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OZET: Hemofili B hastaligmin nedeni, kanin temel fonk-
siyonlar1 arasinda bulunan koagiilasyon mekanizmasinda
etkin olan faktor IX’un konjenital eksikligi veya
disfonksiyonel olmasidir. Faktér IX’u kodlayan gen, X
kromozomunun q27.1 bandinda lokalize olup, 34 kilobaz
(kb) uzunlugunda ve 8 ekzon ile 7 introndan olugsmaktadir.
Hem genotipik hem de fenotipik olarak oldukga heterojen
bir yapida olan hemofili B hastaliginin siddeti, gendeki
mutasyonun lokalizasyonu ve yapisiyla yakindan ilgilidir.
Bu ¢aligmadaki temel amag, yiiksek heterojenite gosteren
faktor IX geninde, hizli, efektif ve kesin sonug veren oto-
matik kapiller jel elektroforezi ile DNA baz dizileme yon-
temini kullanarak, kesin molekiiler tantya gidilmesi, yon-
temin avantajlarinin belirlenmesi ve Tiirk
popiilasyonundaki mutasyon profilinin ortaya ¢ikartilma-
sma yonelik ¢aligmalara 151k tutmasidir.

Yapilan caligmada, klinik olarak tanis1 konmus 13 hemofi-
li B hastasinda, otomatik kapiller jel elektroforezi yontemi
ile DNA dizi analizi yapilarak mutasyonlar taranmis ve
2’si yeni olmak iizere 11 farkli mutasyon tanimlanmistir.
Tespit edilen mutasyonlar en ¢ok ( %33 ) 8. ekzon bolge-
sinde gozlenmistir. Ayrica, faktér IX geninin CpG’den
zengin bolgelerinde mutasyonlarin daha ¢ok ( %36 ) oldu-
gu goriilmiis ve missens mutasyonlarin faktér IX geninde
hastaliga en fazla ( %46 ) neden olan mutasyon tipi oldu-
gu, literatiirle de uyum gosteren bir sekilde ortaya kon-
mustur.

Sonug olarak, kapiller DNA dizi analizi yonteminin, faktor
IX geni mutasyonlarinin tanimlanmasinda hizli ve etkili
bir yaklagim oldugunu ve bu c¢aligmanin sonuglarinin,
Tiirk popiilasyonunun faktdr IX geni mutasyon profilinin
belirlenmesi ile ilgili bagka ¢aligmalara da 151k tutacagini
diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Hemofili B, otomatik kapiller jel
elektroforezi, DNA baz dizilemesi, molekiiler tani, faktor IX.

ABSTRACT: Hemophilia B is an X linked coagulopathy
due to deficiency of clotting factor IX. The gene for factor
IX is situated on the long arm of the X chromosome at
band Xq27.1, and spans 34kb. It consists of eight exons
and seven introns. The clinical and molecular basis of
hemophilia B is heterogeneous and the clinical severity is
related to the location and type of genetic mutation.

The main purpose of this study was to perform molecular
diagnosis of hemophilia B disease by DNA sequence
analyses of the promoter, poly A and coding regions of the
factor IX gene. To evaluate the efficiency of this
technique in the diagnosis of factor IX gene mutations and
light up further studies that aim to obtain mutation profile
of the factor IX gene spesific to Turkish population.

By this aim, blood samples from thirteen clinically
diagnosed hemophilia B patients were analysed by the
automatic capiller gel electrophoresis technique. At least
one mutation was identified in the patients, except one
case with mild hemophilia B. Of 11 identified molecular
abnormalities, two were new mutations according to
“Hemophilia B mutation bank” data of the recognised
mutations. The most frequently seen mutations (33%)
were localised at the exon 8 of the factor IX gene. The
frequency of mutations was higher in the CpG rich regions
of the gene and missense mutations was regarded as the
most common type of mutations causing severe
hemophilia B and this conclusion was in accordance with
the literature.

In conclusion, we suggested that capiller DNA sequencing
is a fast and efficient approach to identify mutations in the
factor IX gene and the results of this study will light up
further studies in obtaining the factor IX gene mutation
profile of the Turkish population.
Key Words: Hemophilia B,
electrophoresis, DNA sequence analyses,
diagnosis, factor IX.
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GIRIiS

Hemofili B (HB), insidansi erkeklerde yaklasik
otuz binde bir olan X kromozomal resesif kalitim
gosteren bir hastaliktir (1-5). Hastalik, pithtilagma
faktorii IX ‘da meydana gelen bir defekt nedeniyle
ortaya ¢ikan cinsiyete bagli, resesif, hemorajik bir
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bozukluktur (6). Faktor IX geni yaklasik 34 kb
uzunlugunda, 8 ekzonik bolgeden olusmakta olup
m-RNA 2803 baz uzunlugudadir (7-9). Gen, kisa bir
5’-okunmayan bolge (29 baz), bir open reading
frame, bitis kodonu (1383 baz) ve bir 3’-okunmayan
bolge (1390 baz) igerir (10). Giiniimiize kadar HB
hastalarinda genis molekiiler heterojenite gdsteren
bir ¢ok mutasyon saptanmistir (3). Nokta
mutasyonlar (tek niikleotid degisimleri) en yaygin
gen defektidir ve hastalarin yaklagik %90°inda gorii-
liir. Insersiyonlar ve yeniden diizenlenmeler HB has-
talarinda olduk¢a nadir goriiliirken, delesyonlar en
yaygmn ikinci gen defekti olup hastalarm yaklasik
%5-%10’unda gorilmektedir (11).

Gilinlimiize kadar, farkli ¢aligmalar bir ¢ok has-
tanin, faktor IX geni esansiyel bolgelerinde bir hasa-
ra sahip oldugunu gostermistir (12-14). Bu bélgeler,
5’-promotor sekansi, ekzonlar, intron-ekzon sinirlari
ve poliadenilasyon sinyal dizisi etrafindaki 3’ bolge-
sidir. Bu yiizden, mutasyon taramasi i¢in en direk
strateji, hasta genomik DNA’sinin faktér IX gen
bolgesinin amplifikasyonu ve sonrasinda mutasyon
tarama amacli dizileme reaksiyonu i¢in bu PCR ii-
rinlerinin kullanilmasidir. Faktor IX geninin 8
ekzon igermesi ve bu ekzonlarm en biyiigiiniin 2
kb’den kiigiik olmast genin gerekli bolgelerinin kii-
¢liik amplifikasyonlarla ¢ogaltilabilmesini ve kolay
bir gekilde dizilenebilmesini miimkiin kilmaktadir.

HB hastaliginda, faktér IX geninde bulunan
mutasyonlar ilizerinde yapilan c¢aligmalar faktor IX
gen lriiniinlin yapis1 ve fonksiyonu ile regiilasyonu
arasindaki iliskileri gostermesi bakimindan 6nem arz
etmektedir. Ayrica bu mutasyonlarin
karakterizasyonu, dogru tasiyici tanisi yapilmasi ve
prenatal tani testlerinin gelistirilmesi i¢in dogrudan
klinik uygulamaya sahiptir (6).

Faktor IX geni gibi heterojenite gésteren gen
yapilarinda en etkili yontemin direkt DNA baz dizi-
leme yontemi oldugu genel olarak kabul edilmekte-
dir (2,13,15,16). Ancak yine de giinlimiize kadar bir
¢ok molekiiler analiz yontemi uygulanmis olup,
farkli popiilasyonlara 6zgii haplotip analizleri yapi-
lip hot-spot bolgeler tanimlanmaya ¢alisilmistir. Ya-
pilan bu caligmalarin hastaligin tanisinda kesin ola-
rak giivenilir olamamasi sebebiyle, referans yontem
olarak kabul edilen DNA baz dizileme ydntemine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Etkili olmasina ragmen, uzun
ve zahmetli bir ¢alisma gerektiren DNA baz dizile-
me yontemi, glnimiizde otomatik kapiller jel
elektroforezi sayesinde ¢ok daha kolay, hizli ve e-
fektif bir hale gelmis, bu konudaki stratejilerin de-
gismesine neden olmustur (13).
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Faktor IX genindeki mutasyonlarin PCR reak-
siyonunun ardindan direkt DNA baz dizilenmesi yo-
lu ile yapilabilmesi, informatif segregasyon
“marker”larinin kullanilmasi ile probandin akrabala-
rinin taranmasi ve hastaligin aile hikayesinin ¢ika-
rilmasi zorunlulugunu da ortadan kaldirmustir.

Tiirk popiilasyonundaki faktdor IX geninin
molekiiler analizinin detayl1 bir sekilde yapilabilme-
si, mutasyon dagilmmin ve varsa yeni
mutasyonlarin belirlenebilmesi, genin promoteri,
poly A ucu ve tiim ekzonlarmin dizilenerek kesin
molekiiler taniya ulasilabilmesi amaglarint gercek-
lestirmek tizere planlanmis olan bu arastirmada, 13
HB hastasinda otomatik kapiller jel elektroforezi
yontemi ile DNA baz dizilemesi yapilarak bulgular
ortaya konmustur.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada 13 Tiirk HB hastasindan kan &r-
nekleri almmig ve standart teknikler kullanilarak
genomik DNA ekstraksiyonlar1 yapilmistir. Kullani-
lan primerler, pozisyonlar1 ve uzunluklar1 Tablo 1 ve
2’de verilmistir 5-12 ngr DNA kullanilarak DNA
amplifikasyonlar1 yapilmistir. Reaksiyon miksinde
her bir primer 4pmol, 1 U Ampli Taq Gold
polimeraz, 100mM Tris (pH 8.3), 500mM KCI,
15mM MgCl, ve 200 pmol dNTP bulunmaktadir.
Bu karisim DNA’y1 denatiire etmek ve polimerazi
aktive etmek icin 7 dk 94°C’de 1sitilmustir. Is1 don-
giileri (35 dongii, 1dk 95°C’de denatiirasyon, 1dk
baglanma, 1 dk uzama) Tablo 1’de verilen 1silarda
termocycler’da uygulanmustir.

Amplifikasyon reaksiyonlarini takiben PCR ii-
riinleri amplifikasyon sonuglarini belirlemek icin
%3’liik agaroz jel elektroforezide yiiriitiilmistir.
Amplifiye olmus PCR fiiriinleri High Pure PCR
Purification Kit kullanilarak piirifiye edilmis ve 30-
90ngr PCR iiriinii ile Big-Dye Terminator Reaksiyon
kiti, dongli dizileme reaksiyonuna sokularak (PE
Biosystems) reaksiyon her bir PCR primerinden 3.2
pmol olacak sekilde termocycler’da devam ettiril-
mistir.  Dongii-dizileme  reaksiyonunda;  10sn
96°C’de denatiirasyon, 5 sn, 50°C’de baglanma, 4sn
60°C’de uzama olarak 25 dongii uygulanmus, dongii
dizileme reaksiyonundan ¢ikan {riinler etanol
presipitasyonu ile piirifiye edilerek kurutulmus, tek-
rar suspande edilmis ve otomatik kapiller jel
elektroforez cihazinda (ABI 310) dizilemesi yapila-
rak mutasyonlar ortaya konmustur (Sekil 1 ve 2).
Faktor IX geninde dizilenen DNA baz bdlgeleri
Tablo 3’te belirtilmistir.
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Sekll 1. Faktor IX geni 5. Ekzonun baz dizileme ¢aligmasi

Tablo 1. Faktor X geninin analizinde kullanilan primer dizileri

Primer Po- Biiyiikliigii Baglanma

zisyonu (bp) wsilart °C
FIX 2.1 F/R  Promoter + 407 60

ekzon 1
FIX22F/R Ekzon2+3 506 64
FIX 2.3 F/R Ekzon4 245 64
FIX2.4F/R Ekzon5 272 62
FIX 2.5F/R  Ekzon 6 458 57
FIX 2.6F/R  Ekzon 7 393 56
FIX 2.7F/R Ekzon 8 394 51
FIX 2.8F/R  Ekzon 9 391 59
FIX2.9F/R  Poly A 521 59
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Sekil 2. HB6 hastasinin faktor [X geni 5. ekzonunun dizisi

Tablo 3. Faktor IX geninde dizilenen DNA baz bolgeleri

Primer Amplifiye edilen bolge

FIX2.1 Pozis.-124 / +282
FIX2.2 Pozis.6258 / 6771
FIX2.3 Pozis. 10328 / 10563
FIX2.4 Pozis. 17592 / 17866
FIX2.5 Pozis. 20238 / 20698
FIX2.6 Pozis. 29898 / 30293
FIX2.7 Pozis. 30709 / 31101
FIX2.8 Pozis. 31053 / 31449
FIX2.9 Pozis. 32410/ 32920

Tablo 2. FIX geni PCR amplifikasyonlarinda kullanilan
primer dizileri

5" CCC ATT CTC TTC ACT TGT CC -3’
5" CCT AGC TAA CAA AGA ACC AGT -3’

5" AGA GAT GTA AAATTTTCATGATGT T-3'
5" GCA GAG AAA AAACCCACATAAT-3'

5" CTG CAG GGG AGG ACC GGG CATTCT A-3'
5" GAATTC AAC TTG TTT CAG AGG GAA -3’

5' CAT GAG TCA GTA GTT CCATGT ACT TT -3’
5"TGT AGG TTT GTT AAA ATG CTG AAGTT -3’

5" TTT AAA TAC TGA TGG GCC TG -3’
5" GTT AGT GCT GAA ACT TGC CT -3’

5" AAG CTC ACA TTT CCA GAA AC 3’
5" T GG GTT CTG AAA TTA TGA -3’

5" TAA GAA TGA GAT CTT TAA CA -3’
5" CTA AGG TAC TGA AGA ACT AA -3’

5" GAA GAG TCT TCC ACA AAG GG -3’
5" AAG ATG GGA AAG TGA TTA GTT A -3’

5" AAG AGA ACC GTT CGT TTG CA -3’
5" AGA ACT AAA GGA ACT AGC AAG -3’

FIX2.1F
FIX2.1R

FIX22F
FIX22R

FIX23F
FIX23R

FIX24F
FIX24R

FIX2.5F
FIX25R

FIX2.6 F
FIX2.6 R

FIX2.7F
FIX2.7R

FIX2.8 F
FIX2.8R

FIX29F
FIX29F

Sekil 3. Hasta HB1’de bulunan 31335. pozisyonundaki T
>A Missens mutasyonunu gosteren sema

SONUCLAR

Bu calismada, Faktor IX geni tiim eksonlari,
promoter bdlgesi ve poly A ucu mutasyonlari agi-
sindan dizilenmis ve goriintiilenmistir (Tablo 4). Bir
hasta diginda diger tim vakalarda en az bir
mutasyon belirlenmistir. PCR {iriinlerinin sekansiyla
HB4 ve HB7 hastalarinda promoter ve ekson 1 bol-
gelerinin parsiyel delesyonu gosterilmistir. Ayrica
HBS olgusunda ise ekson 7 delesyonu belirlenmistir.

Diger olgularda belirlenen mutasyonlar nonsens
(2 olgu), insersiyon orjinli ¢erceve kaymasi (1 olgu)
ve missense (6 olgu) mutasyonlarindan kaynaklanan
tek baz mutasyonlaridir. Bu mutasyonlardan iki ta-
nesi (30842. pozisyondaki G ins (HB2) ve 30133.
pozisyondaki (HB10) T>C) yeni mutasyon olarak
tanimlanmistir (Tablo 5).

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 6 No: 1, Ocak 2005.
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Tablo 4. Hemofili B hastalarinda faktor IX geninde dizilemesi yapilabilen (+) bolgeler

DNA no. Prom.+
1. Ekz 2+3.Ekz 4.Ekz 5.FEkz  6.Ekz  7.Ekz 8.Ekz Poly A
HB1 + _ + + + + + +
HB2 + _ + + + + + +
HB3 + + + + + + + +
HB6 + + + + + + + +
HBS + + + + + + + +
HB9 + + + + + + + +
HB10 + B + + + + + +
HBI11 + + + + + + + +
HB12 + + + + + + + +
HB13 + _ + + + + + +
Tablo 5. Hemofili B hastalarindaki klinik ve molekiiler bulgular
DNA No FIX : C(%) Niikleotid Degisimi Mutasyon Tiirii Aminoasit Degisimi
HB1 5 31335 T>A Missens Val 405 Asp
HB2 2.2 30842 Gins (yeni) Insersiyon (frameshift) Thr 241 Asp
HB3 <1.5 20551 C>T Nonsens Gln 191 Stop
HB4 3.7 Prom+1.ekzon Del.
HBS 4 7.ekzon Delesyonu
HB6 17719 A>T Missens Ser 102 Cys
HB7 Prom+1.ekzon Del.
HBS 3 31118C>T Nonsens Arg 333 Stop
HB9 6392T>C Missens Leu 6 ser
HB10 10.5 30133 T > C (yeni) Missens Val 227 Ala
HBI11 31119 G> A Missens Arg 333 GIn
HBI12 >% 50
HBI13 30150 G>A Missens Ala 233 Thr

Mutasyonlar arasinda, T>A 8. eksonun 31.335
pozisyonunda transversiyon tipi mutasyon HB1 pro-
tokol numarali hemofilili olguda bulunmustur (Sekil
3). Bu mutasyon valin aminoasidini asp’ye ceviren
missens mutasyondur. Serimizde bulunan diger
missens mutasyonlar, HB 6 olgusunda 5. eksonun
17719. pozisyonundaki A>T transversiyon tipi
mutasyon ile ser102cys degisimi, FIX:C(%)<1.5 o-
lan HB 9 olgusunda 2. eksonun 6392. pozisyonun-
daki T>C transisyon tipi mutasyon ile leu6ser degi-
simi, HBI1 olgusunda 8. eksonun 31119.
posizyonundaki G>A transisyonel mutasyon ile
Arg333GIn degisimi ve HBI3 olgusunda da 7.
eksonun 30150. posisyonundaki G>A transisyonel
mutasyon ile Ala233Thr degisimi seklindedir.

HBI10 hastasinda 30133. pozisyonda tespit edi-
len T>C transizyonu, yapilan internet taramalar1 ve
hemofili B veri tabanina gore bu pozisyonda ortaya
konan ilk mutasyondur. Val 227 rezidiisii meydana
gelen degisim sonucunda Ala’ya donligsmiistiir.

Diger yeni mutasyon HB2 olgusunda tanim-
lanmistir. HB2’de 8. ekzonun 30842. pozisyonunda
insersiyon tipi mutasyon saptanmistir. Thr 241
rezidiisi G bazi insersiyonu ile Asp amino asitine
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doniismiis, cer¢eve kaymasi mutasyonu nedeniyle
amino asit dizi degisikligi meydana gelmistir.
Nonsens mutasyonlarin gézlendigi ilk olguda (HB2
FIX; C<1.5%) 20551 C>T degisimi prematiir dur
kodonu (GIn191Dur) olustururken, diger olguda
(HB8 FIX; C<3%) prematiir dur kodonu olusumu
31118. posizyondaki C>T degisimi (Arg333) nede-
niyle olusmustur.

TARTISMA

HB, FIX’u kodlayan tiim genin dizisinde izle-
nebilen bir dizi mutasyon sonucu olusur ve kodlanan
proteinin ¢oklu fonksiyonel domainlerinin bulunma-
s1, hiicre i¢i natiirasyon siirecinin karmasik oldugunu
gostermektedir. Hastaligin klinik siddeti, Xq27.1’de
yer alan faktor IX genindeki mutasyonun yeri ve ya-
pist ile yakindan iliskilidir. Normal dizinin
tesbitinden sonra (17), 2300°den fazla farkli
mutasyon gosteren 2511 HB mutasyonu bildirilmig-
tir  (http://www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/intro.html).
HB rapor ve veri tabanlar1 hastaligin yiliksek derece-
de molekiiler heterojeniteye sahip oldugunu agik¢a
gostermektedir ve bu kadar yiiksek derecede
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molekiiler heterojenite hemen hemen her hastanin
en az bir 6zel mutasyon paterni olduguna isaret et-
mektedir.

Genomik DNA’nin  amplifikasyonu i¢in
metodlarin ve polimeraz zincir reaksiyonunu temel
alan tarama tekniklerinin gelisimi; etkilenmis
pedigrilerde molekiiler hasarlarin direkt taranmasini
biiyliik ol¢lide hizlandirmigtir. Bu stratejiler PCR
amplifikasyonu, yanlis eslesme taramasi (AMD)
(18,19), heterodupleks analizler ya da kimyasal yan-
lis eslesme yariklanmast (20) ve tek zincir
konformasyon polimorfizmidir (SSCP) (21-23).
Total ve kismi delesyonlar PCR amplifikasyonu son-
ras1 gerceklestirilen konvansiyonel akrilamid jelde
PCR reaksiyonunun analizi ile ¢ok kisa zamanda ve
kolayca tanimlanabilmektedir. Bu ¢aligmada , iki ol-
guda (HB4 ve HB7) promotor ve 1. ekzon
delesyonlar1 ve HB5 olgusunda ekzon 8 delesyonu,
PCR reaksiyonlari ile kolayca tanimlanabilmistir.

Faktor IX genindeki mutasyonlarin taranmasin-
da kullanilan tekniklerden biri olan, SSCP teknigi
genis ¢apta kullanilan stratejilerden biri olmakla bir-
likte HB mutasyon tanisindaki duyarliligi ancak
%90’a ulasabilmistir (22). Buna karsin, her HB ol-
gusunun en azindan bir mutasyona sahip olmasi ve
mutasyonlarin ¢ok c¢esitli lokalizasyonlarda bulun-
mas1 tarama tekniklerinin duyarliliginin olabildigin-
ce yliksek olmasini zorunlu kilmaktadir.

DNA dizileme yontemi referans bir metod ola-
rak kabul ediliyorsa da, ¢ogaltilan DNA’nmn direk
dizilenmesi bir gendeki mutasyonlarin rutin olarak
taranmasinda yakin zamana kadar kullanilmamuistir.
Manual dizi analizinin pahali olmasi, zaman kaybi1
yaratmasi ve yogun laboratuar islemleri gerektirmesi
nedeniyle yontemin heterejonite gosteren genlerdeki
mutasyon belirleme amagl kullanimini zorlastirmis-
tir. Ancak diger tarama metodlar1 da yogun labora-
tuar ig giicii gerektirmekte ve zaman almaktadir. Ay-
rica bu yontemlerin mutasyon tarama orani oldukga
degiskendir ve asla %100’e ulagsmaktadir. Giinii-
miizde sekans reaksiyonlari tamamen otomatize e-
dilmis bir kapiler elektroforezi tarafindan yapildi-
gindan yodntem basitlesmis, zaman kaybi ve kisisel
hatalar asgari diizeye indirgenmistir ve bdylece oto-
matik DNA dizileme cihazlar1 kullanilarak dizi ana-
lizi daha ¢ok kullanilir hale gelmistir. Diger taraftan
Faktor IX geninin sadece sekiz eksonlu olmasi ve en
biiyiik eksonunun 2kb uzunlugunda olmasi da bu
gene iliskin mutasyon taramalarinda DNA dizileme
analizinin kullanilabilirligini destekler niteliktedir.

Faktor IX geni promotoru igindeki belli
mutasyonlar promotorda DNA-protein etkilesimini
bozmakta ya da yok etmekte ve bdylece transkripsi-

yon verimini tehlikeye atmaktadir. Faktor IX geni
delesyonlar1 tiim gen delesyonlarini, 5° ya da 3’ ug-
larindaki kismi gen delesyonlarini ve birden ¢ok baz
ciftine kadar olan mikrodelesyonlart kapsamaktadir.
Bu ¢aligmada, ii¢ olguda faktér IX geninde bulunan
biiyiik delesyonlar indirekt DNA yontemiyle tespit
edilmistir. Biiylik delesyonlu tiim hastalar siddetli
HB fenotipleri gostermektedirler. Diger mutasyonlar
yanlis anlamli ve anlamsiz mutasyonlardir. En sik-
likla goriilen mutasyon yanlis anlamli mutasyondur
ve faktor IX gen aktivitesinde bozulmalarla sonucla-
nan aminoasit iskeletinde degisime neden olmakta-
dir. Nonsens mutasyonlar ile agir HB fenotipi ara-
sindaki baglanti da ¢alismamizdaki iki olguda dog-
rulanmistir.

Bu c¢aligmanin sonuglari direkt niikleotid
dizilemesi stratejisinin basit, hizli, etkili oldugunu
ve HB mutasyon taramasinda maksimum duyarlilik
gosterdigini One siirmemize olanak tanimaktadir.
Mutasyonlarin dagilimi faktor IX geninin tiim bolge-
lerinin hastalikta etkili olabilecegini ve bu yiizden
taramanin en yiiksek dogruluk oraniyla tiim gende
uygulanmasmin gerekliligini destekler niteliktedir.
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