Evcil ve yaban ordeklerinde m.ekstensor carpi radialis ve m.fleksor carpi
ulnaris'in immunohistokimyasal yontemle karsilastiriimasi

OZET

Bu caligsmada, evcil ve yaban ordeklerin m.extensor carpi radialis ile m.fleksor carpi
ulnaris'i, m-ATPase ve indirekt immunperoksidazla boyandiktan sonra, histokimyasal ve
immunohistokimyasal 6zellikleri incelendi.

M.ekstensor carpi radialis'de iki tip ekstrafuzal kas teli (tip IIA ve tip 1IB) saptandi. Evcil
ordekte tip IIB'ler, yaban 6rdeginde ise tip IIA'lar daha fazla sayidaydi. M.feksor carpi ulnaris'de
¢ tip ekstrafuzal kas teli (tip I, tip IIA ve tip 1IB) goézlendi. Evcil ordekte tip 11B'ler, yaban
ordeginde tip I ve tip [IA'lar daha fazla sayida bulundu.

Anahtar kelimeler : Immunohistokimya, Histokimya, ATP'ase, m.ekstensor carpi radialis,

m.fleksor carpi ulnaris.

A comparative study on m.extensor carpi radialis and m.flexor carpi
ulnaris by immunohistochemical technique in wild and domestic ducks

SUMMARY
In this study, the histochemical and immunohistochemical characteristics of m.extensor

carpi radialis and m.flexor carpi ulnaris were examined after having stained by m-ATPase and
indirect immunoperoxidase techniques in wild and domestic ducks.

Two types of extrafusal fibers (type I1A and type 11B) were identified in m.extensor carpi
radialis. There were more type 1B and type IlA fibers in domestic and wild ducks, respectively.
Three types extrafusal fibers (type I, type IIA and type 1IB) were observed in m.flexor carpi
radialis. There were more type I, type IIA and type IIB fibers, in wild and domestic ducks,
respectively.
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radialis, m.flexor carpi ulnaris.



AMAC VE KAPSAM

Glintimiizde kas teli tip analizi, normal kaslarin fonksiyonu, metabolizmasi gibi
ozelliklerini veya iskelet kaslarinda goriilen muskuler distrofi gibi baz1 hastaliklarin tanisinda
onemli yer tutar (3,5,6,11,29). [k olarak iskelet kasini kirmizi ve beyaz kas telleri olarak
Ronuter 1873’te ayirmis ve o glinden bugiine kadar kas 6zelligi yoniinden bu ayirim énem
kazanmistir (7,9). Yillar i¢inde kaslarin homojen yapida olmadiklari anlagilmis ve bu amagla
kas teli tipi analizini yapan ¢ok sayida farkli histokimyasal tanimlama metodlar1
gelistirilmistir. Degisik tanimlama metodlari, farkli canlilara uygulaninca, sonuglarin tiim
tiirlerde ayn1 olmadig1 saptanmis ve dogal olarak siniflandirmada da tablo 1’de goriildiigii
iizere farkli yontemler onerilmistir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalar incelenecek olursa genel
olarak ii¢ tip klasifikasyon oldugu goriiliir.

1- Metabolik siniflandirma : Bu yontemle kasin hizli ya da yavas olusuna yani,
kontraksiyon hizina veya kullandig1 yakit maddesine gore oksidatif, oksidatif glikolitik ve
sadece glikolitik diye ayiriminin yapildig1 ya da laktik asit birikimine gore yorgunluga
direncli ve direngsiz olarak ayrilabildigi biyokimyasal 6zelliklere yonelik siniflandirmadir
(10,19,25).

2- Miyofibriller ATP ase siniflandirma : Miyozinin pH labilitesine dayanarak yapilir.
Buna gore kas telleri genel olarak Tip I, Tip I A ve Tip II B olarak ayirt edilir. Bu da kas
tellerinin asit stabil (aside direngli), alkali labil ; asit labil, alkali stabil ya da hem asit hem de

alkali stabil olarak nitelendiren siniflandirmadir (13).



3- Immunohistokimyasal (monoklonal antikor veya poliklonal antikor)
siniflandirma :
Iskelet kas1 proteinlerine (myozin) kars1 elde edilmis spesifik antikorlarin kullanildig: ayirim

yontemidir (14,35).

TABLO I : Literatiir bilgilerine gore kas teli tiplerinin siniflandirilmast.

YAVAS KASLAR HIZLI KASLAR

KIRMIZI KIRMIZI BEYAZ
Brooke ve Kaiser (1970) [ 1A 11B
Peter ve ark.(1972) ¢ SO FOG FG
Stein ve Padykula (1962) B C A
Burke (1978) * S FR FF
Ashmore ve Doerr (1971) pred o red o White
Shafiq ve ark.(1971) | 1A 1B
Koening ve Fardeau F1 F.B F.A
(1973)
Khan (1976) lred Avelred B Il red Il white
Toutant ve ark. (1981) B1ve B2 aR oW
Gauthier ve Lowey (1979) Red (slow) Red (fast) White
Barnard ve ark. (1982) | 1A 1B

* SO : Slow oxidative ; FOG: Fast oxidative glycolytic; FG: Fast glycolytic.
* S: Slow,fatigue resistant; FR: Fast, fatigue resistant; FF:Fast, fatigue sensitive.

Normal sartlarda viicudumuzda var olan hiicrelerin 6zelligi genetik yolla gegmektedir.
Iskelet kasin1 olusturan hiicrelerin ya da kas tellerinin, genetik sifrenin bir yansimasi seklinde
ortaya ¢ikan Ozellikleri ¢cevre faktorleri ile degisebilmektedir. Genel olarak bilinirki her kasin
fonksiyonuna bagli, farkl tel kompozisyonu vardir. Ayn tiiriin ayn1 kasinda farklilik
olabilecegi gibi ayni canlinin simetrik kaslar1 birbirinden farkli kompozisyonda olabilmekte
ya da sonradan degisebilmektedir. Degisime neden olan faktdrler kogsma, agir kaldirma, ugma
veya siirekli antreman gibi kasin isleyisi ve kullanimina neden olan etmenlerdir. Kosan

atletler ile kosmayan insanlar, kosu atlari ile normal atlar, u¢an veya u¢mayan kanatlilar, evcil




ve yaban canlilar gibi 6rnekler ayni tiirtin farkli bireyleri i¢in degisiklikler gosterebilir (12).
Stirekli kullanilan kaslar i¢in de insanlarin sag ve sol el kaslar1 arasinda bulunan tel farkliligi
ornek olarak verilebilir (15). Kasin giicliniin fazlaligi, o kasin biiyiikligii ile degil, igerdigi kas
teli tipi ile ilgili oldugu vurgulanmaktadir (39). Evcil ve yaban canlilarda oldugu gibi yasam
seklinin karsilastirildigi, ya da antreman, kosu gibi istege bagli hareketlerin irdelendigi
arastirmalarda kirmizi kas tellerinin oraninin, yani oksidatif enzim kapasitesinin fazla oldugu
gozlenmistir. Ayrica, istenen tiirde istenilen kasin enzim histokimyasal ya da
immunohistokimyasal yontemlerle kas teli tipi ortaya konmak istendiginde, alinan biyopsi
materyalinin miktar1 ve biiylikliigii de dnemlidir. Bazen alinan materyal kasin tiimii hakkinda
fikir vermeyebilir. Yukarida da anlatildig1 gibi kullanima bagh degisikliklerde, viicut
hareketinin farkl fazlar1 sirasinda kasin farkli yerleri kullanilir. Sonug olarak kasin kas teli
popiilasyonunun dagilimi temelde genetik olarak geger, fakat fonksiyonel ihtiyaca cevap
verecek sekilde adapte olur (15,21).

Tiirler arasinda karsilastirma yapilirken, bazen kas telinin ¢ap1 da 6nemli olmaktadir.
Fakat kas telinin karsilastirmasi yapilacaksa, alinan materyal ayni sartlarda alinmali ve
islenmelidir. Bu arada gegen zaman ve saklama kosullar1 benzer olmalidir. Ciinkii kas telleri
oliimden belli bir siire sonra morfolojik degisiklikler sergilemektedir. insanda 6liimden 18-48
saat sonra kas tellerinin sismeye basladigi bildirilmistir (30).

Son yillarda kas teli tiplendirmesinde immunohistokimyasal yontemlerin kullanimi1
artmistir. Daha 6zel olarak, bu yonteme giiniimiizde miyozin boyama yontemi denilmektedir.
Yapilan arastirmalarda kontraksiyon hizi ile miyozin agir zincirinin iliskisi oldugu
ispatlanmistir(27,35). Hizli ya da yavas kas tellerinin igerdikleri miyozinin tiire ya da bireye
gore degisebildigi uzun zamandan beri bilinmektedir. Fakat, yapilan aragtirmalar sonucunda

miyozinin hafif zincir ¢esitleri ile agir zincir ¢esitleri karsilagtirilmis, hizli ya da yavas kas



tellerinde hafif zincir grubunun benzer oldugu, buna karsilik agir zincir grubunun farkli oldugu
saptanmistir (33). Ornegin, hizli kas telleri histokimyasal yontemle slow ve fast olarak
ayrilir. Fast’ler kendi arasinda ayrildiginda farkliliga neden olanin agir zincir oldugu
gbzlenmistir. Zaten miyofibriller ATP ase’nin histokimyasal boyanma yogunlugu, miyozinin
ag1r zincir kompozisyonu ile yakindan iliskili oldugu ¢esitli arastiricilar tarafindan da ortaya
konmustur (26,32).

Bu caligmada kanatlarin agilmasinda etkili olan m. ekstensor carpi radialis ve m.
Fleksor carpi ulnaris’in 6zelliklerini ortaya koymak amaciyla hem histokimyasal, hem de
monoklonal antikor kullanarak kes tellerinin 6zelliklerinin saptanmasi ve diger arastiricilarin

yaptiklar1 ¢aligmalarla tartisilmasi hedeflenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

1. Kas orneklerinin toplanmasi ve hazirlanmasu.

Kas ornekleri, 10 evcil ve 10 yaban 6rdegin sagl sollu m.ekstensor carpi radialis ve m.
fleksor carpi ulnarisleri izole edilerek elde edildi.

Evcil 6rdeklerin kaslar1 6limden hemen sonra izole edilerek +4 °C’ye alindi. Daha
sonra kaslar parcalara ayrilarak % 2’lik Nobel Agar’a gomiildii ve -196 °C’lik likit nitrojende
dondurularak her bir kas pargasinin ayr1 ayr1 blogu yapildi. Elde edilen bloklar -20 °C’ye
ayarlanmig kriyostat haznesine konularak, blok derecesinin -20 °C’ye inmesi igin bir siire
bekletildi ve Bright marka kriyostat ile 10 p‘luk seri kesitler alind1.

Toplam 10 adet olan yaban ordeklerinden kas ornekleri, 4 tanesinden 6liimden hemen
sonra, bir tanesinden oliimden 2-3 saat sonra, 4 tanesinden 6liimden 12 saat sonra, derin
dondurucuda dondurulmus bir tanesinden de ¢oziildiikten sonra alindi ve evcil ordekler i¢in

yukarida anlatilan islemler uygulandi.



11. Histokimyasal Yontemler.

Hizli ve yavas ¢alisan kas telleri farkli pH’lardaki ATP ase aktivitesine bakilarak
birbirinden ayirt edilebilir. ATP ase’a bagli kas teli tipinin belirlenmesinde Brook ve
Kaiser’in (6) modifiye yontemi uygulandi. Bu amagla tespit edilmemis kesitlere degisik asit
(pH : 4.2,4.3,4.5, 4.6) ve alkali (pH : 10.2, 10.3, 10.4, 10.5, 10.6) preinkubasyonlar
uygulandi ve 6rdeklerde ATP ase demonstrasyonu i¢in denenen pH’lardan asit pH i¢in 4.5 ve
alkali pH icin 10.2’nin en iyi ¢alisan pH’lar oldugu saptandi.

A) Asit stabil kas tellerinde ATP ase demonstrasyonu icin (pH : 4.5) :

1- Alinan kesitler, pH’s1 4.5 olan 0.2 M asetat tamponu i¢inde oda 1s1sinda 2.5 dakika
bekletildi,

2- Akarsuda yikandi,

3- Ug kere distile suda yikandh,

4- 0.2 M tampon ile hazirlanan inkubasyon solusyonunda, oda 1sisinda 1 saat tutuldu,
5- % 2’lik kalsiyum klortirde {i¢ kere ¢alkalandi,

6- % 2’lik kobalt kloriirde 3 dakika tutuldu,

7- Akarsuda yikandiktan sonra distile suda calkalandi,

8- % 1’lik amonyum siilfitte 3 dakika tutuldu,

9- Akarsuda yikandiktan ve dereceli alkoller ile xylol’den gegirildikten sonra {izerleri
kapatildu.

B) Alkali stabil kas tellerinde ATP ase demonstrasyonu (pH : 10.2)

1- Alinan kesitler pH’s1 10.2 olan 0.2 M sodyum barbital tampon solusyonunda 20
dakika tutuldu.

2- Akarsuda yikandiktan sonra 0.2 M tamponda hazirlanan inkubasyon solusyonunda,

oda 1s1sinda 20 dakika tutuldu,



3- Akarsuda yikandi,

4- % 2’lik kalsiyum kloriirde ii¢ kere ¢alkalandi,

5- % 2’lik kobalt kloriirde 3 dakika tutuldu,

6- Akarsuda yikandiktan sonra distile suda ¢alkalandi,

7- % 1’lik amonyum siilfitte 3 dakika tutuldu,

8- Akarsuda yikandiktan ve dereceli alkoller ile xylol’den gecirildikten sonra iizerleri
kapatildi.

C) Gliserofosfat Dehidrogenaz Demonstrasyonu :

1- pH’s1 7.2 NBT’1i 0.1 M fosfat tampondan 1 ml, GPDH’dan bir damla ve % 0.5’1ik
menadion’dan 2 damla alinarak boya solusyonu hazirlandi. Alinan kesitler lizerine
bu solusyondan konarak kesitlerin rengi mavi oluncaya kadar bekletildi.

2- Distile suda calkalandi.

3- Dereceli alkoller ve xylol’den gegirildikten sonra tlizerleri kapatildu.

III. immunohistokimyasal Yontem

Jelatinle kaplanmis lamlara alinan kriyostat kesitlerine indirekt immunperoksidaz
yontemi kullanilarak agagida belirtilen sekilde boyama yapildi.

1- Saf asetonda oda 1s1sinda 10 dakika tespit edildi,

2- Cevreleri dakopen ile sinirlandirildi, veya pap pen Z, 782-1 (Sigma)

3- Primer antikorlar uygun oranlarda PBS-BSA (phosphate buffer solution-bovine
serum albumin) ile sulandirilarak kesitler iizerine damlatildi ve 1 saat siireyle oda 1sisinda
bekletildi.

4- PBS yikama solusyonu ile 3 kez 10 dakika stire ile yikand,

5- Sekonder antikor (Antimouse 1gG peroxidaz-Sigma) uygun oranlarda PBS-BSA



solusyonu ve ordek serumu ile sulandirilarak kesitler lizerine damlatild1 ve 30 dakika stireyle
nemli ortamda bekletildi.

6- PBS yikama solusyonu ile 3 kez 10 dakika siire ile yikandi,

7- Tris Buffer ve H2 O2 ile taze hazirlanan DAB (3.3’- diaminobenzidin tetrakloriirsigma)
solusyonu ile 20 dakika inkube edildi ve reaksiyon goriiniir hale getirildi.

8- PBS yikama solusyonu ile 3 kez 10 dakika siire ile yikand,

9- Serum fizyolojik ile yikandi,

10- 20 dakika oda 1sisinda CuSO4 (Bakar siilfat) icinde bekletildi,

11- Akarsuda yikand,

12- Disitle suda yikandi,

13- Mayer’in hematoksileni ile zit boyamasi yapildi,

14- Akarsuda yikandai,

15- Dehidrasyon i¢in, sirasiyla ; % 80, % 96, % 100’liik alkollerde 5’er dakika
bekletildi,

16- 2 kez 5’er dakika ksilolde bekletilerek dokular seffaflastirildi,

17- Entellan kullanilarak kesitler kapatildi.
1V. Fotograf Cekimi

Kesitler Carl Zeis marka arastirma mikroskobu ile incelendi ve uygun bolgelerin

fotograflar gekilerek degerlendirildi.

BULGULAR

Arastirmada kanatlarin agilmasinda rol oynayan m.ekstensor carpi radialisin ve
kanatlarin kapanmasinda rol oynayan m.fleksor carpi ulnarisin genel 6zelliklerini ortaya

koymak amaciyla evcil ve yaban 6rdeklerden elde edilen her iki kastan alinan kesitler alkali



ve asit preinkubasyona tabi tutularak miyofibriller ATPase boyamasi yapildi. Bu

oldugu gozlendi.

Evcil ordeklerin m.ekstensor carpi radialisin asit (pH: 4.5) preinkubasyondan sonra hig
boya almadiklar1 (asit labil) goriildii (sek.1). Alkali (pH:10.2) preinkubasyona tabi tutulan
kesitler boyanma yoniinden doniisiim gostererek biitiin teller (alkali stabil) boyandilar (sek.2).

Ayni1 kasin seri kesitlerine uygulanan immunperoksidaz kullanilan anti slow (yavas
kas tellerininin teshisi i¢in, klon numaras1 NOQ?7.5.4D) ve anti fast (hizl1 kas tellerininin
teshisi i¢in, klon numarasi MY-32) monoklonal antikor boyamasi sonucunda elde edilen
bulgular soyleydi: NOQ7.5.4D klon nolu antikor ile boyamada, pH:4.5'teki gibi hig bir telin
boyanmamasina karsilik (sek.3), MY-32 klon nolu antikor boyamasinda hizli tellerin iki tip
boyandig1 gozlendi. Buna gore koyu boyananlar tip IIA ve agik boyananlar tip IIB idi (sek.4).
a-gliserofosfat dehidrogenaz (a-GPDH) enzim boyasinda tip IIA'nin orta, tip IIB'nin koyu
boyandiklar1 goriildi.

Yaban ordeklerin m.ekstensor carpi radialisin asit ve alkali preinkubasyon sonrasi
miyofibriller ATPase boyamasi sonucunda ise evcil olanlarin aksine hem pH:4.5 (sek.5) hem
de pH:10.2 (sek.6) preinkubasyona tabi tutulan kesitlerin hepsinin boyandigi saptandi. Bu da
normalde tanimlanan hem asit hemde alkali stabil olan tonik teller oldugunu gostermektedir.

Asit ve alkali preinkubasyon uygulanan preperatlar takip eden kesitlere anti slow
(NOQ7.5.4D) ve anti fast (MY-32) antikorlar1 kullanildiginda , evcil 6rdeklerde oldugu gibi

NOQ?7.5.4D ile kesitlerin boyanmadigi (sek.7), MY-32 antikoru ile tip 1A (koyu) be tip 11B
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(ac1k) olmak tizere iki tip teshis edildi (sek.8).

Evcil ve yaban ordeklerin m.ekstensor carpi radialis kasinin hizli kas tellerinin teshisi
icin spesifik olarak kullanilan MY-32 antikoru ile yapilan boyama sonucunda incelendiginde
arada farklilik oldugu goézlendi. Evcil 6rdeklerde tiim kasin tip IIA ve tip IIB kas teli dagilimi
yaklagik olarak esitken, yaban 6rdeklerin kasinin yarisinin saf tip IIA oldugu, diger yarisinin
ise Tip IIA ve tip IIB olmak iizere karisik bir dagilim saptandi. Burada dikkati ¢ceken diger
bir 6zellik yaban 6rdeklerinde tip IIA'lerin tip IIB'dan daha biiyiik ¢apli olduguydu (sek.8).
Evcil ordeklerde ise bunun tam tersi goriildii (sek.4).

Evcil 6rdeklerin m.fleksor carpi ulnaris kasinin asit preinkubasyondan sonraki
incelenmesinde kasta tel tipi acisindan dagilim farklilig1 gézlendi. Farklilik sadece enine
kesitteki bolge farklilig1 degildi. Kasin totali uzamina incelendiginde, kasin basi, ortalar1 veya
sonu gibi degisik bolgelerden enine kesitler alindiginda, tablo her defasinda degiskendi. Bir
bolge tamamen tip II kas tellerinden olusurken, diger bolgelerde tip I teller ya seyrek ya da tip
II teller ile esit durumdaydi. Bu durumu ortaya koymak i¢in degisik bolgelerden alinan
kesitlere m. ekstensor carpi radialis'te oldugu gibi asit ve alkali preinkubasyon sonrasi
miyofibriller ATPase boyamasi ile spesifik immun boyama uygulandi. Sekil 9'da seyrek
sayida var oldugu goriilen bolgeden alinan kesitlerde pH:4.5'te tip I tellerin boyandigy, tip II
tellerin ise hi¢ boya almadigi gosterilmektedir. Sekil 10'da ise ayn1 bolgenin pH:10.2'de
boyanmasi sonucu tip I'lerin boya almadig: sadece tip II'lerin boyandig: goriiliiyor.

NOQ7.5.4D antikoru ile sadece tip I tellerin boyandig1 (sek.11), buna karsilik MY-32
antikoru ile tip II'leri boyanabildigi (sek.12) saptanmistir. Fakat burada dikkat ¢ekici olan
kisim tip IIB'larin ¢ok sayida olmasina karsin, tip IIA'lerin az sayida olmasiydi (sek.12).

Sekil 13-16 aras1 da ayni1 kasin, tel tipi agisindan tip I ile tip II tellerin yaklasik olarak

esit olduklart alan sergilenmektedir. Dagilim disinda sekil 9-12 aras1 gosterilen bolgenin ayni
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ozelliklerini tasidig goriiliiyor.

a-gliserofosfat dehidrogenaz enzim boyamasinda tip I'ler soluk boyandilar. Fakat tip
ITA'larin orta ve tip IIB'lerin koyu boyandiklar1 saptandi. Buda sekil 17'de asit stabil tellerin
disindaki yerlerin, yani tip II'lerin, sekil 18'de a-gliserofosfat dehidrogenaz enzim
boyamasinda orta ve koyu olarak boyandigi gosterilmektedir.

Yaban o6rdeklerin m.fleksor carpi ulnaris kasinin incelenmesinde de evcil 6rdeklerde
oldugu gibi tip [, tip IIA ile tip IIB olmak iizere ii¢ tip kas teli goriildii ve dagilim yoniinden
de bolgesel farklilik oldugu dikkat cekti.

M.ekstensor carpi radialiste oldugu gibi m.fleksor carpi ulnariste de alisilmis 6zellikler
disinda kasin baz1 bolgeleri hem asit (sek.19) hem de alkali (sek.20) preinkubasyon sonrasi
miyofibriller ATPase boyamas1 yapildiginda boyandiklar1 saptandi. Buna karsilik diger
bolgelerde ise normal sartlarda beklendigi gibi asit preinkubasyonda boyanan tip | teller,
alkali preinkubasyonda boya almadilar. Bunun tersi olarakta alkali stabil tip II tellerde asit
preinkubasyonda boyanmadilar.

Yavas tellerin belirlenmesi i¢in kullanilan NOQ7.5.4D antikoru ile yaban 6rdeklerden
elde edilen seri kesitlere uygulanan boyama sonucu ¢ogunlukla bir boliimiin tamamen tip I
tellerden olustugunu, diger alanlarda ise tip I tellerin seyrek oldugu gosterilmistir (sek.21).
Hizli tellerin belirlenmesinde kullanilan MY-32 antikoru ile yapilan boyamada tip II tellerin
boya aldigy, tip I'lerin boyanmadigi ve bunun yaninda da hizli teller kendi aralarinda
karsilastirildiginda tip I1A'larin tip [IB'lerdan fazla olduklari saptanmstir (sek.22). Yapilan a-
gliserofosfat dehidrogenaz enzim boyamasinda da beklenen sonuclara varildi.

Calismada kullanilan ve avlandiktan yaklasik 12 saat sonra -200C derin dondurucuda
dondurulmus olan yaban 6rdeginin aragtirma konusu kaslarindan alinan kesitlere uygulanan

ayni boyamalar sonucunda reaksiyonlarin yeni vurulmus yaban 6rdeklerinden elde edilen
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sonuglarla ayni oldugu goriildii. Fakat fibra miiskiilarisler arasindaki bagdokuda, muhtemelen
donup-¢oziilmeye bagli olabilecegini diisiindiigiimiiz, ayrilmalar ve tellerde sisme oldugu
gorilmektedir . S6z konusu durum m.fleksor carpi ulnaris kasindan alinan 6rneklerde de
gortldiigi gibi, yavas (sek.23) ve hizli (sek.24) kas tellerinin belirlenmesinde kullanilan
antikor boyamalarinda, reaksiyon ag¢isindan bir sorun teskil etmedigi saptanmistir.

Ayrica kas tellerinin gap1 agisindan yapilan karsilastirmada m.ekstensor carpi
radialiste yaban ordeklerinini tel capinin evcil 6rdek kasina gore genelde daha kiigiik oldugu
ve yaban 6rdeginin kendi i¢inde tellerin irili ufakli oldugu saptanmistir (sek. 25). M.fleksor
carpi ulnariste ise genelde yaban 6rdeklerinin kas teli ¢api, evcil drdeklerden daha kiigiiktii,
fakat tellerin kendi i¢inde birbirine yakin biiyiikliikte olduklar asit (sek. 26) ve alkali (sek.

27) preinkubasyon sonrasi miyofibriller ATP-ase boyamasinda acik sekilde goriilmektedir.

TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, ugan (Yaban) ve ucamayan (evcil) 6rdeklerin, kanatlarin agilmasinda
etkili m.ekstensor carpi radialis ve kanatlarin kapanarak eski halini almasinda etkili m.fleksor
carpi ulnaris kaslarinin genel 6zellikleri agisindan elde edilen bulgular birbirinden farkli, fakat
ugma sirasinda kanatlarin kullanimi yoniinden agiklayici ve cogunlukla diger arastiricilarin
evcil ve yaban tiirler arasindaki karsilagtirmali ¢galismalari ile uyumluydu.

Kas teli tipi belirleme ¢alismalar1 uzun yillar 6nce baglamistir. Bunun i¢in ¢cok sayida
arastiric1 degisik metodlar ve adlandirmalar yapmislardir (Tablo I). Fizyolojik ve patolojik
durumlarda miyofibriller ATP-ase enzim boyamasi uygulamasi kasin durumunu ortaya
koymada ve degerlendirmede yardimci olmustur (22,23,36,38,40). Cok sayida arastirict
trafindan bu amagla metodlar gelistirilmesine karsilik, genelde Brook ve Kaiser'in (6) yontem

giiniimiizde klasiklesmistir ve ya oldugu gibi yada modifiye edilerek kullanilmaktadir. Bu
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yontemde kas tellerinin siniflandirmasi, asit pH ya da alkali pH'da preinkubasyondan sonra
boyandiklarinda, asit stabil, alkali labil ya da alkali stabil , asit labil olarak degerlendirilmesi
seklinde yapilmaktadir. Her canli i¢in degisik pH degerleri saptamak zorunludur. Cilinkii
uygun olmayan Ph'lar ya da yanlis 6l¢timler tip ayrimindaki degerlendirmeyle ilgili dogru ve
kesin sonucu almay1 bazen engelleyebilmektedir (8,12,32,34,37,41). Bu gibi nedenlerle,
giiniimiizde artik klasik histokimyasal metodlarin kas teli tipi arasindaki farki ortaya koymada
yetersiz kaldig1 soylenmektedir (32). Daha ¢ok tercih edilen yol, degisik karakterdeki miyozin
agir zincir proteinlerine karsi spesifik olarak elde edilmis antikorlar kullanilarak, kesin olarak
tiplendirme yapilmasidir (11,22,23,28,40,41). Bu calismada sigma firmasinin tiretimi olan
anti slow (klon no: NOQ7.5.4D) ve anti fast (klon no: MY-32) monoklonal antikorlarini
kullanarak immunperoksidaz boyamasini uyguladik. NOQ?7.5.4D klon nolu antikor ile tip I
teller spesifik olarak boyandi. Bu da Semper ve arkadaglarinin (27) bulgulari ile uyumluydu.
Fakat MY-32 klon nolu antikor ile yapilan boyama sonucunda, Havvenith ve arkadaglarmin
(14) iddia ettikleri gibi, tip II 'lerin alt tiplerinin ayiriminin kesinlikle yapilamadigi konusuna
katilmiyoruz. Ciinkii bu arastirmada hem evcil hem yaban 6rdeklerden alinan m.ekstensor
carpi radialis ve m.fleksor carpi ulnaris kaslarinin her ikisinde de tip IIA ve tip 1IB ayrim1
yapilmustir.

Kaslar arasinda ya da kasin kendi igerisinde kas teli tipleri yoniinden farklilik olmasi,
onun fonksiyonu ile ilgili bulunmustur (15,16). Nitekim ugma , kosma ve yiizme gibi
fonksiyonlar1 yerine getiren kaslarda fazla enerji kullanildigindan kas teli tipinin orani ile
enerji tiiketimi arasinda paralellik goriilmiistiir (10,16,17,35,38). Fakat alinacak kas
materyalinin (biyopsi) biiylikliigii bazen kasin tiimii hakkinda dogru bilgiyi veremeyebilir.
Henrikson-Larsen ve arkadaglarinin (15) insan tibialis anteriyor kasinda, Altunay ve

arkadaslarinin (2) kazlarin m.iliofibularis kasinda yaptiklar1 aragtirmada, kasin her tarafinin
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ayni1 Ozellikte olmadig1 goriilmiistiir. Calismamizda da hem evcil hem yaban 6rdeklerin
m.fleksor carpi ulnaris kasinin tel tipi dagilimi her yerde ayni degildi.

Maier (20) , giivercinlerde ¢alistig1 14 kanat kasindan 12 tanesinin tamamen hizl, iki
tanesinde ise % 5-10 gibi diisiik oranda yavas kas teli igerdigini bildirmistir. U¢ma ile ilgili
pektoral ve suprakrokoid kaslarinin da genelde hizli kas tellerinden meydana geldigi
bilinmektedir (8,24). Bunlarin disinda evcil ve yaban memelilerde yapilan karsilagtirmali
caligmalarda, yabanlarda hizli tellerin oraninin yiikseldigi ve bunlarin i¢inde tip IIA tellerin
daha fazla oldugu belirtilmektedir (1,4,12,18,31) .

Essen-Gustavson ve arkadaslariin (12) yaptiklari arastirmada yaban hayatta siirekli
hareket halinde olan canlilarin, antreman yaptirilan ratlarda, kosu atlarinda tip IIA / tip 1IB
oraninin evcil olanlara goére yiikseldigini ve bunu da tip IIA' nin yorgunluga direncli
oksidatifglikolitik
karakterde olmasina baglanmaktadirlar. Bu arastirmada da yaban 6rdeklerin
m.ekstensor carpi radialis kasinda tip ITA' larin ¢ogunlukta olusu, u¢ma sirasinda kanatlarin
uzun siireli agik kalmasiyla ihtiya¢ duyulan giicli saglamaya calismakla agiklanabilecegi
distinilmistir.

Sonug olarak, sadece hizli tellerden olusan m.ekstensor carpi radialis kasinin yaban
ordeklerde tip IIA'nin tip I[IB'ye oranla fazla olusu, diger tiirlerin evcil ve yaban hayvan
karsilastirmasi ile uyum gostermistir. Hem hizli hem yavas kas tellerinin bulundugu
m.fleksor carpi ulnariste ise yaban 6rdeklerde tip I ve tip IIA' nin yliksek oranda varligida,
inis sirasinda, yorgunluga direngli giiclii kaslarin gerekliligi ile ifade edilebilecegi
sanilmaktadir. Evcil 6rdeklerde ise, sadece kisa siireli havalanma veya kendini havalandirma
sirasinda kullanilan ayn1 kaslarda tip IIB' lerin oraninin yiiksek olusunu, fonksiyona yonelik

yorgunluga direncli olmayan, fakat hizli kontraksiyon yapabilen kas tellerine ihtiyag
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duyuldugunun gostergesi oldugunun kanisina varildi.

Bu Calismada diger arastiricilarla ayrildigimiz nokta MY-32 monoklonal antikorun
immunperoksidaz boyama yonteminin, hizli (tip II) tellerin subtiplerine ayirmada
kullanilamayacagi konusuydu. Fotograflarda da goriilecegi tizere MY -32 antikoru ile net bir

sekilde alt tiplerin guruplanmasi gosterilmektedir.

Sekil 1 : Evcil 6rdekte, ekstensor carpi radialis kasinin ekstrafuzal kas tellerinde
asit (pH: 4.5) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I1A: Tip 1A,
[1B: Tip 1IB. X275.

Sekil 2 :Evcil ordekte, ekstensor carpi radialis kasinin ekstrafuzal kas tellerinde
alkali (pH: 10.2) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. llA: Tip
A, 1IB: Tip 1IB. X275.

Sekil 3 : Evcil 6rdekte, ekstensor carpi radialis kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
NOQ?7.5.4D monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. I1A: Tip
A, 11B: Tip 1IB. X275.

Sekil 4 : Evcil 6rdekte, ekstensor carpi radialis kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
MY-32 monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. HA: Tip 1A,
I1B: Tip 1IB. X275.

Sekil 5 : Yaban ordekte, ekstensor carpi radialis kasinin ekstrafuzal kas tellerinde
asit (pH: 4.5) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I1A: Tip 1A,
I1B: Tip 1IB. X275.

Sekil 6 : Yaban ordekte, ekstensor carpi radialis kasinin ekstrafuzal kas tellerinde
alkali (pH: 10.2) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. l1A: Tip
A, 11B: Tip 11B. X275.

Sekil 7 : Yaban ordekte, ekstensor carpi radialis kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
NOQ7.5.4D monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. llA: Tip
A, 11B: Tip 11B. X275.

Sekil 8 : Yaban ordekte, ekstensor carpi radialis kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
MY-32 monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. 11A: Tip 1A,
[1B: Tip 1IB. X275.
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Sekil 9 : Evcil ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde asit
(pH: 4.5) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I: Tip I, 1A: Tip
A, 1IB: Tip 1IB. X275.

Sekil 10 : Evcil ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde alkali
(pH: 10.2) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I: Tip I, lIA: Tip
A, 1IB: Tip 1IB. X275.

Sekil 11 : Evcil 6rdekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
NOQ7.5.4D monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. I: Tip I,
HA: Tip HA, 1IB: Tip 11B. X275.

Sekil 12 : Evcil ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
MY-32 monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. I: Tip I, lA:
Tip HA, 11B: Tip 1IB. X275.

Sekil 13 : Evcil ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde asit
(pH: 4.5) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I: Tip I, 1A: Tip
A, 1IB: Tip 1IB. X275.

Sekil 14 : Evcil 6rdekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde
alkali (pH: 10.2) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I: Tip I,
[1A: Tip A, 1IB: Tip 1I1B. X275.

Sekil 15 : Evcil ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
NOQ7.5.4D monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. I: Tip I,
[HA: Tip A, 11B: Tip 11B. X275.

Sekil 16 : Evcil ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
MY-32 monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. I: Tip I, lA:
Tip A, 11B: Tip I1B. X275.

Sekil 17 : Evcil ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde asit
(pH: 4.5) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I: Tip I, I1A: Tip
A, 1IB: Tip 1IB. X275.

Sekil 18 : Evcil ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde a-
gliserofosfat dehidrogenaz reaksiyonu. I: Tip I, I1A: Tip lIA, 11B: Tip IIB.
X275.

Sekil 19 : Yaban ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde asit
(pH: 4.5) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I: Tip I, I1A: Tip
A, 11B: Tip 11B. X165

Sekil 20 : Yaban ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde
alkali (pH: 10.2) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I: Tip I,
[HA: Tip HA, 1IB: Tip 11B. X165
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Sekil 21 : Yaban ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
NOQ7.5.4D monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. I: Tip I,
HA: Tip HA, 1IB: Tip 11B. X165.

Sekil 22 : Yaban ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
MY-32 monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. I: Tip I, lA:
Tip HA, 1IB: Tip 11B. X165.

Sekil 23 : Yaban ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
NOQ7.5.4D monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. I: Tip I,
HA: Tip HA, 1IB: Tip 11B. X275.

Sekil 24 : Yaban ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde,
MY-32 monoklonal antikoru ile immunperoksidaz boyama. I: Tip I, lA:
Tip HA, 1IB: Tip 1IB. X275.

Sekil 25 : Yaban ordekte, ekstensor carpi radialis kasinin ekstrafuzal kas tellerinde
alkali (pH: 10.2) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. X165

Sekil 26 : Yaban 6rdekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde asit
(pH: 4.5) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I: Tip I, II: Tip Il
X275.

Sekil 27 : Yaban ordekte, fleksor carpi ulnaris kasinin ekstrafuzal kas tellerinde
alkali (pH: 10.2) preinkubasyondan sonra ATP-ase reaksiyonu. I: Tip I,
I Tip 1. X275.
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