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OZET

KULUCKALIK YUMURTA iCi (iN OVO) LEPTIN ENJEKSIYONUNUN
ETLIK PILIC EMBRiIYOLARININ GELiSIMLERI VE FiZYOLOJIK
PARAMETRELERI UZERINE ETKIiSI

CELLAK, Biilent
Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dali
Tez Danismani :Dr.Ogr.UyesiElif BABACANOGLU
Ekim 2018, 93 sayfa

Bu ¢alisma,in ovo (10) leptin enjeksiyonunun etlik embriyo/civciv gelisimi ve
fizyolojik parametreler tizerindeki etkisini incelemeyi amaglamistir. Bu amagla, toplam
425 adet kulugkalik yumurta etlik damizliklardan elde edilmistir. Kuluckadan 6nce, 25
adet yumurtanin kalite 6zellikleri saptandiktan sonra geriye kalan 400 yumurta her bir
grupta 100 adet olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak enjeksiyon yapilmayan kontrol grubu
(K) ve 3 enjeksiyon grubu; 100 pl fosfat buffer soliisyon grubu (PBS); 0.5 ul leptin
+100 ul PBS (Lgs)ve 1 ul leptin +100 ul PBS (L;) olusturularak 37.8 °C ve % 65 nem
kosullarinda kulugkalanmistir. Saf leptin  hormonu (Rat leptin-Sigma-Aldrich,
USA)PBS’de ¢ozdiiriilerek kulugkanin 7.gliniinde embriyonun sar1 kesesine 10 yontem
aracilif1 ile enjekte edilmistir. Sar1 kese leptin diizeyi, kabuk sicakligi, su kaybi, rektal
sicaklik, serum triiodotronin (T3), tiroksin (T,4), kreatin kinaz, toplam protein, irik asit
ve lipid profili ile morfolojik 6zellikler, oransal asimetri, embriyo ve civciv gelisimi ile
birlikte performans degerleri olglilmiistiir. Kabuk sicakligi Lgs grubuna ait kulugkanin
7.giinlinde artt1g1, en yliksek sar1 kese leptin diizeyinin kulugkanin 7. giiniinde oldugu,
kan serumlipid, T3, T4, kreatin kinaz, iirik asit diizeyleri ve embriyo civciv gelisimi ile
korku davranisi iizerine IO uygulamanin etkisinin énemsiz oldugu saptanmstir. Incik
uzunlugunun oransal asimetri degeri IO leptin uygulamasi ile artarken, yem tiiketimi
diigmiistiir.Bu  calisma, 10 leptin uygulamasinin embriyo/civciv  gelisimini
etkilemeksizin embriyo metabolizmasini ve ¢ikistan sonra erkek etlik civcivlerin

kolesterol metabolizmasini etkiledigini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Embriyo gelisimi, Etlik pili¢, In ovo, Leptin, Sar1 kese,






ABSTRACT

THE EFFECTS OF IN OVO LEPTIN INJECTION INTO HATCHING EGGS
ON EMBRYO DEVELOPMENT AND PHYSIOLOGICAL PARAMETERS IN
BROILERS

CELLAK Biilent
M.Sc., Thesis 5
Supervisor : Assist.Prof.Dr. Elif BABACANOGLU
October, 2018, 93 pages

The study aimed to investigate effect of in ovo (I0) leptin injection on
development and physiological parameters of broiler embryo/chicks. A total of 425
eggs obtained from Broiler Breeders were used. At onset of incubation, egg qualiy traits
were measured on 25 eggs. The rest of eggs were weighed and placed in incubator as
100 eggs/ 4 replication /group which was incubated at 37.8 °C and 65 % relative
humidity. The non-injected group (C); 3 injected groups; 100 ul of phosphate buffer
solution (PBS) group; 0.5 ul leptin in 100 pl of PBS (Los) group; 1 pl leptin in 100 pl of
PBS (L1) group. The pure leptin hormone (Rat leptin-Sigma-Aldrich, USA) dissolved in
PBS was injected to yolk sac of embryo at day 7 of incubation. Yolk sac leptin level,
eggshell temperature, egg water loss, rectal temperature, thyroxine (T,),
triiodothyronine (T3), creatin kinaz, total protein, uric asid and lipid profiles in blood
serum, morphological traits, relative asymmetry, embryo/chick development, and
performance were determined. Eggshell temperature increased in Losgroup at day 7 of
incubation. The highest yolk sac leptin level was at day 7 of incubation. Egg water loss,
serum T4, T3, creatin Kinaz, uric acid, lipid profiles,embryo/chick development, fear
behaviour did not change with 10 leptin. Relative asymmetry of shank and feed intake
increased in 10 leptin groups. The results showed that 10 leptin administration could
affect embryo metabolism and cholesterol metabolism of male chicks at early post-

hatch period without effect on embryo/chick development.

Key words: Broiler, Embryo development, In ovo, Leptin, Yolk sac,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

SimgelerAciklama

ACTH Adeno kortikortropin hormon
cm Santimetre

°C Santigrat derece

dl Desilitre

DNA Deoksiribo niikleik asit

HHA Hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen
JAK?2 Janus kinaz 2

kcal Kilokalori

kg Kilogram

kDA Kilo dalton

nl Mikro litre

mi Mililitre

ng Nanogram

NPY Noro peptit Y

10 In ovo

Ob Obez

ObR Leptin reseptorii

KCL Potasyum kloriir

STAT Transkripsiyon protein aktivat
SOCS3 Sitokin sinyal supresorii
SOD Siiper oksit dismutaz

ICV Intra cerebro ventrikiiler
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1.GIRIS

Etlik damizliklarda gelisme hizi yoniinde uygulanan yogun seleksiyon
uygulamalarindan dolayr metabolik hizi artan embriyolarin degisen besin madde
ihtiyaglar1 son yillarda in ovo yonteme dayali uygulamalarin arastirilmasi gerektigini
ortaya koymaktadir. In ovo yontem ile yumurtada var olan ve maternal kdkenli bazi
bilesenlerin yumurtaya enjeksiyonunun immun ve sindirim sistem etkinligini arttirdig,
civeiv gelisimini hizlandirdigi, hormon ve enzim aktivitesine bagli olarak fizyolojik bir
¢ok parametreyi olumlu yonde etkiledigi ortaya ¢ikmistir (Uni ve Ferket, 2004; Uni ve
ark., 2005; Molenaar ve ark., 2010; Noy ve Uni, 2010). Yumurta sarisinin olugum siiresi
dikkate alindiginda, damizlik disi rasyonlarina ilavesine kiyasla in ovo yontemin daha
kisa siirede uygulanan bilesenin etkinligini ortaya koydugu ve bu yontemin asi
uygulamalarindaki gibi pratik olarak uygulanabilirligi de bilinen bir gergektir. Optimum
embriyo gelisimi ve ¢ikis giicline ulasmak i¢in cevre faktorleri arasindaki denge
(Onegbasan ve ark., 2007) ve bu faktorler igerisinde de maternal etkiler en 6nemli yeri
olusturmaktadir. Memelilerden farkli olarak, kanatli embriyosunun, kulugka sirasinda
biiyiime ve gelisimi; dolli yumurtada depolanan besin maddeleri ve maternal
hormonlarin diizeyine baghdir. Kanathilarda dolli yumurtanin besin madde ve hormon
komposizyonu belirlenmis olmakla beraber, bu hormonlarin embriyo gelisimi boyunca
etki mekanizmasi ve sari/sart kesedeki embriyonik yasa gore diizeylerinin bilinmesi
olduk¢a 6nemlidir.

Embriyo gelisim doneminde maternal kokenli bazi hormonlarin  etki
mekanizmas1 bilinmemekle birlikte, bu hormonlarin bazi biyoteknolojik uygulamalar
kullanilarak yumurtaya aktarimi da yaygin olarak kullanilmayan bir durumdur. In ovo
uygulamalar ¢ikis giicii, sindirim sistem etkinligi ve civciv kalitesi acgisindan 6zellikle
kulugkanin 17 ve 18. gilinlerinde amniyon kesesine uygulandiginda basarili sonuglar
verdigi ortaya ¢ikmistir (Moosanezhad ve ark., 2011). Benzer sekilde, maksimum ¢ikis
giicii ve hastaliklara yanitta iyi bir bagisiklik i¢in kulugkanin 17.5 ile 19.2 giinleri
arasinda; hava hiicresine, allantoik, amniyon ve sar1 keseleri ile birlikte embriyonun
kendisine in ovo as1 uygulamasi yapilmaktadir. Ornegin, bir calismada (Wakenell ve

ark. 2002) immun yanit etkinligi icin yumurtada sar1 kese disinda 4 farkli alana in ovo



(I0) marek asisinin, amniyon keseye ve embriyoya uygulanmasinin immun yanit
etkinligini % 94 diizeyinde arrtirdigini, allantoik kesede etkinligin %28 oldugu, bu
donemde hava kesesine uygulamanin etkili olmadigini bildirmistir. Bu nedenle, in ovo
yontemle uygulanacak soliisyonun yapisi dikkate alinarak uygun embriyonik yasta
uygun enjeksiyon alani secildigi takdirde in ovo uygulamalar maternal beslemeye gore
daha etkili bir yontemdir. Ayrica, maternal etkilere dayali uygulamalara kiyasla in ovo
yontem daha kisa siirede ve daha etkindir. Bunun temel nedeni, yumurtaliklarda gelisen
folikiillere bagli olarak maternal plazma araciligi ile tiim besin maddeleri ve
hormonlarin aktariminin yaklasik 60 giin siireyle olmasindandir. Ovulasyondan 24 saat
Once yumurta sarisina besin madde ve hormonlarin birikimi olduk¢a hizli olup bunu
damizlik disinin tiikettigi yem/yem komponentlerinin diizeylerini de etkilemektedir.
Dolayisiyle, Yeme ilavesine kiyasla in ovo uygulama sonunda maternal kokenli
maddelerin daha kisa slirede yumurtaya aktarildigi ve embriyo gelisimini olumlu yonde
etkiledigi bildirilmistir (Hossain ve ark., 1998).

Obez (ob) geninin aktivite ettigi leptin hormonunun organizmada yem tiiketimi,
enerji metabolizmasi, {ireme, biiyiime ve gelisme gibi birgok fizyolojik etkisi
bulunmaktadir (EImquist ve ark.,1999).Etlik piliglerde yem tiiketimi ile baslayan istahin
kontroliinii enerji dengesinin diizenlenmesi ile etkileyen leptin hormonu, sindirim
sistem etkinligi ile iliskili baz1 hormonlarin kontroliinde etkili bir hormondur. Kanatl
embriyosunun leptin sentezi karaciger ve yumurta sar1 kesesinde gergeklesmekte
(Ashwell ve ark., 1999a) ve embriyo gelisiminin 3. giininden hemen sonra leptin
ekspresyonu baslamaktadir(McMurtry ve ark., 2000). Kulucka donemindeki leptin
uygulamalar1  civcivlerde yem  tiketimini azaltmakta ve canli agirhig
arttirmaktadir(Rasha ve ark., 2012).Incelenen calismalarda, memelilerde maternal
leptinin embriyo gelisimini etkileyebilecegi konusu da ¢ok yeni olup heniiz arastirma
asamasindadir. Dolayisiyla, leptinin kuluckanin 7. giiniinde sar1 keseye enjekte edilmesi
maternal leptinin kanathilarda aktivasyonu hakkinda bilgi verecegi hipotezi bu
calismada ortaya atilmistir.

Leptin hormonunun kanatl hayvan tiirlerinde yem tiiketimi, yag metabolizmasi,
glikoz metabolizmasi, enerji metabolizmasi, sindirim sistem etkinligi, lireme, biiyiime
ve gelisme gibi fizyolojik etkilerine ait etki mekanizmasimin sari/sar1 kesedeki

diizeylerine gore nasil ve ne yonde degistigi konusu heniiz tam olarak bilinmemektedir.



Bu nedenle, bu ¢alismada kulugkalik yumurta i¢i (in ovo) leptin enjeksiyonunun etlik
pilic embriyolarinin gelisimi, morfolojik Ozellikleri ile bu o6zelliklere ait asimetri
gelisimi ve c¢ikistan sonra 7 giin biliyiitme sonunda korku davranisi ve performans
Olctitleri ile ¢ikis sonrasi erken gelisme donemine ait kan lipid metabolizmasina ait

biyokimyasal parametreler iizerine etkisinin incelenmesi amaglanmastir.






2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Leptin Hormonu

Leptin canli organizmalarda 167 amino asitten olusan poli-peptid yapida bir
hormon olup, reseptorleri araciligi biyolojik etkisini gostermektedir (Zhang ve ark.,
1994;Tartaglia ve ark., 1995). Zhang ve arkadaslar1 tarafindan 1994 yilinda tanimlanan
leptin adin1 Yunanca leptos (ince) kelimesinden almaktadir. Yag dokudan izole edilen
leptin 1. grup sitokinlere benzeyen molekiil agirligi 16 kDA Obez(Ob) gen iiriiniidiir.
Canli organizmada hipotalamus araciligiyla yem tiiketimini engelleyici etkileri ile tiim
viicut enerji dengesinde ve endokrin fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir.

Leptin hormonunun kesfinden 6énce Ob fareler ilk olarak Amerika’da bulunan
Jackson laboratuvarinda tespit edilmistir. Leptin kesfinden Once, istah ile ilgili ¢esitli
hipotezler ortaya atilmigtir. Ornegin, kan yoluyla tasinan bir lipid metabolitinin, viicut
yag deposunun biylkligiinii, hipotalamusta, kortizol ve tiroksin gibi hormonlarla
gozlemlenennegatif geri bildirim mekanizmasina benzer bir sekilde iletmekten sorumlu
olabilecegi One siiriilmiistiir. Bu teori lipostatik olarak tanimlanmistir.Hipotalamustaki
lezyon bdlgelerini ve hiperfajiden dolay: asir1 kilo alim1 ve obezitenin ilerlemesi ile bu
bolgede meydana gelen hasar Ob geni ile iligskilendirilmistir (Kennedy ve ark.,1953).0Ob
farelerin mutasyona ugramis genlerinden 1994 yilindaklonlama teknikleri kullanilarak,
Ob geni, U18915 numarasi ile gen bankasina kaydedilmistir(Zhang ve ark.,1994).
Leptin hormonunun kesfinden sonra, leptin reseptoriiniin (Ob-R) ekspresyonu
farelerden elde edilmistir (Tartaglia ve ark., 1995).Leptin hipotalamus ve diger
organlarda reseptorlerine baglanarak biyolojik etkisini gdstermektedir (Zhang ve
ark.,1994; Tartaglia ve ark., 1995).

Incelenen litaratiirler ve arastirmalara gore kanatli tiirlerine ait leptin hormonu
ilk ¢aligmalarda saf halde bulunmadigindan rat ve fare gibi hayvan tiirlerine ait leptin

hormonu ile kanatl ¢alismalarinin sonuglandigi ortaya ¢ikmustir.



2.2.Leptin Hormonunun Biyolojik Reseptorleri ve Geni

Leptin reseptorleri ObRa, ObRb, ObRc, ObRd, ObRe ve ObRf olmak iizere 6
farkli izoforma ayrilmaktadir (Tartagilla ve ark.,1995; Lee ve ark.,1996; Mercer ve ark.,
1996; Ahima ve ark., 2004; Yan ve ark., 2018). Leptin reseptorlerinin sadece iki
tanesinin hiicre i¢i sinyalleme ile baglantili oldugu ve en uzun izoformunun (ObRb) tam
sinyalleme kapasitesine sahip oldugu bildirilmektedir (Ahima ve ark 1996; Lee ve ark.,
1996; Park ve ark., 2014). Leptin reseptorleri sahip olduklar1 C-terminal alanlarina gore;
uzun izoformu (ObRD), kisa izoform (ObRa, ObRc¢, ObRd, ObRf) ve salgilanan izoform
(ObRe) olmak iizere 3 gruba da ayrilmaktadir (Tiliiceoglu ve ark., 2018). Leptin
reseptoriiniin uzun izoformu, yumurtalik, beyin, karaciger, bagirsak ve bobrek gibi
dokularda tespit edilmistir (Ohkubo ve ark., 2000; LamoSova ve ark., 2001; Hen ve ark.,
2008).

Leptin reseptorleri ilk olarak fare beyin ventrikiillerinde bulunan koroid
pleksusundan espresyon klonlama teknigi ile tespit edilmis olup 1. grup sitokin reseptor
ailesindendir (Tartaglia ve ark.,1995).Leptin hormonu istah,biiyiime, gelisme, iireme,
yag ve glikoz metabolizmasi, akciger, karaciger ile iskelet kaslar1 ve enerji
metabolizmas1 tizerindeki etkilerini beyin ve periferal dokulardakileptin reseptorleri
araciligiyla gostermektedir (Tartaglia, 1997; Morrison ve ark., 2001; Aslan ve ark.,
2004;Park ve ark., 2014). Leptin reseptorleri hindi, 6rdek, tavuk olmak iizere cesitli
kanatl tiirlerinde tespit edilmis ve fare gen dizilimine % 97oranindabenzerlik gosteren
tavuk leptin mRNA’s1 civciv embriyolarinda karaciger, beyin, dalak, bursa, kalp, kas ve
yumurta sarisinda tespit edilmistir(Taouis ve ark. 1998; Ashwell ve ark. 1999a;Horev ve
ark., 2000; Richards ve ark., 2003; Hu ve ark., 2008;Wang ve ark., 2011; Lei ve ark.,
2014).

Kanatlilarda leptin hormonununDNA'sinigen bankasina kayit ettirilen sekanslar
ile ilgili yapilan bazi galismalarda ayni bant boyutlarin elde edilemedigi ortaya
cikmistir(Friedman-Einat ve ark.,1999; Kilig, 2008;Ninov ve ark., 2008).Bu durumun
genlerintanimlanmasini engelleyen teknik zorluklardan kaynaklandigi, bununla birlikte,
kanathilarda endojen leptinin izole edilmesi igin daha ileri biyokimyasal teknikler

kullanilarak daha fazla calismaya ihtiyag duyuldugu bildirilmektedir (Ohkubo ve
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ark.,2008;Yosefi ve ark.,2010; Ohkubo., 2014; FarkaSova ve ark., 2016;Seroussi ve
ark.,2016).

Leptin hormonununhedef hiicredeki ObRresoptoriine baglanmasisonucunda
aktive edilen Janus kinaz 2 (JAK2), sinyal transdiiktorleri alt yolaktaki
JAK2/STAT3(transkripsiyon protein 3 aktivat) ve JAK2/STATS (transkripsiyon protein
5 aktivat), yolaklarini fosforile eder. Bu yolaklar sayesinde leptin canlilardabeslenme,
glikoz iiretimi, adipoz dokuda lipogenezis iizerine etki ederek enerji metabolizmasi
tizerinde degisik metabolik etkilere neden olur (Adachi ve ark., 2008; Shadi ve
ark.,2011). Bu etkileri saglayan sinyalinhedef hiicrede devre dis1 kalmasi igin JAK2’ye
dogrudan(Sitokin sinyal supresorii))SOCS3 baglanarak JAK2 nin aktivitesini
baskilamaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Leptinin organizmada sinyal yolaklari (Park ve ark.,2014).

2.3. Leptin Hormonunun Saliim

Kanatlilarda karaciger basta olmak iizere yag doku, hipotalamus, hipofiz bezi,

iskelet kas1, ve yag dokudan sentezlenen leptin,kanda serbest ve proteine bagl olarak iki



formda bulunmaktadir (Taouis ve ark.,1998; Ashwell ve ark., 1999a; Hu ve ark.,
2008;Hausman ve ark.,2012). Kanatlilarda karaciger agirlig1 ile leptin diizeyi arasinda
pozitif iliskiye ek olarak lipid metabolizmasi ile leptin ekspresyonu arasinda da iliski
olmasi karacigerin tavuklarda biiylik bir leptin sentez kaynagi oldugunu gostermektedir
(Taouis ve ark.,1998;Bruggeman ve ark.,2000).

Leptin hormonunun dogrudan yumurtalik hiicrelerinden salgilandigi tahmin
edilmektedir(Paczoska-Eliasiewicz ve ark.,2003). Leptin salimimi {izerine insiilin,
prolaktin, glukokortikoidler,sitokinler, Ostrojenler ve prolaktin hormonlar1 uyarici etki
yaparken, néro-peptit (NPY), tiroid hormonlari, biiyiime hormonu, somatostatin, serbest
yag asitleri, katekolaminler ise leptin salinimi {izerinde baskiliyici etki gostermektedir

(Florkowski ve ark., 1996; Slieker ve ark., 1996; Escobar-Morreale ve ark., 1997).

2.4. Yas ve Leptin Hormonu Arasindaki Tliski

Yumurta sarist leptin diizeylerindeki degisikliklerin arastirildigi bir ¢alismada,
yumurta sarist leptin diizeyi kuluckanin 1. ve 3. giinlerinde 11. giine gére daha yiiksek
oldugu ve serum leptin diizeyi ile hipotalamik NPY seviyelerinin iliskilendirilemedigi
bildirilmistir (Huang ve ark., 2008).Bes giinliik civciv embriyolarinin beyin, bursa, kalp,
karaciger, kas ve dalaginda leptin mRNA varligi kanitlanmistir (Ashwell ve ark.
1999b). Etlik pili¢lerinbeslenmesinde enerji kisitlamasi ve yasin besi performansi, et
kalitesi ve leptin hormonu diizeyine etkisinin incelendigi ¢alismada 7, 14 ve 41.
giinlerde etlik pili¢lerden alinan kan 6rneklerinde plazmaleptin diizeyi sirasiyla 1.47;
1.40 ve 0.52 ng/ml olarak tespit edildigi ve yasin ilerlemesiyle plazma leptin
diizeyiningeriledigi bildirmistir (Avcilar, 2016).

2.5. Leptin Hormonunun Etkileri
2.5.1. Istah iizerine etkisi
Etlik damizlik tavuklara 10 pg intra cerebro ventrikiiler (ICV) leptin

enjeksiyonununistahi azaltigi, su tiikketimini etkilemedigi bildirilmektedir(Denbow ve

ark.,2000).Leptin  hormonu  ICVenjeksiyonunun tavuklarda enjeksiyon sonrasi
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180.dakikadaistah1 azalttigi,istah ile iligkili hipotalamik NPY ekspresyonunu modiile
ettigileptin reseptoriinii,sinyal transdiiktoriinii ve transkripsiyon aktivatoriinii (Ob-Rb /
STAT) etkinlestirdigi bildirilmektedir(Dridi ve ark., 2005).Leptinin biiyiimekte olan
civcivlerde istahin diizenlenmesi iizerinde engelleyici etkisinin yasa bagli oldugu

bildirilmistir (Cassy ve ark., 2004b).

2.5.2. Biiyiime ve gelisme iizerine etkisi

Leptin  hormonu biiyime hormonu reseptorii, biiylime faktori ve kas
hiicrelerinde protein sentezini etkileyerek embriyonun biiylime ve gelisimi tizerinde
etkilidir (LamoSova ve ark., 2001; Lamosova ve ark., 2003;Hu ve ark., 2008).
Tavuklarda dolasimda bulunan biiylime hormonu diizeyi leptin hormon ekspresyonunu
etkileyerek cinsel olgunluk, toplam kulugka siiresi, canli agirlik, yem tiiketimi ve
yumurta agirligi tizerinde etkilidir (LamoSova ve ark.,2003; Su ve ark., 2012).

Memelilerde leptin plasental anjiyogenez ile fetal biiylime iizerine etki
etmektedir. Tavuklarda embriyonun korio-allantoik membrani {izerinde benzer bir etki
anjiyogenezis etkisiyle kulugka boyunca embriyonun biiylime ve gelismesi tizerinde
olusmaktadir (Su ve ark., 2012).

Kanatlilarda leptin hormonunun yem tiiketimi {lizerine etkisinin arastirildig: bir
caligmada; intraperitonal rekombinant tavuk leptini (1 mg / kg, canli agirlk)
enjeksiyonunun, 56 giinliik yumurtact tavuklarda yem tiiketimini % 38 oraninda
azalttigl, 9 giinliik etlik damizlik civcivlerde yem tiiketimi tizerine 6nemli bir etkisinin
olmadigi, etlikcivcivlere gore yumurtaci civcivlerin beyininde leptin resoptorii ve NPY
MRNA gen ekspresyonun onemli Ol¢iide daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Ayni
caligmada, canli agirhik artisinin 8. ve 35. giinlerdeki yumurtact ve etlik civcivler
arasinda bilylime oranlarindaki farkliliklara ragmen, leptin konsantrasyonun her iki
genotipte de benzer oldugu, leptin reseptérii ve NPY mRNA’sininl giinliik yastan.
itibaren beyinde eksprese edildigileptinin, biiylimekte olan civcivlerde istahinkontiirolii

tizerindeki etkisinin yasa bagli oldugu bildirmektedir (Cassy ve ark.,2004b).
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2.5.3. Ureme iizerine etKisi

Leptinsaliniminda testosteron hormonu bir inhibitor gorevi goriirken, Ostrojen
hormonu leptinin salgilanmas1 tizerindeuyarici bir etkiye sahiptir (Himms-Hagen.,
1999; Macajova ve ark., 2002; Kiigiikkurt, 2015). In ovo (IO) leptin uygulamasinin
daha yiiksek testis agirhigna sebep oldugu, testis agirhigindaki bu artisa plazmadaki
yiiksek testosteron konsantrasyonunun neden oldugu bildirilmektedir (LamoSova ve
ark.,2003). Kulugkada ytiksek diizeydeki leptin hormon seviyesi embriyolarin daha hizli
bir gelisim (daha erken kuluckadan ¢ikig, kulugkada daha yiiksek ebmriyo agirligi)
gostermesine neden olurken eseysel olgunluk baslangicini da uyardigi bildirilmektedir
(LamosSova ve ark.,2003).

Leptin hormonuag birakilan tavuklarin yumurtaliklarindan salgilananestradiol ve
progesteronhormonlar1 iizerindeuyarict etki yaptigi, yumurtalik folikiillerinin teka
tabakasindakisteroid hormonu salimma etkisi bulundugu bildirilmektedir (Paczoska-
Eliasiewicz ve ark.,2006).

Ad libitum beslenen 11 haftalik pilig¢lerde, cinsel olgunluga kadar dort farkli
leptin dozu uyglamasinda (4, 16, 64 ve 256 pg/ kg viicut agirligl) eseysel olgunluk
doneminde kan plazmasinda luteinize edici hormon, dstradiol ve progesteron hormon
diizeylerini ve yumurtaliktafolikiil gelisimini arttirdigi, erken eseysel olgunluga yol
actig1 bildirilmektedir(Paczoska-Eliasiewicz ve ark., 2006).

Ug giin boyunca, leptin, ghrelin, obestatinin ve bu hormonlarla birlikte yem
kisitlamalarinin yumurtlama hizi, progesteron, testosteron, estradiol ve arjinin-vasotosin
salinimini énemli 6l¢lide azalttigl, progesteron salinimini arttirdigi, ad libitum beslenen
tavuklarda leptinin yumurtlama hizi, testosteron veestradiolsalinimmi baskiladigi
bildirmektedir (Sirotkin ve ark., 2015).

2.5.4. Metabolik parametreler iizerine etkileri
Leptin hormonununplazma glikozdiizeyini diisiirdiigi, glikojen sentezi ve hedef

dokularda  glikoz alimmi  dolayisiyla  glikoz — metabolizmasin1  etkiledigi

bildirilmektedir(Hardie ve ark., 1996; Muller ve ark., 1997;Macajova ve ark., 2003).
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In ovo leptin uygulamasinin karacigerdetrigliserid ve kolesterol diizeylerini
distirdiigii bildirilmistir(Hu ve ark.,2012).Bazi g¢alismalarda,lO leptin uygulamasi ile
plazma kolesterol konsantrasyonunun degismedigi, yumurtlama dénemi boyunca tiim
gruplarda kolesterol diizeyinin yiikseldigi bildirilmistir(LamoSova ve ark.,2003).

Plazma alkalin fosfataz aktivitesiningikistan sonra degiserek en yiiksek
seviyesine biiylime ve yem tiiketimi sirasinda ulastigi en diisitk degerinin ise eseysel

olgunlukyasinda ger¢eklestigi bildirilmistir(LamoSova ve ark.,2003).

2.5.5. Performans iizerine etkileri

Farkli dozlarda ICV enjeksiyonu ile leptinuygulanan civcivlerde yem ve su
tiketimi ile birlikte canli agirlik tizerinde leptin hormonunun herhangi bir etkisi
olmadig1 bildirilmektedir (Macdjova ve ark.,2003; Kuo ve ark.,2005). Insan
rekombinant ICVleptin enjeksiyonununtavuklarda yem tiiketimini azalttigida
bildirilmistir(Denbow ve ark.,2000; Dridi ve ark., 2000).

Bir giin boyunca a¢ birakilan tavuklarda adipoz doku ve karacigerde leptin
mRNA gen espresyonunun azaldigi yem tiiketiminden sonra, yem verildiginde kademeli
olarak leptin mRNA ekspresyonununtekrar yiikseldigi (Sato ve ark., 2003), bu sonucun

lipid metabolizmasi ile yakindan iliskili oldugu bildirilmistir (Sato ve ark., 2003).

2.5.6. Davranis iizerine etkisi

Kanatlilarda leptinin yem ve su tiiketimi ,davraniglari ile birlikte bazi davranis
ozelliklerinden olan ayakta kalma, oturma, tiiy diizeltme, derin dinlenme,
diskilamatizerine dnemli bir etkisinin olmadig: bildirilmistir(Sims ve ark., 2017). Buna
karsilik insan rekombinant leptininin ICVenjeksiyonunun yem ve su tiiketimini azalttigi
bildirilmistir (Kuo ve ark.,2005).

Degisik dozlarda leptin verilen civcivlerdeyem tiiketimi,su tiiketimi, atlama,
kacis, gagalama ve diskilama gibi davranislar iizerine etkisi bulunmadigi belirtilmistir

(Denbow ve ark.,2000; Macajova ve ark.,2003).
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2.5.7. Hormonlar iizerinde etkisi

2.5.7.1.insiilin

Leptin insiilin sekresyonununu inhibe ederek yem tiiketimi diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir (Taouis ve ark.,2001). Insiilin, leptin salintmini uyarirken,
leptin uygulanmasi, plazma insiilin seviyesini azaltmaktadir (Gettys ve ark.,1996;
Harris, 1998; Patel ve ark., 1998; Cassy ve ark.,2003). Insiilin enerji metabolizmasinin
diizenlenmesinde rol oynayan anabolik bir hormondur, kanatlilarda kan glikoz
seviyesindeki artis insiilin salinimini yiikseltirken diisiik glikoz seviyesi glukagon
salimini artirmaktadir (Giizel, 2016). Kanatlilarda kan glikoz konsantrasyonu yiiksektir
bu insiiline karst duyarhilifin az olmasindan kaynaklanmaktadir(Erhan ve
ark.,2018).Karacigerde  leptin  ekspresyonu insiilin ve deksametazon ile
artarken,glukagon ve ostrojen ile azalmaktadir(Ashwell ve ark.,1999a).

Insiilin, adipositlerden leptin sentezi ve salgilanmasi icin gerekli bir
hormondur.islevsel leptin reseptdrleri sadece merkezi leptini uyarmak icin degil, ayni
zamanda beynin insiiline duyarli hale gelmesi i¢inde gerekli bir hormondur(Lamosova
ve ark.,2001).

2.5.7.2. Diger hormonlar

Embriyo gelisim doneminde 1O leptin uygulamasmimn tri-iodotrionin
(Ts)hormonunuplazmada  gerilettigivetiroksin  (T4) hormon  diizeyini  arttirdigi
(LamosSova ve ark., 2003).Biiyiime hormonu verilen et¢i tavuklarin karacigerinde leptin
diizeyinin arttigi yag dokusu lizerinde herhangibir etksinin olmadigibildirilmektedir
(Ashwell ve ark., 1999b). Kanatlilarda leptin uygulamalar1 sonucunda TsSeviyesinin
yiikselmesi hipatalamus, hipofiz, adrenal bez (HHA) eksen aktivitesini etkilemistir
(Lamosova ve ark.,2003).Leptin hormonuyumurtaci tavuklarda luteinize edici hormonu
stimiile ederken estradiol hormon sekresyonunu inhibe etmektedir(Paczoska-Eliasiewicz
ve ark.,2003).

Leptin  hormonu  kanathlarda soguk ve sicak ortama  maruz

kaldiklarindakaraciger leptin gen ekspresyonunu arttirmaktadir(Dridive
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ark.,2008).Kesikli aydinlatma uygulamalarinin melatonin hormonu araciligiyla leptin
hormon konsantrasyonu {izerine dogrudan ve dolayl etkileri bulundugu (Abbas ve ark.,
2008)melatonin hormonunun insiilin ile etkilesimine bagh olarak leptin ekspresyonunu

diizenledigi bildirilmistir.

2.5.8. Diger etkileri

Leptinin foliikiiler ve eseysel olgunlukdonemindehipofiz hipotalamus ve gonadal
eksen iizerinde de etkileri bulunmaktadir (Paczoska-Eliasiewicz ve ark.,2006). Isi
stresine ve yem sinirlamasina maruz birakilan etlik piliclerde serum leptin, T3, Ty,
glikoz ve trigliserid diizeylerinin ve rektal sicakligin diistiigii, bu gerilemeye 1s1 stresi
ile yemsimirlamasinin etkisi sonucu hipatalamus-hipofiz-tirot-leptin aktivasyonunun
etkisi ile gerceklestigi bildirilmektedir(Lamosova ve ark.,2003; Khamseh, 2014).

Leptin, bir antioksidan enzim olan siiper oksit dismutazi(SOD) aktive ederek
viicudun antioksidan savunmasinda 6nemli rol oynadigi, antioksidan ve oksidatif stres

arasindaki dengeyi sagladg: bildirilmektedir (Zheng ve ark.,2010).

2.6. 10 Yontem

Bir enjeksiyon yontemi olan IO ilk olarak 1982 yilinda marek asisinin etkinligini
saptamak amaci ile kullanmilmistir (Sharma ve Burmester, 1982). Giiniimiizde, 10
uygulamalar diinyada kanatli hayvan sektoriinde ticari bir yontem olup, saatte >70.000
yumurta baglikli IO cihazlar gelistirilmistir (Sekil2.2). Marek asisinin etkinligi asinin
amniyon kesesine ve embriyoya kuluckanin 17.5 ve 18.5 giinlerinde 10 enjeksiyon
aracilig1 ile daha iyi anlagilmistir (Sharma ve Burmester, 1982). Bununla birlikte, marek
asisinin~ c¢ikista  civcive  uygulanmasina  karsilik  ge¢  embriyo  gelisim
donemindekienjeksiyonun immun sistem etkinliginiarttirdig1 vege¢ embryonik gelisim
donemindeki enjeksiyondan daha etkili oldugubildirilmektedir (Sharma ve ark., 1984;
Zhang ve Sharma., 2001).

Kanatl endiistrisi i¢in ekonomik 6nem arz eden 1O besleme yontemi patentli bir

uygulamadir (Uni ve Ferket, 2003; US Patent No. 6.5692.878). Kanatl1 endiistrisi i¢in


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0739724005002171#!
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ekonomik onem arz eden fenotipik Ozellikler igin amniyon keseye in ovo besleme
yontemi (Uni ve Ferket, 2003; US Patent No. 6.5692.878) ile basarili sonuglar elde
edildigi de ortadadir. Etlik civcivlerde cikis giicii (Uni ve Ferket, 2004; Uni ve ark.,
2005), karaciger glikojen diizeyi (Uni ve Ferket., 2004; Uni ve ark., 2005; Tako ve ark.,
2004; Foye ve ark., 2006), yem yeme davranisi ve ¢ikista gogiis kas agirligr (Uni ve
ark., 2005; Foye ve ark., 2006) 10 besleme ile artmaktadir. Kulugkanin 0, 1, 7, 13, 14,
17, 17.5, 18. glinlerinde 10 yontem kullanilarak etlik damizliklara ait dollii yumurtalara
cesitli besin maddeleri ve bilesikler enjekte edilmistir (Ohta ve ark., 1999; Uni ve Ferket
2004; Keralapurath ve ark., 2010; Shafey ve ark., 2014).

Sekil 2.3 Birden ¢ok baglikli IO enjeksiyonu (Anonim)
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Bir biyoteknolojik uygulama olan IOydntem maternal etkiye dayali
uygulamalarin daha kisa ve etkin siirede gerceklestirilmesini saglar (Babacanoglu ve
ark., 2018).Maternal uygulamalara alternatif bir yontem olan IO, maternal kdkenli
besinmadde, hormon, antikor ve antioksidanlarin yumurta iginde uygun sitede
islevselligi veetkinliginin arttirilmasiamaciyla uygulanmaktadir (Babacanoglu ve ve
ark., 2018).Enjeksiyona dayalilO yontem;uygulama ve besleme olarak iki sekilde
smiflandirilabilinir. Bunun temel nedeni, ¢esitli besin madde, hormon, antioksidan ve
antikorlarin enjekte edildigi sitelerin embriyo gelisimine bagl olarak degismesinden
kaynaklanmaktadir. 10 uygulama kulugkadan oOnce veya kulugkanin herhangi bir
doneminde amniyon s1visi diginda diger sitelere yapilan enjeksiyonlarin tiimiinii kapsar.
IO uygulamalar icinde oOzelikle maternal etkiye dayali hormon, antikor ve yagda
¢ozlinen antioksidanlar gibi disi damizliktan yumurta sarisina aktarilan maddelerin
etkisinin yumurta sarist ya da sar1 keseye enjeksiyonunu kapsamaktadir(Henry ve
Burke, 1999; Babacanoglu ve ark., 2018). Bu siteler,kulugkadan once dolli
yumurtaninalbiimin, sarisive hava boslugu; kulucka doneminde iseembriyo, sar1 kese ve
hava boslugudur (Kralapurt ve ark., 2010; Tako ve ark., 2004; Molenaar ve ark., 2010).
IO yontemiyle yapilan enjeksiyon uygulamalarinda enjeksiyon sitesi uygulama yeri ve
zamanina gore farkli ¢alismalar bulunmaktadir. 10 uygulamalar 6zellikle sar1 keseye
uygulandiginda hormon veya besin maddelerinin en etkin olduklar1 yasin yedinci giin
oldugu(Kelaralapurtve ark.,2010), as1 uygulamalarinin ise en etkin oldugu sitenin

embriyonun kendisi oldugu bildirilmektedir (Sharma ve Burmaster, 1982).
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Yumurta sarist

Sekil 2.4 10 enjeksiyon siteleri (Ricks ve ark.,2003)

IO besleme ise embriyonun amniyon kesesindeki amniyon sivisina ¢esitli besin
maddelerin enjeksiyonunu i¢cermektedir (Ohta ve ark., 2001;Tako ve ark.,2004; Smirnov
ve ark.,2006; Shoval ve ark.,2011;).10 besleme amion kesenin sivisi i¢gine amino asitler
(Ohta ve ark., 1999), glikoz, selenyum (Salmanzadeh, 2012; Surai ve ark., 2016),
askorbik asit (Altan ve ark.,2017) gibi besin maddelerinin enjeksiyonunu igermektedir.
IO besleme i¢in en uygun embriyonik yasin 17.5.giin ile 18.9 giinlerarasi oldugu baska
bir ifadeyle kuluckanin 421.saati ile 453.saatleri veya bu saatler arasinda oldugu
bildirilmektedir(Uni ve Ferket.,2004;Rabie ve ark., 2015).

2.6.1.10 leptin uygulamalari

Maternal leptinin etkisini arastirmak amaci ile etlik damizlik yumurtalarinin
kulugkaya girisinden 6nce 100 pl fosfat tamponlu salin (PBS) iginde 0.5 ug rekominat
fare leptinin 10 enjeksiyonunun, karaciger leptin sekresyonunu ve lipid metabolizmasini
degistirdigi, bunun  maternal leptinin  roliinli  ortaya  koydugunu, 10
leptinuygulamasiningikista canli agirligr azalttigibildirilmektedir(Hu ve ark.,2012).

Etlik piliglerde leptin hormonunun enerji metabolizmasi tizerindeki etkisini
belirlemek i¢in yapilan bir aragtirmada 0.5 pg+ 100 pl PBS diisiik ve 5.0 pg + 100 pl
PBS yiiksek rekombinant fare leptinin 10 enjeksiyonunun hipatalamusta leptin
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enjeksiyon dozuna bagli olarak kanatlilarda biiylimeyi vebiiylime hormonu MRNA
ekspresyonunu 6nemli diizeyde etkiledigi bildirilmektedir(Yuana ve ark.,2017).

Kulugkadan 6nce yerli bir tavuk irkina ait kulugkalik yumurtanin albiiminine
0.5ug rekombinant leptin enjekte edilen ¢alismada kulugkaninl2. giiniinde STAT3
araciligiyla korio-allantoik membrandaki anjiyogenezisi ve embriyo gelisimini
etkiledigi bildirilmistir (Su ve ark.,2012).

Japon bildircinlarinin yumurtalarina kulugkanin 5. giiniinde 50 ul PBS igeren 0.1
ug veya 1 pg rekombinant fare leptinialbiimine enjekte edilerek, kan serumunda Ts, Ta,
kortikosteron, testosteron, toplamlipidler, triagilgliseroller, kolesterol, glikoz ve alkalin
fosfataz aktivitesi plazma konsantrasyonlarina bakilmis,¢ikista T3 diizeyi disiik, ileri
yaslarda kontrol gruplariyla ayni, eseysel olgunluk doneminde tekrar geriledigi, leptin
uygulama gruplarinda T.dlizeyinin cikista yiiksek diger yaslardageriledigi,eseysel
olgunlukta tekrar yiikseldigi, ayrica leptin gruplarinda karaciger, triagilgliserol
konsantrasyonlari, kolesterol ve plazmada alkalin fosfataz aktivitesi, toplam lipid
seviyelerinde diistis, biiyiime doéneminde toplam lipid konsantrasyonlarinin leptin
gruplarinda artt1g1, ileriki yaslarda azaldig: bildirilmistir(Lamosova ve ark.,2003). Ayni
calismada, kulugkanin 5. giinlinde yumurtanin albiiminine 0.1 pg leptin (50 pl fosfat
tampon ¢ozeltisi i¢inde) 10 uygulamasinin canli agirligr arttirarak kulugkadan erken
¢ikisi hizlandirdigr bildirilmistir(Lamosova ve ark.,2003).

Leptin hormon etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada, 3ml / saatlik sabit bir hizda
6 saat boyunca rekombinant tavuk leptinin siirekli inflizyonu aracilifiyla uygulamasinin
i¢ haftalik etlik damizlik civcivlerde yem tiiketimini azalttigi, Ob-R, NPY, oreksin ve
oreksin reseptorii ekspresyonunu 6nemli Olglide azalttigi, pro-opiomelanokortin ve
kortikotropin salgilatict hormon MRNA seviyelerinin leptin uygulamasindan sonra
degismedigi Dbildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, leptinin Kkanatlilardaistah1 diizenleyen
melanokortin reseptor iizerinde dogrudan veya dolayl olarak etkiledigi,leptinin merkezi
sinir sistemi tzerindeki etkisini secici hipotalamik NPY araciligiyla gergeklestirdigi
bildirilmistir(Dridi ve ark., 2005).

Kulugkadan once leptin 10 enjeksiyonu ile 1 ug leptin (100 pl PBS iginde)
yapilmis bir diger gruba da kulugkanin 5. giiniinde 1 pg leptin+PBS yumurta albiibin

stvisina enjekte edildigi calismada; embriyonik yasin 5. giiniinde uygulanan 10 leptin
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hormon uygulamasminkulucka ve etlik pili¢ performanslarina ait parametreler iizerine
olumlu etki ettigi bildirilmistir (Giiz, 2014).

Bildircin yumurtalarina leptinin 10 enjeksiyonununpro-anjiyojenik etkisini
arastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada,kulugkanin 7. giinde rekombinant fare leptin 10
yontemle 10, 100 ve 1000 ng olarak yumurta albiimiinine enjeksiyonunun
anjiyogenezis, yumurta sarisindan besin madde emilimi ve embriyo gelisimi
tizerindeetkisinin oldugu bildirilmistir (Vyboh ve ark., 2010).

Sekizhaftalik  erkek  Japon  bildircinlarina  (CoturnixJaponica) leptin
hormonuuygulamasinin kontrol grubuna goreuygulama gruplarinda dahaerken dénemde
yumurtadan ¢iktigi, daha yiiksek canli agirliga sahip oldugu,testosteron diizeyi leptin
gruplarinda daha yiiksek oldugu, gelismekte olan embriyonun endokrin sisteminin
leptin tarafindan etkilendigi, embriyonik dénemde leptin uygulanmasinin embriyonik
gelismeyi hizlandirdig1 bildirimektedir(Macajova ve ark.,2003).

Japon bildircinlarinda IO leptinin uygulamasinin kulugka randimani, canli
agirlik, testosteron ve estradiol hormonu iizerindeki etkilerini belirlenmesi amaciyla
yapilan bir caligmada kulugkanin 5. gilinlinde yumurta sarisina leptin hormonu 10
yontemle uygulanmasi sonucunda plazma testosteron ve estradiolseviyeleri tizerinde
herhangi bir etkisinin olmadigi, IO leptin uygulamasinin erkek ve disi Japon

bildircinlarda canli agirligini arttirdig: bildirilmistir (Rasha ve ark., 2012).

2.6.2. 10 enjeksiyon disindaki diger leptin uygulamalari

Kanatlilarda leptinin enjeksiyonunun yem tiiketimi, su tiiketimi, civcivlerdeki
davraniglar tizerindeki etkilerini belirlemek igin yapilan bir ¢alismada ICV olarak
enjekte edilen 10 nmol leptin hormonunun yem ve su tiiketimi iizerine etkisini olmadigi,
leptin uygulamasimin davranig, ayakta kalma, oturma, tiiy diizeltme, derin dinlenme,
atlayislarin sayisi, yiyecek ve kesif, su tiiketimi, diskilama davranislar1 tizerine ICV
leptin enjeksiyonun 6nemli bir etkisinin olmadigini bildirmistir (Sims ve ark., 2017).

Buna karsilik insan rekombinant leptinin ICV yoldan kanatlilara verilmesi ile
yem ve su tiiketimi incelendigi bir ¢alismada uygulamadan sonra yem ve su tiikketiminin

azaldigi bildirilmistir (Kuo ve ark.,2005).
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Fare leptininin ICV. yontemi ile tavuk merkezi sinir sistemi i¢ine enjekte
edidigi calismada, tavuklarin yem tiiketiminde bir degisik meydana getirmedigi, fare
leptinin tavuk leptin reseptoriine baglanmadigi tavuk beyninde leptin reseptoriiniin
bulunmadigi bildirilmistir (Bungo ve ark.,1999).

Et¢i damizlik tavuklarin rasyonlarina 400 mg/kg sisteamin ilavesinin leptin
hormon seviyesini, diisiirdiigii bildirmislerdir (Hu ve ark., 2008) .

Yumurtalik ve cinsel olgunlugun gelismesi {izerine yapilan bir ¢alismada ad
libitum beslenen 11 haftalik piliglerde, eseysel olgunluga kadar dort doz seviyesinde (4,
16, 64 ve 256 ug kg/ viicut agirhigi) giinliikk olarak leptin enjekte edildigi, eseysel
olgunluk doneminde kan plazmasinda luteinize edici hormon, Ostradiol ve
progesteronun artigi, etlik disi tavuklarda ekzojen leptinin yumurtalik apoptozunun
azalmas1 ve folikiill gelisimini artmasi ile ergenligin basladigini bildirmislerdir
(Paczoska-Eliasiewicz ve ark., 2006).

Kanatlilarda leptin hormonunun yem tiiketi lizerine etkisinin arastirildigi bir
caligmada; ICV tavuk leptinin (1 mg / kg CA) enjeksiyonunun, 56 giinliik yumurtaci
tavuklarda yem tiiketimini % 38 ile %15 oraninda azaltigin1 9 giinliik etlik damizlik
civcivlerde yem tiiketimine 6nemli bir etkisinin olmadigini bildirmektedirler (Cassy ve
ark.,2004b). Canli agirlik artisi, leptin plazma konsantrasyonlarinda 1-9 ve 35.
giinlerde beyin leptin reseptorii NPY mRNA ekspresyonu analiz edildigi calismada
kuluckadan yeni ¢ikmis civcivlerde, leptinin periferik konsantrasyonun et¢i damizlik
civcivlerine gore yumurtaci civcivlerde 6nemli dlclide daha fazla oldugu, canli agirlik
artis1 8. ve 35. giinlerdeki yumurta ve etci civcivleri arasindaki biiylime oranlarindaki
farkliliklara ragmen, leptinin periferik konsantrasyonlar: her iki genotipte de sabit ve
benzer oldugu, leptin reseptorii ve NPY mRNA, her iki genotipin civcivinde 1.
yaslarindan itibaren beyinde eksprese edildigi leptinin biiylimekte olan civcivlerde besin
alimimin diizenlenmesi lizerindeki engelleyici etkisinin yasa bagli bir siire¢ oldugu
bildirilmektedir(Cassy ve ark.,2004b).

Kanatlilarda ovulasyon ve salgi aktivitesinin kontroliinde beslenme durumu,
metabolik hormonlarin ve bunlarin birbirleriyle olan iligkilerinin incelemek amag ile ii¢
giin boyunca, leptin, ghrelin obestatinin ve bu hormonlarla birlikte yem kisitlamalarinin
uygulandig1 calismada;yem kisitlamasinin yumurtlama hizi, progesteron, testosteron,

estradiol ve arjinin-vasotosin salinimini 6nemli dl¢lide azalttigi, progesteron salinimini


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0739724004000256#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0739724004000256#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0739724004000256#!
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artirdigi, ad libitum Dbeslenen tavuklarda leptinin, oviilasyon, testosteron, estradiol
salimimi baskiladigi, tavuk yumurta hormonlar {izerinde leptin, ghrelin ve obestatin

hormonlarinin etkisi bulundugu bildirmektedir (Sirotkin ve Grossman, 2015).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Denemede Kullanilan Materyaller

3.1.1. Yumurta ve civciv materyali

Bu calisma, Yiiziincii Yil Universitesi Arastirma ve Uygulama Ciftlik
Midirligli Uygulama Ciftliginde yer alan kuluckahane ve civciv biiyiitme kiimesinde
bulunan biiylitme kafeslerinde gerceklestirilmistir. Denemeye ait yumurtalar ticari bir
firma olan BANVIT A.S.’den temin edilmistir. Ross 308 genotipine ait 45 haftalik etlik
disi damizliklardan toplam 425 adet kulugkalik yumurta deneme materyali olarak

kullanilmistir.

3.1.2. Kuluckahanede ve biiyiitme kiimesinde kullanilan materyaller

3.1.2.1. Kulucka makinasi

Tek girisli olarak tanimlanan 600 kapasiteli Cimuka marka kombine kulucka
makinesi denemede kullanilmistir. Kulugka boyunca kuluckahanede bulunan o6l¢ii
aletleri ile oransal nem, sicaklik, basing takip edilerek kayit altina alinmistir (Cizelge
3.1). Tam otomatik 1sitma/gevirme/nemlendirme sistemlerine sahip olan kombine
kulugka makinesinde 1s1 Olger, basing Olger ve nem Olger kullanilarak embriyonun
gelisimi ve ¢ikis boyunca oOlglim/sn/giin olarak kayit altinda tutulmus ve kulucgka

giinlerine ait ortalama degerler Cizelge 3.2.’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kulugka boyunca kuluckahane ortamina ait oransal nem, sicaklik ve basing
degerlerine ait ortalamalar

Oransal nem Sicaklik Basing

Embriyo yas1 giin % °C mmhg
1-7 54.60 25.35 628.15

8-15 50.49 21.36 627.08

16-21 49.81 21,14 627.71
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Cizelge 3.2.Kulugka boyunca kulucka makinasinin oransal nem, sicaklik ve basing
degerlerineait ortalama 6lgliim degerleri

Oransal nem Sicaklik Basing

Giinler % °C mmhg
0 52.29 37.93 625.93
1 53.95 34.58 631.08
2 60.93 38.11 626.32
3 53.64 38.00 626.53
4 52.63 37.90 626.98
5 54.08 38.03 627.33
6 54.00 38.07 627.62
7 53.03 38.09 626.37
8 53.37 38.17 624.30
9 53.38 38.24 619.63
10 53.54 38.13 616.82
11 54.52 38.20 618.75
12 54.46 37.47 617.17
13 57.72 37.38 628.84
14 57.21 37.60 628.40
15 55.21 37.65 630.92
16 58.65 37.20 626.80
17 53.99 37.65 628.40
18 55.85 37.64 630.92
19 55.11 37.75 629.75
20 70.86 36.53 625.75
21 70.12 36.34 616.74
22 70.80 36.44 617.94

Deneme boyunca kullanilan Mitutoyo marka 0.01lmg hassasiyetli terazi,
Mitutoyo marka 0.01mm hassasiyetli siirgiilii dijital kumpas, Mitutoyo marka 0.01mm
hassasiyetli ticayakli mikrometre 6l¢iim aleti, PCE-PHD1 marka PH metre, PCE-THB
40 nem, basing ve sicaklik Olger cihazi, problu termometre ve temazsiz ylizey
1s16lger(Ebro  TFI 250 lazer termometre. 85055 Ingolstadt. Almanya) cihazi,
0.001mm/0.0001” lik Mitutoyo marka elektronik dijital mikrometre 0.1 mm o6lgekli
sabit bir cetvel, AND marka 0.0001 g hassasiyetli terazi kullanilmistir.
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3.1.3. Kimyasal materyaller

3.1.3.1 Fosfat tampon cozeltisi (PBS)

Proje denemesinde kullanilan leptin hormonu ¢oziilebilmesi i¢in SIGMA
firmasinin phosphate buffered saline (PBS) iiriinii olan tablet 200 ml de-iyonize saf suda
¢ozdiiriilerek 0.0027 M potasyum klorid ve 0.137 M sodyum klorid igeren 0.01 M pH
7.4 ve 25 °C’de PBS elde edilmistir. Bu islem 5 defa tekrarlanarak toplam 1000 ml PBS

¢ozeltisine ait stok soliisyon elde edilmistir.

3.1.3.2. Saf leptin hormonu

Ticari ismi PEPROTECH olan 1 mg leptin Recombinant rat leptini (CAT: 400-
21) denemede kullanilmustir (3.1).

Sekil 3.1.Saf leptin hormonu.

Hazirlanan PBS ¢ozeltisine ait stok soliisyonunda leptin hormonu iki farkli doz
diizeyini olusturulabilmek i¢in 2 farkli diizeyde soliisyon hazirlanmistir. PEPROTECH
marka 1 mg rat leptini 1 ml daha Onceden hazirlanan PBS’de ¢ozdiiriilerek stok
soliisyon olusturulmustur (1000 pl stok soliisyon 1000 pg leptin igerir). Bu soliisyondan
500 pl alimarak 50 ml’e PBS eklenmistir. Bu 50000 ul PBS ¢ozeltisi icinde 500 ug
leptin 100 pl PBS ¢ozeltisi icinde 1 pg leptin (L1: 1 pg leptin/100 pl PBS) igermekte
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olup. 100 adet yumurta 6rnegi ig¢in hazirlanan bu soliisyon kullanilmistir. Bir diger
leptin grubu olan 0.5 pg leptine es deger soliisyon hazirligi i¢in 500 pl stok soliisyon
aliarak 100 ml PBS tamponu eklenmis ve 100000 ul ¢ozelti 500 ug leptin igerigine
sahip olup 100 ul PBS ¢ozeltisi iginde 0.5 pg leptin (L0.5: 0.5 pg leptin/100 pl PBS)

icerigi 100 adet yumurta 6rnegi i¢in kullanilmistir.
3.1.4. Yem Materyali

Denemeye ait yem materyali ticari bir firma olan BANVIT A.S.’den temin
edilmis ve etlik civciv baslangic yemine ait besin madde degerleri Cizelge 3.3.’de

sunulmustur.

Cizelge 3.3. Etlik civciv baslangi¢ yemine ait besin madde degerleri.

Yem bilesenleri Besin madde diizeyi

Kuru madde. % 89.7
Su. % 10.3
HP. % 23.3
HY. % 4.49
HK 5.94
NaCl. % 0.61
Ca. % 0.99
P. % 0.60
ME. kcal/kg 2804.03
3.2. Yontem

3.2.1. Deneme deseni

Deneme materyali olarak kullanilan toplam 425 adet kulugkalik yumurtalarin 25
adedinde kuluckadan 6nce yumurta ve kabuk kalite 6zellikleri Sl¢iilmiistiir. Geriye
kalan toplam 400 yumurta numaralandirilarak 0.01 g hassasiyetli terazide yumurta
agirhiklart  olgiildiikten sonra her bir grupta 4 tekerriir olacak sekilde (25
yumurta/tekerriir/grup) 100 adet yumurta/grup olarak kulugka makinesine
yerlestirilmistir. Kulugkaya yumurtalarin yerlestirilmesinden 6nce ortalama yumurta

agirhig 63.43+0.39 g olarak saptanmis ve olusturulan her bir grup ic¢in yumurta
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agirliklar1 63.00 ile 63.87 g olarak degismistir. Deneme desenini olusturan gruplar
asagida verildigi sekildedir:

1.grup: Kontrol ( K') (n=100 yumurta/grup; 25 yumurta/tekerriir)

2.grup: fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS):100 ul PBS ¢ozeltisi (n=100 yumurta/grup; 25
yumurta/tekerriir)

3.grup: Los(Los: 0.5 pg leptin/100 pl PBS) 0.5 pg-leptin + 100ul PBS ¢ozeltisi (n=100
yumurta/grup; 25 yumurta/tekerriir)

4.grup: Ly (Li: 1 pg leptin/100 pl PBS) lug-leptin + 100ul PBS ¢ozeltisi (n=100
yumurta/grup; 25 yumurta/tekerriir)

Kulugkaya giristen 8 saat dnce 27 °C’de 6n 1sitma yapilmistir. Kulugkanin 12.
giiniinde her bir grupta dol kontrolii yapilarak dolsliz yumurtalar ve oliimler
saptanmigtir. DOlstiz  yumurtalar isaretlenerek ¢ikisa kadar makinedemuhafaza
edilmistir. Kulugkanin 18. giinlinde embriyolu yumurtalar tepsilere transfer edilerek
tekerriirler korunmustur. Kuluckanin 472 ile 496. saatleri arasinda ¢ikis yapan disi ve
erkek civcivler makinada kuruma i¢in bekletilerek kuruyan civcivler ¢ikis
zamanlarindan yaklasik 3 saat sonra her bir grup icin farkli biiylitme birimine

yerlestirilmistir.

3.2.2. Olciilen parametreler

3.2.2.1. Yumurta kalite ozelikleri

Calismada on goriilen genotipten elde edilen 25 yumurtanin 15 adedinde;

Denemeden once kalite 6zelliklerinin saptanmasi i¢in ayrilan yumurtalarin 15
adetinde dl¢limler yapilmistir. Denemede kullanilan yumurtalarda agirlik dl¢timleri 0.01
mg hassasiyetli terazi kullanilarak numaralandirma islemi yapildiktan sonra
kaydedilmistir. Mitutoyo marka 0.01 mm hassasiyetli bir kumpas ile yumurta genisligi
(mm) ve yumurta uzunlugu (mm) olgiilmiistiir. Yumurta sekil indeksi asagidaki formiile
gore saptanmistir.

Yumurta sekil indeksi = yumurta genisligi (mm) / yumurta uzunlugu (mm) x 100 (3.1)
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Ayni yumurta Orneklerinin hava bosluguna ait alan yumurtanin kiit ucunda
bulunan hava boslugunun eni ve uzunlugu en u¢ noktalardan 0.01 mm hassasiyetli
stirgiilii kumpas kullanilarak 6l¢iilmiis kayit altina alinmistir.

Sar1 ve ak yiiksekligi ol¢iimii i¢cin oda sicakliginda yumurtalar kirildiktan sonra diiz bir
cam lizerine yerlestirilmis olan 0.01 mm hassasiyetli ticayakli kumpas aleti kullanilarak
sar1 ve ak yiikseklikleri kaydedilmistir.

Ayni 15 adet sar1 ve ak orneginin bulundugu beherde ak ve sar1 PH sina ait
Olctimler PH metre cihaz1 kullanilarak 6lgiilmiistiir. Ayn1 yumurtalarda kabuk yiizey
alam (cm®) = 3.9782 x yumurta agirhig®’®® (Carter. 1975)  (3.2) formiilii ile
hesaplanmistir. Kabuk kalite 6zelliklerini igeren kabuk agirligi 0.001 mg hassassiyete
sahip terazide Ol¢lilmiistiir. Her bir yumurtanin kiit, orta ve sivri kisimlarindan bir
makas yardimi ile zari ayrilmis kabuk pargalarmin 0.001mm/0.0001” lik elektronik
dijital mikrometre ile kabuk kalinlig1 ol¢iilmiis ve her bir yumurta kabugunun ortalama
kabuk kalinlig1 hesaplanmustir.

Giinlik ortalama yumurta su kaybi (giinde mg kaybedilen su miktari, kabuk
gecirgenligi (giinde mg / torr), nispi yumurta kabugu iletkenligi (mg / giin) ve por sayisi
ikinci bir set yumurta olan 10 adet yumurta i¢in saptanmistir (Peebles ve McDaniel,
2004).

Her bir yumurtanin baslangi¢ agirligi, alindiktan sonra 23.6 °C'de 22.24 mm
Hg'lik bir basing ortamina sahip desikatér ortaminda yumurtanin mg cinsinden
kaybettigi su miktar1 giinliik olarak her giin ayn1 saatte 0.0001 g hassasiyetli terazide 4
farkli giinde o6lgiildiikten sonra giinliik ortalama su kaybi i¢ ve dis ortam arasindaki su
buhar1 basing degisimine (torr) boliinerek ortalama gilinlik yumurta agirlik kaybi
hesaplanmistir. Desikatore ait 4 giinliik siire boyunca tiim sicaklik. barometrik basing,
ortalama giinliik yumurta agirligi kayit altina almmistir. Bu ortam sicaklikligi,
barometrik basing ve giinliik yumurta su kaybi degerleri kullanilarak kabuk gegirgenligi
hesaplanmastir.

Kulucgkadan 6nce ayrilan 25 adet yumurtanin geriye kalan 10 adedinde gézenek
sayisinin dl¢lilmesi igin yumurta kabuklari 3 saat 50 °C'de kurutulduktan sonra yumurta
kabugunun biiyiik ucunun ortasina dogru kiigiik bir delik agilmistir. Yumurta kabugu30
dakika boyunca 1 L % 70 etanol i¢cinde 0.5 g % 89’luk metilen mavisi kristallerinin

¢oziilmesiyle hazirlanan bir boya ¢ozeltisi ile doldurulmustur (Peebles ve
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Mcruden.,2004). Gozenek sayist her bir 0.25 cm? alan dikkate alinarak yumurta
kabugunun sivri, orta ve kiit alanlarindan her birinde 10 alan olacak sekilde 40x
biiyiitme altindaki bir mercege sahip stereo-mikroskop kullanilarak 0.25 cm®lik bu
alanlar icinde bulunan boyanmis tiim gozenekler sayilmistir (Babacanoglu ve ark.,
2018). Gozenek sayist ayni 10 yumurtada kabugun kiit, orta ve sivri ucuna sahip
gozeneklerin ortalamasi alinarak her bir yumurta icin ortalama gozenek sayisi tespit
edilmistir. Ayn1 kabuklarda kabuklarin por caplar1 (Leica ICC50 HD software 4*10
bliylitme kullanilarak her bir pordan 3 adet Ornekleme alinarak bu O6rneklerin
ortalamasima gore por caplarina ait degerler tespit edilmistir. Yumurtanin kalite
ozellikleri saptanan 15 adet yumurtanin 8 adet sar1 drnegi alinarak ELISA yontemi

kullanilarak leptin diizeyi saptanmas1 amaci ile -20°C d e analize kadar bekletilmistir.

3.2.2.2.Yumurta kabuk sicakhgi

Kulugkanin 3. 7. 11. 15 ve 19. giinlerinde her gruptan rastgele secilen 15 yumurtada,
yumurta kabuk sicakligi (embriyo sicakligi) EBRO IR-thermometer TFI 550 marka
temazsiz yiizey 1s1 Olgerin (Ebro TFI 550.85055 Ingolstadt Almanya) lazerli 6l¢iim
bashigina denk gelecek sekilde her bir yumurtanin kiit u¢ ile ekvator bolge arasinda
kalan site 3. giinde isaretlenmis ve Ol¢lim alinmistir. Ayni noktasindan geriye kalan

6l¢ciim gilinlerinde de bu noktadan dl¢limler tekrarlanmistir.

3.2.2.3. In ovo yontemin uygulanmasi

IO uygulamasindan 6nce yumurta sicakligi ve neminin diismemesi icin gerekli
ortam sicakligi ve nem kuluckahane ortaminda saglanmistir. Embriyoda biiylime
hormonunun salinmaya basladig1 kuluckanin yedinci giinlinden 6 saat sonra (kulugkanin
174. saati) IO enjeksiyon uygulamasi yapilmistir. Hazirlanan leptin — (PBS) soliisyonu
ile L0.5 + PBS ve L1 + PBS soliisyonlar1 her ii¢ enjeksiyon grubunda farkli
tekerriirlerden alinan yumurtalarin enjeksiyon sitesi % 70 lik etanolle temizlendikten
sonra kiit u¢ asag1 dogru 45° eg§im yapacak sekilde yumurta 22 G igne kullanilarak 6nce
delinmis ve 26 G igneye sahip yar1 otomatik enjektdr kullanilarak dogrudan yumurta
sarisina soliisyonlar enjekte edilmistir. Grup dozlaria gore sirastyla ; (PBS) 100 pl/100
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yumurta; (Los) 0.5 pg-leptin + 100ul PBS/100 yumurta; (L;) lug-leptin + 100ul
PBS/100 yumurta olacak sekilde soliisyonlar bu dozlara goére enjekte edilmistir.
Enjeksiyon sonrasinda yumurtada agilan delikler parafin ile kapatilmis ve
enjeksiyonyapilan yumurtalar hizli sekilde kulucka makinasina tekrar yerlestirilmistir.
Enjeksiyon isleminden 4 saat sonra (kulugkanin 178. saati) her gruptan 8 adet yumurta
Oornegi rasgele segilerek (enjeksiyon yapilmayan kontrol grubu dahil) sar1 keseler
embriyodan ayrilmis ve -20 °C’de leptin hormon diizeyinin analizine kadar

saklanmustir.

Sekil 3.2. IO enjeksiyun uygulamasi

3.2.2.4. Morfolojik ozellikler ve oransal asimetri

Kulugkada 15 giinlik embriyoda, c¢ikista (giinlik civcivlerde) ve 7 giinliik
civcivlerde, her gruptan rasgele secilen 8 adet embriyo/erkek civciv lizerinde gaga, kafa
cap1, sag ve sol incik, orta parmak ve yiiz uzunluklart 0.01 mm hassasiyetli siirgilii
kumpas ile 6l¢iilmiistiir. Bu 6rneklerden leptin hormon diizeyini belirlemek i¢in sar1 ve
kalint1 sar1 kese ornekleri ayrilarak -20 °C’de ekstraksiyon islemine kadar saklanmaistir.
Oransal asimetri degerinin hesaplanabilmesi i¢in ¢ift yonlii 6zellikler olan incik ve orta
parmak i¢in Olgiimler 3 kez tekrarlanmis ve ortalama degerler {lizerinden oransal
asimetri asagidaki formiille hesaplanmistir (Yal¢in ve Siegel, 2003; Babacanoglu ve

ark., 2015).
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Oransal asimetri =[Isol 6lglim—sag 6l¢iim)/(sol 6lgiim + sag 6l¢tim/21*¥100 (3.3).
Sag ve sol orta parmak uzunlugu tigiincii ayak parmaginin basglangicindan {i¢iincii ayak
parmaginin ucuna kadar olan kisim 6l¢iilmiistiir (Babacanoglu ve ark.,2015).

Viicut Uzunlugu: Ayni orneklerde viicut uzunlugusag kanat en altta kalacak
sekilde yatirilan embriyo/civcivlerin gaga ucundan baslanarak ayak 3. parmagin en ug
noktasina kadar yatay diizlemde cetvel lizerinde o6lgiim gergeklestirilerek saptanmistir
(Deeming, 2005; Meijerhof, 2006; Willemsen ve ark., 2008; Babacanoglu ve ark.,
2015). Sag ve sol yiiz uzunlugu: Kulak deliginden gaganin birlesim noktasina kadar
Olciilmiistiir (Babacanoglu ve ark.,2015). Sag ve sol incik: metatarsus kemiginin
ucundan ayak tabaninin basladigi noktaya kadar Ol¢iilmiistiir (Hill, 2001; Deeming,
2005). Kafa ¢api: kulak deliginden diger kulak deligine kadar olan mesafe siirgiilii
kupmas kullanilarak o6l¢iilmiistiir (Babacanoglu ve ark.,2015). Gaga uzunlugu: gaga

ucundan gaganin birlesim noktasina kadar 6l¢iilmiistiir (Babacanoglu ve ark.,2015).

3.2.2.5. Embriyosar kese ve organ agirhklar:

Kulugkanin 15. giiniinde her gruptan rasgele segilen 10 adet yumurta tartildiktan
sonra kabugu kirilarak ¢ikarilan embriyolar servikal dislokasyondan sonra embriyo
cikartilmig, sar1 kese embriyodan ayrildiktan sonra embriyo kagit havlu ile hafifce
kurulanarakembriyo agirligi dl¢iilmiistiir. Embriyodan karaciger, akciger, Kalp, beyin,
bursa fabricius, dalak, proventrikiiliis +taslik ve gogiis kasi agirliklart saptanmigtir. Ayni
Ol¢timler ¢ikistan sonra incelenecek biitiin 6zelliklerin eseye gore etkisini elemine etmek
amaci ile her gruptan rastgele segilen; ¢ikista ve ¢ikis sonrast 7 giinliik8 adet erkek
civcivdetekrarlanmustir.

Kuluckadan 6nce 8 adet yumurta sarisinda, kulugkanin 15. giinlinde ve ¢ikista
her bir gruba ait 8 adet sar1 kese/kalinti sar1 kese orneklerileptin hormon diizeyini

belirlemek i¢in -20 °C de muhafaza altina alinmustir.
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3.2.2.6. Yumurtada su kaybi

Kulugkanin 18. giiniinde her bir gruba ait 20 adet yumurta 0.01mm hassasiyetli
terazi kullanilarak tartilmis yumurta su kaybi hesaplanarak (Willemsen ve ark., 2010)
kayit altina alinmistir.

Kulucka giris yumurta agirligi-18. giin yumurta agirlig
Yumurta su kaybi(%)= ga eiris yu giriig gun yu girhig

100 (3.4
Kulugka giris yumurta agirhigi X (34)

3.2.2.7. Kulugka sonuclari

Her bir grup igin toplam kulugka siiresi kulugkanin 460. saatinden itibaren
tamamlanincaya kadar her 4 saatte bir kabugu delenler ve ¢ikanlarin yumurta
numaralart kayit altina alinmistir. DOlliiliik orani, c¢ikis giicli, kulugka randimani ve
embriyo Oliimleri erken (embriyo yasinin 1 ile 6. giinleri), orta (embriyo yasinin 7 ile
17. giinleri) ve ge¢ (embriyo yasmin 18 ile 21. giinleri) ile kabugu delen ancak
¢ikamayanlar kabuk alti Olimler olarak smiflandirilmistir (Tona ve ark.,2001)ve

asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmaistir.

Daolliiliik oran1 %= Dol yumurta /D6lstiz yumurta x100 (3.5)
Cikis giicti %= Cikan civciv /Dolli yumurta x100 (3.6)
Kulugka randimani % =Cikan civciv /Toplam konan yumurta x100 (3.7)
Erken 6liim %= Olen embriyo/Déllii yumurta x100 (3.8)
Orta 6liim %= Olen embriyo/Déllii yumurta x100 (3.9)
Geg 6liim %= Olen embriyo/Déllii yumurta x100 (3.10)
Kabuk alt1 6liim %= Olen embriyo/Déllii yumurta x100 (3.11)

3.2.2.8. Rektal sicakhik

Cikista, her gruptan rastgele secilen 8 adet erkek civcivde dijital bir termometre
yardimi ile kloak icine yaklasik 1.2 cm termometreye ait probun yerlestirilmesi ile

Ol¢iim yapilarak rektal sicakliklar kaydedilmistir (Babacanoglu, 2018).
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3.2.2.9. Etlik civciv performansi

Cikistan itibaren 7 giinliikk yasa kadar etlik civciv baslangic yemi ile beslenen
civcivler standart biiylitme kosullar1 altinda bliyiitiilmiislerdir (Yal¢in ve Kogak, 2009).
Bir haftalik performans degerlerine ait sonuclar asagidaki gibi hesaplanmaistir.

Cinsiyet orani: Disi civeiv/Toplam civciv x 100; Erkek civeiv/Toplam civciv X100
Oliim oran1 %= Olen civciv say1si/Canli civciv sayist x 100 (3.12)
Yasama giicii %=100- Oliim orani(3.13)

Toplam yem tiiketimi = Kalan yem miktar1 - Tiiketilen yem miktari (3.14)

Yemden yararlanma =Tiiketilen yem miktari (g)/ Canli agirlik (g)(3.15)

Giinliik canli agirlik artigi= 7. glin canli agirlik/7.giin (3.16)

3.2.2.10. Haraketsiz kalma siiresi

Her gruptan ¢ikisa ait 6l¢iimleri yapilan kanat numarasi belli 7 giinliik yastaki 8
adet erkek civcivde korku davranisinin bir 6l¢limii olan hareketsiz kalma siiresi ve bu
siireye ait miidahale sayis1 civcivlerden kan alimindan once 6l¢iilmiistiir. Karanlik bir
odada ahsap bir diizenek igine serilmis odun talasi iizerine sirt {istii yatirilmig civcivin
bas1 asag1 sarkacak sekilde. uyutan kisinin bir eli civcivin goégsiine temas ettikten sonra
15 sn beklenmis uyuma gerceklesmis ise el civcivin gogsiinden yavasga gekilip
hareketsiz kaldig1 siire kronometre ile dl¢iilmiistiir. Civciv 10 sn iginde hareket ederse
bu uyutma islemi 2 defa daha tekrarlanmistir. Hareketsiz kalma siiresi 600
sn’yeulastiginda islem sonlandirilarakbaska bir civciv ilizerinde islem tekrarlanmigtir

(Babacanoglu, 2010).

3.2.2.11. Kan serumu biyokimyasal analizleri

Cikista her gruptan rastgele secilen 8 erkek civcivde cerrahi islem olmaksizin
alman kan Ornekleri ELISA yontemi ile leptin hormon diizeyi ve biyokimyasal
analizlerin (serbest tri-iodotironin (T3) ve tiroksin (T4), low density lipoprotein (LDL),
high density lipoprotein (HDL), very low density lipoprotein (VLDL) trigliserid,

kreatin kinaz, iirik asit, kolesterol, toplam protein saptanmasi amaci ile kan tiiplerine
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alimmustir. Kan tiipleri Van YYU Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii laboratuvarinda
SIGMA 3 30 K marka sogutmali santrifiij cihaz1 kullanilarak 4 °C de 3750 rpm devirde
10 dakika sanriifiij edilerek elde edilen kan serumu analizler i¢in ependorf tiiplere
aktarilarak -20 °C de muhafaza edilmistir.

Serum oOrnekleri 6zel bir biyokimya laboratuvarinda Roche CREJ2 Cobas
INTEGRA 400 plus ve Cobass E 411-USA otoanalizér cihazlar1 ve bunlara ait ticari
Kitler (Cobas-ROCHE) kullanilarak biyokimyasal analizleryapilmistir.

Kolesterol: Enzimatik kolorimetrik yontemle serum 6rnegi ve kolesterol kitinden
(CHOLZ2 Kit) 142 pl kullanilarak 512/659 nm dalga boyunda okutulmustur.

Toplam Protein: kolorimetrik yontemle serum Ornegi ve toplamprotein
kitinden(TP2 kit) 152 pl kullanilarak 552/659 nm dalga boyunda okutulmustur.

HDL: Homojen kolorimetrik yontemle serum 6rnegi ve HDL kitinden (HDLC4
kit) 169.5 ul kullanilarak 583/659 nm dalga boyunda okutulmustur.

Urik asit: Enzimatik kolorimetrik ydntemle serum 6rnegi ve iirik asit kitinden
(UA2 Kit) 134 pl kullanilarak 552/659 nm dalga boyunda okutulmustur.

Trigliserid: Enzimatik kolorimetrik yontemle serum 6rnegi ve trigliserid kitinden
(TRIGL Kit) 150 ul kullanilarak 512/659 nm dalga boyunda okutulmustur.

Keratin Kinaz: UV test yontemi ile serum 6rnegi ve keratin kinaz kitinden (CK
Kit) 12.75 ul kullanilarak 340/552 nm dalga boyunda okutulmustur.

Serbest T3: Rutenyum kompleksiyle isaretlenmis spesifik anti-Ts antikoru ve Ts
kiti (FT3Kit) yarisma test yontemi ile serum Orneginden 15 pl alinarak toplam 18
dakika boyunca otoanalizor cihazda dl¢lilmiistiir.

Serbest T4: Rutenyum kompleksiyle isaretlenmis spesifik anti-T4 antikoru ve T,
kiti (FT4 1l Kit) yarisma test yontemi ile serum 6rneginden 15 ul alinarak toplam 18
dakika siireyle aotoanalizor cihazinda dl¢tilmiistir.

LDL ve VLDL ise hesap yolu ile saptanmustir.

LDL= Kolesterol -(HDL+ Trigliserid/5) (3.17)

VLDL= Trigliserid/5 (3.18)
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3.2.2.12. ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) yontemi

3.2.2.12.1. Sarn ve sar1 kese estraktlarinin hazirlanmasi

Deneme baglangicinda yumurta kalite Ozellikleri saptanan yumurtalarin 8
adedinin sar1 6rnekleri, kulugkanin 7. giin 12 saat sonra IO enjeksiyonundan sonra ve
15. giin her bir gruba ait rasgele segilen 8 adet embriyolarin sar1 keseleri ile birlikte ¢ikis
yapan giinliik erkek civcivlere ait kalint1 sar1 kese (8 yumurta/grup) orneklerinde leptin
hormon diizeyi ELISA yéntemine gére saptanmustir. Sari/sar1 kese ve kalinti sar1 kese
orneklerinde analizden Once tiim Ornekler ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur.
ELISA analizine kadar -20 °C’de tutulan yumurta sar1, sar1 kese ve kalint1 sar1 kese
ornekleri her ornekten yaklagik 20-30 mg 0.001 mg hassasiyetli terazi kullanilarak
tartilmistir.

Elde edilen 6rnek agirligi dokuz kat1 ile carpilarak eklenecek potasyum kloriir
(KCL) 140 mmol soliisyonunun hacmi belirlenmistir. Hazirlanan 6rnekler 1 dakika siire
ile homojenizatorde homojenize edildikten sonra homojenatlar santrifiij cihazinda 3750
rpm’de 10 dakika siireyle 4 °C’de santriifiij edilmistir. Elde edilen st fazdaki
supernatan ependorf tiiplere 200 pl olarak transfer edilmistir. Her bir supernatan iizerine
1 ml KCL eklenerek 1 dakika siireyle vortekslenmistir. Tiim ornekler 3750 rpm 15
dakika boyunca 4°C’de tekrar santriifiij edilmis ve bu islemden sonra her bir 6rnek 200
ul alinarak numaralanarak ependorf tiiplere aktarilip analize kadar -20 °C’de

bekletilmistir.

3.2.2.12.2. Kan serumu ve sar1/sar1 kese orneklerinde leptin hormon diizeyinin

ELIiSA yontemine gore analizi

Ticari bir markanin (Rel Assay Diagnostics Chicken LEP ELISA kit Tiirkiye) 2
adet leptin hormon kiti kullanilmistir. Lleptin hormon diizeylerleri tavuga spesifik olan 96
testlik. Kitler araciligi ile enzimatik immuno-sorbent assay analizine dayaligift antikor
sandvi¢ metodu ile ¢alisan yikama {initeli Biotek marka ELISA okuyucuda 450 nm dalga

boyunda 6l¢iilmiistiir. Yontemin asamalar1 asagidaki gibi siralanmistir:
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1. Kit ve kite ait soliisyonlar analizden 30 dakika 6nce oda sicakliginda bekletilmistir.

2. Tk kuyucuk olan kér kuyucuguna 50 ul biyotin antijen eklenmistir.

3. 2.3.45.6 ve 7. Kuyucuklara standart sollisyonlar hacimlerine gore (60ng/ml.
120ng/ml, 240ng/ml, 480ng/ml, 960ng/ml, 1920ng/ml) 50ul olacak sekilde
pipetlenmistir.

4. 96 lik plate tlizerine kor ve standartlar disinda kalan kuyucuklara eksrakt sar1 6rnekleri
ve serum Ornekleri 50ul olacak sekilde pipetlenmistir. 4.k6r kuyucugu hari¢ tiim
kuyucuklara 50ul biyotinile antijeninden 50ul ¢calisma soliisyonu eklenmistir.

5. Plate 60 dakika boyunca 37 °C’de inkiibatorde inkiibe edidi.

6.Plate inkiibatorden aliarak Biotek marka ELISA yikama cihazinda 5 defa 300 ml 25
kat deiyonize saf su ile seyreltilen yikama soliisyonu ile yikama gerceklestirilmistir.

7. Standart 50ul avidin-HRP kor hari¢ tiim kuyucuklara pipetlenmistir.

8. Plaka 60 dakika boyunca 37 °C’de inkiibatorde inkiibe edilmistir.

9.Altinct maddede agiklanan yikama iglemi bu asamada tekrarlanmistir.

10. Kor dahil tiim kuyucuklara 50ul renkli substrat (Chromogen soliisyon) eklenmistir.
11. Renklendirme islemi i¢in karanlikta 10 dakika bekletme yapilmistir.

12. Reaksiyonu durdurmak i¢in her bir kuyucukta 50ul stop soliisyon eklenmistir.

13. Bu islemden sonra 10 dakika iginde Biotek ELx800 marka Elisa okuyucuda standart
ve Orneklere ait absorbanslar elde edilmistir. Standart konsantrasyonlarina gore
cizdirilen grafigin OD degeri ile standart egrinin regresyon denklemi hesaplanmistir. Bu
hesaplamaya gore absorbans degerler formiilde yerine kondugunda sari/sar1 kese ve

serum leptin hormon diizeyleri elde edilmistir.

3.2.3 istatistik analiz

Istatistik analiz, SAS paket programinda (SAS, 2009) ANOV Akullanilarak ana
etkiler (grup, yas) ve bunlara ait ikili interaksiyonlar modelde yer almistir.
Ortalamalarin karsilastirilmasi igin TukeyHSD testi ve énemlilikler i¢in P<0.05 diizeyi

kullanilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Yumurta Kalite Ozellikleri

Kuluckadan 6nce saptanan ortalama yumurta agirhg 65.54 g, yumurta sekil
indeksi % 80.01, sar1 agirligi 20.17 g, ak agirligi 33.80 g, kabuk agirhigi 6.86 g, hava
boslugu alan1 12.48 mm, hava boslugu c¢apt 20.94 mm, ak yiiksekligi 6.04 mm, sar1
yiiksekligi 19.01 mm, ak pH’s1 9.21, sar1 pH’s1 6.47, kabuk yiizey alan1 76.09 cm?,
kabuk kalinligr 33.01 um, kabuk gegirgenligi 8.92 mg torr H,O/glin, por sayist 26.65
adet/yumurta, por ¢ap1 22.06 um olarak 6l¢iilmiistiir.

4.2. Yumurta Kabuk Sicakliklar: ve Rektal Sicaklik

Kulugkanin 7. 11 ve 19. giiniine ait kabuk sicakliklar1 tizerine 10 uygulamanin
etkisi onemli saptanirken kulugkanin 15. giliniinde IO uygulamanin etkisi Onemsiz
bulunmustur (Cizelge 4.1). Kulugkanin 7. giiniinde IO leptin gruplarinda kabuk
sicakliklart  kontrol grubuna gore Onemli diizeyde daha yiiksek bulunmustur.
Kulugkanin 11. giiniinde Lo sgrubunun kabuk sicakligi diger gruplardan énemli diizeyde
daha diigiik saptanmistir. Kulugkanin 19. giiniinde leptin uygulama gruplari ve PBS
grubu kontrolden 6nemli diizeyde daha diisiik kabuk sicakliklarina sahip olmustur
(Cizelge 4.1). Rektal sicaklikiizerine gruplar arasindaki fark istatistiki olarak onemli

bulunmamistir(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. 10 uygulamasinin yumurta sicakligr ve cikista giinliik civcivlerin rektal
sicakliklar tizerine etkisine ait ortalama ve standart hatalar

. . . .. Rektal
7. giin 11. giin 15. giin 19.giin sicaklik
10 uygulama (grup) °C °C °C °C °C
K 35.38+0.11°  37.46+0.12° 37.82+0.14 38.14+0.212 37.87+0.35
PBS 36.92+0.11*  37.50+0.12° 37.82+0.14 37.16£0.21° 38.44+0.35
Los 37.02+£0.11*  36.92+0.12° 37.49+0.14 37.05+0.21° 38.56+0.35
L, 36.48+0.11° 37.58+0.13*  37.88+0.14  37.13+0.21°  38.76+0.35
P 6nemlilik diizeyleri <0.0001 0.003 0.235 0.001 0.342

a'b'CAym situnda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar Snemlidir(P<0.05).K:
Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; L;i:1pg- leptin+100pul
PBS.
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4.3. Yumurta Sarisi ve Sar1 Kese Leptin Diizeyi

IO leptin uygulamasinin yumurta sarisi leptin diizeyine ait ortalamalar Cizelge
4.2°te verilmistir. Cizelgeden anlasilacagi iizere IO leptin uygulamasinin yumurta sarisi
leptin diizeyine etkisi istatistiksel olarak 6nemli saptanmamuistir (P>0.05). 10 uygulama
gruplar1 arasinda leptin diizeyi Lo s grubunda 661.20 ng/ml veL; grubunda618.89 ng/ml
olarak tespit edilirken, en yiiksek leptin diizeyi kontrol grubunda 669.31ng/ml olarak
tespit edilmistir.

Kulugka oOncesi yumurta sarisinda,kulugkada ve ¢ikista sar1 kesede leptin
hormon diizeyleri Cizelge 4.2’de incelendiginde en yiiksek leptin diizeyi kulugkanin 7.
giiniinde (kulugkanin 180. saatinde) IO uygulamasindan 6 saat sonra 754.17 ng/ml
seviyesinde Ol¢iilmiistiir. Kulugka Oncesi yumurta sarisi leptin diizeyi, kulugckanin 15.
giiniinde ve cikista sar1 kesedeki leptin diizeyine kiyasla istatistik olarak daha yiiksek
saptanmistir (P<0.001). Cikista kalint1 sar1 ve kulucka 6ncesi yumurta sarisindaki leptin
diizeyi arasindaki farklar 6nemsizdir (P>0.05). Leptin diizeyi kulugkanin 15. giiniinde
diger giinlerdeki yumurta saris1 veya sar1 kesedeki leptin diizeylerinden 6nemli 6l¢iide
daha diisiik bulunmustur (P<0.001).10 leptin enjeksiyon uygulamasi ve yas arasindaki
interaksiyon dnemli saptanmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. 10 uygulamasi ve yasin sar1 ve sar1 kese leptin diizeyine etkisine ait
ortalama ve standart hatalar

Sar1 leptin diizeyi

10 uygulama (grup) ng/ml

K 669.31+20.82
PBS 657.55+20.82
Los 661.20+21.28
L, 618.89+20.82
Yas

Kulugka ncesi 658.46+32.50"
Kuluganim 7.giinii 754.17+16.79%
Kuluganm 15.giinii 567.92+18.40°
Cikis 668.01+17.08"
P 6nemlilik diizeyi

Grup 0.330

Yas <0.001

Grup x Yas 0.031

*PC Ay siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklihiklar Gnemlidir(P<0.05).
K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢dzeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; L;:1pg-leptin+100ul
PBS.
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IO uygulama ve yasa gore interaksiyon sar1 kese leptin diizeyi en yiiksek
degerine 819.294+30.68ng/ml ile kuluckanin 7. giinii kontrol grubunda saptanmistir
(Cizelge 4.3). Kulugkanin 15. giiniinde kontrol grubu (520.62 ng/ml), PBS grubu
(584.19 ng/ml), Los grubu (660.69 ng/ml) ve L; grubu (492.82 ng/ml) arasindaki farklar
istatistik olarak onemlidir (P<0.05). Bu farklara gore,Los grubuna ait 15 giinliilk yasta
embriyolarin sar1 keselerinin leptin diizeyi diger gruplara gore en yliksek diizeyde
saptanmustir. Cikista, Los grubu diger grupklardan daha diisiik kalint1 sar1 kese leptin
diizeyine sahip olmus, ancak bu sonug¢ diger gruplara benzer olarak elde edilmistir.
Kulugkanin 15. giininde L; grubunda492.82 ng/ml olan sar1 kese leptin diizeyindeki en
diisiik ortalama deger IO uygulamasi (grup) ve yas arasindaki interaksiyonun énemli

bulunmasina yol agmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. 10 enjeksiyon uygulama ve yas arasindaki interaksiyonun sar1 kese leptin
diizeyine etkisine ait ortalamala ve standart hatalar

Sar1 leptin diizeyi

Yas (giin) IO uygulama (grup) ng/ml
Kulugka 7.giin K 819.29 + 30.68°
PBS 719.67 + 30.65"
Los 741.22 + 32.73%
Ly 711.86 + 35.22"
Kulucka 15.giin K 520.62 + 37.65>
PBS 584.19 +32.77"
Los 660.69 + 35.40%
L 492.82 + 37.65¢
Cikis K 668.01 = 30.65%
PBS 668.80 = 30.65%
Los 595.98 + 35.22°
Ly 651.99 + 35.22%
a¢0Ayn1 yas i¢in aym situnda farkhi harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar
6nemlidir(P<0.05).

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pug leptin + 100ul PBS; Ly:1pug-leptint100ul
PBS.

4.4. Serum Leptin ve Biyokimyasal Parametre Diizeyleri

IO leptin enjeksiyon uygulamasinin ¢ikista ve ¢ikis sonrast 7 giinliik yastaki
serum leptin, trigliserid, kolesterol, HDL, LDL, VLDL diizeylerine ait ortalamalar

Cizelge 4.4°de sunulmustur. 10 leptin uygulamasinin kan serum leptin diizeyi {izerine
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etkisi istatistiksel olarak onemli saptanmamistir (P>0.05). Gruplarda en yiiksek kan
serum leptin diizeyi Ly grubunda, en diisiik kan serum leptin diizeyi PBS grubunda elde
edilmistir (Cizelge 4.4). Kan serum leptin diizeyi lizerine yasin etkisi olduk¢a onemli
bulunmustur (P<0.001). Leptin diizeyi 7 giinliik yastaki civcivlerin serumunda 564.70
ng/ml olan leptin diizeyi giinliik yastaki civcivlerin serumunda 388.86 ng/ml leptin
diizeyine gore daha yiiksek saptanmistir (Cizelge 4. 4). Enjeksiyon uygulamasi ve ¢ikis
sonrasi yas arasindaki interaksiyon kan serum leptin diizeyi {lizerine Onemsiz
bulunmustur (Sekil 4.4). Ancak, bu interaksiyona ait ortalamalar karsilastirildiginda
yasin etkine bagli olarak ortalamalar arasindaki farklar grafiksel olarak Sekil 4.1°de
sunulmustur. 1O leptin enjeksiyon sonrasi ¢ikista kan serum leptin diizeyi en yliksek7
giinlik yasta L; grubunda (592.26ng/ml) gergeklestigi ve bunu sirasiyla Los grubu
(572.63ng/ml), kontrol grubu (562.64ng/ml) ve PBS grubu (531.56 ng/ml) izlemektedir
(P>0.05). Giinliik yastaki civcivlerin kan serum leptin diizeyinin en yiiksek L; grubunda
(430.43 ng/ml) gergeklestigi daha sonra Los grubu (384.09 ng/ml) ve kontrol grubu
(376.29 ng/ml) ile PBS grubunda (364.64 ng/ml) gerceklestigi saptanmistir (P>0.05)
(Sekil 4.1).

10 leptin enjeksiyonu uygulamasinin serum trigliserid, kolesterol, HDL, LDL ve
VLDL diizeyleri iizerine etkisi onemsiz bulunmustur (P>0.05). Serum kolesterol,
trigliserid ve VLDL iizerine yasin etkisi olduk¢a 6nemli bulunmustur (P<0.001). Serum
HDL ve LDL iizerine yasin 6nemli bir etkisi bulunmamistir (P>0.05). Artan yasla
birlikte serum trigliserid, kolesterol ve VLDL diizeyleri azalmistir (Cizelge 4.4). Serum
HDL diizeyi i¢in IO leptin enjeksiyon uygulamasi ve yas arasindaki interaksiyon 6nemli
bulunmustur (Cizelge 4.4). Bu interaksiyona ait sonuglar Sekil 4.2°de sunulmustur.
Serum HDL diizeyi en yiiksek 1O leptin uygulama gruplarinda 137.56mg/dl ile L,
grubunda, 134.63 mg/dlileLos grubundagiinliik yastaki civcivlerde gergeklesmistir. Bu
interaksiyona ait ortalamalar karsilastirildiginda 7 giinliik yasta kontrol grubu (121.58
mg/dl) ve PBS (125.16 mg/dl) grubunda yasa bagli serum HDL seviyeleri
artarkenL,grubunda (112.91 mg/dl) ve Los grubunda (120.9 mg/dl) serum HDL
seviyesinde gerileme oldugu saptanmistir ( Sekil 4.2).
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Cizelge 4.4. 10 uygulamasi ve yasin serum leptin, trigliserid, kolesterol, HDL, LDL,
VLDL diizeylerine etkisine ait ortalama ve standart hatalar

Leptin Trigliserid Kolesterol

10 uygulama (grup) ng/ml mg/dl mg/dl
K 469.31+31.85 74.31£5.72 256.49+11.86
PBS 448.10+32.97 60.00+5.72 255.65+11.86
L0.5 478.37+£32.97 68.00+5.72 241.05+11.86
L, 511.35+31.85 61.50+5.72 258.14+11.86

Yas (Giin)
0 388.86+21.80" 75.03+4.04° 336.78+8.39%
7 564.70+22.52° 56.87+4.04° 168.88+8.39"
P 6nemlilik diizeyleri

Grup 0.587 0.278 0.7230

Yas <0.001 0.001 0.001

Grup x yas 0.445 0.867 0.313

abe Ayni stitundafarkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir(P<0.05).

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; Li:1pg-leptin+100pul

PBS.

Cizelge 4.4. 10 uygulamasi ve yasin serum leptin, trigliserid, kolesterol, HDL, LDL,
VLDL diizeylerine etkisine ait ortalama ve standart hatalar (devami)

HDL LDL VLDL
10 uygulama (grup) mg/dl mg/dl mg/dl
K 120.70+4.42 121.62+4.53 14.84+1.14
PBS 123.64+4.42 123.64+4.53 11.98+1.14
L0.5 127.77+4.42 127.77+4.53 13.58+1.14
L, 125.23+4.42 125.23+4.53 12.28+1.14
Yas (Giin)
0 128.53+3.12 128.99+3.20 14.98+0.80°
7 120.14+3.12 120.1443.20 11.36+0.80°
P 6nemlilik diizeyleri
Grup 0.719 0.805 0.278
Yas 0.632 0.561 0.025
Grup x yas 0.009 0.126 0.869

abe Ayni siitundafarkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir(P<0.05).

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pug leptin + 100ul PBS; Ly:1pug-leptint100ul

PBS.
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Sekil 4.1 10 uygulama gruplarinin yaslara gore serum leptin diizeyine ait ortalamalar
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K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; Ly:1pg-leptin+100pul
PBS.

Sekil 4.2. 10 uygulama ve yas interaksiyonunun serum HDL diizeyi iizerine etkisine ait
ortalamalar

Serum iirik asit diizeyi 1O gruplar arasinda 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.5).

Serum ftirik asit diizeyi iizerine yasin etkisi 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.5). Serum
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tirik asit diizeyi lizerine grup ve yas arasindaki interaksiyon onemli saptanmamistir
(Cizelge 4.5). Serum keratin kinaz diizeyinde gruplar arasindaki fark Onemli
bulunmamuistir. Yasin etkisi kreatin kinaz {izerine 6énemli olup 7 giinliikk yastaki serum
keratin kinaz diizeyi giinliik yastaki civcivlerin serum kreatin kinaz diizeyinden daha
yiikksek bulunmustur (Cizelge 4.5). 10 uygulama * yas interaksiyonu serum Keratin
kinaz diizeyi igin Onemsiz saptanmustir (Cizelge 4.5). Serum Tj; diizeyi lizerine 10
uygulama gruplari, yas ve IO uygulamasi * yas interaksiyonuna ait etkiler dnemsiz
bulunmustur (Cizelge 4.5). Serum T, diizeyi iizerine 10 gruplarn arasindaki farklar
onemsiz olmustur (Cizelge 4.5). Serum T, diizeyi 7 gilinliik yastaki civcivlerde giinliik
yastaki civcivlerin serum T4 seviyesine gore dnemli diizeyde gerilemistir (Cizelge 4.5).
IO uygulama ve yas arasindaki interaksiyon serum T, diizeyi igin Onemli
saptanmamustir (Cizelge 4.5). Serum toplamprotein diizeyi tizerine IO gruplar
arasindaki farklar 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.5) Serum toplamprotein seviyeleri
lizerine yasin etkisi onemli bulunmustur. Yedi giinlik yastaki serum toplam protein
seviyesi giinliik yastaki civcivlerin serum toplam protein seviyesinden daha diisiik
saptanmistir (Cizelge 4.5). 10 uygulama ve yas arasinda serum toplam protein diizeyi

tizerine interaksiyon dnemli saptanmustir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. 10 uygulamasi ve yasin serum trik asit, keratin kinaz, toplamprotein, T3 ve
T, diizeylerine etkisine ait ortalama ve standart hatalar

Urik asit Keratin kinaz Toplam T, T,
protein
10 uygulama mg/dl u/ mg/dl pg/ml ng/ml
K 6.62+0.56  5221.37+533.64  1.95+0.05 8.91+0.94 5.44+0.64
PBS 5.88+0.56  5132.56+533.64  1.91+0.05 11.20+0.94  6.77+0.64
Los 5.13£0.56  5332.01+£533.64  1.83+0.05 10.53 +0.97  6.66+064
L, 6.10£0.56  5309.93+533.64  1.95+0.05  11.11£0.94  7.02+0.64
Yas (Giin)
0 6.02+0.40 3851.37+533.64°  51+0.03" 6.79+0.67  9.76+0.45°
7 5.84+£0.40 6646.56+533.64% 30+0.03% 14.0940.66  3.18+0.45°
P 6nemlik diizeyi
Grup 0.320 0.993 0.363 0.321 0.312
Yas 0.755 <0.001 <0.001 0.755 <0.001
Grup x Yas 0.847 0.274 0.017 0.847 0.255

ab Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar nemlidir(P<0.05).
K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; L;:1pg-leptin+100pul
PBS
Serum toplam protein diizeyi en yiiksek kontrol grubunda (2.42 mg/dl), PBS

grubunda (2.41 mg/dl) 7. glnliik yastaki civcivlerde tespit edilirken, giinliik yastaki



42

civcivlerde ise en yiiksek L; grubunda (1.66 mg/dl) ve Lo s grubunda (1.51 mg/dl) olarak
tespit edilmistir. Uygulama ve kontrol gruplarindagiinliik yastaki civcivlerin serum
toplam proteindiizeyinindaha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu sonug, 10 uygulama grup

ve yag arasindaki interaksiyonun énemli olmasina neden olmustur (Sekil 4.3).

2,5 1

1,5 A
W giinliik yas
1 A m 7 giinliik yas

Toplam protein mg/dl

0,5 1

K PBS LOo,5 L1
10 uygulama gruplar1

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; L;:1pg-leptin+100ul
PBS

Sekil 4.3. 10 uygulamasi ve yas interaksiyonunun toplam protein diizeyi lizerine
etkisine ait ortalamalar

4.5 Morfolojik Ozellikler ve Oransal Asimetri

Kulucka donemi ve ¢ikista embriyo/civeiv uzunluk ortalamalar: iizerine gruplar
arasinda onemli bir fark bulunmamistir (Cizelge 4.6). Kulugkanin 15. giinii,giinliik ve
7ginliikk yaslarda embriyo/civciv uzunlugu iizerine yasin etkisi onemli olmustur
(Cizelge 4.6). 10 enjeksiyon uygulamasi ve yasin embriyo/civciv uzunlugu tizerinde
interaksiyonu 6nemli saptanmistir (Sekil 4.4). Embriyo/civeiv uzunluklarr yasa bagl
olarak en yiiksek 7 giinliik yasta kontrol (27.56 cm), PBS (26.93 cm) ve Lo s gruplarinda
(26.22 cm) tespit edilmistir (Sekil 4.4).

Gaga uzunlugu {izerine gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir (Cizelge
4.6). En yiiksek gaga uzunlugu Lo s grubunda 6.35 mm ile gergeklesirken, en kisa gaga

uzunlugu PBS grubunda 6.17 mm olarak saptanmistir. Gaga uzunlugu tizerine grup ve
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yas arasindaki interaksiyonun etkisi 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.6). 10 enjeksiyon
uygulamasinin yasa goére gaga uzunlugu lizerindeki onemli interaksiyon etkisine ait
sonuglar Sekil 4.5°de verilmistir. Gaga uzunluklar1 her bir IO enjeksiyon gruplari
arasinda embriyonik yasin 15. giiniinde diger iki yasa gore onemli diizeyde daha diisiik
saptanmistir (Sekil 4.5). Dolayisiyle, bu interaksiyonun kaynagini yas olusturmustur
(Sekil 4.5).

Kafa gapi, sag ve sol yiiz uzunluklarmin ortalamasi tizerine gruplar arasinda
onemli bir fark bulunmamistir (Cizelge 4.6). Kafa cap1, sag yliz ve sol yiiz ortalamalar1
tizerine yasin etkisi onemli bulunmustur (Cizelge 4.6). Artan yasla birlikte incelenen bu
lic uzunluga ait ortalama degerler 6nemli diizeyde artmistir. 10 uygulamasinin kafa

cap1, sag ve sol yiiz uzunluklar iizerine grup ve yas arasindaki interaksiyon onemli

saptanmamustir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. 10 uygulamasi ve yasin embriyo uzunlugu, kafa ¢api, gaga, sag yiiz, sol
yiiz lizerine etkisine ait ortalama ve standart hatalar

Embriyo/civciv Gaga Kafa ¢ap1 Sag yiiz Sol yiiz
uzunlugu
10 uygulama grup cm mm mm mm mm
K 18.65+0.14 6.25+0.05 16.90+0.11 12.40+0.14 12.50+0.12
PBS 18.69+0.14 6.17£0.05 17.02+0.11  12.48+0.14 12.50+0.12
Los 18.69+0.14 6.35+0.05 16.90+0.11  12.33+0.14 12.76+0.12
L, 18.73+0.14 6.25+0.05 16.90+0.11 12.44+0.14 12.49+0.12
Yas (Giin)
15 10.83+0.12° 4.16+0.04° 14.14+0.10° 9.98+0.124° 10.21+0.10°
0 18.78+0.12°  6.29+0.04° 17.00+0.10° 13.07+0.124°  13.17+0.10°
7 26.47+0.12° 8.31+0.04*° 19.78+0.10 14.19+0.124* 14.35+0.10°
P 6nemlilik diizeyi
Grup 0.984 0.135 0.958 0.897 0.382
Yas 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Grup x Yas 0.017 0.014 0.976 0.508 0.464

400 Ayns siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir(P<0.05).
K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Lgs: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; Li:1pg- leptint100ul

PBS.
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Sekil 4.4. 10 uygulama ve yas interaksiyonunun embriyo/civciv uzunluguna etkisine ait
ortalamalar
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IO uygulamasinin sag ve sol parmak, sag ve sol incik uzunluklari {izerine
etkisinin 6nemsiz oldugu saptanmistir (Cizelge 4.7). Yasin etkisi ile sag ve sol parmak,
sag ve sol incik uzunluklarmin arttigr saptanmistir (Cizelge 4.7). 10 uygulama * yas
interaksiyonu sag parmak uzunlugu iizerinde 6nemsiz iken sol parmak, sag ve sol incik

uzunluklari tizerinde 6nemli saptanmstir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. 10 uygulama ve yasin sag parmak, sol parmak, sag incik, sol incik iizerine
etkisine ait ortalama ve standart hatalar

Sag parmak  Sol Parmak Sag incik Sol incik
10 uygulama (grup) mm mm mm mm
14.41+0.187 14.27+0.14*  17.19+0.17* 17.07+0.16
PBS  14.24+0.187 14.32+0.14* 16.98+0.17*  17.03+0.16
Los  13.86+0.187 13.92+0.14° 16.52+0.17°  16.64+0.16
L, 14.24+0.187  14.04+0.14® 16.80+0.17°  16.38+0.16
Yas (gtin)
15 7.65+0.162°  7.79+0.12°  10.31+0.14°  10.22+0.14°
0 14.440.162°  13.93+0.12° 16.87+0.14°  16.73+0.14"
7 20.6740.162°  20.46+0.12°  23.44+0.14%  23.40+0.14°
P 6nemlilik diizeyi
Grup 0.226 0.282 0.494 0.890
Yas <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Grup x yas 0.422 0.001 0.045 <0.001

a'b'CAynl siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0.05).
K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 ug leptin + 100ul PBS; L;:1pg-leptin+100pul
PBS.

IO uygulama * yas interaksiyonu sol parmak, sag ve sol incik uzunliuklart
tizerinde 6nemli saptanmasi ile elde edilen ortalama degerler Sekil 4.6; Sekil 4.7; Sekil
4.8’de verilmistir. Sol parmak uzunlugunun 7 giinliik yasta Losgrubunda L; grubundan
farkli olmayip kontrol ve PBS grubundan daha diisiik elde edilmesi bu interaksiyonun

kaynagini olusturmustur (Sekil 4.6).
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® kulugka 15. gin
M glinlik yas
m 7 gunlik yas

PBS LO,5 L1
10 uygulama gruplari

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100pl PBS; L;:1pg-leptin+100ul

PBS.

Sekil 4.6. 10 uygulamasina ve yasa ait interaksiyonun sol parmak, uzunluguna etkisine
ait ortalama ve standart hatalar

IO uygulama * yas interaksiyonu sag incik uzunliuklari iizerinde Onemli

saptanmasi ile elde edilen ortalama degerler Sekil 4.7 de verilmistir. Sag incik

uzunluklar1 bakimindan 6nemli saptanan grup yas interaksiyonunun nedeni 1O leptin

uygulama gruplarinin kontrol ve PBS gruplarina gore 7 giinliilk yasta daha kiiciik
olmasidir (Sekil 4.7).
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PBS LO,5 L1
10 uygulama gruplari

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; Li:1pg-leptin+100pul

PBS.

Sekil 4.7. 10 uygulamasina ve yasa ait interaksiyonun sag incik uzunluguna etkisine ait
ortalama ve standart hatalar
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Sol incik uzunluklart bakimindan 6nemli saptanan grup yas interaksiyonunun
nedeni 1O leptin uygulama gruplarinin kontrol ve PBS gruplarina gore 7 giinliik yasta
daha kii¢iik olmasidir (Sekil 4.8).
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3 d m 7 gunlik
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0,00 r T T f

K PBS LO,5 L1

10 uygulama gruplart

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; L;:1pg-leptin+100ul
PBS.
Sekil 4.8. 10 uygulamasina ve yasa ait interaksiyonun sol incik uzunluguna etkisine ait
ortalama ve standart hatalar

10 uygulamasinin orta parmak ve incik uzunlugunun oransal asimetri degeri ve
bu uzunluklara ait ortalama asimetri degeri iizerine etkisine ait ortalama Cizelge 4.8’de
sunulmustur. Orta parmak uzunluguna ait oransal asimetri degeri 10 uygulama gruplar1
arasinda 6nemli bulunmamistir. Incik uzunlugu oransal asimetri iizerine grup etkisi
o6nemli bulunmus, L; grubunun oransal asimetri incik degeri en yiiksek Los grubu ve
kontrol ve PBS gruplarinda énemli diizeyde saptanmustir (Cizelge 4.8). Incik uzunlugu
oransal asimetri degeri Los grubunda kontrol ve PBS gruplarina gore daha yliksek
saptanmustir (Cizelge 4.8). Incik ve orta parmak uzunluklarinin ortalama oransal
asimetri degeri iizerine IO uygulamasinin etkisi 6nemli bulunmamustir. incelenen
yaglara gore orta parmak ve incik ile bu uzunluklara ait ortalama asimetri degerleri
onemli bulunmustur. Orta parmak uzunluguna ait oransal asimetri kuluckanin 15.

giiniindeki embriyolarda c¢ikistan sonraki civcivlere gére daha yiiksek elde edilmistir
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(Cizelge 4.8) Incik uzunluguna ait oransal asimetri ¢ikista giinliik civcivlerde en diisiik
olup, 7 giinliik civcivlerde 0.84 olarak daha yiikksek bulunmustur (Cizelge 4.8).
Ortalama orta parmak ve incik uzunluklarna ait oransal asimetri kulugkanin 15.
giinlindeki embriyolarda cikistan sonraki gilinliik ve 7 giinliik civcivlere goére daha

yiiksek saptanmustir (Cizelge 4.8)

Cizelge 4.8. 10 uygulama ve yasin orta parmak ve incik uzunlugunun oransal asimetri
degeri ve ortalama asimetri degeri tizerine etkisine ait ortalama ve standart

hatalar
10 Uygulama (grup) Orta parmak Incik Ortalama Oransal asimetri
K 0.96+0.18  0.74+0.33° 0.83+0.10
PBS 1.17£0.18  0.72+0.34° 0.89+0.10
L0.5 1.16+0.18  1.39+0.33" 0.98+0.11
L1 1.3740.18  1.74+0.33° 1.20+0.12
Yas(giin)
15 1.4440.12%  2.59+0.22° 1.27+0.09%
0 1.13+0.11%*  0.61+0.26" 0.83+0.08°
7 0.84+0.16°  0.84+0.37" 0.84+0.11°
P 6nemlilik diizeyi
Grup 0.507 0.0002 0.264
Yas 0.006 <0.001 0.053
Grup x Yas 0.874 <0.001 0.103

2¢ Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 5nemlidir(P<0.05).
K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pug leptin + 100ul PBS; Ly:1pug-leptint100ul
PBS

IO uygulama gruplarn ile incelenen yaglar arasinda orta parmak uzunlugu ve
ortalama oransal asimetri iizerinde 6nemli interaksiyon saptanmazken incik uzunlugu

oransal asimetri tizerinde bu interaksiyon 6nemli bulunmustur (Sekil 4.9).
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K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pug leptin + 100ul PBS; Ly:1pg-leptint100ul
PBS.
Sekil 4.9. 10 uygulamasina ve yasa ait incik oransal asimetri degeri ve ortalama asimetri
degeri lizerine etkisine ait ortalama ve standart hatalar

4.6 Organ Gelisimi

Kulucka donemi ve cikista embriyo/civciv agirlifi ortalamasi {izerine gruplar
arasinda 6nemli bir fark bulunamamistir (Cizelge 4.9). Civciv canliagirhign 7 giinliik
yasta en disik Los grubunda (169.04), en yiikksek PBS grubunda(194.21)
gerceklesmistir.

IO uygulamasmin kulucka ve giinliik yastaki embriyo/civciv oransal sar1 kese
agirligi tizerine grup ve yasin etkisi 6nemsiz saptanmistir (Cizelge 4.9).Oransal sar1 kese
agirligt embriyonik Yyasmn 15. gilinlinde IO uygulama gruplarinda daha yiiksek
saptanmustir (Cizelge 4.9).

Yasin etkisi ile oransal karaciger agirligi artarken oransal akciger agirligi kontrol
grubu digindaki diger gruplarda azalmistir. Yedi giinlikk yastaki civcivlerde akciger
agirligi 10 uygulama gruplarinda gerilemistir(Cizelge 4.9).

Kalp oransal agirligi PBS grubunda embriyonik dénemde diger yas gruplardan
yiiksek oldugu, yasla birlikte kalp agirliginda diisme oldugu saptanmustir. (Cizelge 4.9).
IO uygulamanin pankreas agirhiginda yasla birlikte artig1,7 giinliik yasta leptin
gruplarinda diger gruplardan yiiksek oransal kalp agirligi oldugu saptanmistir. Bursa
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agirh@inin yagla birlikte artigi tespit edilmistir. 10 uygulamasisnin beyin agirlig
embriyonik yasta yiiksekken, ¢ikis ve sonraki yaslarda diistiigli saptanmistir. Beyin
agirhigr 7. giinde 10 uygulama gruplariin PBS ve kontrol gruplarindan daha yiiksek
saptanmustir (Cizelge 4.9). Bagirsak agirligi embriyonik ve giinliik yasta 10 uygulama
gruplarinda yiiksek oldugu embriyonik 15. giiniinde enyiiksek oransal organ agirligi
PBS grubunda oldugu tespit edilmistir. Giinlik yasta en yiiksek bagirsak agirlig
L;grubundatespit edilmistir IO uygulamasinin yasla birlikte proventrikiiliis + taslik
organ agirhigini arttirdigi belirlenmistir. IO uygulamasi dalak agirligini 6nemli diizeyde
etkilemistir (Cizelge 4.9). 10 uygulamasinin oransal gogiis agirligi tizerine yedi giinlikk
yasta herhangi bir etkisinin olmadig1 saptanmistir(Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. 10 uygulamanin embriyo/civciv ve organ gelisimi iizerine etkisine ait
ortalama ve standart hatalar

Embriyo/civciv  Sari kese agirligi*  Karaciger Akciger Kalp Pankreas
Yas g % % % % %
Kulugka 15. giinii K 14.21+0.55 27.15+1.98 1.87£0.09°  0,94+0.07° 0.67+0.02° -
PBS  13.57+0.55 25.10+1.98 2.40+0.10° 1.2240.07* 0.850.02 -
Los  14.79+0.55 28.9242.12 2.05£0.11% 1.06+£0.07% 0.73+0.02° -
L, 14.01+0.55 28.63+2.22 1.96+£0.09° 1.10£0.07® 0.72+0.02° -
P degeri 0.439 0.570 0.007 0.051 0.004 -
0.giin K 44.79+1.03 12.80+0.99 243013 0.90+£006  0.62+0.11 0.28+0.06
PBS  44.58+1.03 9.75+0.99 2.67£013  1.05+£006  0.84+0.11 0.14+0.06
Los  44.73+1.03 10.68+0.99 2.76£013  1.09+006  0.69+0.11 0.15+0.06
L,  44.56+1.03 9.69+0.99 2.76£013  1.112006  0.6620.11 0.15+0.06
P degeri 0.998 0.120 0.270 0.105 0.818 0.350
7.giin K  180.85+7.07 - 3.70£0.15  0.92+0.04  0.66+0.03  0.45+0.03
PBS  194.2147.07 - 3.41£0.15  0.93+0.04  0.68+0.03 0.39+0.03
Los  169.04+7.07 - 3.65£0.15  0.8320.04  0.65+0.03  0.47+0.02
L, 176.34+7.07 - 3.66£0.15  0.84+0.04  0.64+0.03  0.48+0.02
P degeri 0.128 - 0.563 0.196 0.884 0.219

*Sar1 kese kulugkanin 15. glinlinde yumurta agirligina ¢ikista civcivagirligina oranlanmistir

% Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 5nemlidir(P<0.05).

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pug leptin + 100ul PBS; Ly:1pg-leptint100ul
PBS.
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Cizelge 4.9. 10 uygulamanin embriyo/civciv ve organ gelisimi {lizerine etkisine ait
ortalama ve standart hatalar (devam)

Bursa Beyin Bagirsak  Proventrikulus Dalak Gogiis
Yas giin % % % % % %
Kulugkanm 081003 2.93£1.17 1174155 2.8140.155  0.070.05 )
15.giinli

PBS 0.10+0.03 2.92+1.17 1.78+1.45%  3.1140.155  0.09+0.04 -
Los 0.17+0.03 2.86+1.17 1.35£1.45°  3.11£0.155  0.14+0.14 -
Ly 0.0940.03 2.92+1.17 1.44+1.45%  2.96£0.155  0.04+0.04 -

P degeri 0.282 0.994 0.051 0.481 0.560 -

0.giin yas K 0.11£0.01 2.16£0.17 4.61£0.56®  5.71£0.32  0.05+0.01 -
PBS 0.1140.01 2.14+0.18 4.74+0.56®  6.1740.32  0.06+0.01 -
Los 0.11£0.01 2.00£0.17 4.03£0.56°  6.08£0.32  0.03+0.01 -
L, 0.13£0.01 1.9240.17 6.2240.56°  6.75:0.32  0.04+0.01 -

P degeri 0.737 0.747 0.052 0.168 0.617 -

7.giin yas K 0.15£0.01 0.65£0.03 10.40+038  6.95:0.35  0.07+0.01 9.63+0.41
PBS 0.15:0.01 0.63+0.03 9.44+0.38  6.76+0.350  0.06+0.01 10.89+0.41
Los 0.17£0.01  0.70£0.03 1031038  7.2040.35  0.07+0.01 9.62+0.41
Ly 0.15£0.01 0.71£0.03 10.64+038  7.58+0.35  0.06+0.01 9.98+0.41

P degeri 0.482 0.279 0.192 0.715 0.863 0.199

*Sar1 kese kulugkanin 15. glinlinde yumurta agirligina ¢ikista civcivagirligina oranlanmistir

% Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar dnemlidir(P<0.05).

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pug leptin + 100ul PBS; Lq:1pg-leptint100ul
PBS.

4.7 Kulucka Siiresi

I0 gruplart arasinda yumurta agirligi bakimindan (Cizelge 4.10) ve kabugu
delme zamani bakimindan guruplar arasindaki fark 6nemli bulunmamistir. En erken
kabugu delenL; grubu 473.07saat ile diger gruplarin kabugu delme zamaninagore
onemli bir fark olusturmamistir (Cizelge 4.10). Toplam kulugka siiresi bakimindan en
erken ¢ikis L; grubunda 480.60 saat, Lo 5 grubunda 482.62 saat, K grubunda 484.35 saat
ve PBS grubunda 488.64 saat olarak gerceklesmistir(Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. 10 uygulama ve yasmn ve yumurta agirhigi, kabugu delme ve ¢ikis
zamanina etkileri ortalama ve standart hatalar

Yumurta agirhigi Kabugu delenler Cikis

10 uygulama (grup) g saat saat

K 63.5240.38 475.35+1.13°  484.35+1.05°
PBS 63.86+0.38 477.57£1.28°  488.64x1.24°
Los 63.33+0.38 47427+1.31°  482.62+1.30°
L, 63.00+0.38 473.07+1.63° 480.6+1.47°
P dnemlilik diizeyi  Grup 0.451 0.139 0.0004

ab Ay siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir(P<0.05).
K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pug leptin + 100ul PBS; Ly:1pg-leptint+100pul
PBS.

4.8. Kulucka Sonuclar

IO gruplar arasinda su kaybi bakimindan gruplar arasinda Onemli fark
bulunmamistir (Cizelge 4.11). Su kaybi en yiiksek Losgrubunda  %11.77olarak
gerceklesirkenl; grubunda %10.39, K grubunda %10.99, PBS grubunda ise %11.25
olarak saptanmistir(Cizelge 4.11).

Délliiliik orani, ¢ikis giicli ve kulucka randimani iizerine IO uygulamanin etkisi
onemsiz olarak saptanmustir (Cizelge 4.11). Benzer sekilde, embriyonik &liimler

tizerinde IO uygulamasinin etkisi dnemsiz olmustur (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 10 uygulama ve yasin kulugkanin 19. giiniinde yumurta su kaybidolliilik
orani, kulugka randimani, ¢ikis giicii, erken 6liim, orta 6liim, ge¢ 6liim,
kabuk alt1 degerlerine ait ortalama ve standart hatalar

19. giin su Dolliiliik Kulugka Cikis giicti
kayb1 orani randimant
10 uygulama grup % % % %

K 10.99+£0.99  85.39+£3.40 72.40+7.34 77.12+7.89

PBS 11.25+0.99  78.96+3.40 70.00+7.34 70.20+7.89

Los 11.77£0.99  88.97+3.40 62.67+7.34 74.07+7.89

Ly 10.39+£0.99  91.21£3.40 70.67+7.34 77.90+7.89

P 6nemlilik diizeyi 0.745 0.096 0.789 0.457

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; L;:1pg-leptin+100pul
PBS.



53

Cizelge 4.11. 10 uygulama ve yasin kuluckanin 19. giinlinde yumurta su kaybidolliiliik
orani, kulugka randimani, ¢ikis giicii, erken 6liim, orta 6liim, gec¢ 6liim, kabuk
alt1 degerlerine ait ortalama ve standart hatalar (devam)

Erken 6liim Orta 6liim Geg dlim Kabuk alt1
10 ygulama grup % % % %
K 1.45+0.36 5.45+0.31 9.30+0.63 6.68+0.25
PBS 8.00+0.36 5.80+0.31 8.00+0.63 8.00+0.25
Los 6.61+0.36 8.65+0.31 8.00+0.63 2.67+0.25
Ly 7.50+0.36 2.60+0.31 5.30+0.63 6.70+£0.25
P 6nemlilik diizeyi 0.177 0.344 0.647 0.702

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pug leptin + 100ul PBS; Ly:1pg-leptint100ul
PBS.

4.9. Performans

Cizelge 4.12° de sunulan tiim 6zelliklere ait sonuglar sayisal ortalamalari temsil
etmektedir. Yem tiiketimi IO uygulama gruplarinda PBS ve kontrol gruplarina gore
diistik saptanmistir (Cizelge 4.12). Yedi giinliikk canli agirhik artisi en yiiksek K
grubunda 185.19 g olarak gergeklesirkenL;grubunda 183.99 g,PBSgrubunda 179.44g ve
Losgrubunda 183.99 g olarak saptanmistir(Cizelge 4.12).Yemden yararlanma orani 10
leptin gruplarinda K ve PBS gruplarina gore daha diisiik saptanmistir (Cizelge 4.12).
Cinsiyet oran1 disilerde K grubunda % 50, PBS grubunda % 45, Lo s grubunda % 37.L;
grubunda % 47 olarak gergeklesmistir (Cizelge 4.12). Cinsiyet orani erkeklerdeen
yiiksek Los grubunda %63,PBS grubunda %55,L; grubunda %53 ve K grubunda % 50
oraninda gergeklesmistir(Cizelge 4.14). Oliim orani en yiiksek PBS grubunda % 6.45
oraninda gergeklesirken en diisiikk 6liim oran1 L; grubunda % 2.5 olarak gergeklesmistir.

Yasama giicii en yiiksek L;grubunda %97.5 olarak saptanmistir(Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. 10 uygulamasi ve yasin performans degerlerine ait ortalamalar

Giinliik yem 7 glinliik canl Yemden Ciniyet.orani
titketimi agirhik yararlanma disi
10 uygulama grup g g %
K 19.65 185.19 1.35 50
PBS 20.44 179.44 1.25 45
Los 17.51 183.99 1.49 37
Ly 15.43 167.41 1.55 47

K:Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin+100ul PBS; Li:1ug-leptin+100ul PBS
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Cizelge 4.12. 10 uygulamasi ve yasin performans degerlerine ait ortalamalarin (devam)

Ciniyet oran1 erkek Ollim orani Yasama giicii
10 uygulama (grup) % % %
K 50 2.94 96.87
PBS 55 6.45 93.54
Los 63 3.70 96.30
Ly 53 2.50 97.5

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 pg leptin + 100ul PBS; Ly: 1pg-leptin+100pl
PBS

4.10. Hareketsiz Kalma Siiresi

Hareketsiz kalma siiresi ve miidahale sayisi iizerine |Ouygulamasinin etkisi
onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.13). Miidahale sayis1 (1.87) ve hareketsiz kalma siiresi
(93.50 sn)bakimindan Ligrubu diger gruplara gore daha yiiksek saptanmistir (Cizelge
4.13).

Cizelge 4.13. 10 uygulamasihareketsiz kalma siiresi lizerine etkisine ait ortalama ve
standart hatalar

10 uygulama (grup) Miidahale sayis1 Hareketsiz kalma (sn)
K 1.37+0.25 72.12+7.8
PBS 1.66+0.29 24.83+7.8
Los 1.60+0.22 67.10£7.8
Ly 1.87+0.25 93.50+7.8
P 6nemlilik diizeyi 0.586 0.198

K: Kontrol; PBS: 100 pl fosfat tampon ¢ozeltisi; Los: 0.5 ug leptin + 100ul PBS; L;:1pg-leptin+100pul
PBS
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada kulugkalik yumurta i¢i (in ovo) leptin enjeksiyonunun etlik pili¢
embriyolarinin gelisimi, morfolojik 6zellikleri ile bu 6zelliklere ait asimetri gelisimi ve
cikistan sonra 7 giin biiylitme sonunda korku davranisi ve performans olg¢iitleri ile ¢ikis
sonrasi erken gelisme donemi boyunca kan lipid metabolizmasina ait biyokimyasal
parametreler lizerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagcla, c¢alismanin
deneme agamasi baslatilmadan 6nce 6rnek materyali olan yumurtalar1 temsilen rasgele
secilen 25 adet yumurtada IO yontem uygulanacagindan yumurta kabuk kalite
ozellikleri, sar1 pH’s1 ve diger yumurta kalite 6zellikleri 6l¢iilmiis ve ortalama degerler
bulgular boliimiinde sunulmustur. Incelenen tiim kalite 6zelliklerinin yapilan ¢alisma
sonuglarinda belirtilen kalite sonuglari ile uyumlu oldugu (Babacanoglu, 2018) ve
kabuk kalite oOzellikleri ile birlikte ortalama sar1 pH degeri 10 enjeksiyonunun
uygulanabilirligini ortaya koymustur.

Kulugkanin 7. giiniinde 1O leptin enjeksiyon gruplarinda kabuk sicakliklarinin
kontrol grupuna gore onemli diizeyde daha yiiksek bulunmasi, bu yiiksek sicakligin 0.5
pg leptin  enjeksiyonunun embriyonun metabolizmasini hizlandirdiginm1  ortaya
koymaktadir. Bu sonug, 0.5 pg leptin 10 enjeksiyonunun metabolik indikatdrlerin
degisimine bagli olarak embriyonun metabolizmasini hizlandiran bagka bir ¢alisma
sonucu ile uyumlu bulunmustur (Cellak ve Babacanoglu., 2018). Tavuk embriyosunun
yumurta sari kesesinde leptin sentezi oldugu (Ashwell ve ark., 1999b) ve embriyo
gelisiminin 3. giiniinden sonra leptin hormon ekspresyonunun baglamasi1 (McMurtry ve
ark., 2000) leptin hormonunun kulugkanin 3. giiniinden sonra sarida var oldugunu
ortaya koymaktadir. Ancak, bu hormonun yumurtadaki varligi biyolojik olarak aktif
olup-olmadigini ortaya koymamaktadir. Bununla birlikte bu c¢alismada, kulugkanin 7.
giiniinde embriyonun sar1 kesesine uygulanan 1 pg leptin diizeyine kiyasla 0.5 pg
leptinuygulamasinin embriyonun kabuk i¢ zarin1 deldigi donemden sonra embriyonun
metabolizmasin1 geriletti§i ortaya c¢ikmistir. Yumurta sarist leptin diizeylerindeki
degisikliklerin arastirildig1 bir ¢alismada, yumurta sarist leptin diizeyinin kulugkanin 1.

ve 3. giinlerinde 11. giline gore daha yiiksek olmas1 (Huang ve ark., 2008)bes giinliik
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civciv embriyolarinin beyin, bursa, kalp, karaciger, kas ve dalaginda leptin mRNA
varligindan s6z edilmesi (Ashwell ve ark., 1999b), kulugkanin ilk yarisinda tavuk
embriyosunun sar1 kesesinde bulunan leptinin bizim ¢alisma sonuglarimiza gore de 7.
giinden itibaren aktif oldugunu ortaya koymaktadir.

Kulugka Oncesi yumurta sarisinda, kuluckada ve ¢ikista sar1 kesede leptin hormon
diizeylerinin yasa bagl degisimi incelendigindeen yiiksek leptin diizeyi kuluckanin 7.
giinlinde (kulugkanin 180. saatinde) IO uygulamasindan 6 saat sonra 754.17 ng/ml
olarak gerceklestigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica, kulugkanin 15. giinlindeki leptin diizeyinin
baslangi¢ sar1 leptin diizeyi ve ¢ikista kalint1 sar1 kese leptin diizeyinden daha diisiik
elde edilmesine ek olarak kabuk sicakligi ile iligkili bir bigimde kulugkanin 15. giiniinde
bu degisimin goézlenmesi leptin hormon diizeyinin diismesi ile baglantili olabilir.
Kulugkadan 6nce yumurta sarisinda leptin varligi (658.46 ng/ml) bu hormonun maternal
kokenli oldugunu ve disi etlik damizligin plazmasi aracilifi ile sar1 foliikiillerine
aktarildigin1 gostermektedir. Benzer sekilde,yumurta i¢inde bulunan leptinin maternal
kokenli veya dogrudan folikiillerden salgilandigi da tahmin edilmektedir (Cassy ve ark.,
2003). 10 uygulamalar iginde Ozelikle maternal etkiye dayali etkilerin saptanmasi
olduk¢a 6nemli olup disi damizliktan yumurta sarisina aktarilan maternal hormonlarin
etkisinin yumurta sarisi ya da sari keseye enjeksiyonu caligmamizin konusunu
kapsamaktadir (Henry ve Burke, 1999; Babacanoglu ve ark., 2018). Bizim
calismamizda, kuluckadan oOnce yumurta sarisinda ve kulugkanin 7. gilinlinde IO
uygulamasindan hemen sonra uygulama ve kontrol grubunda sari keselerde leptin
hormon varlig: (819.29 ng/ml) leptinin maternal kokenli oldugunu ortaya koymaktadir.
Ayrica, maternal leptinin etkisini arastirmak amaci ile etlik damizlik yumurtalarina
kulugkaya girisden once i¢inde 0.5 pg rekominat fare leptinin IO enjeksiyonunun,
karaciger leptin sekresyonunu degistirmesi sonucu maternal leptinin roliinii de ortaya
koymaktadir (Hu ve ark.,2012).

Bu caligmada, sar1 leptin diizeyi embriyonik yasa bagli olarak degisim
gostermistir. Kulugkanin 7. giiniinde enjeksiyon yapilmayan grupta sar1 kese leptin
diizeyinin tiim enjeksiyon gruplarindan ayn1 embriyonik yasta istatistiksel olarak farkli
olmamasina karsilik kulugkanin 15. giiniinde 6nemli diizeyde yiiksek olmasi bu yorumu
dogrulamaktadir. Yasa bagli leptin diizeyindeki degisimler (Cassy ve ark.,2004 b)’e ait

calisma sonucunda da bu yorum benzer sekilde yapilmistir.Kulugkanin 7. giiniinde 10
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enjeksiyon aracilig ile uygulanan farkli leptin dozlarinin erken gelisme dénemi olan 1
haftalik siire boyunca erkek civcivlerin serum leptin diizeyi ilizerine etkisinin dnemli
olmamasi, sar1 kese ve kalint1 sar1 kese leptin diizeyinin degismemesi ile iliski olabilir.
Buna karsilik,yasa bagli degisime gore 7 gilinlilk yastaki civcivlerin serum leptin
diizeyinin ¢ikista giinliik yastaki civcivlere gore daha yiiksek olmasi artan yasla birlikte
serum leptin diizeyinin arttigin1 ortaya koymustur. Bu sonucu, yas ve 10 uygulama
arasinda ¢ikan interaraksiyona ait sonuglar incelendiginde her bir grupta yasla kan
serum leptin diizeyinin artarak degisim gostermeside dogrulamaktadir.

Cikistan sonra erken gelisme donemi boyunca incelenen 2 farkli civeiv yasina
gore 10 leptin enjeksiyonunun kan lipid metabolizmasi (serum trigliserid, kolesterol,
LDL ve VLDL diizeyleri) ilizerine etkisi olmadigi, ancak kan serumu HDL diizeyi
tizerine 10 uygulama ve yasin etkisinin 6nemli oldugu bu ¢alismada sonu¢lanmistir. Bu
interaksiyonun nedeni 1 pg leptinin embriyonik yasin 7. giiniinde sar1 keseye enjekte
edilmesi ile 7 glnliikk yastaki civcivlerin kan serum HDL diizeyinin ¢ikista giinliik
civcivlerin kan serum HDL diizeyine gore ve enjeksiyon yapilmayan grup ile sadece
sollisyon enjeksiyonu yapilan gruptan daha diisiik olmasindan ileri gelmistir. Bu sonug,
giinliik etlik civcivlerde IO leptin uygulamasiin karaciger lipid metabolizmasi ve
MRNA ekspresyonunu etkilemesi ile serum trigliserid diizeyini arttirip, karaciger
trigiserid diizeyinin azaldigimi bildiren (Hu ve ark., 2012) g¢alisma sonuglar1 ile
iliskilendirebilinir. Bu sonugtan hareketle, yiiksek dozda leptin ile muamele edilen 7
giinliik civcivlerde serum HDL diizeyinin diismesi karacigerde HDL sentezinin artmasi
ve bununda karaciger kolesterol sentezinden sonra kolesteroliin kanda VLDL’ye
doniismesi ile baglantili olabilir. Bizim ¢alismamizda, karacigerkolesterol sentezinden
sonra kolesteroliin kanda VLDL’ye doéniismesi kan serumunda c¢ikistan sonra yasla
azalan serum VLDL’nin ve benzer sekilde trigliserid ile kolesteroliin yasla etkilenmesi
kan lipid metabolizmasinin metabolitlerinin gerilemesi ile dogrulanmistir. Bizim
calisma sonuglarimiza goére yasla kan serumunda azalan trigliserid, kolesterol ve VLDL
diizeylerinin gerilemesi (Lamosova ve ark.,2003) sonuglari ile uyumlu bulunmustur.
Ilgili literatiir bildircinlarda leptin uygulamasmin ¢ikis sonrasi biiyiime déneminde
plazma ve karaciger toplam lipid konsantrasyonlarini artan yagla birlikte azalttiginirapor

etmistir.
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Yumurta i¢i leptin hormon enjeksiyonunun plazmadatoplam ve serbest T;
seviyeleri lizerine etki ettigi, toplam T, diizeyini degistirmedigi seklinde sonucu
bildirilmektedir (Macajova ve ark., 2002). Embriyonik dénemde yumurtalara leptin
enjeksiyonunun plazmadaki tiroid hormonlarin diizeylerini etkiledigi, T3 diizeyini
diistirerek, T, diizeyini arttirarak bu etkisini gosterdigi bildirilmektedir (LamoSova ve
ark.. 2003). 10 leptin uygulamasinin ¢ikis sonrasi erken gelisme doneminde tiroid
hormonlarinin karaciger aktivitesini etkiledigini bildirmesi bizim g¢alismamizda kan
lipid metabolizmasinin de§ismemesinin karaciger metabolizmasini da etkilemedigini
ortaya koymasiyla iligkili olarak aciklanabilinir. Ayrica, leptin enjeksiyonunun 7 giinliik
embriyonun sari kesesine uygulanmasmin ¢ikistan sonra serum irik asit diizeyini
etkilememesi leptinin protein katabolizmasi iizerinde etkili olmadigini ve yine
degismeyen kreatin kinaz sonuglarina gore kas yikimina da neden olmadigini ortaya
koymaktadir. 10 yontem kullanarak leptinin kuluckada sar1 keseye enjekte edilmesi
giinliik yastaki civcivlerin kan serumu toplam protein diizeyinin kontrolden yiiksek
olmasi ve 7 giinliik yastada gerilemesinin leptin doz diizeyinin etkisini ortaya koymakla
birlikte etlik civcivlerde protein metabolizmasi ile baglantili olarak erken yaslarda
protein diizeylerinin azalmas1 (Yang ve ark., 2007) ile ilgili olabilecegi
tahminlenmektedir.

Embriyo ve civciv uzunlugu ile birlikte gaga uzunlugu, kafa ¢ap1 ve incelenen ¢ift
yanli uzunluklar iizerine etkisine ait IO leptin uygulama konusunda elde edilen sonuglar
literatiirde bir ilk olup, herhangi bir sonugla iliskilendirilerek agiklanmamasi literatiir
sonucunun olmamasindan ileri gelmektedir. Her ne kadar embriyo/civciv uzunlugu ve
gaga uzunlugu icin 6nemli bir intaraksiyon uygulama ve yas arasinda elde etsek de bu
onemin kaynag1 yasin etkisi olmustur. Incelenen tiim bu morfolojik 6zelliklere 1O leptin
enjeksiyonunun etkisi 6nemli bulunmazken, yasla birlikte dogrusal bir sekilde tiim
uzunluklarin artmasi daha onceki ¢alisma sonuglariyla dogrulanmistir (Babacanoglu ve
Giler, 2018; Babacanoglu ve ark., 2018). Sol parmak ve sag ve sol incik uzunluklari
icin grup ve yas interaksiyonun énemli olmasi leptin uygulamasinin her bir ii¢ uzunluk
icin 7 giinliik yastaki civcivlerde enjeksiyon yapilmayan K ve PBS gruplardan diigiik
olmasi leptin dozuna bagh olarak orta parmak ve incik uzunluklarinin 7 giinliik yasta
geriledigi seklinde yorumlanabilir. Incik uzunluguna ait oransal asimetri iizerine leptin

uygulamasinin etkisi asimetriyi arttirmast yoniinde olmustur. Bunun sonucunda ortaya
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cikan interaksiyona gore leptin uygulama gruplart kuluckanin 15. giiniindeki
embriyolarin incik uzunluguna ait oransal asimetrinin ortaya c¢ikmasi ile baglantili
olarak 6nemli elde edilmistir. Bu sonug,¢ikis sonrasi erken biiylitme donemine kiyasla
embriyo gelisim doneminde IO leptin enjeksiyonun incik uzunlugunda asimetri gelisime
yol agtigin1 gostermektedir.

Leptin uygulama gruplarina ait embriyolarin kontrol embriyolar ile ayn1 saatte
kabugu deldikleri ortaya ¢ikarken, ¢ikis zamani tam tersi sekilde her iki IO leptin grubu
embriyolarinda daha kisa siirede olup, bu sonug leptinin etksi ile toplam kulugka
stiresinin daha kisa oldugunu ortaya koymaktadir. Bunun nedeni. dokulardaki leptin
MRNA ekspresyonunun etkisi ile tavuklarda dolagimdaki biiyiime hormon diizeyine
bagli olarak toplam kulugka siiresinin arttigini bildiren c¢aligmalarin sonucu ile
(Ashwell ve ark.,1999a; LamoSova ve ark., 2003;Su ve ark., 2012) iliskili olabilir.

Leptin uygulamas: ile kulucka sonuglari, kulugka randimani ve ¢ikis giicii ile
birlikte embriyonik oOliimler iizerinde herhangi bir etkinin saptanmamasi, 10
uygulamanin etkinligini ortaya koymustur. Oysaki 10 uygulama etkisi ile ozellikle
IO’ nun uygulandigi embriyonik yasta Oliimler artmaktadir. Ancak bizim ¢alisma
sonuglarimiza gore 7 gilinlik yasta sar1 keseye 10 uygulamanin dlimleri etkilemedigi
gibi ¢ikis giiciinii de etkilememesi IO uygulamanin pratikte de uygulanabilirligini
gostermektedir. Etlik civcivlerde 10O besleme ile ¢ikis giiciiniin arttigini bildiren ¢alisma
sonuglar1 da mevcuttur (Uni ve Ferket, 2004; Uni ve ark.,2005).

Bildircinlarda leptin diizeyi ile ¢ikis agirhigr arasinda pozitif yonli bir iliski
oldugu bildirilmistir (Rao ve ark., 2009).Bu sonug, bizim ¢alisma sonucumuz olan
leptin uygulamasinin embriyo ve civciv gelisimini etkilememesi ile uyumludur. Serum
leptin diizeyinin degismemesine bagli olarak canli agirliklarinda bu ¢aligmada incelenen
her bir yasta degismemesi bu iliskiden kaynaklanmig olabilir. Farkli dozlarda leptinin
ICV enjeksiyonunun civcivlerde canli agirlik iizerine herhangi bir etkisi olmadiginm
bildirmesi (Macajova ve ark.,2003; Kuo ve ark.,2005) bizim sonuglarimizla uyumludur.
Leptin uygulamasi embriyo ve civciv gelisimini etkimezken, bagirsak agirliginin giinliik
civcivlerde 1 pg leptin enjeksiyonu ile diger uygulama gruplarindan dnemli diizeyde
artmasi leptin etkisi ile ¢ikis sonrasi ilk hafta sindirim sistem etkinliinin artmasi ile
yorumlanabilir. Bunun nedeni, bu grubun yem tiiketiminin azalmasi ile ilgkili olabilir.

Ciinkii leptin insiilin sekresyonununu inhibe ederek yem tiiketimi diizenlenmesinde
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onemli rol oynamaktadir (Taouis ve ark.,2001). Bu ¢alismada, leptin doz gruplarinda
giinliik hesaplanan yem tiiketiminin azaldigi ortaya g¢ikmistir. Bu sonuc, leptinin
merkezi sinir sistemi lizerindeki etkisi ile secici hipotalamik ndro-peptidler araciligiyla
yem tiiketimini etkilemesine bagli olarak gerceklestirdigini bildiren (Dridi ve ark.,
2005) galisma sonucu ile agiklayabiliriz. Ayrica. leptin biiyiimekte olan civcivlerde yem
tiiketimi yani igtahin diizenlenmesi iizerindeki engelleyici etkisinin yasa bagli olmasi da
(Cassy ve ark., 2004b) bu sonucu dogrulamaktadir. Dolayisiyle, leptin uygulamasinin
cikis sonrasi bir hafta biiylitme sonunda etlik civcivlerin yem tiiketimindeki artisin
enerji metabolizmasinin artmasindan kaynaklanmis olabilcegi de bu duruma bir
agiklama olabilir.

Degisik dozlarda leptin verilen civcivlerde yem tiiketimi, su tiiketimi, atlama,
kacis, gagalama ve digkilama tipi davranislar iizerine etkisi bulunmadig1 belirtilmistir
(Denbow ve ark., 2000; Macdjova ve ark., 2003). Kanatlilarda leptinin yem ve su
tiiketimdavraniglari ile birlikte baz1 davranig 6zelliklerinden olan ayakta kalma, oturma,
tily diizeltme, derin dinlenme, diskilama {izerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 da
bildirilmistir (Sims ve ark., 2017).Bu calismada. IO leptin uygulamas: ile korku
davraniginin Olgiitii olarak kabul edilen hareketsiz kalma siiresinde degisim olmamasi
leptinin davranis parametreleri lizerinde énemli bir etkisi olmadigini bildiren ¢alisma
sonuglari ile uyumlu bir sonugtur.

Sonug olarak, leptin hormonunun maternal kokenli olup yasa bagli olarak degisim
gosterdigi ve leptin doz diizeyine bagli olarak embriyonun metabolizmasini etkiledigi,
kan lipid metabolizmasini etkilemedigi ancak giinliik yastaki civcivlerin serum toplam
protein diizeyini ile birlikte 7 giinliik yastaki civcivlerin serum HDL diizeyini gerilettigi,
leptin dozuna bagli olarak orta parmak ve incik uzunluklarinin 7 giinliik yasta geriledigi,
cikis sonrasi erken biiylitme donemine kiyasla embriyo gelisim doneminde 10 leptin
enjeksiyonun incik uzunlugunda asimetri gelisimine yol ag¢tigi, embriyo ve civciv
gelisimini ve korku davranisini etkilemezken yem tiiketimini azalttigi, bagirsak
gelisimini arttirdig1 ortaya ¢ikmustir.

IO leptin uygulamasinin embriyo ve civciv gelisimini etkilemedigi, leptin doz
diizeyine ve embriyonik yasa bagli olarak embriyo metabolizmasi ile birlikte ¢ikistan
sonra erkek etlik civcivlerin kolesterol metabolizmasini etkiledigi seklinde bu ¢alisma

sonucu yorumlanabilir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031938499002589#!
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0Z GECMIS

1975 yilinda Van’ da dogdu ilk ve orta 6grenimini Van’da bitirdi. 1993 /1995
yillarinda YYU Ercis Meslek Yiiksek Okulu Elektrik Boliimii bitirdikten sonra 1998
yilinda YYU Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimiiniie yerlesti 2002 yilinda mezun
olduktan sonra 2004 yilinda Gida ve Orman Bakanliginda Ziraat Miihendisi olarak
calismaya basladi. Halen bu goreve devam etmekte 2015 yilinda YYU Zootekni

Boliimiinde yiiksek lisans yapmaya baslamistir.
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T.C
VAN YUZUNCU YIL UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
LISANSUSTU TEZ ORIiJINALLIK RAPORU
Tarih:14/11/2018

Tez Bashi@: / Konusu: Kulugkalik Yumurta ¢i (in Ovo) Leptin Enjeksiyonunun Etlik Pilig
Embriyolarinin Gelisimleri Ve Fizyolojik Parametreleri Uzerine Etkisi.
Yukarida basligi/konusu belirlenen tez calismamin Kapak sayfasi, Giris, Ana, boliimler ve
Sonug boliimlerinden olusan toplam 28 sayfalik kismina iligkin, 13/11/2018 tarihinde
sahsim/tez danigmanim tarafindan Turnitin intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme
uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik oran1 % 3 (yiizde iig) diir.
Uygulanan filtreler agagida verilmistir:
- Kabul ve onay sayfasi harig,
- Tesekkiir harig,
- Icindekiler harig,
- Simge ve kisaltmalar harig,
- Gereg ve yontemler harig,
- Kaynakga harig,
- Alintilar harig,
- Tezden ¢ikan yaynlar haric,
- 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlar hari¢ (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasina
[liskin Yonergeyi inceledim ve bu ydnergede belirtilen azami benzerlik oranlarna gére tez
calismamin
herhangi bir intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii
hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan
ederim
Geregini bilgilerinize arz ederim.

Tarih ve Imza

Adi1 Soyadt: Biilent CELLAK
Ogrenci No: 159101048
Anabilim Dali: Zootekni
Programi: Hayvan Yetistirme ve Islahi

Statiisii:Y. Lisansx Doktorao
DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDUR

Dr. Ogr. Uyesi Elif BABACANOGLU (Unvan, Ad Soyad, imza)




