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OZET

Amag: Meme kanseri teshisinde patolojik tetkikler gibi bircok yon-
tem kullaniimaktadir. Tim bu tetkiklerin ve yéntemlerin yani sira,
kanser arastirmalarinda glikobiyolojinin de dnemi oldukga artmis-
tir. ER (+) &zellik gdsteren MCF-7 ve ER (-) ézellik gésteren MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinin zar ylzeylerinde gérilen
seker rezidlleri miktar farklliklar FITC-(Maackia Amurensis-Lek-
tin-1) Ve FITC-(Wheat Germ Aglutin) ile spesifik olarak isaretlen-
mis ve 1sima yogunlugu goreceli olarak irdelenmistir. Bu yontem
ile meme kanseri hiicre soylarinin membranlarinda bulunan sialik
asit birimlerindeki farkliliklan iki saat gibi kisa bir zamanda, hassas
olarak ayrilabildiginin agik¢a ortaya ¢ikanlmasi amaclanmustir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
soylart kullanilmistir. Calismada kullaniimasi planlanan floresan
isaretli lektinler [FITC-(Maackia Amurensis-Lektin-1) Ve FITC-(W-
heat Germ Aglutin)] ilgili firmalardan satin alinmis ve kullanim
protokollne uygun olarak hazirlanip isaretlemeler yapilmistir.

Bulgular: MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hticre hatlari-
na FITC isaretli Maackia amurensis lektini-1 uygulanmistir. Buna
gore; MDA-MB-231 hticre hattt MCF-7'a gére goreceli olarak
daha yogun bir isima gdstermistir. Ayni kanser hiicre hatlarina
FITC isaretli Wheat Germ Aglutinin uygulanmistir. Bu isaretleme
sonucunda da her iki kanser hattinda da benzer yogunlukta isima
tespit edilmistir.

Sonug: Calismada kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hat-

ABSTRACT

Objective: Many methods such as pathological examinations
are used to diagnose breast cancer. In addition to all these tests
and methods, the use of glycobiology has also increased signifi-
cantly in cancer research. Differences in sugar residues observed
on the membrane surfaces of breast cancer cell lines ER (+) -cre-
ating MCF-7 and ER (-) MDA-MB-231 were specifically marked
with FITC-(Maackia Amurensis-Lectin-1) Ve FITC-(Wheat Germ
Aglutinin) The intensity of radiation is discussed relatively. The
aim of using this method is to clearly reveal that the differences
in the sialic acid units in the membranes of breast cancer cell
lines can be precisely separated in as little as two hours.

Material and Method: MCF-7 and MDA-MB-231 ) cells were
used in our study. [FITC-(Maackia Amurensis-Lectin-1) Ve FITC-
(Wheat Germ Aglutin)] were purchased from the respective
companies. Following this step, the FITC marked products were
prepared and marked according to usage protocols.

Results: FITC-labeled Maackia amurensis Lectin-1 was applied
to MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. Subse-
quently, the MDA-MB-231 cell line showed a relatively more in-
tense radiation than the MCF-7. The FITC marked Wheat germ
agglutinin was applied to the same cancer cell lines. As a result
of this marking, radiation of similar intensity was detected in
both cancer lines.

Conclusion: These differences seen in the membranes of the
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larinin membranlarin da gérilen bu farkhiliklar Snemli bulunmus-
tur. Hiicrelere uygulanan iki saatlik boyama yontemi ile iki farkli
meme kanseri hiicre tipi hizli bir sekilde ayrnimistir. Ayni zamanda
immmunofloresan isaretli lektinler yardimiyla, glikokonjugatlarin,
hizli ve 6zglin ayrimda kullanilabilirligi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, lektin, glikolizasyon

MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines used in the study are signifi-
cant. Two different types of breast cancer cell types were rapidly
separated using the two hour staining method applied to the
cells. At the same time, with the help of immunofluorescent-la-
beled lectins, the availability of glyconoconjugates was demon-
strated for rapid and specific discrimination.

Keywords: Breast Cancer, lectin, glycolization

GiRiS

Kanser, hasarli hicrelerin viicudun herhangi bir yerinde
kontrol disi cogalip, o bdlgenin de disina yayilmasindan ileri
gelen hastaliklarin genel adidrr. istatistiklere gére, yasayan
her bes kisiden bir tanesi yasantisinin bir déneminde kan-
ser ile karsi karsiya gelmistir. ilerleyen tip ve uygulanan tim
yeni tedavi yaklagimlarina karsin halen kanserden oltimler
gelismis toplumlarda ikinci sirada yer almaktadir (6).

Dinyanin hemen her bdlgesinde meme kanseri énem-
li bir saglk sorunudur. Kadinlar arasinda en sik gérilen
kanser taradur. Akciger kanserinden sonra kansere bagli
olimlerde ikinci sirada yer almaktadir (23). Yaklasik her 10
kadindan birinin yasam boyunca bu hastaliga yakalanma
riskinin ve yakalananlarin Ucte birinin de yasamlarini bu
hastalik nedeniyle kaybetme risklerinin oldugu bildiril-
mektedir (5). Bu son derece dnemli saglik sorununa ¢6-
zUm bulmak bir¢ok arastirmaci icin ilk hedef olmustur.

Meme kanserine yakalanma riski yasin ilerlemesine bag-
[l olarak artmaktadir ancak bu artis menopoz sonrasinda
yavaglamaktadir. Bu, meme kanserinin hormon bagimli
bir hastalik oldugunu ve post-menopoz evresindeki ka-
dinlarda &strojen ve dzellikle progesteron konsantrasyon-
larinda azalma oldugu ortaya ¢ikarmaktadir (11).

Meme kanseri olusumunda birgok risk faktori tanimlan-
mistir. Risk faktorleri arasinda genetik faktorler meme
kanseri olusumunda énemli bir yere sahiptir.

insan meme kanserlerinin yaklasik olarak %401 p53 mutas-
yonlarindan kaynaklanmaktadir. Bunun diginda en yaygin
kalitsal meme kanseri genleri BRCAT ve BRCA2'dir. Bu
genler DNA zincir kiriklarinin tamirinde gorev alirlar (11).

Ancak bu genlerde bozukluk veya mutasyonlar olur-
sa meme kanseri riskinde artis meydana gelir. Anormal
BRCA1 ve BRCA2 genleri tim meme kanserlerinin yakla-
stk %10'undan sorumludur (8).

Ostrojen reseptorl (ER), progesteron reseptori (PR) ve
insan epidermal blylime faktorli reseptori-2 (human
epidermal growth factor receptor-2- [HER-2]) hem prog-
nostik hem de prediktif deger tasir. Son yillarda biyolojik
ve molekiler faktorlerin, prognostik ve prediktif agidan
dnemi artmaktadir (9).

ER hastaligin etiyolojisinde en &nemli roli oynamaktadir.

Risk faktorlerinin pek ¢odu dogrudan veya dolayli olarak
Ostrojen etkisine sahiptir. Meme kanserinde ER ve HER-2 uy-
gun tedavinin secilmesinde énemli rol oynar (15). ER parafin
kesitlerde immUnohistokimyasal olarak degerlendirilir (24).

Patolojik tetkikler, kanserin teshisi i¢in altin standarttir. Bu
tetkiklerin, kanserin etiyolojisinin patogenezinde, hasta-
ligin klinik olarak korelasyon ve belirtilerinin belirlenme-
sinde 6nemli roli vardir. En yeni molekdiler teknolojiler,
ozellikle high-throughput teknolojiler, meme kanserinin
morfolojik olarak benzer alt tiplerinin bile molekiler he-
terojenite gdsterebildigini tespit edebilmektedir. Orne-
gin, infiltre duktal karsinomanin en azindan 4 molekdiler
alt tipe ayrildigr tespit edilebilmistir. Bu alt tipler; luminal
(ER+, PR+, Her-2/neu-), Her-2 overexpressing (ER-, PR-,
Her-2+), Bazal benzeri (ER+, PR-, Her-2-, CK5/6+, EGFR+),
normal meme benzeri (ER-, PR-, Her-2-) olarak belirtilmis-
tir. Her bir tipin farkli klinik sonuglar bulunmaktadir. Bu alt
tiplerde cogalan (proliferatif) gen ekspresyonu ¢ok pahali
molekiler testler olan Ki6é7, Her-2, PR ve ER'i iceren im-
muUnohistokimyasal markerlarla belirlenir (2).

Tum bu tetkiklerin ve yéntemlerin yani sira, son yillarda,
kanser arastirmalarinda glikobiyolojinin de énemi olduk-
ca artmigtir. Glikolizasyon, cesitli fizyopatolojik strecleri
kontrol edebilen bir anahtar dizenleyici mekanizma ola-
rak hareket edebilir. insanlarda glikolizasyondaki bozuk-
luklar hastaliklara yol acabilir. insanlarda bulunan glikom
onemli miktarda biyolojik bilgi icermektedir (20).

Glikozilasyon en 6nemli ve yaygin post translasyonel
modifikasyonlardan bir tanesidir. insan proteinlerinin
%50'den fazlasinin glikolize oldugu bilinmektedir. Gliko-
lizasyon, protein stabilizasyonu, doku yapilarini koruma,
hicre-hiicre adezyonu ve hicre-matriks eki gibi bircok
fizyolojik fonksiyon ve biyolojik yolakta yer alir (18).

N-bagl veya O-bagli glikolizasyon protein glikolizasyo-
nunun tipleridir. inflamatuvar deri hastaliklar, diabetes
mellitus, kardiyovaskuler hastaliklar, romatoid artrit, alz-
heimer, prion hastaliklari ve kanser gibi bir¢ok hastalikta
anormal glikozilasyon gdzlemlenmistir (13).

Lektinler, belirli bir tir glikana 6zgil afiniteye sahip olan
glikoproteinlerdir. Lektin afinitesi zenginlestirmesi, lektin-
lerin &zel bir glikan kalintisi veya baglanti tipine 6zgdllu-
gund kullanan baslica tekniklerden biridir. Su anda yaygin
olarak kullanilan iki glikoprotein / glikopeptid zenginles-
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tirme teknigi olarak kabul edilmektedir. Ornegin, Wheat
Germ Agglutinin (WGA), esas olarak bir glikan yapisinda
olan N-Asetil Glikozamin (GlcNAC) residileri ile etkilesir.

Kanser hiicre ylzeylerinde yer alan zengin glikan yapila-
rinin da onlara spesifik olarak baglanabilen lektinler yar-
dimiyla gosterilmesi mimkindir. Bununla birlikte, cok
cesitli glikanlar yakalamak ve zenginlestirmek icin bir
multilektin kansimi kullanilmistir. Akciger, meme ve kara-
ciger de dahil olmak Uzere farkli kanser tipleri ile iligkili
glikoproteomik degisiklikleri incelemek icin etkili bir se-
kilde lektin zenginlestirme teknigi kullaniimistir (25).

Yang ve ark. duktal karsinoma in situ (DCIS) ve invaziv
meme kanseri (IBC) tanisi koyulan hastalarin kan serumun-
daki glikoproteinlerdeki degisiklikleri degerlendirmek icin
lektin zenginlestirme teknigini kullanmiglardir. Mannoz,
Galaktoz ve GIcNAc / sialik asit residilerini yakalamak icin
concavanalin A (ConA), Jacalin (AIL) ve WGA kullanilarak
multilektin afinite zenginlestirmesi uygulamiglardir (30).

Whelan ve ark. hidrazid kimya temelli zenginlestirme kulla-
narak, G¢ meme kanseri hiicre hattindan N-baglh membran
glikoproteomikleri calismasini bildirmiglerdir. Kullanilan
hicre soylarindan MCF-7, ER ve PR (+) ve Her-2 (-), MDA-
MB-453, ER ve PR (-) ve Her-2 (+) ve MDA-MB-468, ER ve
PR ve Her-2 (-) (lclu negatif) 6zellikleri tagimaktadir (29).

Yapilan ¢alismada, ER (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan MDA-
MB-231 meme kanser hiicre hatlarini olusturan hicrelere,
hlcre zar ylzeylerinde yer alan bir tir galaktoz (GalB4Gl-
cNACc) sekerine 6zgln olarak baglanabilen floresan (FITC)
isaretli Maackia amurensis lektin-1 (FITC-[MAL-I]) ve bazi
sialik asit tiplerine (GIcNAc, Neu5Ac) ve &zellikle B tipi
N-Asetil Glikozamin (3-GlcNAC) sialik asit sekerine 6zgin
olarak baglanabilen floresan isaretli Wheat Germ Agluti-
nin (FITC-Triticum vulgaris [WGA]) uygulanmistir.

Boylece ER (+) ve ER (-) 6zelliklere sahip adi gecen kanser
hicre hatlarninin zar yuzeylerinde goérilen seker rezidileri

SN

miktar farkliliklar FITC-[MAL-I] ve FITC-[WGA] ile spesifik
olarak isaretlenmis ve isima yogunlugu goreceli olarak ir-
delenmistir.

Bu amacgla calismamizda MCF-7 ve MDA-MB-231, ER (+)
ve ER (-) kanser hiicre hatlarina FITC-[MAL-I] uygulanarak,
kanser hicre yizeylerindeki GalB4GlcNAc tipi glikan bi-
rimlerine spesifik baglanma 6zelligi sayesinde bu birimler
g6rilir hale getirilmistir. Ayni uygulama FITC-[WGA] kul-
lanilarak, sialik asit (GIcNAc, Neu5Ac) birimleri ve dzellik-
le B-GlcNAc tipi sialik asit iceren glikan birimlerine spesi-
fik baglanma 6zelligi sayesinde gorilir hale getirilmistir.

Bu yontem ile meme kanseri hiicre soylarinin membranla-
rinda bulunan sialik asit birimlerindeki farkliliklarin iki saat
gibi kisa bir zamanda, hassas olarak ayrilabildiginin ortaya
cikarimasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Deneyde Kullanilacak Hiicrelerin Eldesi ve Hazirlanmasi
Calismamizda ATCC'den temin edilen MCF-7 (ATCC®
HTB-22™) ve MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) hiicre
soylar kullanilimistir.

Hicreler, icerisinde inaktive edilmis %10 fetal sigir seru-
mu (FCS), 0,2 mM glutamin, 100 pg/ml streptomisin 100
IU/ml penisilin iceren DMEM-F12 Ham medyumunda
(Dulbecco’nun Modifiye edilmis Eagle Medyumu, besle-
yici karigim F12 Ham medyumu) 37°C'de, %5 CO, ve 1
atmosfer basing altinda kiltire edilmistir.

DMEM-F12 Ham medyumu ticari olarak kullanima hazir
sekilde satin alinmistir. Hicreler rutin olarak haftada iki
kez pasajlanmistir. Hicreler, yogunluk olarak flaskin yari
ylzeyini kapladiklarinda deneylerde kullanilmistir.

Calismada kullanilmasi planlanan floresan (Fluorescein,
FITC) isaretli Maackia amurensis lektini-1(Maackia amu-
rensis lectin-1 [MAL-I], FL-1311 Vector Labroratories, Bur-

Sekil 1: Meme kanseri hiicre hatlar 1gik mikroskobu gérintileri (20X) A-MCF-7 hiicre hatti B- MDA-MB-231

hicre hatti Floresan Isaretleme Prosedurd.
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lingame, CA, USA) ve floresan isaretli Wheat Germ Agluti-
nin (Triticum vulgaris [WGA] FL-1021 Vector Labroratories,
Burlingame, CA, USA) ilgili firmalardan satin alinmistir. Bu
basamagi takiben FITC isaretli Grinler kullanim protoko-
[ine uygun olarak hazirlanmis ve isaretlemeler yapilmistir.

isaretleme slirecinde medyumlan iizerlerinden alinan
hicreler PBS ile yikanmistir. Ardindan, BSA iceren PBS
ile yikama yapilmistir. Yikama islemlerinden sonra FITC
isaretli lektinler ile uygun stirede inkiibasyona birakilmig-
tir. inkilbasyon sonunda FITC iceren lektinler hiicrelerin

Uzerinden uzaklastinlmig, Tween 20'li PBS ile yikama ger-
ceklestirilmistir. Sonraki adimda yikama sollsyonu uzak-
lastinlmis ve hicreler bir middet kurumaya birakilmistir.
Kurumayi takiben Uzerlerine DAPI (4',6-diamidino-2-fe-
nilindol) iceren ozel kapatici solisyonu (Fluoroshield
Mounting Medium with DAPI, ab 104139, Abcam) damla-
tilmigtir. Ornekler, Nikon Eclipse 80i Floresan Mikroskobu
ile incelenmis, DAPI ve FITC filtreleri kullanilarak fotog-
raflanmistir. Elde edilen mikrograflar ayni makinede yer
alan, NIS Elements BR 3.0 programi ile gérintilenmistir.

Sekil 3: MDA-MB-231 hiicre hattinda FITC-MAL-I.
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BULGULAR

Calismada kullanilan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hicre hatlar (Sekil 1) Gzerine ilk olarak FITC-
MAL-I uygulanmistir. Bu lektin hicre zar ylzeylerin-
de yer alan galaktoz iceren bir tir sialik asit olan
GalB4GIcNAc sekerini 6zgln isaretlemistir. Buna
gbre; MDA-MB-231 kanser hlcre hattit MCF-7'a gore

goreceli olarak daha yogun bir isima géstermistir (Se-

kil 2 ve 3).

Calismanin ikinci kisminda ayni tir kanser hicre hatla-
rn Uzerine GlcNAc, Neu5Ac yapisinda sialik asit tiplerini
ozgln olarak isaretleyen FITC-WGA uygulanmistir. Bu
isaretleme sonucunda da her iki kanser hattinda yogun
isima tespit edilmistir (Sekil 4 ve 5).

Sekil 5: MDA-MB-231 hicre hattinda FITC-WGA.
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TARTISMA

Diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin kanser tiri
meme kanseri olarak bilinir (10). Meme kanseri diinyadaki
kanser vakalarinin yaklagik %23'Uni olusturur (12). Kanser
olusumunda cesitli faktorler rol alir. Bu faktorler timor
olusum tipine ve yerine bagl olarak cesitli semptomlara
yol acabilir. Bu ylzden, kanser tedavisi, erken evrede tani,
etkin tedavi prosedurleri ve kanserin tekrar olugmasini 6n-
lemek icin tedavi sonrasi bakim gerektirmektedir. Meme
kanseri tani teknikleri arasinda mamografi, biyopsi, MRI,
sonografi, molekiler meme gorintileme, termografi vb.
yer alir. Bunlar oldukga etkili ydntemlerdir ve kadinlarda
meme kanserinin %80-90"ini tespit edebilmektedir (14).

Bunlarin disinda, enzim baglantili imminosorbent testi
(ELISA), radioimmunoassay (RIA) ve immunhistokimya
(IHC) gibi biyobelirte¢ temelli ekspresyon teknikleri de
mevcut tani gereksinimlerini karsilamaktadir. Tim bu tek-
nikler verimli olsa da, yine de bazi sinirlamalari vardir (16).

Tum hicrelerde oldugu gibi kanser hiicrelerinde de, yiize-
yi reseptor proteinleri, mutasyona ugramis genler, mikroR-
NA'lar vb. gibi, timor hicrelerinin ylizeyinde veya icinde
degisken olarak eksprese edilen biyomolekdller bulunur.
Bu molekdller kanser ilerlemesinin géstergesi olan belir-
tecler olarak kabul edilirler. Biyolojik olarak bu molekdller,
biyobelirtecler olarak adlandirilir. Kanser hastalarina 6z-
glin biyobelirteclerin tanida kullanilabilmesi icin noninva-
ziv bir prosedrle hastalarin fizyolojik sivilarindan kolayca
elde edilebilir olmasi ve saglikl kisilerde bulunmamasi
beklenmektedir. Bu nedenle potansiyel hedef belirtecler
olarak biyosensérler yardimiyla kanser teshisi blydk 6lci-
de arastinlmis ve ayrintili bir sekilde tartisiimistir (4, 27, 28).

Bir tir biyobelirte¢ olarak glikoproteinler, Her-2, Mucin1
(MUC?), karsinoembriyonik antijen (CEA), epitelyal hiicre
adezyon molekili (EpCAM), epidermal blylime faktori
reseptorl (EGFR) gibi ylzey bagh glikoprotein reseptor-
lerini olustururlar. Reseptorler tzerindeki kontrol kaybol-
dugunda, MAPK ve PI3K / Akt yolaklarini degistiren (21)
ve metastazi indikleyen biylme faktorlerinin Gretilme-
siyle kanser hlcresi proliferasyonuna aracilik ederler (19).
Cesitli glikoproteinler arasinda Her-2 ve MUC1, meme
kanserinin saptanmasinda en yaygin olarak kabul edilen
tani ve prognostik biyobelirteglerdir. Her-2, bir proto-on-
kogen kodlayan trans-membran glikoproteindir (M. Wt-
185 kDa). Meme kanseri tanisi icin uygun bir biyobelirteg
olan Her-2'nin %20-30 meme kanseri olgusunda asir eks-
presyonu saptanmistir (1).

Hastalik tani ve teshisinde hucre hatlan laboratuvar ca-
lismalarinin  bircok alaninda vazgecilmezdir. Ozellikle
kanser aragtirmalarinda in vitro model olarak kullanilirlar
(17). Meme kanseri arastirmalarinda en yaygin olarak kul-
lanilan meme kanseri hiicre hatlari, MCF-7 (26), ve MDA-
MB-231"dir (3). Her ikisi de metastatik meme karsinomu

hastalarinin plevral efliizyonlarindan tiretilmistir. MCF-7
hicre hatti, meme hucrelerinin luminal epitelyal fenotipi-
nin isaretleyicilerini ifade eder ve ER (+) timorler icin bir
model olarak kullanilir (7). MDA-MB-231 hicre hatti, epi-
tel isaretleyicileri ifade etmez fakat mezenkimal fenotipin
bir belirteci olan yiksek dizeyde vimentin icerir. MDA-
MB-231 hicre hatti ER (-) ve Her-2 / neu-negatif meme
kanseri icin bir model olarak kullanilir (22).

Calismada ER (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan MDA-MB-231
meme kanser hicre hatlar kullanilmistir. Bilinen konvan-
siyonel meme kanseri teshis metotlarindan daha ucuz ve
2 saat gibi kisa zamanda yanit veren yontemimizin temeli
lektinlerin hicre ylzeyinde bulunan seker rezidilerine 6z-
glin baglanabilme &zelligine dayanmaktadir.

Bu ¢alismada gelistirilen isaretleme yontemi ile hiicre yi-
zeyinde bulunan, yaygin sialik asit birimleri (GIcNAc, Neu-
5Ac) ve daha nadir bulunan B bagli galaktoz birimler iceren
sialik asitler floresan isaretli WGA ve MAL lektinleri yardimi
ile 6zgiin olarak isaretlenmis ve sonuglarn irdelenmistir.

Calismadan elde edilen bulgulara gére hem FITC-[MAL-I]
hem de FITC-[WGA], ER (+) olan MCF-7 ve ER (-) olan
MDA-MB 231 hiicre hatlarinin membranlarinda gérilen
iki farkl sialik asit tipini 6zgiin olarak isaretlemistir. Ancak
mikrograflarda goérilen rezidilerin miktar farkhliklan bize
FITC-IMAL-I]''n ER (-) ozellikteki MDA-MB-231 hucrele-
rinde B bagli, galaktoz sekeri de iceren sialik asit tipini
(GalB4GIcNAC), daha yodun isaretledigini gostermistir.
Bu sonuglarda B bagli, galaktoz sekeri de iceren sialik asit
tipinin MDA-MB-231 hicre hattinda daha yogun bulundu-
Junu gostermektedir. Her iki hicre hattinin membranla-
rinda gorilen bu farklilik iki saatlik bir boyama yéntemi ile
iki hicre tipinin hizli bir sekilde ayrlmasinda kullanilabilir.

SONUC

Yapilan calismada, immminofloresan isaretli lektinler ve
seker residuleri yardimiyla, glikokonjugatlarin hizli ve 6z-
glin aynmda kullanilabilirligi gosterilmistir. Devam eden
calismalarmizla bu yéntemin iyilestirilmesi ve daha da
gelistirilerek, meme kanseri hicre hatlarinda, hasta or-
neklerinde, hastaligin erken teshisinde, patolojik bulgu-
lara destek ve/veya alternatif bir yontem olarak tercih
edilebilirliginin arttirlmasina amaglanmaktadir.
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