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Abstract Öz 

Purpose: The aim of this study is to explore the effects of 
gossypin on matrix metalloproteinases -2 (MMP-2) and 
MMP-9 genes in prostate cancer cells.  
Materials and Methods: PC3 cells were grown in culture 
and treated with three different concentrations of gossypin 
(25-50-100 µg/ml) and cisplatin (50 µM) as a positive 
control. First, RNA isolation was performed. Then, cDNA 
synthesis was performed and RT-PCR was used to 
evaluate mRNA expression levels of MMP-2 and MMP-9 
genes. 
Results: Gossypin decreased MMP-2 and MMP-9 mRNA 
expression in prostate cancer cells in a concentration-
dependent manner. Three concentrations (25-50-100 
µg/ml) of gossypin in PC3 cells reduced the mRNA 
expression of the MMP-2 gene. While the fold change 
value of MMP-2 gene expression was 0.3482 ± 0.040 in 
the 100 µg/ml gossypin group, it was 1.007 ± 0.1425 in the 
control group. In addition, 50 µg/ml and 100 µg/ml 
concentrations of gossypin decreased the mRNA 
expression of the MMP-9 gene. The expression level of the 
MMP-9 gene in prostate cancer cells was 0.4740 ± 0.038 
in the 100 µg/ml gossypin administered group, while it was 
1.009 ± 0.1687 in the control group. There was a positive 
correlation between the expressions of the MMP-2 and 
MMP-9 genes. 
Conclusion: According to the results obtained, it is seen 
that gossypin reduces the expression of MMP-2 and MMP-
9 genes in prostate cancer cells and the effects of gossypin 
on other genetic and epigenetic mechanisms in cancer 
need to be investigated to reveal the anti-cancer. 

Amaç: Bu çalışmada gossypin’in prostat kanser 
hücrelerinde matriks metalloproteinaz 2 (MMP-2) ve 
MMP-9 genlerinin mRNA ekspresyonu üzerindeki 
etkilerini araştırmak amaçlanmıştır.  
Gereç ve Yöntem: PC3 hücreleri, kültür koşulları altında 
büyütüldü ve üç farklı konsantrasyonda (25-50-100 µg/ml) 
gossypin ve pozitif kontrol olarak sisplatin (50 µM) ile 
muamele edildi. Önce RNA izolasyonu gerçekleştirildi. 
Daha sonra cDNA sentezi gerçekleştirildi ve RT-PCR 
MMP-2 ve MMP-9 genlerinin mRNA ekspresyon 
seviyesini değerlendirmek için kullanıldı.  
Bulgular: Gossypin, prostat kanser hücrelerinde MMP-2 
ve MMP-9 mRNA ekspresyonunu konsantrasyona bağlı 
olarak azaltmıştır. PC3 hücrelerinde gossypin’in üç 
konsantrasyonu (25 -50-100 µg/ml) MMP-2 genin mRNA 
ekspresyonunu azaltmıştır. MMP-2 geni ekspresyonu kat 
değişim (fold change) değeri 100 µg/ml gossypin 
uygulanan grupta 0.3482 ± 0.040 iken, kontrol grubunda 
ise 1.007 ± 0.1425 olarak belirlenmiştir. Ayrıca 50 µg/ml 
ve 100 µg/ml gossypin dozları, MMP-9 genin mRNA 
ekspresyonunu azaltmıştır. MMP-9 geni ekspresyon 
seviyesi ise prostat kanser hücrelerinde 100 µg/ml 
gossypin uygulanan grupta 0.4740 ± 0.038 iken, kontrol 
grubunda ise 1.009 ± 0.1687 olarak belirlenmiştir. MMP-2 
ve MMP-9 genlerinin ekspresyonları arasında pozitif bir 
korelasyon olduğu gösterildi. 
Sonuç: Elde edilen sonuçlara göre, gossypin’in prostat 
kanser hücrelerinde MMP-2 ve MMP-9 genlerinin 
ekspresyonunu azalttığı ve gossypin’in anti-kanser etkisinin 
ortaya çıkarılabilmesi için kanserde diğer genetik ve 
epigenetik mekanizmalar üzerindeki etkilerinin de 
araştırılmasına ihtiyaç olduğu görülmektedir. 

Keywords:. Gossypin, MMP-2, MMP-9, PC-3, RT-PCR Anahtar kelimeler: Gossypin, MMP-2, MMP-9, PC-3, 
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GİRİŞ 

Prostat kanseri tüm dünyada erkek sağlığını etkileyen 
oldukça yaygın bir hastalıktır1. Prostat kanseri 
erkekler arasında, kansere bağlı ölümlerin önde gelen 
nedenidir. Tekrarlayan lezyonların erken tespiti ve 
teşhisi, tedaviyi yönlendirmede ve prognozu 
iyileştirmede önemli olduğunu bilmekteyiz2. Matriks 
Metalloproteinazlar (MMP'ler), hücresel gelişim ve 
morfogenezde önemli olan hücre dışı matris (ECM) 
makromolekülleridir ve yakınlarındaki büyüme 
faktörlerini, hücre yüzeyi reseptörlerini ve adezyon 
moleküllerini aktive edebilirler. MMP'ler, çinkoya 
bağımlı endopeptidazların ana ailesinin bir 
parçasıdır3. MMP'ler vücutta onkolojik patoloji de 
dahil olmak üzere birçok patolojik süreçte yer alır4. 
Bazı metalloproteinazlar metastaz olayında yer 
alırken, diğerleri tümör agresifliği-saldırganlığı 
seviyesi ile ilişkilendirilmiştir. MMP'lerin bazıları ya 
teşhis yada prognozun tespiti için belirteç olarak 
kullanılırlar5. MMP'ler metastatik kaskadın her 
adımında ana aktörler olduklarından ve kanser 
ölümlerinin çoğu metastatik lezyonlar sonucu 
olduğundan, tanı ve prognostik belirteçler olarak 
MMP'lere olan ilgi artmıştır6. 

Gossypin, anti-inflamatuar, antioksidan ve antikanser 
aktiviteler sergilediği bildirilen ve Hibiscus vitifolius'tan 
ekstrakte edilen bir flavondur7,8. Gossypin’in anti-
kanser etkileri arasında apoptozun indüksiyonu ve 
hücre invazyonunu azaltması yer almaktadır9. Ayrıca 
gossypin'in anjiyogenez, inflamasyon ve 
karsinogenezi baskıladığı gösterilmiştir. Fakat 
gossypin’in bu etki mekanizmaları tam net olarak 
bilinmemektedir10. 

Bu çalışmada gossypin’in prostat kanser hücrelerinde 
MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyon seviyeleri 
üzerindeki etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. 
Yukarıdaki bilgiler, gossypin’in anjiyonezi ve 
apoptozu baskılama gibi etkilerinin olduğunu 
yapılmış çalışmaların bulguları ve diğer taraftan 
MMP’lerin anjiyogenez ve metastaz başta olmak 
üzere birçok mekanizmada karsinogenezde rol alması 
bu çalışmanın yapılmasına ışık tutmuştur. Bu çalışma 
gossypin’in prostat kanser hücrelerinde MMP’ler 
üzerindeki etkisini araştıran ilk çalışma olması 
sebebiyle de gelecekte yapılacak in vivo/in vitro 
çalışmalara da yol gösterici olabileceğine inanıyoruz. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Prostat kanseri PC3 hücre hattı American Type 

Culture Collection (ATCC, USA)’dan alınmıştır. Bu 
çalışma hücre hattında yapıldığı için etik kurul 
başvurusu gerekmemektedir. Hücre kültür deneyleri 
araştırmacı Dr. İrfan Çınar tarafından Atatürk 
Üniversitesi, Tıp Fakültesi hücre kültür 
laboratuvarında gerçekleştirilmiştir.  

PC3 hücre hattı 37o C’de su banyosuna çözünmesi 
için bırakıldı. Sonra hücreler flasklara aktarıldı. 48 saat 
sonra %10 FBS içeren DMEM’de sayım yapıldıktan 
sonra 96 kuyucuklu plaklara ekilip %5 kanbondioksit 
içeren nemli bir ortamda 37o C’de inkübe edildi. 24 
saat sonra çoğaltılan hücreler, literatüre göre11 seçilen 
25-50-100 µg/ml konsantrasyonda Sigma Aldrich 
firmasından alınan gossypin (CAS Number 652-78-
8)) ve sisplatinle muamele edildi.  

MMP2 ve MMP-9 genlerinin mRNA 
ekspresyon analizi 

RT-PCR metodu ile MMP-2 ve MMP-9 mRNA 
ekspresyon deneyleri araştırmacı Dr. Ebubekir 
Dirican tarafından Atatürk Üniversitesi Doğu 
Anadolu Yüksek Teknoloji Uygulama ve Araştırma 
Merkezi’nde gerçekleştirilmiştir.  

Gen ekspresyon analizleri için 6 kuyucuklu plaklara 
2x105 hücre olacak şekilde ekim işlemi gerçekleştirildi. 
37o C’de %5 karbondioksit olan ortamda 
inkübasyona bırakıldı. Gossypin ve sisplatin 
uygulandıktan 6 saat sonra hücreler plaklardan 
kaldırılıp homojenize edildi. Daha sonra EcoPURE 
Total RNA izolasyon kiti ile RNA izolasyonu 
gerçekleştirildi. Kitin üretici firmasının önerilerine 
göre RNA izolasyon işlemi gerçekleştirildi. Kitin 
protokolüne göre, önce 400 µl EcoPURE 
Lysis/Binding buffer ile lizat hazırlandı. Sonra 400 µl 
%96-100 ethanol ile muamele edildi. Sonra bu lizattan 
700 µl’i geçmeyecek şekilde kolon-koleksiyon tüplere 
aktarıldı. Maksimum hızda 30 saniye santrifüj edildi. 
Kolon yeni bir koleksiyon tüpe alındı ve üzerine 400 
µl EcoPURE Wash Buffer 1 ilave edildi. Maksimum 
hızda 30 saniye santrifüj edildi. Kolon yeni bir 
koleksiyon tüpe alındı ve üzerine 500 µl EcoPURE 
Wash Buffer 2 ilave edildi. Maksimum hızda 30 saniye 
santrifüj edildi. Kolon yeni bir koleksiyon tüpe alındı 
ve üzerine 200 µl EcoPURE Wash Buffer 2 ilave 
edildi. Maksimum hızda 2 dakika santrifüj edildi. 
Kolon 1.5 ml eppendrof tüpe alındı ve üzerine 50-100 
µl EcoPURE Elüsyon Buffer eklenip 1 dakika 
inkübasyona bırakıldı. En son maksimum hızda 30 
saniye santrifüj edildi. RNA örneklerinin 
konsantrasyonları ve saflıkları spektrofotometrede 
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ölçüldükten sonra RT-PCR ile gen ekspresyon 
analizleri yapılıncaya kadar -20o C’de stoklandı. 

cDNA sentezi için iScript cDNA sentez kiti 
kullanıldı. 4 µl iScript reaction miks, 1 µl iScript 
reverse transkriptaz, 100-1 µg olacak kadar RNA ve 
toplam hacim 20 µl olması için üzerine nükleaz free 
su ilave edildi. İlgili üretici firmanın önerilerine göre 
Sensequest-Labcycler thermalcycler cihazında 25o 

C’de 5 dakika, 46o C’de 20 dakika ve 95o C’de 1 dakika 
olacak şekilde reaksiyon gerçekleştirildi. 

Gen ekspresyon analizi için Bio-Rad CFX-96 RT-
PCR cihazı kullanıldı. 10 μl iTaq Universal SYBR 
Green supermix (2X), 5 μl of cDNA, 1 μl of forward 
ve reverse primer ve 3 μl of PCR-grade su ile 
reaksiyon hazırlandı. İlgili firmanın önerilerine göre 
RT-PCR programı ayarlanıp reaksiyon 
gerçekleştirildi.Tüm genlerin primerleri daha önce başka 

bir çalışmada kullanılmıştı ve teyit edilerek alındı (Tablo 
1).12

Tablo 1. Primerler 

Gen İleri (forward) primer Geri (reverse) primer 

Beta actin TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG 

MMP-2 CTCAGATCCGTGGTGAGATCT CTTTGGTTCTCCAGCTTCAGG 

MMP-9 ATCCAGTTTGGTGTCGCGGAGC GAAGGGGAAGACGCACAGCT 

 

İstatistiksel analiz 

Tüm istatistiksel analizler için GraphPad Prism 
version 8.0.1 programı kullanıldı. Sonuçların normal 
dağılıma uyup uymadığı Shapiro-Wilk normalizasyon 
testi ile belirlendi. Sonuçlar Shapiro-Wilk testine göre 
normal dağıldığı belirlendi, 25-50-100 µg/ml 
gossypin doz grupları ve sisplatin (50 µM)’nin kontrol 
grupla kıyaslanması için One Way ANOVA testi ile 
post hoc olarak Dunnett testi kullanıldı. MPP-2 ve 
MMP-9 genlerinin korelasyon analizi için Pearson 
testi kullanıldı. P<0.05 ise istatistiksel açıdan anlamlı 
kabul edildi. 

BULGULAR 

Elde edilen mRNA ekspresyon sonuçlarına göre, 
prostat kanser hücelerinde MMP-2 ve MMP-9 
ekspresyon seviyesi 50 µg/ml ve 100 µg/ml gossypin 
uygulanmış gruplarda, kontrol grubuna kıyasla doza 
bağlı olarak anlamlı seviyede azalma belirlenmiştir. 
Prostat kanser hücrelerinde her iki gende en fazla 
azalmaya neden olan 100 µg/ml gossypin dozu 
olduğu görülmüştür. 

Prostat kanser hücrelerinde MMP-2 geni ekspresyon 
seviyesi gossypin’in üç konsantrasyonu (25-50-100 
µg/ml) uygulanmış olan gruplarda, kontrol grubuna 
kıyasla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azalmıştır 
(sırasıyla p = 0.030; p = 0.005; p < 0.001). MMP-2 
geni ekspresyonu kat değişim (fold change) değeri 
100 µg/ml gossypin uygulanan grupta 0.3482 ± 0.040 
(ort ± sd) iken, kontrol grubunda ise 1.007 ± 0.1425 
(ort ± sd) olarak belirlenmiştir (Şekil 1). 

 

Şekil 1. Gossypin’in MMP-2 geni ekspresyonu 
üzerindeki etkisi (* diğer gruplar ve kontrol arasındaki 

anlamlı farklılıkları, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.005; 
sis:sisplatin, G25: 25 µg/ml gossypin, G50: 50 µg/ml gossypin, 
G100: 100 µg/ml gossypin) 

MMP-9 geni ekspresyon seviyesi prostat kanser 
hücrelerinde 50 µg/ml ve 100 µg/ml gossypin 
uygulanmış gruplarda kontrol grubuna kıyasla önemli 
ölçüde azalmıştır (sırasıyla p = 0.001; p<0.001). 
MMP-9 geni ekspresyon seviyesi ise prostat kanser 
hücrelerinde 100 µg/ml gossypin uygulanan grupta 
0.4740 ± 0.038 (ort ± sd) iken, kontrol grubunda ise 
1.009 ± 0.1687 (ort ± sd) olarak belirlenmiştir (Şekil 
2). Diğer taraftan istatistiksel olarak kontrol grubuna 
kıyasla anlamlı azalmaya sebebiyet vermese de 
gossypinin 25 µg/ml dozu uygulanan grupta MMP-9 
geni ekspresyon seviyesi 0.7511 ± 0.0240 (ort ± sd) 
olarak belirlenmiştir (p > 0.05). 
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Şekil 2. Gossypin’in MMP-2 geni ekspresyonu 
üzerindeki etkisi (* diğer gruplar ve kontrol arasındaki 

anlamlı farklılıkları, ** P<0.01, *** P<0.005; sis:sisplatin, G25: 
25 µg/ml gossypin, G50: 50 µg/ml gossypin, G100: 100 µg/ml 
gossypin) 

Son olarak MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyon 
seviyelerinin gossypin uygunlanması ile ortaya çıkan 
her iki gendeki azalmadan dolayı, korelasyon analizi 
yapıldığında bu iki gen arasında güçlü ve anlamlı 
pozitif bir korelasyon olduğu belirlendi (r = 0.762, p 
= 0.017). Gossypin muamelesinden sonra hem 
MMP-2 geninde hem de MMP-9 geninde her ikisinde 
de ekspresyonda azalma belirlenmiştir. 

TARTIŞMA 

Prostat kanseri en yaygın malignitelerden biridir ve 
erkeklerde kansere bağlı ölümlerin ikinci önde gelen 
nedenidir13. Gossypin’in prostat kanser hücrelerinde 
antikanser etkileri olduğu gösterilmiştir11. Fakat 
gossypin’in prostat kanserinde MMP-2 ve MMP-9 
genlerinin mRNA ekspresyonu üzerindeki etkisi daha 
önce araştırılmamıştır. Bu yüzden bu çalışmada, 
gossypin’in prostat kanser hücrelerinde MMP-2 ve 
MMP-9 geni mRNA ekspresyonu üzerindeki 
etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. Günümüzde 
kanser tedavisinde geleneksel ilaçların ve kemoterapi 
uygulamalarının yan etkilerinden dolayı doğal 
bileşiklerin tedavi amaçlı kullanılması için araştırmalar 
yapılmaktadır. 

Literatürde gossypin’in hem prostat kanser 
hücrelerinde hem de diğer kanser türlerinde MMP-2 
ve MMP-9 genleri üzerindeki etkisini araştıran 
herhangi bir çalışmaya rastlanmaması sebebiyle, 
sonuçlarımızı karşılaştıracağımız herhangi bir çalışma 
bulunmamaktadır. Fakat diğer gossypin dışındaki 
flavonoidlerin prostat kanser hücrelerinde MMP-2 ve 

MMP-9 genleri üzerindeki etkileriyle ilgili çalışmalar 
literatürde mevcuttur.  

MMP-2 ve MMP-9’un önce hem endotelyal 
hücrelerinde hem de in vivo hayvan modellerinde 
anjiyogenik yanıtta önemli bir rol oynadığı 
gösterilmiştir14. Daha sonra bu enzimlerin 
anjiyogenezdeki anahtar rolü başka çalışmalarla da 
doğrulanmıştır15. Bununla birlikte, MMP-2 ve MMP-
9 gibi MMP'lerin aşırı ekspresyonunun, androjenden 
bağımsız prostat kanseri dahil olmak üzere bazı 
kanser hücrelerinin metastaz yapma yeteneğini 
arttırabileceği bildirilmiştir16,17. MMP-2 ve MMP-9 
prostat kanserinin metastazı ve invazyonuyla ilişkili 
biyo-belirteçler olarak tanımlanmıştır18. 

Yang ve ark. (2022) daidzin (DDZ) flavonunun 
prostat kanserinde MMP-2 ve MMP-9 seviyesini 
düşürdüğünü bildirmişlerdir19. Ayrıca DDZ'ye maruz 
kalan SNU-C2A, DU145 ve PC-3 hücrelerinde bu 
flavon türünün EMT sürecini tersine çevirerek hücre 
çoğalmasını, istilasını ve metastazı da zayıflattığını 
göstermişlerdir. Cai ve ark. (2020) isorhamnetin 
flavoidinin DU145 ve PC3 prostat kanser 
hücrelerinde MMP-2 ve MMP-9’un aşırı 
ekspresyonunu baskıladığını rapor etmişlerdir20. Bu 
çalışmada isorhamnetin uygulamasının E-kadherinin 
ekspresyonunu arttırdığı, ancak mezenkimal 
belirteçler ise vimentin ve N-kadherinin yanı sıra 
MMP-2 ve MMP-9'un ekspresyonunu azalttığını 
göstermişlerdir. Bir başka çalışmada ise citrus 
(narenciye) flavonoidinin metastaz belirteçleri olan 
MMP-2 ve MMP-9 üzerinde inhibe edici etkileri 
olduğu gösterilmiştir21. Lewandowska ve ark. (2013) 
primrose (çuha çiçeği) flavonun DU145 ve PNT1A 
prostat kanser hücrelerinde MMP-2 ve MMP-9 geni 
ekspresyonunu baskıladığını göstermişlerdir. Bu 
çalışmada, primrosenin apoptozu artırabileceğini ve 
prostat kanser hücrelerinin anjiyogenezini 
azaltabileceğini bildirmişlerdir22. Pratheeshkumar ve 
ark. (2012) luteolinin MMP-2 ve MMP-9’u 
baskıladığını rapor etmişlerdir. Bu çalışmada, 
luteolin'in PC3 prostat kanser hücrelerinde AKT, 
ERK, mTOR, P70S6K, MMP-2 ve MMP-9 
aktivasyonunu konsantrasyona bağlı olarak 
baskıladığını bildirmişlerdir23. Shukla ve ark. (2012) 
apigen’in flavonunun VEGF, uPA, MMP-2 and 
MMP-9’u baskılayarak tümörün büyümesini ve 
metastazı durdurduklarını göstermişlerdir24. Shen ve 
ark. (2010) acacetin’in, p38 MAPK sinyal yolunu 
baskılayarak ve NF-kappaB veya AP-1-bağlama 
aktivitesini inhibe ederek MMP-2, MMP-9 ve u-PA 
ifadelerini azaltarak DU145 hücrelerinin invazyon ve 
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göç yeteneklerini inhibe edebileceğini rapor 
etmişlerdir25. Chien ve ark. (2010) fisetin’in 
fosfoinositid 3-kinaz/Akt (PI3K/Akt) ve JNK sinyal 
yolaklarını baskılayarak, MMP-2 ve MMP-9 
ekspresyonlarını azaltarak PC-3'ün metastatik 
yeteneğini inhibe edebileceğini bildirmişlerdir26. 
Vijayababu ve ark. (2006) quersetin uygulanmış PC3 
hücrelerde, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyon 
seviyesini doza bağlı olarak azalttıklarını rapor 
etmişlerdir27. Bu nedenle, kanser hücrelerinde 
metastaza özgü MMP'lerin inhibisyonunun, 
quersetin’in antikanser fonksiyonu için önemli bir 
hedef olabileceğini düşündüklerini belirtmişlerdir. 

Bizde bu çalışmada, prostat kanser PC3 hücrelerinde 
gossypin’in 25 µg/ml, 50 µg/ml ve 100 µg/ml 
dozlarda uygulanmış olan gruplarda MMP-2 geni 
ekspresyon seviyesinin, kontrol grubuna kıyasla 
anlamlı düzeyde azalmış olduğunu gösterdik. Diğer 
taraftan MMP-9 geni ekspresyon seviyesi ise prostat 
kanser hücrelerinde 50 µg/ml ve 100 µg/ml dozlarda 
gossypin uygulanmış gruplarda kontrol grubuna 
kıyasla anlamlı düzeyde azalmış olduğu belirlendi. Bu 
sonuçlar bize gossypin’in birçok metastatik kanserde 
hem tümör hem de endotel hücrelerinde invazyona 
yardım eden MMP-2 ve MMP-9 genlerinin 
ekspresyonunu baskılamada değerli olabileceğini 
göstermektedir. 

Bu çalışmanın en önemli kıstlılığı bir proje desteğiyle 
gerçekleştirilmediği için gossypin’in farklı kanser 
türlerinde in vivo ve in vitro olarak farklı 
genetik/epigenetik mekanizmalar üzerindeki 
etkilerini araştırma şansı bulunamamıştır. Bu yüzden 
sadece PC3 prostat kanser hücrelerinde gossypin’in 
MMP-2 ve MMP-9 genleri üzerindeki etkileri 
araştırılabildi. Bu yüzden İleride bir proje desteğiyle 
gossypin’in diğer MMP’ler ve diğer genetik 
mekanizmar üzerindeki etkilerini diğer kanser 
türlerinde de araştırılması hedeflenmektedir. 

Sonuç olarak gossypin flavonoidi doza bağlı olarak 
prostat kanser PC3 hücrelerinde MMP-2 ve MMP-9 
genlerinin ekspresyonunu düşürmüştür. Gossypin’in 
kanserde tedavi amaçlı kullanımı için in vivo ve in vitro 
çalışmaların sayısının artmasına ihtiyaç vardır. 
Gossypin’in tedavi için uygun olan dozlarının 
belirlenmesi ve ilaç formunda güvenli kullanımı için 
içindeki tedavide önemli olan aktif moleküllerin 
belirlenmesi ve etki mekanizmalarının açığa 
çıkarılması gerekmektedir. Bu yüzden sonuçlarımızın 
başka çalışmalarla da desteklenmesi gerekmektedir. 
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