR) farkli yap1 gostertigi, Mannoz-6-fosfat i¢in bir reseptor gibi davrandigi
bildirilmistir. Tip-2 reseptoriiniin IGF’lerin metabolik faliyetlerindeki rolii

ise tam olarak saptanamamistir (2,71).

2.4. IGF’LERIN SENTEZi VE SALINIMI

IGF-1 sentez ve salinimi karacigerde GH’a baglidir (41,63,71).
Buna karsin IGF-2 gen ekspresyonu GH’dan ¢ok fazla etkilenmez ancak
dogum Oncesinde fotiisiin bliylimesinde dnemli role sahiptir. Eriskinlerde
IGF-2 geni sadece koroid pleksusta ve beyin zarinda goriillmektedir (19,71).

Mekanizmasi ¢ok karmasik olan biiylime olayinda yalniz biiylime
hormonu ve IGF’ler degil ayni zamanda tiroid hormonlari, insiilin, esey
hormonlari, kalitsal etkenler ve cevresel etkenler de biiyiime iizerinde rol
oynarlar. Bu nedenle biiyime hormonu normal biiylimeyi saglayabilmesi
icin troid hormonlari, insiilin, androjenler ve diger bazi hormonlarin
ortamda bulunmasi ve birlikte etkimesi gerekmektedir (72).

Insan ve laboratuar hayvanlarinda uterus igerisinde (intrauterin)
biiylime, fotal biliylime hormonuna bagimli degildir. Fotlis, biiylime
hormonundan (GH’dan) bagimsiz olarak biiyiir (72). Gebelik doneminde
annede IGF olusumunu korionik somatotropin (GH) kontrol eder (72).

Kanatlilarda, IGF’lerin sentez ve salinimi hem biiylime hormonuna
bagli hemde biliylime hormonuna bagli olmayan bir kontrol mekanizmasiyla
gerceklesmektedir. GH:IGF-1 etki mekanizmasi en 1iyi fonksiyonunu
embriyogenezis doneminde gosterir (41). Tavuk embriyosunda, GH
sekresyonunun baslamasindan Once inkiibasyon basinda, karaciger haric,
degisik dokularda da ( kalp, beyin) IGF-1 mRNA’s1 tespit edilmistir (41).
Buna ragmen, gelisen kanatli embriyolarinda IGF sekresyonunu kontrol

eden faktorler heniiz bilinmemektedir (41).
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Yetiskin omurgalilarda, IGF-1’in temel kaynagi karaciger olmasina
karsin, IGF-1 embriyogenezis boyunca karacigerde iiretilmez. IGF-1
embriyogenezisin sonlarina dogru karaciger tarafindan iiretilmeye baglar
(48). Embriyogenezis boyunca diger dokular IGF-1 diretir. Omurgali
embriyolarin 12. ve 13. giinlerinde, IGF-1 ekspresyonu; goz, bacaklar, kalp,
beyin ve midede saptanmistir. Bu organlar gelisim esnasinda IGF-1’in
dolasimdaki miktarinada katkida bulunabilecegi gosterilmistir (48).

IGF’leri salinimina biiylime hormonundan baska ¢esitli faktorlerde
etkilemektedir (19). Bu etkenlerden biri normal beslenme olup IGF-1
olusumu icin gereklidir. Nitekim, a¢lik durumunda IGF-1 olusumu azalir.
Glikokortikoidler ve protein yetersizliginde IGF-1 olusumu 6nemli dlgiide
aksar ve plazmadaki IGF-1 salinimi azalir. Bu durum Insiilin tedavisiyle
normale doner (19,72). Yiiksek dozda Ostrojen ise IGF-1 yapimint inhibe
eder (72).

Ergenlik doneminde biiylimenin hizlanmasi kismen androjenlerin
protein olusumunu arttirmasina baghdir ve gerek kiz gerekse erkeklerde bu
donemde bobrek {istii bezlerinden salinan androjenler artar. Ancak, bu
durum esey hormonlar1 ile biiyiime hormonu ve IGF-1 rasindaki iligkilerede
baglidir. Esey hormonlari plazmadaki IGF-1 miktarint arttirirlar (72).
Fakat bliylime hormonu yetersizligi olan kisilerde bu artis goriilmez. Bu
ylizden esey hormonlari, biiylime hormonu saliniminda goriillen hizh
artiglara bununda IGF-1 saliniminin artmasina neden oldugu belirtilmistir
(72). Kanatlilarda kulu¢ka sonrasi IGF-1 sekresyonunun regiilasyonu
embriyoya nazaran, GH’ya daha ¢ok baglhidir (41).

Biiytiyen kuslarda, GH:GH reseptdriiniin, IGF-1 ekseni ile olan iliskisi
endokrin duruma, genetige, yasa ve beslenme sekline bagli olarak degisir.
Biliylime hormonu diizeyleri aglikta artar. Fakat plazma IGF-1 seviyesi
baskilanir (41). Civcivlerde GH:IGF-1 eksenini tanimlayici bir baska
faktorde yastir. IGF-1 mRNA seviyesinin 4 haftalikken dokularda en iist
seviyeye eristigi fakat 10 haftadan sonra bazal diizeye diistiigii gérilmiistiir
(41). Insanda erken fotal periyotlar ve organogenezis boyunca biiyiime ve

gelisimde diizenleyici rol oynayan IGF’ler gelisimin erken dénemlerinde
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yliksek diizeydedir (20,63). Plazma IGF-1 diizeyi ¢ocukluk siiresince
yikselerek, 13-17 yaslar arasinda en yiliksek noktasina ulasir. Buna karsin,
IGF-2 diizeyi dogumdan hemen Onceki biiylime donemindeki (prenatal

biiylime) degerler diizeyinde kalir (72).

2.5. IGF’LERIN ETKi MEKANIiZMASI

Biiyiime hormonunun (GH) etki mekanizmas1 hakkindaki goriisler,
yeni bilgiler elde edildikce bir ¢ok degisiklige ugramistir. Onceleri biiyiime
hormonunun dokular iizerine direkt etki ederek biiylimeyi sagladig:
diistiniilirken, bugiin bu etkisini esas olarak IGF’ler araciligi ile yaptigi
anlasilmistir (19). Ancak, hipofisektomili siganlarin proksimal tibial epifiz
igerisine biiylime hormonu injekte edildiginde, sadece verilen tarafta
kikirdak kalinligini arttirdigr ve diger dokular gibi kikirdak dokununda
IGF-1 sentezlemeye basladigi saptnmistir (19). Bu sonuglar su sekilde
aciklanmistir: Biiyime hormonunun kikirdak doku iizerine etkisiyle
kikirdak doku kok hiicrelerinin IGF-1°e yanit verebilen hiicreler haline
doniistiigii ve daha sonra yerel olarak IGF-1 yapimi ve salinimint arttirdigi
gozlenmistir (19). Dolasimdaki IGF-1 de uzun kemiklerin uglarindaki
(epifiz) kikirdaklasmanin baslamasini, kikirdak dokunun gelisimini ve
uzamasini arttirmigtir. Bunu kikirdagin yeni kemige doniisiimii izlemis ve
kemik govdesi uzamistir (72).

Biliyiime hormonu kisa siireli, fakat IGF-1 uzun siireli etkilidir (21).
Biliylime hormonu kanda plazma proteinlerine ancak zayif olarak baglanir
ve bu yiizden kandan dokuya hizla geger. Kandaki yarilanma siiresi 20
dakikadan daha kisadir (21). Aksine, IGF-1, kanda bulunan kendisi gibi
biiylime hormonuna cevap olarak olusan bir tasiyici proteine sikica
baglanir. Bunun sonucu olarak, IGF-1 kandan dokuya yavas olarak gecer ve
yari Omrii yaklasik olarak 20 saattir (21). GH:IGF-1 ile Ilgili biyolojik

mekanizmalar sekil-2’de sematize edilmistir.

GH
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Sekil 2. Biiyime hormonu (GH) ve IGF-1'in etki ettigi biyolojik

mekanizmalarin akis 6zeti (12).

2.6. IGF’LERIN (IGF-1 ve IGF-2) KEMIiK DOKUSU UZERINE

ETKILERI
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Insiilin-benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1), bir ¢ok dokunun
ozellikle de iskeletin biiyiime ve farklilasmasinda 6nemli bir etkendir (57).
IGF-1, Tip-1 kollagen sentezini ve hiicre replikasyonunu arttirir (33,56).
Tip-1 kollagen sentezi ve matriks olusumu endosteumda yogunlasirken,
hiicre replikasyon artig1 daha ¢ok periosteumda meydana gelir (33). IGF-2,
hiicre replikasyonu ve kollagen sentezindeki artis ve kollagen yikimini
azaltmasi bakimindan IGF-1 ile ayn1 etkileri gosterdigi kanitlanmistir (33).
Kemik hiicre kiiltiiriinde, IGF-2, Tip-1 kollagen sentezi iizerine IGF-1’den
daha etkiliyken, kemik gelisimi iizerine IGF-1’in daha etkili oldugu
gosterilmistir (33).

IGF-1’in, osteoblastlar ilizerine anabolik etkilerinin oldugu in vivo
ve in vitro c¢alismalarla kanitlanmistir (74). Ayrica bu c¢alismalar
sonucunda, IGF-1’in kondrosit ve kemik hiicreleri olusumunu uyardigi ve
trabekiiler kemik biiylimesinin yani sira uzunluguna kemik gelisiminide
kontrol ettigi gosterilmistir (57, 74). Uzunluguna kemik biliylimesindeki
etkisi, kondrositlerin osteoblastlara doniismesiyle, periostal osteoblastlar
tizerinden distaki kortikal zarin genislemesiyle olur (57).

Kemik sekillenmesinden sorumlu biitiin hiicreler (osteoprogenitdr
hiicreler, osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar) IGF-1’i iretebilirler
(58). Osteoblast hiicre kiiltiiriiyle yapilan ¢alismalarda, IGF’lerin gelisimin
biitlin safhalarinda osteoblast fonksiyonunu (proliferasyon, farklilasma,
matriks iretimi, minerallesme) arttirdigr goriilmistiir (58,31).

Insan ve kemirgenlerde yapilan in vitro c¢aligmalar, tip-1 IGF
reseptoriiniin bu hiicrelerde DNA sentezi, protein sentezi ve osteoblastlarin
olgunlagmasini ve farklilagsmasini stimiile ettigini goéstermistir. IGF-1 ve
IGF-2’nin her ikiside f6tal rat osteoblaslarinda kollagen ekspresyonunda
artig1 sagladigi bildirilmistir (58). IGF-1’in kemik gelisimi {izerine
etkilerinin incelenmesi sonucu elde edilen veriler, IGF-1 injekte edilmis
farelerde, IGF-1’in trabekiiler ve longitudinal kemiklesme oranini arttirdigi

tespit edilmistir (74).
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IGF-1’in osteoblastlar iizerine anabolik etkiye sahip oldugu
kanitlanmis olmasina ragmen, osteoklastlar ve kemik rezorpsiyonu iizerine
etkileri tam olarak ag¢iklanamamistir (31). Kemik rezobsiyonuyla ilgili in
vitro c¢alismalarda elde edilen bulgular, IGF-1’in uzun siire kemik iligi
kiiltiirinde osteoklast ve benzeri hiicrelerin olusumunu arttirdig1 ve kemik
doku kiiltiirlerine ek olarak, IGF-1’in kemik rezorbsiyonunu stimiile eden
etkiler tizerine inhibit6ér gibi davrandigi da saptanmistir (31, 67).

In vivo ve 1in vitro c¢alismalar sonucunda, GH ve IGF-1’in,
osteoklastlarin kemik rezorbsiyonunda, parakrin arabulucularinin salinimini
uyararak kemik emilimine indirekt olarak etki edebildigi gosterilmistir
(67).

Ibbotson ve arkadaslart (29), IGF-1’in osteoklastlar iizerine direkt
etkileri oldugunu gostermislerdir. Slootweg ve arkadaslar1 (65), IGF-1’in
osteoklastlarin  sekillenmesini stiimile ettigini fakat farklilagsmasini
etkilemedigini bildirmislerdir (31). Hill ve arkadaslar1 (22), IGF-1"nin hem
direkt hemde indirekt etkileriyle osteoklastik aktiviteyi stimiile ettigini
belirlemiglerdir.

Rekombinant insan IGF-1 ile muamele edilen saglikli
postmenapozal kadinlarda osteoblastik ve osteoklastik aktivite degerlerini
saptamak amaciyla yapilan c¢aligmalarda, rekombinant insan GH ile
muamele edilen bireylerin, IGF-1 konsantrasyonuyla birlikte, kemik
olusumunu ve kemik onariminin arttirdigi gézlenmistir (61).

GH ve IGF-1 eksikligi olan insan ve hayvanlara IGF-1 ve GH’ nin
uygulanmasiyla uzunluguna kemik biliylimesinin arttigr saptanmistir (29).
IGF-1 ve IGF-1 reseptoriniin (IGF-IR) homolog gen kombinasyonuyla
elimine edildigi (knock-out) farelerde, IGF-1 sinyal yolunun doku biiyiime
ve gelismesinde ¢ok Onemli oldugunu gostermistir (29). IGF-1 eksikligi
olan farelerde embriyonik dénemde boy biiylimesinin azaldigi ve sonraki
postnatal biiyiimenin oldukc¢a geciktigi gorilmiistiir. IGF-1 geni ortadan
kaldirilmis hastalarda intrauterin biliylimenin geciktigi ve postnatal
biiylimenin ger¢eklesmedigi goriilmiistiir Bunun yaninda, rekombinant IGF-

1’in (rhIGF-1) hipofizektomi ypilan ratlarda viicut agirligini arttirdig tespit
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edilmistir (29). Bu deneysel c¢alismalar ve klinik incelemeler, IGF-1 ve
reseptoriiniin normal ekspresyonunun kemik doku biiyiime ve gelismesinde

kritik rol oynadigini agik¢a gostermektedir (29).

3. MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismada materyal olarak kullanilan 40 adet dolli Japon
Bildircini  (Coturnix coturnix japonica) Kafkas Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftliginden saglandi.

3.1. Enjeksiyon prosediirii: Inkiibasyonun 3. giiniindeki bildircin
yumurtalarinin kiit uglart % 70’lik ethanol ile dezenfekte edildikten sonra
bu uglarin bir noktasindan, chorio-allantoic zara zarar vermeyecek sekilde
dis¢i matkabi, (dental drill bit) kiiciik bir delik agildi. Agilan delikten,
ucuna 22 6lgekli enjektor ignesi takili otomatik pipetle, her bir yumurtanin
icine bir kez olmak ilizere 10 ml asetik asit ve % 0.1°lik BSA (Bovine
Serum Abumin) ile hazirlanan rekombinant human IGF-1 (rhIGF-1, 100
ng/embriyo) enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra agilan delik kii¢iik bir
yapistirict (sticker) ile kapatilarak kontrol grubu yumurtalar ile birlikte nem
orani % 86-87, sicakligt 37 °C’ye ayarlanan inkiibatére konuldu (17).
Uygulamada kullanilan rekombinant human IGF-1 (rhIGF-1) Dr. A. F.
Parlow (UCLA, CA, USA) tarafindan saglandi.

3.2. Embriyolarin Toplanmasi ve Doku Preparatlarinin Hazirlanmasa:
Yumurtalarin kulugka makinasina ilk konuldugu saat “0” zaman
dilimi kabul edilip, 7. giinden itibaren kulugckadan c¢ikis giinline kadar (16.
giin) diizenli olarak her 24 saatte, enjeksiyon yapilan grup ve kontrol
grubundan yumurtalar toplandi. Embriyolarin sirt omur kemigi alinarak
bouin ve %10’luk formol-alkolde tespit edildi.
Tespit olan doku Ornekleri; dereceli alkoller (%70, %80, %90 ve

%100), metil benzoat ve benzollerden gecirildikten sonra parafinle
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bloklanarak her bloktan 6 mikron kalinliginda seri kesitler alindi. Kesitlere
rutin incelemeler i¢in Crossmanin ii¢lii boyamasi yapildi (13).

Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BX51)
incelendi. Bulgular mikrofotografi ile tespit edildi. Mikrometrik 6lglimler
mikroskoba uyarlanan okiiler mikrometre yardimiyla yapildi. Hiicre
sayimlar1 birim alanda (0.01 mm?2, bir birim alan kabul edildi.) ve
notokordun her iki yaninda paralel olacak sekilde yapildi.

Istatistiki degerlendirme i¢in minitab programi ile t-testi uygulandi
(42).

5. BULGULAR

Inkiibasyonun 7.giinii; Sirt omur kemigi gelisimini inceledigimiz Japon
bildircinlarinda, inkiibasyonun 7. giliniinde, kontrol grubu embriyolarda,
kikirdak hiicreleri olusmustu fakat sirt omur kemigini olusturacak taslagin
sinirlar1 belirginlesmemis oldugundan diger organ taslaklarini olusturacak
hiicrelerden ayirt edilememistir (Sekil-3). Bu nedenle hiicre sayim islemi
gergeklestirilememistir. Hiicreler, 6zellikle notokordun g¢evresinde belirgin
olarak ayirt edildi.

rhIGF-1 enjekte edilmis embriyolarda, hiicreler kontrol grubuna oranla
daha fazla belirginlesmeye baglamisti ve kikirdak hiicreleri ayirt
edilebilmekle brlikte sirt omur kemigini olusturacak olan taslak g¢evredeki
diger organ taslaklarindan ayirt edilebilmekteydi (Sekil-3). Periferde daha

kii¢iik olan hiicrelerin merkeze yaklastik¢a biiyiikliiglinlin arttig1 goriildi.

inkiibasyonun 8.giinii; Kontrol grubunda bulgular, 7.giin kontrol grubuyla
benzer oOzellikler gosterdigi gorilmistir. Buna ragmen, merkezdeki
hiicreler kenardaki hiicrelere oranla daha belirgin olmakla beraber, sinirlar:
tam olarak ayirt edilemediginden sayim isemi gergeklestirilememistir
(Sekil-4B). 7. giin kontrol grubunda oldugu gibi kemik taslagini olusturacak

sinirlar 8. glin embriyolarindada kesin olarak ayirt edilememistir.
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rh1GF-1 njekte edilmis grupta, gelismenin kontrol grubuna gore daha
ileri oldugu gozlendi (Sekil-4A). rhIGF-1 enjekte edilmis gruplarda sirt
omur kemigini olusturacak taslagin tam sekillendigi goriilmiistiir. Kikirdak

hiicreleri belirgin olarak ayirt edilmistir

Inkiibasyonun 9. giinii; Kontrol grubundaki gelismenin bir onceki giine
gOre daha ileri diizeyde oldugu goézlendi. Kontrol grubu embriyolarinda
kikirdak hiicreleri onceki giine oranla belirgin olup sirt omur kemigini
olusturacak olan taslak sinirlar1 ayirt edilmeye baslandi (Sekil-5B).
Inkiibasyonun bu giiniindeki kontrol grubunda birim alanda kikirdak
hiicrelerinin sayis1 ortalama 104.4 olarak belirlendi (Tablo 1).

rh1GF-1 uygulanan grupta, kikirdak hiicrelerinin biyiiliiklerinin
onceki gin rhIGF-1 uygulanan gruba gore arttigi ve bu hiicrelerin
cekirdeklerinin daha belirgin oldugu gorildi. Ayrica, kemik taslagini
olusturan alanda genisledi (Sekil-5A). rhlGF-1 uygulanan grupta birim
alanda kikirdak hiicreleri sayis1 ortalama 165.2 olarak tespit edildi (Tablo
1). Inkiibasyonun 9. giiniinde rhIGF-1 uygulanan grupla kontrol grubundaki
kikirdak hiicre sayilar1 arasindaki farkin istatistiki a¢idan (P<0.05) 6nemli

oldugu saptandi.

Inkiibasyonun 10. giinii; Kontrol grubunda, Kemigi olusturacak alan
diger giinlere gore daha belirgin olmakla beraber merkeze yakin
hiicrelerdeki biliylime oraninin, dnceki giine oranla daha fazla artmis olarak
gorildii. Hiicreler arasinda diizenli bir siralanmanin  basladig
goriilmekteydi (Sekik-7). Bu giindeki kikirdak hiicre sayisinin birim alanda
ortalama, 239.00 olarak bulundu (Tablo 1).

rhIGF-1 uygulanan grupta, oOnceki giin biiyiimeye baslayan
hiicrelerde, 0zellikle notokordun g¢evresinde hipertrofi goriildii. Ayrica,
hipertropik ve proliferatif zon ayirt edilmekle beraber hipertrofiye ugrayan
hiicrelerin ¢ekirdekleri kenara dogru itilmis olarak gorildi (Sekil-6).
Kikirdak hiicrelerinin birim alandaki ortalama sayis1, 274.6 olarak bulundu

(Tablo 1). Inkiibasyonun 10. giiniinde, kikirdak hiicre sayisinin birim



30

alandaki artiginin, rh1GF-1 uygulanan grupta, kontrol grubuna oranla daha
fazla oldugu ve iki grup kiyaslandiginda farkin istatistiki acidan (P<0.05)

onemli oldugu saptandai.

Inkiibasyonun 11. giinii; Kontrol grubunda, kikirdak hiicrelerinin énceki
giine gdre hem daha belirgin hem de daha biiyiik oldugu gériildii. Ozellikle
hiicre boliinmesinin gergeklestigi alanlarda hiicreler yogun olarak gozlendi
(Sekil-9). Bu giinde kontrol grubunda birim alandaki kondrosit sayisi
ortalama olarak 278.00 olarak bulundu (Tablo 1). rhIGF-1 uygulanan
grupta, ilk kemiklesme merkezlerinin gozlendigi giin inkiibasyonun 11.
gliniidiir. Kemiklesmenin basladigi bolgede kan damarlar1 gézlendi (Sekil-
8). rhIGF-1 uygulanan grupta, kemik odaklarinin ve hipertrofi alanlarinin
artmast nedeniyle birim alana diisen kikirdak hiicre sayisinin azalmis
oldugu tespit edildi. Birim alandaki kikirdak hiicre sayisi ortalama olarak
250.6 olarak belirlendi (Tablo 1).

rhIGF-1 wuygulanan grup ile kontrol grubu kondrosit sayilari
arasinda birim alandaki farkin istatistiki a¢idan (P<0.05) 6nemli oldugu
saptand1 (Tablo 1).

Inkiibasyonun 12. giinii; Kontrol grubunda ilk kemiklesme inkiibasyonun
12. giiniinde gorildi (Sekil-11). Gerek hipertrofi alanlarinin artmasi
gerekse kondrositlerin biiyiikligiiniin artmasiyla bir onceki giine oranla
gelisimin daha ileri diizeyde oldugu goriildi (Sekil-11). Birim alandaki
kikirdak hiicre sayisi, 263.6 olarak bulundu (Tablo 1). rhIGF-1 uygulanan
grupta, kemiklesme merkezlerinin genislemeye basladigi gdzlendi.
Ozellikle notokordun gevresinde genis alani kaplayan kemiklesme zonu
goruldi (Sekil-10). Bu giinde, rhlGF-1 uygulanan grupta Onceki giinde
oldugu gibi kondrosit hiicre sayis1 azaldi. Birim alanda ortalama kondrosit
sayisi, 246.4 olarak bulundu. rhIGF-1 uygulanan grup ile kontrol grubu
arasinda farkin (P<0.05) 6nemli oldugu ve rhlGF-1 enjekte edilen grubun

gelisiminin daha hizli oldugu goriildi.
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Inkiibasyonun 13. giinii; Kontrol grubunda, odaklar halinde kemiklesme
merkezleri tespit edildi. Diger alanlardaki hiicrelerin ise 6zellikle notokorda
yakin alanlardaki kikirdak hiicreleri c¢aplarinin artmis oldugu gorildi.
Hipertropik zon ve proliferatif zonda ayirt edildi (Sekil-13). Birim alandaki
ortalama kondrosit sayis1 265.20 olarak bulundu (Tablo 1).

rhiIGF-1 uygulanan grupta, kemiklesme alanlarinin son derece
biiylidiigi ve diger alanlardaki kikirdak hiicrelerinin ¢aplarinin ise artmis
oldugu goériildii. Kemiklesme odaklar halinde gereklesmeyip Ozellikle
onceki giinlerde goriilen fakat 13. giinden itibaren kaybolan notokordun
bulundugu alanda genislemis sekilde kemiklesme zonu olarak gozlendi.
Tim alan kemiklesme zonu, hipertropik zon ve proliferatif zon olarak
bolgelere ayrilmis oarak gorildi (Sekil-12). Birim alanda ortalama kikirdak
hiicre sayisi, 237.2 olarak sayildi (Tablo 1).

rh1GF-1 uygulanan grupla, kontrol grubunda birim alandaki
ortalama hiicre sayis1 arasindaki farkin istatistiki a¢idan (P<0.05) 6nemli

oldugu saptandi.

Inkiibasyonun 14. giinii; Kontrol grubu embriyolarinda, kemik odaklar
sayisilarinin arttig1 goriildi. Bu alanlarin disinda 6zellikle notokorda yakin
bolgelerde hipertrofiye ugrayan hiicrelerle kenara yakin olarak bulunan
proliferatif zondaki hiicrler ayirt edildi (Sekil-15). Bugiinde birim alanda
sayilan kikirdak hiicre sayisi, 236.0 olarak belirlendi.

rhIGF-1 uygulanan grupta ise, 13. giinde genislemeye baslayan
kemiklesme bolgesinde genislmenin daha fazla arttigi goriildii. Onceki
giinlerde oldugu gibi hipertrofik zon ile proliferatif zon ayirt edildi (Sekil-
14). Birim alanda kikirdak hiicre sayis1 ortalama 179.0 olarak sayildi.

rh1GF-1 uygulanan grup ile kontrol grubunun birim alandaki hiicre
sayist arasindaki farkin istatistiki agidan P<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu

bulundu.



32

Inkiibasyonun 15.giinii; Kontrol grubunda, kemiklesme merkezinin bir
onceki gline oranla daha fazla biiyiidiigii ve notokordun kayboldugu alanda
kemiklesme merkezinin olustugu gozlendi. Bu alan disindaki diger
bolgelerde ise odaklar halinde irili ufakli kemiklesme merkezleri ayirt
edildi (Sekil-17). Bugiinde birim alandaki kikirdak hiicre sayis1 236.0
olarak bulundu.

rhIGF-1 uygulanan grupta, kemiklesme zonunun onceki giine oranla
daha fazla genisledigi bu alanda trabekiillerin olusugu goriildii. Kemiklesme
zonu, hipertrofik zon ve proliferatif zon ayirt edildi (Sekil-16). Birim
alandaki hiicre sayis1 174.60 olarak bulundu. Her iki grup birim alandaki
hiicre sayis1 bakimindan karsilastirildiginda, (P<0.05) istatistiki agidan fark

oldugu bulundu.

inkiibasyonun 16. giinii; rhIGF-1 uygulanan grupta kemiklesme zonunun
tiim alana yayildig:r goriildii. Onceki giine paralel olarak hipertrofik zon,
proliferatif zon ayirt edildi ve trabekiillerde goriildii (Sekil-18). rhIGF-1
uygulanan grupta birim alanda ortalama kikirdak hiicre sayisi, 149.0 olarak
bulundu.

Kontrol grubunda, ¢ok sayida biiyiiklikleri farklt kemik odaklari
gorilldii. Bu odaklar 6nceki giine oranla daha genislemis oldugu goriildi.
Inkiibasyonun bugiiniinde notokordun kayboldugu, yerini kemiklesme
alanlarinin  doldurdugu go6zlendi (Sekil-19). Kontrol grubunda birim
alandaki hiicre sayis1 ortalama 187.80 olarak bulundu.

Kontrol grubu ve rhIGF-1 enjekte edilen grup arasinda birim alanda
saytlan hiicre sayist kiyaslandiginda, iki grup arasinda farkin (P<0.05)
onemli oldugu tespit edildi.

Tablo 1. 7. giinden 16. giine kadar embriyonal gelisim siiresince, rhIGF-1

enjekte edilmis ve kontrol grubu embriyolarinda sirt omur kemiginde
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kondrosit hiicre sayilarinin  gruplar arasinda istatistiksel
degerlendirilmesi ve t-testi degerleri.

Giin | n | IGF-1 uygulanan grup | Kontrol grubu | t-degeri
9 10 | 165.20+2.9 104.40+2.9 5.55

10 10 | 274.60+ 2.7 239.00+4.3 6.96

11 10 | 250.60+ 5.5 278.00+4.0 -4.00
12 10 | 246.40+1.9 263.60+3.2 -4.58
13 10 | 237.20+6.2 265.20+3.7 -3.89
14 10 | 179.00+8.0 236.00£6.5 -5.52
15 10 | 174.60+2.9 236.2+16 -3.71
16 10 | 149.00+8.9 1+£2.787.60 -4.17
P<0.05

n: sayim yapilan birim alan sayisi.
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Grafik 1. rhIGF-1 uygulanan ve kontrol grubu embriyolarnda sirt omur

kemiginde hiicre sayisinin yasa bagli degisimi.
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Sekil 3. Inkiibasyonun 7. giinii kikirdak doku.
A: rhIGF-1 enjekte edilen grup. B: kontrol grubu. Oklar: kikirdak hiicreleri.

NT: Notokord. Bar: 100 um.
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Sekil 4. Inkiibasyonun 8. giinii kikirdak doku.
A: rhIGF-1 enjekte edilen grup. B: kontrol grubu. Oklar: kikirdak
hiicreleri. NT: Notokord Bar: 100 pm.
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Inkiibasyonun 9. giinii kikirdak hiicrelerinde biiyiime.

il 5.

Sek

A: hIGF-1 enjekte edilen grup. B: kontrol grubu. Oklar: kikirdak hiicreleri.

NT:Notokord. Bar: 100 um.
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1 6. Inkiibasyonun 10. giinii

Sek

A: hIGF-1 enjekte edilen grup. a: hipertrofik zon. b proliferatif zon. Oklar: Kikirdak hiicreleri.

B: kontrol grubu. Ok baslart: kikirdak hiicreleri. Oklar: izogen gruplar

NT: Notokord. Bar: 100 pm.
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Sekil 7. Inkiibasyonun 11. giinii.
A: rhIGF-1 enjekte edilmis grup. a.Hipertrofik zon. b.Proliferatif zon. Oklar:

Kemiklesme merkezleri.

B: Kontrol grubu. Oklar: Kikirdak hiicreleri. NT:Notokord. Bar: 200 um.
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Sekil 8. Inkiibasyonun 12. giinii.
A thIGF-1 enjekte edilen Grup. Ok baglari: Kikirdak hiicreleri. Oklar: Kemiklesme
merkezleri. a: Kemiklesme zonu. b: Hipertrofik zon. c: proliferatif zon.. Bar: 200 um.
B: Kontrol grubu. a: Hipertrofik zon. b:Proliferatif zon. Oklar: Kemiklesme
merkezi. OK baslari: Kikirdak hiicreleri. NT: Notokord. Bar: 100 um.
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il 9. Inkibasyonun 13. giinii

Sek

A: rhIGF-1 enjekte edilen Grup. B: Kontrol grubu. Oklar: Kemiklesme

merkezleri. Ok baslari: Kikirdak hiicreleri. a: Hipertrofik zon. b: Proliferatif

zon. NT: Notokord. Bar: 200 pm.
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Sekil 10. Inkiibasyonun 14.giinii.
A: thIGF-1 enjekte edilmis grup. a. Kemiklesme zonu. b Hipertrofik zon. ¢.Proliferatif zon.
Oklar: Kikirdak hiicreleri.
B: Kontrol grubu. Oklar: Kemiklesme merkezleri. Ok baslan: Kikirdak hiicreleri.
NT: Notokord. Bar: 200 pm.
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A: tIGF-1 enjekte edilmis grup. Oklar: Kikirdak hiicreleri. . Bar: 100 pm.
B: Kontrol grubu. Oklar: Kemik odaklan. Bar: 200 pum.
a: Kemiklesme zonu. b: Hipertrofik zon. c:Proliferatif zon.
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Sekil 12. Inkiibasyonun 16. giinii.

A hIGF-1 injekte edilmis grup. a. Kemiklesme zonu. b.Hipertrofik zon. Ok baslart:
Kikirdak hiicreleri. Oklar: Trabekiiller. Bar: 100 um. B: Kontrol grubu. Ok baslan: Kikirdak
hiicreleri. a: Hipertrofik zon. b: Proliferatif zon. OKlar: Kemiklesme merkezleri. Bar: 200 pum.
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S.TARTISMA VE SONUC

Kanatlilarda kemik gelisiminin kisa silirede gergeklestigi, bunun
sebebinin ise yumurtlama periyodu boyunca, kalsiyuma yiiksek derecede
ihtiya¢ duyulmasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Kemik olusumuyla
kalsiyum (Ca) ihtiyacinin daha kolay giderildigi belirtilmistir (39).

IGF-1’in ve GH’nin somatotropik olaylardaki roliiniin
aciklanmasindan giiniimiize degin bu sistemin kemik biliylimesindeki rolii
daha fazla arastirilmaya baslanmistir. Nakane ve Tsudzuki’nin, Japon
bildircinlarinda, 3 ve 17. giinler arasinda iskelet olusumuyla ilgili yapmis
olduklar1 calismada, omur kemiklerinde, ilk kemiklesmenin 10. giinde
servikal bolgenin merkezinde oldugunu saptamis olup, 11. giinde de torakal
omurlarin merkezinde oldugunu goézlemlemislerdir (44).Calismamizda,
inkiibasyonun 7. ve 16. gilinleri arasinda Japon bildircinlarinin sirt
omurlarinda yapmis oldugumuz ¢alismalar sonucunda, kontrol grubunda ilk
kemiklesme merkezini 12. giinde goézlemledik. Diger taraftan, rhlGF-1
uygulanan grupta ise ilk kemiklesme merkezinin 11. giinde saptanmis
olmasi, IGF-1’in kemik olusumunu hizlandirdigin1 gostermektedir. Pourlis
ve arkadaslarinin, Japon bildircinlarinin bacak ve kanat kemiklerinde
toplam 6 bolgede yapmis olduklar: arastirmalar sonucunda, 6. ve 7. giinler
arasinda, c¢alisilan kemiklerin diyafiz merkezlerinde primer ossifikasyon
alanlar1 gozlemlemislerdir. Inkiibasyonun 8. giiniinden 16. giiniine kadar
yapmis olduklar1 gézlemlerde, kemiklesme bolgelerinde hem biiyiimenin
gergeklestigini  hemde bu bdlgelerin sayilarinin arttigini saptamislardir.
Sirt omur bdlgesinde yaptigimiz bu ¢alismada da, inkiibasyonun 7.
giiniinden 16. giliniine kadar yapilan incelemelerde, ilerleyen giinlerle
beraber, hem kemiklesme merkezleri sayilarinin arttigi, hemde bu
bolgelerin genisliginin arttigi gorilmistiir (51).

Ratlarin  omur kemigiyle yapilan g¢alismalarda, IGF-1’in
osteoblastlarin osteositlere farklilasmasini arttirdigr belirtilmistir (42).
Iskelet gelisimini incelemek amaciyla yapilan ¢alismada, IGF-1 in yetersiz

oldugu farelerde tiirdeslerinden daha kiiciik dogdugu goriilmiistiir. Bu
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fareler, GH ile muamele edildiklerinde, biiylimeyi basaramadiklar:
goriilmustiir. Bu nedenle, GH’nin postnatal iskelet gelisimi iizerine
etkilerinin, IGF-1’e bagli oldugu anlasilmistir. IGF-1 degerleri yetersiz
olan farelerle yapilan son c¢alismalar, bu hayvanlarda biiyiime plaginda, iki
haftalik normal tipleri ile karsilastirildiginda biiyiime boélgelerinin daha
sinirlt oldugu goriilmistiir. Cogalma zonu olarak da adlandirilan biiyiime
plaginda, hem bu bodlgedeki kondrosit sayilarinda hem de hipertropik
zonundaki kondrosit sayilarinda azalma oldugu gorilmiistiir. Ayni
hayvanlara IGF-1 injekte edildigi zaman, kemik uzamasinin arttigi,
proliferatif ve hipertropik zonun her ikisininde yeniden yapilandigi
gozlenmistir. Yapilan c¢alisma, IGF-1’in kondrosit proliferasyonu ve
hipertrofisinin her ikisini de diizenleyebilecegine kanittir (50). Japon
bildircinlarinda yaptigimiz bu ¢aligmada bu bilgileri destekler sekilde, IGF-
1 uygulanan gruptaki kondrosit hiicre sayilart ile kontrol grubundaki
kondrosit sayilarinin istatistiki olarak karsilastirildiginda, farkin P<0.05
diizeyinde dnemli oldugu tespit edilmistir.

Kikirdak ve kemik gelisiminin temel diizenleyicisi olan IGF-1 (23),
koken hiicreler lizerine de olumlu yonde etkili olup, bu hiicrelerin biiyiime
ve farklilagsmasinda 6nemli bir role sahiptir (39). Pourlis ve arkadaslarinin
(51), Japon bildircinlarinda inkiibasyonun 6. ve 16. giinleri arasinda bacak
ve kanatlarda kemik gelisimini incelemek amaciyla yapmis olduklari
calismada, i1lk 8. giinden itibaren kemigi olusturacak olan alanlarda kikirdak
hiicre sayisinin arttigini yumurtadan ¢ikistan kisa bir siire dncesine kadar
ise kikirdak hiicre sayisinin son derece azaldigini tespit etmislerdir.
Yaptigimiz calisma sonuglari, bu g¢alismay1 destekler niteliktedir. Birim
alanda sayilan kikirdak hiicre sayisi 8. giinden itibaren artis gostermistir.
Ayrica IGF-1 enjekte edilen gruplarda 11. giinden itibaren kontrol
gruplarinda ise 12. giinde itibaren birim alandaki kikirdak hiicre sayis1
azalmaya baslamistir.

Insan IGF-1’inin tavuk biyolojik aktiviteleri iizerine etkilerine

dair bir¢ok kanit bulunmaktadir. Ornegin, insan IGF-1’inin, tavuk embriyo
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kondrositlerinde; RNA, proteoglikan ve DNA sentezini uyardigi
gozlenmistir. (9).

IGF ailesi (IGF-1 ve -1, IGF reseptorleri, IGF baglayici proteinler)
embriyonik ve postnatal biiylimede ¢ok 6nemli rollere sahiptir (16). IGF-
1’in kemik bliylimesine etkileriyle ilgili ¢alismalarin az olmasiyla beraber,
mevcut ¢aligsmalar, IGF-1"in 6zellikle kikirdak ve kemik biiyiimesi {izerine
etkili oldugunu gostermistir (72). Diger omurgalilarla karsilastirildiginda
memeli IGF’leri ve IGF baglayic1 proteinleri hakkinda bir¢ok bilgi vardir.
Kanatlilarda IGF’lerin yapt ve fonksiyonlariyla, kanatli IGFBP’lerin
izolasyonu, karakterizasyonu ve fonksiyonu ile ilgili daha detayl
calismalara gereksinim duyulmaktadir (41).

Sonu¢ olarak; Japon bildircinlarinda, sirt omur bdlgesinde kemik
gelisimiyle ilgili yaptigimiz c¢alismada, her iki gruptada 7. giinde
sekillenmis olan fakat tam olarak ayirt edilemeyen kikirdak hiicrelerinin
artan giinlerle beraber ayirt edilmeye basladigi ve 7. gilinden itibaren
siirdiiriillen g6zlemler sonucunda, iki grup arasinda farkin 9. 11. ve 15.
glinler arasinda 6nemli oldugu saptanmistir. Ayrica, kontrol grubu ile
rh1GF-1 uygulanan gruplar, birim alandaki hiicre sayis1 bakimindan yasa
bagli olarak kiyaslandiginda, farkin istatistiki agidan P<0.05 diizeyinde
onemli oldugu tespit edilmistir.

Japon bildircinlarinda, kemik gelisimi lizerine IGF-1’in etkilerini
inceledigimiz arastirmamiz sonucunda; IGF-1’in kemik gelisimi iizerine
etkilerinin olumlu oldugu ve kemik gelisimini hizlandirdig1 sonucuna

varilmistir.
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6.0ZET

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1’in Japon Bildircin
Embriyolarinda, omur bolgesinde, kemik gelisimi {iizerine etkilerinin
histolojik olarak incelenmesi amaciyla yaptigimiz arastirmada, materyal
olarak 40 adet d6lli Japon Bildircini yumurtasi kullanildi.

Inkiibasyonun 3. giiniindeki yumurtalarin kiit uclari, %70’lik ethanol
ile dezenfekte edildikten sonra bu kiit uclarin bir noktasindan chorio-
allantoic zara zarar vermeden, her bir yumurtanin albumini igerisine bir kez
olmak iizere rekombinant human IGF-1 injekte edildi. Inkiibasyonun 7.ve
16. giinlerinde kontrol ve rhIGF-1 uygulanan gruplardan, her giin toplanan
embriyolarla histolojik preparatlar hazirlandi ve 1s1k mikroskobunda
incelendi.

Gelisim boyunca elde edilen bulgular sonucunda, inkiibasyonun 7.
gliniinde omur kemigini meydana getirecek olan kikirdak hiicrelerinin her
iki gruptada olusmaya basladigi, ve rhIGF-1 uygulanan embriyolarda ilk
kemiklesme merkezi 11. giinde, kontrol grubunda ise, 12, giinde tespit
edildi. Birim alanda hiicre sayilarinin karsilastirilmas:t sonucu; IGF-1
uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda farkin P<0.05 diizeyinde 6nemli
oldugu belirlendi.

Aragtirmamiz sonucunda; rhIGF-1 uygulanmasinin kemik gelisiminde
olumlu etkilere sahip oldugu ve kemik gelisimini hizlandirdig1 sonucuna

varilmistir.
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SUMMARY

The effects of rhIGF-1 on bone (particulary vetebrae) develoment of
apanese quails were histologically investigated during embriyonic
development. Forty fertilized eggs were used.

Quail eggs were injected once with recombinant human IGF-1 on
embriyonic day. Prior to injection the blunt and of the egg was sterilized
with 70 % ethanol and a dentall drill bit was used to create a single hole,
without genetrating the chorioallantoic membrane. Embryos from bith
control and rhIGF-1 injected groups during 7. th and 16. th days of
invitation were collected for histological analysis with light microscopy.

Ossification of thorocal bones were firs observed on 11. and 12. days
for control and rhIGF-1 injected groups, respectively. Additionally, the
number of chondrocyts were significantly increased in rhIGF-linjected
groups compared to that of control.

In conclusion, the administration of rhlGF-1 accelerated the bone

formation during quail embriyonic development.
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