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OZET Aragtirma Makalesi

Bu calismada embriyo ve civeivlerde kalp ventrikil duvari, iletim

sistemi ve Purkinje hiticreleri uzerine yumurta agirhig ve Makale Tarihgesi
damizliklarin gelisim hizinin etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Gelig Tarihi  :07.07.2020
Bu amagla hizli gelisen Ross 308 ve yavas gelisen Hubbard JA Kabul Tarihi :15.09.2020
genotipindeki damizlik siriilerinden elde edilen tavuk yumurtalar

hafif (64+1g) ve agir (72+1g) olarak iki gruba ayrilmigtir. Kuluckanin Anahtar Kelimeler

18. ve 21. glinlerinde alinan kalp ventrikiillerinin boyuna kesitlerine Civeiv kalbi

farkli histokimyasal boyalar uygulanarak, ventrikiil duvari, iletim
sistemi ve Purkinje hiicreleri incelenmistir. Genotipin gelisim hiz1 ve
yumurta agirligl, kalp ventrikillerinde histoloji agisindan herhangi

Ventrikil duvari
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bir farkliliga yol agmamistir. Ventrikiill duvarlarinda miyofibriller
aras1 bogsluk olusumu ve kollajen-miyofibril yogunluk farklilig:
gorilmig, bu durumun embriyonik gelisimden kaynaklandig:
distunilmustir. Histolojik bir c¢alismada farkli histokimyasal
boyalarin kullanilmasi, organizmalarin embriyonik geligimlerinin
takibinde farkli yapilarin incelenmesine olanak saglamaktadar.

A Histochemical Approach to Cardiac Ventricles and Purkinje Cells of Chicks in Pre and Post Embryonic
Periods

ABSTRACT Research Article

The present study aimed to investigate the effect of egg weight and

growth rate of breeders on heart ventricle wall, conduction system and Article History

Purkinje cells in embryos and chicks. For this purpose, chicken eggs Received »07.07.2020
obtained from fast-growing Ross 308 and slow-growing Hubbard JA Accepted ©15.09.2020
broiler breeders were divided into two groups as light (64+1g) and

heavy (72+1g) eggs. The ventricle wall, conduction system and Iéﬁgolrlg:rt

Purkinje cells were examined by applying different histochemical dyes
to the longitudinal sections of the heart ventricles taken on the 18th
and 21st days of the incubation. Genotype growth rate and egg weight
did not cause any difference in the histology of the heart ventricles.
The formation of inter-myofibrillar space and collagen-myofibril
density difference were observed in the ventricular walls, which was
thought to be due to the embryonic development. The use of different
histochemical dyes in a histological study allows the examination of
different structures following the embryonic development of
organisms.
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GIRIS (paraksiyal mezoderm orijinli) ve iirogenital sistem
Tavuklarda embriyonik geligim siirecinde (intermediyer ~mezoderm orijinli) gibi yapilar

olusturulur. Geriye kalan lateral mezoderm ise

norulasyondan oénce mezoderm kisimlara ayrilarak - Kalan .
ektoderm 1ile yakin iligkili somatik mezoderm ve

notokorda (mediyo-dorsal mezoderm orijinli), somitler
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endoderm ile iligkili splanknik mezodermi meydana
getirmek iizere iki tabakaya béliiniir (Browder ve ark.,
1991, Martinsen, 2005; Wesley, 2008; Ozfiliz ve ark.,
2010; Unal, 2018). Splanknik mezoderm hiicreleri
endoderm boyunca goé¢ ederek ince duvarli tiipler
olusturur. Bu tipler orta hatta birleserek kalbin
endokardiyumunu meydana getirir. Splanknik
mezodermin geri kalan kismi ise ileride miyokardla
birlikte endokardi sarar. Kalp gelisimi anterio-
posterior salinimhidir ve bu yiizden ikili kalp tiipleri
once onde ve daha sonra sirali olarak arka tarafta
birlesirler (Browder ve ark., 1991, Gourdie ve ark.,
2003; Martinsen, 2005; Wesley, 2008). Kan, kalbin
ileride atriumu olusturacak olan posterior ucuna akar
ve gelismekte olan aortik kemerler araciligiyla
ventrikiile pompalanir (Browder ve ark., 1991; Wittig
ve Miinsterberg, 2016 ve 2019).

Embriyonun gelisimini 46 evrede tamamladigini
belirleyen ve ayni zamanda kalp gelisiminin karmasik
olaylarin1 asama gosteren Hamburger ve Hamilton,
kalbin 14. evrede (50-53. saatler) atmaya basladigini
tespit etmislerdir (Hamburger ve Hamilton, 1951;
Martinsen, 2005; Wittig ve Miinsterberg, 2019). Dért
giinlik  embriyoda, kalp  limenini  geviren
endokardiyum hala tek hiicre katmani halindedir.
Epimiyokardiyum ise i¢ ve dig olmak tizere iki bolgeye
farkhilagmigtir. I¢ b6liim miyokardiyum, dig bélim ise
epikardiyum olarak adlandirihir. Miyokardiyum
onemli derecede kalinlagsmig ve hiicreleri, kalp kasi
hiicrelerinin geligsim 6zelliklerini gostermeye baslayip
uzamiglardir. Epikardiyum hiicreleri kalbi 6rten bag
dokusu ve epitelini olusturmak tuzere yassilagirlar
(Tabakoglu-Oguz, 2001; Martinsen, 2005).
Epikardiyum, miyokardiyumu sarar ve sonra
epiteliyal-mezengsimal gegis siirecinde epikardiyum
tlirevi hiicreleri olusturur. Bu hiicreler miyokarda gog
eder ve  ventrikiler = kompakt = miyokardin
indiiksiyonunda ve Purkinje liflerinin
farklilasmasinda énemli bir rol oynarlar (Martinsen,
2005; Groot ve ark., 2010). Yetiskin kalbi bes giinliik
inkibasyon ile olusur. Endokardiyumdan ayrilan
endokardiyal yastik hiicreleri olarak bilinen ve bir
grup hlicrenin énemli gsekilde artisi sonucu kalbin i¢ini
bélmelere ayiran septumlar olusur (Browder ve ark.,
1991; Martinsen, 2005).

Kalbin sag ve sol atriyoventrikiiler (AV) kapakciklar:
anatomik ozelliklerinin yani sira iletim sistemiyle de
yakindan iligkilidirler (Lu ve ark., 1993a). Iletim
sistemi; bir siniis digimii, AV diigim, His demeti, sol
ve sag demet dallarina ek olarak, AV Purkinje halkas:
ve Ozel bir orta demet dalindan olusturmaktadir
(Martinsen, 2005; Dzialowski ve Crossley, 2015; van
Eif ve ark., 2018). Sinoatriyal diigiim, sag sinoatriyal
kapagin alt kisminin tabanina yakindir. AV digim,
trikiispit kapagin hemen tstindedir. His demeti bu
digimiun  anterior ve  inferior  kenarindan
interventrikiler septuma dogru iner ve daha sonra
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saga, sol ve orta dallara bélintr. Ortadaki demet,
posteriordan aortun kékiine dogru déner. AV Purkinje
halkasi proksimal AV digimden olustuktan hemen
sonra sagdaki AV kapagi gevreler ve orta demet ile
birleserek sekiz seklinde bir sekil olusturur (Lu ve
ark., 1993b, Mikawa ve Hurtado, 2007; Fitzgerald ve
Beaufrére, 2016).

Gelisim sirasinda miyokardiyal kitle hizli bir artig
stirecine girer. Bu siire boyunca, miyokardiyal
hipoksiyi engellemek i¢in miyokardin farkli béliimleri
olan trabekiiller olusur. Bu trabekiller ayni zamanda
primordiyal iletim sistemi aginin bir pargasidir
(Sedmera ve ark., 2004). Trabekiiller hizl1 biiyiir ve
embriyonik kalbin ilkel iletim sistemini olusturur (De
Jong ve ark., 1992). Diizenli kalp atis1 6zel bir kalp pili
ve iletken hiicre agina baghdir. Bu kardiyak yapilar
sinir benzeri 6zellikler gosterirler. Cok sayida faktor,
trabekiiler miyositlerin iletim fenotipine dogru
farklllagsmasina katkida bulunur (Gourdie ve ark.,
1998; Sedmera ve ark., 2004).

Tavuklarda kalp iletim sistemi P hiicresi (kalbin
atisim1 diizenleyici hiicre), T hiicresi (gecis hiicresi),
Purkinje benzeri hiicre ve Purkinje hiicresi olmak
tizere dort tip miyosit icerir. (1) P hiicreleri; nispeten
bluyik bir nukleusa ve seyrek miyofibrillere sahip
kii¢iik ve yuvarlaktir. AV diigiim ve sinoatriyal (SA)
diigiimde bulunurlar. (2) T hiicreleri; kalp kasi
hiicrelerine gore cok daha kiicuktur ve daha az
mikrofibril igermektedir. Yapilar1 biraz kalp kasi
hiicreleri biraz da Purkinje hiicreleriyle benzerlik
gbstermektedir. Impulslar: P hiicrelerinden kalp kasi
hiicrelerine aktarmaktadir. Cok sayida T hiicresi P
hiicreleriyle beraber, gevsek lifli bag dokusu kilifiyla
cevrelemis SA diigiimii olusturmaktadir. (3) Purkinje
benzeri hiicreler; tipik bir Purkinje hiicresini andirir,
ancak daha kiiciik ve daha koyu gériiniir. (4) Purkinje
hiicreleri; az sayida miyofibrile sahip, iri hiicrelerdir.
Boyutlar:1 kalp kasi hiicrelerinin bes katina kadar
ulagabilmektedir. Bu sayede elektriksel impulslar: ¢gok
daha hizli iletebilirler. His demetinde, sag ve sol demet
dallarinda ve periarteriyel ve subendokardiyal
Purkinje aginda bulunurlar (Davies, 1930; Lu ve ark.,
1993b; Strunk ve Wilson, 2003; Dzialowski ve
Crossley, 2015). Biitiin bu hiicrelerin arasinda ise bag
dokusu elemanlarindan kollajen ve elastik lifler
bulunmaktadir (James 1964; Tikmenoglu ve ark.,
2017).

Etlik civeiv Uretiminde kullanilan hizli ve yavas
gelisen genotiplerin biiyime dénemlerinde gelisme
hiz1 ve metabolik hizlar: farkhidir (Ucar ve ark., 2018;
Sarica ve ark., 2016; Sarica ve Yamak, 2010). Bu
genotiplerin embriyonik dénemde kalp ventrikiilleri ve
Purkinje hiicrelerinin  gelisime iliskin  bilgiye
literatirde  rastlanmamigtir.  Ayrica, embriyo
gelisimini etkileyen en o©nemli etmenlerden biri
yumurta agirhgidir (Yildirim, 2005; Yalcin ve ark.,
2013). Bu calismada hizli ve yavas gelisen damizlik
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tavuklardan elde edilen, hafif ve agir olarak
siniflandirilmig yumurtalarda gelisen embriyolarin,
kalp ventrikil duvari, iletim sistemi ve Purkinje
hiicreler1 karsilastirilarak histokimyasal bakimdan
yapilarinin gésterilmesi amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOD
Civciv Kalplerinin Eldesi

Calismada kullanilan tavuk yumurtalar: hizli geligsen
Ross 308 ve yavas gelisen Hubbard JA olmak tizere iki
farkli genotipindeki damizlik strilerinden elde
edilmis ve hafif (64+1g) ve agir (72+1g) olarak iki gruba
ayrilmigtir.

Kuluckalama, standart kosullarda, giris bélmesinde
37.7°C sicaklik ve %56 nem, ¢ikis bélmesinde 37.5°C
sicaklik ve %65 nem altinda yapilmistir.

sayis1 5 olacak sekilde
geligimlerinin 18. gliniinde kulugkalama
makinesinden alinip, kabugu kirilarak disariya
¢ikarilan embriyolar ve 21. giinde gelisimlerini normal
olarak tamamlayip yumurtadan kendiliginden ¢ikan
civcivler servikal dislokasyon yontemiyle
olduruldikten sonra ventral taraflar1 kesilerek kas
tabakasinin altindan i¢ organlara ulasilmistir. Her iki
gline ait, i¢ organlarina ulasilan hayvanlardan ¢alisma
materyali olan kalpler disekte edilip, fosfat
tamponunda yikanarak temizlenmigtir.

Her grup ig¢in tekrar

Histoloji-Histokimya

Her gruba ait 6rnekler Bouin fiksatifinde 24 saat
stireyle tespit edilmistir. Doku takibi agsamalarindan
sonra tiim gruplardan mikrotomda 5’er p kalinliginda
kesitler — alinmigtir.  Farkli  kesitlere, Mayer
Hematoksilen, Heidenhain’in Demirli Hematoksilen’i,
Pollak'in  hizli  boyasi, Mallory ve Gomori
histokimyasal boyalar1 ayr1 ayr1 uygulanmigtir
(Humason, 1962; Presnell ve Schreibman, 1997; Ober,
2009). Kuruyan preparatlar Zeiss Axio Scope Al
marka mikroskopta incelenme sonrasinda ZEN
gbrunti analiz yazilimi kullanilarak fotograflanmigtar.

Calisma Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (2015-011).

BULGULAR

Embriyonal gelisimin 18.giintinde kalp ventrikil
duvarindaki kas fibrillerinin genel yapisiyla ilgili
olarak deneme gruplar1 arasinda goézle gorilur bir
farklilik belirlememistir (Sekil 1). Kulugkadan cikista
18. giine kiyasla kas fibril demetleri arasindaki bag
dokusunun fazlalastig1 saptanmistir (Sekil 1). Hizh
gelisen genotipin hafif ve agir yumurtalarindan ¢ikan
civeivlerde bag doku farklihigr gézlenmemigstir. Yavasg
gelisenlerde ise yumurta agirligr bag doku miktarinm
etkilemis ve hafif yumurtalardan ¢ikan civcivlerde
agir yumurtadan cikanlara gore bag doku miktarinda
azalma saptanmistir. (Sekil 1).
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Mayer'in Hematoksilen-Eozin ile boyamada 18 ve 21
ginlik kalp kasma ait fibril demetlerin
goriiniimlerinde bir fark gézlenmemistir (Sekil 1).
Buna karsilik, Gomori, Pollak’s ve Mallory ile
verdikleri reaksiyonlara bagl olarak kalp kasi fibril
demetlerinin, 18 giinlik embriyo kesitlerinde mavi-
yesilken, 21 giunlik civciv kesitlerinde kirmizi
tonlarinda oldugu gorillmiistiir (Sekil 2, 3). Bu fark, 21
giinliik civeiv kalplerinde kollajenin azalarak yerini
kasilabilir miyofibrillere biraktigini gostermektedir
(Sekil 2, 3). Sekil 3’'te Mallory ile boyanan kesitler
detayli olarak incelendiginde, 18 giinlik embriyo
kalplerinde kollajenin yerini 21 ginlik -civeiv
kalplerinde kas dokunun bir elemani olan kasilabilir
miyofibrillere biraktigns renk farkinin yaninda
histolojik acidan kollajen ve miyofibril ayrimi da
gosterilerek desteklenmistir.

Calismada deneme gruplari Purkinje hiicre yapilari
histokimyasal bakimdan karsilastirilarak incelenmig
ancak herhangi bir belirgin farka rastlanilamamigtir
(Sekil 4). Purkinje hiicrelerinin deneme gruplarinin

hepsinde hangi konumda olursa olsun
(subendokardiyal, periarteriyal veya ventrikiil duvari
icinde) uygulanan histolojik ve histokimyasal

boyalarin tamaminda, nukleuslarinin kardiyomiyosit
nukleuslarina gore nispeten daha biiyiik ve yuvarlak,
sitoplazmalarinin kas fibrilleri agisindan fakir oldugu
ve bu sebeple daha acik renge boyandigi ayri ayri
belirlenmistir (Sekil 4).

TARTISMA ve SONUC

Tavuk embriyosu gelisiminin ¢ok erken donemlerinde,
kalp kapakc¢ig1 olusumu sirasinda, tip II kollajen bol
miktarda turetilmektedir. Tip II kollajenin yani sira
baz1 diger fibriler (Tip I, Tip III, Tip V) kollajenler 18.
evrede (3 giin) mezensimal yastik hiicrelerinde
bulunmaktadir. 23. evrede (4 giin) alfa I kollajen AV
kapakciklarda bulunmaktadir. Kollajen I ve III
subepikardiyumda, miyokardi gevreleyen bag dokusu
kilifinda kalbin elastikligini ve yapisal ve fonksiyonel
blitinligini saglamada kritik bir rol oynamaktadir.
Gelisme ilerledikg¢e, alfa I kollajen transkriptlerinin
nispi bollugu 22-45. evreler (3,5-19. giinler) sirasinda
azalmaktadir (Swidersy ve ark., 1994).

Humason (1962) ile Presnell ve Schreibman (1997)a
gore, Gomori ve Pollak’s boyalar: kollajeni mavi-yesile,
kas dokusunu ise kirmiziya boyarken, Mallory boyasi
kas dokuyu portakal renginden kirmiziya kadar
degisen renklerde, kollajeni ise koyu mavi renge
boyamaktadir (Humasaon, 1962; Presnell ve
Schreibman, 1997). Bu calismada da 18 giinlik
embriyo kalp kesitlerinin mavi-yesil renkte, 21 gtinlik
civeiv kalp Kkesitlerinin kirmizi renkte boyanmasi,
Swidersky ve ark. (1994) ile Humason (1962), Presnell
ve Schreibman (1997)1n bulgularina benzer sekilde,
gelisim ilerledikge kollajenin azaldigini destekler
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Sekil 1. Tavuk embriyosunda kalp ventrikiil duvari, oklar; kas fibrilleri arasindaki bag dokusu.
Figure 1. Heart ventricular wall in chicken embryo, arrows; connective tissue between muscle fibers.
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Hizli geligen genotipin Hizh geli enotipin Yavas geli enotipin Yavas geli enotipin
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Sekil 2. Embriyonik kalp ventrikil duvarindaki kollajen ve kas miyofibril yogunluklari, vb; ventrikiil boglugu.

Figure 2. Collagen and muscle myofibril concentrations in the embryonic heart ventricular wall, vb; ventricular cavity.
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Ventrikiil duvar

Hizli gelisen genotipin
hafif yumurtasi

Hizli gelisen genotipin
agir yumurtasi

Yavas gelisen genotipin
hafif yumurtasi

Yavas gelisen genotipin
agir yumurtasi

18 giinlitk
embriyo
(bag doku lifleri)

PO B g

21 gtinliikk
embriyo
(kas doku

miyofibrilleri)

Sekil 3. Embriyonik kalp ventrikiil duvarindaki kollajen fibriller ve kas miyofibrilleri, kf; kollajen fibril, km; kas miyofibrili

Figure 3. Collagen fibrils and muscle myofibrils in the wall of the embryonic heart ventricle, kf: collagen fibril, km;, muscle myofibril.
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18 giinliik hizh geligen genotipin hafif yurmurtas:
subendokardiyal purkinje hiicreleri-Gomori

21 giinliik yavag gelisen genotipin hafif yumurtas:
ventrikul duvan purkinje hicreleri-Gomeri

21 giinlikk hzh gelisen genotipin hafif yumurtas
periarteriyal purkinje hicreleri-Gomeori

18 ginlik hizh geligen genotipin afir yumurtas:
periarteriyal purkinje hicreleri-Pollak's

18 glinlilk yavag gelisen genotipin afir yumurtass
subendokardiyal purkinje hilcreleri -Heidenhain'in
Demirdi Hematoksilen

g Lo
I8 glinlik yavas geligen genotipin afir yumurtas:
ventrikil duvan purkinje hiicreleri-Heidenhain®in

21 ginliik mzh gelisen genotipin agir yumurtas:

penarteriyal purkinje hiicreleri -Pollak’s

Sekil 4. Embriyonik kalp ventrikiil duvarindaki Purkinje hiicreleri (oklar).
Figure 4. Purkinje cells in the embryonic heart ventricular wall (arrows).

niteliktedir. Mavi-yesilden kirmiziya dénen histolojik
boyanma farkindan anlagildigi tzere, 21 glnlik
embriyo kalplerinde azalan kollajen yerini kasilabilir
miyofibrillere birakmaktadir (Swidersy ve ark., 1994).

Calismada Purkinje hiicrelerinin nukleuslarinin
kardiyomiyosit nukleuslarindan daha biyik ve
yuvarlak oldugu, sitoplazmalarinin kas fibrilleri
acisindan fakir oldugu ve bu sebeple daha acik renge
boyandig1 gérilmustir. Kalp ventrikial kasi i¢inde
bulunan iletim sistemine ait Purkinje hiicrelerinin,
kalp kas1 hiicrelerinden daha az miyofibril icerdigi,
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nukleuslarinin kalp kasi hiicrelerine goére nispeten
daha biiyiikk ve yuvarlak oldugu daha o6nce yapilan
caligsmalarda da gosterilmistir (Ideker ve ark., 2009).

Caligma bulgulari, kalp bag doku gelisiminin yumurta
agirhgindan etkilenebilecegini, bu etkinin yavasg
gelisen  genotiplerde o6nemli  oldugunu, hizh
geligenlerde ise 64-72 gram agirhg arasindaki
yumurtanin kalp kasinda bag doku gelisimini
etkilemedigini géstermektedir. Bu bulgu kanatli bilimi
i¢in yeni olup, kesin yargiya varmak icin daha fazla
calismaya gereksinim vardir. Ventrikil duvarindaki
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miyofibriller arasi1 bogluk olusumu ve kollajen
miyofibril yogunluk farkliligi, 3 giinliik bir embriyonik
gelisimden kaynaklandig:r distintilmektedir.

Aragtirmacilarin Katk: Oram Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.
Cikar Catismas1 Beyani
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar

catismasi olmadigini beyan ederler.
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