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ABSTRACT:

Molecular studies conducted in the field of veterinary obstetrics and gynecology hold significant importance for both
basic and clinical sciences. Research in this area plays a crucial role in elucidating the molecular mechanisms underlying
physiological processes. The success of these studies depends on the accurate collection of tissue samples from the
functionally relevant sections of organs that align with the research hypothesis, as well as on their proper preservation
and timely transportation to the laboratory. Preserving tissue samples without any damage not only enhances the reliability
of subsequent molecular analyses but also serves as a key factor in ensuring the accuracy of the results obtained. This
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review aims to provide a comprehensive overview of the methods employed for tissue sample collection, the techniques
used for tissue preservation, and the processes involved in transporting these samples to the laboratory for molecular
studies in veterinary obstetrics and gynecology. In addition, the review discusses the challenges encountered during the
collection and transportation stages, highlights the critical considerations that must be addressed during sample transfer,
and outlines the necessary precautions to ensure the precision of laboratory results. In conclusion, this paper emphasizes

an open access article
under CC-BY-NC license.

(https://creativecommons. the imperative need for the rigorous implementation of protocols regarding sample collection, preservation, and

org/licenses/by-nc/4.0) transportation to safeguard the quality of the research and the accuracy of the data produced.

Qo8

BY NC

How to cite this article: Albayrak M, Agaoglu AR. Veteriner dogum ve jinekoloji arastirmalarinda kullanilan molekiiler analizler i¢in doku 6rnekleme,
saklama ve tagima yontemleri. Vet Hekim Der Derg. 2025; 96 (2):153-164.

* Sorumlu Yazar e-posta adresi / Corresponding Author e-mail address: rehaagaoglu@mehmetakif.edu.tr


mailto:rehaagaoglu@mehmetakif.edu.tr

154 Vet Hekim Der Derg 96 (2): 153-164, 2025

1. Giris

Veteriner hekimliginde klinik ve temel arastirmalarda son yillarda yogun bir sekilde molekiiler analiz yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Molekiiler analizlerde yaganan gelismeler kendisini veteriner dogum ve jinekoloji ve reprodiiksiyon
alaninda da gostermistir. Bu baglamda Web of Science’de “animal reproduction, gene expression, molecular analyses,
transcriptional changes” anahtar kelimeleri ile 2020-2024 yillarin1 kapsayacak sekilde yapilan literatiir taramasinda
toplam 4365 makaleye rastlanmig olmasi bu durumu dogrular niteliktedir.

Bir¢ok alanda oldugu gibi veteriner jinekoloji alaninda yapilan arastirmalarda kullanilan molekiiler yontemler
farklh bilim alanlarinda uzmanlik gerektiren ve 6nemli bir laboratuvar alt yapisina ihtiya¢ duyan spesifik ¢calisma
alanlaridir ve siirecin laboratuvar ve degerlendirme kismini kapsamaktadir (1). Ancak siiregte en az laboratuvar kismi
kadar 6nemli olan baska bir asama daha bulunmaktadir. Ornek toplama olarak isimlendirilebilecek olan bu asama;
calismanin klinik veya pratik kismi icerisinde yer aldigi i¢in dogrudan veteriner dogum ve jinekoloji alanini
ilgilendirmektedir. S6z konusu 6rnekleme yonteminde bir hata olmasi, laboratuvar sonuglarinin hatali elde edilmesine
ve arastirmanin yanlig sonu¢lanmasina yol acacaktir. Bu nedenle molekiiler analiz yontemlerinin kullanilacagi
caligmalarda doku Ornegi alma asamasiin dikkatli bir sekilde planlanmasi gerekmektedir (2). Kullanilacak olan
molekiiler analiz yontemleri ile deoksiriboniikleik asit (DNA), riboniikleik asit (RNA) ve protein varliginin veya
miktarinin belirlenebilmesi i¢in dncelikle uygun dokudan 6rnek alinmasi gerekmektedir. Bu baglamda yapilacak olan
aragtirmanin sorusuna uygun olan organin fonksiyonel bdliimiinden, uygun miktarda, uygun kosullarda érnekleme
yapilmasi ve alinan doku drneklerinin incelenmesi planlanan molekiillerin bozulmadan kalmasim saglayacak sekilde
muhafaza edilmesi yapilacak analizlerin dogrulugu i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir (3).

Sunulan derlemede, veteriner dogum ve jinekoloji alaninda yapilan aragtirmalarda kullanilabilecek olan farkli
molekiiler yontemlerde kullanmak iizere alinacak doku 6rneklerinin; nereden ve hangi yontemlerle alinacagi, analizler
yapilana kadar bozulmadan nasil muhafaza edilecekleri ve laboratuvara nasil ulastirilacaklarr hakkinda bilgi verilmesi
amaclanmustir.

2. Veteriner Dogum ve Jinekoloji Alaminda Kullamilan Molekiiler Analizler i¢in Orneklerin Toplanmas:

Veteriner dogum ve jinekoloji alaninda yapilmasi planlanan ¢aligmalar i¢in alinabilecek 6rnekler; uterus ve ovaryum
dokusu, folikiil sivisi, vaginal, servikal veya endometriyal akintilar, vaginal veya endometriyal siiriintiiler,
endometriyal biyopsi, yavru zarlari, meme tiimorii dokusu, kan ve idrar 6rnekleridir. Bu 6rnekler, canli hayvanlardan
noninvaziv, minimal invaziv veya invaziv yontemlerle; kadavradan ise sakrifikasyon (laboratuvar hayvanlari) veya
mezbaha materyali (¢iftlik hayvanlari) yoluyla elde edilmektedir. Kii¢iik biyopsiler genellikle minimal invaziv
tekniklerle alinirken, daha biiyiik doku ornekleri rutin cerrahi operasyonlarla veya mezbahada kesim sirasinda
alinabilmektedir (4). Doku drneklerinin, ¢alismanin amaci dogrultusunda drnekleme yapilacak olan organin uygun
bir bolgesinden ve yeterli miktarda alinmasi gerekmektedir (5).

Noninvaziv ornek alma yontemleri: Endometriyal, servikal veya vaginal akint1 veya siiriintii 6rnegi alma. Dogum
sirasinda yavru zarlarinin alinmast (6).

Minimal invaziv érnek alma yontemleri: Kan 6rnegi alma, endometriyal (7), vaginal, servikal biyopsi alma; (21);
folikiil s1vis1 aspirasyonu (8,9), meme tiimorlerinden ince ve kalin igne aspirasyonu (10,11)

Invaziv 6rnek alma yontemleri: Ovaryum, uterus veya meme tiimorii dokusunun intraoperatif alinmast.
Sakrifikasyon ile drnek alma yontemleri: Derin anestezi altinda sakrifiye edilen disi laboratuvar hayvanlarinin
ovaryum, uterus veya vaginalarindan 6rnek alma (12).

Mezbaha materyalinden ornek alma yontemleri: Mezbahalarda kesilen disi hayvanlarin; ovaryum, uterus veya
vaginalarindan 6rnek alma (4).
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Noninvaziv 6rnek alma yontemleri

Molekiiler analizlerde kullanilan noninvaziv ornekleme yoOntemleri; cerrahi miidahale gerektirmeden,
hayvan sagliginda risk olusturmadan ve stres yaratmadan 6rnek alinmasini saglamaktadir. Jinekolojik uygulamalarda
endometriyal, servikal veya vaginal akint1 ve siirlintii 6rneklerinin yani sira dogum sirasinda yavru zarlarinin
toplanmas1 bu yontemlere ornek olarak verilebilir (6). Veteriner jinekoloji alaninda bu akinti ve siirlintiilerin
makroskopik muayenesi oldukca énemlidir ve molekiiler analizlerde kullanilabilmektedir. Ornekler, hayvan tiiriine
ve akinti miktaria goére mikropipetlere veya uygun tiiplere alinabilmektedir. Ornekleme sirasinda antisepsi
kosullarinin saglanmasi, arastirmacinin dikkat etmesi gereken énemli bir husustur.

Ozellikle biiyiik ruminant veya tek tirnakli hayvanlarda ornekleme Oncesi hayvamin giivenli sekilde
zapturapt altina alinmasi, kuyrugun baglanmasi, perineal bdlgenin temizlenip antisepsisinin saglanmasi
gerekmektedir. Endometriyal 6rnek alimrken; firga, ekiivyon ¢ubugu veya kateter gibi ekipmanlar steril kilif veya
spekulum kullanilarak vulva, vagina ve servikse temas ettirilmeden 6zenle uygulanmalidir. Serviks veya vaginal
ornek alinirken de benzer sterilite dnlemleri alinmalidir (13).

Almacak olan 6rnek akint1 formunda ise, steril numune kaplarina hizla alinmaly, {izerine 6rnegin bilgilerini
iceren bir etiket eklenmeli ve yapilmasi planlanan analizin gerektirdigi kosullara gore saklanmalidir. Ineklerden
servikal sivi toplanirken ise rektum yoluyla hafif baski uygulanarak serviksten vaginal agiklifa sivi akisi
saglanabilmektedir. Bu iglem sirasinda piyometra veya mukometra gibi hastalik durumlari tespit edilirse bu 6rnekler
analiz i¢in kullanilmamalidir. Sadece berrak servikal mukusa sahip 6rnekler toplanmalidir (14).

Uterus sivilarinin alinmasinda Merocel swab yontemi kullanilabilmektedir. Bu siingerimsi materyal uterus
icindeki siviyt emmekte ve alman Ornek buz f{izerinde sogutulmus ekstraksiyon tamponu iceren tiiplere
aktarilmaktadir. Orneklerin en fazla {i¢ saat i¢inde Spin X Santrifiij tiiplerine konulmas1 gereklidir. Bu islemler
sonucunda elde edilen siipernatant -80 °C’de saklanabilmektedir (15,16). Merocel swab alma ydntemi, uterus yitkama
yontemine gore daha ¢ok hayvandan numune alinmasina olanak saglamakta ve uterus yikamasiyla sivi alinamayan
durumlar (17) i¢in alternatif sunmaktadir. Merocel swab yontemi ile alinan uterus sivisi 6rnekleri, yapilacak olan
proteomik analizler i¢in rahatlikla kullamlabilmektedir (18).

Stirlintii 6rnegi alma yontemi uygun maliyetli ve noninvaziv bir yaklagimdir. Alinan 6rnekler, koruyucu
sollisyon igeren steril tiiplere hizla konmakta ve yapilmasi planlanan analizin gerektirdigi kosullarda saklanmaktadir
(19). Vaginal siiriintii 6rnegi ise vaginal spekulum kullanilarak, vaginanmin kraniyal kismindan, izotonik sodyum
kloriir ile 1slatilip doygunlugu saglanmis pamuklu ekiivyon ¢ubuklar ile dairesel hareketlerle alinabilmektedir (20).
Servikal siiriintii alinirken ekiivyon ¢ubuklarinin vagina duvarina degmeden geri ¢ikartilmasina dikkat edilmelidir
(6).

Dogum sirasinda yavru zarlarmin toplanmasi igin ise, kontaminasyona karsi steril bir ¢aligma alam
hazirlanmalidir. Alinacak olan 6rneklerin diski veya diger viicut sivilariyla temasindan kagimilmalidir. Dogumdan
hemen sonra koryon, amniyon ve allantois zarlari steril pens veya forsepsler ile alinabilmektedir. Plasentanin
fonksiyonel bolgelerinden aliman Ornekler, hayvan tiiriine gore villi koryalis dagilimi agisindan farklilik
gostermektedir. Kedi ve kopeklerde zoner bant denilen alanlar, ruminantlarda kotiledonlar, domuz ve kisraklarda ise
plasentanin tiim yiizeyine yayilan mikrovilluslar fonksiyonel baglanti bolgelerini olusturmaktadir (21).

Minimal invaziv 6rnek alma yontemleri

Kan 6rnegi alma (22); endometriyal, vaginal, servikal biyopsi alma (23); folikiil stvis1 aspirasyonu (8) gibi
yontemler minimal invaziv 6rnek alma yontemleri olarak simiflandirilmaktadir.

Kan érnegi alma: Kan orneklerinin analizinden elde edilen bilgiler molekiiler ¢aligmalarda kullanilabilmektedir.
Kan tiliplerinde antikoagiilan madde ile kanin yeterince karigmamasi, yanls veya gecikmis ve uygun olmayan
sicakliklarda yapilan santrifiij islemleri, kan tiiplerinin yetersiz doldurulmasi, toplanan 6rneklerin uygun olmayan
kosullarda saklanmasi gibi hatali iglemler, 6rnegin biitiinliigii ve kalitesi iizerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir.
Kan &rneklerinin toplanmasi ve islenmesi sirasinda dikkate alinmasi gereken cesitli noktalar vardir (22). Ornek
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alinirken; kan alinacak bdlgedeki killarin tiras edilip, derinin %70°lik alkolle silinmesi gerekmektedir. Ornek alacak
kisinin kan alma sirasinda eldiven kullanmasi saglanmalidir. Arteriyel kan, steril kosullarda dogrudan arterin
punksiyonu ile yapilabilmektedir. Bunun i¢in femoral, brakiyal, radial ve karotis arteri tercih edilebilmektedir.
Arteriyel kan yiiksek oksijen igerigi ve basinci nedeniyle hizli bir sekilde pihtilagabileceginden 6rnek alma iglemi
heparinize edilmis enjektorler kullanilarak yapilmalidir (24). Vendz kan 6rnekleri ise; steril kaniil, intravendz kateter
veya vacutainer kullanilarak alinabilmektedir (25).

Kan 6rnegi alirken hayvan tiiriine gére kan 6rnegi alinacak olan damar farklilik géstermektedir (Tablo 1).

Tablo 1: Hayvan tiiriine gore kan 6rnegi alinacak ven6z damarlar (26,27).

Table 1: Venous vessels for blood sampling according to animal species (26,27).

Hayvan Tiirii Ornek Alinacak Damar isimleri

Biiyiik ruminant v. jugularis, v. abdominalis subcutanea, v. coccygea

Kiigiik ruminant v. jugularis, v. coccygea

Kedi, kdpek v. cephalica antebrachii, v. saphena, v. jugularis, v. femoralis
Sican, fare V. coccygea

Tek tirnakli V. coccygea

Domuz v. jugularis

Kanatl v. jugularis, v. cutanea ulnaris

Tavsan v. auricularis

Yapilmasi planlanan ¢aligmada kullanilacak olan 6rnege gore farkli kan alma tiipleri kullamlmalidir (Tablo
2).

Tablo 2: Calismada kullanilacak olan 6rnege gore kan alma tiiplerinin 6zellikleri (22).

Table 2: Characteristics of blood collection tubes according to the sample to be used in the stud (22).

Almacak Ornege Gore Kullamlacak Tiip Ozellikleri

Serum: Sar1 kapakl: tiiplerin i¢inde bulunan ayiric1 jel tabakasi sayesinde santrifiij sonrasinda serum pihtidan ayrilmaktadir. Kirmizi
kapakli tiiplerde de antikoagiilan madde bulunmadigindan kan pihtilagsmakta ve santrifiij sonrasi serum eldesi saglanabilmektedir.
Serum numuneleri i¢in istenilen miktarin yaklasik iki kati kan alinmalidir. Serum &rnekleri 6zellikle ELISA ve Western Blot gibi
molekiiler tekniklerde protein analizi i¢in kullanilabilmektedir.

Plazma: Igerisinde antikoagiilan madde olarak Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) bulunduran mor kapakli tiipler ve icerisinde
heparin bulunduran yesil kapakli tiipler kanin pihtilagmasini engellemektedir. Santrifiij sonrasinda tiipiin iist kisminda bulunan,
hiicresel bilesenlerinden ayrilmis olan plazma ile DNA ve RNA analizleri yapilabilmektedir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gibi
molekiiler tekniklerde plazma kullanilabilmektedir. Fakat heparin PCR i¢in inhibitor 6zelliktedir. Bu ylizden antikoagiilan olarak
kullanilmamalidir. EDTA, DNAazlar inhibe ettiginden ¢ogunlukla tiim PCR ¢esitlerinde EDTA’l1 tam kan tercih edilmektedir.

Tam Kan: Igerisinde sodyum sitrat bulunduran mavi kapakl tiipler ve EDTA bulunduran mor kapakli tiipler ile kanin pthtilagmasi
onlenerek elde edilmektedir. Kan icerisinde bulunan sekilli elamanlardan 6zellikle 16kositlerin ¢ekirdek icermesi sebebiyle tam
kandan hiicresel DNA elde edilebilmektedir. Ayrica flowsitometri gibi molekiiler tekniklerde de tam kan kullanilabilmektedir.

Endometriyal biyopsi: Endometriyal epitelin yani1 sira uterus lumenine en yakin olan stratum compactum gibi daha
derin katmanlarin da endometriyal degisikliklerinin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (28). Endometriyal
biyopside ince bir kateter yardimiyla uterus limeninden doku 6rnegi alinabilmektedir. Bazi arastirmacilar tarafindan
uterus biyopsisinin ineklerde sonraki fertilite {izerinde zararl bir etkisi oldugu bildirilirken (29), baz1 arastirmacilar
ise dogru sekilde uygulandiginda giivenli bir teknik oldugunu bildirmektedirler (30).

Endometriyal biyopsi siklikla kisraklarda daha nadir olarak da ineklerde kullanilan bir yontemdir. Kedi,
kopek ve laboratuvar hayvanlarinda endometriyal biyopsi 6rnegi almak anatomik olarak miimkiin degildir. Inek ve
kisraklardan endometriyal 6rnek alma oOncesinde, 6rnekleme yapilacak olan hayvanlarin travaya alinmasi, alt
epidural anestezi uygulanmasi, kuyrugun baglanmasi ve vulvanin asepsisinin saglanmasi gerekmektedir (31).
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Kisrak ve biiyilik ruminantlarda endometriyal biyopsi almak i¢in kullanilan biyopsi pensleri; uzun sapli, ince
uclu ve uterusun derin kisimlarina ulasabilecek sekilde tasarlanmis olmalidir. Bu amagla biyopsi alinacak olan
hayvanin tiirii ve viicut olgiilerine gore; Kevorkian, Miltex, Tischler, Jackson biyopsi pensleri gibi farkli tip ve
boylarda biyopsi forsepsleri kullamlabilmektedir (32,33,34). Ornekleme sirasina; steril biyopsi aletleri steril kilif
icine alinmakta ve rektovaginal yontem ile vulva, vagina veya servikse degmeden uterusa ulagmasi saglanmaktadir
(35). Kusraklarda dorsal ve ineklerde dorsal ve interkornual alandan endometriyal katlari igine alacak sekilde
ornekleme yapilmalidir. Sonrasinda 6rnek, yapilacak analiz yontemine uygun saklama kosullarina alinmalidir.

Servikal biyopsi: Alinacak olan 6rnegin boyutu kiigiik ise lokal anestezi tercih edilirken daha genis ¢apli ve derin
dokulardan biyopsi O6rnegi alinacaksa alt epidural anestezi tercih edilmektedir. Yapilacak olan islem Oncesinde
perineal bolge oncelikle fiziksel olarak temizlendikten sonra, bdlgenin asepsi ve antisepsisi cesitli antiseptik
soliisyonlar ile saglanarak biyopsi alma islemi gergeklestirilmektedir (23).

Vaginal biyopsi: Lidokain ile lokal anestezi veya alt epidural anestezi uygulanarak yapilabilmektedir (36). Ornek
toplanmadan Once, perineal bolge 1lik suyla yikanmali ve tek kullanimlik kagit havlularla kurulanmalidir. Vulvanin
asepsisi povidon iyot veya klorheksidin gibi antiseptik soliisyonlar ile saglandiktan sonra timsah agizli biyopsi pensi
ile dorsal vaginal alandan biyopsi 6rnegi alinabilmektedir (31). Alinan 6rnek, yapilacak olan analiz yontemine uygun
saklama kosullarinda saklanmalidir.

Folikiil stvist aspirasyonu: Siklikla tek tirnakli ve biiyiik ruminantlarda kullanilan bir yontemdir. Ovum pick
up (OPU) aparati olan bir ultrasonografi cihazi esliginde ve epidural anestezi uygulanarak Ornekleme
yapilabilmektedir. OPU aparati bulunan ultrasonografi probu ile vaginadan goriintiilenene folikiillerden aspirasyon
yontemi ile folikiil sivist toplanabilmektedir. Aspire edilen folikiil sivisi, yapilacak olan analize uygun kosullarda
saklanmalidir (37).

Ince ve kalin igne aspirasyonu: Kopek veya kedi meme tiiméorlerinden ince igne aspirasyon yontemi ile drnekler
aliabilmektedir. Bu yontemler daha ¢ok genel anestezi altinda pre-operatif donemde tiimoriin karakterizasyonu i¢in
kullanilmaktadir (10,38). Ayn1 zamanda bu yontemler ile alman aspiratlarda molekiiler analizler de
yapilabilmektedir (11). Ince igne aspirasyonunda; aspirat alinmadan once 6rnek alinacak olan meme tiim&riiniin
ylizeyinde bulunan killar tiras edilmeli, derinin antisepsisi saglanmalidir. Daha sonra tiimdriin boyutuna ve hayvan
tiiriine gore degisen biiylikliiklerde steril kaniil takili enjektorler yardimu ile icerisinde tiimdr ve meme hiicrelerinin
oldugu aspiratlar alinabilmektedir. Almman aspirat hizli bir sekilde yapilacak olan analize uygun kosullarda
saklanmalidir (10,39). Kalin igne biyopsisi veya tru-cut biyopsisi olarak adlandirilan diger yontem ise daha ¢ok
kadinlarda meme tiimdrlerinin teshisinde yaygin olarak kullanilan minimal invaziv bir yontemdir (40,41). Kopek ve
kedilerde de kullamlabilen bir yontem olan kalin igne biyopsisi, ince igne biyopsisine gore daha fazla doku 6rnegi
alinmasina olanak vermektedir. Bu nedenle bu yontemin 6rnekleme agisindan daha uygun oldugu bildirilmektedir
(38). Kalin igne biyopsisi ile alinan biyopsi drneklerinin hizli bir sekilde yapilmasi planlanan analize uygun saklama
kosullarina alinmasi gerekmektedir.

Invaziv 6rnek alma yontemleri

Ornek almacak hayvan tiiriine gore farkli yontemler ile ilgili dokulardan ornekler alinabilmektedir.
Laboratuvar hayvanlarinda genellikle derin anestezi altinda sakrifiye edilen hayvanlardan doku 6rnekleri hizli bir
sekilde alinmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda mezbahada kesim sirasinda, tek tirnakli ve pet hayvanlarinda ise
intraoperatif olarak 6rnekleme yapilabilmektedir (42).

Ornekleme yapilmadan 6nce alinacak olan orneklerin hizli bir sekilde uygun saklama kosullarina
almabilmesi icin gerekli hazirhk yapilmalidir. Orneklerin almacag: kaplar, kasetler etiketlenmeli, fiksasyon
soliisyonlar1 veya hizli dondurma yapilacaksa sivi azot hazirlanmalidir (43).
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Yapilmasi planlanan ¢alismada incelenecek dokunun islevsel bolimii organ diseke edilerek ortaya
cikartilmali ve miimkiin oldugu kadar biiyiik drnekler alimmalidir. Ornegin yapilmasi planlanan ¢alisma korpus
luteum ile ilgili ise ovaryum iizerindeki korpus luteumlar diseke edilmeli veya ¢aligma gebelik ile ilgili planlantyorsa
ornekler plasental bolgelerden alinmali, gevre dokular ve kan damarlar uzaklagtirilmalidir (44).

Sakrifikasyon ile 6rnek alma yéntemleri

Molekiiler ¢aligmalarda kullanilacak olan deney hayvanlarina, derin anestezi altinda uygun yontemlerle
yapilan 6tenazi uygulamasina sakrifikasyon adi verilmektedir. Sakrifiye edilen hayvanlardan bir veya daha fazla
doku 6rnegi toplanabilmektedir. Sakrifiye edilen deney hayvanindan tiim iireme sistemi eksize edilebilmektedir. Bu
organlar genellikle molekiiler diizeyde doku analizleri ve histopatolojik incelemeler i¢in kullanilabilmektedir. Kolay
ve ekonomik bir 6rnek alma yontemi olmak ile birlikte tekrarlayan 6rneklemeler yapmak miimkiin degildir (45).

Mezbaha materyalinden 6rnek alma yontemleri

Bu yontem genel olarak kesimhanelerden elde edilen; uterus, ovaryum ve diger genital organlardan alinan
doku orneklerine dayanmaktadir (42). Ovaryumlar {izerindeki fonksiyonel yapilar veya folikiil sivilart incelenmek
lizere toplanabilmektedir (4). Ornek alma islemi steril aletlerle yapilmali ve kontaminasyon sekillenmemesi igin
dikkat edilmelidir. Ornekleme oncesinde 6rnek doku alimacak olan organin cevre dokulardan titizlikle ayrilmasi
gerekmektedir. Elde edilen doku ornekleri yapilmasi planlanan analiz yontemine uygun saklama kosullarinda
saklanmalidir (46).

Embriyonik veya fotal doku 6rnegi alma yontemleri

Hayvan tiiriine gére embriyonik drnek alma yontemleri degisiklik gostermektedir. Kedi (47), kopek (48)
veya kii¢lik ruminantlarda (49) pre-implantasyon dénemindeki embriyolar operatif olarak toplanabiliyorken, biiyiik
ruminant ve tek tirnakli hayvanlarda servikal yoldan intrauterin yikama yapilarak toplanabilmekte veya in vitro
olarak iiretilen embriyolar kullanilabilmektedir (50). Toplanan veya in vitro olarak iiretilen embriyolar, total olarak
kullanilabildigi gibi embriyo biyopsisi yapilarak; kutup cisimcikleri, blastomerler, trofoektoderm hiicreleri veya
blastosel s1visi gibi embriyonik biyopsi 6rnekleri de analizlerde kullanilabilmektedir (50).

Fotal donemde hayvan tiiriine gore farki yontemler kullanilarak drneklemeler yapilabilmektedir (51,52,53).
Amnion veya allatois gibi yavru sivilarindan alinan 6rneklerin steril tiiplere aktarilarak yapilmasi planlanan analize
uygun saklama kosullarina alinmasi gerekmektedir.

3. Uygulanacak Olan Molekiiler Analiz Yontemine Gore Orneklerin Saklama Kosullar

ELISA

ELISA yontemi ile kan, serum, plazma, doku ve folikiil stvisi gibi rneklerde analiz yapilabilmektedir. Kan 6rnekleri
dogrudan, serum ve plazma Ornekleri ise +4°C’de santrifiij edilerek -20°C’de analizler yapilana kadar
saklanabilmektedir (54). Diger doku orneklerinde ise biyomolekiillerin korunmasi igin sivi azotla sok dondurma
yapilmasi gerekmektedir. Daha sonra doku 6rnekleri -86°C’de veya sivi azotta saklanarak molekiillerin stabilitesi
saglanmaktadir (55). Alinan folikiil s1vis1 6rnekleri de -20°C’de saklanabilmektedirler (8,56).

Dondurulmus 6rneklerin ¢ozdiiriiliip yeniden dondurulmasi protein denatiirasyonuna yol agabilecegi i¢in
analizler i¢in 6rneklerin uygun porsiyonlara boliinerek donrurulmasi gerekmektedir (57).
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immunohistokimya

Immunohistokimyasal analizler i¢in alinan doku orneklerinin soguk kosullarda hizla islenmesi, 6rneklerin
kuruma ve bozulmasini Onlemek i¢in bilyllk O6nem tagimaktadir. Toplanan doku orneklerinden laboratuvara
gonderilmeden once hizli bir sekilde uygun kalinlikta kesitler alinmalidir. Alinan bu kesitler doku kasetlerine
yerlestirilerek hacimlerinin en az 5 kat1 miktarda %10’luk formol igerisine alinmali ve laboratuvara bu kosullarda 24
saat i¢inde ulastirilmalidir. Laboratuvara ulastirilan dokular alkol ile dehidre edilip parafin bloklara gdmiilmekte ve
+4°C’de analizler yapilana kadar saklanabilmektedir (58).

Immunohistokimyasal analizler i¢in dokularin parafin bloklara gomiilereke saklanmasi altin standart olarak
kabul edilmektedir. Bu yontem dokularin uzun siire yapilarini kaybetmeden korunmasini saglamaktadir (59).

Western blot

Western blot doku orneklerinde ilgilenilen proteinlerin tespiti ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in kullanilan
molekiiler bir tekniktir. Alinan kan, siirlintii, serum, plazma veya doku 6rnekleri uygun drnekleme ortamlarina alinarak,
biyomolekiillerin korunmasi i¢in sivi azot ile sok dondurma islemine tabi tutulmaktadirlar. Alinan Grneklerin
¢Ozdiiriiliip tekrar dondurulmasi proteinlerin denatiire olmasina neden olacagi icin Orneklerin uygun boyutlarda
porsiyonlara ayrilarak dondurulmasi gerekmektedir (60).

Analiz yapilana kadar uzun siire saklanacak protein Orneklerinin yapilarinin korunmasi ve enzimatik
aktivitelerin durdurulabilmesi i¢in -86°C'de saklanmalidir (58).

DNA ve RNA analizleri

DNA ve RNA analizleri i¢in alinan doku 6rneklerinin saklanmasinda dikkat edilmesi gerekli olan en dnemli
husus niikleik asitlerin bozulmasini 6nleyici tedbirler almaktir. DNA molekiilii gérece daha stabildir ve farkl: yontemler
ile islenmis Orneklerden izole edilebilmektedir. DNA analizi yapilmasi amaciyla alinan &rneklerde enzimatik
aktiviteleri durdurabilmek i¢in siv1 azotla sok dondurma yapilmasi ve analizler yapilana kadar doku 6rneklerinin -
86°C’de saklanmas1 6nerilmektedir (55, 61). RNA, DNA ile karsilastirildiginda ¢ok daha kirilgan bir yapiya sahiptir
ve ¢ok ¢abukk bozulabilmektedir. Bu nedenle RNA analizlerinde, RNA stabilizasyon reaktifleri (6rn. RNAlater®)
kullanilarak RNA kalitesi korunmasi gerekmektedir. Bu reaktifler saha g¢aligmalari gibi hizli islem gerektiren
durumlarda avantaj saglamaktadir (62). RNAlater® gibi soliisyonlar RNA ve DNA stabilitesini koruyarak uzun siireli
saklama imkam tammaktadir. Bu tiir soliisyonlar, RNA miktarinin belirlendigi gen ifadesi analizlerinde tercih
edilmektedir. Bu soliisyonlar ile muamele edilen érnekler -20°C veya -86°C’de saklanabilmektedir (63, 64).

Ozellikle RNA analizlerinin yapilacagi calismalarda, RNA’nin bozulmasini en aza indirmek igin dikkat
edilmesi gereken diger bir hususu; 6rnek alimi ile saklama arasindaki gegen siiredir. Bu siire ne kadar uzun olursa
enzimatik bozulma da o kadar fazla olmakta ve analiz sonug¢lar1 olumsuz etkilenmektedir. Bu nedenle alinan doku
orneklerinin en fazla 15 dakika igerisinde saklama i¢in uygun kosullara alinmis olmasi gerekmektedir. RNA analizi
yapilacak olan dokular i¢in ideal olan s1vi azotla hemen sok dondurma isleminin yapilmasidir (65).

4. Muhafaza Edilen Dokularin Laboratuvara Ulastirma Kosullar

RNA veya DNA analizleri i¢in kullanilacak olan doku orneklerinin saglikli bir sekildde laboratuvara
ulagtirilabilmesi i¢in igerisinde -78,5 °C’de kuru buz bulunan termokutular, sivi azot i¢eren 6zel tasima kaplar veya
iceerisinde RNAlater® gibi stabilizatorler bulunan soliisyonlar kullanilabilmektedir (58). Dokularin laboratuvara
taginmasi sirasinda kullanilan tasiyici kap veya kutularin darbe ve kirilmalara kars1 dayanikli, glivenli ve sizdirmaz
olmasina dikkat edilmelidir. Laboratuvar uzak bir lokasayonda ise numune tagima kaplan iizerine i¢inde bulunan
maddenin ne oldugu, soguk zincir ile taginmasi gerektigi gibi bilgilerin yazilmasi gereklidir. Laboratuvarda yapilacak
analizler sonucunda elde edilecek verilerin dogru bir sekilde dokiimante edilebilmesi i¢in; taginacak olan her bir doku
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ornegi dogru bir sekilde etiketlenmeli ve 6rneklerin alindigi hayvanin tiirii, doku 6rneginin hangi organdan alindig,
ornek alma tarihi gibi bilgileri igeren bir belge hazirlanmali ve bu belge dokular ile birlikte laboratuvara gonderilmelidir
(66). Dondurulmus doku 6rnekleri laboratuvara gonderilirken gerekli bilgilerin yazildig: etiketlerin 1slanarak diisme
veya silinme riski bulunmaktaddir. Bu nedenle 6rnek kaplarinin {izerine sudan etkilenmeyen silinmeyen miirekkepli
kalemler ile gerekli bilgilerin yazilmasi daha uygun olmaktadir. Orneklerin laboratuvara ulastirilmasi siirecinde
biyomolekiillerin korunmasi bakimindan tagima isleminin en kisa siirede ve Orneklerin tiiriine gore; i¢inde buz
konteyneri bulunan termo tasima ¢antasi (+4, -20 °C), i¢inde kuru buz bulunan termo tasima kutusu (-78,5 °C) veya
stv1 azot (-196 °C) kullamilarak gerceklestirilmesi gerekmektedir. Eger alinan doku ornekleri fikse edilmeden
laboratuvara ulagtirilacak ise doku 1 saat iginde sogutulmus bir izotonik soliisyon icerisinde laboratuvara taginmalidir.

Immunohistokimyasal analizler i¢in almmus doku drnekleri ise %10 formol soliisyonu icine aliarak 24 saat
i¢inde laboratuvara ulastirilmahidir.

5. Sonug

Bu derlemede veteriner dogum ve jinekoloji alaninda yapilan arastirmalarda kullanilan molekiiler analizler i¢in
uygulanacak olan 6rnek toplama ve saklama yontemleri ele almistir. Yapilmast planlanan ¢alismalarda incelenecek
olan biyomolekiiller ve kullanilacak olan yontemlere gére farkli metodolojiler ile doku &rneklerinin toplanmasi ve
saklanmas1 gerekmektedir. Ornegin alinan doku &rnegi; yapilmasi planlanan analize gore; +4, -20, -86 veya -196 °C’de,
RNA later gibi koruyucu ¢ozeltiler igerisinde stabilize edilerek veya %10 formol gibi soliisyonlar i¢inde fikse edilerek
parafin bloklar icerisine almnarak saklanabilmektedir. Doku o6rneklerinin saklanmasinda kullamlabilecek olan bu
yontemlerin hangisinin tercih edilmesi gerektigi alinan doku 6rneginin tiiriine ve yapilmasi planlanan analiz yontemine
gore degigsmektedir.

Sonug olarak, yapilmasi planlanan molekiiler analizler i¢in en uygun doku 6rnegi saklama yontemi, ¢aligmanin
amacina, analiz tiiriine ve laboratuvarin olanaklarina bagh olarak degismektedir. Orneklerin dogru alinmasi, uygun
kosullarda saklanmasi ve hizli bir sekilde laboratuvara ulastirilmasi, molekiiler analizlerin giivenilirligini artirmaktadir.
Bu nedenle yapilmasi planlanan ¢aligmalarda bu hususlarin gz oniinde tutulmasi, ¢alisma plan ve takviminin bu
bilgiler dogrultusunda dizayn edilmesi, ¢alismanin saglikli bir sekilde tamamlanmasi ve elde edilecek olan verilerin
giivenilirliginin yliksek olmasi acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Cikar Catismas1 Beyam

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin ¢ikar ¢atigmasi potansiyeli olabilecek bilimsel
ve tibbi komite iiyeligi veya iiyeleri ile iliskisi, danismanlik, bilirkisilik, herhangi bir firmada c¢aligma durumu,
hissedarlik ve benzer durumlari yoktur.

Finansal Kaynak Beyam

Bu caligma sirasinda, yapilan aragtirma konusu ile ilgili dogrudan baglantis1 bulunan herhangi bir ilag
firmasindan, tibbi alet, gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi bir ticari firmadan,
caligsmanin degerlendirme siirecinde, ¢aligma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya manevi
herhangi bir destek alinmamastir
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