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IGF-I uygulanan ve kontrol gruplarinm, 7. giinden 16. giine kadar 22

olan siire igerisindeki ¢izgili kas hiicre ¢aplarimin (), kendi gruplan

iginde istatistiksel agidan degerlendirilmesi.

abcedefg: Aymi grup i¢inde ortak harf tagimayan ortalamalar arasindaki

farklar istatistiki agidan 6nemlidir. n: Sayim yapilan birim alan sayist.

Giinlere gore IGF-I uygulanan ve kontiol grubu g:izgﬂi kas hiicre 22
¢aplarimin (1) gruplar arasinda istatistiksel agidan degerlendirilmesi

ve t-degerleri. n: Olciim yapilan birim alan sayist.

#% P <0.01 *** P <0.001.

7. giinden 16.giine kadar gelisim stiresinde, IGF-I uygulanan ve 23

- kontrol grubu kaslarda toplam kas hiicre sayilarinin gruplar arasinda

istatistiksel agidan degerlendirilmesi ve t-degerleri.

n: Sayim yapilan tiim alan sayisi. *¥** P <0.001.
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v
ONSOZ

Insilin Benzeri Bilyiime Faktorii (Insulin-Like Growth Factors, IGFs) peptidlerinin
embriyonik ve fGtal bliyiime ve gelismede Gnemli bir role sahip oldugu, IGF’lerin kas
biiylimesi ve gelismesi {izerine ¢ok Onemli etkilerinin oldugu ve IGF-I ve IGF-II’nin
miyoblastlarda proliferasyon ve diferensiasyonu uyardig:, besin alimmini artirdit ve protein
yikimina engel oldugu belirtilmistir.

Instilin Benzeri Biiyilime Faktorii-I’in ( IGF-I ) tavuklarin ¢izgili kas {izerine etkisi
hem in vitro hem de in vivo yapilan ¢aligmalarda gésterilmigtir. Ayrica 3 giinliik tavuk
embriyolarina in ovo recombinant human IGF-I enjeksiyonunun, embriyo asamasinda ve
takiben yumurtadan ¢iktiktan sonra ¢izgili kas gelisimini artirdig: bildirilmistir. Bu calisma,
Insiilin Benzeri Biiylime Faktdri-I’in Japon bildircini embriyolarmin M. Longus colli
dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kasmnin gelisimi {izerine etkisini histolojik
olarak incelemek amaciyla yaptlmigtir.

Yiiksek lisans egitimimin her agamasinda ¢alisma azmini, bilgiyi ve uygulamay:
dgrendigim, her konuda yardimlarimi ve destegini esirgemeyen danmigsman hocam Dog. Dr.
Nurhayat GULMEZ’ e, Yrd. Dog. Dr. Hakan KOCAMIS’ a, Do¢. Dr. Sahin ASLAN’ a, Yrd.
Dog. Dr. Mustafa SAATCFye, Yrd. Dog. Dr. Turgut KIRMIZIBAYRAK ’a, ayrica Yrd. Dog.
Dr. Miimtaz NAZLI’ ya, ve maddi desteginden dolay1 KAU Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirmalar Yonetim Kurulu Bagkanlifma, maddi ve manevi desteklerini eksik etmeyen

aileme ve emegi gegen herkese tesekkiir ederim.



1. GIiRiS:

Kanatli hayvan yetistiricilijinde bildircinin gegmisi olduk¢a yeni sayihr. Yakimn
zamana kadar daha ¢ok bir av hayvam olarak insanlarmn ilgisini cekmis olup, zevk amaciyla
hobi olarak da yetigtirilmistir. Bildircimin et ve yumurtasindan yararlamhﬁasx amaciyla
seleksiyona tabi tutulup, bu yﬁndé yetistirilmeye baslanmasi ¢ok yenidir. Son willarda
bildircimin hayvansal protein kaynag: olarak iiretime sokulmasina hizmet edebilecek bilgiler
sahaya aktariimaktadir. |

' Kas telleri (fibra muskularis) organizmanmn aktif hareketlerini gergeklestirmek igin
yapisal farklilasmaya ugramus, 6zel dizilimde miyofibriller tagiyan kas hiicreleridir (34,40,61).
Normal durumdaki bir iskelet kasi !:elinde aktin ve miyozinden olusan miyoflamanlarin
yerlesimine bagli olarak miyofibril boyunca koyu ve agik bolgeler izlenir. Agik renkte
goriinenlere izotrop bantlar (I), koyu renkte goriinenlere ise anizotrop bandlar (A) denir.
Normal rutin boyamalarda I band: asit' boyalarla, A bandi1 ise bazik boyalarla boyanir
(25,34,40,61,70).

Kanatli iskelet kast hﬁcrcleljinde ¢ekirdekler (niikleuslar) birden fazla ve oval
sekillidir. Niikleuslar sarkolemin hemen altinda bulunmasina ragmen baz tiirlerde hilcrenin
ortasina yerlestigide bildirilmektedir (25,34,61). Morfolojik &zelliklerindeki farkliliklar
agisindan kanatlilardaki iskelet kasi telleri memeli hayvanlardakine benzer yapida olup
(25,34,61,70), beyaz kas telleri, kirmiz1 kas telleri ve intermediyer kas telleri olmak lizere ii¢
gruba aynlirlar (34,61). Kanatli kas tellerinin ¢aplarni, memeli hayvanlardaki gibi 10-120
mikron degerleri arasindadir (4,25,34,61). Beyaz kas telleri kalin, kirmuizi kas telleri ise ince
caphdir (12,25,34,61). Kasmn hareket tipi, egzersiz miktar1, yas, beslenme ve hayvanlarin
bulundugu simfa bagh olarak da kas tellerinin ¢ap1 degismektedir (61). Bu kas tellerini
birbirinden ayiran en Snemli 6zelliklerden biriside icerdikleri miyoglobin miktaridir. Beyaz
kas tellerinde az, kirmiz1 kas tellerinde yogun, intermedier kas tellerinde ise orta derece de
miyoglobin bulunur (12,34,61).

Miyofibrillerin kas teli icindeki yerlesimi bakimindan da kas telleri arasinda
farkhliklar vardir. Beyaz kas tellerinde miyofibriller tek tek ve esit aratiklarla yerlesmisterdir.
Kirmuz: kas tellerinde ise bir miktar miyofibril bir araya gelerek Cohnheim alanlart ad: verilen
topluluklart olustururlar (34,61). Cohnheim alanlari, kanathilarda genellikle birbirleri ile
anastomozlasan degisik bicimli bantlar halindedir (61). Giivercinlerin M. Pectoralis
superficialisinden alinan Grneklerin, histokimyasal inceleme sonuglarmna gore, beyaz kas
telign’nin fazla miktarda glikojen igerdigi fakat yagdan yoksun oldugu, kirmizi kas tellerinde
ise yag orammnn fazla, glikojen miktarimn ¢ok az oldugu belirtilmistir (25).



Embriyoda iskelet kasi hiicreleri mezensimden koken alir. Premiyoblastlarin temel
olusturdugu miyoblastlar birbirlerine kaynasarak (flizyon) miyotiipleri meydana getirir ve
miyotiiplerde birleserek miyofibrilleri olugtururlar (43,62,71,80).

Genglerde kas tellerinde az miktarda miyofibril bulunur. Boyle kas telleri serbest
ribozomlardan zengindir. Bu ribozomlar kas proteinlerini sentezlerler ve bu proteinler, yeni
filamanlar halinde mevcut miyofibrillere eklenirler (61). Gelisim siiresince belli bir zamana
kadar kas lifleri kalinlik 've uzunluk itibari ile biiyiir, yeni miyoblastlarin (satellit
hiicrelerinden kaynaklanan) farklilasmasi ile sayica artarlar (4). Gelismis bir kiside kasin
normalden fazla kalinlagmasi, meveut kas demetindeki liflerin cogalmas: ile degil de liflerin
hacimce biiylimesi ile olur (4,61). Liflerin igerisinde yeni miyofibriller olusmayip sadece
sarkoplazma kiitlesi gogalmistir, miyofibril ve hiicre sayisinda degisme yoktur (4).

Iskelet kaslarinda kas telleri bir araya gelerek primer, sekunder ve tersiyer demetleri
olustururlar. Primer demetleri olusturan kas tellerini sarkolemin diginda retikulum iplikleri
tastyan ince bir bag dokusu (endomizyum) g¢evrelemistir. Primer ve sekunder demetleri
endomizyumdan daha kalin, kollagen ve elastik ipliklerden zengin bagdokﬁsu (perimizyum)
sarar. Degisik biiyiiklitkteki kas demetlerinden olusan kasin biittniini kusatan bag dokusu ise
epimizyumdur (25,34,40,61).

1. 1. Embriyonal Dénemde Iskelet Kaslarmm Geligimi

Iskelet kas: hiicreleri (miyoblastlar) somitlerden ortaya gelisir (28,31,43,58,71,74).
Somitler noral tiiplin her iki yaminda yer alan paraksiyal mezodermin, kranialden kaudele
dogru ilerleyen segmentasyonu ile olusur (28,58,60). Mezodermden somitlerin ne zaman ve
nasil olusacagi dnceden belirlenmistir (71).

Normal gelisimde ¢izgili kaslar miyoblastlardan gelisir. Miyoblastlar: olugturan bu
ilk hiicrelere premiyoblast yada ilk miyoblastta denir (43,71,80). Bu premiyoblastiar diger
kok hiicrelerden morfolojik olarak ayirt etmek oldukga zordur (71). .

Sit kaslarimi olusturacak olan miyoblastlar, miyotomlarda segmental diizlem
hizasinda kas lifleri seklinde birlesirler. Bu lifler inerve olduktan sonra sirt kaslarina
donislirler. Kas lifleri noral tiipe paralel uzamr Segmental sirt kaslan dogrudan
miyotomlardan ortaya ¢ikmaktadir. Dermatomiyotomlarin ventral duvarinda tek tek bulunan
miyoblastlar ventrale dogru g6§ eder. Bunlar viicut duvarmin ve ekstremite tomurcuklarinin
¢cizgili kaslarim1 olusturacak olan iskelet kasi kok hiicreleridir (58). Ventral viicut duvart ve

ekstremite kaslarimi olusturacak olan miyoblastlar, miyotom ile dermatom arasmdaki gegis



bolgesinden tek tek goc ederler (58,74). Miyoblastlarn ekstremite tomurcuklarma olan bu
gdcll, segmente zgli CAM (Cell Adhesion Molecule) bilesimleri tarafindan yonetilmektedir
(58). Kas olusum modelleri miyoblastlarm gg ettigi bag dokular: tarafindan kontrol edilir. Bu
bag dokular1 bas bolgesinde, noral krest hiicrelerinden tiirer; viicut duvar1 ve eskiremitelerde
ise somatik mezodermden kdken alir (60). |

Miyogenik regulatér faktorler (MRFs), sadece iskelet kaslarinda ekspres olan
transkripsiyonel faktorlerdir (74). Bunlar iskelet kasini olugturacak kok hiicrelerinden kaslar
olusturma iglevinden sorumlu olan genlerdir. Bunlardan ilk kesfedileni MyoD genidir (58).
Her ¢esit dokuya doniigebilen kok hiicrelerin (multipotent), miyogenik kdk hiicrelerine
doniistimiinden MyoD geni sorumludur. Bir kasin diferensiye olmasindan sorumtu olan gen
ise Myogenindir. Sinir sistemi regulasyonuna tabi olunca MyoD hizli kaslarda, Myogenin ise
yavas kaslarda etkilidir (71). Bir diger diizenleyici gen Myf-5 genidir. Myf-5 geni;'
miyotomlardaki miyoblastlarm dzelliklerini kazanmasinda, Myogenin geni ise kas tiiplerinin
terminal farklilagmasinda rol oynar (58). Biitiin bunlara ilave olarak bir de MRF4 geni yer
alir. MyoD ve Myf-5 genlerinin, progenit6r hiicrelerin miyoblast yoniinde gogalmalarindan ve
proliferasyonundan, Myogenin ve MRF4 genlerinin de diferensiyasyondan sorumlu oldugu
bildirilmigtir (74). Kas fibrillerinin ve bag dokunun ortaklaga geligmesine katkida bulunan
diger bir biiylime faktorii ise, TGFB1 (Transforming Growth Faktor-B)’dir. Lokal olarak
TGFp1 uyarildiginda fibroblastlar tarafindan bag doku gelisimini hizlandiran lokal maddeler
firetirken, aym1 miyogenezisi inhibe eder (71).

Miyoblast y6niinde Diferensiasyon
dzellesmis b
zellesmis hijereler IGEI
MyoD Myogenm
Myfs
ﬂ . : ﬁ
. ® = Psg® =
~ Mezodermal Miyablastlar ﬁn
progenitor hilcreler
' TGFB1
FGF

Sekil 1. Iskelet kas1 miyogenezisinin sematize yapis1 ve genlerin etkisi (74).



Miyotomda bulunan ve gb¢ etmekte olan miyoblastlar, morfogenezle iligkili
hareketleri gergeklestiren diger embriyonal hiicreler gibi muskarinik asetil kolin reseptorleri
ihtiva ederler. Bu reseptorlerin uyarilmasi, InsP3 (inoéitol fosfat-3) iizerinden, hiicre igi
kalsiyumun aciga ¢ikmasina yol agmakta ve agifa ¢ikan bu kalsiyum aktin-miyozin
fitamantarinin ameboid hareket benzeri kasithimim diizenlemektedir (58).

Miyotomu olugturan epitel benzeri hiicreler farklilagacaklar yerlere g¢ ederler ve
miyoblastlara doniistirler (80). Premiyoblastlarn temel olusturdugu miyoblastlar birbirlerine
fiizyonla miyotiipleri meydana getirir ve miyotiiplerde birleserek miyofibrilleri olustururlar
(1,43,62,71,80). Miyoblastlar Snce mitoz bdliinme ile gogalarak sayilarmt artirirlar (1,80). Bu
mitoz boliinme sayisi genetik olarak programlanmigtir. Embriyolarin somitlerindeki
mezodermal hiicreler IGF-I ve PDGF (Platelet Derived Growth Factor) gibi biiylime
faktdrlerinin kontrolii altinda ¢ok sik olarak mitoz yaparlar (71). '

Miyoblastlarda agirlikli olarak RNA sentezi olur. Bunun sonucu olarak ta biiyiik
oval niikleus, belirgin bir niikleolus, yaygm kromatin ve bir ¢ok ribozom meydana gelir.
Miyoblastlar iki ucunda incelen ovale benzeyen bir yap: sergilerler (71). Miydblasﬂar ¢ok
¢ekirdekli ¢izgili kaslart yapabilmek icin birbirleri ile birlesirler (flizyon). Miyoblastlar
birbirleri ile temas ettii yerlerde, ki burasi genelde ugctaki sitoplazma uzantilaridir, tigth
junctionlar olugtururlar (56,71). |

Miyoblast icindeki cAMP miktarinin artmast fiizyon olaylarim baslatir (71).
Fiizyon iki miyoblast arasindaki bir noktadan baglar (56,71). Iki miyoblast arasinda baglants
kurmak i¢in olugturulan kt¢lik delikler biiylir, birlesince de membranda iz kalmaz. Hicre
membram altinda koyu bir ag meydana gelir, bu ag zarmanla yeniden yapilanma meydana
getirir (miyotiip yapimu i¢in) (71). Sonra bu hiicreler, sitoplazmalarim kaynagtirarak (flizyon)
¢ok ¢ekirdekli miyotiipleri olustururlar. Kontraktil elemanlarin sentezlenmesiyle, enine ¢izgili
iskelet kasina farklilasacak olan bu miyotiipler, bir sinsityum' halindedirler (1). Bu
multintikleer sinsityumda, diferensiye olmus bir kas hiicresi i¢in 6zel ve karakteristik olan
proteinler, yani aktin, myozin, tropomiyozin ve troponin (1,74) ile yine protein tabiatinda olan
asetil kolin reseptorleri ve kreatin fosfokinaz gibi maddeler bol miktarda sentezlenir.
Kontraktil elemanlarin sentezi sentralden baslayarak olur, bu arada niikleuslar, kontraktil
elemanlarin sentezinin artmasityla yavas yavas perifere dogru itilirler ve ¢ekirdekler
miyofibriller tarafindan sarilan sarkoplazmanin altina yerlesir (71). Miyotiipler, gelisip fibra
muskularisleri olusturma yolunda diferensiye olarak tek tek veya gruplar halinde bagdokusu
tarafindan sarilirtar (1). Miyofibrillerde bulunan tiim proteinlerin sentezi aym anda olur fakat



farkli kaslarda farkl: biiyliklikte miyoflamentler goziikiir (71). Myozin 15-16 nm ¢apinda,
aktin 5-6 nm ¢apinda, Z gizgisindeki ﬂamenﬂér ise 1-6 nm ¢apinda gézikiir (70,71).

T3 (Triiyodotironin) ve bunun gibi faktorler, miyoblasﬂanh aktivitesini diizenlerler.
Hiicre proliferasyonunu kontrol eden diger bir unsur da hticre siklusunun uzuniugudur.
Siklusta G1 siiresi degistirilerek miyoblast proliferasyonu azaltilip, artinlabilir (71). Kas
dokusundaki miyofibrilleﬁn sayis1 dogumda sabitlenmigtir (56). Postnatal dénemdeki kas
fibril sayis1; kok hiicre (satellit hiicre) sayist ve bu kdk ﬁﬁcrelen’n béllinme .say1s1 tarafindan
belirlenir (43,71). Mitotik siklus ile miyoblast fiizyonu arasindaki iligki lizerine civeiv iskelet
kasi lizerinde yapilan in vitro ¢aligmada, miyoblastlarn S, G2, M, fazlarinda fiizyonunun
gerceklesmedigi gosterilmistir. Fiizyon sadece G1 fazinda meydana gelmektedir. Miyojenik
hiicreler G1 fazinda birbirleriyle kontak kuramaziarsa S fazina devam ederler (7).

1.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (Insulin-Like Growth Factors)

Biiyiime hormonu, dofum sonras: bilyilime, normal karbonhidrat, lipit, azot ve
mineral metabolizmast i¢in gereklidir. Fakat, bilylime hormonu basta kemik, kikirdak ve
iskelet kasi olmak {izere biiylime yeteneginde olan hemen biitiin beden hiicrelerine dogrudan
etkimeyip somatomedin adi verilen bir grup peptid aracihf: ile etkimektedir.
Somatomedinlerin biiylime fizerindeki birgok etkisi, insiilinin hem bliylime {zerindeki
_etkilerine hem de yapisal olarak instilinin amino asit dizilimine benzemektedir. Bu nedenle
somatomedinler, instilin-benzeri bitylime faktorleri (insiilin-like growth factors-IGF )‘ olarak da
adlandinilirlar (24,27,82).

IGF sistemi; IGF-I, IGF-II, IGF reseptorleri ve IGF baglayici proteinlerden
(IGFBPs) olusmugtur (20,74). IGF ailesinin peptidlerinin, embriyonik ve fotal bilylime ile
gelismede Gnemli bir role sahip oldugu bildirilmistir (47,75). IGF® lerin degisik dokularda
sentezlendikleri ve bu olayda otokrin/parakrin mekanizmanin rol oynadig bildirilmektedir
(20,47,75).
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Sekil 2. Biiytime hormonu ile insulin benzeri bliylime faktorleri ve onlarm. baglayict
proteinleri arasindaki iligki (20).



Insiilin benzeri biiylime faktorleri (IGF-I ve IGF-II) pankreastan salgilanmamalarina
ragmen yapisal ve fonksiyonel olarak insiilin-ile iligkilidirler (54). Insulin benzeri biylime
faktorleri multifonksiyonel metabolik ve anabolik dzellikte bir gruptur (47). Insiilin’in hiicre
biiyiimesi ve ¢ogalmas: lizerine etkilerini,' IGF-I ve IGF-II’nin neden oldugu benzer
etkilerden ayurt etmek glictiir. Insiilin’in, muhtemelende IGF-I ve IGF-II"nin, organogenesis
ve gelismedeki rolii, nadir goriilen leprekaunizm (bir ¢esit ciicelik) olgularinda agiklanmstir.
IGF-1 ve IGF-II siras1 ile 70 ve 67 amino asit iceren tek zincirli peptidierdir. IGF-1 ve IGF-II
arasinda %62 oraminda benzerlik vardir ve her ikisinin igerdikleri peptid yapilann %50
oraninda insiilin ile 6zdestir. Insulin benzeri biiylime fakt6rii I’in (IGF-I) primer, sekunder ve
tersiyer yapisi, insiiline %40 oraninda benzerlik gosteren, molekiil agirhig: yaklasik 7.6 KDa
agirlifinda, 70 aminoasitden olusan bir peptidtir (33,48). IGF-I’in émino asit srralanmasinin
saptanmasi ilk olarak 1978’de (57) insan serumundan izole edilmis peptidler iizerinde yapilan
calismada ortaya konmustur, IGF-I dort alt Giniteden olusmustur. Bu alanlar A, B (insuline
benzer), C (proinsuline birlesmis peptidin analogu) ve D (insulinde mevcut degildir)
alanlarindan ibarettir (35). D alam IGF-I’in, mitogenik gliciine katkida bulunan karboksilin
kismudir (33). Insiilin ¢ok giiglii bir metabolik hormondur. Ancak IGF’ler bﬁyﬁmeyi uyarmada
daha etkindir (54). IGF’lerin biyolojik etkileri, hiicre yﬁzéyindeki sadece IGF’lere ilgi duyan
reseptdrlere baglanmas: ile olmaktadir (64,82). |

Blylime ve biliylime ile ilgili doku ve organlarda biiyiime hormonunun etkisi 70
aminoasit igeren IGF-I aracih ile baslér (2,20,27,82). Onceden somatomedin C olarak ta
adlandinnlan bu polipeptid, yapt bakimindan proinsuline ve insulin reseptérlerine
baglanmastyla da insuline benzer. IGF-I’nin kandaki diizeyi IGF-I’in iki kati olmasina
karsin, biiytime hormonu etkileri ile en fazla ilgili olani IGF-I"dir (82). IGF-I’in embriyodaki
fonksiyomu IGF-IR (IGF-I Reseptoril)’ iine baglanmasiyla miimkiindiir ve GH’(Growth
Hormon) dan bagimsizdir (2,47).

Kanath ve memeli IGF sistemleri arasinda fakhliklar vardir. Bunlardan en belirgin
olani, tavuklarda bulunan serbest katyon mannoz 6- fosfat reseptdriidiir (20,47), bu IGF-II’yi
baglamaz. Dolayisiyla kanatlilarda IGF-II’nin biyolojik fonksiyonlarmna IGF-I R aracilik eder
@47.

IGF-I sentezinin ve sekresyonunun yetigkin hayvanlarda asil kaynagi karacider
olmasina ragmen hemen hemen bitlin dokularda sentezlendigi bildirilmistir (6,9,66). IGF-I
sekresyonu tipik olarak bliylime hormonuna baglhi olmasma ragmen, tavuk embriyo gelisimi



esnasinda IGF-I’in sekresyonunun biiylime hormonundan bagimsiz oldugu bildirilmistir (73).
Tavuk embriyolarinin geligimi asamasinda, IGF-I geninin ilk blastoderm safhasinda
gbzlendigi (68), IGF-I’in serumda, inkiibasyonun 9. glintinde &l¢iilebildigi bildirilmigtir (41).

IGF-I’in_erken ekspresyonu bu peptidin tavuk embriyo gelisiminde énemli bir rol
oynadigimt gostermektedir, Omnegin, in vitro olarak IGF-I'in, endoderm, ektoderm ve
mezodermden kaynaklanan 20 degisik hiicrede DNA sentezini stimule ettii bildirilmigtir
(77). IGF-I’in ¢izgili kas iizerine etkisi, in vitro olarak IGF-I’ in myogenin genini stimiile
ederck miyoblast diferensiasyonunu hizlandirdign (20,21,63) ayrica protein yikimini azaltip
besin almimmi artirarak miyoblastlarda proliferasyonu hizlandirdig bildirilmistir (18), In
vivo olarak da 2 giinlitk tavuk embriyolarma IGF-I enjeksiyonunun (10-100 ng/per embriyo),
4 ginlitk tavuk embriyolarinda genel gelismeyi, biiylimeyi ve nietabolik parametreleri
artirdify gdzlenmigtir (26). Ayrica 3 giinlik tavuk embriyolarma in ovo recombinant human
IGF-1 enjeksiyonunun embriyo agamasmda ve takiben yumurtadan ¢iktiktan sonra ¢izgili kas
gelisimini artirdi bildirilmistir (42).

Tavuklarda, insan IGF-I’inin biyolojik aktivitesi tizerine bir gok kamtlar bulunuyor.
Ornegin; recombinant human IGF-I, tavuk embriyo kondrositlerinde RNA, protein,
proteoglikan ve DNA sentezini uyarr (23). In vitro bir arastrmada da rh IGF-Iin
(recombinant human IGF-I) yiiksek titrede tipl IGF reseptoriine baglanarak, yumurtadan
¢tkmis tavuklardan izole edilmis kas hiicrelerinde proliferasyonu, diferensi);asyonu ve protein
gelisimini uyardig gosterilmistir (14). |

IGF-I’e ilaveten ikinci bir insulin benzeri biiylime faktori de IGF-II’dir. 7.5 KD
aguwliginda bir polipeptit olup, yetigkin insan ve tavuk plazmasmda 20-80 nM’lik
konsantrasyonda bulunur (11). Memelilerdeki fotal biiylime faktorii olarak kabul edilmektedir
(47). IGF-II proteini ve IGF-II gen ekspresyonunun 4 giinden biiyiik tavuk embriyolarinin
bacak, gbz ve kalbinde bulundugu tespit edilmistir (16,47). Buna ragmen IGF-II'nin
kanatlilardaki biyolojik fonksiyonlar: tam aydmlatilamamistir.

1.2.1. IGF Reseptorlerinin Yapisi ve Fonksiyonlar:

Hilcre membramna lokalize olan IGF reseptorlerinin iki tipi (IGF-IR ve IGF-IIR)
vardir. Bunlar enzim baglayici reseptor ailesine aittir (53,76).

IGF-I reseptdrii (IGF-IR), insiilin reseptoriine ¢ok benzer, muhtemelen ayni hiicre
i¢i mekanizmay: kullanir. IGF-IR tipik bir tirozin-spesifik protein kinaz olup, disiilfit képriisii
tarafindan baglanan iki B alt tinitesi (90 KDa) ve iki o alt {initesinden (135 KDa) olugan
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glukozlanmis heterodimerdir (38,45). Ligand tarafindan aktif hale getirilmis o alt {initeleri
extraseliiler baglanma alanindan ibarettir. B alt iiniteleri ise bir transmembran alanindan
ibarettir ve intraseliiler tirozin otofosforilasyonundan sorumludur (37,59).

IGF-I reseptoriiniin, hiicre siklusunun ilerleyisi, hiicrenin yagamasi, farklilagmasi ve
gelisimi bakimmdan kontrol edilmesinde koordine- edici bir rolit vardir (47). Bu reseptdriin
farelerde dogum Oncesi inaktivasyonu (knockout), bir ¢ok dokuda hipoplazi olusturarak
geriye doniistimsiiz giddetli biiylime bozukluklarina neden olur. ReseptSr yoklufuna ragmen
bu hayvanlar canli olarak dogar fakat birka¢ saniye iginde solunum yetmezliginden Sliirler
(64). Biiylime periyodu esnasmnda GH- IGF-IR ekseninin, endokrin duruma, genetige, yasa ve
beslenme sartlarna bagl olarak degistigi bildirilmigtir (47).

IGF-IT reseptorii (IGF-IIR) yapisal olarak IGF-IR’den farkhidir (38,45,64).
Monomerik bir proteindir ve mannoz fosfat reseptorii olarak bilinir. Tip-II reseptdrii otokinaz
aktiviteden yoksun bir monomerdir (250 KDa) (38,45). Bu reseptoriin sinyal aktanimi simdiye
kadar goriilmemistir. Bu nedenle IGF-II’ nin, IGF-I iizerinden faaliyet goOsterdiBi
diisiiniilmektedir. IGF-IIR’leri IGF-I’nin sirkiilasyondan kaldirtimasinda rol oynar. IGF-IIR
geni farelerde gen manuplasyonlar: ile ortadan kaldirildiginda, iskelet anomalileri, fetusta
asm1 bilylime ve doguma yakin zamanda Sliim gozlenmistir. Bunun sebebi ise fetusun yliksek
diizeyde IGF-II’ye maruz kalmasidir ve buda IGF-II’nin fetal biiylimedeki roliinii géstérir
(64).

1.2.2. IGF Baglayic1 Proteinler

Instilinden farkli olarak IGF’ler, serumda ve difer biyolojik sivilarda bulunan
yapisal ve evrimsel olarak birbirine benzeyen 6 (IGFBP-1’den IGFBP-6"ya kadar adlandirilan
(33)) tane baglayic1 proteine sahiptir. Dolagimda IGF’lerin %75-80’i 150 kDa’luk bir
kompleks halinde bulunur. Bu komplekste bir molekiil IGF-I yada IGF-II, bir molekil 85
kDa’luk aside dayamksiz protein alt {initesi ve IGFBP-3 (IGF baglayici protein-3) yer alir.
Geriye kalan IGF’ler (%20-25) diger baglayict proteinlerle 50 kDa’luk bir kompleks yapar.
IGF’lerin %2-3"1iik bir kismu da serbest olarak sirkiilasyonda bulunur (64).

Bazi baglayici proteinler dokuya 6zgii olarak eksprese olur ve her bir IGF igin farkls
affiniteye sahiptir. IGFBP’ler sirkiilasyonda bulunan yiiksek miktardaki IGF’lerin insiilin’e
benzer etkilerini azaltarak faaliyetlerini engellemenin yani sira IGF’lerin fonksiyonlarmi

negatif yada pozitif olarak diizenleme yetenegine de sahiptirler. Son ¢alismalar IGFBP’lerin
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IGF’lerden bagimsiz olarak ta fonksiyon gérdiklerini bildirmektedir. Son yillarda 6 tane
yliksek affiniteli IGFBP’nin yam sira, 4 tane de diisiik affiniteli baglayici protein varliindan
s0z edilmektedir. Diigiik affiniteli baglayic1 proteinler IGFBP’lere benzeyen proteinler olarak
adlandiritir. IGFBP’lerin proteolizi, fosforilasyonu ve hiicrelere yada ekstraselliller matrixe
yapismast IGFBP’lerin IGF’lere baglanma affinitelerini etkileyen (¢ mekanizmadir.
IGFBP’lerin in vivo rolleri iki nedenden dolay: hala kesin olarak bilinmemektedir. Birincisi
fonksiyon ve regiilasyonlarinin kompleks olmasindan, ikincisi ise IGFBP’lerle ilgili bilgilerin
¢ogunlugunun in vitro ¢alismalardan elde edilmesinden dolayidir (64).

IGF’ler stiphesiz fetusun gelismesinde rol oynarlar. IGF-1, IGF-II yada IGF-I R’niin
genetik olarak ortadan kaldinldigi farelerde dogumda 6nemli derecede billyiime geriligi
gbzlenmistir. Ozellikle insanlarda umblikal kanda bufunan IGF-I miktar ile fetus agirhg ve
dogum agirh@ arasinda dofru orantt vardir. Aym sekilde IGFBP-1’in insanlarda ve
kemirgenlerde uterus igerisindeki bilylimenin diizenlenmesine katildig bilinir (64).

IGFBP’lerin, IGF’lerin hipoglisemik fonksiyonlarini azaltict rolleriyle beraber
IGFBP-1’in karbonhidrat metabolizmasinin - diizenlenmesi aglsmdan 6zel bir rolii vardir.
IGFBP-1, IGF-I ile birlikte ratlara intravendz olarak enjekte edildiginde IGFBP-1, IGF-I’in
hipoglisemik etkisini azaltmistir. Ayrica IGFBP-1 tek basina intravendz olarak enjekte
edildiginde ise kanda glikoz seviyesini yiikseltmigtir (20).

Glukagon ve glikokortikoidlerin aksine (ki bunlar IGFBP-1 geninin ekspresyonunu
stimiile eder) inslilin, IGFBP-1 geninin ekspresyonunu inhibe eder. Kan dolasiminda
IGFBP’ler icerisinde en gok bulunan IGFBP-2’dir. Bu baglayici protein IGF-II’ ye IGF-I’e
nazaran daha yliksek affiniteyle baglamr. IGF-II’nin yitksek diizeyde eksprese oldudu
transgenik farelerde serum IGFBP-2 seviyesi artmugtir. IGFBP-3, serumda diger IGFBP’lere
oranla daha ¢ok bulunur. IGFBP-3’tin IGF’lere olan affinitesi diger baglayici proteinlere
oranla ¢ok yiiksektir. IGFBP-3’iin IGF’lere olan iligkisi hem inhibisyon hem de
sitimiilasyonla sonuglanabilir. Bunlara ilaveten IGFBP-3, IGF’lerden bagimsiz olarak ta
bliylimeyi sitimiile edebilir. IGFBP-4 ilk olarak insan osteosarkomasinda izole edilmistir.
Embriyonik gelisim sirasinda ise, gelismgkte olan extremite tomurcuklarinda exprese olur.
Buna ilaveten kikirdak dokunun gelisecegi yerlerde de saptanmigtir. IGF-I bilinen en iyi
antiapopitotik faktbrlerden biridir. Embriyonik gelisim sirasinda IGFBP-4’tin interdigital
(parmak aras1) dokulardaki expresyonunun, IGF-I’in antiapopitotik etkisini kaldirmaya
yonelik oldugu yorumu yapilmigtir. IGFBP-5 kemik dokularinda en yaygin bulunan baglayici
proteindir. IGFBP-5 hidroxiapatitlere karst agin affinitesinden dolayi, IGF’lerin, 6zelliklede
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IGF-II’'nin depolanmasinda gorevlidir. IGFBP-6, IGF-II’ye IGF-I’e nazaran daha yiiksek
affinite ile baglanir (64).

1.2.3. Kas Gelisiminde IGF’lerin Rolii

IGF’lerin kas bﬁyﬁmesi ve gelismesi lizerine ¢ok Onemli etkilerinin oldugu
bildirilmis (20,75) olup, bu etkilerin ¢ogunun IGF-I 'reseptﬁrlen' araciligy ile oldugu
gosterilmigtir (75).

IGF-1 ve IGF-II miyoblastlarda proliferasyon ve diferensiagyonu, hiicre igine besin
alimim artirir ve protein yikimina engel olur (75). Ayrica in vitro olarak, hormonlarin, serum
veya diger proteinlerin yoklugunda, kas hiicreleri IGF’lerin fizyolojik diizeyleri ile muamele
edildigi zaman bu IGF’lerin anabolik etkileri gézlemlenmigtir. IGF’lerin kas hiicreleri izerine
etkileri daha ¢ok dolasimdaki normal yada normale yakin konsantrasyonlan ile olur (19,49).
IGF-I’in fizyolojik konsaﬁtrasyonlan, rat L6 miyoblastlar1 (18), primer tavuk embriyo
miyoblastlar1 (63) ve rat satellit hiicreleri (13) gibi kas hiicre tiplerinin bir ¢ok c¢esitinde
dlfferensxyasyonu uyarir.

Miyoblast kiiltiirlerinde IGF’lerin miyoblast proliferasyonunu uyardig: blldmhmstlr
(20). Biiylime hormonu normal dolasimdaki diizeylerinden daha yiiksek konsantrasyonda
verildigi zaman bile kiiltiir miyoblastlarinda anabolik etki uyarmaz (17,18,19). Bu veriler
biiylime hormonunun kas hiicreleri {izerine anabolik etkilerinin IGF’ler aracilig: ile oldugunu
gostermektedir. Ayrica yetigkin ratlarin extensor digitorum longus kasinda bir hasar meydana
getirilerek yapilan bir aragtirmada (15), IGF-I’in, iskelet kaslarinin rejenerasyonu esnasinda,
bitytime hormonundan bagimsiz olarak, tropik faktdr gibi lokal bir sekilde tretildigi ve kas
IGF-I mRNA diizeyinin en yiiksek seviyesinin de hasardan 3 giin sonra bulundugu
bildirilmigtir. Bu sekilde IGF-I mRNA expresyonunun, miyoblast proliferasyon ve
diferensiyasyon periyodu ile uyusmakta oldugu kabul edilmektedir. Her ne kadar IGF-I
mRNA’sindaki artis1 baglatan hiicresel sinyaller bilinmese de, kas rejenerasyonu esnasinda
IGF-1 tretimindeki artigin yangisal yamit sirasinda salinan faktSrlere yada hiicresel
proliferasyon/differensiyasyona bagli olabilecegi diistiniilmektedir (42).

Bir diger arastirmada (22) rat kalp kaslarimin IGF-I’e yag dokudan 20 kat daha
hassas oldugu ve muhtemelen IGF-I’in, IGF resepttrleri vasitasiyla kalpte glukoz
metabolizmasint  etkiledigi bildirilmigtir. Bu ylizden hayvanlara IGF’iin fizyolojik
konsantrasyonlarinin tatbik edilmesi, yag dokuda herhangi bir etki olmaksizin kaslarda

glikojen ve protein sentezinde bir artisa yol agabilir.
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Besin ve enzimlerin gerekli oldugu bir periyot olan hiicre siklusunun G1 fazindaki
miyoblastlar, ya S fazi ile (DNA sentezi faz) devam ederler yada siklustan geri cekilir ve
birbirleriyle kaynasarak postmitotik ‘miyottip bigimine donerler. Bu ylizden bir mitojenin,
IGF-I’de oldugu gibi DNA sentezini artirma 6zelligi,‘ hiicre siklusunun G1 fazindaki hiicre
icin harcanan zamant minimize eder. IGF’lerin, serumsuz medium da inkube edilmis L6 .
miyoblastlarda diferensiyasyonu uyardify ve IGF konsantrasyonuna bagh stimulasyonun
derecesinin diisiik konsantrasyonlarda (0.1-10 ng/ml) uyarici oldugu, fakat yiiksek
konsantrasyonlarmn (100 ng/ml veya daha fazla) etkiyi azalttifs, IGF-I’in IGF-II veya
insulinden yaklagik olarak 10 kat daha kuvvetli etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu da
proliferasyon ve diferensiyasyonun Szellikle IGF-I tarafindan uyarildigim g6sterir (18).

IGF-TI’in ¢izgili kas {zerine etkisi in vitro olarak IGF-Iin myogenin genini stimiile
ederek miyoblast diferensiasyonunu hizlandirdigt (21,63), ayrica protein yikimmm azaltip
besin almumimi artirarak miyoblastlarda proliferasyonu hizlandirdia bildirilmistir (18).
In vivo olarak ta 2 giinlikk tavuk embriyolarma IGF-I enjeksiyonunun (10-100 ng/per
embriyo) 4 giinlik tavuk embriyolarinda genel gelismeyi, biiylimeyi ve metabolik
parametreleri artirdi gézlenmistir (26). '

Kocamis ve arkadaglan (42) tarafindan, 3 glinlik tavuk embriydlamna in ovo
recombinant human IGF-I enjeksiyonunun (100 ng/per embriyo) embriyo asamasinda ve
takiben yumurtadan ¢iktiktan sonra ¢izgili kas gelisimini artiedifn bildirilmigtir. Bu ¢aligmada
aynt enjeksiyon prodesiidiirliniin Japon Bildircini embriyolarimin ¢izgili kaslarinin geligimi

fizerine etkilerinin histolojik olarak aragtiriimasi amaglanmigtir.
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2. MATERYAL VE METOT

Bu calismada materyal olarak Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Uygulama ve
Aragtirma Ciftliginden saglanan, 40 adet dolli Japon bildiremu (coturnix coturnix japonica)
yumurtas: kullamldi. Yumurta i¢i enjeksiyon asagida tarif edildigi gibi yapildi (42).

2.1. Enjeksiyon Prosediirii:

Inkiibasyonun 3. gﬁnﬁndéki yumurtalarin kiit uclar1 % 70°lik ethanol ile dezenfekte
edildikten sonra bu kiit ucta bir noktadan, chorio-allantoic zara zarar vermeden, dis¢i aleti
(dental drill bit) ile kiiclik bir delik agildi. A¢ilan delikten, ucuna 22 Gauge’lik enjektSr ignesi
takili, otomatik pipetle, her bir yumurtamin albumini igerisine bir kez olmak {izere
recombinant human IGF-I (100 ng/ embriyo) enjekte edildi. Recombinant human IGF-I (rh
IGF-I) 10 ml asetik asit ve % 0.1’lik BSA (Bovine Serum Albumin) ile hazirlandi.
Enjeksiyondan sonra agilan delik sticker ile kapatilarak kontrol grubu yumurtalar. ile birlikte
nem orant % 86-87, sicakligs 37 °C’ ye ayarlanan inkiibatére konuldu (42). Uygulamada
kullanilan recombinant human IGF-I Dr. A. F. Parlow (UCLA, CA, USA) tarafindan

saglanmigtir.

2.2. Embriyolarin Toplanmasi ve Histolojik Preparatlarin Hazirlanmasa:

Yumurtalarin kulugka makinasina ilk konuldugu saat “0” zaman dilimi kabul edilip, 7.
glinden itibaren kulugkadan -¢ikis giintine kadar (16. giin) diizenli olarak 24 saatte bir,
enjeksiyon yapilan grup ve kontrol grubundan yumurtalar alindi.

Yumurtalardan embriyo toplama iglemi, petri kab1 igerisinde ve canli olmalar1 dikkate
almarak yapildi. Aragtirmada embriyolarin M. Longus colli dorsalis, pars thoracica (M.
Spinalis thoracis) kast (5) alindi. Toplanan embriyolar % 10°luk formol-atkol ve bouin tespit
solusyonlar ii;inde tespit edildi. Tespit olan doku Srnekleri; defeceli alkoller, metil benzoat
ve benzollerden gegirildikten sonra parapiastta bloklanarak her bir bloktan 5-6 mikron
kalinlifinda seri kesitler alind1. Kesitlere; rutin incelemeler i¢in Crossmanin ﬁglﬁ boyamasi ve

Hematoksilen-cosin boyamalar ile glikojen igin PAS (periodic acid Schiff) boyamas: (44)
uygulandt.
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Hazirlanan preparatlar aragtirma mikroskobunda (Olympus BX51) incelendi. Bulgular
mikrofotografi ile tespit edildi. Mikrometrik Ol¢limler, mikroskoba uyarlanan
okiilermikrometre yardimiyla alindi. Hiicre sayimlart birim alanda (0.01 mm?, birim alan

kabul edildi.) ve arastirilan kasin enine kesitinin tamaminda yapildi.
Istatistiki degerlendirme i¢in minitab paket program (52) ile F-testi ve T-testi (36)
uygulandi.
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3. BULGULAR

Inkiibasyonun 7. giinii; Inkiibasyonun bu giiniinde kontrol grubu embriyolarda, M. Longus
colli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kasi sekillenmigti. Kas telléri belirgin bir
demet yapisi olusturmamakla birlikte; 3-5 tanesinin bir araya toplandig1, fakat tam bir demet
yapist olugturmadigt ve hiicreleraras: bag doku oraminin fazla oldugu gozlendi. Cekirdekler
genellikle kas hiicresinin ortasinda yerlesmis ve oval, bazilarinda ise yuvarlak sekilliydi.
Boyuna kesitlerde bazi alanlarda miyoblastlarin kaynagarak miyotiipleri olusturdugu gozlendi
(Sekil-3). Miyotiipi olusturan hiicrelerin ¢ekirdekleri oval sekilliydi ve miyotiiptin
merkezinde siralanmusti. Bu glinde morfolojik olarak kirmuizi ve beyaz kas hiicresi ayrimi
yapilamadi, fakat enine ¢izgilenme belirmeye baglamigti. PAS boyamasiyla kas hiicrelerinde
glikojen yoBun olarak gdzlendi. Kontrol grubunda kas hiicresi sayis: ortalama, birim alanda
76.50, tiim alanda 430.90 iken birim alandaki kas hiicresi ¢apt 3.72 p olarak 6lctildii.

IGF-I enjekte edilmis embriyolarda, 7. giinde kasin kontrol grubuna gore daha iyi
gelistigi gbzlendi. Enine ¢izgilenme kontrol grubuna gore daha belirgindi (Sekil-4). Glikojen
miktarmin da kontrol grubuna gére fazla oldugu dikkati gekti (Sekil-5).

IGF-I enjekte edilmis embriyolarda bu giinde, kas hiicresi sayismin birim alanda
ortalama 95 adet, tlim alanda ise ortalama 548.60 adet oldufu ve kas hiicre capinin ise
ortalama 5.01 p oldugu tespit edildi. IGF-I uygulanan grupta, kontrol grubuna gére kas
hiicrelerinin sayismin hem birim alanda, hem de tiim alanda daha fazla sayida oldugu ve tim
alandaki fark istatistiki olarak (P< 0.001) énemli bulundu (Tablo 3.). Kontrol grubu ile IGF-I
uygulanan grup arasinda, kas hiicre g¢aplarmun istatistiki agidan farkli (P< 0.001) oldugu
belirlendi (Tablo.2). '

Inkiibasyonun 8. giinii; Bu giinde kontrol grubunda bulgular, 7. giindeki bulgularla benzer
olarak gozlendi. Fakat kas hiicrelerindeki enine ¢izgilenmenin 7. giine gbre daha belirgin
oldugu, miyotiiplerin daha uzun bir yap: kazandip, cekirdek sayisindaki artma ile beraber
gaptada biiylime gtzlendi. Ayrica kas tellerinin enine kesitlerinde gekirdeklerin ortada ve
yuvarlak oldugu, periferde olan gekirdeklerin ise daha oval bir sekilde oldugu belirlendi.
Miyotiipler icerisinde merkezi konumlu ¢ekirdeklerin daha diizenli siralandif: gériildi. Kas
hiicrelerinde glikojen miktart 7. giine gére azalmustr. Kas hiicresi sayis1 kontrol grubunda
ortalama, birim alanda 73.90, tiim alanda ise 480.30 adet sayildi. Kas hiicre ¢ap ise 5.01 p
olarak &l¢iildi.
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IGF-I’ enjekte ediimis grupta; gelismenin kontrol grubuna gdre biraz daha ileri
diizeyde oldupu gozlendi. Enine ¢izgilenme daha belirgindi. Kas hiicresi sayisinin birim
alanda ortalamas: 80.60, tiim alanda ise 586.20 adet ve kas hiicre ¢ap ise ortalama 6.23 p
olarak &lctildii. Bu giinde bir 6nceki giline gore kas hiicre sayilan artarken her iki grupta da
bag doku oramnin azaldigy gozlendi. Ayrica konﬁol grubu ile IGF-I uygulanan gruplar
arasinda kas hiicre sayilarimin tiim Aalan'da istatistiki olarak (P< 0.001) Snemli oldugu
belirlendi (Tablo 3.). Embriyoiarm gelisimine paralel olarak kontrol grubunun 7. ile 8. glinleri
arasinda kas hiicre capindaki biiylime farkinin 6nemli olmasmna ragmen, IGF-I uygulanan
grubun 7. ile 8. giinleri arasinda farkin Snemli olmadid1 (Tablo 1.), ancak kontrol grubu ile
IGF-1 uygulanan grup arasinda, kas hiicre ¢aplarimn istatistiki agidan farkli (P< 0.001) oldugu
belirlendi (Tablo.2). Kas hiicrelerinde glikojen miktar: 7. giline nazaran azalmakla birlikte
kontrol grubundan daha fazla oldugu gozlendi.

Inkiibasyonun 9. giinii; Kontrol gmbunda gelismenin bir &nceki giine gdre daha ileri
diizeyde oldugu, kas dokuda hiicre sayis: artarken, bag doku orammin &nceki giine gbre
azaldig1 gozlendi. Kas hiicrelerinin bir araya gelerek primer demetlerin olustugu saptand:
(Sekil-6). Cekirdek yerlesiminin baz hiicrelerde periferde ve uzun-oval sekilli oldugu ve
miyotiiplerin boylarinin gelisime paralel olarak uzadigi ve ¢apta da artma oldugu belirlendi.
8. giinde baglayan, glikojen miktarindaki azalma bu glinde daha bariz olarak goriildi.
Inkiibasyonun bu giiniindeki kontrol grubun da birim alandaki kas hiicrelerinin sayisi ortalama
68.70, tlim alanda 533.80 adet ikeri kas hiicresi ¢aplarinin ortalama 6.33 p oldugd belirlendi.

IGF-I uygulanan gruptaki kas hiicrelerinde glikojen miktari, konfrdl grubundan

fazla, fakat bir onceki giinkii IGF-I uygulanmig gruptan az olarak belirlendi. Ayrica bu
giindeki IGF-I uygulanan grupta, birim alandaki kas hiicrelerinin sayilari ortalama 69.70 adet,
titm alanda 626.40 adet oldudu ve kas hiicresi ¢aplari ise ortalama 6.95 p olarak tespit edildi.
Bu giinde birim alanda kas hiicre ¢aplar1 bakimindan kontrol grubunun kendi i¢erisinde hem
8. ile 9. giinler, hem de 7. ile 9. giinler arasindaki farkin dnemli, IGF-I uygulanan grupta ise 8.
ile 9. giinler arasinda dnemli bir fark olmamasina ragmen 7. ile 9. giinler arasindaki farkin
Snemli oldugu tespit edildi (Tablo 1.). Bununla beraber kontrol grubu ile IGF-I uygulanan
gruplarin, 9. giintinde kas hiicresi ¢ap1 bakimindan aralarindaki farkin istatistiki acidan

(P< 0.001) 6nemli oldugu bulundu (Tablo 2.).
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Kas hilcre gaplarmimn bilylimesi nedeni ile beraber birim alana diisen kas hiicresi
sayist azalmisti. Ancak kontrol grubu ile 1GF-I uygulanan gruplar arasinda kas hilcre sayi
farkinin tiim alanda istatistiki olarak (P< 0.001) 6nemli oldugu tespit edildi (Tablo 3.).

Inkiibasyonun 10. giinii; Bu giinde de kontrol grubunda embriyonun gelisimine paralel
olarak kasin gelisimi devam ediyordu. Bu gelisimde, her iki grupta da kendi iglerinde kas
hilcre ¢apt bakimundan 9. ile 10. glinler arasinda dnemli bir fark olmadif1 ancak her iki
grubunda 8. ile 10. glinleri aras1 farkin 8nemli oldugu belirlendi (Tablo 1.). Kas hilcrelerinin
olusturdugu primer ve sekunder demetler belirgin olarak gbzlendi (Sekil-7). Dokuda bag doku
oranimin Snceki gline gdre azaldify, hiicre orammn giderek arttifs ve kas hiicrelerinin
cekirdeklerinin oval gekilde ve ¢ok sayida oldufu gozlendi. Diger taraftan miyotiiplerin
sekillenip, bilylimelerinin de devam ettigi saptandi. Bu giinde her iki grup embriyolarn kas
hiicrelerin de glikojen miktan iyice azalmigti. Kontrol grubunda kas hiicresi sayis ortalamast
birim alanda 61.60 adet, tiim alanda 595.80 adet iken hiicre ¢ap: ortalama 7.39 p olarak
Slgtildi. IGF-I uygulanan grubun kas hiicre sayisimin birim alanda 67.60 adet, tiim alanda
657.30 adet oldugu ve hiicre ¢apimin ise ortalama 8.16 p oldugu belirlendi.
Bu giinde kas hiicrelerinin ¢apmin IGF-I uygulanan grupta daha biiyiik oldugu ve iki
‘grup arasinda kiyaslandifinda ise farkin (P< 0.001) 6nemli oldugu bulundu (Tablo 2.).
Ayrica kas hiicrelerinin sayilar1 bakimindan da iki grup arasinda, tlim alandaki kas hiicrest
saymin farkl: (P< 0.001) oldugu belirlendi (Tablo 3.).

Inkitbasyonun 11. giinil; Bu giindeki bulgular, bag doku oraminda azalma, kas hiicresi ve
damar yogunlugundaki artma diginda bir Snceki gline ait bulgularla benzer olarak gozlendi.
M. Longus colli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kasmin bulundugu bélgeden,
biitlin embriyodan alinan enine kesitlerde g8glis kaslar1 gibi baz1 kaslarin kas hiicrelerinde
PAS boyamasiyla glikojen g6zlenirken M. Longus colli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis
thoracis) kasinda gozlenemedi. Kas hiicrelerinin birim alandaki ortalama sayisimn 58.90 adet
ve tim alanda 696.80 adet oldugu belirlendi, kas hiicresi ¢ap: ise 8,63 p olarak Slgtildil. IGF-I
uygulanan grupta ise kas hiicre sayisinin birim alanda ortalama 57.40 adet, tim alanda ise
743.60 adet oldugu ve hiicre ¢apinin da ortalama 10,03 p oldugu tespit edildi. Bu glinde hem
kontrol hem de IGF’I uygulanan gruptaki kas hiicrelerinin ¢apindaki artigin bir dnceki gline
gore istatistiki acidan Snemli oldugu (Tablo 1.) ve kontrol grubu ile IGF-I grubu arasinda kas
hiicrelerinin gap farklarinin (P<0.001) 8nemli oldugu tespit edildi (Tablo 2.).
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Ayrica kas hiicrelerinin sayisal degerlendirilmesinde tiim alandaki hiicre sayisi
farkinin (P< 0.001) 6nemli oldugu gozlendi (Tablo 3.). "

Inkiibasyonun 12. giinii; Bulgular 11. giindekilerle benzer olmakla beraber miyofibrillerde
enine bantlasma daha net gorilldii (Sekil-8). Ayrica kas mekikleri de bu giinde bariz olarak
belirlendi (Sekil-9). Inkiibasyonun bu giinfindeki kontrol grubuna ait kas hiicrelerinin birim
alandaki sayisi ortalama 56.80 adet, tiim alanda 782.10 adet sayilirken kas hiicresi ¢ap1 ise
ortalama 10.36 p olarak dlgiildii. IGF-I uygulanan grupta ise birim alandaki kas hiicresi sayist
ortalama 52.80 adet, tiim alanda kas hiicresi 782.10 adet iken kas hiicresi ¢ap1 ise ortalama
11.16 p olarak sl¢tldi.

Gelisimle dogru orantili olarak kontrol grubunun kendi icerisinde kas hiicresi
caplarinin bir 6nceki giin ile farklarinin 6nemli oimasma ragmen IGF’I uygulanan grupta 11.
ile 12. glin arasinda ¢ap bakimindan 6nemli bir fark goriilmedi (Tablo 1.). Ancak iki grup ¢ap
bakimindan kiyaslandiginda ise IGF’] uygulanan gruptaki kas hiicrelerinin gaplanmn kontrole
gore daha biiyiik oldugu ve istatistiki acidan (P< 0.001) Snemli oldugu goriildii (Tablo 2.).

Kas hiicre sayilari iki grupta incelendiginde birim alana diisen kas hiicresinin, IGF-I
uygulanan grupta az oldugu, kontrol grubunda ise daha fazla oldugu gdzlendi. Bunun yan sira
tim alandaki kas hiicre sayilar1 kiyaslandiginda ise IGF’I uygulanan grubun kontrole gére
daha fazla sayida kas hiicresi igerdigi ve bununda (P< 0.001) dnemli oldupu belirlendi
(Tablo 3.).

Inkiibasyonun 13. giinii; Kas hiicrelerinin sayismn arth ve gekirdeklerin gogunlukla
periferde ve oval gekilde oldugu gortildii. Enine kesitlerde kas hiicreleri arasinda
paketlenmenin daha siki oldugu, hiicrelerin degisik sekiller aldift, kas dokusu olusumunun
tam olarak sekillendigi ve yaygin olarak kan damarlarimin bulundugu gézlendi. Miyofibriller
digerlerine gére ¢ok daha bilyiik olan hiicrelerde bariz olmasina ragmen, bu giinde de kirmizi
kas-beyaz kas teli ayrimui tam yapilamadi. Boyuna kesitler de ise 7. giinde belirlenen enine
cizgilenme gelisimle beraber barizlesirken bu gilinde daha da belirgin olarak goriildii
(Sekil-10). Ayrica bu giinde birim alandaki kas hiicresi sayisi ortalama 52.20 adet, tlim alanda
967.80 adet sayilirken kas hilcresi cap ise ortalama 11.03 p olarak dl¢iildu.

IGF-I uygulanan grubun 13. giiniinde ise enine kesitlerde bulgularin benzer oldugu
gbézlendi. Gruplarin her ikisinde de, IGF-I grubunda biraz daha fazla olmak iizere, glikojen
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yeniden belirlendi. Kas hiicre sayisi birim alanda ortalama 50.30 adet iken tiim alanda
1049.80 adetti, kas hiicresi ¢api ise ortalama 11.81p degerinde bulundu.

Gelisimin bu giiniinde gruplarin kendi igerisindeki kas hiicre ¢apindaki artigin her iki
grup i¢inde bir dnceki giine nazaran $nemli bir anlam ifade etmedigi halde her iki grupta da
11. giinle kiyaslaninca dnemli bir farkin oldugu goriildii (Tablo 1.). Bu giindeki kontrol grubu
ile IGF-I uygulanan grup arasinda ise hiicre ¢ap1 farkimin (P< 0.001) énemli oldugu gozlendi
(Tablo 2.). iki grup arasinda tiim alandaki kas hiicre sayis1 farklarinin ise istatistiki agidan
(P< 0.001) 6nemli oldugu tespit edildi (Tablo 3.).

inkiibasyonun 14. giinii; Kontrol grubunda enine kesitlerde kas hiicreleri arasinda daha siki
bir paketlenme oldugu gozlendi (Sekil-11). Bu giinde kirmizi kas-beyaz kas teli ayirmmu baz
bolgelerde yapilmaya baslandi. Kas hiicre sayisinin birim alanda 51.80 adet, tim alanda 1081
adet olarak sayilirken kas hiicre ¢aplarimin da ortalama 11.37 p oldugu tespit edildi.

IGF-I uygulanan grubun 14, giiniinde de bulgularin benzer oldugu gozlendi. Kas
hiicre sayisi birim alanda ortalama 49.10 adet, tiim alanda 1116.20 adet iken kas hiicresi
capmn da ortalama olarak 11,89 p degerinde oldugu belirlendi. Yine bu glinde de her iki
grubun da kendi icerisinde kas hiicre ¢aplan farkinin dnceki iki gline gore 6nemli olmadig:
(Tablo 1.), ancak kas hiicrelerinin ¢ap farkimn iki grup arasinda (P< 0.01) dnemli oldugu
tespit edildi (Tablo 2.). |

Birim alana diisen kas hiicrelerinin sayisi, ¢aptaki artisa bagli olarak diismekle
beraber IGE’] uygulanan grupta daha bilyiik ¢apa sahip fakat daha az sayida hiicre sayilirken
kontrol grubunda daha kiigiik ¢apa sahip ama daha ¢ok sayida hiicre sayildi. Her iki grup
arasindaki kas hiicresi say1 farkinin tiim alanda (P<0.001) 6nemli oldugu belirlendi (Tablo 3.).
Ayrica glikojem’n her iki grupta da 13. giine gére biraz daha arttif: gtzlendi.

inkiibasyonun 15. giinii; Enine kesitlerde demet yapilarmmn belirgin oldugu ve demetler
arasinda yaygin olarak kas mekiklerinin, kan damarlarinin bulundugu, ayrica kirmizi-beyaz
kas teli ayrimimin daha bariz yapilabildigi belirlendi (Sekil-12). A

Kontrol grubu embriyolarin birim alandaki kas hiicre sayilarinin ortalama 48 adet,
tiim alanda ortalama 1241.90 adet oldugu ve kas hiicresi ¢aplarmin da ortalama 11.99 p
oldugu saptandi. Aym gﬁhdeki IGF-I uygulanan grupta, kas hiicre sayisimn birim alanda
44.770 adet, tiim alandaki kas hiicre sayisinn ortalama 1320.50 adet oldugu ve birim alandaki
kas hiicre ¢aplarinin da ortalama 13.57 p oldugu tespit edildi.
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Kas hiicrelerinin ¢aplar1 bakimindan kontrol grubunun kendi igerisinde 12. ile 13,
giinleri arasinda 6nemli bir fark olmadig gériilmesine ragmen IGF-I"uygulanan grubun kendi
igerisinde 12. ile 14. giinler aras: fark olmadis, ancak 12. ile 15. giinde Snemli bir fark oldugu
tespit edildi (Tablo 1.). Kontrol grubu ile IGF-I uygulanan gruplar aras: kas hiicrelerinin ¢ap
farkinin da (P< 0.001) 6nemli oldugu bulundu (Tablo 2.),

Kas hiicre sayilarinin iki grup arasindaki farkin tfim alanda (P< 0.001) Snemli
oldugu belirlendi (Tablo 3.). Yine glikojen miktarmin &nceki giinlere gore azaldigs ve IGF-I
uygulanan grupta kontrol grubuna gére daha az oldugu goriildi.

Inkiibasyonun 16. giinii; Enine kesitlerde kas dokunun tam tesekkiil ettigi (Sekil-13),
miyofibril ayriminin tam olarak yapilabildigi, boyuna kesitlerde de ¢izgilenmenin tam olarak
meydana geldigi izlendi (Sekil-14),

Kas hiicresi sayis1 kontrol grubunda birim alanda ortalama 48 adet, tiim alanda
1262.70 adet iken birim alanda kas cap: ortalama 14.32 p olarak oleiildi. IGF-I uygulanan
grupta ise birim alanda ortalama hiicre sayis1 44.2 adet, tiim alanda 1403.7 adet sayilirken
birim alanda kas teli ¢capimin 15.63 p oldugu gériildii. Glikojenin her iki grupta da ortadan
kalktipy gbzlendi.

Geligimin devam etmesine paralel olarak hem kontrol grubunun hem de IGF-I
uygulanan gruplarin kendi icerisindeki gelisiminin ¢ap bakimindan 15. giine gdre istatistiki
acidan onemli oldugu (Tablo 1.) ve kas hiicre ¢aplar agisindan da bu giindeki kontrol ile
IGF’I uygulanan grup arasindaki farkin (P<0.001) 6nemli oldugu belirlendi (Tablo 2.). Tiim
alandaki kas hiicresinin sayisi1 bakimindan da her iki grup arasindaki farkin (P<0.001) 6nemli
oldugu tespit edildi (Tablo 3.). ‘

Aragtirilan biitiin giinlerde M. Longus colli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis
thoracis) kasinda, kas teli yogunlugu kasin ventral kisminda dorsal kisimdan daha yogun
olarak gézlendi. |

Aragtirmanin basglangi¢ giinii olan 7. giinden itibaren yumurtadan ¢ikis giiniine kadar
M. Longus colli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kasinin geligiminin, yagtaki
gelismeye paralel olarak hem kas hiicresi sayisinin hem de bu hiicrelerin ¢apimin artmaya
devam ettigi gozlendi. Kas teli ¢apinin, gelisime paralel olarak artmas: sonucunda, birim alana
diigen kas hiicresi sayisimn gelisimle ters orantili olarak azaldif: belirlendi. IGF-I uygulanan
gruptaki embriyolarda bu gelisimin kontrol grubundan daha hizli oldugn saptand,
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Olgiimler ve saymlardan elde edilen tiim sonuglar, ilgili tablo ve grafiklerde
gosterilmigtir.
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Tablo 1. IGF-I uygulanan ve kontrol gruplarinin, 7. giinden 16. giine kadar olan siire
icerisindeki ¢izgili kas hiicre ¢aplarimn (n), kendi gruplan icinde istatistiksel

acgidan degerlendirilmesi.
GUN n IGF-I uygulanan Grup Kontrol Grubu
X+SX X4SX
7 40 5.01 + 0.15% 3.72+0.12F
8 40 6.23 £ 0.14% 5.01 £0.18°
9 40 6.95+0.18 6.33 +0.147
10 40 8.16 + 0.23° 7.39+0.17°
11 40 10.03 £ 0.20% 8.63 = 0.20°
12 40 11.16 £ 0.22% 10.36 + 0.20°
13 40 11.81 +£0.25° 11.03 = 0.21°
14 40 11.89 + 0.28° 11.37£0.22°
15 40 13.57 + 0.46° 11.99 + 0.23°
16 49 15.63 + 0.62° 14.32 £ 0.48"

abedefg: Aymi grup iginde ortak harf tagimayan ortalamalar arasindaki farklar istatistiki
agidan Snemlidir.

n: Sayim yapilan birim alan sayist.

Tablo 2. Giinlere gére IGF-I uygulanan ve kontrol grubu ¢izgili kas hiicre
caplarimin (p) gruplar arasinda istatistiksel agidan degerlendirilmesi

ve t-degerleri.

GUN n IGF-I uygulanan Grup | Kontrol Grubu t- degeri
X+SX X+SX
7 40 5.01 £0.15 3.72+£0.12 7.49%**
8 40 6.23+0.14 5.01 £0.18 7.55%%*
9 40 6.95+0.18 6.33+0.14 4 5] %k
10 40 8.16 £ 0.23 7.39+0.17 4.39%%*
11 40 10.03 £ 0.20 8.63 +=0.20 8. 75%**
12 40 11.16 £ 0.22 10.36 £ 0.20 5.33%%*
13 40 11.81+0.25 11.03 +0.21 5.12%**
14 40 11.89+0.28 11.37+0.22 2.91%*
15 40 13.57+0.46 11.99+0.23 4,73%%*
16 40 15.63 +0.62 1432 £ 0.48 5.78***
** P <0.01 **% P <0.001

n: Olgiim yapilan birim alan sayisi.
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Tablo 3. 7. glinden 16.giine kadar gelisim stiresinde, IGF-I uygulanan ve kontrol
grubu kaslarda toplam kas hiicre sayilarnmn gruplar arasinda istatistiksel
acidan deZerlendirilmesi ve t-degerleri.

GUN| n | IGF-1uygulanan Grup Kontrol Grubu i~ degeri
X4S% Xi8%
7 10 548.60 2.0 430.90+2.3 38.87Hk*
8 10 586.20+ 1.5 480.30+1.8 44.94% %%
9 10 62640+ 2.1 533.80+1.9 33.16%%*
10 10 657.30£2.0 595.80 + 1.8 22.78%**
11 10 743.60+ 1.6 696.80+ 1.3 22.14%%%
12 10 871.00+ 1.8 782.10+ 1.3 40.44***
13 10 1049.80 = 1.7 967.80+2.1 30.39%**
14 10 1116.20+£ 1.7 1081.80+ 1.4 15.61 %%
15 10 1320.50 £ 0.8 124190+ 1.1 73.18%%*
16 10 1403.70 £ 1.2 1262.70+ 1.7 68.78%**
*xk P <0.001

n: Saymm yapilan tiim alan sayisi.

Grafik 1. IGF-I uygulanan ve kontrol grubu embriyolarda M. Longus colli dorsalis,
pars thoracica (M. Spinalis. thoracis) kasmnda kas teli ¢aplarmm yasa bagh
degisimi.

Kas hiicre ¢capi (i)
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pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kasindaki toplam kas teli sayisinn yaga

Grafik 2. IGF-I uygulanan ve kontrol grubu embriyolarin M. Longus colli dorsalis,
bagli degisimi.
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Sekil 3. Inkiibasyonun 7. giiniinde miyotiip olusumu. Oklar: Miyotiip olusumu.
Ok basi: Cekirdek. Uglii boyama. Bar: 20 pum.
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Sekil 4. Inkiibasyonun 7. giiniinde ¢izgili kas tellerinde enine bantlasma.
A: Kontrol grubu. B: IGF-I uygulanan grup. Oklar: Enine bantlagma.
Ok bast: Cekirdek. Uglii boyama. Bar: 20 pm.



A: Kontrol grubu. B: IGF-I uygulanan grup. PAS boyama. Bar: 20 um.
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Sekil 6. Inkiibasyonun 9. giiniinde primer demetler. Oklar: Primer demetler.
Uglii boyama. Bar: 20 pm.

Sekil 7. Inkiibasyonun 10. giiniinde primer (oklar) ve sekunder (a) demetler.
Uclii boyama. Bar: 50 pm.
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Sekil 8. Inkiibasyonun 12. glinlinde ¢izgili kas tellerinde enine bantlagsma.
Oklar: Enine bantlar. Uclii boyama. Bar: 20 pm.

Sekil 9. Inkiibasyonun 12. glintinde gortilen kas mekikleri.
Oklar: Kas mekikleri. Uglii boyama. Bar: 50 pm.



Sekil 10. Inkiibasyonun 13. giiniinde ¢izgili kas tellerir}}ic enine bantlagma.
Oklar: Enine bantlagma. Ok bas1: Cekirdek. Uglii boyama. Bar: 20 pm.

ﬂ' ﬂ" D, &V ”'{

Sekil 11. inkiibasyonun 14. giintinde M. Longus colli dorsalis, pars thoracica
(M. Spinalis thoracis) kasinin genel goriiniimii.
a: Primer demet. b: Sekunder demet. Uglii boyama. Bar: 50 um.
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Sekil 12. Inkiibasyonun 15. giiniinde M. Longus colli dorsalis, pars thoracica
(M. Spinalis thoracis) kas tellerinin genel goriintimti. a: Miyofibril.
Oklar:Beyaz kas teli. Ok bast: Kirmizi kas teli. Uglii boyama. Bar: 50 pm.

Sekil 13. Inkiibasyonun 16. giiniinde M. Longus colli dorsalis, pars thoracica
(M. Spinalis thoracis) kasinin genel gortintimi.
a: Primer demet. b: Sekunder demet. Uglii boyama. Bar: 200 um.
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Sekil 14. Inkiibasyonun 16. giiniinde M. Longus colli dorsalis, pars thoracica
(M. Spinalis thoracis) kas tellerinde enine bantlagma yapisi.
Oklar: Enine bantlagma. Ok basi: Miyofibril. a: Kas teli.
Uclii boyama. Bar: 20 pm.
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4. TARTISMA VE SONUC

Cok yonlii bir stire¢ olan embriyonik ve fbtal biiylime, segilmis hiicrelerin
proliferasyonu, uyarlmasi, gog¢li, diferensiyasyonu ve programli hiicre Sliimiinden olugur
(33).

Embriyoda iskelet kasi, kokenini somitin dorso-lateral (Dermomiyotom)
bolimiinden alir (28,31,43). Baz kaynaklarda (58), sirt kaslanm olugturacak olan
miyoblastlarin, miyotomlarda segmental diizlem hizasinda kas lifleri seklinde birlestifi ve bu
liflerin inerve olduktan sonra sirt kaslar haline geldigi bildirilmigtir. Chevallier (10), kanat ve
scapula kas dokusu hiicrelerinin 12-20. somitlerden, pelvis ve bacak kaslarmmn da 26-32.
somitlerden orijin aldigim belirtmigtir. Somitlerden miyojenik hiicrelerin migrasyon zamani
acik bir sekilde tespit edilememesine rafmen Hamburger ve arkadaglari (30), miyojenik
hiicrelerin ilk defa 15. somitten ayrildifim (20-22 somite sahip embriyolarda) ileri stirmiis
olup, bunun 14. sathaya (inkiibasyonun 2.5. giinii) denk geldigini bildirmislerdir. Ayrica Grim
(29), bu prosesin 36. somit safhasina kadar devam ettigini, Sweeney ve arkadaslari (72)
fakhilagmanin 25. sathaya (inkiibasyonun 6. giinil) kadar baglamadigim, Michael ve
arkadaslar1 (50) myogenezisin, tavuklarda 26. sathada, bildircinlarda ise 6. giinde basladigim
bildirmislerdir. Yapilan bagka bir arastlrmada' (55) ise, civciv embriyonik g6giis ve bacak
kaslarinda asil miyojenik periyodun, yaklastk olérak inkiibasyonun 7-17. glinleri arasinda
oldugunu, bu periyot esnasinda hem gogiis hem de bacaktaki tamamen farklilagmis hiicrelerin
oraninin, inkiibasyonun 7. giiniinden 18. giiniine kadar % 80 oraminda artif1 bildirilmigtir.
Bizde bu aragtirmalarin 15181 altinda inkiibasyonun 7. giiniinde aldigimiz M. Longus colli
dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kastmin bu giinde, kas hiicrelerinin ¢ok kiiglik
oldugunu ve ¢ekirdeklerin ¢ogunlukla ortada ve yuvarlaga yakin sekilli oldugunu,
miyoblastlarin fiizyon yaparak miyotiip olusturduklarim ve miyotiipii olugturan hiicrelerin
cekirdeklerinin oval sekilli olup miyotiiplin merkezinde siralandlgxm ve miyogenezisin 16.
giine .kadar devam ettigini g6zlemledik. Bu bulgularimiz. Sweeney ve arkadaslan (72),
Michael ve arkadaslari (50) ile O’Neill’in (55) bulgularim desteklemektedir.

Kas dokusunun prenatal olarak miktari, embriyonun mezoderm tabakasindaki
miyoblast hiicre artisidir (56,60). Normal gelisimde ¢izgili kaslar miyoblastlardan gelisir
(43,71,80). Miyogenezis olgusunun, miyoblastlarin mitoz béliinme yoluyla yeterli sayiya
ulagtiktan sonra, birbirleriyle flizyon yaparak miyotiipleri sekillendirmesi ve daha sonra da bu
miyotiiplerde aktin-miyozin filamanlarinin sentezlenmesiyle bunlarin fibra muskularislere

doniistiigii bildirilmistir (1,71). Exken safhalarda da bulunan ¢izgilenme yapisinimn, yapilan bir
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calisma da (46) yaklagik iki haftalik siire igerisinde daha iyi gbzlendigi belirtilmis olup, bizim
incelememizde de 7.' giinde yeni belirmeye baglayan bantlagsma yapismin Szelikle
inklibasyonun 12. ve 13. giinlindeki embriyolarda daha iyi gbzlenmesi ile aragtirmacilann (46)
bulgular ile uyumiu bulunmustur.

Genel olarak aragtirmacilar (25,34,61) ergin hayvanlarin iskelet kasinda, kas
tellerinin birden fazla sayida ve periferik yerlesimli, yassi nitkleuslar tagidigim bildirmektedir.
Bazi kaynaklarda (61) kanathlarn bazilannda niikleuslarn, kas tellerinin merkezinde
yerlestigi bildirilmistir. Bildircinlanin, M. Longus colli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis
thoracis) kas grubunda niikleuslar yassi-oval ve sarkolemmanm altinda yerlesimleri ile genel
bilgilere (25,34,61) uygun bulunmustur. Inceledigimiz kas tellerinin bazilarinda nikleuslar
kas telleriﬁin merkezinde gozlenmekle beraber miyogenezisin baslangicinda gozlenen bu
durumun gelisime paralel olarak degistifi ve gekirdeklerin yassilasarak perifere yerlestigi
sonucuna varimistir. '

Morfolojik 6zellikleri agisindan kanathilardaki iskelet kaslarimin yapist memeli
hayvanlardakine benzer yapida olup; beyaz, intermedier ve kirmizi kas tellerini igerdidi
bildirilmektedir (25,34,61,70). Sadece beyaz veya sadece kirmizi kas telleri iceren kaslar
varsa da kaslarin ¢ofunlugunun her ii¢ kas telini de birlikte igerdigi bildirilmigtir (34,61).
Ayrica in vitro bir ¢aligmada (51), 3-6 giinlitk embriyolarda, bildircinda arka bacak, tavuktan
ise bircok bilgeden alinan kaslarda miyoblastlarm, % 60-90 hizli, %10-40 mix (hizli/yavas)
ve % 0-3 de yavas kas olmak tfizere tic farklh yaprya aynldiklari ve 9-12. glindeki
embriyolarda hizli kasmm % 99-100 oraninda tamamlandigi ifade edilmigtir. Bizim
Orneklerimizde de inkiibasyonun 7.glinlinden 13. gilinline kadar olan siire i¢erisinde kas
tellerinde morfolojik ayrim yapilamamasma ragmen, inkiibasyonun sonraki giinlerinde
Ozellikle kirmiz1 ;ve beyaz kas teli ayrimi1 yapilabilmistir.

Miyofibrillerin kas tellerinde farkli dagilim gésterdikleri, beyaz ve intermedier kas
tellerinde esit araliklarda yerlestigi, kirmizi kas tellerinde ise gruplar olusturdugu (Conheim
alanlar) bildirilmistir (25,61). M. Longus colli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis thoracis)
kas1 Orneklerinin enine kesitlerinde literatiir bildirimlerine uygun olarak beyéz kas tellerinde
ozellikle inkiibasyonun 15. ile 16. ginlerinde, miyofibrillerin homojen . bir dagilim
g(’jéterdikleri, kirmizi kas tellerinde ise birbiriyle anastomozlasmis Conheim alanlari
olugturduklar1 goriildii.

Iskelet kaslarmin organizasyonunda, kas tellerinin bag dokusu ile sarlarak gruplar
olusturduklars bilinmektedir (25,34,64). Bu bag dokusu bdlmelerinin kanatl: hayvanlarda daha-
ince yapiya sahip oldugu bildirilmigtir (34). Kas tellerini saran endomizyumun ¢ok ince
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retikulum ipliklerinden olﬁstugu, primer demetleri saran perirhizymnun kollagen ipliklerden
biraz daha zengin oldugu, epimizyumun ise daha kalin kas demetlerini sardig1 bildirilmektedir
(25,34,61). Inceledigimiz M. Longus cdlli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kas1
orneklerinde de kas tellerinin etrafim endomizyumun sardigim ve kas hilcreleri arasinda sik1
bir paketlenmenin oldugunu, bunu da endomizyumdan daha kalin olan perimizyumun sararak
primer demetleri olusturdugu gozlendi. Bir kastaki primer demetlerin bir araya toplanarak
sekunder demetleri olusturdugu ve bunun da gittikge kalinlasan perimizyumla, kasta bulunan
biitlin demetlerin ise epimizyum tarafindan ¢evrildigi belirlendi.

Kanatli hayvanlarda (25,34,61) kas tellerinin ¢aplarinin, memeli hayvanlarda (4,61)
oldugu gibi 10-120 p arasinda degistigi bildirilmektedir. Yaptigimiz caligmada kas telleri
caplart inkiibasyenun 7. giiniinde kontrol grubunda ortalama 3.72 p, IGF-I uygulanan grupta
ise ortalama 5.01 p dlgiildii. Fakat inkiibasyonun son giinii olan 16. giinde ise, kontrol
grubunda ortalama 14.32 p, IGF-I uygulanan grupta ise ortalama 15.63 p olarak Slgtildi.
Ozellikle inkiibasyonun son giinlerinde &lgiilen bu degerlerin literatiir bildirimlerine
(25,34,61) uygun oldugu belirlendi. '

Iskelet kasinda beyéz kas tellerinin kalin, kirmizi kas tellerinin ise ince g¢aplh
olduklar1 bildirilmektedir (25,34,61). Bizim inceledigimiz M. Longus colli dorsalis, pars
thoracica (M. Spinalis thoracis) kas1 6rneklerinin enine kesitlerinde, &zellikle morfolojik
ayrim yapilabilen inkiibasyonun 14. giintinden itibaren beyaz kas tellerinin kirmizi kas
tellerine gore déha genis capli olduklar gbzlendi.

Iskelet kaslarmin uzama derecesini algilayan, sadece iskelet kaslarinda bulundugu,
senzorik sinir tellerinden ¢ok zengin olduklari ve birer kontrol merkezi gibi kaslarn
calismalarini koordine ettikleri bildirilen (61) kas mekiklerini, bizde inceledigimiz M. Longus
colli dorsalis, pars thoracica (M. Spﬁdis thoracis) kas: Orneklerinin enine kesitlerinde
ozellikle 12. glinden itibaren g6zlemledik. Kanatlilarda kas mekiklerinin meydana gelisi ile
ilgili herhangi bir literatiire rastlanmadi.

Memelilerde oldugu gibi glikozun anaerobik ve aerobik parg¢alanmasi erken kanath
yasammin biiylime fazlari ve morfogenezisi igin enerji saglar. Embriyonik yasamin erken
doénemlerinde kanath plazmasinda 100 mg/dl’den daha az olan glikoz diizeyi yumurtadan
¢ikis zamamnda 150-160 mg/dl’ye yiikselir ve yumurtadan -giktiktan sonra plazma glikoz
diizeyi birka¢ hafta veya birkag ay artarak 190-220 mg/dl’ye ulagir. A&nca kanath
embriyolarinin pentoz yolu aktivitesi, dokudan dokuya degismekle berabep Ozellikle 8 ve 15.

ginler arasinda pik yaptigi bildirilmistir (70). George ve Berger arastirmalarinda (25)
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M. Pectoralis superficialis de beyaz kas tellerinin fazla; kirmizi kas tellerinin ise daha az
miktarda glikojen icerdigini bildirmig olup, kanathlardaki M.pectoralis ve M.
Supracoracoideus drgindaki kaslarda, kirmyzr kas tellerinin beyaz kas tellerinden daha fazla
glikojen igerdigini bildirmiglerdir. Ayrica aym aragtirmacilar kulucka doneminde tavuk
embriyolarinn kaslarindaki glikojen orammn kulugka sonuna dogru 15. giine dek azaldifin,
daha sonra ise tekrar arttifim tespit etmislerdir. PAS ile boyanan M. Longus colli dorsalis,
pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kasi &rneklerinde, inkiibasyonun 7. giinlinde yogun
olarak g6zlenen glikojen miktanmn her iki grupta da inkiibasyonun 10. giiniinde azaldg, 11.
gliniinde ise gozlenememesine ragmen 13. giinde artmaya basladif:i ve inkiibasyonun 16.
giiniinde ortadan kalktig gozlendi. Glikojen yogunlugundaki bu degisimlerin, aragtirilan kasin
inkiibasyonun ¢esitli glinlerindeki farkl1 gelisim aktivitesiyle ilgiti 61dugu diistiniildii.

IGF ailesi peptidlerinin, embriyonik ve f6tal biiytime ile gelismede dnemli bir role
sahip oldugu bildirilmistir (47,75). Murray ve arkadaslar (54) insﬁiinin en giiclii metabolik
hormon oldugunu ancak IGF’lerin biiyiimeyi uyarmada daha giiclii olduklarim: bildirmislerdir.
IGF’lerin kas bilytimesi ve gelismesi iizerine ¢ok 6nemli etkilerinin oldugu bildirilmis (20,75)
olup, bu etkilerin ¢ogunun IGF-I reseptérleri aracilifi ile oldugu gosterilmistir (75). Miyoblast
kiilttirlerinde IGF’lerin miyoblastlart uyardidi bildirilmistir (20). IGF-I ve IGF-II’nin
miyoblastlarda proliferasyon ve diferensiésyonu uyardigi, besin ahnimim artirdi1 ve protein
yikimina engel oldugu belirtilmistir (75). Van Wyk’e (77) gore IGF-1, endoderm, ektoderm ve
mezodermden kaynaklanan 20 degisik hiicrede DNA sentezini stimule eder ve IGF-I"in erken
ekspresyonu, bu peptidin tavuk embriyo gelisimiﬁde Snemli bir rol oynadifim géstermektedir.
Vasilatos ve arkadaslar: (79) IGF-I’in yumuftadan ¢tkmis tavuk hiicrelerinin metabolizmasini,
farklilagmasini ve proliferasyonunu etkiledigini bildirmiglerdir. Baz: aragtirmacilar (20,21,63)
IGF-Pin ¢izgili kas lizerine etkisini, IGF-I’ in myogenin genini stimiile ederek miyoblast
diferensiasyonunu qulandlfdxglm, Ewton ve arkadaslarida (18) IGF-I’in protein yikimim
azaltip besin almimim artirarak miyoblastlarda proliferasyonu hizlandirdifn  seklinde
bildirmislerdir. Girbau ve arkadaglar1 (25) tarafindan 2 giinliik tavuk embriyolarina IGF-I
enjeksiyonunun genel gelisim ve bilylimeyi (viicut agirhg:, total protein, DNA, RNA),
4 giintitkk tavuk embriyolarinda biyokimyasal farkhilagmayi (total kreatin kinaz) ve metabolik
parametreleri (trigliseridler, kolesterol ve fosfolipidleri) arhrd1§1 gbzlenmistir.

Ayrica Kocamig ve arkadaglan (42) tarafindan, 3 giinlik tavuk embriyolarina in ovo
recombinant human IGF-I enjeksiyonunun embriyo asamasinda ve takiben yumurtadan
¢iktiktan sonra ¢izgili kas geligimini artirdigr bildirilmistir. Bununla beraber insan IGF-I’nin
‘tavuk embriyolar1 igerisine iki enjeksiyon olarak uygulanmasmmin yumurtadan g¢ikmig
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tavuklarin ne viicut agirliklarnim nede diger metabolik parametrelerini artirdigs bildirilmistir
(69). |

Tavuklarda, insan IGF-I’inin biyolojik aktivitesi {izerine bir ¢ok kanit
bulunmaktadir. Human IGF-I, tavuk embriyo kondrositlerinde RNA, protein, proteoglikan ve
DNA sentezini uyarir (23). Ayrica rh IGF-I’in (recombinant human IGF-I) yliksek titrede tip!
IGF reseptoriine baglanarak, yumurtadan ¢ikmig tavuklardan izole edilmis kas hiicrelerinde
proliferasyonu, diferensiyasyonu ve proteiﬁ gelisimini uyardifr gosterilmistir (14,63).

Ayrica hipofizektomi yapilmus ratlara (65), IGF olaylarinin tersine ¢evrildigi ciice
farelere (78) ve bilylime hormonu yetersiz mutant ratlara (67) insan IGF-I’in verilmesinin
viicut agirhgim ve diger birkag biiyiime parametresini artirdif bildirilmistir.

IGF-1, tavuklarin embriyonik geligimi esnasinda 6nemli bir rol oynar (41). Hiﬁdi ve
tavuk embriyolarinda IGF-I plazma seviyesinin midembriyogenezis periyodunda pik yaptifn
bildirilmigtir (20,41,47). IGF-I degerlerinin 10. giinde yaklasik olarak 3ng/ ml oldugu ve 15-
17. giinlerde 10 kat artarak 30-35 ng/ml ye ¢iktig1, yumurtadan ¢iktiktan sonra 10 ng/ml’ye
distiigii bildirilmistir (41). IGF’lerin kés hiicreleri iizerine etkileri daha gok dolasimdaki
normal yada normale yakin konsantrasyonlar ile olur (19,49).

IGF-I’in fizyolojik konsantrasyonlari, rat L6 miyoblastlar1 (18), primer tavuk
embriyo miyoblastlart (63) ve rat satellit hiicreleri (13) gibi kas hiicre tiplerinin bir ¢ok
cesitinde differensiyasyonu uyarr, IGF’in dolagimdaki diizeyinin normal degerlerinin % 50
lizerinde oldugu zaman kemik ve kas biiyiimesini yaklasik olarak % 30 artirdid: bildiritmigtir
(20). Butiin bunlara ilaveten IGF-I; tavuk embriyo kondrositlerinde RNA, protein,
proteoglikan ve DNA (23,39), embriyonik tavuk kikirdaklar1 ile prolinin birlegimini ve
kikirdak agirliginda artis1 (8) uyarir. IGF-I’in fibroblast: proliferasyonunu (32) ve tavuk
hepatositlerinde hepatik glikojen, RNA ve protein sentezini uyardigi (81), ayrica embriyonik
fibroblastlar ile glukoz ve amino asit ylikselmesini artirdigy bildirilmistir (9). Tip-1
reseptoriiniin  yitksek affinite de IGF-I’e baglanmasi yumurtadan ¢ikmus tavuk kas
hiicrelerinde proliferasyonu, differensiyasyonu ve protein gelisimini uyardig: (14,63) ve kalp
mezensimal hiicrelerinde proliferasyonu artirdifida  bildiritmigtir  (3). IGF’lerin bu
ozelliklerinden dolayi, gelecekteki galigmalarda bildircinlardaki kemik doku {izerine IGF’lerin
etkiside detayl1 olarak aragtiriimalidir.

Aragtirmamizda IGF-I uygulanan gruptaki embriyolarm M. Longus colli dorsalis,
pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kasimin gelisiminde hem hiicre ¢aplarmin hem de hiicre
sayilarimn, kontrol grubuna gore daha lzh artis gbstermesi bu arastirmacilarin bulgularm
desteklemektedir.
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Sonug olarak; Bildircinlarin M. Longus colli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis
thoracis) kasimn, aragtirmaya bagladifimiz 7. giinde yeni yeni sekillenmeye basladifr ve
gelismeye paralel olarak kas hiicrelerinin sayica artmastyla beraber gaplarinda da artis oldugu
saptandi. Kas hiicre caplarmin giinliik artmasimn yam swra IGF-I uygulanan gruptaki
embriyolarda 7. ile 9., 10. ile 11. ve 11. ile 13. giinler arasinda farkin onemli oldugu ve
ozellikle 14. 15. ve 16. giinler arasindaki farkin istatistiki agidan Snemli oldugu belirlendi.
Kontro] grubunda ise hem 7. 8. ve 9. giinler arasinda hem de 10. 11. ve 12. giinler arasinda
farkin 6nemli oldugu, 12. ile 15. giinler arasinda 6nemli bir fark olmadig: ancak 15. ile 16.
giinler arasindaki farkin istatistiki agidan dnembi oldugu belirlendi. Ayrica kontrol grubu ile
IGF-I uygulanan gruplar hem kas hiicresi ¢ap: hem de kas hiicre sayist bakimindan giinliik
olarak kiyaslandiginda farkin istatistiki agidan P< 0.001 diizeyinde onemli oldugu tespit
edildi.

Arastrmamizin  amact olan IGF-I uygulamé,smm kasin gelisimi {izerindeki

etkilerinin olumlu oldugu ve gelisimi hizlandirdid1 sonucuna varildi.
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5. 0ZET

Bu arastirma, Insiilin Benzeri Biiylime Faktorii-I’in Japon bildircim embriyolarinin
‘M. Longus colli dorsalis, pars thoracica (M. Spinalis thoracis) kasmnin geligimi Uizerine etkisini
histolojik olarak incelemek amac1yla'yap11d1. Bu g¢alhigmada, materyél olarak 40 adet d6lli
Japon bildircini yumurtasi kullanilds.

Inkiibasyonun 3. giinfindeki yumurtalarin kiit uglar1 % 70°lik ethanol ile dezenfekte
edildikten sonra bu kiit ucgta bir noktadan, chorio-allantoic zara zarar vermeden, her bir
yumurtanin albumini igerisine bir kez olmak iizere recombinant human IGF-I (100 ng/
embriyo) enjekte edildi. Inkiibasyonun 7-16. giinlerinde her giin toplanan embriyolardan
hazirlanan histolojik preparatlar 151k mikroskobunda incelendi.

Gelisim sfireci igerisinde, inkiibasyonun 7. giinlinde yeni belirmeye baslayan
bantlasma yapis: 6zelikle inkiibasyonun 12. ve 13. giiniindeki embriyolarda daha iyi g6zlendi.
Iskelet kasi tellerinin birden fazla sayida ve periferik yerlesimli, yass: niikleuslar tasidig
gozlemlendi. On Uglincii giine kadar olan stire igerisinde kas tellerinde morfolojik ayrim
yapilamamasina ragmen, inkiibasyonun sonraki gtinlerinde &zellikle kirmizi ve beyaz kas teli
ayrimu yapilabildi. Kas mekikleri ise inkiibasyonun 12. giiniinde g6zlemlendi. Inkiibasyonun
7. giniinde yogun olarak gozlenen glikojen miktarinin her iki grupta da inkiibasyonun 10.
giintinde azaldig1, 11. gliniinde ise gézlenememesine ragmen 13. giinde artmaya basladigs ve
inkiibasyonun 16. giiniinde ortadan kalktig1 gozlendi. Ayrica miyofibril ayriminin tam olarak
yapilabildigi inkiibasyonun 16. giiniinde kas dokunun tam tegekkiil ettigi izlendi.

Sonug olarak; Kas hiicre ¢aplarmm giinlik artmasinin yam sira IGF-I uygulanan
gruptaki embriyolarda 7. ile 9., 10. ile 11. ve 11. ile 13. giinler arasinda farkin énemli oldugu
ve Ozellikle 14. 15. ve 16, giinler arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemli oldugu belirlendi.
Aynca kontrol grubu ile IGF-I uygulanan gruplar hem kaé hiicresi ¢apt hem de kas hiicre
sayist bakimindan giinlik olarak kiyaslandiginda farkin istatistiki agidan P < 0.001 diizeyinde
6nemli oldugu tespit edildi.

Aragtirmamizin  amact olan IGF-I uygulamasmin kasin gelisimi {izerindeki

etkilerinin olumlu oldugu ve geligimi hizlandirdig: sonucuna varildi.
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6. SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate the effects of Insulin-like Growth
Factor-I on histological development of m. Longus colli dorsalis, pars thoracica (m. Spinalis
thoracis) muscles of japanese quail embryos. Total of forty fertilized eggs were used.

In ovo administration of rhIGF-I (100ng/per embryo) was performed through the
blunt end of the eggs. Before injection, blunt end of the eggs was sterilized with 70 %
ethanol. A single hole was created with dental drill bit without penetrating the chorio-
allontoic membrane. For histological evaluation, embryos were collected daily on days
between 7 and 16 th of embriyonic development.

Although banding pattern began to appear on embryonic day 7, it was easily seen on
embryonic day 12 and 13. Myofibrils had several oval-shaped nuclei that were periferally
located. We were able to morphological distinguish muscle fibers from embryonic day 13.
Muscle bundles were clearly seen on embyonic day 12. Although the glycogen amount in
both grups was decreased at E 10, it was increased at E 13. It appeared that skeletal muscle
structure was completed at E 16 on which musle fibers was clearly countable.

In conclusion, in ovo administration of the thIGF-I increased the diameter of muscle
fibersonE 7,9, 10,11 and 13. Additionaly, in ovo IGF-I injection significantly increased both
the diameter and number of muscle fibers (P < 0.001). Therefore, it was concluted that IGF-I

accelerated the skeletal muscle development in quail embryos.
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