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CIVCIV EMBRIYOLARINDA
OMURILIK GELISIM MODELI

Tavuk embriyosunun, erken donemde gosterdigi
gelisim, ozellikle ilk 48 saatlik streci, memeli
omurgasinin embriyonal gelisiminin ilk ayma benzer.
Bunun icin noralasyon evresinin arastirllmasinda civ-
civ embriyolar1 uygun bir modeldir. Tavuk embriyosu,
in vivo ortamda omuriligin embriyolojik gelisim safha-
larina mudahalenin kolay olmasindan dolay1 deneysel
arastirmalar i¢in 6nemli bir modelidir.

Insan omuriligin gelisimini incelemek icin, insan
embriyolojisini bilmek kadar calisilan deneklerin de
embriyolojik gelisimi bilinmelidir. Ancak unutul-
mamahidir ki, bu embriyolojik calisma modeli, insan
embriyolojisinde spinal kord gelisiminin erken evre-
sine denk dusmektedir ve norulasyon evresine iliskin
gelisim anomalilerini incelemek uygun olacaktir (Sekil
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CIVCIVDE EMBRIYOGENEZ

Tavuklarda ortalama olarak kulucka suresi 22 gindir;
bunun bir gtina tavuk viicudunda, 21 guna kuluckada
gecmektedir. Yumurta kulucka makinesine konuncaya
kadar yumurtada bulunan embriyo uykudadir. Yu-
murtlama sonrasinda embriyonik gelismeyi tam olarak
durdurmak icin 15-18°C’ler arasinda bir ¢evre sicaklig
saglanmahdir. Embriyonik gelismenin ihtiya¢c duydu-
gu optimum sicaklik 37.5°Cdir.

Gerek dogal ortaminda, gerekse kulucka makine-
sinde (Sekil 2) uygun 1s1 saglandig takdirde; birinci
gun embriyonun uzun ekseni boyunca embriyoner

disk olusur. Bu diskden endoderm, ektoderm ve me-
zoderm adu verilen hucre tabakalan farklilasarak gelis-
meye baslar. Viicudun butiun organ ve kisimlar bu tg
hticre tabakasindan meydana gelir. Hamburger ve Ha-
milton 1951 yilinda civciv embriyosunun tim gelisim
sathalarini inceleyerek 46 evreye ayirmistir (1). Buna
gore; 8. evrede noral plak gelismis ancak aciktir; 13.
evreye gelindiginde norulasyona denk dusecek sekilde
noral tap kapanmaktadir.

Evre 1 (Cizgi oncesi):

llkel cizginin gorunmeye baslamasi. Hucrelerin
blastodermin arka yarisina dogru toplanmasi sonucu
olusan embriyonik katlant1 gortlebilir.
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Sekil 1: Civciv embriyosu.
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Sekil 2: Kulucka makinesi.

Evre 2 (Ilk cizgi) (6-7 saat):

Gecici bir evre olup primitif ¢izginin kisa olarak,
koni seklinde kalinlasmanin uzun olarak goruldug
evredir. Genellikle inktibasyondan 6-7 saat sonra or-
taya ¢ikar.

Evre 3 (Ara cizgi) (12-13 saat):

Ilkel c¢izgi, posterior kenardan pellusid alaninin
merkezine dogru uzanmistir. Cizgi boyuna gore rolatif
olarak daha genistir ve etrafina gore parlak olarak go-
rulir. Ilkel oluk olusmamustir.

Evre 4 (Kesin Cizgi) (18-19 saat):

11k cizgi olusabilecegi maksimum uzunluk olan 1.88
mm ulasmustir. Ilkel oluk, ilkel cekirdek ve Hensen’s
nodu olusmustur. Pellusida alani, uzunlugu daha da
artmis olup armut seklini almistir.

Evre 5 (Bas olusum baslangic1) (19-22 saat):

Hensen’s Nodunun on kosesinden one dogru
uzanan, yogunlasan mezodermin bir cubugu seklinde
notokord veya bas olusumu gortlmeye baslar. Basa ait
katlant1 henuz gorinmemektedir.

Evre 6 (Bas kivrimi) (23-25 saat):

Notokorda dogru olan blastodermin kesin katlan-
tist embriyonun 6n ucunda belirginlesmistir. Hentiz
somitler gorulmeye baslamamistir. Bu bir gecis done-

midir, bas olugu ve ilk somit ciftinin olusumu yakin
zaman aralig) icindedir. 7 ve 14. evreler primer olarak
net gortlebilen somit ciftine dayanir. Gelisimin bu do-
neminde evrelemede en basit kriter gortinen somitlerin
sayisidir.

Evre 7 (Bir somit) (23-26 saat:

Bu donemde gercekte 2 somitlidir. Birinci somit
henuz acik bir bicimde gorulmez. Noral katlantilar bas
bolgesinde gorulur hale gelmistir.

Evre 8 (Dort somit) (26-29 saat):

Noral katlantilar orta beyin seviyesinde birlesirler.
Bu donemde 4 somit vardir. Blastodermin posterior
yarisinda kan adaciklan gorualmeye baslar.

Evre 9 (Yedi somit) (29-33 saat):

Primer optik kesecikler olusmaya baslar. Kalbin
odaciklart birlesmeye baslar. Somit sayist ortalama
7°dir.

Evre 10 (On somit) (33-38 saat):

Somit sayist 10’a ulasmistir. Birinci somit dagimik
olarak yerlesim gosterir ve bundan sonraki evrelerde
saylya dahil edilmeyecektir. Kraniyal katlantinin ilk
isareti olan ug¢ adet ilk beyin kesecigi, acik sekilde
gorular hale gelir. Optik kesecikler net degildir. Kalp
hafif saga dogru yerlesimlidir.

Evre 11 (Oniic somit) (40-45 saat):

Halfif bir kranial katlant1 vardir. Arka beyin 5 noro-
mere ayrilmstir. On noropor kapanmaya baslamistr.
Optik kesecikler belirginlesir. Kalp saga yerlesmistir.
Bu evrede somit sayist 13 olmustur.

Evre 12 (Onalt somit) (45—49 saat):

Kafa sola dogru donmustiir. On noroporun kapan-
masl ile noral ttip kapanmasi tamamlanir. Telensefalon
gorulmeye baslamistir. Primer optik kesecikler ve optik
sak oldukea iyi sekilde gorulur. Kulak cekirdegi derin-
dedir ve genis sekilde aciktadir. Kalp hafif bir S sekli
alir. Amnionun bastaki katlantis1 6n beyin bolgesinin
girisini kaplar. Somit sayist 16 olmustur.

Evre 13 ve sonrasinda Evre 46’ya kadar uzanan
surecte embriyo gelisimi tamamlanir.

Kulucka makineleri, yumurtalarin dogal ortamina ben-
zer sekilde hava, 1s1 ve nem ortami saglmaya yarayan



araclardir. Kuluckalik yumurtalara 6n 1sitma islemi
yapilmalidir. Boylece makineye konulan yumurtalarda
terlemeyi ve cikisin uzamasini 6nlenmis olur. Kulucka
sirasinda ise hava sirkilasyonunu; taze havanin alin-
masl ve kirli havanin verilmesi saglar, sicakligi ve nemi
dogal ortamina uygun araliklarda tutarlar.

Sicaklik: Sicaklik kontrolu en kritik faktordir.
Cunku gelisen embriyo, cevre 1sisina oldukea hassastir.
Canli embriyonun gelismesini en iyi sekilde tamamla-
yabilecegi optimum sicaklik derecesi 37.5°C’dir.

Nem: Yumurtadaki suyun, fazla buharlasmasi veya
yeterli hizda buharlasmamasi sonucunda embriyo za-
rar gorur. Kulucka ortaminda bagil nem sinirlar %50-
65 arasindadir.

Havalandirma: Embriyonik gelisim ilerledikce
oksijen ihtiyact artar. Boylece gelisen embriyoda me-
tabolizma sonucu olusan karbondioksitin atilmasi ve
embriyoya oksijen temini icin kulucka makinesinde
surekli bir hava degisiminin saglanmasi gerekir.

EMBRIYO FLDE EDILME YONTEMI

Inktibasyonun 28. saatinde (Hamburger-Hamilton’a
gore 8. evre) yumurtalar kulucka makinesinden alinir.
Oncelikle, yumurta kabugu tzerine “batikon” ve ar-
dindan %70 etanol dokulerek sterilizasyon saglanir.
Yumurtanin tam kutbunda olmayip hafif yan ytizeyin-
de bir pencere acilir (Sekil 3). Bu teknik ile yumurta
kabugu kirilarak 3-5 mm yaricaph bir pencere acilr.
Daha sonra kabuk membrani acihir. Halka seklindeki
embriyoner disk gorilur. Calismaya baslamadan 6nce
bu embriyolardan birkaci ¢ikarilarak incelenmelidir.
Burada amac, yumurtalarin kulucka streci ile embri-
yonik gelisim stirecinin paralelliginin gosterilmesidir.
Kulucka stresi ile embryonik gelisimin uyumu sag-
landiktan sonra standardizasyon saglanmis olur ve
calisma baslaulabilir.

Eger herhangi bir etken maddenin noral ttp gelisi-
mine etkisi arastirilacak ise uygun zaman bu evredir.
Ancak akilda bulundurulmasi gereken en 6nemli nokta
embriyonun hentiz karaciger, bobrek vb. organlarinin
yoklugudur. Bu nedenle, embriyoya herhangi bir et-
ken madde verilecek ise bu mutlaka bir aktif metabolit
olmalidir; ana etkeni aktif metabolite dontistirecek
organlar henuz gelisememistir.

Arasturilacak maddeler, subblastodermik olarak
embriyo diskine zarar vermeden yapilmalidir. Bunun
icin Hamilton mikrosiringalar kullanihir. Verilecek
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hacim ise 10 mikrolitre tizerinde olmamalidir, aksi
takdirde embryo diski ayrilir ve gelisimi durur. Enjek-
siyon sonrasi yumurta tzerindeki acik pencere hava
almayacak sekilde, steril plastik “drape” ile kapatilir.
Daha sonra yumurtalar 180 derece cevrilerek tekrar
kulucka makinesine konulur.

Hamburger-Hamilton’a gore 8. evre yani inkubas-
yonun yaklasik 48. saatinde noral tupun kapanmis
olmasi beklenir. Bunun i¢in yumurtalar kulucka ma-
kinesinden cikartilir steril temizligi saglanir. Yumurta
kabugu kirlarak yalnizca yumurta sarist steril ringer
laktat veya serum fizyolojik (%0.9 NaCl) bulunan cam
bir kaba konulur (Sekil 4). Saat cami, blastodermi al-
mak tzere hazir sekilde kaba yerlestirilir. Sonrasinda
ince forsepsler ve ince u¢lu makaslar kullanilarak emb-
riyonik zarlardan vitellin membran yolk tizerinden ke-
silir (Sekil 5, 6). Vitellin membran her iki uctan dikkat-

Sekil 3: Pencere acma teknigi ile acilmis yumurta.
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Sekil 4: Civciv embriyosu ve embriyo diski.




SPINAL
ve

PERIFERIK SINIR CERRAHISI

Sekil 6: Civciv embriyosu ve embriyonik disklerin
kesilip ¢ikartilmasi.

lice tutularak yolktan ayrilir ve membrana yapisik olan
blastoderm, siv1 icinde ilerletilerek saat camu icerisine
yerlestirilir. Sonrasinda saat cami, tizerinde blastoderm
olacak sekilde kaptan cikartilir. Bu asamadan sonra,
embriyolar 1stk mikroskobu altinda incelenecek hale
gelmis olur.

Embriyolarin Hamburger-Hamilton smiflamasina
gore kacinci evrede olduguna bakilir ve baslangicta ol-
dugu gibi kulucka stiresi ile embriyonik gelisim streci
dogrulanir.

Embriyolar elde edildikten sonra parafin doku taki-
bine alinmak tizere % 10’luk formol soltisyonu igerisin-
de 24-48 saat tespit edilir. Fiksatiflerin uzaklastirilmasi
amaci ile 5 dakika distile su ile yikanir. Dehidratasyon
amaci ile 3’er dakika %50’den %100’e kadar artan etil
alkol serilerinden gecirilir. Embriyolarn parafin blok-
lar icinde ve kesit asamasinda gorunurlugunt sagla-
mak icin %90’k alkol iceren kaplara bir damla eozin
boyast ilave edilir. Takip islemi sirasinda embriyolarin
diseksiyon mikroskobunda makroskobik gortntuleri
incelenir. Ardindan 2’ser dakika seffaflasuirma amac
ile iki degisim ksilene tabi tutulur. Sonra 60°C'lik etuv
icerisinde 10 dakika ksilen-parafin uygulandiktan
sonra bas-kuyruk dogrultular belirlenerek dokular pa-
rafin bloklar icerisine gomultr. Bloklardan mikrotom
aracihigr ile 5p luk seri kesitler alinir.

Kesitler, deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60
C%lik etivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika 2 de-
gisim ksilene tabi tutulur. Ardindan rehidratasyon

Sekil 7:
Embriyodan
parafin blok ile
alan bir kesitin
hematoksilen-
eozin ile
boyanmasindan
sonra 1s1k
mikroskobu ile
gortunumau.




islemi icin %95’den %60’a azalan alkol serilerinden
gecirilerek kesitler 5 dakika akan su altinda yikanir.
Hematoksilen ile 2 dakika boyandiktan sonra boya-
nin fazlasimn dokudan uzaklastirilmas icin 5 dakika
akan suda yikanir. Diferansiyasyon icin 2-3 saniye asit
alkol'de tutulup 30 saniye eozin boyast ile boyandi ve
akan su altinda 5 dakika yikanir. Daha sonra %80 ve
%95’lik alkol serilerinden gecirilip seffaflastirma amaci
ile 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulur ve entellan
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ile kapatilir. Boylece hematoksilen—eozin boyamasi
tamamlanmis olup embriyolar 1stk mikroskobu altinda
ayrintih olarak incelenebilinir (Sekil 7).
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