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OZET

Amag: Nitrik oksit (NO), birgok fizyolojik ve patolojik progeste
anahtar rolii olan bir moleklldir ve periodontitiste 6nemli
bir role sahiptir NO, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan
argininden sentezlenir. Diger taraftan arginaz, intrasellller
arginin konsantrasyonunu azaltarak NO (retimini azaltabilir.
Periodontitisli bireylerde NOS ekspresyonu yliksek bulunurken,
arginaz miktari disik saptanmistir.  Calismamizin  amaci,
periodontitisli hastalarin tikirik ve diseti dokusundaki NO ve
arginaz arasindaki korelasyonu degerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda, 20 periodontitisli hastanin
7 mm ve Usti klinik atasman kaybi gdsteren bolgelerinden
diseti biyopsileri ve stimule edilmemis tikirik ornekleri alindi.
Periodontal saglikli 11 bireyden ise tikurik ornekleri alindi.
Tuklrdk ve diseti dokusundaki NO diizeyi nonenzimatik NO Kkiti
ile degerlendirildi. Spesifik arginaz aktivitesi spektrofotometrik
olarak belirlendi.

Bulgular: NO, periodontitisli hastalarin tlkuriklerinde yiksek
olarak saptanirken, dokuda dusuk olarak izlendi (p<0.001).
Arginaz seviyesi ise NO’ya benzer sekilde tiikiriukte daha yiksekti
(p<0.01). Saglikli bireylerle karsilastirildiginda ise tukirik NO
dlzeyi periodontitiste daha dusik izlendi (p<0.01).

Sonug: Dokuda NO’in ve arginazin dusik olarak izlenmesi,
tikirikte ise saglikhlara goére yine NO’in disik bulunmasi, bu
hastalarda periodontal hastaliga yatkinhk olusturabilecegini
distndirda.

Anahtar Kelimeler: Arginaz; Nitrik oksit; Periodontal doku;
Takarik
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ABSTRACT

Aim: Nitric oxide (NO), is a molecule that plays a key role in many
physiological and pathological processes and has an important
role in periodontitis. NO is synthesized from arginin by NO
synthase (NOS). On the other hand, arginase can downregulate
NO production by decreasing intrasellular arginine concentrations.
In a previous study, an increased NOS expression and decreased
arginase production was observed in periodontitis patients.

In this study, we aimed to observe the correlation of arginase and
NO in gingival tissue and saliva of patients with periodontitis.

Materials and Method: Our study included 20 periodontitis
patients with = 7 mm of attachment loss. Gingival biopsies and
unstimulated saliva samples were obtained from patients. Saliva
samples were collected from 11 periodontally healthy subjects.
The levels of NO were determined with nonenzimatic NO kit.
Specific arginase activity was determined spectrophotometrically.

Results: NO was measured higher in saliva of periodontitis
patients compared to that in gingival tissue (p<0.001). Higher
amounts of arginase were observed in saliva than in gingival
tissue (p<0.01). However, the salivary NO was found lower in
periodontitis when it was compared with periodontally healthy
subjects (p<0.01).

Conclusion: It was concluded that the decreased production of
NO and arginase in gingival tissue and the lower level of salivary
NO in periodontitis compared to periodontally healthy subjects
leads to be susceptible to periodontal disease.
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GiRiS

Periodontitis, disin destek dokularinin yikimina ve
dis kayiplarina yol agcan enflamatuar bir hastaliktir.
Periodontitisin olusturdugu bu yikim, aktif ve pasif
evrelerden olugur. Yikimin goéruldagu aktif evrenin
tanimlanmasi, periodontal hastaliyin izlenmesi
ve yikimin kontrol edilebilmesi agisindan 6nem
tasimaktadir.” Bu nedenle diseti dokusunda,
tukardkte, kan ve diseti olugu sivisinda iltihabi
mediatorlerin arastiriimasi 6nem kazanmistir.2 Nitrik
oksit (NO) ve arginaz periodontal patogenezde
rol oynayabilecegi disinilen molekillerdir. NO,
indUklenebilen nitrik oksit sentaz (INOS) enzimi
aracihgr ile L-argininin L-sitriline doénidsmesi
sirasinda ortaya c¢ikar. Bu doéngu L-argininin,
L-ornitine déndsmesi ile sonuglanirsa arginaz olusur

Arginaz, arginin kullaniminda NO ile yarigir.® iNOS
kaynakl NO, mikroorganizmalara kargi o6ldiricu
molekul olarak etki géstermektedir. NO Uretiminin
kontrolii ile enflamasyon regile edilmektedir.
Enflamasyon hicreleri olan nétrofiller ve makrofajlar
tarafindan salgilanan NO’nun immin dizenlemede
ve enflamasyonda 6nemli rolliniin oldugu bildirilmigtir.
4“6 NO damarsal olaylarda, néronal fonksiyonlarin
dizenlenmesine kadar pek ¢ok fizyolojik olayda
yer alan bir hlicre i¢i sinyal mediatoridir.” NO
Uretimindeki azalma ve artmanin vicut icinde énemli
degisikliklere ve belki de patolojilere yol actidi ileri
strdimistir.>” NO’nun fizyolojik dengeyi sagdlayici
Ozelliklerinin yani sira enflamatuar hastaliklarda hem
koruyucu hem de yikici etkilerinden s6z edilmektedir.
Lipopolisakkarit ve interferon gama tarafindan
aktive edilen makrofaj hicreleri ya tek baslarina
ya da kombine olarak, Ca bagli olmayan iNOS
indUksiyonuna sebep olmaktadir. Bu induksiyon
bakteri, mantar gibi hedef hiicrelere yénelen NO’nun
Uretimini arttirmaktadir.®

NO vazodilatasyon, enflamasyon, ekstraselliiler
proteinlerinin sentezi, proteazlarin aktivasyonu
ve kemik metabolizmasinin  modilasyonuna
katilmaktadir.®'° Bu molekiil, kolajen sentezini inhibe
ederek, matriks metalloproteaz aktivitesini uyararak
kolajen yapim ve yikiminda rol almaktadir.’®" NO
basta fibroblastlar, osteoblastlar, osteoklastlar ve
makrofajlar gibi ok sayida hiicrenin fonksiyonlarinin
dizenlenmesinde goérev almaktadir. Bilindigi gibi
periodontal hastalikimmun sistemin birgok hlicresinin

birbiriyle  etkilesimi  neticesinde  olusmaktadir.
Konak savunmasinin buatin hulcreleri periodontal
hastalilk patogenezinin degisik safhalarinda etki
gOstermektedirler.  NO’'nun da, bu hicrelerin
fonksiyonlarinda rol oynadigi igin periodontal hastalik
patogenezinde etkili oldugu disindlmektedir. Hem
arginazin hem de NO’nun doku ve tukirikte de
varligi daha 6nceki calismalarimizda bildirilmigtir.>'3
NO’nun tukurukteki mevcudiyeti gogunlukla tukarik
bezlerinden NO salinmasindan dolayidir. Boylece
tikirige dogal antibakteriyel o6zellik saglar.™
TakarOkteki arginaz varhigi bilinmesine ragmen
diseti dokularinda arginaz varligi Gulli ve ark.'™nin
immunohistokimyasal c¢alismasinda gdsterilmigtir.
Tdkdrikte NO azalmasi, tukdrigun antibakteriyel
Ozelligini de azaltir. Arginaz, arginin miktarini
azaltir ve ylUksek miktarda NO Uretimini onleyerek
enflamasyonda yerini alir.’® Arginaz ve nitrik oksitin
periodontal hastalikta tukirik ve diseti dokularinda
farkl dizeylerde bulundugu hipotezi ile bu galisma
planlanmistir. Hastalarin periodontal klinik indeks
Olciimleriile bu biyokimyasal parametrelerin diizeyleri
arasinda bir korelasyon olabilecedi dustinulmugtir.

Calismamizin amaci periodontitisli hastalarin tikarik
ve diseti dokusundaki NO - arginaz arasindaki
korelasyonu degerlendirmektir.

GEREG VE YONTEM

Calismamiza Gazi Universitesi Periodontoloji Anabi-
lim Dal’'na periodontal sikayetlerle bagvurmus, klinik
ve radyografik muayene sonrasinda periodontitis
tanisi konulmus; sistemik olarak saglikh, sigara ic-
meyen, son alti ay iginde antibiyotik ve anti-enflama-
tuar ilag kullanmamis, periodontal tedavi gérmemis
20 gonullu periodontitis hastasi ve yas ortalamalari
28-55 olan 11 saglkli birey dahil edilmistir. Calisma-
miz, Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiltesi Etik
Kurulu'ndan onay almig ve dahil edilen hastalara,
¢alisma hakkinda bilgi verildikten sonra onamlari
alinmigtir. Hastalardan ve kontrol grubundan; Plak
indeks'” (Pl), Gingival indeks'®(Gl), Sondlamada ka-
nama'® (SK), Klinik atasman seviyesi (KAD), Peri-
odontal Cep derinligi 6lgiimleri (CD), stimule edilme-
mis tUkdruk ornekleri, periodontitis hastalarindan 7
mm Uzerinde cep derinligi bulunan tek koklu digler-
den diseti biyopsi érnekleri alinmistir.

Diseti biyopsileri lokal anesteziyi takiben, baslangig-
ta herhangi bir tedavi uygulamadan alindi. Biyopsiler
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patolojik cebin yumusak doku duvarindan keskin ku-
retle alindi ve yaklagik 1mm x 1mm x 1mm’lik doku
Ornekleri elde edildi. Biyopsiler, cep derinligi 7 mm
ve Uzeri olan, atasman kaybi gdsteren, yalanci cep
mevcudiyeti olmayan boélgelerden ve enflamasyonun
klinik belirtilerinin gdzlendigdi interdental papil bdlge-
lerinden alindi. Saglikh bireylerden diseti biyopsileri
alinmadi, karsilastirma sadece tukuruk dizeylerinde
yapildi. Alinan periodontal hastalikh dokular biyo-
kimyasal olarak analiz edildi. Doku alinan bélgedeki
Pl, Gl, SK, SCD, KAD ol¢iimlerinin standardizasyon
amaciyla benzer olmasina ve kemik igi cep varligi-
nin olmamasina dikkat edildi. Elde edilen dokular
biyokimyasal analiz i¢in icerisinde 0.15 M serum
fizyolojik bulunan eppendorf tiiplerine yerlestirilerek
-20°C’de deney gliniine kadar saklandi. Klinik veriler
kaydedilmeden 6nce, bireylerin adizlar suyla ¢alka-
latildi ve stimlle edilmemis tukdrik, 60 sn’de ve 1.5
ml miktarinda ependorf tiiplere toplandi. Toplama
zamani yaklasik olarak sabah saat 9'du. Ornekler
+4°C’de 15000 x g’de 10 sn santrifuj edildi ve analiz
edilene kadar -20°C’de saklandi.

Tuakurak ve diseti dokusundaki NO duizeyi kolorimetrik
non-enzimatik NO kitiyle degerlendirildi (Oxford
Biomedical Research, Michigan, USA). Bu Kkitin
prensibine gore sivi ortamda nitrik oksit hizla nitrit ve
nitrata donismektedir. Kolorimetrik non-enzimatik
NO kitiyle nitratin nitrite dontGsimi  kantitatif
olarak olgllmektedir. Bu sekilde total NO Uretimi
Olgllebilmektedir. Spesifik arginaz aktivitesi (Chinard
metodu) spektrofotometrik olarak belirlenmistir.2
Buna goére enzim aktivitesi IlU/ ml olarak ve arginaz
tarafindan argininin hidrolizinden Uretilen ornitin
miktarinin dl¢imuyle tanimlandi. Biyopsi 6érnekleri
enzim aktivitesinin ortaya c¢ikartiimasi igin ezildi.
Karisim (0.5ml) 0.5 mikromol MnCI, 10 mikromol
arginine ve 30 mikromol karbonat tampon i¢eriyordu
ve pH 9.8 olarak tutuldu. 15 dakika sureyle 37°C
de inklbasyondan sonra 0.05 ml supernatan
eklendi. Reaksiyon 1.5 ml konsantre asetik asitle
durduruldu. 0.5 ml ninhidrin solisyonu eklenerek
kaynayan su banyosunda 1 saat isitildi. Emilim
spektrofotometrede 515 nm’de O&lgildd. Arginazin
tek birimi 37°C’'de 1 dakikada 1 mikromol ornitin
ureten enzim miktar olarak tanimlandi. Her bir 6rnek
iki kez analiz edildi.

Klinik parametreler PI, GI, CD, KAD, SK ve
biyokimyasal parametreler ortalama + standart

sapma olarak degerlendirildi. Klinik ve biyokimyasal
parametrelerin korelasyonu, ‘Spearman korelasyon

katsayisi analizi’ ile degerlendirildi. Gruplar
arasindaki klinik ve biyokimyasal parametrelerin
karsilastirmasinda Mann-Whitney U testinden
yararlanildi.
BULGULAR

Calismamizda, periodontitisli bireylerde baslangicta
herhangi bir tedavi uygulamadan 6nce NO, arginaz
dizeyleri ve bu biyobelirteclerin klinik parametreler
ile iligkileri arastirildi. Periodontitisli 20 hastadan ve
kontrol grubu olarak alinan 11 bireyden elde edilen
tim agiz klinik parametreler (PI, Gl, SK, CD, KAD)
ve biyokimyasal parametrelere ait ortalamalar ve
aradaki farkin énemlilik dereceleri Tablo 1 ve 2'de
gosterildi. Ayrica tim agiz, klinik ve biyokimyasal
parametreler arasindaki korelasyon Tablo 3, 4, 5 ve
6’da gosterildi. Periodontitisli hastalardan elde edi-
len tikirdkte nitrik oksit diizeyleri, periodontal doku-
lara gore istatistik olarak dnemli anlamlilikta ylksek
bulundu (p<0.001), arginaz dizeyi ise yine tukurikte
dokuya gore daha yuksekti (p<0.01) (Tablo 1, Sekil
1). Periodontitisli grupta Gl, CD ve KAD dizeyleri,
periodontal saglikh bireylere oranla daha yuUksekti
(p<0.001) (Tablo 2). PI, periodontitiste sagliklilara
goOre daha yliksek bulundu ancak aradaki fark ista-
tistiki olarak anlamli degildi (p>0.05). Periodontitis
ve saglikli bireylerin tukuriklerinde NO ve arginaz
karsilastinldiginda, periodontitisli bireylerde tukartk-

Tablo 1. Tukurik ve Diseti Dokusunda Nitrik Oksit ve
Arginaz Seviyelerinin Istatistiksel Kargilagtiriimasi

Tikiriik Diseti dokusu P degeri
Nitrik Oksit 115.91+108.33 7.28 +4.49 0.000***
(nmol/mg)
Arginaz 174.69+113.15 102.23 +54.65 0.006**
(mlU/mg)

**P<0.01, ***P<0.001

Tablo 2. Periodontitisli ve Saghkli Grupta Tim Agiz Klinik
indeks Ortalamalari

Periodontitis Saglhkh

P degeri

Plak indeks 1.015+£0.576 0.6 £+0.377  0.241
Gingival 1.303 £0.511 0.244 +0.232 0.005**
indeks
Cep Derinligi  3.414 +0.832 1.787 +0.354 0.007**
Klinik Atagman 3.581 £0.836 1.872 £0.392 0.009**
Diizeyi
**P<0.01
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Periodontitisli Hastalarda Tikiiriik ve Dokuda
Nitrik Oksit ve Arginaz Diizeyleri
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Sekil 1. Periodontitisli hastalarda tiikiiriik ve dokuda nitrik oksit ve Sekil 2. Periodontitis ve Saglikli Grupta Tukurik Arginaz ve Nitrik
arginaz duzeylerinin karsilastiriimasi Oksit Dlzeylerinin Karsilastiriimasi

Tablo 3. Periodontitisli Hastalarda Tiikiiriik ve Doku Nitrik Oksit Diizeyleri ile Tim Adiz Klinik indeksler
Arasindaki Korelasyon (r)

NO Tiikiiriikk  NO Doku Pl Gl CD KAD
NO Tiikurik 0.155 -0.341 -0.164 -0.069 -0.093
NO Doku 0.155 -0.206 0.011 0.291 0.264
Pl -0.341 -0.206 0.455* 0.465* 0.465*
Gl -0.164 0.011 0.455* 0.582** 0.581**
CD -0.069 0.291 0.465* 0.582** 0.983**
KAD -0.093 0.264 0.465* 0.581** 0.986** 0.983**

*P<0.05, **P<0.01, ***P <0.001

Tablo 4. Periodontitisli Hastalarda Tukiriik ve Doku Arginaz Diizeyleri ile Tim Agiz Klinik indeksler Arasindaki
Korelasyon (r)

Arginaz Tukiiriikk Arginaz Doku PI Gl cDh KAD
Arginaz Tuiikurak -0.094 -0.066 -0.044 0.222 0.307
Arginaz Doku -0.094 0.101 -0.137 -0.083 0.011
Pl -0.066 0.101 0.455* 0.465* 0.465*
Gl -0.044 -0.137 0.455* 0.582** 0.581**
CD 0.222 -0.083 0.465* 0.582* 0.983*
KAD 0.307 0.011 0.465* 0.581** 0.986** 0.983*

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Tablo 5. Periodontitisli Hastalarda Tukuirik ve Dokuda Arginaz ile Nitrik Oksit Diizeyleri Arasindaki Korelasyon

Arginaz Tiikiiriik Arginaz Doku NO Tiikiiriik NO Doku
Arginaz Tiikiirik -0.094 0.252 0.183
Arginaz Doku -0.094 -0.293 0.035
NO Tiikirik 0.252 -0.293 0.155
NODoku 0.183 0.035 0.155

Tablo 6. Saglikl Grupta Tiikiirilk Arginaz ve Nitrik Oksit Diizeyleri ile Tiim Agiz Klinik indeksler Arasindaki Korelasyon

Arginaz Tiikiiriik NO Tukiiriik Pl Gl CD KAD
Arginaz Tuiikurak -0.039 0.594 0.671* -0.168 -0.016
NO Tiikirik -0.039 -0.385 -0.536 0.193 0.227
Pl 0.594 -0.385 0.719* -0.029 -0.071
Gl -0.671* -0.536 0.719* -0.199 -0.124
CD -0.168 0.193 -0.029 -0.199 0.960**
KAD -0.016 0.227 -0.071 -0.124 0.960**

*P<0.05, **P<0.01
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te arginaz yuksek bulunurken (p<0.05), NO duzeyi
sadliklilara gére daha dusukti (p<0.01) (Sekil 2).
Periodontitisli bireylerin tikirik ve doku NO duzey-
leri ile tim agiz klinik indeksler arasindaki korelas-
yon degerlendirildiginde, sadece klinik indekslerin
kendi aralarinda anlaml pozitif korelasyon gdster-
digi bulgulandi (Tablo 3). Bu bulgu, arginaz i¢in de
benzerdi (Tablo 4). Periodontitisli hastalarin tikuarik
ve digeti dokusunda arginaz ve NO duzeyleri arasin-
da anlaml bir korelasyon izlenmedi (Tablo 5). Sag-
likli bireylerde ise Gl ile tlkurik arginaz dizeyleri
arasinda pozitif yonde anlamh bir korelasyon vardi
(r=0.671, p<0.05) (Tablo 6).

TARTISMA

Bu c¢alismanin sonuglarina gére periodontitisli has-
talarin tukdriklerinde, saglikl gruba goére arginaz
enzimi daha yUksek olarak izlenmektedir.

Yiksek arginaz aktivitesinin oral bakteriler igin ge-
rekli olan poliaminlerin sentezini arttirdigi 6ne sarul-
mustir.’® Saglikh grupta periodontitisli gruba gore,
tukurikte NO’in yiksek olarak dlgtlmesi, tikirik NO
artisinin sadece enflamasyon sebebiyle olmadigi,
yani sadece NOS2 (iNOS) araciligiyla gergeklesme-
mesinden kaynaklanmaktadir.

Takarak NO kaynagi NOS2 diginda; sinir sonlanma-
lari, tukurdk bezlerinin sekretuvar hicreleri ve tuku-
rik bezi endoteliyal hiicreleri olabilir. Bizim ¢alisma-
mizin sonuglari, tikirtk NO sentezini periodontitisli
hastalarda daha dusulk olarak bulgulayan Auer ve
ark.2’nin galismasiyla uyumlu olarak izlenmistir. Bu
bulgu, periodontal dokularda NO sentezinin arttigi-
ni bulgulayan diger calismalarla gelismektedir.'522
Matejka ve ark’nin? yaptigi bir galismada, digeti 6r-
nekleri, 21 periodontitisli ve 16 saglikh kontrol gru-
bunu olusturan bireyden alinmistir. Dokular floresan
dedektdrlt high performance liquid chromatography
(HPLC) teknigi ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda NO sentezinin enflame periodontal do-
kularda arttigi bulgulanmistir. NO sentezinin artigi
dokudaki yuksek konsantrasyonlardaki L-arginin
ve L-citrullin’e baglanmistir giinki NO, O, varhgin-
da L-arginin’in L- citrullin’e dénlisumu neticesi sen-
tezlenmektedir®?. Sonuglarimizin bu c¢alismayla
uyumlu olmamasi, kullanilan NO 6l¢gim yonteminin
farkhligindan kaynaklanabilir. NO, molekdiler oksijen
varliginda stabil degildir ve hizli, spontan olarak ¢e-
sitli nitrojen oksitleri Gretecek sekilde kendi kendine

okside olur.2 Bu nedenle hiicrelerde ve dokularda
NO varliginin tespitinde zorluk c¢ekildigi bilinmekte-
dir. Bizim ¢alismamiz tukurik ve periodontal doku-
lar arasinda NO ve arginaz Uretimini karsilastiran ilk
calismadir. Periodontitisli grupta, doku NO’i, tikarik
NQO’ine gbre daha az dizeyde saptanmistir. Bu
NQ’in lokal olarak baskilandigini distindirmektedir.

Ozmeri¢ ve arkadaslarinin' yaptigi bir galismada,
20 kronik periodontitisli hastadan ve 15 saglikli has-
tadan tOkdrdk ornekleri alinmigtir. Tukuragan total
protein miktari, spektrofotometrik enzim analizi tek-
nigiyle olctimistir. Sonugta hastalikli grupta total
protein miktarinda belirgin bir artma yokken, arginaz
miktarinda belirgin artis oldugu bildirilmistir. Perio-
dontal indekslerin periodontitisli hastalarda, kontrol
grubuna goére yluksek bulundugu, fakat tikuragun
icerigi ile bir korelasyon gostermedigi ayrica argi-
naz ile total protein miktari arasinda bir korelasyon
bulunmadigi aciklanmistir. Arginaz aktivitesi, deney
grubunda kontrol grubuna oranla yliksek olmasina
ragmen total protein miktarinda belirgin bir farklihk
bulunmadi§i savunulmustur. Sonucta yiksek tuku-
rik arginaz aktivitesi periodontitisli hastalarda g6z-
lenmig, bunun da poliaminlerin Uretiminde artisa
yol actigi, bdylece bakterilerin blyimesine ve do-
layisiyla hastalik surecine katkida bulundugu 6ne
sUrllmustir.?* Bizim calismamiz da daha Onceki
¢alismamizin bulgularini destekler sekilde tukariuk
arginaz dizeyleri periodontitisli grupta, saghklilara
gore daha yuksek saptanmigtir. TUkUrik ve serumda
nitrik oksit duzeyini periodontitisli bireylerde karsi-
lastiran bir galismada hem tukirik hem de serumda
nitrik oksit diizeyinde istatistiksel anlamli bir korelas-
yon saptanmistir.2® Benzer bir korelasyon bizim ga-
lismamizda periodontal dokular ve tikurik arasinda
gOsterilememisgtir.

Sonug olarak, tikuriukte NO ve arginaz duzeylerinin
dokudaki miktarlarina gére daha ylksek bulunmasi,
tukarugin sistemik etkilere (sistemik hastaliklar, tu-
kirdk bezi kaynakli diger sistemik durumlar, beslen-
me gibi) daha acgik oldugunu, doku kaynakli NO ve
arginazin ise periodontal hastalik etkilerini tikirige
gOre daha iyi yansittigini distndirmektedir. Yine
hem doku hem de tiikiiriikte NO ve arginaz dlzeyle-
ri arasinda bir korelasyon izlenmemesi, beklenildigi
Uzere ortak substrat kullanan bu iki biyobelirtegin,
substrat tlketimi disinda baska patobiyolojik yolak-
lardan etkilendigini akila getirmektedir, bu durumda
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hicreler arasi iletisim, sitokin gibi diger haberlesme
sinyalleri Uzerinden dederlendirilmelidir.
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