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Sicanlarda ostrus siklusunda endometriyum dokusunun
hiicresel ve sivisal savunma sistemi hiicreleri iizerinde

histokimyasal ve histometrik arastirmalar

Alper Yalgin  Mehmet Kanter

Yiiziincii Yil Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Van, TURKIYE

Ozet:Bu calisma, §strits siklusunun farklt evrelerine gore sigan endometriyum dokusundaki hiicresel ve sivisal
savunma sistemi hiicrelerinin 8strus siklusunun farkli evrelerine gore dagiimim belirlemek amaciyla yapild.
Calismada, 28 adet disi Wistar Albino sigan kullanildi. Ostrus siklusunun farkli evrelerinde dekapite edilen siganiarin
uteruslari uzaklastirildi. Uteruslarin bir kisnu plazma hiicresi boyamast igin formol — alkol tespitinde, diger bir kismi
ise enzim boyamast igin tamponlu formol — sukroz soliisyonunda tespit edildi. Hazirlanan parafin bloklardan alinan
kesitlere metil green pironin boyama yontemi uygulandi. Kriyostat’ta alan diger kesitlere ise alfa naftil asetat
esteraz pozitif hiicreleri belirlemek i¢in (ANAE) enzim boyamasi yapildi.

T - lenfositler, dogal dldarict hiicreler (natural killer cells, NKC) ve makrofajlarin, 6striis evresinde oldukca
artmasina karsin, metostriise dogru gittike azaldigs, diostriis doneminde ise hiicrelerin oldukca seyrek bulundugu
gozlendi. Prodsiriis evresinde bu hiicrelerin sayisinn didstriise gore biraz daha arttig1 saptand1. Plazma hiicrelerinin
en fazla sayida prodstriisde goriildiigii, bu saymin sirasiyla striis, metdstriis ve didstrils evrelerine dogru oldukga
azaldig1 belirlendi. Endometriyumdaki hiicresel ve sivisal savunma sistemi hiicrelerinin, ostriis siklusunun farkls
evrelerinde degisik dagilimlar gosterdigi sonucuna varilds.

Anahtar Kelimeler: Sigan, Ostriis siklusu, Hiicresel ve sivisal savunma hiicresi, Histokimya.

Distribution of the cellular and the humoral immune system cells in the endometriyum
tissue of the rat at various stages of the estrous cycle

Abstract: This study was performed to investigate the distribution of the cellular and the humoral immune system
cells in the endometriyum tissue of the rat at various stages of the estrous cycle. In the study 28 female Wistar
Albino rats were used. Uterine tissues from female rats, following decapitation, were selected at various stages of the
estrous cycle. To stain the plasma cells, some of the uterine tissues were fixed in the solution of formol alcohol, while
the others, for the staining of the enzyme, were placed in the solution of formol - sucrose. After the parafinization
process, sections were cul on a microtome and were stained with the metil green - pyronin method. The other
sections cut on a cryostatic microtome were stained with the alfa naphtil acetate esterase in order to observe ANAE
positive cells.

This study has demonstrated that although the number of T-lymphocytes and natural killer cells (NKC) and
macrophages at the stage of estrous were found to be significantly increased, these cells tended to decline towards of
the metestrous and these ones were rarely present at the stage of the diestrous.However, these cells were found to be
increased a little more the proestrous compared with the stage of diestrous. Plasma cells were present in the large
numbers at the stage of proestrous, but the numbers of these cells were observed to tend to decrease towards the
stages of estrous, metestrous and diestrous. In conclusion, this study, suggest that the different distribution of cellular
and humoral immune cells in the endometrium may vary with the different stages of the estrous cycle.

Key Words: Rat, Estrous cycle, Cellular and humoral defence cell, Histochemistry.

GIRIS sistem hiicreleri ve spesifik immunglobulinler, yabanci

maddeleri spesifik olarak kontrol eder, yikimlar ve

Ostriis ~ siklusunda,  endometriyal — dokudaki treme sisteminden uzaklagtirir. Ureme sisteminin diger
immunolojik tepkide degisiklik olmaktadir. Immun bir ozelligi de, serviks uteri ile iki boliime ayrilmus
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olmasidir.  Serviks uteri, ostriis donemi diginda
kapahdir, boylece vulva ve vajinada bulunan yabanci
maddeler uterusa gecme olanagr bulamadigl igin ig¢
kisim daha etkili korunmus olur. Ostriis déneminde ise
serviks uteri agiktir. Ciftlesme veya suni tohumlama ile
serviks uteriye yakin olarak depolanan sperma, ostriis
doneminde agilan serviks uteriden uterusa geger ve
uterusta ilerleyerek yumurtaliktan gelen yumurta
hiicresi ile birlesir (1). Ostriisde, serviks uterinin
acilmasina paralel olarak patojenlerin girmesi daha
kolay oldugu igin, uterusun immun fonksiyonu
maksimum derecede artmasma karsin, didstriisde, bu
immun tepki en alt seviyeye diiser (2). Uterus, bir ¢ok
onemli tip antijene maruz kalan bir organ olmasina
ragmen bu organdaki antijen sunumu ile ilgili ¢cok az
sey bilinmektedir (3).

Sicanlarda yapilan ¢ahsmalarda 6striis  siklusunun
evrelerine gére immun kompetan hiicre yogunluklarmmn
degistigi gosterilmigtir. Kaushic ve ark. (4), T-lenfosit, NKC
ve makrofajlarm ozellikle Ostriis doneminde arttiing,
diostriis devresinde ise bu hiicrelerin oldukga azaldigm:
belirtmiglerdir. Baska aragtimacilar, siganlarda plazma
hiicreleri sayisinin prodstriis doneminde yitksek oldugunu,
ditstriisde ise saymin azaldigi bildirmiglerdir ( 5, 6).

Bu ¢alismada, ostrits siklusu (prodstriis, Ostriis,
metostriis, diostriis) boyunca endometriyumda goriilen

hiicresel ve sivisal savunma sistemi hiicreleri
dagilimmin  histokimyasal  olarak  belirlenmesi
amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Bu calismada, agirliklann 200-250 g arasinda
degisen 3 aylik 28 adet Wistar Albino disi sican
kullanildi. Siganlar, 6striis siklus evrelerine gore, her
grupta 7 adet hayvan olmak tizere 4 ayri gruba ayrildi.
Ayr kafeslerde gruplar halinde bulunan hayvanlar,
standart si¢can yemi ve su ile ad libitum beslenmeye tabi
tutuldu. Biyolojik ritimlerinin diizenli olabilmesi i¢in
12 saat yapay 151k, 12 saat karanlik uygulandi.

Ostriisun donemlerini belirlemek icin Mallenby ve
ark. (7 nin  kullandiklart vajinal smear yontemi
uygulandi. Vajinal smear alinmadan ©nce siganlarin
vulva etrafi % 70’lik alkolle silinip temizlendikten
sonra steril ve tek kullanimlik tahta ¢ubuklarla vajina
duvarindan nazik bir sekilde siiriintii alindi. Alinan
stiriintii temiz bir lam iizerine yayild, iizerine % 70’lik
etil alkol dokiilerek 5 dakika siireyle tespit edildi.
Havada kurutulan siirme preparatlar % 17lik olarak
haZirlanan metilen mavisi ile 5 dakika boyandi.

Doku orneklerinin alinmasi ve degerlendirilmesi

Farkh siklus déneminde siganlar yiiksek doz eter
ile uyutularak dekapite edildi. Abdominal diseksiyon
ile uteruslan alinarak formol-alkol tespit sivisinda 24
saat siireyle tespit edildi. Tespit sivisindaki doku
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orneklerine bilinen histolojik doku takibi islemleri
uygulandi. Genel doku takibinden sonra dokular
paraplastta bloklandilar. Hazirlanan bloklardan rotary
mikrotom (Leice RM 2135, Germany) ile alinan 6 p
kalmhgindaki kesitlere plazma hiicrelerini belirlemek
icin metil green - pironin boyama yontemi uyguland:

(8).

Alnan dokulardan bir kismu da alfa naftil asetat
esteraz (ANAE) pozitif hiicreleri  belirlemek icin
onceden sofutulmus  tamponlu formol - sukroz
soliisyonunda +4° C derecede 22 saat siireyle tespit
edildikten sonra +4° C derecede Holt soliisyonunda 22
saat tutuldu (9) ve kriyostat’ta (Shandon AS 620,
London) 10 g kalinhgindaki kesitler, énceden formol-
jelatin ile kaplanmig olan lamlara alindi. Preparatlar
oda sicakhginda bir saat kurumaya birakildi. Alfa
naftil asetat esteraz (ANEA) pozitif  hiicrelerin
belirlenmesi i¢in kesitler, Mueller ve ark (9)” na gore
hazirlanan sodyum floriir ( NaF ) ilave edilen ve
edilmeyen inkubasyon soliisyonunda pH 7.2°de 5
dakika siireyle kontrolli olarak tutuldu. Bu siire
sonunda yikanan kesitlere, pH’st 4.2 olan asetat
tamponunda ¢ozdiirilen % 1’lik metil green ile 5
dakika g¢ekirdek boyamasi  uygulandi. Preperatlar
dereceli alkollerden gegilerek suyu giderildi, ksilolde
parlatildi  ve entellanla  kapatildi.  Hazirlanan
preperatlar, Nikon Optiphot 2 model arastirma
mikroskobunda incelendi ve gerekli goriilen bolgelerin
fotograflar ¢ekildi.

Plazma hiicre sayimi

Uterus doku kesitinin, metil green - pironin
boyama yoéntemi ile boyanan preperatlarinda plazma
hiicrelerinin sayisal dagilimmi saptamak igin yapilan
hiicre saymmlarinda 100 kare okiiller mikrometre
(eyepiece graticule) kullanildi. Plazma hiicreleri, 40°hk
objektif bityiitmesinde 100 kare igerisine diisen birim
alanda sayildi. Her kesitte endometriyumda rastgele
secilen 8 farkli boélgede hiicre sayimlart yapildi. Bu
sekilde seri kesitlerin sayilmast ile elde edilen
rakamlarin aritmetik ortalamasi alindi. Boylece 100
kare okiiler mikrometrenin kapsadig: alandaki ortalama
plazma hiicre sayis1 saptandi. Mikrometrik lam
yardimiyla 40°hk objektif biiyiitmesi i¢in 100 kare
okiiler mikrometrenin alani saptandi (10). Daha sonra
tiim sayisal veriler, 1 mm” " lik birim alandaki plazma
hiicre sayisina doniistiiriildii.

Istatistiksel analizler

Ostriis siklusunun prodstriis, Ostrils,. metistriis ve
diostriis evrelerinde, plazma hiicre sayilarinin genel
istatistiksel degerlendirilmesi ve bu evreler arasi
varyans analizleri (ANOVA) SPSS (IBM-PC) paket
programinda gergeklestirildi (11,12).
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BULGULAR

Ostriis ~ siklusunun ~ biitin ~ dénemlerinde
incelenen hiicresel savunma sistemi hiicrelerinin, Sstriis
evresinde oldukga artmasina karsm, metostriisse dogru
gittikce azaldigy, diostriis doneminde ise seyrek
bulundugu gozlendi. Prodstriis evresinde bu hiicrelerin
sayisinin didstriise gore fazla oldugu belirlendi.

Proostriiste, biiyikli kiigiiklit graniilleri ve
heterojen boyanmasi ile saptanan dogal oldiiriicii
hiicrelerin (natural killer cell, NKC) az sayida olmak
tizere ozellikle subepitelde bulundugu gozlendi. Iri ve
yesil boyanan bir ¢ekirdek ve bu g¢ekirdek ile hiicre
zarinmn arasindaki sitoplazmada sayilar1 degisen sekilde
homojen boyanan graniilleri ile T-lenfositler ise, daha
¢ok endometriyumun stratum fonksiyonalis boliimiinde
gozlendi. Prodstriisiin baglangi¢c dénemini yansitan bir
ornekte NKC’ler yogun bir sekilde mezometriyal
iiggende saptandi. Bu donemde endometriyumda
makrofajlara rastlanmadi. Makrofajlar az sayida olmak
tizere stratum  vaskularedeki kan damarlarmm
cevresinde ve mezometriyal ticgende saptandi (Resim
1,2).

Ovulasyonun gerceklestigi ostriis evresinde,
hiicresel savunma hiicrelerinin olduk¢a fazla sayida
bulundugu gozlendi. Bu dénemde saptanan NKC’lerin
ozellikle endometriyumun subepitel bolgesinde lokalize
oldugu saptandi. Bazi 6rneklerde ise, bu hiicrelere daha
az sayida bezler etrafinda ve stratum bazaliste rastland.
Bazi preparatlarda ise mezometriyal ticgende kiimeler
olusturdugu tespit edildi. Sodyum floriir (NaF)
icermeyen  inkiibasyon  soliisyonu ile  yapilan
boyamalarda, lamina epitelyaliste son derece koyu
boyanmalarm  gergeklestigi  gozlendi.  NaF’siz
orneklerde, NKC’lerin de olduk¢a koyu boyandig:
goriildii.  T-lenfositlerin  endometriyum  boyunca
olduk¢a yogun bulundugu ancak bu yogunlugun
ozellikle stratum fonksiyonaliste stratum bazalise gore
daha fazla oldugu saptandi. T-lenfositlerin bazi bezlerin
cevresinde de lokalize olduklar1 goriildii. Bu donemde
makrofajlarin, ozellikle mezometriyal iiggende ve bu
bolgeye yakin olan stratum vaskularedeki kan
damarlarmim etrafinda kiimeler seklinde yogunlastig,
miyometriyumun diger kisimlarinda ise seyrek olarak
bulundugu gézlendi. Endometriyumda ise makrofajlar
tespit edilemedi (Resim 3, 4, 5, 6).

Sekresyon devresinin ilk asamasi olarak kabul
edilen metostriis doneminde hiicresel savunma sistemi
hiicreleri sayisimin ostriis evresine gore azaldigi, fakat
bu hiicrelerin sayisinin prodstriis evresine gore arttif
belirlendi. Bu savunma  sistemi hiicrelerinden
NKC’lerin sayisinda azalma saptandi. NKC’lerin
siklusun biitiin donemlerinde oldugu gibi, ©zellikle
subepitelde bulundugu ve bazi 6rneklerde lamina
propriyada, stratum fonksiyonalisde ve bezlerin
arasinda yer aldigi saptandi. Yine bazi orneklerde
NKC’lerin mesometriyel tiggende kiimeler olusturdugu
gozlendi. T lenfositlerin ozellikle subepitel ve stratum

fonksiyonaliste, bazen de bezler ¢evresinde az sayida
yer aldigt  belirlendi.  Metostriis ~ doneminde
endometriyumda makrofajlar saptanamadi.
Makirofajlara, siklusun diger donemlerinde oldugu gibi
mezometriyal iicgende ve stratum vaskularisteki kan
damarlarimin etrafinda az sayida rastlandi (Resim 7, 8).

Siklusun son donemi olan diGstriiste ise,
hiicresel savunma sistemi hiicreleri sayisinin son derece
azaldigl gozlendi. NKC’ler, subepitel ve ¢ok nadir
olarak da stratum fonksiyonaliste saptandi. T-
lenfositler, biitiin endometriyum boyunca nadir olarak
gozlendi. Bu donemde de endometriyumda
makrofajlara rastlanmadi. Ancak, bu hiicrelere siklusun
diger ii¢ evresinde belirtilen bolgelerde ¢ok az sayida
rastlandi (Resim 9,10).

Sivisal savunmada rol oynayan plazma
hiicrelerinin, hiicresel savunma sistemi hiicrelerinde
oldugu gibi, ostriis siklusu dénemlerine gire degisimler
gosterdigi belirlendi. Plazma hiicrelerinin en fazla
sayrda proostriis doneminde bulundugu, bu sayinin
swrastyla Ostriis, metdstriis ve didstriis evrelerine dogru

oldukca  azaldigi  belirlendi.  Siklusun  biitiin
donemlerinde plazma hiicrelerinin 6zellikle bezler ve
damarlar etrafinda bulunmakla birlikte

endometriyumun farkli bolgelerinde degisik yogunlukta
bulundugu tespit edildi (Resim 11, 12, 13, 14 ).

Tablo 1. Ostriis siklusu evrelerinde endometriyumda
plazma hiicrelerinin dagibumi.

Plazma Hiicresi Adet / mm?
Aritmetik Ortalama (x+SH)

Ostriis Evreleri n

Prodstriis 7 57.14 + 1.87*
Ostriis 7 4229+ 127°
Metostriis 7 28.57 £0.90°
Diostriis 7

14.29 +0.87¢

Plazma sayilari stitunundaki farkli dstriis evrelerininde
farkll harf tagiyan grup ortalamalan istatistiksel olarak
onemli farkliliga sahiptir (p<0.05).

TARTISMA VE SONUC

De ve Wood (13), fare uterusunda yaptiklar bir
cahismada makrofajlarm, sayisal olarak diostriis, prodstriis
ve oOstrlis fazlart arasinda anlaml bir degisim
gostermedigini, fakat dagiima bagli degisimin ostriisde
gorlildiigiinit  belirtmiglerdir. Bu ¢alismada, si¢anlarda,
makrofajlara endometriyamda hi¢ rastlanmamakla birlikte
ostrits siklusunun Szellikle Gstriis evresinde mezometriyal
ficgen ve stratum vaskularedeki kan damarlarmin etrafinda
oldukca fazla sayida oldugu gozlendi. Siklusun diger
evrelerinden olan prodstriis  ve metdstriisde  yukarida
belirtilen  bolgelerde bu  hiicrelerin  azaldigy,didstriis
evresinde ise ¢ok seyrek bulundugu saptands.
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Resim 1. Proostriis evresindeki uterusun kesiti. Esteraz
pozitif hiicrelerin daha ¢ok stratum fonksiyonaliste
lokalizasyonu. L: Lumen, E: Endometriyum, My:
Miyometriyum, Mz: Mezometriyum, B: Bez. ANAE, X

90.

Resim 2. Proostriis evresinde subepitelde lokalize
esteraz pozitif dogal dldiirticii hiicreler (NKC) ve T -
lenfositlerin (T) goriinimii. LE: Lamina epitelyalis,
ANAE, X 72.

Ostriis

Resim 3. evresinde  uterus  Kkesiti.
Endometriyumda  esteraz pozitif  hiicrelerinin
goriinimii. L: Limen, My: Miyometriyum, Mz:
Mezometriyum, B: Bez, E: Endometriyum. ANAE, X
72.
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Resim 4. Ostriis evresinde endometriyumda stratum
bazalisde lokalize dogal §ldiiriicii hiicreler (NKC) ve T-
lenfositlerin  (T) goriinimii. ~ My:
ANAE, X 720.

Miyometriyum.

W

Resim 5. Sodyum florir (NaF)

icermeyen
boyamalardaki 6striis evresinde uterusun kesiti. Pozitif
hiicrelerin (Ph) genel dagilimi. Mz: Mezometriyum,
My: Miyometriyum, E: Endometriyum, B: Bez, L:
Lumen. ANAE, X 72.

Resim 6. Ostriis evresinde endometriyumda esteraz

pozitif hiicrelerinin  (Ph) ve miyometriyumdaki
makrofajlarin (M) goriiniimii. Mz: Mezometriyum, My:
Miyometriyum, E: Endometriyum. ANAE, X 180.



Resim 7. Metostriis evresinde uterusun kesiti. Esteraz Resim 10. Diostriis evresinde endometriyumda esteraz
pozitif hiicrelerin (Ph) genel dagihmi. L: Liimen, E: pozitif (Ph), NKC ve T - lenfosit (T) hiicrelerinin
Endometriyum, My: Miyometriyum, B: Bez, Mz: eorinimi. ANAE, X 720.

Mezometriyum. ANAE, X 90.

Resim 8. Metostriis evresinde endometriyumda NKC

X Resim 11. Progstriis evresinde endometriyumda daha
ve T hiicreleri. B: Bez. ANAE, X 720.

¢ok damarlar ve bezler etrafinda lokalize plazma
hiicreleri (P). B: Bez, K: Kapiller. Metil green -
pironin, X 720.

Resim 9. Diostriisdeki uterusun genel goriiniimii. Resim 12. Ostriis evresinde endometriyumda dagilmis
Esteraz pozitif hiicrelerinin diger evrelerden daha az plazma hiicrelerinin (P) goriiniimii. B: Bez, K: Kapiller,
oldugu goriilmekte. L: Liimen, My: Miyometriyum, Metil green - pironin, X 720.

Mz: Mezometriyum, B: Bez, E: Endometriyum.

ANAE. X 90.
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Resim 13. Metostriis  evresinde  endometriyumda
damarlar etrafinda lokalize plazma hiicreleri (P). K:
Kapiller. Metil green - pironin X 720.
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Resim 14. Diostriis  evresinde endometriyumda

gittikce azalan ve bezler etrafinda lokalize plazma
hiicreleri (P). B: Bez, Metil green - pironin, X 720.

Kaushic ve ark. (4) siganlarda lenfosit, NKC ve
makrofajlarin, ostriiste fazla olmasina karsin, prodstriis
ve didstriiste bu sayinin olduk¢a azaldigini, didstriisiin
ise, bu hiicrelerden tamamen yoksun oldugunu
belirtmislerdir. Siganlarda yapilan bu arastirmada ise,
T - lenfositler, NKC ve makrofajlarin 6striis evresinde
olduk¢a artmasina karsm metdstriise dogru gittikce
azaldigy, diostriis doneminde ise seyrek bulundugu
gozlendi. Prodstriis evresinde, bu hiicrelerin sayisinin
diostriise gore biraz daha arttigi tespit edildi. Bu
bulgular, Kaushic ve ark. (4)'nin verileriyle tam bir
paralellik gostermektedir. Ancak, Kaushic ve ark.
(4)’na gore, bu hiicreler endometriyamdaki bezler
etrafinda kiimeler olustururken, yapilan bu arastirmada
endometriyumdaki bezler etrafinda selliiler hiicrelerden
olusan kiimelere rastlanmadigi tespit edildi.

Bazi arastrmacilar farelerde (14-6) ve siganlarda
(5, 6) yaptiklart calismalarda, plazma hiicrelerinin
yogun olarak prodstriiste goruldiigiint, digstriiste ise az
sayida hiicreye rastlandiimi bildirmiglerdir. Hussein
(17) ile Hussein ve ark. (18)'na gére domuzlarda,
ayrica Whitmore ve Archbald (19)’a gore ineklerde,
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plazma hiicresi saylsinmn dstriiste en  fazla sayida
bulundugu, Mitchell ve ark. (20)’na gore ise atlarda,
bunun tam tersi bir durumun séz konusu oldugu
belirtilmektedir. Markovic ve ark. (21) ise, plazma
hiicreleri sayisinm  6striis ve metostrits doneminde
arttigini, diostriis ve prodstriis doneminde ise azaldigimi
ifade etmiglerdir. Siganlarda yapilan bu calismada,
plazma hiicrelerinin en fazla sayida proostriiste
gorildigi, bu saymim swastyla Ostriis, metostriis ve
diostriis donemlerine dogru gittikge azaldigy belirlendi.
Bu arastirmadaki bulgular, yukaridaki arastiricilarm
verileriyle benzerlik gostermektedir. Ancak, Mitchell
ve ark. (20)’min atlardaki plazma hiicrelerinin
sekretorik fazda artmasi ile Markovic ve ark. (21)nin
sicanlardaki plazma hiicrelerinin 6zellikle prodstriis
déneminde azalmasi ve metdstriis doneminde ise
artmasi verileriyle farklilik gostermektedir.

Rachman ve ark. (15)’na gore, farelerde plazma
hiicreleri  endometriyumda  homojen  dagilirken;
Canning ve ark. (14)’na gore farelerde, Markovic ve
ark. (21)'na gore ise siganlarda plazma hiicreleri
endometriyumda dagimk bir sekilde bulunmakla
birlikte 6zellikle bezler etrafinda kiimeler olusturdugu
belirtilmektedir. Bu c¢alisgmada, plazma hiicrelerinin
lokalizasyonu Rachman ve ark. (15) ile farklilik
gosterirken, diger arastiricilarla paralellik
sergilemektedir.

Sonug olarak, endometriyumdaki hiicresel ve
sivisal savunma sistemi hiicrelerinin, Gstriis siklusunun
farkll evrelerinde degisik dagilimlar gosterdigi tespit
edildi. Ostriis siklusunun, hormonal regilasyonun
kontrolii altnda bir birini takip eden farkli evreler
icerdigi ve evreler arasindaki immunolojik tepkilerdeki
farkliligin yine bu hormonal kontroliin altinda ortaya
ciktii  kanaatine varildi. Boylece, disi cinsiyet
hormonlariyla tireme kanalindaki immunolojik tepki
arasindaki iliskinin aydinlatilmas: igin daha ileri
caligmalara ihtiya¢ oldugu diistincesindeyiz.
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