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intermediyer filamanlar kdkeni ve hiicre tipi farkli proteinler tarafindan olusturulan hiicre iskeleti bilesenlerine ait proteinlerdir. Bu
proteinlerin testiste; Sertoli, peritibiler miyoid ve Leydig hiicrelerinde bulundugu bilinmektedir. Bu galismanin amaci, testis fizyolojisi igin
dnemli olan ve testisteki hiicre iskeleti yapisina katilan sitokeratin 8 proteininin; iran, Ankara ve Van irki kedilerin testis dokusundaki
lokalizasyonlarini immunohistokimya teknigine gére ortaya koymaktir. Arastirmada saglikli yavru (dokuz gift) ve yetiskin (dokuz cift)
kedilerden alinan doku 6rnekleri kullanildi. Alinan doku 6rnekleri rutin histolojik islemlerin ardindan immunohistokimyasal streptavidin-
biyotin-peroksidaz kompleks boyama metoduna tabi tutuldu. Elde edilen boyama sonuglarinda, yavru ve yetiskin kedilerde incelenen
alanlarda sitokeratin 8 immunoreaktivitesinin irklara gore farklhk géstermedigi saptandi. Bununla birlikte intersitisyel dokuda ve Leydig
hiicrelerinde immunoreaktivitenin negatif oldugu fakat Sertoli ve germ hiicrelerinde ise ¢ekirdek etrafinda sekillendigi goraldi. Ayrica
epididimis ve deferens kanallarinin epitellerinde de sitoplazma ve gekirdekte pozitif immunreaksiyonun oldugu belirlendi. Elde edilen
bulgular sonucunda sitokeratin 8’in olgun kedilerde bir kisim farkhliklari tiire 6zgl olusturabildigi ve kedi testislerindeki bazi hiicrelerin
iskelet yapisina katilarak spermatogenezisin olgunlasmasi, korunmasi ve spermlerin tasinmasi gibi 6nemli roller Ustlenebilecegi
distnalmstir.

Anahtar Kelimeler: Ductus deferens, epididimis, kedi, sitokeratin, testis.

Immunohistochemical Localization of Cytokeratin 8 in Testes of Different Cat Breeds

Abstract

Intermediate filaments are proteins belonging to cytoskeletal components formed by proteins of different origin and cell types. These
proteins are known to exist in the testis; Sertoli, peritubular myoid and Leydig cells. The aim of this study is to determine cytokeratin 8
protein, which is important for testicular physiology and participates in the cytoskeletal structure of the testis; To reveal the localization
of Iranian, Ankara and Van breed cats in testicular tissue using immunohistochemistry technique. Tissue samples from healthy kittens
(nine pairs) and adult (nine pairs) cats were used in this study. Tissue samples were subjected to immunohistochemical streptavidin-
biotin-peroxidase complex staining method after routine histological procedures. In the staining results obtained, it was seen that
cytokeratin 8 immunoreactivity in the examined areas in kittens and adult cats did not differ according to breeds. However, it was
observed that immunoreactivity was negative in interstitial tissue and Leydig cells, but formed around the nucleus in Sertoli and germ
cells. In addition, it was determined that there was a positive immunoreaction in the cytoplasm and nucleus in the epithelium of the
epididymis and deferens ducts. As a result of the findings obtained, it was thought that cytokeratin 8 may cause some differences in
mature cats and may play important roles such as the maturation of spermatogenesis, protection and transport of sperm by participating
in the skeletal structure of some cells in the cat testicles.

Key Words: Cat, cytokeratin, ductus deferens, epididymis, testes.

GiRIS (1). Sitokeratinlerdeki bu gruplandirma; kigik molekil yapi-
Hiicre iskelet sistemi (sitoskeleton); mikrofilamanlar, mikro- sina sahip ve asidik olan Tip1 ile biylk molekil yapisina sa-
tubiiller ve intermediyer filamanlar olmak iizere ii¢c kisimdan hip ve bazik olan Tip2 olarak kendi igerisinde siniflandirilir.
olusmaktadir. intermediyer filamanlar da kendi icerisinde Tek sirali epitel dokusunda, Tip1 ve Tip2 proteinlerinin hete-
desmin, vimentin, sitokeratin, glial ve nérofilamentler olarak ropolimerizasyon yoluyla sitokeratin filamanlari olusur. Sito-
siniflandirilir. Sitokeratinler intermediyer filamanlarin en bii- keratin 8 (St8) de bu yolla olusan intermediyer filamanlar-
yiik ve en cok alt guruba sahip olan proteinler olarak bilinirler dandir. Intermediyer filamanlar, hiicrenin kbkenine bagli ola-

rak farkh hiicrelerde yerlesim gosteren yapilar olup sitokera-
tinler genel olarak epitel farklilasmasinda goérev alirlar (2,3).
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Testislerin esas yapisini seminifer tubdller, Leydig hiic-
relerininde bulundugu gevsek intersitisyel bag dokusu olus-
turur. Her seminifer tubil bir bazal membran, elastik lifler ve
peritibller miyoid hiicrelerden olusmaktadir. Seminifer tu-
bil bazal membrani, igerisinde somatik Sertoli hicreleri ve
germ hiicrelerinden olusan sttunlu bir epitel ile kaplanmistir
(4). Stunlu epitelin bazal bélim de Sertoli hiicreleri ile bir-
likte spermatogonia ve preleptoten/leptoten spermatositleri
icerir. Adluminal bolimiinde ise farklilasan primer sperma-
tositler ve germ hiicreleri yer alir (5). Spermlerin farkhlas-
masi ve gelismesinin ardindan olgunlasmasi, depolanmasi ve
tasinmasi oldukca kivriml bir tubiler yapi olan epididimis ve
deferens kanallarinda gerceklesir (6).

intermediyer filamanlar kékeni ve hiicre tipi farkl pro-
teinler tarafindan olusturulan ve testiste; Sertoli hiicreleri,
peritibiler-miyoid hiicreler ve Leydig hiicreleri dahil bir¢ok
hiicre tipinde bulunan hiicre iskeleti bilesenlerine ait prote-
inlerdir (7). Testiste seminifer tubiliin yapisina katilan Sertoli
hicreleri, bu fonksiyonunu gerceklestirebilmek icin iyi bir
hiicre iskeletine sahiptirler (8). Sertoli hiicre sitoskeletonu
seminifer epitelin karakteristik 6zelliklerinin birgcogunun Gre-
timinden sorumludur. Hiicre seklinin belirlenmesi ve korun-
masinda, sitoplazma organellerinin tasinmasi ve konumlan-
dirllmasinda, plazma zarinin olusumunun belirlenmesinde,
hilcre-htcre ici, hiicre-hiicre disi matriks etkilesiminde yer
alinmasinda ve ayrica seminifer epitelden spermlerin salin-
masi ve germ hiicrelerinin sabitlenme, tasinma ve konumlan-
dirllimasinda yer alir (9). Olgun hiicrelerinde intermediyer fi-
laman olarak yalnizca vimentin bulunurken, testislerin geli-
simi ve Sertoli hiicrelerinin olgunlagmasi sirasinda vimentin
ile birlikte sitokeratinler eksprese edilir (1). Ancak Sertoli
hiicrelerinde sitokeratinlerin puberta ile birlikte ortadan
kalktigi bildirilmistir (8,10).

intermediyer filamanlar ile ilgili insan, sigan, képek, tav-
san, domuz, boga ve kog testis ve epididimisinde pek ¢ok ¢a-
lisma yapilmistir (7-9, 11-13). Ancak yapilan literatlr tarama-
larinda farkh irklarda yavru ve olgun kedilerin testis, epididi-
mis ve deferens kanallarinda St8’in karsilastirmali olarak var-
lig1 ve lokalizasyonu ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanil-
mamistir. Bu dogrultuda sunulan calisma; iran, Ankara ve
Van irki yavru ve olgun kedilerin normal testis dokusunda St8
proteininin olasi varligi ve dagiliminin immunohistokimyasal
yontemle belirlenmesi amaciyla yapildi.

MATERYAL VE METOT

Hayvan Materyali

Calisma materyali Ankara, iran ve Van kedilerinden alinan 18
¢ift testis dokusu orneklerinden olugmaktadir. Doku 6rnek-
leri, Dicle Universitesi Veteriner Fakiltesi Cerrahi Poliklinigi
ve cesitli 6zel veteriner kliniklerine kisirlastirma amaciyla
basvurulan kedilerden elde edildi. Ardindan testisler, beyan
edilen kedi yaslarina gore iki gruba ayrildi. Bir grupta 6 aylik-
tan kuglk yavru kedilerden alinan dokuz ¢ift olgunlagmamis
testis, diger grupta 1 yasindan biyik yetiskin kedilerden ali-
nan dokuz cift olgun testis yer aldi. Her iki gruptaki testis
doku &rneklerinin %10 notr formalin iginde 24 saat sireyle
tespiti yapildi. Tespit isleminin sonrasinda bir gece boyunca
akan su altinda durulandiktan sonra numuneler rutin doku
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islemine tabi tutuldu ve parafine gomilerek bloklar haline
getirildi. Hazirlanan parafin bloklardan rotary mikrotom (Le-
ica RM- 2125, Almanya) ile 5 um kalinhginda seri kesitler ali-
narak adesivli lamlara yerlestirildi.

Immunohistokimyasal Prosediir

Immunohistokimyasal boyama, streptavidin-biyotin-perok-
sidaz kompleks yontemi kullanilarak yapildi. Adesivli lamlara
alinan seri kesitler, deparafinizasyon ve rehidrasyon islemle-
rinden sonra distile suda calkalandi. Arkasinda kesitler endo-
jen peroksidaz aktivitesini gidermek icin distile suda hazirlan-
mis %3’lik H202 ile 20 dakika muamele edildi. Bunu takiben
kesitler yikamaya alindi. Her bir uygulamadan sonrasindaki
ytkama islemleri 0.01 M fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde
[Phosphate buffer saline (PBS)] 3x5 dk. olacak sekilde uygu-
landi. Yikamayi takiben, érnekler antijen retrieval islemi icin
hazirlanan sitrat tamponunda (0.01 M, pH 6) 95 0C’de 15 da-
kika stresince kaynatildiktan sonra sogumaya alindi. Ardin-
dan yikama islemi yapildi ve kesitler, dokularda spesifik ol-
mayan baglanmalari bloke etmek igin protein blocking ¢ozel-
tisinde (Ultra V Blok, Thermo Fisher Scientific, Lab Vision Cor-
poration) oda isisinda 15 dakika siireyle inklibasyona bira-
kildi. Daha sonra kesitler, 1/100 oraninda antikor (Mouse
MonoclonalAntibody, sitokeratin 8, catalogue no: ab2530
Abcam) ile +4°C’de 1 gece siiresince inkiibe edildi. immuno-
histokimyasal proseddrin spesifitesi icin bazi kesitler antikor
yerine PBS ile inkiibasyona birakilarak negatif kontrol olarak
degerlendirildi. Bu slirenin sonunda kesitler 3x5 0.01M PBS
ile yikandi. Sonrasinda kesitler sirasi ile 24 0C’de 20 dakika
siresince biotinlenmis sekonder antikorda (Histostain Plus
Bulk Kit, Zymed) ve streptavidin-peroxidase (HRP) ile inkiibe
edildi. Bu islemlerin de arasinda ve sonrasinda yine ayni se-
kilde kesitler 0.01M PBS 3x5 dk yikandi. Bu islemlerin taki-
binde kesitlerde ortaya ¢ikacak antijen-antikor reaksiyonla-
rini géstermek icin diaminobenzidine (DAP) kromojende re-
aksiyon olusturma siresine gore 5-10 dk bekletildi ve kesitler
yikamaya alindi. Ardindan Mayer’s hematoksileninde 2-3 dk
sireyle zit boyamaya tabi tutulan kesitler akar su altinda ma-
vilesinceye kadar yikandi. Bu yikama isleminin ardindan ke-
sitler alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek entellan (Merck,
Darmstadt, Germany, Cat. No:107960) ile kapatildi. Boyama-
lar sonrasi preparatlar Nikon-Eclipse 400 DSRi Nikon dijital
fotograf makinesi (NIS Elements Imaging Software (version
3.10) atagmanh arastirma mikroskobunda incelenerek de-
gerlendirildi ve fotograflandi.

immunohistokimyasal Degerlendirme
immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi, yo-
gunluk skoru (intensity score) ile semikantitatif olarak ya-
pildi. Boyanan hiicrelerin boyanma siddeti; (-) boyanma yok,
(+) zayif, (++) orta derecede, (+++) kuvvetli boyanma seklinde
belirlendi (14). Hiicrelerdeki immunboyanma reaksiyonlari-
nin boyanma yogunlugu iki bagimsiz arastirmaci (UT ve ZK)
tarafindan degerlendirildi ve iki gdzlemcinin ortalama puani
hesaplandi. Testis, epididimis ve ductus deferenste St8 loka-
lizasyonu X20, X40, X100 blyltmelerde 15tk mikroskobu al-
tinda degerlendirildi.

21




Topaloglu ve ark., Dicle Univ Vet Fak Derg 2022;15(2):20-24

BULGULAR

Yavru ve olgun kedilerde testiste St8’in semikantitatif olarak

degerlendirilen immunohistokimyasal bulgulari Tablo 1’de

gosterilmistir.

Tablo 1. Yavru ve yetiskin kedi testislerinde sitokeratin 8'in immu-
nohistokimyasal ekspresyon yogunluklari

Gruplar Organ/ . Sitokeratin
e Hiicreler )
Boliimler Lokalizasyonu
Germ hucreleri +++
. Sertoli hiicreleri ++
Testis -
Yavru Leydig -
(6 ayhktan Miyoid hicreleri -
kiigiik) Epididimis  Epitel [+
D. defe- Epitel +
rens Diiz kas hicreleri -
Germ hucreleri +++
. Sertoli hiicreleri +++
Testis Levdi
Yetiskin e.y g -
(1 yasindan Miyoid hiicreleri -
biiyiik) Epididimis  Epitel ++
Epitel ++
D. defe- Diiz kas hiicreleri
rens Uz kas hucreleri -

Elde edilen bulgularda St8’in iran, Ankara ve Van irki
kedi testislerinde benzer sonuglar gosterdigi tespit edildi. St8
immunreaktivitesinin yavru kedilerde intersitisyel dokuda ve
Leydig hiicrelerinde sekillenmedigi ancak Sertoli ve germ
hiicrelerinde ise ¢ekirdek etrafinda meydana geldigi belir-
lendi. Belirlenen bu immunreaksiyonun Sertoli hiicrelerinde
orta, germ hicrelerinde glcli yogunlukta oldugu gorildu.
Ductus epididmis epitellerinde gorilen orta ve gugliu dlizeye
yakin sekilde gérilen immunoreaktivitenin apikal ve bazal si-
toplazmanin yaninda ¢ekirdekte de oldugu tespit edildi. St8
immunreaksiyonun ductus deferens epitelinin apikal sitop-
lazmasinda ve gekirdek etrafinda zayif yogunlukta meydana
geldigi, kaslarda ve bag dokuda ise negatif oldugu gorildi
(Sekil 1).

chlm

Epldld]ml?

D Deferem

Sekil 1. Sitokeratin 8’in; Yavru kedilerin testis, ductus epididimis ve ductus defe-
rensindeki immunoreaksiyonu. ST: Seminifer tubdil, Siyah Ok: Sertoli hiicresi, Sari
Ok: Germ hiicresi, Sar ok basi: Leydig hiicresi, Kirmizi ok basi: Miyoid hiicresi, EE:
Epididimis Epiteli, DE: Deferens Epiteli, Siyah ok bagi: Diiz kas hicresi. Bar: 50 pm
(A, C), 25 um (E), 10 um (B, D, F).
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Olgun kedi testisilerindeki St8 immunreaktivitesinin
yavru kedilerde oldugu gibi intersitisyel dokuda, Leydig ve
miyoid hiicrelerinde sekillenmedigi belirlendi. Fakat Sertoli
ve germ hiicrelerinde gekirdekte lokalize kuvvetli seviyede
bir immunoreaktivite gézlendi. St8'in ductus epididimis epi-
telinin sitoplazma ve gekirdeginde immunreaksiyon sekillen-
dirdigi saptandi. Buimmunoreaksiyonun apikal sitoplazmada
yogun, bazal sitoplazma ile ¢ekirdekte ise orta diizeyde ol-
dugu belirlendi. Ayrica reaksiyonun sitoplazmaya kiyasla ¢e-
kirdek etrafinda daha yogun oldugu gorildi. Bunlarla birlikte
St8'in ductus deferens epitellerinde yavru kediler ile benzer
immunoreaksiyon olusturdugu fakat reaksiyon siddetinin ise
daha yogun oldugu belirlendi (Sekil 2).

D D(.furms

Testis

Epldldlmls

TISKIN

~

YE

Sekil 2. Sitokeratin 8'in; Yetiskin kedilerin testis, ductus epididimis ve ductus de-
ferensindeki immunoreaksiyonu. ST: Seminifer tubdil, Siyah Ok: Sertoli hicresi,
Sari Ok: Germ hiicresi, Sari ok basi: Leydig hicresi, Kirmizi ok bagi: Miyoid hiicresi,
EE: Epididimis Epiteli, DE: Deferens Epiteli, Siyah ok basi: Duz kas hicresi. Bar: 50
um (A, C, E), 10 um (B, D), 25 um (F).

Boyanmanin dogrulugunu kanitlama bakimindan pri-
mer antikor yerine PBS ile inkiibasyona birakilan negatif
kontrollerde immunreaksiyon sekillenmedigi gorulda (Sekil
3).

Testis l:pll'ldlmls D.Deferens

YAVRU

YETISKIN

Sekil 3. Sitokeratin 8'in; yavru ve yetiskin kedilerin testis, ductus epididimiste ve
ductus deferenslerindeki negatif kontrol immunoreaksiyonu.

TARTISMA VE SONUC

Yetiskin Sertoli hiicrelerinde intermediyer filamanlar, bazale
yerlesmis cekirdek etrafinda ve plazma membraninin belirli
bolgelerine dogru yayilan yaygin sitoplazmik bir ag olusturur
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(15). Epitel hicrelerinde baskin olan sitokeratinlerin aksine
Sertoli hiicrelerinde baskin olan intermediyer filaman vimen-
tindir. Amlani and Vogl (11), fareler ile yaptiklari ¢alismada
Sertoli hiicrelerindeki intermediyer flamanlarin spermatoge-
nez sirasinda degisiklik gosterdigini bildirmiglerdir. Bunuda
intermediyer filamanlarin, spermatogenezisin erken evresin-
deki spermatitlerin apikal bolgelerinde iken spermatogene-
zin sonraki asamalarinda periniikleere yerlestigi ve zamanla
her iki bolgede de varliklari azalarak ortadan kaybolduklarini
ifade etmislerdir. Yapilan baska ¢alismada sitokeratinlerin,
Sertoli hiicrelerinde fotal ve puberta 6ncesi dénemlerde vi-
mentinle birlikte bulundugu fakat puberta dénemi ile birlikte
ortadan kalktigi belirtilmistir (8). Stosiek ve ark (1990), fotal
testislerdeki Sertoli hiicre dncilerinin hem sitokeratin hem
de vimentin icerdigini ve fetal ddnemin sonuna dogru sitoke-
ratin pozitifliginde bir azalmanin oldugunu ve dogum sonrasi
Sertoli hucrelerinde sitokeratin pozitifligi azalmaya devam
ederek 14 glnlik yasa gelindiginde ortadan kayboldugunu
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada da bildirilen ¢alismalara
paralel sekilde yavru kedilerin Sertoli ve germ hiicrelerinde
St8’in pozitif bir immunreaksiyon olusturdugu gozlendi. An-
cak bazi arastirma bulgularinin aksine, pubertaya girmis ol-
gun kedilerde de Sertoli ve germ hiicre gekirdeklerinde St8
immunoreaktivitesi belirlenmistir. Bu durumun ¢alismada
kullanilan St8 proteinin spesifik 6zelliklerine bagh olabilece-
ginin yani sira tlre 6zgu farkhhklardan kaynaklanabilecegini
distndirmustiar. Ayrica kedilerdeki Sertoli hiicrelerinin St8
intermediyer filamanlarini icermesi bu hiicrelerin epitelyal
kokenli olabilecegi kanisina vardirmistir.

insan ve bazi hayvanlarin rete testis, duktuli eferentis
ve duktus epididimis epitel hiicrelerinin sitokeratin interme-
diyer filamanlarini icerdikleri bildirilmistir (11, 17-20). insan-
larda embriyonal donemden eriskin doneme kadar yapilan
calismada intermediyer filamanlarin erigkin testis ve epididi-
mis dokularinda pozitif reaksiyon verdigi, yetiskinlerde reak-
siyonun apikal bolgede yogunlastigi bildirilmistir (21). Kasper
and Stosiek (22), yetiskin insanlarda epididimiste sitokeratin-
lerin epitel boyunca pozitif reaksiyon verdigini bildirmisler-
dir. Tavsan testis ve epididimisinde yapilan ¢alismada rete
testis epitellerinde sitokeratin (sit. 8/18 ve sit. 5/6/18) im-
munoreaktivitesine rastlaniimadigi, duktuli eferentis ve duk-
tus epididimis epitellerinde ise pozitifimmunreaksiyon belir-
lendigi bildirilmistir (8). Wakui ve ark (13), kdpeklerde rete
testis ve epididimiste yaptiklari calismada epididimiste zayif
sitokeratinler ile vimentinin birlikte eksprese oldugunu, sito-
keratinlerin hiicrenin luminal kismina yakin yogunlastigini
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada yavru ve olgun kedilerde
ductus epididimis epitellerinde bazal ve apikal sitoplazmada
St8 immunoreaktivitesi belirlenmistir. Boylece diger ¢calisma-
lara paralel sekilde kedilerin epididimislerinde St8 proteinin
gbzlenmesi, bu proteinin epididimiste hiicre iskeleti yapisina
katilarak spermlerin olgunlagsmasi, depolanmasi ve tasinmasi
gibi fizyolojik sureglerde 6nemli gorevler Ustlenebilecegini
gostermektedir.

Sitokeratinlerin duktus deferensteki varligi ile ilgi litera-
tir taramasinda g¢alismalarin ¢ok kisitl oldugu gorilmusgtdr.
Regadera ve ark (23), insanlarda fotal, cocukluk ve yetiskin
donemlerdeki ductus deferensin gelisiminde sitokeratinlerin
immunboyama yogunlugunun fotal donemden yenidogan
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donemine kadar arttigi, prepubertal donemde dagilimda
herhangi bir degisiklik olmadigl ancak pubertede 6nemli 6l-
clde arttig1 ve yetiskin yasami boyunca da yuksek kaldigini
bildirmislerdir. Sunulan galismada da gorilen St8 immunre-
aktivitesinin yavru kedilere oranla olgun kedilerde daha yo-
gun gozlenmesi Regadera ve ark (23)'nin puberteda sitoke-
ratinlerin dnemli 6lgtide arttigl bulgusunu desteklemektedir.
Boylece St8’in kedi duktus deferens epitel hiicrelerinin fark-
lilasmasina etki edebilecegi ve buradaki fizyolojik strece de
katki saglayabildigi distinilda.

Sonug olarak; intermediyer filamanlar arasinda en ¢ok
¢esidi olan sitokeratinlerin, yapilan ¢alismalarda fétal ve pu-
berta 6ncesi donemlerde testiste bulundugu, pubertadan
sonra ise Ozellikle Sertoli hiicrelerinde ortadan kayboldugu
bildirilmistir. Yaptigimiz ¢calismada ise yetiskin kedi testisle-
rinde St8 immunoreaktivitesinin bulunmasi, bu sitokeratinin
kedilere 6zgli oldugunu dislindirmistir. Ayrica kedilerin
testis, epididimis ve ductus deferensinde St8’in bulunmasi
diger intermediyer filamanlar ile birlikte hiicre iskeletinin ya-
pisina katildigini, spermlerin olgunlasmasi, tasinmasi ve de-
polanmasinda énemli gorevler lstlendigini akla getirmistir.

CIKAR CATISMASI

Arastirmamizin herhangi bir kurum, kurulus, kisi ile mali ¢ikar
catismasi yoktur ve yazarlar arasinda ¢ikar ¢atismasi bulun-
mamaktadir.
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