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OZET

Amag: Bu ¢alismamizda, safen vende mekanik distansiyonun sebep oldugu endotelyum harabiyetinde, apopitotik aktivitenin roliinii arastirmay1
amagladik.

Gereg ve Yontem: Calismaya her iki cinsten, koroner arter bypass greft operasyonuna alinan, vendz yetmezligi olmayan 32 hasta dahil edildi. Herbir
grupta 8 hasta olmak iizere hastalar 4 gruba ayrildi; Grupl (Kontrol), Grup 2 (Papaverin), Grup 3 (Verapamil) ve Grup 4 (Nitrogliserin). Herbir
grubun VSM'larindan doku 6rnekleri alindi. Doku kesitlerinde immiinohistokimyasal boyama ile proapopitotik bax, kaspaz-9 ve antiapopitotik bcl-2
boyanma yiizdeleri arastirildi.

Bulgular: Gruplarda yer alan safen venlerde proapopitotik Bax (+) hiicre yiizdeleri sirasiyla 85.00 + 6.89, 64.63 + 8.73, 23.75 £ 4.20 ve 22.00 = 7.69
olarak saptandi. Verapamil ve nitrogliserin gruplart arasinda istatistiksel bir fark bulunmazken, bu gruplardaki degerler kontrol ve papaverin grubuna
gore anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.001). Antiaapopitotik Bcl (+) boyanma yiizdeleri kontrol ve papaverin grularinda en diistiktii (kontrol: 2.50
+ 1.41, papaverin: 2.75 + 1.28, verapamil: 7.25 £ 1.83 ve nitrogliserin: 8.88 + 2.30, sirasiyla). Verapamil ve nitrogliserin gruplarinda elde edilen
yiiksek yiizdeler kontrol ve papaverin grubuna gore anlamli bulundu (p<0.001). Bir diger antiapopitotik boyanma agisindan ise gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmadi.

Sonug: Safen ven grefti hazirlamasi sirasinda mekanik distansiyon olusmasi apopitozisi indiiklemektedir. Ancak safen ven hazirlama soliisyonlarina
verapamil ve nitrogliserin ilavesiyle apopitotik aktivitenin azaltilabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Apopitozis, Vazodilatator, Safen ven

ABSTRACT
The Effects of Vasodilator Solutions on Apoptosis in Saphenous Vein with Mechanical Distention Application

Objective: This study explores the influence of vasodilators on the apoptotic activity related to endothelial damage caused by mechanical distension
of the saphenous vein.

Materials and Methods: Thirty-two patients without varicose veins undergoing coronary artery bypass graft operations were divided into four equal
groups. Group I (control) Normal Saline, group II Papaverine group III Verapamil and group IV Nitroglycerine solutions. Percentange of
immunohistochemical reactivity, pro-apoptotic bax and kaspaz-9 and anti-apoptotic bcl-2 were measured in the samples.

Results: The percentage of cells which were positive for Bax (+) In Group I (Control) was 85.00 £ 6.89, Group II (Papaverine) 64.63 + 8.73, Group
IIT (Verapamil) 23.75 + 4.20 and Group IV (Nitroglycerine) 22.00 £ 7.69. While there was no statistical difference between verepamil and
nitroglycerin groups, they both had significantly decreased percentage of cells with proapoptotic Bax (+) compared to the control and the papaverine
groups (p<0.001). Percentage of cells that were stained with the antiapoptotic BCL (+) stain were lowest in the control (2.50 £ 1.41) and the
Papaverine (2.75 + 1.28) groups and significantly higher in the Verapamil (7.25 + 1.83) and Nitroglycerine (8.88 + 2.30) groups (p<0.001). There was
no difference between the groups with respect to Caspase-9 immunoreactivity.

Conclusion: The results of this study suggest that addition of Verapamil and or Nitroglycerine to the solutions that are used in the preparation of the
saphenous vein might have a beneficial effect on the reduction of the apoptotic activity.

Key words: Apoptosis, Vasodilator, Saphenous vein

Safen ven, ¢apinin genis olmasi, anatomik olarak uzun %13-14’liik boliimiiniin tikandig1 (2), birinci yilda ise
seyretmesi, manipiilasyona uygunlugu, uzun siire canli- safen ven duvarinin intimasinda ve diiz kas hiicrelerin-
ligin1 korumasi ve ¢ikarilmasindaki kolaylik nedeniyle de proliferasyonun basladig1 goriilmiistiir (3). Takip
koroner bypass cerrahisinde internal torasik arter ile eden yillarda ise intimal hiperplazinin arttigi ve yil
birlikte en ¢ok kullanilan grefttir (1). bagina % 2 greft titkanmasina yol agtig1 tespit edilmigtir

(2). By-pass sonrast safen ven greftinin tikanmasinin

Koroner bypass cerrahisinde greft olarak kullani- degisik nedenleri olmakla birlikte hazirlama sirasinda

lan safen venlerin postoperatif ilk birka¢ ay icinde
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yiiksek basingla sigsirmenin safen ven greftinde endotel
ve medya hasarina yol agtig1 (4), boylece endotelde
olusan hasarin erken dénemde trombiis, ge¢ donemde
ise lipid birikimine yol agarak greft ttkanmasina sebep
oldugu tespit edilmistir (6).

Safen ven greftinde olusan endotel hasarinin
patogenezi halen tartisilmaya devam edilmektedir. Son
zamanlarda endotel hasar olusumunda apopitozisin de
rolii olabilecegi ileri siiriilmektedir. Apopitozis, damar
duvarmin hiicresel kompozisyonunun kontroliinde
onemli bir role sahiptir ve hiicre yapisini diizenleyen
programlanmig hiicre 6liimii olarak da tanimlanabilir.

Hazirlama sirasinda olusan yapisal degisikliklerin
vazodilator 6zellikte farmakolojik ajanlar iceren degi-
sik soliisyonlarda bekletilip belirli bir basingta sigiril-
mesiyle giderilebilecegi gdsterilmistir (6). Ancak olu-
san endotel hasarinda apopitosisin rolii ve kullanilan
hazirlama soliisyonlarinin bu olay1 engellemede etkin
olup olmadiklar1 yeterince arastirilmamastir.

Bu c¢alismamizda verapamil, nitrogliserin ve
papaverin ilave edilmis hazirlama soliisyonlartyla olus-
turulan mekanik  distansiyonun safen  vendeki
apopitotik aktivite iizerine etkisini aragtirmay1 amagla-
dik.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
onay1 alindiktan sonra, Firat Universitesi T1p Fakiiltesi
Kalp ve Damar Cerrahisi ve Patoloji Anabilim Dallari
tarafindan gergeklestirildi. Yapilacak ¢aligma hastalara
anlatilarak Helsinki Deklarasyonu prensiplerine uygun
olarak yapildi. Caligma, Firat Universitesi Bilimsel
Aragtirma Proje Merkezi tarafindan desteklendi.

Caligmaya her iki cinsten, koroner arter bypass
greft operasyonu gegirecek varis ve vendz yetmezlik
tanis1 almamis, saglikli vena safena magna (VSM)’ya
sahip 32 hasta alindi. Hastalar 8’erli 4 gruba ayrildi.

Gruplar:

Grup 1 (Kontrol grubu): Safen veni heparinli se-
rum fizyolojik soliisyonu (300 cc %0.9 NaCl igine
5000 U heparin konularak hazirlanan soliisyon) ile 100
mmHg basingla 2 dakika siire ile sisirildi, ardindan bir
saat siire ile ayni1 soliisyonda bekletildi..

Grup 2 (Papaverin grubu): Safen veni papaverinli
serum fizyolojik soliisyonu (300 cc %0.9 NaCl
heparinli serum fizyolojik soliisyonu icine 20 mg
papaverin -Papaverin amp 40mg/2ml- konularak hazir-
lanan soliisyon) ile100 mmHg basingla 2 dakika siire
ile sisirildi, ardindan bir saat siire ile ayn1 soliisyonda
bekletildi.

Grup 3 (Verapamil grubu): Safen veni
Verapamilli serum fizyolojik soliisyonu (300 cc %0.9
NaCl heparinli serum fizyolojik igine 5 mg verapamil -
Isoptin amp Smg/2ml- konularak hazirlanan soliisyon)
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ile 100 mg basingla 2 dakika siire ile sisirildi, ardindan
bir saat siire ile ayn1 soliisyonda bekletildi.

Grup 4 (Nitrogliserin grubu): Safen veni nitrogli-
serinli serum fizyolojik sollisyonu (300 cc %0.9 NaCl
heparinli serum fizyolojik sollisyonu i¢ine 2.5 mg nit-
rogliserin (Perlinganit amp 10mg/10ml) konularak
hazirlanan soliisyon) ile100 mmHg basingla 2 dakika
stire ile sisirildi, ardindan bir saat siire ile ayni soliis-
yonda bekletildi.

Damar Orneklerinin Alinmasi-Hazirlanmasi:

Koroner bypass operasyonu i¢in ayni cerrahi ekip
tarafindan hazirlanan VSM greftlerinden 5’er cm’lik
safen ven parcalarinin distal uglar1 baglanip proksimal
uclar1 kaniile edildi. Safen venler hazirlanan soliisyon-
larla ii¢li muslugun bir ucundan 20 cc’lik enjektorle
ortalama 100 mmHg basingta sisirildi. Bu islem tglii
muslugun diger ucundan yerlestirilen transdiiser araci-
ligryla monitorize edildi (Resim 1). Miitakiben her bir
vena safena magnadan yaklasik 2 cm doku 6rnegi alin-
di. Alinan doku ornekleri %10’luk formaldehitte tespit
edildikten sonra parafin bloklara gomiildii.

Resim 1. Safen venin 100mmHg basingla sisiriimesi

Histomorfolojik inceleme:

Histomorfolojik ve immunohistokimyasal incele-
melerin hepsi ayni patolog tarafindan yapildi. Hazirla-
nan parafin bloklardan mikrotom ile 4 pm kalinliginda
kesitler alindi. Alman kesitler deparafinize edilerek
cam slaytlara monte edilip hematoksilen-eozin,
Verhoeff’un Elastik boyasi ve Masson Trichrome
kollajen boyasi ile boyandi. Isik mikroskobisinde ven
duvar katmanlarinin yapisal diizeni ve hiicre dizilimle-
riyle birlikte kollajen ve elastin igerikteki patolojik
degisiklikler degerlendirildi.

immunohistokimyasal inceleme:

Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 4um
kalinligindaki kesitlere avidin-biotin-peroksidaz yon-
temi ile immunohistokimyasal olarak bax, bcl-2 ve

kaspaz-9 uygulandi. Kesitler bax, bcl-2 i¢in
deparafinize ve rehidrate edildikten sonra endojen
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peroksidaz aktivitesini bloke etmek maksadiyla 5 dk.
%3 hidrojen peroksitte tutuldu. Daha sonra distile su ile
yikanip pH 6’da 650 mw (mikrodalga)’da sitrat
buffer’da 5 dakika bekletildi. Kesitlere 10 dk Ultra V
blok uygulandi. Kaspaz-9 i¢in deparafinize ve rehidrate
edildikten sonra 10 dakika pepsin enzimi uygulandi ve
distile su ile yikanip 5 dk. %3 hidrojen peroksitte tutul-
du. Daha sonra benmaride 37°C nemli ortamda 30 dk
siireyle mouse monoclonal antibody Bax (Neomakers,
Fremont, CA, USA), mouse monoclonal antibody Bcl-
2 (Neomakers, Fremont, CA, USA), rabbit polyclonal
antibody Kaspaz-9 (Neomakers, Fremont,CA,USA)
antikorlar1 uygulandi. Ardindan 0,001 M, pH 7.4 olan
PBS ile yikanarak avidin- biotin peroksidaz ile inkiibe
edildi. AEC kromojen ile boyandi. Biitiin kesitlere
Mayer Hematoksileni ile zit boyama yapildi ve &zel
kapatma maddesi (Ultra Mount Medium) ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal inceleme Enrico Ascher ve
arkadaslarmm (7) yontemine gore yapildi. Isik
mikroskobisinde (Olympus model U-MDOB, Japan) x
400 biiyiitmede her kesitten rastgele 10 saha incelendi.
Her sahadaki 100 hiicreden bax (+), bcl-2 (+) ve
kaspaz-9 (+) olanlar sayildi. Toplam boyanan hiicrele-
rin ortalama yiizdeleri alindu.

istatiksel Analiz:

Istatistiksel ~degerlendirmeler igin Statistical
Programme Software System (SPSS) 15.0 programi
kullanildi. Elde edilen veriler ortalama + standart
deviasyon olarak gosterildi. Gruplar arasi farkin deger-
lendirilmesinde, “tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA)” ve Post Hoc test olarakta “Tukey HSD
(honestly significant difference) test” kullanild.
p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR
Histomorfolojik Veriler

Kontrol ve papaverin grubunda 1sik mikroskop incele-
melerinde endotel diizensizligi, yer yer endotel kopma-
lar, yaglt hiicreler ve intimada hiperplazik alanlarin
bulundugu vaskiiler yap1 bozulmasi gozlendi (Resim
2A-2B). Verapamil ve nitrogliserin soliisyonlartyla
hazirlanan safen vende ise birbirine benzer goriiniimle-
rin oldugu tunika intima, tunika medya ve adventisyanin
dogal olarak izlendigi, minimal diizeyde endotel hiicre-
lerinde kaybin oldugu gériildi (Resim 3).
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Resim 2A. Kontrol grubunda (Grup 1) yer alan ve heparinli
serum fizyolojikle sigirilmis safen ven (HEx200)

Resim 2B. Papaverin grubunda (grup 2) yer alan ve heparinli
serum fizyolojikle sisirilmis safen ven (HEx200)

Resim 3. Nitrogliserin grubunda (Grup 4) yer alan ve heparinli
serum fizyolojikle sigirilmis safen ven (HEx200)

Sonug olarak verapamil ve nitrogliserin soliisyon-
lar ile hazirlanan safen vende vaskiiler yapinin minimal
hasar da olsa korundugu, ancak kontrol ve papaverin
soliisyonlar ile hazirlanan safen vende ise tim tabaka-
larda yapisal bozukluklar oldugu ve aterosklerotik ze-
mine dogru gidisin hizli oldugu gézlendi.
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Immunohistokimyasal Veriler
Bax Boyanmas::

Gruplardan elde edilen drneklerin bax ile pozitif
boyanan hiicreler ve ortalama hiicre yiizdeleri Tablo 1
ve Grafik 1'de gosterilmistir. Bax boyanan ortalama
hiicre, kontrol ve papaverin grubunda anlamli olarak
yiksek  bulunurken (p<0,005), nitrogliserin ve
verapamil grubunda ise ¢ok daha az bulundu (Tablo 1).
Sonug olarak kontrol ve papaverin grubunda, nitroglise-
rin ve verapamil grubuna kiyasla ¢ok daha fazla bax
pozitif boyanan hiicre tespit edildi ve anlamli bulundu.

Tablo 1. Safen ven gruplarinda sayilan hiicrelerin yiizde
oranlari

Gruplar Bax Kaspaz Bcl
Kontrol (1) 85,00+6,89 24,5046,85 2,50+1,41
Papaverin (I1) 64,63+8,73 26,25+6,54 2,75+1,28
Verapamil 23,75+4,20 18,63+4,78 7,25+1,83
(n

Nitrogliserin 22,00+7,69 19,38+4,96 8,88+2,30
(v)

P =(I-11) 0,000 0,932 0,992

P = (I-111) 0,000 0,209 0,000

P =(-1V) 0,000 0,317 0,000

P = (lI-111) 0,000 0,066 0,000

P = (lI-1V) 0,000 0,111 0,000

P = (llI-1V) 0,960 0,994 0,270

*Veeriler Ortalama * Standart sapma olarak verilmistir.

100 4

Konirol

[ Papaverin

B Verapamil

= Nitrogliserin

Ortalama %

Bax Kaspaz Bcl-2

Sekil 1. Bax (+) , Kaspaz (+) ve Bcl-2 (+) Hiicrelerin Ortalama
Yiizdeleri

Bcl - 2 Boyanmasi:

Nitrogliserin ve verapamil grubundaki ven 6rnek-
lerinde bcl-2 ile boyanan hiicrelerin ortalamalari, kont-
rol ve papaverin grubuna oranla daha fazla pozitif bo-
yanmig ve anlamli (p<0,005) bulunmustur (Tablo 1 ve
Grafik 1).

Kaspaz - 9 Boyanmasi:

Her dort grubun ven drneklerinin incelenmesinde
hem kaspaz-9 (+) boyanan hiicre sayis1 hem de
ortalama hiicre yiizdelerinin fazla ve birbirine yakin
sayisal sonuglar oldugu goriildii. (Tablo 1 ve Grafik 1).
Her dort grup arasinda kaspaz immiinreaktivitesi
acisindan anlamh farklilik gosterilemedi.

Tok ve Ark.

TARTISMA

Koroner bypass cerrahisinde, safen ven grefti hazirlan-
ma asamasinda olusan spazmin giderilmesi igin
heparinli serum fizyolojik solusyonla mekanik
distansiyon uygulanmaktadir. Safen ven hazirlanmasi
sirasinda basingli sisirme ve germenin safen vende
endotel harabiyetine ve apoptozise neden olacagi goste-
rilmistir (8).

Ven greftin erken donem hasarlanmasindaki
apoptotik stirecte, medial diiz kas hiicrelerinde 6nemli
hasar olusur. Bu hasarin temelinde ven greftin
mediasinda bulunan diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve
inflamatuar hiicreler 6nemli rol oynar (9). Mekanik
distansiyon, inflamasyon ve medial iskeminin fibrozise
neden oldugu ve bu medial diiz kas hiicre yapilanmasi-
nin apopitozis ile birlikte oldugu tespit edilmistir (10).
Yapilan literatiir caligmalarinda safen ven hazirlanmasi
sirasinda basingl sisirme ve germenin safen vende
endotel harabiyetine ve apopitozise neden olacagi gdste-
rilmistir (9).

Galea ve ark. (11), insan safen veninin 350
mmHg basingla 2 dakika siireyle sisirilmesi sonrasi
ortaya ¢ikan degisimleri degerlendirdikleri galigmala-
rinda ven duvarinda apopitozis ve erken uyarilara karst
bir transkriptor faktdr olan c-fos m-RNA protein dii-
zeylerinin arttigini, hiicre proliferasyonunun ise azaldi-
gin1 tespit etmislerdir. Yapilan bir diger ¢alismada da
insan safen ven grefti hazirlanmasi sirasinda basingla
sisirme igleminin ven greftinin diiz kas hiicrelerinde bir
mitojen-aktivatdr protein kinaz olan p38 aktivasyonunu
arttirdigi ve beraberinde apopitozis gelistigi, bunun da
safen ven yetmezligi olusumuna katkida bulundugu
tespit edilmistir (12). Sisirme basincin 100 mmHg
iizerinde tutuldugu uygulamalarda onemli derecede
endotel hasar1 olustugu, 100 mmHg altindaki uygula-
malarda ise hasarin daha az oldugu belirlenmistir (13).
Biz de bu ¢alismamizda mekanik distansiyon basincini,
bu caligmanin verileri dogrultusunda ortalama 100
mmHg dolayinda tuttuk.

Jarzembowski ve ark. (14), safen venin
implantasyon 6ncesi bekletildigi soliisyonun endotelial
ve diiz kas hiicrelerinde apopitozise yol actigini gos-
termislerdir. Heparinli kan ve heparinli serum fizyolo-
jik soliisyonda bekletilen venlerle yapilan ¢aligmada,
kanda bekletilen venlerde serum fizyolojik gruba gore
daha ¢ok duvar kasilmasi ve endotel hiicre kaybinin
meydana geldigi, serum fizyolojik grupta ise damar
gevsemesinin daha iyi oldugu tespit edilmistir (15). Bu
nedenle ¢alismamizda gruplart olustururken serum
fizyolojik soliisyonu tercih ettik (16). Hazirlama sira-
sinda ortaya cikan spazmi ¢ozebilmek igin cesitli
vazodilatator ilaglar kullanilmaktadir. Biz de ajanlarin
en sik kullanilanlarindan nitrogliserin, verapamil ve
papaverin ile degisik hazirlama soliisyon gruplari olus-
turduk.
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Apopitozis ile ilgili c¢aligmalarda, Gzellikle
vaskiiler hiicrelerin yasama yeteneginin molekiiler dii-
zeyde proapopitotik ve antiapopitotik sinyaller arasin-
daki denge ile belirlendigi gosterilmistir. Bu olaylar bir
takim gen familyalar aracilig1 iledir ve bunlardan en
onemlisi bcl-2 familyasidir. Bel-2 familyasi iiyelerinden
bcl-2 ve bel-X hiicrelerin hayatta kalmalarini saglar ve
apopitozisi Onlerken, bax ve kaspazin proapopitotik
ozelliklerinden dolayr hiicrede apopitozisi ilerlettigi
tespit edilmistir (17). Bizim g¢alismamizda da serum
fizyolojik, papaverin, verapamil ve nitrogliserin soliis-
yonlart ile mekanik distansiyon uygulanan safen
venlerde immunohistokimyasal olarak proapopitotik
bax ve kaspaz, antiapopitotik bcl boyanan hiicre yiizde-
leri belirlendi. Serum fizyolojik ve papaverin gruplarin-
da bax (+) boyanan hiicreler en yiiksek oranda iken
(swrastyla % 85.00 ve % 64.25), verapamil ve nitroglise-
rin gruplarda ise bu degerler yaklasik 3 kat daha az
(strastyla % 23.75 ve %22.00) bulunmustur. Verapamil
ve nitrogliserin grubunda elde edilen degerler kligimiz-
ce daha once gerceklestirilmis bir ¢aligmada normal
safen venlerde elde edilen bax pozitif boyanan hiicre
yiizdelerine (%22,13 + 3,58) ¢ok yakindi (18). Bcl-2
(+) boyanan hiicre yiizdeleri ise serum fizyolojik ve
papaverin grubunda diisiik iken (sirasiyla % 2.5 ve %
2.75) verapamil ve nitrogliserin grubunda yine yaklasik
3 kat yiiksek (sirastyla % 7.25 ile % 8.88) saptanmustir.
Calismamizda serum fizyolojik igerisine papaverin
ilavesinin bir koruma saglamadig1 ve apopitozisi indiik-
ledigi gosterilmistir.

Baumann ve ark. (19), nonspesifik gii¢lii vazodi-
lator olan papaverin ile hazirlanan soliisyonla damar
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duvarinda yeterli relaksasyonun saglandigini goster-
mislerdir. Ancak Ruobos ve ark. (20), verapamil ve
nitrogliserinin, serum fizyolojik ve papaverine gore
daha az endotel ve media hasar1 olusturdugunu kanit-
lamigslardir. Roberts ve ark.(21) da papaverinle hazirla-
nan insan safen ven greftinde prostosiklinin azaldig1 ve
ciddi endotel hasar1 olustugunu gostermislerdir.
Papaverinin pH 3-4 olacak sekilde asidik ortam olus-
turdugu ve bu asidik ortamin endotelde hasar meydana
getirdigi disiiniilmektedir. Domuz koroner endotel
hiicreleri ve rat aortik diiz kas hiicreleriyle yapilan bir
in vitro caligmada, papaverin ile 1 saatlik inkubasyon
sonrast hem diiz kas hiicreleri ve hem de endotelyal
hiicrelerinde TUNEL metoduyla boyanmis apoptotik
hiicre sayilarinda belirgin artis gosterilmistir (22). Ka-
rabulut ve ark. (13), serum fizyolojik icerisine nitrogli-
serin ve verapamil eklenmesiyle safen vende intima ve
media hasarmin minimal oldugunu goéstermistir. He ve
ark. (6), yaptiklar ¢aliymada nitrogliserin ve verepamil
ile insan safen veninde maksimuma yakin relaksasyon
sagladiklarini, bu etkilerin hizli ve uzun siireli oldugu-
nu bildirmiglerdir.

Sonu¢ olarak safen ven hazirlanmasi sirasinda
kullanilan verapamil ve nitrogliserin soliisyonlarinin
hem endotel harabiyetini, hem de programlanmig hiicre
olimii olarak tanimlanan apopitozis aktivitesini
azalttig1 gosterilmistir. Ancak tiim bunlarin yaninda
yas, cevresel 6zellikler, hormonal ve genetik faktdrlerin
ven duvart lizerindeki etkilerini géz ardi etmemek
gerekir. Bu nedenle daha ileri c¢aligmalara ihtiyag
vardir.
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