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Kan Plazmasinda Satellit-2 Tekrar Elementi DNA Dizilerinin

Karakterizasyonu

Emre OZGUR’, Anil YILDIZ", Siileyman BADEMLER""*, Ugur GEZER****

Oz

Amacgc: Son yillarda tip biliminin farkh disiplinlerinde sik¢a karsilasilan kavramlardan biri olan “sivi
biyopsi”, hastalarin tani, prognoz analizi ve tedaviye cevabini degerlendirme gibi konularda girisimsel doku
biyopsisi yerine, kan ve gesitli viicut sivilarindaki molekiiler ve epigenetik biyobelirteclerin kullanilmasini
igerir. Dolasimda serbest halde dolasan DNA’da (‘cell-free DNA’, ¢cfDNA) kanser hiicrelerine 6zgii gen
mutasyonlarinin saptanmasi, kanser hiicrelerinin igeriginin viicut sivilarina gectiginin kesin kanit1 olarak
kabul edilmektedir. cfDNA’nin bilesiminin belirlenmesine yonelik dizileme ¢aligmalari, perisentrik satellit
DNA dizilerinin, cfDNA’da genom oranlarina kiyasla daha fazla oranda temsil edildigini bildirmistir. Bu
calismada, kanser agisindan spesifik dizilerin saptanmasi amaciyla, Sat-2 dizilerinin polimeraz zincir

reaksiyonunda (PCR) ¢ogaltilmalari sonrasinda daha detayl karakterizasyonu amaglanmigtir.

Yontem: Calismada, saglikhi ve metastatik meme kanserli hastalarin plazmalarindan 1. ve 10. kromozoma

spesifik Sat-2 dizileri PCR ile ¢cogaltildiktan sonra, otomatik elektroforez sisteminde ayristirildilar.

Bulgular: Yapilan biiyiikliik analizinde, iki bolgeden c¢ok sayida amplikon olustugu, bunlarin yaklagik
%50'ni sirastyla 143 ve 115 b¢ uzunlugunda tiriinlerin olusturdugu belirlenmistir. Bu iki PCR amplikonunun
miktar1 meme kanserli hastalarda daha yiiksek olarak hesaplandi. Onuncu kromozoma 6zgii 115 b¢’lik
fargman disindaki Sat-2 dizileri agisindan kontroller ile hastalar arasinda 6nemli farklar oldugu

belirlenmistir.

Sonug: Calisma kapsaminda elde edilen bulgular, Sat-2 tekrar elementine ait DNA dizilerinin

sekanslanmasi sonrasi kansere spesifik hedef bolgelerin saptanabilecegini ortaya koymaktadir.
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Anahtar Kelimeler: Kanser, Sat-2, likit biyopsi.
Characterization of Satellite-2 Repeat Element DNA Sequences in Blood Plasma
Abstract

Aim: 'Liquid biopsy', which is one of the concepts frequently encountered in different disciplines of medical
science in recent years, involves the use of molecular and epigenetic biomarkers in blood and various body
fluids instead of interventional tissue biopsy in subjects such as diagnosis, prognosis analysis and evaluation
of response to treatment. Detection of gene mutations specific to cancer cells in DNA (‘cell-free DNA',
cfDNA) circulating freely is accepted as definitive proof that the contents of cancer cells pass into body fluids.
Sequencing studies to determine the composition of ¢fDNA have reported that pericentric satellite DNA
sequences are overrepresented in ¢fDNA compared to genome ratios. In this study, aimed to further
characterize Sat-2 sequences after amplification in a polymerase chain reaction (PCR) in order to detect

cancer-specific sequences.

Method: In the study, the 1st and 10th chromosome-specific Sat-2 sequences from the plasma of healthy
and metastatic breast cancer patients were amplified by PCR and separated in an automated electrophoresis

system.

Results: In the size analysis, it was determined that a large number of amplicons were formed from the two
regions, approximately 50% of which were 143 and 115 bp long products, respectively. The amount of these
two PCR amplicons was calculated to be higher in patients with breast cancer. It was determined that there
were significant differences between controls and patients in terms of Sat-2 sequences, except for the 115 bp

fragment specific to the tenth chromosome.

Conclusion: The findings obtained within the scope of the study reveal that cancer-specific target regions

can be detected after sequencing the DNA sequences of the Sat-2 repeat element.

Keywords: Cancer, Sat-2, liquid biopsy.

Giris

“Siv1 biyopsi” son yillarda tip biliminin farkli disiplinlerinde (6zellikle onkoloji, kardiyoloji ve
prenatal tani) sikca karsimiza cikan kavramlardan birini olusturmaktadir. Tanmim olarak sivi
biyopsi, hastalarin tani, prognoz analizi ve tedaviye cevabimi degerlendirme gibi konularda
girisimsel doku biyopsisi yerine, kan ve cesitli viicut sivilarindaki molekiiler ve epigenetik

biyobelirte¢lerin kullanilmasini icerir?.

Kanin hiicre icermeyen kisimlarinda, yani serum veya plazmada, DNA’nin varligi 1940'lardan bu
yana bilinmesine kargin, ‘hiicresiz’ ortamda serbest halde dolasan DNA’nin (cfDNA, ‘cell-free
DNA”) kdkeni ve bilesiminin anlagilmasi ve ¢esitli patolojik durumlarda minimal invaziv belirtec

aday1 olarak potansiyelinin gosterilmesi son 20-25 yilda gergeklesmistir2. Dolagimda serbest
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olarak dolasan molekiiller arasinda sadece DNA bulunmaz; mRNA ve kodlamayan RNA'lar1 da
igeren farki tip RNA’lar da serbest niikleik asitler olarak cesitli viicut sivilarinda bulunurlar:. 1989
yilinda, kanserli hastalarin plazma 6rneklerinde, “azalmis zincir stabilitesine” sahip kanser
hiicresi DNA'sinin varligindan yola cikarak, kanserli hastalarda plazma cfDNA'sinin bir
boliimiiniin kanser hiicrelerinden koken aldiginin gosterilmesi bu konuda bir milat olmusgs;
bunun akabinde cfDNA’da tiimor hiicrelerine spesifik gen mutasyonlari saptanmigtir4. Takip eden
yillardaki sayisiz ¢alisma, kanser hiicrelerinin dolagima saptanabilir miktarlarda cfDNA saldigin;
daha da 6nemlisi, cfDNA fragmanlarinin bir kisminin, koken aldiklar: kanser hiicrelerinin genetik
ve epigenetik profilini barindirdigini dogrulamisgtir2. c¢fDNA'nin bir kisminin kanser
hiicrelerinden kaynaklandigina dair bu kesin kanit, kanserin erken saptanmasi ve diagnozu ve
antikanser terapotik stratejilerinin etkinliginin izlenmesinde umut verici bir biyobelirtec olarak

kabul edilen cfDNA ile ilgili aragstirmalarin artmasi ile sonu¢lanmigtirs.

Son 20 yi1lda DNA dizileme ve biyoinformatik alaninda yasanan gelismeler ¢fDNA bilesiminin
daha iyi karakterize edilmesini saglamistir®. Tekrarlayan DNA elementleri (terminal tekrar1 (LTR)
tasiyan retrotranpoze elementler, LTR tasimayan retrotranpoze elementler, cesitli satellit DNA
dizleri vd.), insan genomunun %50'sinden fazlasimi olusturdugundan, ¢cfDNA’nin da biiyiik
boliimiiniin tekrarlayan dizilerden olusmasi beklenebilir. Nitekim bu konuda yapilan bir¢cok
dizileme calismast bunu teyit etmistir79. Son yapilan c¢aligmalarin birinde iseo,
serum/plazmadaki cfDNA bilesimi ile insan genomunun karsilik gelen DNA dizi bilesimi arasinda
onemli farkliliklar oldugu ortaya konmustur. insan genomundaki oranlari ile karsilastirldiginda,
ozellikle retrotranspoze elementler ile perisentrik satellit DNA dizilerinin, cfDNA’da daha fazla
oranda temsil edildigini bildirmistir. Ad1 gecen calismada, insan genomunun %1'inden daha azini
olusturan perisentrik satellitlerin, saglikli bireylerin plazma DNA’larinda, genomdaki oranlarina
gore %2230 kat daha fazla bulunduklar belirlenmistir. Diger taraftan, bu dizilerin cfDNA’daki bu
sasirtic1 o6zelligine ek olarak, perisentrik satellitlerin tiimor hiicrelerinde RNA-kokenli DNA ara
iiriinleri (‘RNA-derived DNA intermediates’) araciligiyla kopya sayisini artirdigi raporlanmigtirt:.
Bu iki durum, yani fizyolojik kosullarda c¢fDNA'da yiiksek oranda temsil edilme ve timor
hiicrelerinde kopya sayisindaki genisleme, perisentrik satellitleri, kanserli hastalar iceren sivi

biyopsi calismalarinda ideal bir belirtec haline getirmektedir.

2021 yilinda yayinlanan calismada (Ozgiir et al. 2021)'2, perisentrik satellitlerden biri olup ATTCC
motifini igeren bir dizinin, genomda ardisik tekrari olan ‘insan satellit 2'nin (Sat-2) ¢esitli insan
kanserlerinden hastalarin plazma DNA’larinda kontrol bireylerinkine gére énemli 6l¢iide daha
fazla oranda bulundugu gosterilmistir. Sunulan ¢aligmada ise, saglikli ve metastatik meme
kanserli hastalarda 1. ve 10. kromozoma spesifik Sat-2 dizilerinin polimeraz zincir reaksiyonunda
cogaltilmalar1 sonrasinda daha detayh karakterizasyonunu amacladik. Sat-2 tekrar elementinin

daha detaylh analizi kanser agisindan daha spesifik dizilerin saptanmasina yardimci olabilecektir.
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Gerec ve Yontem
Hasta Ornekleri

Retrospektif 6zellikte olan calisma, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
25/02/2022 tarih ve 04 sayili karari ile onaylanmig ve Helsinki Bildirgesi'ne uygun olarak
ylriitiilmiis olup Onceki ¢alismalar kapsaminda arsivlenmis hasta ve kontrol bireylerine ait
plazma oOrnekleri kullamlmigtir. Calisma, metastatik meme kanserli hastalar (Hasta Grubu) ile
saghkli kadinlar1 (Kontrol Grubu) iceren bir kohortta yapildi. Her 2 grup 10’ar bireyden
olusturuldu. Medyan yaslar, sirasiyla 61 ve 54 idi. Aragtirmaya katilmaya goniillii hastalara

bilgilendirilmis goniillii olur formu okutulup imzalatilmistir.
Plazmadan DNA izolasyonu

Hasta ve kontrollere ait plazma ornekleri -80 °C dondurucudan cikartilarak buz iizerinde
erimeleri saglandi. DNA izolasyonu i¢in 200 ul plazma kullanildi; bu amagla ticari olarak temin
edilen ‘spin kolon’-temelli kit kullanildi (NucleoSpin Plasma XS kit, Macherey Nagel, Germany).
DNA izolasyonu kitin protokoliine gore gerceklestirildi. izole edilen DNA &érnekleri -20 °C'de

muhafaza edildi.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), kiirsiimiizde bulunan LightCycler 480 PCR (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) cihazi ile gerceklestirildi. SYBR Green floresan boya olarak
kullanilarak boya bazli PCR amplifikasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Bu amagla ticari olarak
temin edilen Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, ABD)
kullanildi. Amplifikasyon sonrasi hedef dizilerin ¢ogaldigini teyit etmek ve primer dimerleri
dislamak amaciyla erime egrileri tiretildi. PCR kosullar1 SYBR Green Master kitinin protokoliine
gore olusturuldu. Yapigsma (‘annealing’) sicakligi 58 °C olarak ayarlandi. Hedef bolgeleri

¢ogaltmak icin bir 6nceki calismada yararlandigimiz primerler kullanildi=.
PCR Uriinlerinin Otomatize Elektroforez Sisteminde Analizi

PCR fiiriinlerinin otomatize elektroforez sisteminde analizi Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, ABD) cihazinda gergeklestirildi. Otomatize elektroforez sistemi,
niikleik asitlerin biiyiikliikk analizi, miktar tayini, biitiinlik ve saflifinin degerlendirilmesi
amaciyla, agaroz jellere alternatif olup, hassas ve yliksek ¢oziiniirliiklii bir laboratuvar yontemidir.
DNA veya RNA gibi yiiklii biyomolekiiller, plaka jel elektroforezine benzer bir voltaj gradienti ile
elektroforetik olarak yiiriitiiliir. Sabit bir kiitle-yiik orani ve eleme polimer matrisinin varligi
nedeniyle, molekiiller boyutlarina gore ayrigirlar. Ayrigsan fragmanlar, lazer kaynakl floresan ile
tespit edilir. Bunun sonunda, veriler jel benzeri goriintiilere (bantlar) ve elektroferogramlara
(tepeler) doniigtiiriiliir. Bilinen boyut ve konsantrasyonlarda marker yardimiyla, fragman
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boyutuna kars: standart bir ‘gog siiresi egrisi’ ¢izilir. Boylece hedef numunedeki her bir fragman
i¢in Ol¢lilen migrasyon siirelerine gore boyut ya da biiyiikliik hesaplanir. Bu sistemde, 15 ve 1500
b¢ uzunlugunda markerlar kullanilarak 25 ve 1000 bg¢ araligindaki fragmanlar analiz
edilebilmektedir.

Calismada, PCR amplikonlarinin biiylik analizi icin ticari olarak temin edilen DNA 1200 Kkiti
(Agilent) kullanildi. Her bir DNA orneginden 1 pl chip gozeneklerine pipetlenerek cihaza

yerlestirildi. Otomatik elektroforez sonrasi fragmanlar uygun yazilim ile analiz edildi.
Istatistiksel Analiz

Calismada gruplar arasi karsilagtirmalar Mann-Whitney U testi ile yapildi. p<0,05 anlamli olarak
kabul edildi.

Bulgular

Hasta ve kontrol plazma orneklerinden DNA izole edildi. izole edilen DNA’lar otomatize
elektroforezde yiiriitiildii (Sekil 1). Sekilde, plazma DNA’sinin 170-180 b¢’lik bdlgede yogunlastigi
goriilmektedir. Bu biiyiikliik araligi, genomik DNAnin apoptotik hiicre 6liimii siirecinde DNaz’lar
tarafinda yikilmasi sonucu olusan en kiiciik monomere denk gelmektedir. Beklendigi gibi,
metastatik meme kanserli hastalarda (Sekil 1C ve D). Plazma DNA miktarinin kontrollerden (Sekil

1A ve B) daha yliksek oldugu goriilmektedir.

Sekil 1. Calisma 6rneklerin plazma DNA’sinin otomatik elektroforez ile analizi

A M B

mirrr 1T 17T T1TT1TTrr 1irul mirrr 1T 1rrimrrirriid

35 150 300 500 10380 [bp) 35 150 300 500 10380 [bp]
c M D v
-
i ] M
T T 11T T T TIrT 11011 T T T T T T T TITT TT 7171
35 150 300 500 1000 10380 [bp) 35 150 300 S00 1000 10380 [bp)

Temin edilen ticari kit yardimi ile plazmadan DNA izole edildi. Her bir 6rnekten 1 ul otomatik
elektroforez sisteminde yiiriitiildii. A ve B, kontrol 6rneklerini, C ve D meme kanseri hasta

orneklerini temsil etmektedir. M, marker.

Bir calisma3 kapsaminda elde edilen dizilerden yola c¢ikilarak tasarlanilan ve bu calismada

kanserli hastalarin plazmalarinda anlaml diizeyde daha yiiksek miktarda bulundugu gosterilen?2,
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1. ve 10. kromozomun perisentrik bolgesinden Sat-2 spesifik diziler, calisma orneklerinde
cogaltildi. Nicel PCR’da elde edilen PCR iiriinleri otomatize elektroforez sisteminde biiyiikliik
analizine tabi tutuldu. Sekil 2A ve B, birer saglikli ve hasta 6rneginde 1. kromozoma 6zgii Sat-2,
Sekil 2C ve D, birer saglikli ve hasta orneginde 10. kromozoma Sat-2 amplikonlarini
gostermektedir. Sekilde, 1. kromozomdan ¢ogaltilan bolgeden, uzunluklar: 75 ile 309 bg arasinda
degisen 10 farkli amplikonun, 10. kromozomdan ¢ogaltilan bolgeden ise uzunluklari 75 ile 534 bg
arsinda degisen 14 farkli amplikonun olustugu goriilmektedir. Otomatize elektroforez sisteminde
yapilan miktar analizi, 1. kromozomdan elde edilen amplikonlarin yaklasik %50’sinin 143 b¢’lik
fragmandan olustugunu gostermistir. Benzer sekilde, 10. kromozomdan ¢ogaltilan bélgeden ise
115 b¢’lik fargmanin, tiim amplikonlarinin yaklagik yarisini olusturdugu goriilmektedir. Adi gegen
2 amplikonun (143 ve 115 bg) kontrol ve hastalarda miktarlar1 karsilagtirldiginda (Sekil 3), her
ikisinin miktarinin (ng/ul olarak) medyan degerlerinin meme kanserli hastalarda yaklasik %50
oraninda daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ancak, muhtemelen 6rneklem biiyiikliigiiniin kiiglik
olmasi nedeniyle, istatistiksel anlamliliga ulasilamamistir (sirasiyla p=0,12 ve p=0,14). Diger
taraftan, 10. kromozomdan ¢ogaltilan Sat-2 amplikonlari iginde, 115 b¢'lik fragmana gore daha az
miktarlarda olan ve biiyiikliikleri degisen bir¢ok amplikonun miktarinin hasta ve kontroller
arasinda farklilik gosterdigi ve kanserli hastalarda daha az bulundugu géze ¢carpmaktadir (Sekil

2C ve 2D). Bu durum 10 hasta 6rneginin 9’'unda gézlenmistir.

Sekil 2. Plazma DNA’sindan ¢ogaltilan Sat-2 PCR iiriinlerinin otomatik elektroforez ile analizi

A B
FU] ~Fu)
™M = i M
00 M 200
100 1))
0 = 0 .
UL L T T T TIT -— LLLENLINLI T T TIT
15 100 200 300 400 700 [bp) 15 100 200 300 400 700 [bp]
c D
[FU] FU]
200 i M
3009 i 150 ‘
200 / | 100 /
100 ; soq |
g 4 MR- ) 2
mr T T I LI LI T T T 1 T T 1 T T
15 100 200 300 400 700 [bp] 15 100 200 300 400 1500([bp]

Plazma DNA’larn kalip olarak kullanilarak PCR ile Sat-2 dizleri ¢ogaltildi. A ve B, sirasiyla 1.
kromozomdan c¢ogaltilan kontrol ve hasta Sat-2 PCR fiiriinlerini, C ve D, sirasiyla 10.

kromozomdan ¢ogaltilan kontrol ve hasta Sat-2 PCR iiriinlerini temsil etmektedir. M, marker.
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Sekil 3. Sat-2 PCR iiriinlerinde en fazla bulunan fragmanlarin ¢alisma 6rneklerinde miktarlar:

c c

S £

= =

£ 1y ©

© 3

W o »
p o —]
m —

< —

— |

- —

i P

- -

@] o

Kontrol Meme Kanseri ’ Kontrol Meme Kanseri

Birinci ve 10. kromozomdan elde edilen ve miktarlar: en fazla olan 143 ve 115 b¢’lik fragmanlarin
otomatik elektroforez ile belirlenen miktarlarinin kontrol ve hasta grubunda ‘Box Plot’ ile
gosterimi. ‘Box Plot’, verilerin, ortanca degerler ile alt ve {ist simirlarimi ve ylizdesel (%75)

dagilimlarini gostermektedir.
Tartisma

Genom dizileme ve biyoinformatik alaninda yasanan gelismeler hem insan genomunun hem de
cfDNA bilesenlerinin daha iyi tanimlanmas ile sonuglanmigtir. Yapilan dizileme calismalari,
c¢fDNA’nin 6nemli bir boliimiiniin tekrarlayan elementlerden olustugunu ortaya koymustur7-s.
Ilging bir sekilde, serum/plazmadaki ¢fDNA bilesiminin, insan genomunun karsilik gelen DNA
dizi bilesiminden 6nemli farkliklar icerdigi; 6zellikle retrotranspoze elementler ile perisentrik
satellit DNA dizilerinin, cfDNA’da daha fazla oranda temsil edildigi bildirilmistirtc. Fizyolojik
kosullarda cfDNA'da yiiksek oranda temsil edilme perisentrik satellitleri kanserli hastalarin sivi
biyopsisinde ideal bir belirtec haline getirmektedir. Giincel bir calismada, perisentrik
satellitlerden biri olan Sat-2'nin cesitli insan kanserlerinden hastalarin plazma DNA’larinda
kontrol bireylerinkine gore onemli Olciide daha fazla oranda bulundugunu gosterdik2. Bu
caligmada, plazmadaki Sat-2 tekrar elementi DNA dizilerinden ¢ogaltilan bolgelerin daha detayh

analizi yapilarak kanser acisindan daha spesifik dizilerin saptanmasi amaglanmgtir.

Polimeraz zincir reaksiyonunda 1. ve 10. kromozomdan cogaltilan Sat-2 dizilerinin ¢ok sayida
amplikon ile sonuglandig goriildii. Her ne kadar secilen primerler kendine 6zgii (‘unique’) baz
dizisinden olussa da, bu beklenen bir sonugtu, zira secilen dizilerin insan genomunda birden fazla
kopyasi bulunmaktadir. Secilen primerler ile elde edilen amplikonlarin otomatize elektroforez
sisteminde analizi, 1. kromozomdan ¢ogaltilan Sat-2 dizilerinin %50’sinin 143 b¢’lik fragmandan,
10. kromozomdan c¢ogaltilan bélgeden ise 115 bg’lik fargmanin tiim amplikonlarinin yaklasik
yarisinl olusturdugu saptanmigtir. Bu amplikonlarin kontrol ve hastalarda miktarlar

karsilagtirildiginda her ikisinin miktarinin meme kanserli hastalarda daha yiiksek oldugu
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belirlenmistir. Kanserli hastalarda plazma DNA’sinda Sat-2 dizilerinin miktarinin artmis olmasi,
kanserli hastalarda dolasima daha fazla DNA salinimi ve kanser hiicrelerinde Sat-2 dizilerinin

kopya sayis1 artiginin sonucu olmasi olasidir4.15,

Onuncu kromozomdan ¢ogaltilan Sat-2 amplikonlan iginde, 115 b¢’lik fragmana goére daha az
iirtin olusturan ve biiyiikliikleri degisen bircok amplikonun kanserli hastalarda daha az
miktarlarda oldugu belirlenmistir. Ilgin¢ sekilde, 115 b¢'lik fragman hasta drneklerinde daha
yiiksek miktarlarda bulunurken, diger bircok fragman daha diisiik miktarlarda bulunmaktadir.
Onuncu kromozomun perisentrik bolgesinde farkli lokalizasyonda bulunan dizilerin bir kisminin
kopya sayis1 artarken diger baska bolgelerde kopya sayisi kayb1 gerceklesmis olabilir. Bu
bulgular, bu amplikonlarin dizilenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir zira elde edilen PCR
iiriinlerinin dizilenmesi, her bir amplikontun DNA dizi bilesimi ve kromozom lokalizasyonu

hakkinda bilgi verici olacaktir.
Sonuc¢

Kanserli hastalarda cfDNA’dan ¢ogaltilan Sat-2 dizilerinin daha detayli analizi, kansere daha
spesifik hedef bolgelerin saptanmas1 miimkiin kilabilecektir. Onkolojide kullanimda olan mevcut
biyobelirteclerden hemen hicbirinin kanser tarama ve erken saptama acisindan yeterli 6zgiilliik
ve duyarhlik kriterini saglamadig diisiiniildiigiinde6:7 Sat-2 temelli plazma biyobelirteclerinin
onemli potansiyel tasidigimi diisiiniilmektedir. Yukarida ifade edildigi gibi, Sat-2 tekrar
elementine 6zgl dizilerin plazma DNA’sinda daha fazla temsil edilmesi® ve ayrica kanser
hiicrelerinde kopya sayisinin artmasi'!, kanser spesifik tarama belirteclerinin gelistirilmesi

agisinda 6nemli bir avantaj sunmaktadir.

Etik Komite Onay:: Bu calismanin etik onayl, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Komitesinden alinmigtir (Tarih: 25.2.2022, karar no: 148).
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