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DENEYSEL OSTEARTRITIS OLUSTURULAN KOPEKLERDE SODIUM
HYALURONATE’'IN EKLEM KIKIRDAGI METABOLIZMASINA ETKISININ
ARASTIRILMASI

Mustafa Arican ! Cengiz Ceylan 2

The research on effect of Sodium Hyaluronate for cartilage metabolism in dogs
with experimental Osteoarthritis

Summary: Bu galismada, deneysel osteoartritis (OA) olugturulan képeklerde Hyalovet * 20 (Trans Bussan S.A., Ge-
neve, Suisse, hyaluronik asit)'nin intra-artikiler etkisini ortaya koymak amagland, Alti yetigskin képekte, sag articulatio
genudaki ligamentum cruciate anterior kesilerek deneysel osteoarthritis olusturuldu. Eklem sivist ve kan serum &r-
nekleri steril kogullar altinda operasyon &ncesi operasyonu takiben eden 7 gun sonunda ve Hyalovet ™ 20 uy-
gulanmasindan 15 giin sonra toplanarak analiz edildi. Metalloproteinaz (Jelatinez) aktivitesi enzimgrafi yontemi ile
eklem sivisinda analiz edildi. Glikozaminoglikanlar ve keratan sulfat miktarlari, eklem sivisi ve kan serumunda 6lgalda,
Hyaluronik asit’ in kopeklerdeki dejeneratif artrititislerin sagaltiminda kisa strede sonug alinmas agisindan basarili ile
kullanilabilecegi kanisina vanid,

Anahtar kelimeler : Kopek, eklem hastaligi, metalloproteinaziar, jelatinez

Ozet: The aim of this study was to determine the effects of intra-articular Hyalovet ® 20 (Trans Bussan S.A., Geneve,
Suisse, hyaluronic acid) on experimental osteoarthritis in dogs. The anterior cruciate ligament of the right knee was
cut by blind section in 6 adult dogs. Synovial fluids and sera were obtained under sterile condition before and after
operation by needle aspiration. They were also collected after Hyalovet ® 20 treatment within 15th days. The me-
talloproteinases (MMP) activity was measured in synovial fluids by gelatine zymography. Glycosaminoglycans and
keratan sulphate has been measured in sera and synovial fluids. Hyaluronic acid provided good clinical benefits and
an acceptable safety profile is current clinical practice.

Key words: Canine, joint disease, matrix metalloproteinases, gelatinase

teoglikanlar kikirdagin esnekligini sagladigi gibi her
torll deformasyona karsi kikirdagr korumaktadir
(Heinegard ve Paulsson, 1984), Komplike bir yapi
gbsteren PG ler kore proteinleri ile hyaluronik asite
baglanir. Proteoglikanlarin yapisini, kondroitin sulfat
ve keratan sulfattan meydana gelen gli-
kozaminoglikanlar (GAG) olusturmaktadir (Thonar
ve ark. 1985).

insan ve képek OA olgularinda, proteoglikan

Giris

Osteoartritis (OA), kopeklerde sik gorulen de-
jeneratif eklem hastaligidir. Kopeklerde goériulen
ekstremite hastaliklan icerisindeki orani % 37 ‘dir
(Bennett, 1980). Osteoartritis ‘in olusumunda pri-
mer, idiopatik (sebebi tam belli olmayan) ve se-
kunder (ligamentum cruciatum anterior kopugu ve

osteochondrosis) etkenlerin énemli oldugu be-
litilmigtir  (Bennett, 1991). Ligamentum cruciatum
anterior'un kesilmesi kopeklerde deneysel OA olu-
sumuna zemin hazirlar. Ligamentum cruciatum an-
terior'un kesilmesi deneysel olarak OA olusturmak
icin 20 yili agkin stredir kullaniimaktadir (Pond ve
Nuki, 1973; McDevitt ve Muir, 1976).

Osteoartritis olgularinda ik etkilenen bolge
eklem kikirdaginin yapisini olusturan kollajen ip-
likgikleri ve proteoglikan (PG) molekdlleri dir. Pro-

ve glikozaminoglikan miktarlari eklem sivisi ve se-
rumda olgtlmustar (Saxne ve ark. 1987; Arican ve
ark. 1994; Arican, 1995). Kopeklerdeki osteoartritis
olgulan Gzerinde yapilan ¢alismalarda (Arican ve
ark. 1994; Arican, 1995), eklem sivisi keratan sulfat
miktan kikirdak metabolizmasindaki yikimlanma
hakkinda bilgi vermigtir.

Matriks metalloproteinazliari (MMPs) (jelatinaz)
cinko endopeptidler grubundan olup, molekuler
agirliklarina gére MMP-2 ve MMP-9 olarak ay-
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nimistir. MMP lerin bag dokusundaki fizyolojik rol-
lerine ragmen, ekstrasellular matriks'in  yI-
kimlanmasinda onemli etkileri vardir ( Brandt ve
Mankin, 1986; Hirose ve ark. 1992; Arican ve ark.
1998). Cesitli aragtirnicilar tarafindan (Hirose ve ark.
1992; Koolwijk ve ark. 1995; Gruber ve ark. 1996)
insanlarda romatoid artritisli olgulardan toplanan
eklem sivilarinda MMP larin eklem patolojisindeki
rol(l belirtilmistir. Osteoartritisli, romatoid ve septik
artritisli képeklerden toplanan eklem sivilarinda
MMP-2 ve 9 daki artislar enzimgrafi yontemi ile
gosterilmistir (Cawston ve ark. 1989; Spiers ve ark.
1994; Coughlan, 1997).

Osteoarthritis  olgulaninin  sagaltiminda non-
steroidal anti-enflamatuar, steroidler ve hyaluronik
asit kullanilmaktadir (Weiss ve ark. 1981; Balazs
ve Denlinger, 1993; Wollheim, 1996). Fakat, non-
steroidal anti-enflamatuarlanin, renal ve gast-
rointestinal toksitesinden bahsedilmistir (Wollheim,
1996). Glikokortikoitlerin ise etkisinin semptomatik
oldugu Dbildirilmigtir (Wollheim, 1996). Eklem igi
hyaluronik asit (HA) uygulamalan, travmatik ve de-
jeneratif artropatilerin sagaltiminda 25 yildir kul-
laniimaktadir (Weiss, 1981 ; Balazs ve Denlinger,
1993). Rématolojide ve ortopedik hastalarda intra
artikiler HA tedavisi basan ile kullaniimakta olup,
sagaltim takiben bu ilagin etkisinin bir-kag¢ ay sr-
dugl belirtilmistir (Wollheim, 1996). Eklem igine en-
jekte edilen HA'in  eklem swisi' nin  vis-
koelastikiyetini sagladigi, eklemi kayganlastirp,
kikirdak yikimlanmasini azaltid: ifade edilmektedir
(Lussier, 1995). Yang: giderici 6zelliginden bah-
sedilen HA'in Kkortisol ve akut faz proteine bag-
lanarak, yangisel mediatérlere ilgi gosterdigi bil-
dirilmigtir (Lohmander, 1993). Hyaluronik asit'in
Iokositlerin goguni, prostaglandin E2 baskilayarak
sagladigi kanitlanmigtir (Tew, 1984; Aviad ve
Houpt, 1994). Kopeklerdeki osteoarthritis ol-
gularninda basariyla kullanilan HA' in eklemde y1-
kimlanma yapan metalloproteinaz enzimleri Gze-
rine etkisi bugine kadar aragtinimamugtir.

Bu calismada deneysel OA olusturulan koé-
peklerden toplanan eklem sivilarinda keratan sulfat
(KS), glikozaminoglikan (GAG) ve  me-
talloproteinazlarin (jelatinaz) miktarlan olgilerek,
HA sagaltimi sonucunda bu biyokimyasal pa-
rametrelerde meydana gelen degisikliklerin has-
taligin prognozuna olan etkisi aragtinimisgtir.
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Materyal ve Metot

Calisma materyalini, farkli yas, irk ve cinsiyette
15-30 kg agirhginda 6 kopek olusturdu. Képekler kli-
nik olarak muayene edildikten sonra genu ek-
leminde problemi olmayanlar deneysel galismada
kullanildi.

Denemeye alinacak olan koépekler 1 gln én-
ceden ag¢ birakildi, sadece su igmelerine izin verildi.
Operatif islemden énce, premedikasyon igin 0.1 ml/
kg dozunda Rompun (Bayer xylazin hydrochlorid
23.32 mg/ml) intramuskiler ve canh agirliklarina
gore 20 mg/kg dozunda sodium thiopenthal int-
ravendz uygulandi. Hayvanlar operasyon masasina
sit Usta yatinidi. Sag articulatio genudaki  |i-
gamentum cruciate anterior kesildi ($Sekil 1). Ope-
rasyonu takiben butin hayvanlara Pronapen -800
IM olarak enjekte edildi. Gnlik olarak hayvanlara
eksersizler yaptirildi.

Eklem sivist ve kan serum oOrnekleri steril ko-
sullar altinda operasyon oncesi ve operasyonu takip
eden 7 gin sonunda sagaltimdan 6nce toplandi.
Operasyonu takip eden 1 hafta sonra sagaltim
amaciyla Hyalovet® 20 (20 mg natrii hyaluronta
2ml; Trans Bussan S.A.. Geneve, Suisse) 7 gun
arayla 1ml lik, iki aplikasyon olarak intra artikiiler
uygulandi. Uygulamay: takiben 15 gun sonrasinda
kan serum ve eklem sivilari toplanarak santrifuj edil-
dikten sonra analizler yapilincaya kadar -20°C'de
saklandi. Eklem sivisindaki farkl yapidaki Iokositler
Giemsa boyama ile gosterildi. Kopeklerden ¢alisma
boyunca ilk alinan OGrnekler kontrol olarak kul-
laniimak Gzere, toplam 18 eklem sivisi ve 18 serum
ornegi toplandi. Glikozaminoglikan ve keratan sulfat
miktarlari eklem sivisi ve kan serumunda oOlguldu.
Metalloproteinaz miktari ise eklem sivisinda olguldu.
Kan serumundaki metalloproteinazlar serum protein
miktarlarinin fazlaligindan dolayi degerlendiriimedi.

Calismada alinan orneklerin  analizleri In-
gilteré'de Liverpool Universitesi Veteriner Fakultesi
Klinik bilimleri laboratuvarinda yapildi.

Jelatin Enzimgrafi; Eklem sivisindaki jelatin en-
zimi miktarlari, Coughlan (1997) ¢alismasi modifiye
edilerek analiz edildi. Eklem sivilan, Tris-HCI ige-
ren % 1.5 SDS, % 5 glycerol and % 0.005 Bro-
mophenol blue, pH 6.8 icerisinde sulandirildi ve
37°C bir saat elektroforez i¢in bekletildi. 7.5 pl. lik
ormek elektroforeze konularak analiz edildi.

Standart olarak % 10 luk fotal buzadr serumu
her analiz yapilisinda kullanildi. 100mM EDTA ve
50mM PMSF (Serine proteinaz enzim bas-
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kilayicilan) kullanilarak enzimlerin metalloproteinaz
oldugu gosterildi.

Metalloproteinazlarnn Bilgisayar Analizi : Bil-
gisayardan yararlanilarak, enzimgrafi jelleri Gze-
rindeki aktif enzimler analiz edildi. Jel gorantileri
Macintosh bilgisayari ile link yapan video kamera
ile goruntulendi. Bu amagla (NIH imaj 1.44) prog-
rami kullanildi. Her bir enzim bandi, belirgin hale
getirildikten sonra bu enzimin kapladig alan 6l-
¢uldd. Bu iglemler esnasinda standart uygulanarak
aktif enzim dlzeyleri saptandi.

Jelatin Yikimlanma ELISA analizleri : Kisaca,

ELISA plakalan, jelatin enzimi ile kaplandi. Bunun -

icin 100 pl jelatin ilave edildikten sonra 1 saat 37°C
ve 24 saat 4°C de bekletildi. Eklem sivilari, 1/ 10
Tris-HCI (0.05M), CaCl, (0.005M), Brij 35 (0.05%)
pH 7.6 lle sulandinidi. ELISA plaklari PBS/ Tween
ile yikanip jelatine kargi tavgan antikoru ilave edildi.
Bunun tzerine 1/ 4000 dilusyonda tavsana karsi
lgG alkaline fosfataz konjugati ilave edildi. Kon-
jugatin uzaklastinimasini takiben, fosfataz subsrati
katilarak 405 nm de okundu,

Glikozaminoglikan analizi : Eklem sivisi ve se-
rumdaki glikozaminoglikan miktarlan, Farndale
(1986)'nin metodu modifiye edilerek analiz edildi
(Taylor ve Jeffree, 1969 ; Arncan ve ark. 1994).
Eklem sivisi 6rnekleri 1/10 50mM PBS (Fosfat But-
fer Saline) pH 7.0 ile sulandinidi. 100 pl, po-
liesteren tuplere (LP3, Luckham) transfer edildi.
Standartlar, balina kikirdak kondroitin sulfatindan
(Sigma) hazirlandi. Tlplere N-acetylcysteine
(Sigma) eklendi. Papain (0.13 Unite, Sigma) re-
aksiyon durdurmak igin tiplere katilarak, son volim
250 ml olacak sekilde hazirlandi. Analiz so-
nuglarinin guvenirligi igin yuksek ve dustk ornekler
kullanildi.

Keratan Sulfat Analizi : Eklem sivisi ve se-
rumdaki KS miktarlari ELISA yontemi ile analiz edil-
di (Ancan, 1994 ; Ancan, 1995). ELISA plakalari
PG monomer ile kaplandiktan sonra, chond-
roitinase-abc enziminden gegirilen Ornekler pla-
kaya katildi. Plakalara esit miktarlarda keratan sul-
fat antikorlar (5-D-4 ICN) ve fareye-kargi keci IgG
konjugati ilave edildi. Plakalara en son alkaline fos-
fataz substrati konularak 405 nm de ELISA oku-
yucusunda sonuglar alind.

Istatistiki Analizler : Istatistiki analiz igin Mann-
Whitney U testi kullanildi.
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Bulgular

Operasyon Oncesi

Enzim Seviyeleri : 1/20 sulandirma yapilan nor-
mal eklem sivilaninda 66 kilodalton (kDa) gelen zayif
metalloproteinaz (jelatin) bantlari gérildi. Bu bant-
lar MMP-2 aktivitesini géstermektedir (Sekil 2). Nor-
mal eklem sivisinda 90 kDa gelen MMP-9' lara rast-
lanmadi.

Glikosaminoglikan seviyeleri : Eklem sivisi ve
serum GAG seviyesi kontol grubunda normal se-
viyelerinde bulundu. Operasyon 6ncesi GAG mik-
tarlar Tablo 1'de gosterildi.

Keratan sulfat seviyeleri : Eklem sivisi ve se-
rumdaki KS seviyesi kontol grubunda normal se-
viyelerinde bulundu. Operasyon oncesi KS mik-
tarlan Tablo 1'de gosterildi.

Operasyondan bir hafta sonra

Enzim Seviyeleri : 66 kDa gelen MMP-2 en-
zimin  aktivitesinde kontrol grubu ile kar-
silastinidiginda artiglar gortldi (p<0.001) (Sekil 3).
90 kDa gelen MMP-9 enzimi goruntilendi. 232 kDa
gelen ise MMP-9 enziminin inaktif formu olarak be-
lirlendi (Sekil 3).

Glikosaminoglikan seviyeleri : Eklem sivisindaki
GAG seviyesi OA kopeklerde kontol grubu ile kar-
silastinldiinda artti@ bulundu (p<0.04). Serum
GAG seviyesinde artislar kaydedildi. Operasyondan
7 glin sonraki GAG miktarlar Tablo 1 de gosterildi.

Keratan sulfat seviyeleri : Osteoartritisli hay-
vanlardan toplanan eklem sivisindaki KS mik-
tarinda kontrol grubu ile yapilan kargilagtirmalarda
artiglar bulundu (p<0.03) (Sekil 3). Serum KS se-
viyesinde artislar kaydedildi (p<0.01). Ope-
rasyondan 7 gin sonraki KS miktarlan Tablo 1 de
gosterildi.

Hyaluronik Asit Sagaltimindan sonra

Enzim Seviyeleri : 90 kDa gelen MMP-9 en-
ziminde ve 66 kDa gelen MMP-2 enzimindeki is-
tatistiki azalis belirgindi (Sekil 3). Klinik olarak da
hayvanlardaki duzelmeler kaydedildi.

Glikozaminoglikan seviyeleri : Hyalovet ® 20
ile sagaltim sonucunda eklem sivisindaki GAG se-
viyesinde degisiklik olmadi. Serumdaki GAG se-
viyelerinde ise gruplar arasinda fark gozlenmedi
Sagaltimdan 7 gin sonraki GAG miktarlar Tablo 1
de gosterildi.

Keratan sulfat seviyeleri : Hyalovet® 20 ile sa-
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Sekil 1 : Deneysel osteoarthritis olusturmak i¢in ligamentum cruciata
anterior'un kesilmesi.
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Sekil 2: 1, 2 ve 3 no'lu kopeklerden toplanan eklem sivilarinda kontrol grubu (a), deneysel osteoarthritis olugturulduktan

sonra (b) ve Hyalovet ® 20 sagaltimindan sonra (c) jelatin enzim dizeylerinin gdsteriimesi. 232 kDa ve 90 kDa mo-

lektler agiritklan metalloproteinaz-9*(MMP-9) gdstermektedir. 76 kDa MMP-9'un aktif formunu gostermektedir. 66 kDa
ise MMP-2 yi gostermektedir.
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Sekil 3 : Kontrol, operatif islem ve sagaltimdan sonra eklem sivilarindaki Keratan sultat duzeyinde meydana gelen de-

gisiklikler,

galtim sonucunda eklem sivisinda ve serumdaki
KS miktar: istatistiki olarak dustu (Sekil 3). Eklem
sivisindaki KS seviyesi serumdakinden fazla ol-
dugu bulundu. Sagaltimdan 7 gun sonraki KS mik-
tarlari Tablo 1 de gosterildi.

Baskilanma galigmalari

Ug ehzim bandi da (66, 90 ve 232 kDa)
100mM EDTA ile tamamen baskilandi. 50mM
PMSF (6zel serine proteinase baskilayicilannda)
degisiklik gorulmedi. Bu sonuglar bu enzimlerin
metalloproteinaz oldugunu gésterdi.

Tartisma ve Sonug

Osteoartritis sagaltiminin hedef noktasi, eklem
kikirdagindaki ~ yikimlanmayi  baglatan ~ me-
talloproteinaz  enzimlerini  durdurmaktir. Me-
talloproteinaz enzimleri ekstraselular matriksdeki
fizyolojik fonksiyonlan ile birlikte, 6zellikle kollajen
fibrillerinin - ve proteoglikan molekulinin  yi-
kimlanmasinda Onemlidir. Metalloproteinazlar, je-

latin enzimgrafi analizi ile molekul agirliklarina gére

gosterilmistir (Birkedal-Hansen ve Taylor, 1982 ;
Davies ve ark. 1993). Bu calismada Oncelikle
eklem sivilanndaki aktif “ve inaktif me-
talloproteinaziar ELISA ve enzimgrafi yontemleri
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ile gosterildi.

Kontrol ve OA' li hayvanlardan toplanan eklem
sivilarinda MMP-2 ortaya kondu. MMP-2 lerin si-
novyal fibroblastlardan ve kondrositierden Uretildigi
belirtilmigtir (Hough ve Spokoloff. 1989; Clegg ve
ark. 1997). Hastalikh eklemden toplanan eklem si-
vilarinda MMP-2 lerdeki artis sinovyal fibroblast ve
kontrosit metabolizmalarinin  artisina  bagland..
Fakat, MMP-9 lar sadece OA ‘li eklem sivilarinda
gorintilendi. MMP-9 lar kondrosit, kan monositleri
ve notrofil I0kositler tarafindan sentezlenirler (Vartio
ve Baumann, 1989 ; Matrisian, 1992; Fox ve Kang,
1993 ; Clegg ve ark. 1997; Arican ve ark. 1998).
Cesitli arastincilann yaptigi ¢alismalarda MMP-9 lar
ile noétrofil I6kosit miktarlan arasinda paralellik bu-
lunmUstur (Hirose ve ark. 1992; Clegg ve ark. 1997
)- Bu sonuglar enzim miktan ile nétrofil 16kositler
arasindaki iligkiyi gostermistir. Bu galismada MMP-
9 daki artiglar yangisel reaksiyonlara ve buna bagli
olarak nétrofil Io6kositlerin artisina bagland:.

Calismada, eklem sivisinda GAG ve KS mik-
tarlan operatif islemden 6nce ve sadaltimdan sonra
oleildi. GAG miktarilaninin operasyonu takiben
OA'li grupdaki artisi, hastahigin akut doneminde
GAG da meydana gelen yikimlanmasina bagland..
Fakat, sagaltm  sonucunda GAG  kon-
santrasyonunun sabit kalig1 osteoartritisli eklemdeki
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Tablo 1 : Operasyon ncesi, operasyondan 1 hafta sonra ve HA asit sagalimindan sonra eklem sivisi ve serumdaki GAG

ve KS miktarlarinda meydana gelen degisiklikler

Operasyon Oncesi Operasyondan Hyaluronik ast
(Kontrol) 1 hafta sonra sagaltimindan sonra

serum 77.7+23.0 58.646.0 88.7+425
Glikozaminoglikan pg/ml

eklem sivisi 194.6+191.2 270.6+£115.3 276.6+266.5

serum 0.8£0.5 3.642.3 1.0£0.8
Keratan Salfat pg/mi

eklem sivisi 47.8+37.9 184.5:118.3 44.8:498
sivi voluminin artigina baglandi. OA 'li olgularda yaslandiginda daha yararh oldugu ve eklemde

yapilan galismalarda (Anican ve ark. 1994; Arican,
1995) eklem sivi volimunin arttigr gosterilmigtir,
Bu ¢alismada OA'li eklemden toplanan eklem si-
vilarimin analizinde KS konsantrasyonundaki artig
metalloproteinaz enzimlerinin KS molekullerini pro-
teoglikana baglanma yerlerinde yikimlamasina
baglandi. Insan, kopek ve deneysel me-
nuskisektomi uygulanan koyunlarda yapilan ga-
lismalar da bu sonucu destekleyici bulunmustur
(Witter ve ark. 1987 ; Brandt ve Thonar, 1989 ;
Arican 1995). Sagaltim sonucunda, KS mik-
tarindaki azalis ise, metalloproteinaziann, hya-
luronik asit tarafindan baskilanmasi sonucu, ki-
kirdak metabolizmasindaki KS yikimlanmasini
engelleyerek fazla oranda KS artigini durdurdugu
kanisina varildi. Yapilan bir ¢alisma da bu gorusa
desteklemistir (Ghosh ve ark. 1995).

OA olgularinda, non-steroidal anti-inflamatuar
ve steroid ilaglann kullaniimas: yaygindir. Fakat,
ciddi gastrointestinal problemler olusturdugu, ka-
raciger ve bobrekler olmak (zere birgok organa
zarar  verdigi  Dbildirilmigtir.  Terapotik  uy-
gulamalarindaki amag ilaglarin vicuda zarar ver-
mesine engel olmaktir. Yapilan ¢alismalarda hya-
luronik asit uygulamalarinda herhangi bir yan
etkiye rastlanmamigtir (Adams, 1993). Bu ¢a-
lismada HA uyguladigimiz kdpeklerde klinik olarak
herhangi bir problem gozlenmedi.

Sagaltim amaciyla kullanilan HA eklemdeki et-
kisini proteoglikani koruyarak ve sinovyal hucrede
proliferasyonu azaltarak yapar. HA polimorfnuklear
hiucreleri ve lokositlerin makrofaj gog¢unu bas-
kilayarak yangiy! azaltir. Bag dokusunda iyilegtirme
yapar, fibroblast ve endotelial hicrelerde pro-
liferasyonu kontrol ettigi bildiriimigtir (Aviad ve
Houpt, 1994). Yapilan ¢alismada HA en-
jeksiyonlannin, kortikosteroid uygulamalan ile ki-
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daha uzun sure kaldigi gosterilmistir (Peyron ve Ba-
lazs, 1974). Insanlardaki OA olgularinda basari ile
kullanildig bildirilmistir (Peyron ve Balazs, 1974)

Sonug olarak metalloproteinaz enzimlerinin
eklem swvilaninda gosterilmesi teshisde yardimcidir
(Clark ve ark. 1993). Hyaluronik asit l6kositleri bas-
kilayarak, nétrofil I6kositlerden salgilanan MMP-9
larin kollajen fibriller ile PG'in yikimlamasinin éntne
gectigi kanisina varildi. Hyaluronik asit’ in ko-
peklerdeki dejeneratif arthrititislerin sagaltiminda
kisa surede sonu¢ alinmas! agisindan basanl ile
kullanilabilecegi vurgulandi,

Tesekkur Laboratuvar analizlerindeki kat-
kilarindan dolay Dr. S.D. Carter'a tesekkur ederiz.
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