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Disi kopeklere uygulanan eksojen GnRH’nin serum ostradiol 17 3
diizeyi ve vagina epitelinde yaptig sitolojik degisikliklerin incelenmesi
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Ozet: Bu ¢alismada, eksojen GnRH kullanimindan sonra serum 6stradiol 17 B ve vagina epitelinde meydana gelecek degisik-
liklerin ortaya konulmasi; elde edilen bilgilerin ovaryum remnant sendrom, inaktif ovaryum veya daha once ovaryohisterektomi
yapilip yapilmadig: bilinmeyen kopeklerin tanisinda kullanilabilirligi arastirilmistir. Caligmada hayvan materyali olarak degisik
irklardan toplam 39 disi kopek kullanildi. Anamnezde daha 6nce ovaryohisterektomi yapilmadigi 6grenilen ve ayni zamanda
anamnez ve yapilan vaginal sitolojik muayenede siklusun prodstrus veya ostrus evresinde olmayan 20 kdpek Grup I’i ve daha 6nce
ovaryohisterektomi yapilmis 19 képek ise Grup II’yi olusturdu. Grup I ve Grup II’ deki kopeklerde ovaryum dokusunun varligini
ortaya koymak amaciyla GnRH uygulamasi yapildi. GnRH enjeksiyonundan 6nce ve 75 dakika sonra, her iki gruptaki kopeklerden
kan alind1 ve ELISA yo6ntemiyle stradiol 17  degerleri 6l¢iildii. Ayni1 zamanda her iki grup képeklerde GnRH uygulamasi dncesi ve
75 dakika sonrast GnRH’a bagl dstradiol diizeyindeki dalgalanmalarin vagina duvarinda yapacagi hiicresel degisikliklerin degerlen-
dirilmesi amaciyla da vaginal sitoloji yapildi. Calisma sonunda, Grup I’deki kopeklerde, hormon uygulama 6ncesi ve 75 dakika
sonrasi elde edilen ortalama serum ostradiol 17 B seviyeleri 9.0485 + 1.006 pg/ml ve 11.1235 + 1.199 pg/ml olarak ol¢iildii (p< 0.01).
Grup II’de ise hormon uygulamalar sonucunda, elde edilen 6stradiol 17 B seviyeleri 4.2026 + 0.351 pg/ml ve 4.2326 + 0.354 pg/ml
olarak bulundu (p> 0.05). Sonug olarak, ovaryumu bulunan kopeklerde GnRH kullanimindan sonra serum 6stradiol diizeyinde belir-
gin bir artig saptanirken, vagina epitel hiicrelerinde herhangi bir degisiklik olmamustir. Bu bilgilerin, kopeklerde ovaryum varliginin
arastirilmasina katki saglayacagi sonucuna varilmigtir.

Anahtar sozciikler: Disi kdpek, GnRH, 6stradiol 17 B, vagina epiteli

Effects of exogenous GnRH administration on serum estradiol 17 p levels and cytological changes in
vaginal epithelium in bitches

Summary: The aim of this study is to demonstrate the changes in serum estradiol 17 B levels and vaginal epithelium after the
administration of exogenous GnRH as well as to determine whether this data can be used to diagnose ovarian remnant syndrome,
inactive ovarium or bitches with obscure history of previous spaying. Thirty-nine bitches of various breeds have been included in the
study. Twenty bitches with no history of spaying and which were proved not to be in proestrus or estrus according to anamnesis and
vaginal cytological examination constituted Group I, while Group II consisted of 19 bitches which were formerly spayed. GnRH
administration was performed to confirm the presence of ovarian tissue in the bitches in Groups I and II. Blood samples were taken
from both groups to assess the changes in blood estradiol 17 B levels both prior to and 75 minutes after GnRH administration.
Bitches in both groups also underwent simultaneous vaginal examination to show the effects of GnRH-dependant estradiol changes
on vagina wall, both prior to and 75 minutes after the administration. In Group I, mean serum estradiol 17  levels before hormone
administration and 75 minutes after the administration were 9.0485 + 1.006 pg/ml and 11.1235 + 1.199 pg/ml. respectively (p<0.01).
In Group II, mean estradiol 17 B levels before and after hormone administration were 4.2026 + 0.351 pg/ml and 4.2326 + 0.354
pg/ml. respectively (p<0.05). Conclusively, GnRH administration was found to cause an increase in serum estradiol level in bitches
with intact ovaries with no obvious change in vaginal epithelial cells. This data may be valuable in investigating the presence of
ovary in bitches.
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Giris
Képeklerin tireme siirecinde, fizyolojik ve patolojik
olgularin saptanmasi amaciyla endokrinolojik tani yon-
temleri son yillarda siklikla kullanilmaktadir. Bu amagla;
anovulasyon, ovulasyon zamaninin saptanmasi, daha
once ovaryohisterektomi yapilan kopeklerin ortaya ¢ikar-

* Bu makale ayni adli doktora tezinden 6zetlenmistir.

tilmasi, ovaryum aplazisi veya hipoplazisi, uzayan ostrus
veya prodstrus, follikiiler kistler, ovarian remnant send-
rom, hipoluteodizm, sekonder anéstrus, sakin kizginlik,
bolinmiis dstrusun saptanmasi, beklenen dogum zamani-
nin tespit edilmesi, pyometra tedavisinin seyrinin izlen-
mesi ve meme tiimoriiniin prognozu ve tedavisine yon
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vermek amaciyla GnRH, FSH, LH, 0strojen ve
progesteron gibi bazi hormonlar incelenmektedir (1, 2, 7,
8, 11).

Bu calismada, eksojen GnRH kullanimindan sonra
serum Ostradiol 17 B ve vagina epitelinde meydana gele-
cek degisikliklerin ortaya konulmasi, elde edilen bilgile-
rin ovarian remnant sendrom, inaktif ovaryum veya daha
once ovaryohisterektomi yapilip yapilmadigi bilinmeyen
kopeklerin tanisinda kullanilabilme olanaklart arastiril-
mistir.

Materyal ve Metot

Calismada kullanilan hayvan materyalini, 2003-
2005 yillar1 arasinda, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinigi’ne
getirilen, yaglar1 3-6 arasinda degisen, farkli wrklardan
toplam 39 disi kopek olusturmustur. Anamnezde daha
once ovaryohisterektomi yapilmadig1 dgrenilen ve ayni
zamanda yapilan vaginal sitolojik muayenede siklusun
prodstrus veya Ostrus evresinde bulunmayan 20 kopek
Grup I'i, daha dnce ovaryohisterektomi yapilmis 19 adet
kopek ise Grup II’yi olusturdu.

Grup I ve Grup II’ deki kdpeklerde ovaryum doku-
sunun varligimi ortaya koymak amaciyla GnRH analogu
olan Buserelin asetat’tan (Receptal. Intervet) 0.03 pg/kg.
sc yolla enjekte edildi. Her iki gruptaki kopeklerden,
GnRH uygulamasindan 6nce ve 75 dakika sonra kan
ornekleri alind1 ve dstradiol 17 B diizeyleri 6lgiildii. Ayn1
zamanda, her iki grup kopeklerde GnRH oncesi ve 75
dakika sonrasi, dstradiol 17 B diizeyindeki dalgalanmala-
rin vagina duvarinda yapacagi olasi hiicresel degisiklikle-
rin degerlendirilmesi amaciyla da vaginal sitoloji yapildi.

Elvan Anadol

Kan  oOrnekleri  v.cephalica  antebrachii’den
EDTA’siz tiiplere 5 ml alindi. Toplanan kanlar 3000
devirde 20 dakika santrifiij edilerek serumlari ¢ikarildi ve
steril kapakli ependorf tiiplerine aktarilarak, hormon
analizlerine kadar —18°C’de derin dondurucuda saklandu.
Her iki gruptaki kopeklerden alinan kan orneklerindeki
serum Ostradiol 17 B diizeyleri, Erbil Tip Laboratuari’nda
ticari test kitleri (Rosch-Elecsys 1010 model cihaz,
Elecsys E, kiti) kullanilarak ELISA yontemiyle tespit
edildi.Vaginal sitoloji drnekleri ise pamuk ekiivyonla ve
vaginoskop yardimiyla anterior vaginadan alindi ve
Papanicolau boyama yontemine gore boyandiktan sonra
degerlendirildi (3).

Bu calismada elde edilen bulgularin istatistiki de-
gerlendirmesi SPSS programi kullanilarak, eslesmis
gruplarda student T test yontemi ile yapildi (12).

Bulgular

Grup I’deki ovaryohisterektomi yapilmamis kdpek-
lere yapilan hormon uygulamalari sonucunda, bu
grupdaki kopeklerin tiimiinde (%100), ostradiol 17
seviyelerinde ovaryumlarda fonksiyon olduguna isaret
eden degisimler izlendi. Bu grupta yapilan istatiksel
degerlendirme sonucunda hormon uygulama 6ncesi ve 75
dakika sonrasinda elde edilen ortalama serum oOstradiol
17 B seviyeleri 9.0485 £+ 1.006 pg/ml ve 11.1235 + 1.199
pg/ml olarak 6l¢iildii (Tablo 1). Bu degerler arasindaki
fark istatistiki agidan 6nemli bulundu (p< 0.01).

Grup II’deki ovaryohisterektomi yapilmis kdpek-
lerde ise, yapilan hormon uygulamalari sonucunda bu
grupdaki kopeklerde yapilan t-test sonucunda, hormon
uygulama oOncesi ve 75 dakika sonrasi elde edilen
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Sekil 1: Ovaryohisterektomi yapilmamis kdpeklerde enjeksiyon oncesi ve 75 dak. sonrasi serum ostradiol 17 B diizeyleri
(pg/ml) (Toy= Enjeksiyon 6ncesi, T;5= Enjeksiyondan 75 dak. sonrasi)
Figure 1: Serum estradiol 17 B levels (pg/ml) before and 75 min. after hormon administration in non-spayed bitches

(Ty= before administration, T;s= 75 min. after administration).
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Sekil 2: Ovaryohisterektomi yapilmis kopeklerde enjeksiyon dncesi ve 75 dak. sonrasi serum Ostradiol 17 B diizeyleri
(pg/ml) ( To= Enjeksiyon oncesi, Ts= Enjeksiyondan 75 dak. sonrasi)
Figure 2: Serum estradiol 17 B levels (pg/ml) before and 75 min. after hormon administration in spayed bitches

(Ty=before administration, T75=75 min. after administration).

ostradiol 17 B seviyeleri 4.2026 + 0.351 pg/ml ve 4.2326
+ 0.354 pg/ml olarak olgiildii (Tablo 1). Bu degerler
arasindaki fark istatistiki agidan 6nemli bulunmadi (p>
0.05).

Tablo 1: Ovaryohisterektomi yapilmayan (Grup I) ve yapilan
(Grup II) képeklerde ortalama dstradiol 17 B diizeyleri (Esles-
mis Gruplarda T Test Yontemi)

Table 1: Mean estradiol 17 B levels of non-spayed (Group I)
and spayed (Group II) bitches

Gruplar N Olgiim Ortalama Onem diizeyi
zamani  Ostradiol 17 (p)
seviyesi (pg/ml)

Grupl 20 Ty
T s

9.0485 + 1.006
11.1235 +1.199

0.000 (p<0.01)

GrupIll 19 Ty
T 75

4.2026 +0.351
4.2326 £ 0.354

0.214 (p>0.05)

Grup I ve Grup II’deki kopeklerin hormon uygula-
ma Oncesi ve sonrasi elde edilen serum Ostradiol 17 B
diizeyleri ayrintili olarak Sekil 1 ve Sekil 2°de gosteril-
mistir.

Vaginal sitoloji sonucunda hormon uygulama &nce-
si ve sonrasi vagina epitelinde herhangi bir degisiklige
rastlanilmadi.

Tartisma ve Sonuc¢
Veteriner kliniklerine sik¢a yansiyan, daha Once
ovaryohisterektomi yapilip yapilmadigi bilinmeyen,
ovaryum aplazisi ve hipoplazisi olan veya ovarian

remnant sendrom siipheli kopeklerde tani,
epitelinde meydana gelen sitolojik degisikliklerin tespit
edilmesi ve bazi hormon diizeylerine bakilarak konula-
bilmektedir (6, 10, 15, 16, 17).

Jeffcoate ve ark.(6), yaptiklart bir g¢aligmada
eksojen GnRH enjeksiyonundan sonra serum dstradiol 17
B diizeyindeki degisikliklerin siklus donemine gore degi-
siklik gosterecegini bildirmislerdir. Arastiricilar, biiyiik
fonksiyonel follikiil bulunan kopeklerde dstradiol diize-
yindeki artiglari daha anlamli bulmuslardir. Bununla
birlikte, ovaryumda antral follikiil bulunmamasina karsin
(erken donemler), ostradiol diizeyinde belirgin bir artis
olmayacagini da ek bilgi olarak bildirmiglerdir. Bu arasti-
ricilar sonug olarak, eksojen GnRH kullanimindan sonra
ostradiol diizeyinde bir degisikligin olacagini ve degisik-
lige bakilarak daha once ovaryohisterektomi yapilan
kopeklerin ayrimimin yapilabilecegini vurgulamiglardir.

Jeffcoate (5)’un yaptig1 bir baska calismada,
anostrus bast ve ortasinda yapilan GnRH enjeksiyonun-
dan sonra, serum ostradiol konsantrasyonunda ¢ok kiigiik
artiglar oldugunu (5-15 pg/ml), hatta bu artislarin
anostrus sonlarinda belirlenemeyecek diizeyde oldugunu
bildirmistir.

Le Roux (9), yaptig1 bir arastirmada, ovariektomize
edilen kopeklerden, operasyon sirasinda ¢ikardigi
ovaryum dokusunun bir par¢asint mide duvarina
transplante etmis ve serum Ostradiol 17 B diizeylerini
belirli araliklarla 6l¢miistiir. Transplantasyondan 55 hafta
sonra, serum Ostradiol 17 B diizeyinde artis goriildiigiinii,
oysa ovariektomi yapilan kopeklerde, serum Ostradiol 17
B diizeylerinin bazal diizeyde seyrettigini bildirmistir.

vagina
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Aragtirmaci, ovaryum dokusu aktif kdpeklerde
gonadotropinlerin etkisiyle ostradiol 17 B diizeyinde
belirgin degisiklik olacagini da vurgulamistir.

Perkins ve Frazer (13) ise, sitolojik muayene sonu-
cunda didstrus oldugu tespit edilen bir kopekte ovarian
remnant sendrom tanisi1 amaciyla gonadotropin enjeksi-
yonu dncesi ve sonrasinda serum ostradiol 17 B ve serum
Sonugta
ostradiol 17 B diizeyini enjeksiyon oOncesinde 14.07

progesteron diizeylerini  6lgmiistiir. serum
pg/ml, sonrasinda 9.14 pg/ml ve serum progesteron sevi-
yesini enjeksiyon oncesinde 2.96 ng/ml, sonrasinda 4.77
ng/ml olarak bulmustur. Bu arastiricilar, eksojen
gonadotropine yanitin siklus dénemine gore degisebile-
cegini aciklamiglardir. Bu bilgilere ek olarak ovaryum
dokusunun varligi konusunda daha tutarli sonug elde
edilmesi istendiginde, serum 0stradiol ile progesteron
diizeylerinin birlikte degerlendirilmesi gerektigi bildiril-
mistir (13, 14, 17).

Sunulan ¢alismada, ovaryohisterektomi yapilmamis
kopeklerden 2 no’lu digindakinin hepsinde, GnRH enjek-
siyonundan 75 dakika sonra serum &stradiol 17 B diize-
yinde, istatistiki yonden de anlamli bir artis saptandi.
Ayrica; 3, 4, 5, 10, 13, 17, 20 no’lu kdpeklerin GnRH
enjeksiyonu oncesi ve sonrasi serum Ostradiol 17 f dii-
zeyleri karsilastirildiginda, enjeksiyon sonrasi sekillenen
artis oldukea belirgin iken, 1, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15,
16, 18, 19 no’lu kopeklerde ise artis da istatistiki yonden
o6nemli bulunmakla birlikte, yukarida belirtilen kopeklere
gore daha azdi.

Gonadotropin enjeksiyonu sonrasinda ostradiol 17 B
diizeyinde belirgin bir artis olmasi, Jeffcoate ve ark. (6)
ile Verstegen ve England (15)’1n yapmis oldugu c¢alisma-
larin sonuglarma benzer iken, Perkins ve Frazer (13)’mn
calismasindan farkli bulunmustur. Perkins ve Frazer
(13)’in calismasinda didstrus donemindeki kopeklere
GnRH yapilmis ve serum ostradiol diizeyinde azalma
tespit edilmistir. Oysa, bu ¢alismada kopeklerin ¢cogunda
artis belirlenmigtir. Farkliliga neden olarak 6lgiim tekni-
ginden veya follikiil gelisim asamasindan ileri gelebile-
cegi diistiniildii.

Sunulan ¢alismada ovaryohisterektomi yapilmamis
kopeklerde GnRH sonrasi, Ostradiol 17 B diizeyinde
belirgin bir artis olmus, ancak kopekler arasindaki diizey
farkliliklarinin, ovaryumlardaki follikiil gelisim agamala-
rindaki degisikliklerden, bununla birlikte 2 no’lu kopekte
serum Ostradiol diizeyinde degisikligin olmamasi ise,
artisin saptanamayacak diizeyde oldugunu diisiindiirmiis-
tiir (6, 13).

Daha dnce ovaryohisterektomi yapildigi bilinen k-
peklerde, GnRH enjeksiyonundan 75 dakika sonra serum
Ostradiol 17 B diizeyinde 6nemli bir degisiklik olmadi.
Bu durum, gonadotropinler i¢in hedef dokunun ovaryum

oldugu gercegini hatirlatmaktadir. Bu bulgular bir biitiin
olarak degerlendirildiginde, ovaryumlari bulunmayan
veya inaktif olan kopeklerin eksojen GnRH enjeksiyonu
sonras1 serum Ostradiol diizeyindeki degisikliklere baki-
larak belirlenebilecegi sonucuna baglanmustir.

Jeffcoate ve ark. (6)’nin yapmis oldugu baska bir
calismada, serum Ostradiol 17 [ konsantrasyonlar
gonadotropin enjeksiyonundan 40-60 dakika sonra &l-
¢lilmiis ve 0Ostradiol 17 B diizeylerinde bu siirelerde
onemli bir degisiklik saptanmamis ve ovaryumlarin
gonadotropin enjeksiyonuna cevap verebilmesi i¢in, bu
stirenin en az 90 dakika olmasi gerektigi one siiriilmiis-
tiir. Ancak sunulan ¢alismada, Jeffcoate ve ark. (6)’dan
farkli olarak, gonadotropin enjeksiyonundan 75 dakika
sonra kan aliarak serum Ostradiol 17 B seviyeleri dl¢iil-
miis ve serum Ostrojen diizeyinde degisikligin olabilmesi
i¢in bu stirenin yeterli oldugu belirlenmistir.

Ververidis ve ark. (16), yapmis olduklar1 bir ¢alis-
mada, kopeklerde seksiiel siklus donemlerinde serum
Ostradiol 17 B diizeyini aragtirmiglar, didstrusun baglan-
gicinda 2-15 pg/ml, ortasinda 2-10 pg/ml, andstrus basla-
rinda 2-8 pg/ml ve andstrus sonunda da 4-17 pg/ml sevi-
yesinde oldugunu bildirmiglerdir.  Arastirmacilar,
siklusun proostrus dénemi disinda serum 0Ostradiol 17 3
diizeyinin kiigiik dalgalanmalar gosterdigini ve bazal
seviyede (20 pg/ml’nin altinda) seyrettigini bildirmekte-
dirler. Bu ¢alisma sonunda da goriildiigii gibi, kdpeklerde
serum Ostradiol konsantrasyonu bazal seviyelerde bulu-
nulmustur. Her ne kadar eksojen GnRH uygulamasi,
oOstradiol diizeyinde artisa yol agsa da bu artis bazal sevi-
yenin iizerine ¢ikamamustir. Bu bulgular Ververidis ve
ark.’nin (16) sonuglariyla tutarli bulunmustur.

Wallace (17), ovarian remnant sendrom siipheli ke-
di ve kopeklerde, tani i¢in hormonal yontemler ile birlik-
te sitolojik degerlendirmelerin de 6nemli oldugunu bil-
dirmistir. Bu amagla; serum 6stradiol 17 B diizeylerini,
vaginal sitoloji esliginde degerlendirmis ve ostradiol 17
diizeyinin 20 pg/ml’nin iizerinde ¢ikmasi durumunda
follikiiler aktivitenin olduguna ve dolayisiyla aktif
ovaryum dokusunun varligma isaret etmistir. Ancak,
ovarian remnant sendrom’lu kdpeklerde serum Ostradiol
17 B 6lgtimiiniin, serum progesteron diizeyleri ile birlikte
degerlendirilmesinin gerektigi de vurgulanmaktadir.
Vagina epitel hiicrelerinde kornifikasyonun her gegen
giin artmasi, fonksiyonel bir ovaryum dokusun bulundu-
gunu ve Ostrojen salgilandigint diigiindiirmelidir. Bu
nedenle, bir seri sitoloji 6rnek alimlari gerekmektedir.
Concannon ve ark. (4) ise, kopeklerde seksiiel siklus
donemlerine gore plazma Ostrojen, LH ve progesteron
diizeyini arastirmig ve dstrojenin, vaginada sitolojik degi-
siklik, vulvada 6dem ve uterustan kanli akintrya neden
olabilmesi i¢in, diizeyinin 26 pg/ml’nin {izerinde olmasi
gerektigini bildirmistir.
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Sunulan ¢aligmada, ovaryumlart bulunan kopekler-
de GnRH enjeksiyonu sonrasi dstradiol diizeyleri artmig
ve bu diizey bazal diizey olan 20 pg/ml’nin altinda sey-
retmistir. Bu sonug, Ververidis ve ark. (16)’nin bulgula-
rina benzemekle birlikte, gonadotropin uygulamasi son-
rast serum Ostradiol diizeyinde o6nemli artisin ancak
prodstrus doneminde yapildiginda olabilecegini diisiin-
diirmistiir.

Yapilan bu caligmada da, daha 6nce ovaryohiste-
rektomi yapilmamis ancak anamnez ve vaginal sitolojik
muayene ile prodstrus ve Ostrus doneminde olmadigi
belirlenen kopeklere GnRH enjeksiyonu yapilmis ve
enjeksiyondan 75 dakika sonra vagina epitel katmaninda
yapacag1 hiicresel ve serum Ostradiol diizeyindeki degi-
siklikler arastirilmaya caligilmistir. Ovaryohisterektomi
yapilmamis ve yapilmig kopeklerde herhangi bir hiicresel
degisiklik saptanmamistir. QOysa ovaryohisterektomi
yapilmis kopeklerde 2 no’lu disindakinin hepsinde
ostradiol diizeyinde belirgin artislar olmus ancak higbi-
rinde bu artig bazal diizeyin lizerine ¢ikamamustir.

Sonug olarak, ovaryohisterektomi yapilmamis ko-
peklerde eksojen uygulanan GnRH serum 6stradiol diize-
yinde istatistiki bakimdan anlamli artisa yol agmaktadir.
Bu bilgi, veteriner kliniklerine sik¢a yansiyan, daha dnce
ovaryohisterektomi yapilip yapilmadigi bilinmeyen,
ovaryum aplazi veya hipoplazisi ve de ovarian remnant
sendrom silipheli kdpeklerde tani konulmasi agisindan
degerlendirilebilir. Ayrica, eksojen GnRH kullanimidan
en az 75 dakika sonra kan alinarak serum ostradiol 17
seviyelerinin 6l¢iilmesi, 6stradiol diizeyindeki degisiklik-
lerin incelenmesi agisindan uygun bulunmustur. Eksojen
GnRH kullanimindan sonra serum &stradiol 17  diizeyi
bazal seviye iizerine ¢ikmadigindan, vagina epitelinde
herhangi bir sitolojik degisiklik olmayacagi kanisina
varilmisgtir.
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