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De Ovo Calismalar

De Ovo Studies

OZET De ovo teknik, kulugka déneminde veya kulugkadan hemen 6nceki désnemde kanatli yumurtala-
ria ¢esitli besin maddeleri, as1, hormon, uyarici ve sivi soliisyonlarin enjeksiyonu esasina dayanan bi-
yoteknolojik bir uygulamadir. Norosiriirji pratiginde 6zellikle noral tiip defekti konusunda yapilan
arastirmalar civeiv embriyolarinda omurilik gelisim modeli kullanilarak yapilmaktadir. In ovo teknigi,
hava boslugu, allantoik kese, amniyotik s1vi, embriyonik viicut ve yumurta saris1 olmak {izere farkl bol-
gelere uygulanabilir. Embriyo gelisiminin saglikl bir sekilde devam edebilmesi i¢in sicaklik, nem ve ha-
reket gibi dis ortam sartlarina ihtiyag vardir. Embriyonun tavuk olmadan yapay yollarla bityiitiilebilmesi
icin, ticari olarak iretilen inkiibatorler bu sartlar1 saglamalidir.

Anahtar Kelimeler: Civciv embryosu; embryo arastirmasi; inkiibatorler

ABSTRACT De ovo technique is a biotechnological application based on the injection of various nu-
trients, vaccines, hormones, stimulants and liquid solutions into poultry eggs during or just before hatch-
ing. In neurosurgery practice, research on neural tube defects is carried out using the spinal cord
development model in chick embryos. The in ovo technique can be applied to different areas such as the
air cavity, allantoic sac, amniotic fluid, embryonic body. In order for healthy embryo development, ex-
ternal environmental conditions such as temperature, humidity and movement are needed so, commer-
cially produced incubators must meet these requirements.

Keywords: Chick embryo; embryo research; incubators

ovo teknik, kulugka déneminde veya kulugckadan hemen 6nceki donemde
D ekanath yumurtalarina ¢esitli besin maddeleri, agi, hormon, uyarici ve sivi

soliisyonlarin enjeksiyonu esasina dayanan biyoteknolojik bir uygulama-
dir. Sert bir kabukla ¢evrelenen kanatli yumurtalari, normal kosullarda dis ¢gevreden her-
hangi bir besin maddesi alamamakta ve ayni zamanda ¢evreye hicbir atik madde
verememektedir. Dolayisiyla embriyo gelisimi i¢in gerekli enerji kaynaklarini olustura-
cak maddelerin yumurtanin olusum asamasinda yumurta icerisinde birikmesi gerek-
mektedir. Kanatli yumurtalarina kulugka déneminde veya kulugkadan hemen 6nceki
donemde, de ovo teknigi ile ileriki donemlerde ciddi sorunlar olusturabilecek ilaglarin,
agilarin, hormonal sisteme ve cinsiyet gelisimine direkt etki eden maddelerin, bazi uya-
ricilarin enjeksiyon ¢aligsmalari yapilmaktadir.!> Norosirtirji pratiginde 6zellikle noral
tiip defekti konusunda yapilan arastirmalar civeiv embriyolarinda omurilik gelisim mo-
deli kullanilarak yapilmaktadir.® In ovo teknigin patenti ilk olarak 1985 yilinda Em-
brex tarafindan alimmustir. {lk bilimsel arastirma ise Sharma ve Burmester’in, Beyaz
Leghornlar’da Marek hastaligina kars1 in ovo asilama teknigini kullandiklari ¢calismalari

olmustur.’
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I IN OVO ENJEKSIYON BOLGELERI VE ZAMANI

Kulugkanin ge¢ doneminde 6zellikle ag1 uygulamalari i¢in
kullanilmakta olan in ovo teknigi, hava boslugu, allantoik
kese, amniyotik s1vi, embriyonik viicut ve yumurta sarist
olmak iizere bes temel alana uygulanabilir.® In ovo teknikte
ik, yumurtalarin depolama yasi, enjeksiyon bdlgesi, igne
tipi ve kalinligi, enjeksiyon ignesinin uzunlugu, embriyo-
nun gelisim agsamasi ve hatta kii¢iik etkiye sahip olsa da
yumurtanin sekil ve biiylikliigli enjekte edilen maddelerin
etkinligi agisindan 6nem arz etmektedir.*>!° Her bir bolge
embriyoya giden belli bir yolu temsil etmektedir. Dolay1-
siyla belirli tip as1 ve antijenler, besin maddesi, hormon ve
sollisyonlar embriyo tarafindan absorbsiyonu goz 6niine
alinarak farkli bolgelerden enjekte edilmektedir.’ Enjeksi-
yon islemi siklikla hava bosluguna yapilmasina ragmen
uygun enjeksiyon yeri iizerine farkli oneriler de bulun-
maktadir. Uni ve Ferket in ovo beslemenin etkinliginin am-
niyotik kesede daha yiiksek oldugunu belirtirken, Sivek ve
ark. hava boslugunu, Ohta ve Kidd ise sar1 kese bdlgesini
tercih etmislerdir.!'"’* Buna karsilik, Ebrahimi ve ark. in
ovo enjeksiyon bolgesi olarak kulucka éncesi ve embriyo-
nik gelisimin baslangicinda amniyotik kesenin, embriyo-
nik gelismenin daha sonraki agamalarinda ise genellikle
sar1 kesesinin daha uygun olacagini belirtmislerdir.'* Ideal
enjeksiyon zamani incelenecek organa gore Hamburger
Hamilton evrelemesine gore planlanmalidir.

I CIVCIV EMBRIYONIK GELISIMIi

Ortalama olarak normal kulugka dénemi uzunlugu siiresi
22 giin olup, bu siirenin bir giinii tavuk viicudunda 21 giinii
ise kulugkada gegmektedir. Embriyonik gelismenin ihtiyag
duydugu ideal sicaklik 37.5°C olup 23.9°C iizerindeki si-
cakliklarda da embryo geligebilir. Yumurtlama sonrasinda
embriyonik gelismeyi tam olarak durdurmak igin 15.6-
18.3°C’ler arasinda bir ¢evre sicakligi saglanmalidir.!>!
Hamburger ve Hamilton 1951 yilinda civciv embriyosu-
nun tim gelisim safhalarini inceleyerek 46 evreye ayir-
mustir.'” Buna gore; 8. evrede noral plak gelismis ve agiktir;
13. evreye gelindiginde noriilasyona denk diisecek sekilde
noral tiip kapanmaktadir (Resim 1).

Evre 1 (Cizgi 6ncesi): kel cizginin gériinmeye bas-
lamasi. Hiicrelerin blastodermin arka yarisina dogru top-
lanmasi sonucu olusan embriyonik katlant1 goriilebilir.

Evre 2 (ilk cizgi) (6-7 saat): Gegici bir evre olup pri-
mitif ¢izginin kisa ve koni seklinde kalinlagmanin uzun
olarak (0.3-0.5 mm)pellusid alanin arka sinirinda goriil-
diigii evredir. Genellikle inkiibasyondan 6-7 saat sonra or-
taya cikar.
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Evre 3 (Ara ¢izgi) (12-13 saat):Primitif ¢izgi, pos-
terior kenardan pellusid alaninin merkezine dogru uzan-
mustir. Cizgi, boyuna gore rolatif olarak daha genis ve
etrafina gore parlaktir. ilkel oluk heniiz olusmamustir.

Evre 4 (Kesin Cizgi) (18-19 saat): Primitif ¢izgi olu-
sabilecegi maksimum uzunluk olan 1.88 mm ulagmistir.
Primitif oluk, Primitif ¢ekirdek ve Hensen’s nodu olus-
mustur. Pellusida alan1 armut gortiniimiinii almstir.

Evre 5 (Bas olusum baslangici) (19-22 saat): Hen-
sen’s Nodu’nun 6n kdsesinden 6ne dogru uzanan, yogun-
lasan mezodermin bir ¢ubugu seklinde notokord veya bag
olusumu goriilmeye baslar. Basa ait katlant1 heniiz goriin-
memektedir. Bu agamada notokord uzunlugu artar.

Evre 6 (Bas kivrimi) (23-25 saat): Notokorda dogru
olan blastodermin kesin katlantisi embriyonun 6n ucunda
belirginlesmistir.Gegis donemi olup heniiz somitler go-
riilmeye baslamamugtir.

Evre 7 (Bir somit) (23-26 saat: Bu donem gergekte
2 somitlidir. Birinci somit heniiz agik bir bigimde goriil-
mez. Noral katlantilar bas bolgesinde goriiliir hale gelmis-
tir.

Evre 8 (Dort somit) (26-29 saat): Noral katlantilar
orta beyin seviyesinde birlesirler. Bu dénemde 4 somit var-
dir. Blastodermin posterior yarisinda kan adaciklari gortil-
meye baglar.

Evre 9 (Yedi somit) (29-33 saat): Primer optik ke-
secikler olugsmaya baglar. Kalbin odaciklari birlesmeye bas-
lar.

Evre 10 (On somit) (33-38 saat): Somit sayis1 10’a
ulagmustir. Birinci somit daginik olarak yerlesim gosterir
ve bundan sonraki evrelerde sayiya dahil edilmeyecektir.
Kraniyal katlantinin ilk isareti ortaya cikar. Ug adet beyin
kesecigi acgik sekilde goriiliir hale gelir. Optik kesecikler
net degildir. Kalp hafif saga dogru yerlesimlidir.

Evre 11 (Onii¢ somit) (40-45 saat): Hafif bir kranial
katlant1 vardir. Arka beyin 5 néromere ayrilmistir. On né-
ropor kapanmaya baslamistir. Optik kesecikler belirginle-
sir. Kalp saga yerlesmistir.

Evre 12 (Onalti somit) (45-49 saat): Kafa sola dogru
dénmiistiir. On néroporun kapanmast ile néral tiip kapan-
mas1 tamamlanir. Telensefalon goriilmeye baslamistir. Pri-
mer optik kesecikler ve optik sak olduke¢a iyi sekilde
goriiliir. Kulak ¢ekirdegi derindedir ve genis sekilde agik-
tadir. Kalp hafif bir S gekli alir. Amnionun bastaki katlan-
tis1 6n beyin bolgesinin girisini kaplar.

Evre 13 ve sonrasinda Evre 46’ya kadar uzanan sii-
regte embriyo gelisimi tamamlanir.
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RESIM 1: Civciv embriyosunun degisik evreleri. A: 3 giinliik embriyo goriiniimii. B: Embriyoda Mesencephalon (%), Metencephalon (), Diencephalon (%), Telencep-
halon (M), Kalp (—), Goz (>). ALB: On Uzuv Tomurcugu, PLB: Arka Uzuv Tomurcugu goriilmektedir. C: 7 giinliik embriyo goriintimdi; D: 10 giinlik embriyo gérinimi.
(Resimler yazarin 6. ve 18. referans numarali ¢alismalarindan alinmigtir).

ve su havuzuyla standart bir nem saglarken, modern inkii-

I KULUCKA VE EMBRIYO ELDE ETME TEKNIGI batorler (Resim 2B) dijital ve ¢ok hassas sicaklik kontrolii,

Bilimsel deneylerin tekrarlanabilir olmasi, anneden veya peristaltik su pompast ile desteklenen ve istege bagl de-
cevreden bulasabilecek viriis ve bakteri gibi etkenlerin de- gistirilebilen nem ayar1 ve otomatik hareket ettirme meka-
neye etki etmemesi i¢in dzel olarak iiretilen spesific pat- nizmalar1 sayesinde olduk¢a kontrollii bir inkiibasyon
hogen free (SPF) yumurtalarin kullanimi énemlidir. Bu tip ortami saglayabilmektedir. Ortamin tam kontrollii olmas1
yumurtalar 6zel temiz odalarda iiretilmekte olup, as1 iireti- elde edilen verilerin gecerliligi ve deneylerin tekrarlanabi-
minde de rutin olarak kullanilmaktadir. Embriyo deneyle- lirligi agisindan avantaj saglamaktadir.
rinde de herhangi bir olast bulasin deneysel sonuglari Deneylerimizde inkiibatér olarak Brinsea Octagon
etkilememesi i¢in SPF yumurtalar tercih edilmelidir. Advance 40 modeli kullanilmaktadir.6*152° Yumurtalar
Déllenmis pili¢ yumurtasinda embriyo gelisiminin alinmadan 1 giin 6nce cihazin i¢ kismi %70 alkolle dezen-
devam edebilmesi i¢in sicaklik, nem ve hareket gibi belirli fekte edilmeli ve cihaz galigtirilmalidir. Daha sonra yu-
dis ortam sartlarina ihtiyag vardir. Metabolizmanin de- murtalar {iretim merkezinden alinarak hizla laboratuvara
vamlilig1 i¢in sicaklik, yumurtanin kurumamasi i¢in nem getirilmelidir. Yumurtalar iiretim merkezinde genellikle
ve embriyonun yumurta kabuguna yapismamasi igin ise +4°C de saklanmaktadir ve bu nedenle yumurtalar inkiiba-
yumurtanin ilk hafta en az 2 saat arayla 45° yana cevril- tore yerlestirilmeden once oda sicakliginda 2 saat bekleti-
mesi 6nemlidir. Embriyonun tavuk olmadan yapay yollarla lerek yumurta sicakliginin ortam 1sisina gelmesi beklenir
biiyiitiilebilmesi i¢in, ticari olarak iiretilen inkiibatorler bu ve 2 saatin sonunda yumurtalar cihaza yerlestirilerek in-
sartlar1 saglamalidir. {1k iiretilen inkiibatérler (Resim 2A) kiibasyon baslatilir. inkiibasyon kosullari olarak Brinsea
mekanik termostatla ydnetilen sabit sicaklik mekanizmasi tarafindan dnerilen +37,5°C ve %45 nem ve 2 saatte bir yu-
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RESIM 3: Uygulama igin agiimig pencere, embriyo ve koryoallantoik membranin
goriintlsi (Prof. Dr. Beyhan Giircii'niin izniyle kullanilmigtir).

- A" :
RESIM 4: Diseksiyonla gikartilmis 6 giinliik pilic embriyosu (Prof.Dr.Beyhan Giir-
cii’'ndin izniyle kullanilmigtir).

murtay1 ¢evirme Ozelligi tercih edilebilir.!” Yumurtanin ku-
rumamast i¢in nem miktar1 6nemli olup, inkiibator igeri-
sindeki hazneye mutlaka su doldurulmali ve su seviyesi
periyodik olarak kontrol edilmelidir. Brinsea Octagon Ad-
vance gibi dijital ayarli nem 6lger ve peristaltik su pompa-
sina sahip olan inkiibatorlerde ise nem orani cihaz
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tarafindan otomatik yonetilir ve inkiibasyon sirasinda ta-
kibe ihtiyag yoktur.

Yumurta igerisine in ovo enjeksiyon yapilabilmesi
i¢in yumurta kabugunda daire seklinde bir pencere agil-
mast gerekmektedir. Pencerenin agilmasi sirasinda yu-
murta kabugunun ¢atlamasi veya yumurtaya mikrobiyal
kontaminantlarin girmesi ihtimali vardir. Mikrobiyal kon-
taminasyonun dnlenmesi i¢in uygulama 6ncesinde yumur-
tanin %70 alkolle dezenfekte edilmesi gerekmektedir.
Dezenfeksiyon isleminden sonra yumurta icerisindeki hava
bosluguna yakin kabuk kismina ipek yapiskan bant yapis-
tirtlir ve bu yontemle pencere agilmasi sirasinda yumurta-
nin ¢atlamasi engellenebilir. Pencerenin agilmasi sirasinda
albliminin dokiilme olasilig1 veya makas ucunun embri-
yoya hasar vermesi ihtimalinden dolay1 hava bosluguna
yakin kismindan delik acilmasi tercih edilmektedir. Daha
sonra bant kismindan yumurtada steril makas ucuyla kiiglik
bir delik agilir ve bu delikten baslayarak yumurta kabugu
dikkatli bir sekilde daire seklinde kesilir.®?° Embriyo yu-
murtada siirekli yukart konumlanir ve hemen goriis alanina
girer (Resim 3).

Pencere agildiktan sonra embriyoya ve embriyo disi
yapilara ulasmak oldukc¢a kolaydir. Bu yapilara ¢ok ince
insiilin enjektorii yardimiyla, yapilara zarar vermeden en-
jeksiyon yapmak miimkiindiir. Embriyo gelisimine olan et-
kisinin igin uygulanacak kimyasallar,
koryoallantoik membran altina ve kan damarlarina yakin

incelenmesi

bir kisma, yaklastk 3 mm derinlige enjekte edilmelidir. Bu
yontemle, embriyo yumurtadaki besini tiikketirken uygula-
nan kimyasali da dolagim yoluyla viicuduna almaktadir. Bu
yolla uygulanan etken madde embriyoya sistemik olarak
ulagsmakta ve gelisime pozitif veya negatif yonde etki ede-
bilmektedir. Uygulama sonrasi agilan pencere tekrar kapa-
tilir ve ftzerinde tekrar yapigkan bant yapistirihir.®
Uygulama ve ardindan inkiibasyona devam edilir ve dene-
yin tasarimina gore belirlenen zamanda yumurta agilir ve
embriyonun zarar gormeden kolayca ¢ikarilabilmesi i¢in
koryoallantoik membran etrafindan kesi yapilarak embriyo
diseksiyonla ¢ikartilir ve serum fizyolojik igerisine alinir
(Resim 4).
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