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Ozet: Son yillarda astrositomlarda yapilan akim sitometrik
DNA analizi galismalarinda, aneuploidi oraninin timor
grade’i ile korelasyon gosterdigi, ayn1 zamanda bu
tiimérlerde p53 ve EGFr gen mutasyonlarinin, klinik
davramgin agressif oldugu yiiksek grade’li timorlerde daha
yiiksek oranda bulundugu bildirilmektedir. KTU Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali'nda son beg yilda tan1 almug
astrositomlar icinde parafin bloklarda yeterli materyali
bulunan 35 olgu calismaya alindi. WHO-1993 sistemine gore
yeniden grade’lenen olgular diisiik ve yiiksek grade’li
olmak tizere iki ana gruba ayrildi. Parafin bloklardan akim
sitometrik DNA analizi ve p53 ile EGFr immiinreaktivitesi
aragtirild. Bulgularin istatistiksel analizi yapildiginda; p53
pozitifligi ve DNA aneuploidisi yiiksek grade’li olgularda
anlamli bulundu (p< 0.05 ve p< 0.001). EGFr pozitifligi -
grade ve sentez fazi - grade arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski bulunmadi. Astrositomlarda mutant p53
protein ya da aneuploidi aragtirlmasi, timortin histolojik
grade’inin saptanmasinda giicliik gekilen kuiciik doku
orneklerinde yararh olabilir. Tiimor grade’inin tam olarak
saptanamadig olgularda 6zellikle akim sitometrik DNA
analizi hastalarn takip ve tedavisine katki saglayabilir.
Anahtar Kelimeler: Astrositom, akim sitometri,
immiinhistokimya

Abstract: In recent years studies about flow cytometric
DNA analysis of astrocytomas revealed the correlation
between aneuploidy and tumor grade. Also, p53 and EGFr
gene mutation rates were found to be high in these
clinically aggressive tumors. Our study included 35 cases
of astrocytomas diagnosed in KTU Pathology Department
btetween 1994-1998. The cases are divided into two
subgroups according to WHO-1993 classification as low
and high grade tumors. Flow cytometric DNA analysis
and p53- EGFr immunoreactivity are studied from paraffin
embedded tissues. The relation between p53 pozitivity-
DNA aneuploidy and high grade tumors was statistically
significant (p<0.05 and p<0.001, respectively). In contrast,
S-indices and EGFr positivity were not statistically related
to grade of the tumors. Mutant p53 protein and aneuploidy
studies may be helpfull in grading especially in small
biopsy specimens. Also, flow cytometric DNA analysis
seems to be useful for predicting survival and therapy of
the cases.

Key Words: Astrocytoma, flow cytometry,
immunohistochemistry

GIRIS

Astrositik tiimorlerin histolojik ozellikleri ile
klinik davraniglarinin test edildigi bir cok calismada,
diisiik grade’li timorlerden bazilarinin grade

progresyonu gosterdigi, histolojik bulgularin
prognozu onceden tahmin etmede yetersiz kaldig:
goriilmiistiir. Bu nedenle son yillarda prognozun
belirlenmesinde tiimor hiicrelerinde DNA analizi,
proliferatif aktivite, onkogen ve tiimor supressor gen
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degisikliklerinin aragtirilmas: 6nem kazanmugtir (1,2).

Astrositomlarda yapilan akim sitometrik DNA
analizi calismalarinda, timortun histopatolojik
grade’i ile DNA aneuploidisi arasinda iyi bir
korelasyon bulundugu one siiriiliirken, sentez fazi
konusunda farkh gorusler de mevcuttur (3-8).

Glial tiimorlerde mutant p53 tiimor supressor
gen ve Epidermal Growth Factor receptor (EGFr) gen
mutasyonlarinn, klinik davranigin agressif oldugu
yiiksek grade’li tiimorlerde daha yiiksek oranda
bulundugu sitogenetik galigmalarla gosterilmigtir(9-
15).

p53 tiimor supresor geni normalde hiicre
biiyiimesinde diizenleyici rolii olan 53 kD niikleer
fosfoproteindir. Normal p53 proteinin hiicresel
miktar1 cok az ve yarilanma omri kisa (20dk.)
oldugundan, standart immiinhistokimyasal
yontemle gosterilemez. 17p kromozomu tizerinde
yer alan p53 geninin genelde nokta mutasyonu ile
olusan mutant formu hiicre iginde normalin 10-100
katina, yarilanma omrii ise 24 saate cikmaktadir. Bu
miktar immiinhistokimya ile gosterilebilir (9).

EGFr 170 kD transmembran glikoprotein olup
intraselliiler tirozin kinaz aktivasyonu yaparak DNA
sentez uyarilmasmna ve mitozlara yol agar. Malign
gliomlarda 7. kromozom iizerinde yer alan EGFr
geninde genisleme ve yeniden yapilanma oldugu
gosterilmistir. Glioblastoma multiforme bagta olmak
lizere malign gliomlarin ¢cogunda EGFr ekspresyonu
artmistir (9).

Bu calismada, astrositomlarda histopatolojik
timor grade’i ile DNA paterni ve sentez fazi iligkisi
yanusira p53 protein ve EGFr immiinreaktivitesi
arastirildi. Timorlerin biyolojik davranislar:
hakkinda ilave bilgi edinerek, takip ve tedavilerine
katki saglamak amaclandi.

MATERYAL VE METOD

KTU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali'nda
son bes yilda tan1 almis astrositomlar icinde parafin
bloklarda yeterli materyali bulunan 35 olgu
calismaya alind1. Olgular ilk kez operasyona alinmig
ve ameliyat oncesinde herhangi bir tedavi
uygulanmamusgtir.

WHO-1993 sistemine gore (16) smiflandirilan

olgularin 81 grade-I pilositik astrositom, 5’1 grade-II
fibriler astrositom, 1'i grade-IIl anaplastik astrositom
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ve 21'i grade-IV astrositom (glioblastom) dur.
Calismada olgular dusiik grade’li (I-I) ve ytiksek
grade’li (II-1V) olmak tizere iki ana gruba ayrldi.
Parafin bloklardan akim sitometrik DNA analizi ve
p53 ile EGFr immiinreaktivitesi arastirildi.

%10 tamponlu notral formalinde fikse edilmis
spesmenlere ait secilmig parafin bloklardan 5pm’lik
kesitler hazirlandi. Deparafinizasyon isleminden
sonra Peroksidaz-Labeled Avidin-Biotin yontemi
uyguland1. Primer antikor olarak Zymed monoklonal
mouse p53 (clone No:BP53-12) ve EGFr (clone
No0:31G7), kromojen madde olarak AEC kromojen,
zit boyamada Mayer Hematoksilen kullanildi. Her
boyama igleminde negatif kontrol uygulandi. Pozitif
kontrol igin p53 ve EGFr ekspresyonu gosteren
larinks karsinomu kesitleri kullanildi. Boyanma
derecesi, siddeti ve yayginhig: dikkate alinmaksizin
pozitif yada negatif olarak degerlendirildi. p53
pozitifliginin intraniikleer, EGFr pozitifliginin
intrasitoplazmik oldugu gortldii.

Ayn1 parafin bloklardan akim sitometrik
calisma igin 50 pm’lik yeterli miktarda kesit alimip
deparafinizasyon islemleri tamamlandiktan sonra
tek hiicre suspansiyonu hazirlandi. Bunun igin,
mekanik pargalamay: takiben %0.5'lik pepsin
solusyonu ile 30dk. oda 1s1sinda muamele edilen
materyalde ¢oktiirme igleminden sonra iistte kalan
kisim kullanildi. Hiicre siispansiyonu halindeki bu
materyale, hiicre membran gegirgenligi ve eritrosit
lizisi igin DNA-prep LPR (Coulter PN 6604454) ilave
edildi. Akim sitometrik analiz i¢in Coulter EPICS
ELITE ESP marka ve model cihaz kullanildi. Herbir
histogram igin 2x10*- 4x10" hiicre analiz edildi. DNA-
diploid standardi olarak tavuk eritrosit gekirdekleri
kullanild1. Veri analizleri icin “Multiple option cell
cycle fitting” adli DNA analiz programi kullarldi.

Bulgularin istatistiksel analizinde Mikrostat
1984 Bilgisayar Programi kullanilarak Ki-kare testi
uyguland1. Gozlenen degerlerin 5'den asagiya olmast
halinde Fisher exact Ki-kare testi kullanild1. Beklenen
degerlerin 25’den agagiya olmasi halinde Yates
diizeltmesi yapildi. Grade-sentez fazi karsilas-
tirmasinda ise Mann-Whitney-U testi kullanildi.

BULGULAR

35 olgunun patoloji protokol numaralar:
esliginde yas, cins, histolojik grade, p53 ve EGFr
immiinreaktivitesi ile DNA ploidisi, sentez faz1 ve
aneuploid olgularin DNA indeksleri Tablo I'de
sunulmustur.
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Buna gore olgularin 19' u kadin (%54), 16's1
erkek (%46) olup kadinlarda ortalama yas 42.6,
erkeklerde 41.7 dir. Olgularin 8'i grade-I pilositik
astrositom, 5'i grade-II fibriler astrositom, 1'i grade-
III anaplastik astrositom ve 21'i glioblastomdur
(Tablo II).

Akim sitometrik ¢alismada, 35 olgudan 17’si
(%48.5) diploid, 18'i (%51.4) aneuploid DNA paterni
gosterdi. Bunlardan, diisiik grade’li 13 olgunun
tamamu (%100) diploid bulunurken, yiiksek grade’li
22 olgunun 4'i (%18.1) diploid, 18"i (%81.8)
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aneuploid idi (Tablo III).

DNA aneuploidisi yiiksek grade’li olgularda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001). Sentez
fazi oranlar1 bakimindan diisiik ve yiiksek grade’li
olgular ile aneuploid ve diploid olgular arasinda
istatistiksel yonden anlamli bir iliski bulunmad:
(p>0.05). Immiinhistokimyasal analiz sonucunda
pilositik astrositomlarin agirlikta oldugu 13 diisiik
grade’li olgunun hicbirinde reaktivite saptanmazken,
22 yiiksek grade’li olgunun 9'unda (%40.9) p53, 7'
sinde (%31.8) EGFr pozitif bulundu (Tablo IV).

Tablo I: Olgularn yas, cins, histolojik grade dagilimi ile immiinhistokimyasal ve akim sitometrik DNA analiz

sonuclar.

No | Biop. No Yag/cins _ |Grade p53 EGFr | DNA Ploidy | S-Phase% | DNA index
1 B.157.94 32 /K 1T = - Diploid 34.2

2 |B.233.94 50/ E 1V - - Aneuploid 38.7 1.3
3 |B.1187.94 65 /K 11 + + Aneuploid 32.4 1.4
4 |B.1204.94 48 / E I - - Diploid 32.8

5 |B.2726.94 8/E 11 - = Diploid 37.8

6 |B.2905.94 11 /K 11 = - Diploid 47.5

7 |B.1207.95 05/ E 1\Y - - Aneuploid 17.7 1.5
8 |B.1628.95 22 /K I - - Diploid 32.9

9 |B.2086.95 50/ E 1\% + + Aneuploid 37.1 1.5
10 |B.2222.95 6/E 1V - Z Aneuploid 20.9 1.5
11 |B.2327.95 62 /E 1A% - + Aneuploid 55 1.3
12 |B.3553.95 70/ E IV + - Diploid 42.4

13 |B.4706.96 72 / K v - + Aneuploid 33 1.4
14 |B.4659.96 52/ E v + - Aneuploid 442 1.5
15 |B.4227.96 70 / K 1A% + - Aneuploid 50.2 2.2
16 |B.3558.96 43 /E v - - Diploid 39.3

17 |B.3183.96 59 /K 1\Y% + 3 Aneuploid 22.4 1.4
18 |B.2326.96 65/ K v - - Aneuploid 28.8 1.7
19 |B.2050.96 45 /K IV - - Diploid 27.1

20 [B.1902.96 60 / E IV - + Aneuploid 38 1.5
21 |B.1788.96 68 / E vV + + Aneuploid 33.5 1.3
22 |B.1706.96 23 /E I . = Diploid 40.2

23 |B.1549.96 11 /K I > - Diploid 30.2

24 |B.839.96 60/ E 1\ - - Diploid 37

25 |B.273.96 20/ K 1 = - Diploid 39

26 |B.1916.97 32/K I - - Diploid 35.2

27 |B.2704.97 9 /K I - - Diploid 7.5

28 |B.4646.97 50 /K v = - Aneuploid 23.6

29 |B.1203.97 50 /K 11 - - Diploid 314

30 [B.467.97 50 /K 1V + - Aneuploid 32.5 1.4
31 |B.4673.97 60 /K v + = Aneuploid 40.5 1.5
32 |B.4791.97 05/E I - - Diploid 28.8

33 |B.669.98 50 /K v - - Aneuploid 51.9 1.2
34 |B.745.98 67/ E 1\ - - Aneuploid 374 1.4
35 |[B.475.98 38/K II e Diploid 37.7
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Tablo II: 35 olgunun histolojik tip ve grade dagilimi.

Histolojik Tip Grade Olgu sayisi
Pilositik astrositom | 8
Fibriler astrositom I 5
Anaplastik astrositom Jull 1
Glioblastom v 21

Tablo IIT: Diisiik ve yiiksek grade'li 35 olguda DNA
ploidi dagilimi.

Grade Aneuploid (%) |Diploid (%) | Toplam
Diigiik (I-IT) - 13 (100) 13
Yiiksek (III-1V)| 18 (81.8) 4 (18.1) 22
Toplam 18 (51.4) 17 (48.5) 35

Tablo 1V: p53 ve EGFr pozitifliginin histolojik tip ve

grade dagilim.
Grade Olgu sayist [pS53(+)(%) | EGFr(+)(%)
Diisiik (I-11) 13 - -
Yiiksek (I1I-IV) 22 9 (40.9) 7(31.8)

Bir anaplastik astrositom ve iki glioblastomda
p53 ve EGFr birlikte pozitifti.

Diigtik ve yiiksek grade’li olgular arasinda,
yiiksek grade’li olgularda p53 pozitifligi istatistiksel
olarak anlaml bulundu (p<0.05). Yiiksek grade’li
olgulardaki EGFr pozitifligi istatistiksel yonden
anlamli bulunmadi (p>0.05). DNA aneuploidisi ile
p53 ve EGFr pozitifligi arasinda istatistiksel yonden
anlaml bir iliski bulunmad: (p>0.05).

TARTISMA

Olgularimizda akim sitometrik calismada, 35
olgunun 18' inde (%51.4) DNA aneuploidi bulundu.
Diistik grade’li 13 olguda aneuploidi bulunmazken,
yiiksek grade’li 22 olgudan 18'i (%81.8) aneuploid
pik igermekte idi. DNA aneuploidisi yiiksek grade’li
olgularda istatistiksel olarak anlamli bulunurken,
DNA aneuploidisi ile p53 ve EGFr pozitifligi arasinda
anlamli bir iliski bulunmadi. Ayrica sentez fazi
oranlari bakimindan diisiik ve yliksek grade’li
olgular ile aneuploid ve diploid olgular arasinda
anlaml bir iliski bulunmadi.

Astrositomlarda yapilan akim sitometrik DNA
analizi calismalarinda; Vavruch ve ark.(3) hem
aneuploid DNA paterni hem de yiiksek sentez faz:
oranlarinin artan malignensi ile korelasyon
gosterdigini, yas ve cinsin akim sitometrik
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parametrelerle iliskili olmadigim ve akim sitometrik
parametrelerin sag kalima onemli bir etkisinin
bulunmadigni ileri sirmiislerdir. Vavruch ve ark.(4)’
nin rekiirren astrositomlar: igeren bir diger
calismasinda ise tekrarlayan tiimorlerde sentez faz1
oranlarinda onemli bir degisiklik olmadig:
belirtilmistir. Prognoz galismalarinin ¢ogunda,
aneuploid DNA paterni saptanan glioblastom
olgularinin sag kalim stirelerinin kisa oldugu, sentez
fazinin ise grade, DNA ploidi ve yasam siiresi ile
iligkili olmadig bildirilmektedir (5,6,7,8).

Immiinhistokimyasal ¢alismada materyalimizi
olugturan 35 astrositik neoplazmdan 9'u (%25.7) p53,
7'si (%20) EGFr ile immiinreaktif bulundu.
Olgularimiz iginde 8 grade-I pilositik astrositom ve
5 grade-II fibriler astrositomun hicbirinde p53 ve
EGFr ile immiinreaktivite saptanmadi. Mutant p53
protein, yiiksek grade’lilerde %40.9 oraninda pozitif
olup istatistiksel yonden anlamli idi. Haapasalo ve
ark.(14)'min 102 olguyu kapsayan galismasinda,
mutant p53 yiiksek grade’li olgularda %49, grade-II
olgularda %19 pozitif bulunurken, grade-I olgularin
hicbirinde immiinreaktivite belirlenmedi. Bir baska
calismada ise Louis ve ark.(12) yiiksek grade’lilerde
agirhikta olmak iizere 34 astrositomun %50’'sinde
mutant p53 pozitifligi saptamislardir. Bazi
calismalarda p53 negatif grade-II astrositomlar
icinde, zamanla rekiirrens gosterenlerde mutant p53'
iin saptanmasi, astrositomlarda rekiirrens ve grade
progresyonunda p53 mutasyonunun rolti olabilecegi
gortistinii desteklemektedir (9,17).

Astrositomlarda EGFr ekspresyonu kotu
prognozu isaret eder. Glioblastoma multiforme basta
olmak tizere malign gliomlarin ¢ogunda EGFr
ekspresyonu artmistir (9). Calismamizda % 31.8
oraninda EGFr ekspresyonu yalnizca ytiksek grade’li
astrositomlarda mevcuttur. Ancak olgu sayis1 az
olmasi nedeni ile istatistiksel calisma EGFr igin
anlamli bulunmadi. Kordek ve ark.(15)'nin 56 olguyu
kapsayan gahsmasinda EGFr, grade-II" lerde %11.1,
grade-IIl" lerde %22.2, grade-IV’ lerde %33.3
bulunmustur. Jaros ve ark.(9) ‘nin 43 olguluk
calismasinda ise EGFr i¢in bu oranlar sirasiyla %33,
%85 ve %95 dir.

Astrositomlarda p53 ve proliferasyon oranini
yansitan proliferating cell nuclear antigen (PCNA)"in
birlikte kullanildig1 immiinhistokimyasal galismada,
p53 pozitif timorlerin daha yiiksek oranda
proliferasyon indeksi gosterdigi belirlendi (14). Bu
da, histolojik bakimdan benzer timorlerin
imminhistokimyasal olarak gosterilen p53
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ekspresyonuna gore, prognostik anlamda alt
gruplara ayrilabilecegine isaret etmektedir. Yapilan
sag kalim caligmalarinda p53 pozitif yada EGFr
pozitif astrositomlarda yasam siiresi daha kisa
bulunmustur (9).

Glioblastomlarin gelisiminde iki alternatif
yoldan so6z edilmektedir. Ya dogrudan glioblastom
olarak (de novo) ya da disiik grade’li iyi diferan-
siye astrositomlarin progresyonu ile gelisirler
(1-3). Chozick ve ark.(17) grade progresyonu
gosteren tumorlerde p53 inaktivasyonunun roli
oldugunu, ancak de novo tiimor gelisiminde rol
almadigin1 gostermistir. Buna gore p53 pozitif
glioblastomlarin daha onceki iyi diferansiye bir
astrositomun progresyonu ile, EGFr pozitif
glioblastomlarin ise de novo olarak gelistigi ileri
stirtilebilir.

Chozick ve ark.(17) pilositik astrositomlarmn ayr
bir klinikopatolojik antite olarak kabul edilmesi
gerektigini 6ne stirmektedir. Calismamizda oldugu
gibi hemen hemen tim calismalarda pilositik
astrositomlarda p53 ve EGFr ile immiinreaktivite
izlenmemesi ve bu tiimorlerin diploid DNA paterni
icermesi bu goriisii desteklemektedir.

Bu galismada her ne kadar benzer calismalara
yakin sonuclar elde etmis olsak da, hastalar tedavi
icin farkli merkezleri tercih ettiginden klinik takip
yapamadigimiz siirece bu tip calismalar stiphesiz
eksik kalmaktadir. Ancak bizim sonuglarimiz ve ilgili
diger calisma sonuglarindan anlasildig tizere,
astrositomlarda aneuploidi ve mutant p53
arastirilmasi ile, diger klinik ve histopatolojik
parametrelere ilave olarak timoriin biyolojik
davranisi ve dolayisiyla hastalarin sag kalim stiresi
hakkinda 6nemli bilgiler elde edinilebilir.

Diisiik grade’li bir astrositomun ileride
glioblastoma dontisiip donlismeyecegi,
immiunhistokimyasal yontemle mutant p53'iin
arastirilmasi ile 6nceden belirlenebilir. Ayrica tiimor
grade’inin tam olarak tesbit edilemedigi kiiglik doku
orneklerinde, DNA analizi ve mutant p53
arastirilmasi katki saglayabilir.
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Tel : 0462 32530 11 / 5577
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YORUM :

Astrositomlarda akim sitometrik inceleme ve p53 protein ile EGFR immiinreaktivitesi isimli makale,
35 astrositom olgusu iizerinde gergeklestirilen retrospektif bir cahigmadir.

Gergektende TP53 tiimor siipresor gen inaktivasyonu grade Il astrositom gelisiminde rol oynayan
genetik bir olay olarak bildirilmektedir. Ayrica wild tip TP53 aktivitesinin kaybimin neden oldugu genomik
instabilitenin neoplastik progresyonu ivmeledigi dtstintilmektedir. TP53 hem diisiik grade'li astrositom
gelisiminde hem de sekonder glioblastoma progresyonda rol oynamaktadir. Buna karsin primer
glioblastomlarda TP 53 mutasyonlar: son derece nadirdir. EGFR amplifikasyonunun hemen daima 10.
kromozom kaybu ile birlikte oldugu ve genellikle primer glioblastomlarda gozlendigi bilinmektedir. TP53
inaktivasyonunun pilositik astrositom gelisiminde roy oynamadigi, ancak immiinhistokimyasal
olarak TP53 protein akiimiilasyonunun pilositik astrositomlarda gosterilebildigi bilinmektedir.
Yazarlar serilerinin kiiciikltigii nedeniyle pilositik astrositom ve WHO grade Il diffiiz infiltratif astrositomu
bir grupta incelemek zorunda kalmiglardir. Glioblastomlar: da primer ve sekonder olarak ayirmamuslar
ve bulgularimi yukarda 6zetlemeye galistigim mekanizmalarla yorumlamamiglardir.

Yazarlarin belirttigi gibi tiziicii olan, {ilkemiz kosullarinda hasta izlemi ve sagkalim ile karsilastirmal
calismalarin yapilamamasidir.

Ulkemiz kosullarinda yapilabilecek, cok diizgiin ve kapsamli bir galisma olmasi nedeniyle ingilizce
ozet ve primer / sekonder glioblastom olgulara aciklik getirilmesi 6nerisiyle yazinin yayimlanmas: uygun
olur kamisindayim.

Dog. Dr. Figen SOYLEMEZOGLU

“

-

YORUM :

"Astrositomlarda Akim Sitometrik Inceleme ve p53 Protein ile EGFR Immiinreaktivitesi® isimli
makale son bilgiler esliginde, giincel yontemlerin, rutin patolojik inceleme ile birlestirilmesi sonucu
olusturulmus bir arastirma calismasidir. Ozellikle giinlimiizde tan1 amaciyla agik cerrahi girisimin
yapilmadig, kiictik, intrakraniyal, timor 6rneklerinde grade'leme problem olusturmaktadir. Bilindigi
gibi ¢ok onemli prognostik bir parametre olan tiimor grade'inin belirlenmesi intrakraniyel timoriin
taninmasi kadar degerlidir. Glial timorlerin heterojen bir morfolojiye sahip olmas: kiigiik doku
orneklerinde grade'lemenin giicligiinti daha da artirmaktadir. Bu ¢alismada, DNA analizi ve
immiinhistokimyasal yontemler ile p53 ve EGFr aragtirilmasinin, grade belirlenmesinde problem olan,
kiiciik dokularda prognostik bir parametre olabilecegi onerilmistir. Arastiricilarin 35 olguluk kendi
serilerinde aneuploidinin ve p53 ekspresyonunun genellikle yiiksek grade'li tiimorlerde saptandig:
gozlenmistir.

Sonug olarak gerek igerik gerekse de sunum agisindan nitelikli olan bu galismanin Nérosiriirji ve
Patoloji alaninda galisanlar ve bunlarin hizmet ettikleri hastalar agisindan yararl olacag: diistintilmdistiir.

Do¢. Dr. Esra ERDEN




