Tiirkiye Diyabet ve Obezite Dergisi / Turkish Journal of Diabetes and Obesity
Ozgiin Aragtirma / Original Article

Sicanlarda Intestinal iskemi Reperfiizyon ile Olusan Akut Akciger
Hasarinda Metforminin Koruyucu Etkileri

Inci TURAN'®, Meryem ERGENC?®, Salih ERDEM?®, Veysel Haktan 0ZACMAK'®,
Hale SAYAN OZACMAK'®

1Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Zonguldak
2Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dali, Zonguldak

Bu makaleye yapilacak atif: Turan I, Ergeng M, Erdem S, Ozagmak VH, Sayan Ozagmak H. Siganlarda Intestinal Iskemi Reperfiizyon ile Olusan Akut Akciger Hasarinda
Metforminin Koruyucu Etkileri. Tirk Diyab Obez 2018;3: 113-118.

OZET

Amag: Intestinal iskemi/reperfiizyon (I/R) akcigeri iceren ¢oklu organ hasarina neden olmaktadir. Pulmoner doku hasar1 ve solunum
yetmezligi intestinal iskemi sonrasi yaygin bir olaydir. Genel olarak serbest oksijen radikalleri (SOR) gibi oksidatif stres mediyatorlerinin
I/R ile olusan pulmoner hasar gelisiminde rol oynadigina inanilmaktadir. Calismamizin amaci, metformin tedavisinin siganlarda
intestinal I/R ile indiiklenen akut akciger hasarini azaltip azaltmayacagini aragtirmaktir.

Gereg ve Yontemler: Intestinal I/R'nun sican modeli siiperiér mezenterik arterin 45 dakika baglanmasi sonrasinda 3 saatlik reperfiizyonu
ile olugturuldu. Metformin intestinal iskemiden bes giin 6nce oral olarak uyguland: (50,100 veya 200mg/kg dozunda). Wistar Albino
cinsi 40 adet sigan sham konrol, I/R kontrol ve metfornin uygulanan gruplar olarak bes gruba ayrildi. Oksidatif stresi degerlendirmek
amactyla malondialdehid (MDA) ve indirgenmis glutatyon(GSH) seviyeleri tespit edildi. Hasar1 gozleyebilmek icin doku kesitleri
hematoksilen eozin ile boyandi.

Bulgular: Cesitli dozlarda metformin 6n tedavisi yapilan gruplarda tedavi edilmeyen I/R grubu ile karsilastirildiginda lipid peroksidasyon
seviyesinin onemli 6l¢iide diistiigl tespit edilmistir. 200mg/kg dozunda metformin 6n tedavisi yapilan grupta histopatolojik akciger
hasar skorlar1 diger gruplarla kargilastirildiginda anlamli derecede azalmistir. Bunlara ek olarak metformin én tedavisi intestinal I/R
sonrasinda akciger dokusunda GSH seviyelerini normalize etmistir.

Sonug: Bu ¢alismanin sonuglari, metformin 6n tedavisinin intestinal I/R ile olugan akut akciger hasarini azaltmanin etkili bir yolu
olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Metformin, intestinal iskemi, akut akciger hasari, oksidatif stres

Protective Effects of Metformin Against Acute Lung Injury Induced
by Intestinal Ischemia and Reperfuson in Rats

ABSTRACT

Aim: Intestinal ischemia/reperfusion (I/R) produces multiple organ injury including lung. Pulmonary tissue damage and respiratory
failure are prevalent events after intestinal ischemia. It is generally known that oxidative stress mediators such as reactive oxygen species
(ROS) is believed to have a role in the development of such I/R-induced pulmonary injury. Under the light of these data, the aim of the
present study was to investigate whether metformin treatment would alleviate the acute lung injury induced by intestinal I/R in rats,
histolopathologically and biochemically.

Material and Methods: A rat model of intestinal I/R was induced by clamping the superior mesenteric artery for 45 min followed
by reperfusion for three hours. Metformin was administrated orally five days before intestinal ischemia (50,100 or 200 mg/kg). Forty
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Wistar Albino rats were randomly assigned to five groups: sham control; I/R control and metformin treated groups. The levels of
malondialdehyde (MDA) and reduced glutathione (GSH) were measured in order to evaluate the oxidative stress. Tissue sections were

stained with hematoxylin and eosin to visualize the damage.

Results: Pretreatment with various doses of metformin significantly reduced lipid peroxidation levels in lung tissue compared with
untreated I/R group. Histopathologic lung injury scores in the group pretreated with 200 mg kg metformin decreased significantly when
compared with the other groups. Additionally, metformin pretreatment normalized GSH levels after intestinal I/R in lung.

Conclusion: The results of the present study represent that pretreatment with metformin may be a effective the way of alleviating the

acute lung damage induced by intestinal I/R.

Key Words: Metformin, intestinal ischemia, acute lung injury, oxidative stress

GIRIS

Intestinal iskemi-reperfizyon (I/R) hasar1 genellikle
travmatik sok, kardiyak bypass, karaciger transplantasyonu
ve intestinal transplantasyon gibi cesitli cerrahi islemler
esnasinda meydana gelebilen bir durumdur. Klinik
calismalar intestinal I/R sonrasinda mortalitenin %32-77
oraninda gerceklesebildigini gostermektedir (1). Intestinal
dokunun [/Ru sadece ince bagirsaklarda hasara neden
olmaz ayni zamanda uzak organlarda da hasara neden
olmaktadir. Bu uzak organ hasarlarinin i¢inde akut akciger
hasar1 veya respiratuar distres sendromu yer almaktadir
ve bu durum kritik hastalarda mortaliteyi artirmaktadir
(2-4). Intestinal dokunun I/R hasari bagirsak bariyerinin
yikimma neden olmaktadir. Bunun sonucunda serbest
oksijen radikalleri (SOR) ve endotoksinlerin sistemik
dolasgima ge¢meleri sistemik inflamatuar yanita ve c¢oklu
organ yetmezligine neden olmaktadir (5). Intestinal I/R
sonrasinda cesitli risk faktorlerinin akut akciger hasarinin
olusumunun patogenezinde rol oynadigi belirlenmistir
ve bunlar icinde oksidatif stresin temel bir faktér oldugu
ortaya konmustur (1,4). Oksidatif stresin yanisira nitrik
oksit, notrofillerin birikimi, sitokin ve diger inflamatuar
mediyatorlerin salinimi ve apoptotik hiicre 6liimii akut
akciger hasarmmin olusumunda rol oynamaktadir (6,7).
Oksidatif stres olusumunda etkili olan SOR ayni zamanda
gesitli proinflamatuar sitokinlerin yapimini uyararak akciger
dokusunda epitelyal ve endotelyal hasara neden olmaktadir
(8,9).

Metformin biguanid antidiabetik ajanlar ailesinin bir
tiyesidir ve tip 2 diabetes mellitisde insiilin direncini
tedavi etmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
yillarda yapilan pek ¢ok ¢alismada metforminin sadece
antihiperglisemik etkili olmadigi,  kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler koruyucu etkiler gosterdigi tespit edilmistir
(10-12). Ornegin serebral iskeminin deneysel modellerinde
kan beyin bariyeri yilkimimi azalttigi, noérogenezi ve
angiogenezi artirdigi (13) ve apoptotik hiicre oSlimiini
engelledigi (14,15) gosterilmistir. Bu etkilerinin ortaya
¢ikmasinda etkili mekanizmalardan biri serebral iskemi ile
olusan oksidatif stresi azaltmasidir (16).
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Solunum yetmezligi intestinal I/R sonrasinda morbidite ve
mortalitenin en sik nedenini olusturmaktadir. Bu nedenle
intestinal I/R ile ortaya ¢ikan akut akciger hasarinin mole-
kiiller mekanizmalarinin anlagilarak yeni ve etkili tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi gerekli gérillmektedir. Litera-
tiirde metforminin cesitli dokulardaki I/R hasarina karst
koruyucu etkinliginin gosterildigi caligmalar bulunma-
sina kargin intestinal I/R sonrasi ortaya ¢ikan akut akciger
hasarina etkileri ile ilgili bir caliyma bulunmamaktadir. Bu
calismada metforminin intesinal I/R ile olusan akut akciger
hasar1 tizerine olan etkileri biyokimyasal ve histopatolojik
olarak incelenmesi amaglanmaistir.

GEREC ve YONTEMLER

Calisma disi Wistar Albino cinsi sicanlar (250-330 g)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismanin yapilabilmesi
icin Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar1
Etik Kurulundan onay1 alinmigtir. Siganlar 12 saat 151k 12 saat
karanlik dongiisiinde ve standart sican yemi ile beslenerek
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesinde barindirilmistir. Calismada her grupta 8 sigan
bulunmak @izere toplam 5 grup bulunmaktadir:

Grup I: Sham kontrol grubudur ve deneklerde iskemi
olusturulmadan sadece batin bélgesi agilarak, I/R uygulanan
hayvanlardaki tiim islemler uygulanmustir.

Grup II: I/R grubu, 45 dKlik iskemi ve sonrasinda 3 saat
reperfiizyon uygulanan gruptur.

Grup III: I/R+50mg/kg metformin uygulanan grup. Bu
gruptaki hayvanlar iskemiden 5 giin 6nce 50 mg/kg dozunda
metformin ile tedavi edilmistir. Bes glinlik metformin
uygulamasi sonrasinda 45 dk’lik iskemi ve sonrasinda 3 saat
reperfiizyon uygulanmigtir.

Grup IV: [/R+100mg/kg metformin uygulanan gruptur.
Iskemiden 5 giin énce 100 mg/kg dozunda metformin
tedavisi sonrasinda 45 dk intestinal iskemi ve 3 saat
reperfiizyon uygulanmigtir.

Grup V: [/R+200 mg/kg metformin uygulanan gruptur.
Bu gruptaki deneklere 200 mg/kg metformin tedavisi
sonrasinda intestinal I/R uygulanmustir.
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intestinal iskemi Olusturma Yontemi

Deney hayvanlar1 sodyum tiopental (60 mg/kg, ip) ile
anestezi edildikten sonra batin bolgesi agilarak siiperior
mezenterik arter izolasyonu gerceklestirilmistir. Intestinal
iskemi superior mezenterik arterin 45 dk stire ile 3/0
cerrahi iplik ile baglanmasi ile olugturulmustur. Mezenterik
dolasgimdaki arteryel pulsasyonlarin kontrolii ve rengin
soluklagmasi ile intestinal iskemi teyit edilmistir. 45 dk’lik
iskemi stiresinden sonra {i¢ saatlik reperfiizyon periyodu
uygulanmigtir. Reperfiizyon, arteryel pulsasyonun geri
gelmesi ile kontrol edilmistir. Ug saatlik reperfiizyon
stiresinin sonrasinda hem histopatolojik ¢aligma hem de
biyokimyasal incelemeler i¢in akciger dokusu alinmustir.
Histopatolojik inceleme i¢in akciger dokusundan kesitler
alinarak hemotoksilen eozin ile boynamistir. Oksidatif stres
gostergesi olarak lipid peroksidasyonun son driinii olan
malondialdehid (MDA) ve indirgenmis glutatyon (GSH)
biyokimyasal olarak 6l¢tilmistiir.

Histopatolojik Degerlendirme:

Akciger lobektomi materyalleri  %10’luk  formalin
soliisyonunda fikse edildi. Histopatolojik inceleme icin
parafin bloklardan elde edilen kesitlere hematoksilen-
eosin (H&E) boyast uygulanarak preparatlar elde edildi.
Hazirlanan preparatlar, 151tk mikroskobisi ile semikantitatif
olarak gruplar bilinmeksizin degerlendirildi.

Elde edilen akciger kesitleri, Pirat ve ark. (17) tarafindan
tanimlananderecelendirme metodutemelalinarak skorlandi.
Akciger doku hasar1 kriterleri: Noétrofil infiltrasyonu,
havayolu epitel hiicre hasari, interstisiyel 6dem, hyalin
membran formasyonu, hemoraji, amfizemat6z genisleme.
Her bir kriter 0 dan 4 dogru ilerleyen skala ile skorland1
(0-normal, 1-minimal degisiklik, 2-hafif degisiklik, 3-orta
derecede degisiklik, 4-siddetli degisiklik).

MDA ve GSH Ol¢iimii

Doku MDA seviyesi (nmol/g doku olarak gosterilmistir)
spektrofotometrik olarak Casini ve ark.nin (18) yontemi
temel alinarak olgtlmiistiir. Akciger dokularina ait GSH
icerigi ise (umol/g doku olarak gosterilmistir) modifiye
Ellman metodu kullanilarak belirlenmistir (19).

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) programi kullanilarak yapildi. Tanimlayicr istatistikler
ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Sayisal
degiskenler bakimindan gruplarin kargilagtirilmasinda
Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal-Wallis
varyans analizinde alt gruplarin ikiserli karsilastirilmast ise
Dunn testi ile yapild1 ve tiim degerlendirmeler i¢in p<0.05
degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Akciger Dokusunun Histopatolojik Degerlendirilmesi

Akciger dokularmin histopatolojik incelemesinde; kontrol
grubunda (Sekil 1A) minimal doku hasar1 izlenirken,
[/R grubunda (Sekil 1B) belirgin doku hasari gozlendi.
Metformin 200 mg/kg 6n tedavisi yapilan deney grubuna ait
kesitlerde ($ekil 1E) I/R grubu ve diger metformin uygulanan
gruplarla karsilastirildiginda doku hasarinda azalma oldugu
gozlendi. Metformin 50 mg/kg ve 100 mg/kg uygulanan
gruplarda I/R grubu ile kargilastirildiginda akciger hasar
skorlar1 agisindan anlamli farklilik bulunmamustir (Sekil
1C,D). Metformin 200 mg/kg on tedavisi yapilan deney
grubunda minimal amfizemat6z degisiklik, hemoraji ve
hafif inflamatuar hiicre infiltrasyonu olan akciger dokusu
izlendi. Total Akciger hasar1 skoru istatistiksel olarak
degerlendirildiginde metformin 200 mg/kg uygulanan grup
ile I/R grubu kargilagtirildiginda hasarin istatistiksel olarak
anlamli azaldig1 saptandi (p<0.05) (Tablo 1). Metformin
uygulanan gruplar birbirleriyle karsilagtirildiginda total
akciger hasar skoru istatistiksel olarak anlamli bulunmad:
(p>0,05).

MDA ve GSH Diizeyleri

Intestinal I/R sonrasi akciger dokusu MDA diizeylerinin
I/R uygulanan grupta, kontrol ve metformin uygulanan
gruplarla karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli bir
artis tespit edildi. Metformin 6n tedavisi yapilan gruplarda
MDA diizeylerinin I/R grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml sekilde azaldig1 gozlendi(p<0,05) (Tablo 1).

GSH diizeyleri I/R grubunda kontrol ve metformin 6n
tedavisi yapilan gruplara gore belirgin bir diisiis gozlemlendi

Tablo 1: Metforminin akciger dokusunda lipit peroksidasyonuna ve total akciger hasarina etkisi.

Kontrol IR Met50 Met100 Met200
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
MDA 38 (30-49) 62 (48-69)" 49 (38-58) 47 (34-62) " 46 ( 39-49) "%
GSH 5 (4-6) 2(1-6)° 3 (1-5) 4(3-7) 5(3-7)%
TAH 2(1-2) 16 (11-18) 12 (10-14) 10 (9-14) 9 (6-10)*

Degerler ortanca (max-min) olarak alinmistir. * kontrole gére, ¥ IR'ye gére (P<0.05). MDA: Melondialdehid (nmol/g), GSH: Indirgenmis glutatyon

(umol/g), TAH: Total akciger hasari.
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(p<0,05). Metformin 6n tedavisi yapilan gruplarda GSH
diizeylerinin hem kontrol grubuna ve hem de I/R grubuna
gore anlamli arttig1 saptandi(p<0,05) (Tablo 1).

TARTISMA

Caliyjmamizda intestinal I/R ile akciger hasarma ait
histopatolojik hasar skorlarimin arttig1 tespit edilmistir.
Bu degisiklikler MDA diizeylerinde artis ile belirlenen
oksidatif stres artis1 ve azalmis GSH seviyesi ile birliktedir.
Metformin 6n tedavisi intestinal I/R ile olusan akciger
hasarma karsi koruyucu etki gostermistir. Bu koruyucu
etkinin MDA seviyesinde azalma ve GSH diizeyindeki
artig ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Akciger dokusunun
histopatolojik incelemesi de metforminin koruyucu etkisini
desteklemektedir. Metformin doza bagl olarak ozellikle
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200mg/kg dozunda akciger hasarini azaltmada etkili oldugu
tespit edilmistir.

Intestinal I/R hasar1 kritik hastalarda ve cesitli cerrahi
islemleri takiben olusabilen bir durumdur. Intestinal I/R
hasar1 sonrasindaki morbidite ve mortalitenin ¢ogu akut
respiratuar distres sendromuna ilerleyen sistemik oksidatif
stres ve uzak akciger hasarindan kaynaklanmaktadir (3,4,9).
Intestinal I/R ile olusan uzak akciger hasarinda oksidatif
molekiillerin rolii tanimlanmistir. Akcigerler SORnin
agir1 yapimina oldukga duyarhidirlar. Asir1 serbest radikal
tiretimi hiicrede lipid peroksidasyonu ile zar1 ve mitokondri
gibi hiicresel organellere zarar vererek hiicrenin apoptoz
ve nekrozuna neden olabilmektedir (20). Bu c¢alismada
I/R grubunda akciger dokusunda gozlemlenen MDA

Sekil 1: AC doku resimleri: Akciger kesitlerine ait histopatolojik goriiniimler (H&E, X100). A) Kontrol grubu; minimal konjesyon
bulgular1 igeren diizenli gdriiniimdeki alveoler yapilardan olusan normal akciger dokusu. B) I/R grubu; brons duvarinda ve alveoler
yapilarda belirgin akciger hasari olusturan yogun mikst tipte inflamasyon, 6dem ve hemoraji bulgular1. C) I/R+50 mg metformin; I/R
grubuna benzer sekilde alveoler yapilarda ve brons duvarinda mikst tipte inflamatuar hiicre infiltrasyonu, hemoraji, ve epitelyal hasar
izlenen akciger dokusu. D) I/R+100 mg metformin; I/R+50 mg metformin grubuna benzer sekilde hasarli akciger dokusu. E) I/R+200
mg metformin; kontrol grubuna goére daha fazla, diger ¢aliyma gruplarina gore daha az hasarli akciger dokusu gozlenmekte olup, bu
gruptaki akciger dokularinda amfizematoz degisiklik, hemoraji, ve hafif inflamatuar hiicre infiltrasyonu izlenmektedir.
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seviyesindeki artis ve GSH diizeylerindeki azalmanin
gozlenmesi oksidatif stresin intestinal I/R sonrasi ortaya
¢ikan akciger hasarinda 6nemli mekanizmalardan
biri oldugunu gostermektedir. Daha 6nce yaymlanan
caligmalarimizda intestinal I/R  sonrasinda akciger
dokusunda lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA
diizeylerinin arttigini saptamistik (6,21). Sistemik olarak
salinan oksidatif molekiiller pulmoner hiicreleri harab
ederek alveolokapiller membran biitiinliigiinii ve siirfaktan
fonksiyonunda kayiplara yol agmaktadir. Akciger hasarinin
bir isareti olan alveolar kollaps ve yetersiz gaz degisimi
meydana gelmektedir (9).

Bu ¢aligmada koruyucu bir ajan olarak metformin intestinal
I/R sonrasinda ortaya ¢ikan akciger hasari {iizerine
etkisi incelenmistir. Metformin tip 2 diabet tedavisinde
glukoneogenezis inhibisyonu ile hepatik glukoz ¢ikisin
azaltir. Daha az oranda iskelet kast ve yag dokusuna
instilinle uyarilan glukoz girisini artirir. Klinikte metformin
kullanan kisilerde inme riskinin ve kardiyovaskiiler
mortalitenin azaldig: bildirilmektedir. Metformin hiicresel
enerji dengesinin temel diizenleyicisi olan AMP- ile aktive
olan protein kinazi(AMPK) aktive eder (16). AMPK'n
aktivasyonun metforminin koruyucu etkinliginde rol aldig1
bildirilmektedir (4,22). Beyin iskemisinde metformin
ontedavisinin AMPK aktivasyonu ile mitokondriyal
biyogenezi ile ilgili proteinlerin yapimini artirarak ve
apoptotik proteinlerin yapimini inhibe ederek koruyucu
etkili oldugu bildirilmektedir (15). Ozellikle apoptotik
hiicre 6limiinii engellemesi ile ilgili olarak metforminin

mitokondriden sitokrom C salmimini inhibe ettigi
bildirilmektedir (14).
Metforminin  Ozellikle iskemik beyin = dokusunda

oksidatif stresi inhibe etmesi nérokoruyucu etkilerinden
birisidir. Karimipour ve ark. beyin iskemisi sonrasinda
MDA seviyelerinin metformin 6n tedavisi ile azaldigini
gostermiglerdir (10). Karaciger I/R hasarinda da benzer
sekilde oksidatif stres parametreleri metformin tedavisi ile
inhibe edilebilmistir (23). Benzer sonu¢ Tang ve ark.nin
yaptig1 ¢alismada sepsis modelinde metformin tedavisi ile
beyinde oksidatif stresin engellenebildigi gosterilmistir (24).
Caligmamizin sonuglar1 da bu ¢aligsmalar1 destekler sekilde
akciger dokusu MDA diizeyleri metformin ile kontrol
seviyelerinde korunabilmistir ve bdylece metforminin
onemli bir antioksidan koruma saglamis oldugu
goriilmektedir. GSH diizeyleri ise metformin uygulanan
tim gruplarda kontrol ve I/R grubuna gére anlamli
yitkselmigtir. Bu sonucun metforminin antioksidan etki
gostermesinde dokudaki GSH diizeylerini diizenlemesinden
de kaynaklanabilecegini soyleyebiliriz.

Histolojik skorlar agisindan degerlendirildiginde 200 mg/
kg dozunda metformin 6n tedavisi uygulanan grupta total

akciger hasarinin I/R grubuna anlamli iyilesme saglandig
gozlendi. Metformin 6n tedavisi ile lipid peroksidayon
seviyesindeki azalma ve antioksidant GSH seviyesinde artis
nedeniyle pulmoner yapinin korundugu gériilmektedir.
Ashabi ve ark. yaptiklari ¢alismada metforminin 200 mg/
kg dozunun iskemik beyin hasarindan korumada en etkili
doz oldugunu ortaya koymuslardir. 100 mg/kg dozununda
metformin uygulamas1 AMPK aktivasyonuna yeterli
olmadigi bildirilmektedir (15). Bu ¢alismada da metforminin
ozellikle 200mg/kg dozunda oksidatif strese bagl akciger
hasarini azaltmada en etkili doz oldugu saptanmuigtr.

Intestinal I/R ile olusan akciger hasarini korumak icin
statinler, antioksidantlar ve surfaktan uygulamasi gibi pek cok
farmakolojik ajan denenmistir (7,25-27). Bunlardan bazilar1
timit verici sonuglar verse de hazirlamadaki karmasiklik ve
potansiyel riskler nedeniyle su ana kadar higbiri klinikte
uygulanmamaktadir. Sonug olarak ¢aligmamizda 200mg/
kg metformin 6n tedavisinin intestinal I/R sonrasinda
akciger morfolojisini korudugu, oksidatif stresi azalttig1 ve
GSH seviyelerini artirdig1 gozlendi. Metforminin koruyucu
etkisinin arkasinda yer alan mekanizmanin oksidatif
stresi azaltmasindan kaynaklanabildigi goriilmektedir.
Metforminin I/R hasar1 ve uzak doku hasarinin 6nlenmesine
iliskin mekanizmalar1 daha ayrintili arastirmak ve klinik
uygulamada potansiyel kullanimini dogrulamak icin daha
ileri caligmalarin tasarlanmasi gerekmektedir.
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