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Ozet

Amag: Bu ¢a>fimann amac, tip-A aort disseksiyonlu hastalarda (TipA-AD) aort vaskiler diiz kas hiicrelerinde (VDKH) apoptoz
varl>a» ve apoptozu diizenleyici proteinlerin ardl>rImasdbr.

Yontem: Kasm/2002 ile Ocak/2005 tarihleri arasnda elektif olarak aort TipA-AD nedeniyle cerrahi onar»m uygulanan 10
hastadan (yafl:53.3+13.1, 7E/3K, disseksiyon sliresi:18.1+16.8 giin) ve kontrol grubu olarak ise koroner arter bypass cerrahisi

(KABG) uygulanan 10 hastadan (yaf.64.3+6.6, 7E/3K) tam kat aort duvar> drnekleri al>snmsfitsr. Operasyon srasnda al>nan tim
doku Orneklerinde, VDKH’lerinde apoptozunun varl>as in situ DNA fragman iflaretlemesi (TUNEL) tekniai ile incelenmiftir.
Apoptozu reglle edici proteinlerin (Bak, Bax, Bcl-2 ve Bcl-XL) bu dokularda ifadelerinin araft>rsimas ise immunohistokimya
yontemi ile gerceklefltirilmifkir.

Bulgular: Tim TipA-AD hestalarnn aort segmentlerinin VDKH’lerinde apoptozun varl>e TUNEL yontemi ile gosterilmitir.

Koroner arter bypass cerrahis uygulanan hastalardan al>nan doku 6rnekleri ile TipA-AD doku drnekleri - karfblaft>rld>asnda
TipA-AD hastalar>n>n VDKH'’lerinde apoptozu art>sr>c> bir protein olan Bak proteini ifadesi daha yoaun olarak gozlenirken,
koroner arter bypass cerrahis uygulanan hastalarsn aort drneklerinde ise apoptoz énleyici bir protein olan Bcl-2 ifades dahayooun
olarak saptanmyfitsr.

Sonuclar: Tip-A aorta disseksiyon hastalarn>n damar diiz kas hiicrelerinde Bak proteinin artmsfl olmas bu hiicreleri hacim
yUklenmesine bagl> ortaya ¢rkabilecek apoptoza daha duyarl> hale getirdizini difiindirdiiinden, bu hastalarda Bcl-2 gen ailes

Uyes proteinlerinin kontrol inuin tergpétik ve prognostik kullansm potansiyelleri olabilir. (Damar Cer Der 2005;14(2): 25-30).

Anahtar Kelimeler: apoptozis, vaskiler diiz kas hticreleri, aort disseksiyonu
Abstract

Background: The purpose of this study is to examine the onset of apoptosis and its regulatory proteins in aortic vascular smooth
mucle cells (VSMC) in patients with type-A aortic dissection (TypeA-AD).

Methods: Between November/2002 and January/2005, full-thickness aortic wall specimens were obtained from 10 patients
undergoing elective surgical repair of TypeA-AD (age:53.3+13.1, 7M/3F, duration of dissection: 18.1_16.8 days) and 10 patients
undergoing coronary artery bypass grafting (CABG) used as a control preparations (mean age: 64.3+6.6, 7M/3F). All tissue
samples collected at the time of operation were submitted to analysis of VSMC apoptosis by using in situ end-labelling of DNA-
fragments (TUNEL). Furthermore the expression of Bak, Bax, Bcl-2, and Bcl- XL proteins which are responsible from the
regulation of apoptosis were also investigated by using immunohistochemical staining.

Results: Segments from TypeA-AD patients exhibited the onset of apoptosis s which were identified by specific in situ end-
labelling of DNA-fragments (TUNEL). Proapoptotic Bak protein expression was significantly increased in type A-AD patients
when compared to that of aortic segments from the patients undergoing CABG whereas antiapoptotic Bcl-2 protein expression
was predominantly observed in the CABG group.

Conclusions: Increased Bak protein expression observed in patients with Type-A AD may suggest that these VSMCs are more
vulnerable to apoptosis due to the proapoptotic effects of circumferential overload. Therefore, the regulation of Bcl-2 gene family
member proteins may have a therapeutic and prognostic role in TypeA-AD. (Turkish J Vasc Surg 2005;14(2): 25-30).
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i

Apoptoz, Kerr ve arkadaflarsnyn belirttizi gibi, ay>ro
morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ile aktif bir hiicre
olumUdur'. Apoptoz yolu ile 6len hiicrelerde, gekirdekte
kromatin yorunlafimas, hucre zarlar>nda balonlaima
olufimas ve DNA fragmantasyonu gostermektedirler.
Olmiifl hiicre pargalar>sn> iceren apoptotik cisimlerin
oluflumu ve bunlar>n inflamasyona neden olmadan
fagositoz ile bulunduklar> yerden uzaklafit>r>Imalar>
apoptotik hticrelerin morfolojik 6zelliklerindendir?.
Apoptozun, embriyonik gdlifim, endokrin bas>ml> doku
atrofisi ve normal yetiflkin dokular>n homeostaz>
srasnda ¢ok énemli rolt olduou gosterilmiftir. Dexifik
hiucre ici ve d>fb sinyallerle tetiklenen apoptoz
yolaklar>nda meydana gelen bozukluklar>n, kanser,
norodejenerasyon, otoimmunite, kalp hastal>klar> ve
viral enfeksiyonlar gibi ¢ok ¢efiitli insan hastal>klarmn
patogenezinde rol oynacbo> kabul edilmektedir’. Bunun
sonucu olarak, apoptozu dizenleyen genlerin,
gliniimuizde tefhis ve tedavi yaklafbmlar>n>n hedefleri
olduau agkt>r. Programl> hiicre 6limd, iclerinde bcl-2
gen ailesinin de bulunduau birgok farkl> mekanizmaiile
regile edilmektedir. Bcl-2 gen ailesinde hem apoptozu
arbran hem de azatan genler bulunmaktadsr. Apoptozu
arbranlarsn nleyicilere olan oranynon hiicrelerin kaderini
saptamada onemli bir rolt olduau gosterilmifitir. Bu
proteinler, mitokondriadan sitokrom c ve apoptoz
olufturucu faktorlerin sal>n>m>n> ve bunun sonucu olarak
caspase aktivasyonunu regille etmektedirler. Apoptozun
ve regile edici Bcl-2 genlerinin cefiitli kalp ve damar
hastal>klar>nda rolli yaygen olarak ardit>rsimsfl olmasna
raamen tip-A aort disseksiyonlu (AD) hastalar>n
vaskiler diz kas hicrelerinde (VDKH) bildinimiz
kadar>yla incelenmemifttir. Tip-A AD hastalar>nda
apoptozun ve bcl-2 gen familyasn>n roliinii ayd>nlatmak
cal>fiman>n amac>ns> ol fturmaktadsr. Bu amagla tip-A
AD hastalar>ndan al>nan VDKH’lerinde apoptozun
varbe ve farkl> Bcl-2 protein ailes Uyelerinin ifadeleri
araft>rslmfl ve koroner arter bypas cerrahisi uygulanan
hastalardan a>nan dokularla karfbl&lt>rImsisr.
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2. Hastalar ve Yontem

2.1. Hasta kohortu

Kassm 2002 ile Ocak 2005 tarihleri arasnda elektif
cerrahi onarm yapylan 10 Tip-A AD (7 erkek ve 3 kadbn
hasta, ortalama yafl: 53.3+13.1, disseksiyon siiresi:
18.1+16.8 giin) hastasndan a>nan tam kat aort duvar>
Ornekleri ile KABG operasyonu yapslan hastalarsn ¢-kan
aort dokular> (10 6rnek, 7 erkek ve 3 kad>n hasta,
ortalama yafl: 64.3+6.6) kontrol 6rnekleri olarak
karfblaflt>r>ld>. Kontrol aort érneklerinde operasyon
srasnda aort anevrizmas veya disseksiyona ilifkin bir
kansta rastlanmad>. Calsfima siiresince, (1) "Paepe
yenilenmifl kriterlerine dayal>" Marfan sendromu tefhis*
(2) her formda aortit tan>s olan hastalar calsfima dfb
brrakolmsior.

2.2.Immunohistokimya

Farkl> Bcl-2 ailes proteinlerinin varl>a %10 formainile
fikse edildikten sonra parafine gdmulen dokulardan
al>nan 5u blyiklGainde kesitlerde incelenmifttir. Bu
kesitler %0.3 hidrojen peroksidli methanol icinde 30
dakika inkube edildikten sonra icerisinde % 1.5 normal
kegi serumu, %2 BSA ve % 0.1 triton-X bulunan PBS
ile oda scakl>»nda bir saat tutulmufkur. Bax, Bcl-XL,
Bcl-2 ve Bak primer antikorlar> (Santa Cruz
Biyoteknolgji fiirketi, Santa Cruz, ABD) PBS icerisinde
3 ug/ml konsantrasyonunda doku kesitlerine uygulanmfi
ve gece boyu 4°C’ de inkibe edilmifltir. <nkibasyon
sonras (¢ kez PBS ile y>kanan doku kesitleri, HRP
barlanm»fl sekonder antikorlar ile (Dako, Danimarka)
oda scakl>mnda 20 dakika inkiibe edildikten sonra DAB
substurat>nda 2 dakika tutulmufitur. Aort duvar
morfolojisi ve kronik inflamasyonu tan>mlamak igin
hematoksilen ve eosin (H&E) boyama kullan>Imfitsr.
Kesitler Zeiss-Aksioskop mikroskopta 10X ve 40X
blyitmede incelenmiftir.

«mmun reaktiviteyi analiz etmek icin kesitlerdeki immun
pozitif hiicreler semi-kantitatif olarak decerlendirildi’.
Bu dexerlendirmede O, negatif; 1, hafif; 2, orta; 3,
kuvvetli olarak kabul edilmiftir.
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2.3. In situ DNA fragmantasyon analizi (TUNEL)

In situ DNA fragmantasyonu, TdT-(terminal
deoxynucleotidy! transferase) arac>l> floresan-dUTP
iflaretleme kiti (Roche Diagnostics, Mannheim,
Almanya) kullanarak arafit>srsImslt>r. Koroner arter
bypass cerrahisi uygulanan ve aorta disseksiyonlu
hastalardan al>nan parafin kesitler y>kanp gecirgen bir
soliisyon ile (% 0.1 Triton X-100, % 0.1 sodyum Sitrat)
buzda iki dakika inkiibe edildikten sonra, her drnece,
50ul TUNEL reaksiyon karsfbm> uygulanmsl ve 37
°C'de, karanl>k ve nemlendirilmifl ortamda bir saat
inkube edilmiftir. Daha sonra slaytlar direkt olarak
floresan mikroskopisinde incelenmifkir. Negatif kontrol
olarak al>nan doku kesitleri termina deoxynucleotidyl
transferase enzimi yokluaunda inkiibe edilirkenpozitif
kontrol olarak DNAse | enzimi (1000 U/ml 50 mM
TrisHCL,pH 7.5,1 mg/ml BSA) ile 20°C’ de, 10 dakika
inkube edilen ve bdylece DNA ksr>klar> ol Ulturulan
kesitler ile TUNEL resksiyonu gergekleflirilmifkir.
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2.4 Istatistiksel Analiz

Andizler, SPSS system 11.5 yazl>m» ile gergekldtirildi.
Veriler, gerektizinde ortalamatSD (standart deviasyon)
olarak gosterildi. Karfblak>rmalar, Tip A-AD ile kontrol
grubu arasnda, standart Student’s t testi kullanslarak
yapld>. Tum testlerde, farkl>I>k igin, anlaml> diizey,
0.05'ten kucuk p dexeri idi. Gruplar aras> oranlarn
farkb>I>klar>, Ki-kare veya Fisher’s Exact testi
kullarvlarak, uygun olducu yerlerde, karfblefitsrsldb.

3. Bulgular

Cafima grubundaki hastdlarn 7' sinde (%70) hipertansif
etyolgji, 3 (%30) hastada ise aterosklerotik etyolgji 6n
planda idi; bu grupta Marfan sendromu, bikispid aort
kapao> ve ciddi aort darl>a> mevcut dewildi. TipA-AD
hastalarsn>n maksmum aort ¢ap>, bilgisayarl> tomografi
(BT) veyamanyetik rezonans gorintileme tekniai ile 42
mm ve 65 mm aral>onda dlculdi (53.7£9.6 mm);
kontrol hastalar>nda maksimum aort ¢ap>, ekokardiografi
tekniniyle, 23 ile 32 mm (27+2.8 mm) aral>o>nda idi
(Tablo 1). Cabfima grubundaki 3 hastaya suprakoroner

Tablo 1: Hasta 6zellikleri ve Tip-A aort disseksiyonu ve normal aort olarak tanmlanan hasta gruplarsndaki ¢>kan aort
mediyal vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Bak ve Bcl-2 ekspresyonu karfblaft>rmas.

Ornek Yl y CinsK/E Hipertansyon  Aort Kok Disseksiyon Bak Bcl-2
Evet/Hay>r Cap, mm Sires, giin ekspresyonu ekspresyonu

Aort Disseksiyon grubu

1AD 39 E E 65 4 2 0

2AD 58 E E 55 18 05 05

3AD 61 E H 42 5 2 3

4AD 53 K H 53 21 15 05

5AD 83 E E 36 1 1 1

6AD 35 E H 60 60 15 0

7AD 55 K E 59 19 15 0.5

8AD 52 E E 45 2 2 2

9AD 48 K E 62 27 0 15

10AD 49 E E 60 14 2 05

OrtAlama  53.3%131 3K/7E %70 53.7+9.6 18.1+16.8 14407 0.95+0.96

Kontrol grubu

1Kontrol 56 K H 24 * 0 1

2Kontrol 70 E E 27 * 0 1

3Kontrol 53 K E 26 * 0 15

4K ontrol 71 E H 23 * 1 3

5Kontrol 63 E H 27 * 0 15

6Kontrol 65 E H 32 * 0.5 1

7Kontrol 60 K E 28 * 0 15

8Kontrol 66 E E 26 * 0 1

9%Kontrol 74 E H 31 * 05 15

10Kontrol 65 E E 26 * 0 1

Ortdlama 643166  3K/7E %50 27+2.8 * 0.16+0.358§ 1.40+0.61 §

AD= Aort disseksiyonlu hasta,

* Aort Disseksiyonu meveut dexil, § gruplar aras karfblaftsrmada p<0.05
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greft interpozisyonu ve hemiarkus replasman>, 4 hastaya
Bentall operasyonu, 3 hastaya da Bentall operasyonu ve
hemiarkus replasman> uygulanmsflt>r. Kontrol
grubundaki tim hastadlara KABG operasyonu (ortalama
greft say»s: 3.4+1.07) gergekldtirilmiflir.

Her iki grupta da, medyadaki coau hiicre tipi VDKH idi.
Her iki grupta aort mediya tabakasnn H& E boyama
teknizi ile decerlendirmesinde inflamatuar hiicre kanst>
mevcut derildi. Kontrol grubunda yer alan tim aort
doku orneklerinde intimal kal>flma haricinde
aterosklerozun sonucu olabilecek fibrosis, kasifikasyon
bulgular> saptanmad>. Kontrol grubunda yer aimas
planianan ancak fibrosis ve kalsifikasyonun saptand>os
iki doku 6rnesi, kontrol grubunun homojen olmas
amacsylacalfimadfb borakolmflor.

3.1 Bak protein ifadesi

Apoptozu art>ran Bcl-2 protein ailesi Uyelerinden olan
Bak proteininin yooun olarak aorta disseksiyonlu
hastalarda bulunduau saptands>. Bu gruptaki hastalardan
ornek flekil 1A’ da gosterilmektedir. Ayn> kesidin 40
blytitmesinde ise immun pozitiflicin sitoplazmik ve
membrandz olduau gorulmektedir (fiekil 1B). Ayn»
hastadan al>nan dicer kesitlerden yap>lan ve primer
antikorun kullansimadse» negatif kontrol gruplarsnda ise
herhangi bir pozitiflicin saptanmamas (flekil 1C), Bak
protein ifadesinin spesifiklizini ve herhangi bir deneysel
sorun ol mad>u>n> gijstermektedir
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3.2. Bcl-2 protein ifadesi

Apoptoz oluflumunu 6nleyici etkisi olan Bcl-2 protein
ifadesinin ise AD hastalardan ¢ok, koroner arter bypass
cerrahis uygulanan hastalardan elde edilen dokularda
bulunduzu gdzlemlendi. Bu gruptan a>nan bir doku
kesidi 6rnexi flekil 2A’ da gosterilmektedir. Ayn> kesidin
40X biyitmesinde ise boyamansn daha ¢cok membrantz
oldueau anlafblmaktadbr (fiekil 2B).

| Sekil 2: Non—rl zmatik ol gud Bcl-2 protein ifadesi
A: 10X biyiitme, B: 40X bly(tme
3.3. Bax ve Bcl-xL protein ifadesi
Apoptozu art>c> bir protein olan Bax ve azat>o bir protein
olan Bcl-XL'in ifades her iki grupta da saptanmamsfior.

3.4. TUNEL
DNA k>r>klarsnsn saptanmas> bir hiicrenin apoptoza
gittivinin en 6nemli biyoki myasal kan>t> ol dunundan, biz

Sekll 1: Aort Dlsmksyon olgusunda Bak protein ifades
A: 10X, B: 40X biyttme. C: primer antikorun kullansimad>o» negatif kontrol.
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de hem koroner arter bypass cerrahisi uygulanan
hastalardan hem de aorta disseksiyonlu hastalardan
al>nan doku kesitlerinde DNA k»>r>klarsnsn varl>a>n»
TUNEL yontemi ile decerlendirdik. Yapt>e>m»>z
cabfimalar AD’lu hastalardan a>nan kesitlerde TUNEL
reaksiyonunun pozitif oldusunu yani apoptoz varl>osns
gostermektedir (fiekil 3A). TUNEL pozitiflivinin sadece
bir kxom hiicrede olmas ve hiicrelerin ¢ekirdexi ile ayn»
yerde gorulmesi (fiekil 3B), elde edilen sonucun
spesifiklivini gostermektedir.

Sekil 3: Aort disseksiyon olgusunda A: TUNEL reaksiyonu,
B: ayn> kesidin hticre ¢ekirdeklerini goérinttlemek icin Hoecst
boyamas, (Buytitme 10X)

4. Tartisma

Bu calxfima, aort disseksiyon olgular>nda, aort mediyal
tabakassndaki VDKH'de apoptoz fenomeninin
araft>rImasna odaklanmdl>r. Aort disseksiyonu, 17.
ylzy>lda Sennertus taraf>ndan tan>mlanmsl olmasna
raamen, hastal>o>n gelifimi ve progresyonunda
gercekleflen hiicresel ve ultrastriktirel dexifiikliklerin
incelenmes son y»llarda hyz kezanmfibr. Aort disseksyon
patogenezinde intimal bir y>rt>ktan, tunika media
tabaka ar-na kan aksfb 9z konusudur ancak aort duvar>rn
hacim olarak yaln>zca %5'ini olufturmalarsna raamen
tim kollgjen ve dastik yapslarsn Uretiminden sorumlu
VDKH'nin disseksyon 0nces ve sonrasndaki akibetleri
literatirde iyi tan>mlanmamsfit>r. Aort disseksiyon
olgularsnda VDKH'de apoptozun tan>mland>a> bu
calfima, konuylailgili ilk insan dokumantasyonudur.
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Aort disseksiyonu ile hipertansiyon, kistik mediyal
dejenerasyon ve dicer konnektif doku hastal>klar>
arasndaki yakon birliktelik bilinmektedir. Ornexin aort
disseksiyonlar>nda bildirilmifl hipertansiyon insidans
%75 dolaylarsndad>r’. Hipertansiyon ve damar as>nda
apoptoz gelifimi ilgili baz> cal>flmalar mevcuttur.
Intengan ve arkadaflar>, hipertansiyonun ilerleyifinde ve
VDKH’nin apoptozunda, reaktif oksijen trleri, nitrik
oksit, anjiyotensin tip-2 reseptorleri ve endotelin
sistemini sorumlu tutmuflard>r’. Sharifi ve arkadaflar
ise yak>n zaman dnce spontan olarak hipertansiyon
gelifttirilmifl sscanlarda’, Diep ve arkadafllar> ise
anjiyotensin infiize edilen sscanlarda’, Bax/Bcl-2
oranlar> ve TUNEL yo6ntemini kullanarak VDKH’inde
apoptozun varl>mn> gostermiflerdir.

Erdheim’>n kistik mediyal dejenerasyonu, aort
disseksiyonlar>n>n etyolojisinde énemli bir yer tutar.
Kigtik mediyal dejenerasyonlu olgularda elastik liflerde
fragmantasyon, VDKH’ nin kaybedilmesi, kollajen
icerikte artfla birlikte fibrozis, amorf matriks birikimi
aort medyasn>n yap>sal olarak glicsizldimesine yol
acar. Mediyal tabakada VDKH’nin inflamasyon
olmaks> z>n kayb> apoptotik patoloji ile hiicre kayb»
olduaunu duflindirmektedir. Nitekim Ihling ve
arkadafllars, kistik mediyal dejenerasyon etyolgjili ve
aort rlpturd nedeniyle kaybedilmifl 20 hastan>n
immunohistokimyasal  incelemelerinde  p53
akimilasyonu, Bax upregiilasyonu ve sonugta apoptoz
varbmns gostermiflerdir®. Bondeman ve ark. Marfan
sendromlu ve konjenital aort hastalarsndaki aort
dilatasyonu patogenezinde VDKH'’ de apoptozun rollni
bildirmiflerdir”. Dicer araftt-rmacslar taraf>ndan da
dozruland>o> gibi Marfan sendromlu hastalar>n aort
VDKH’nde apoptoz artm>flt>r?. Benzeri cal>fima
bikuspid aort kapak nedeniyle ¢>kan aort anevrizmal»
hastalar>n aort drneklerinde Schmid ve ark. taraf>nca
tamamlanm>fl VDKH’ nde apoptoz olmas> ile aort
duvar>ndaki  zay>flama iliflkilendirilmifltir®.
Calbflmamszdaki sonuclar, Nagashima ve ark.n>n 12
bulgulars ile benzerlik géstermektedir ancak sunulan
veriler literatirde kontrol gruplu tip-A AD serisinde
apoptozun gosterildini ilk cal>fimadbr.
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Calismanmin simirlamalar:

Bu cal>flmansn major s>n>rlamas»; kontrol grubu
olmasna raamen disseksiyon oncesi anevrizmal aort
doku orneklerinin olmaysfbd>r. Bu ¢alfima apoptozun

varl>en> gostermekle beraber apoptoz fenomeninin
disseksiyondan dnce altta yatan etyolojik nedenlerle mi

yoksa disseksiyon gelifiminden sonrams gelifiticinin
yantn> verememektedir. Ancak bu smrlama literatir
verileri ile karfblaft>rlarak giderilmeye calsfbimsftsr.
Makalenin yazarlar> bu konunun deneysel modellerde
araf>rslmas> ve aort anevrizmals> olgularda da ayn»
cal>flman>n  devam  ettirilmesi  gerektirine
inanmaktadsrlar.

Sonug: Apoptozu regiile eden 6nemli genler olan Bcl-2
gen ailesi icerisinde hem apoptozu art>r>¢> hemde azat>o>
etki gosteren genler bulunmaktad>r. Apoptozu art>ran
genlerin, azalt>c> genlere oran>n>n bdlka sistemlerde
hiicrenin gelecerinin saptanmassnda énemli bir roll
olduau bilinmektedir. Cal>flmam>zda elde ettizimiz
sonuclar Tip-A aort disseksiyonlu olgularda Bcl-2 gen
ailesi Uyelerinden apoptozu art>r>c> Bak geni protein
ifadesinin artt>a>ny, buna karfblsk AD olmayan kifilerden
al>nan aorta orneklerinde ise apoptozu azalt>c> Bcl-2
geni protein ifadesinin bulunduaunu géstermektedir.
Tip-A AD hastalarnn damar diiz kas hiicrelerinde Bak
proteinin artmfl olmas> bu hiicreleri apoptoza daha
duyarl> hale getirdizini diflindirmektedir. Y apt>asmsz
cabfimalarda AD’ lu hastalar>n doku kesitlerinde TUNEL
pozitiflivin bulunmas bu goriflimizi doarulamaktadbr.
Diver sistemlerde bu proteinler arasndaki dengenin
hicrenin yaflam ve 6lim arasndaki tercihini belirttisi

bilindizinden aort disseksiyonlu hastalar>n cerrahi

tedaviden saclayacam» faydalarsn saptanmas>nda ve
prognoz ag>sndan deaerlendirmede apoptoz ve onu
kontrol edici proteinlerin dnemli bir arag olabileceaini

difiinmekteyiz. Aort hagtal>klarsn>n molekiler diizeyde
daha iyi tammlanmas cerrahi tedavi yontemlerine yeni
dternatifler doemasna neden olabilecektir.
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