Kafkas Univ Vet Fak Derg
17 (3): 457-461, 2011
DOI:10.9775/kvfd.2010.3912

RESEARCH ARTICLE

insiilin-Benzeri Biiyiime Faktérii-1 ‘in Japon Bildircin
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Ozet

instilin-benzeri bilylime faktérii-1'in (IGF-1), Japon bildircin (Coturnix coturnix japonica) embriyolarinin omur bélgesindeki (medulla
spinalis thoracis), kemik gelisimi Gizerine etkileri histolojik olarak incelendi. Rekombinant insan IGF-1i (rhIGF-1), yumurtanin kiit ucundan,
dental drill bit ile, chorio-allantoic zara zarar vermeden enjekte edildi. Kontrol ve rhIGF-1 enjekte edilen gruplar, histolojik analizler icin
embriyonal gelisimin 7. glintinden 16. glintine kadar toplandi ve 15tk mikroskobunda incelendi. Torakal kemikte, kemiklesme merkezi,
rhlGF-1 uygulanan embriyolarda ilk kez 11. glinde, kontrol grubunda ise 12. gtinde tespit edildi. Kontrol grubuyla karsilastinldiginda,
hiicre sayisinin rhiGF-1 enjekte edilmis grupta énemli derecede artmis oldugu gorildi (P<0.05). Arastirmamiz sonucunda; rhiGF-1
uygulamasinin Japon bildircinlarinin kemik gelisimini olumlu yonde etkiledigi ve kemik gelisimini hizlandirdigi sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: rhIGF-1, Bildircin, Kemik gelisimi

The Effects of Insulin-Like Growth Factor-1 on Bone Growth
During Japanese Quail Embriyonic Development

Summary

The effects of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) on vertebrae bone (medulla spinalis thoracis) development of Japanese quails
(Coturnix coturnix japonica) were histologically investigated during embriyonic development. Recombinat human IGF-1 (rhIGF-1) was
injected through the blunt end of eggs via a single hole with a dental drill bit, without penetrating the chorioallantoic membrane.
Control and rhIGF-1 injected groups were collected daily from days 7 to 16 of embriyonic development for histological analysis and
were examined with light microscopy. Ossification centers of thoracal bones were first observed on E12 for control and E11 day for
rhiGF-1 injected groups, respectively. The number of cells were significantly increased in rhiGF-1 injected groups compared to that of
control (P<0.05). In conclusion, the administration of rhIGF-1 accelerated the bone formation during quail embriyonic development.
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GiRiS

Kemik doku, somitlerin sklerotomundan kdken alan
osteoprogenitdr hiicrelerden gelisir '. Destek dokular ara-
sinda gercek anlamda destekleme gorevi yapan kemik
dokusu, hicreler (osteoprogenitor hicreler, osteoblast,
osteosit, osteoklast), aramadde (matriks) ve hidroksiapatit
adi verilen inorganik maddelerden olusur. Kemik dokusu-
nun iki tard vardir. Bunlardan birincisi, intrauterin hayatta
ilk sekillenen primer kemik dokusudur. Buna olgunlas-
mamis kemik dokusu da denir. Bunun yerini daha sonra
sekonder kemik dokusu (olgunlasmis kemik dokusu) alir.

Olgun kemikler, singerimsi kemik (spongiyoz) ve kompakt
kemik olmak tizere iki gruba ayrilirlar 2.

Biyime ve gelisim tizerinde 6nemli etkileri olan insilin
-benzeri buylme faktori-1 (IGF-1), 70 aminoasit iceren,
yaklasik 7500 dalton agiriginda olan bir blylme faktori-
dur 3. IGF sistemi; IGF-1, IGF-2, IGF baglayici proteinler
(IGFBP) ve IGF reseptorlerinden (IGFR) olusur #°. Yetiskin
omurgalilarda, IGF-1in temel kaynagi karacigerdir. Buna
karsin, embriyogenezis boyunca diger dokular tarafindan
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da Uretilen IGF-1, embriyogenezisin sonlarina dogru kara-
ciger tarafindan Uretilmeye baslar . IGF-1, bircok dokunun
ozellikle de iskeletin buylime ve farkllasmasinda énemli
bir etkendir 7. Kemik sekillenmesinden sorumlu hicrelerin
hepsi (osteoprogenitdr hiicreler, osteoblastlar, osteositler
ve osteoklastlar) IGF-1'i Giretebilirler 8. Osteoblast hiicre kiil-
trtyle yapilan calismalarda, IGF'lerin, gelisimin bitiin saf-
halarinda osteoblast fonksiyonunu (proliferasyon, farklilas-
ma, matriks Uretimi, minerallesme) arttirdigi goruilmistiir 8°.

Bu calisma; IGF-1'in, Japon bildircinlarinda (Coturnix
coturnix japonica) embriyonal kemik gelisimi Uizerine etki-
lerini incelemek amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu calismada materyal olarak kullanilan déllenmis
Japon bildircini yumurtasi Kafkas Universitesi Veteriner
Fakdiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftliginden saglandi.
Hayvanlara hayvan bakimi ve koruma diizenlemelerine
gore muamele edildi (Europen Convention for the
Protection of Vertebrate Animals Used for Extermination
and Other Scientific Purpose 1996).

Enjeksiyon Prosediirii

inkiibasyonun 3. giiniindeki bildircin yumurtalarinin
%70’'lik ethanol ile dezenfekte edilen kit uglarina, chorio-
allantoic zara zarar vermeyecek sekilde dis¢ci matkabi
(dental drill bit) ile klguk bir delik acildi. Acilan delikten,
ucuna 22 olcekli enjektor ignesi takili otomatik pipetle,
her bir yumurtanin icine bir kez olmak Gzere 10 ml asetik
asit ve %0.1’lik BSA (Bovine Serum Abumin) ile hazirlanan
rekombinant human IGF-1 (rhIGF-1) 100 ng/embriyo mik-
tarinda yumurtalara enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra
acillan delik kiicik bir yapistiricr (sticker) ile kapatilarak
kontrol grubu yumurtalar ile birlikte nem orani %86-87,
sicakhigi 37°C’ye ayarlanan inkibatore yerlestirildi . Uy-
gulamada kullanilan rekombinant human IGF-1 (rhIGF-1)
Dr. A. F. Parlow (UCLA, CA, USA) tarafindan saglandi.

Embriyolarin Toplanmasi ve
Doku Preparatlarinin Hazirlanmasi

Yumurtalarin kulugka makinasina ilk konuldugu saat
“0” zaman dilimi kabul edilip, 7. glinden itibaren 16. giine
kadar diizenli olarak her 24 saatte, hem enjeksiyon yapilan
grup hemde kontrol grubunda bulunan yumurtalardan
glinde 5-6 adet toplandi. Embriyolarin (ist govdelerinin
toraks (medulla spinalis thoracis) bolimu alinarak bouin
ve %10'luk formol-alkolde tespit edildi. Tespit olan doku
ornekleri; dereceli alkoller, metil benzoat ve benzollerden
gecirildikten sonra parafinle bloklanarak, her bloktan 6 um
kalinliginda seri kesitler alindi. Kesitlere rutin incelemeler
icin Crossmanin U¢li boyamasi yapildi . Hazirlanan pre-
paratlar arastirma mikroskobunda (Olympus BX51) incele-
nirken, gerekli goriilen bolgelerin fotograflar ¢ekildi. Histo-
metrik 6l¢cimler mikroskoba uyarlanan okuler mikrometre

yardimiyla yapildi. Hlcre sayimlari birim alanda (0.01
mm?, bir birim alan kabul edildi) ve notokordun her iki
yaninda paralel olacak sekilde yapildi. istatistiki deger-
lendirme i¢in Minitab programi ile t-testi uygulandi .

BULGULAR

inkiibasyonun 7 ve 8. giiniine ait kontrol grubu embri-
yolarinda, sirt omur kemigini olusturacak taslagin sinirlar
belirginlesmemis ve ayni zamanda kikirdak hticreleri tam
diferensiye olmadiklarindan diger organlari olusturacak
hiicrelerden ayirdedilemedi. Bu nedenle hiicre sayim islemi
gerceklestirilemedi. Bununla birlikte ayni donemlere ait
rhlGF-1 enjekte edilmis embriyolarda, hiicrelerin kontrol
grubuna oranla daha fazla belirginlestigi sirt omur kemigini
olusturacak olan taslagin ¢evre dokulardan ayirtedildigi
goOzlendi (Sekil 1).

inkiibasyonun 9. giiniinde kontrol grubuna ait embriyo-
larnin kikirdak hicrelerinin daha belirgin hale geldigi, sirt
omur kemigini olusturacak olan alanin sinirlarinin ayirde-
dildigi gérildii. inkiibasyonun bu giintinden itibaren kont-
rol grubu ve rhIGF-1 uygulanan grupta birim alanda ki-
kirdak hicrelerinin sayimi gerceklestirilebildi (Tablo 1).
rhlGF-1 uygulanan grupta, kikirdak hicrelerinin biyik-
IGklerinin inkiibasyonun ilerlemesine bagli olarak art-
t1g1 ve bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinin daha belirgin oldugu
gérildii. inkiibasyonun 10. giiniinde kontrol grubuna ait
embriyolarin kikirdak hticre hatlarinin daha da belirgin-
lestigi dikkati cekti. Ayni dénemde rhIGF-1 uygulanan
grupta ise, 6zellikle notokordun c¢evresinde yer alan hiic-
relerde hipertrofinin meydana geldigi goraldu.

inkiibasyonun 11. giintinde, kontrol grubundaki emb-
riyolarin kikirdak hicrelerinin bir dnceki doneme gore
hem daha belirgin hem de daha buyik oldugu goézlenir
ken, rhIGF-1 uygulanan grupta kemiklesme merkezleri
dikkati ¢ekti. rhIGF-1 uygulanan grupta kemiklesme mer-
kezlerinin ve hipertrofi alanlarinin olusmasi nedeniyle bi-
rim alana dusen kikirdak hiicre sayisinin azalmis oldugu
tespit edildi (Tablo 1, Sekil 2). Kontrol grubunda ilk kemik-
lesme merkezi ise inkiibasyonun 12. gliniinde goraldi.
Bu dénemde rhIGF-1 uygulanan grupta, kemiklesme mer-
kezlerinin genisledigi ve 6zellikle notokordun cevresinde
belirgin bir kemiklesme zonu dikkati ¢ekti. Bu donemde
gerek rhlGF-1 uygulanan grupta ve gerekse kontrol grup-
larinda kemiklesmenin baslamasiyla birlikte kondrosit
hiicre sayisinda belirgin dususler tepit edildi (Tablo 1).

inkiibasyonun 13. giiniine ait kontrol grubu embriyo-
larinda, odaklar halinde kuguk boyutlarda kemiklesme
merkezleri tespit edildi. rhIGF-1 uygulanan grupta, kemik-
lesme alanlarinin genislemeye devam ettigi gorildi. inki-
basyonun 14. gliniine ait kontrol grubu embriyolarinda,
kemik odaklarinin arttigi dikkati ¢ekti. rhIGF-1 uygulanan
grupta ise, inkiibasyonun 13. glinlinde baslayan kemik-
lesme bolgesindeki genislemenin arttigi gériildi. inki-



Sekil 1. inkiibasyonun 7. giini kikirdak doku. A:
rhIGF-1 enjekte edilen grup. B: kontrol grubu. Oklar:
kikirdak hiicreleri. NT: Notokord, Bar: 10 um

Fig 1. Cartilage tissue on 7 day of incubation. A:
rhIGF-1 injected group. B: control group. Arrows:
cartilage cells. NT: Notocord. Bar scale: 10 pm

Tablo 1. inkiibasyonun 9-16 giinleri arasinda rhiGF-1 enjekte edilmis ve kontrol grubu bildircin
embriyolarinda omur bélgesinde (medulla spinalis thoracis) birim alanda kondrosit hiicre

sayilarinin degerlendirilmesi ve t-testi (P<0.05)

Table 1. Evaulation of the number of cartilage cells in unit area of vertebrae part (medulla
spinalis thoracis) and t-test in the rhIGF-1 treatment and control groups quail embryos between

the 9 and 16" day of incubation (P<0.05)

inkiibasyon n rhIGF-1 Kontrol Grubu t-Degeri

Giinii Uygulanan Grup
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

n: sayim yapilan birim alan sayisi (n: the number of counts per unit area)

basyonun 15. gilinunde, kontrol grubuna ait embriyolar-
da, kemiklesme merkezlerindeki artis dikkati ¢ekmek-
teydi. rhIGF-1 uygulanan grupta, kemiklesmekte olan ke-
miklesme zonunda trabekillerin sekillendigi goraldu.

inkiibasyonun son giinii olan 16. giinde ise rhIGF-1
uygulanan grupta kemiklesme zonunun tiim alana ya-

459
BAKIR, KOCAMIS

yildigr goralda. Kontrol grubunda, blyuklikleri farkl cok
sayida kemik odaklar dikkati ¢ekti. Kontrol grubunda in-
kiibasyonun 12. gliniinde gorilen kemiklesme merkez-
lerinin, inklibasyonun 16. gliniine kadar siirekli gelistigi
gozlense de, rhIGF-1 uygulanan embriyolardaki gelisimin,
incelenen her donemde daha ileri seviyede oldugu dik-

kati cekti.
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TARTISMA ve SONUC

IGF-1'in ve bliyime hormonunun (GH), biiylme (ize-
rindeki rolinin aciklanmasindan giinimize dedin s6z
konusu faktorlerin kemik biytimesi tGzerindeki rolii daha
fazla arastirilmaya baslanmistir. Kiirtdl ve ark.'?, kanatlla-
rin kanat ve bacak kemik gelisimini incelemek amaciyla
Hubbert irki broylerlerde kulucka déneminin 7. ve 21.
glinleri arasinda yapmis olduklari calismada, ilk kemikles-
me merkezinin inkibasyonun 9. giiniinde gozlemisler-
dir 2. Nakane ve Tsudzuki'nin '3, Japon bildircinlarinda,
3. ve 17. glnler arasinda iskelet olusumuyla ilgili yapmis
olduklari calismada, omur kemiklerinde, ilk kemiklesme-
nin 11. glinde torakal omurlarin merkezinde oldugunu
gormiislerdir 3. inkiibasyonun 7. ve 16. giinleri arasinda
Japon bildircinlarinin sirt omurlarinda yapmis oldugumuz
calisma sonucunda, kontrol grubunda ilk kemiklesme
merkezi 12. glinde gorildu. Diger taraftan, rhIGF-1 uygu-
lanan grupta ise ilk kemiklesme merkezinin 11. glinde
saptanmis olmasi ve ilerleyen glnlerde gelisimin kontrol
grubuna gore daha ilerde oldugunun goézlenmesi IGF-
1'in kemik gelisimi Uzerine olumlu etkilerinin oldugunu
gostermektedir.

Phornphutkul ve ark.™, iskelet gelisimini incelemek
amaciyla yaptiklar calismada, IGF-1'in yetersiz oldugu fa-
relerin tlirdeslerinden daha kiiciik dogdugunu ve bu hay-

Sekil 2. inkiibasyonun 11. giinii. A: rhIGF-1 enjekte
edilmis grup. Oklar: Kemiklesme merkezleri.
B: Kontrol grubu. Oklar: Kikirdak hucreleri. NT:
Notokord. Bar: 20 um

Fig 2. incubation day of 11. A: rhIGF-1 injected
group. Arrows: ossification centers. B: control group.
Arrows: cartilage cells. NT: Notocord. Scale Bar: 20
pm

vanlarin biylime plaginin, iki haftalik normal tipleri ile
karsilastirildiginda blyime bdlgelerinin daha sinirh oldu-
gunu gormustir. Cogalma zonu olarak da adlandirilan
blylime plaginda, hem bu bélgedeki kondrosit sayilarinin
hem de hipertropik zondaki kondrosit sayilarinin normal
gruba gore daha az oldugu gorilmustur. Ayni hayvanlara
IGF-1 injekte edildigi zaman, kemik uzamasinin arttigi,
proliferatif ve hipertrofikzonun herikisinindeyenidenyapi-
landigi gozlenmistir '*. Japon bildircinlarinda yaptigimiz
calisma, bu bilgileri destekler nitelikte olup, IGF-1 uygu-
lanan gruptaki kondrosit hticre sayilarinin kontrol grubu-
na oranla daha fazla oldugu tespit edildi (P<0.05).

Pourlis ve ark.””, Japon bildircinlarinda inkiibasyonun
6. ve 16. glinleri arasinda bacak ve kanatlarda kemik ge-
lisimini incelemek amaciyla yapmis olduklari ¢alismada, in-
kiibasyonun 8. gliniinden itibaren kemigi olusturacak olan
alanlarda kikirdak hicre sayisinin arttigini, yumurtadan
cikistan kisa bir siire dncesine kadar ise kikirdak hiicre
sayisinin dnemli dl¢lide azaldigini tespit etmislerdir ™. Yap-
tigimiz ¢alisma sonucunda, birim alanda sayilan kikirdak
hiicre sayisi inkiibasyonun 9. giiniinden itibaren artmis-
tir. Ayrica birim alandaki kikirdak hiicre sayisinin IGF-1 en-
jekte edilen gruplarda inkiibasyonun 11. gliniinden kont-
rol gruplarinda ise 12. glinlinden itibaren azalmaya bagsla-
digi goraldi.

insan IGF-1'inin tavuk biyolojik aktiviteleri (izerine et-



kilerine dair cok az calisma bulunmaktadir. Ornegin, insan
IGF-1'inin, tavuk embriyo kondrositlerinde; RNA, proteo-
glikan ve DNA sentezini uyardigi gozlenmistir '°. Diger
omurgalilarla karsilastinldiginda memeli IGF'leri ve IGF
baglayici proteinleri hakkinda ¢ok sayida ¢alisma bulun-
maktadir. Kanatlilarda IGF'lerin yapi ve fonksiyonlariyla,
kanatli IGFBP’lerin izolasyonu, karakterizasyonu ve fonk-
siyonu ile ilgili daha detayli calismalara gereksinim duyul-
maktadir 7.

Japon bildircinlarinda, omurlarin toraks bélgesinde
kemik gelisimiyle ilgili yaptigimiz calismada, her iki grupta
da inkiibasyonun 7. gliniinde sekillenmis olan fakat tam
olarak ayirdedilemeyen kikirdak hiicrelerinin ilerleyen
glinlerde ayirdedilmeye basladigi ve inkiibasyonun 16.
giinliine dek surdirilen goézlemler sonucunda, iki grup
arasinda farkin 9, 11 ve 15. glinler arasinda 6nemli oldugu
saptandi. Ayrica, kontrol grubu ile rhIGF-1 uygulanan
gruplar, birim alandaki hiicre sayisi bakimindan yasa bagli
olarak kiyaslandiginda, farkin istatistiki agcidan énemli ol-
dugu tespit edildi (P<0.05). Japon bildircinlarinda, kemik
gelisimi Uzerine IGF-1'in etkilerini incelemek amaciyla
yapilan bu calismada, IGF-1'in kemik gelisimi tzerine etki-
lerinin olumlu oldugu ve kemik gelisimini hizlandirdigi
sonucuna varild.
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