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OZET

Karbonik anhidrazlar (CA) (E.C:4.2.1.1) bakteri gibi en basit organizmalardan bitki ve hayvan gibi en
kompleks canllara kadar yaygin sekilde dagilmis ¢inko igeren bir grup metaloenzimdir. CA
inhibitorleri kopek ve kedilerin glukoma tedavisinde kullanilan bashca ilaclarin birkacidir. CA
enzimleri daha 6nceki ¢caligmalarda afinite kromatografisi yontemi ile basarili bir sekilde koyun, tavuk,
balik, sigir ve insan gibi pek ¢ok canlidan saflagtirilmig ve karakterize edilmistir. Bu ¢alismada ise CA
enzimi, Siirt Tiftik Kecisi bobrek dokusundan Sepharose-4B-L-tirozin-siilfanilamid afinite kolonu
kullanilarak 9o2,9 EU x mg spesifik aktivite ile % 50,19 verimle 83,54 kat saflastirildi. Saflastirilan
enzimin saflign SDS-PAGE ile dogrulandi. Siirt Tiftik Kecisi bobrek CA enziminin karakterizasyonu
yapildiginda; optimum iyonik siddeti=25 mM, optimum sicakligi=45°C, optimum pH’s1=8,5 ve stabil
pH’s1=7,0 olarak belirlendi. Saflagtirilan CA enzimi iizerine Al3+, Ni2+, Cd2+, Pb2+, Ba2+, Zn2*, B3+, Fe3+,
Se2+, Ag+ ve Co2* metal iyonlarmn inhibitor etkileri incelendi. inhibisyon gosteren metallerin ICs,

degerlerini bulmak amaciyla inhibisyon grafikleri ¢izildi.

Anahtar kelimeler: Afinite, Metal iyonu, Enzim, Inhibisyon, Bébrek.

Purification and Characterization of Carbonic Anyhdrase Enzyme from
The Siirt Mohair Goat Kidney Tissue and Investigation of Some
Biochemical Properties

ABSTRACT

Carbonic anhydrase (CA) (E.C:4.2.1.1) is a group of metalloenzyme containing zinc widely distributed
from the simplest organisms such as bacteria to the most complex organisms such as plants and
animals. CA inhibitors are some of the principal drugs used in the management of canine and feline
glaucoma. In earlier studies; CA enzymes successfully have been purified and characterized from many
living things such as; sheep, chicken, fish, bovine and human. In this study, the CA enzyme has
purified from Siirt Mohair Goat kidney tissue with 902.9 EU x mg- of specific activity, 50.19% of
purification yield and 83.54 of purification folds by using Sepharose-4B-L-tyrosine-sulfonamide
affinity column. The purity of the purified enzyme has confirmed by SDS-PAGE. As the
characterization of CA enzyme’s in Siirt Mohair Goat kidney has been done; the optimum ionic
strength=25mM, the optimum pH=8.5, the optimum temperature=45°C and the stable pH=7.0 has
been determined. Inhibitory effects of Al3+, Ni2+, Cd2+, Pb2+, Ba2+, Zn2+, B3+, Fe3+, Se2*, Ag* and Co2*
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metal ions have been examined on the purified CA enzyme. Inhibition graphics have been drawn in

order to find the IC;, values of metals showing inhibition.

Keywords: Affinity, Metal Ion, Enzyme, Inhibition, Kidney.

1. Giris

Karbonik  anhidraz  (CA) enzimi
eritrositleri de i¢ine alan pek ¢cok dokuda pH
diizenleyici enzim olarak karakterize
edilmigtir. Basta asit-baz dengesi olmak
bircok  metabolik

iizere olayda rol

oynamaktadir. Doku/organlar ile akciger
arasindaki CO,/bikarbonatin respirasyonu
ve transportu ile ilgili kritik fizyolojik
pH ve CO.

sekresyonunda,

olaylarda, homeostazinda,

elektrolit biyosentetik
reaksiyonlarda (glukoneogenez, lipogenez ve
kemik

kalsifikasyon, tiimor olusumu ve diger bircok

ire sentezi), resorpsiyonu,

fizyolojik ve patolojik olayda gorev
almaktadir (Chegwidden vd. 2000; Supuran
ve Scozzafava 2000). CA enzimi memeli
eritrositlerinden izole edildikten sonra insan
balik

sigir kemigi,

eritrositleri, eritrositleri,  sican

tukirigu, sigir lokositleri,
cesitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan
kaynaktan

saflastirilmisg ve bir¢ok

karakterize edilmistir. Enzimin
memelilerdeki molekiil kiitlesi yaklagik 30
kDa oldugu tespit edilmistir (Igbal vd. 2014;

Demirdag vd 2012; Demirdag vd 2013).

Hastaliklarin teshisinde ve tedavisinde CA
inhibitorlerinin onemi, glukoma hastalig
tedavisi icin CA enzimi iizerinde yapilan
inhibisyon caligmalar1  sonucu ortaya
cikarilmigtir. Bu caligmalarda, CA enziminin
kataliz mekanizmalarinin aydinlatilmasinin

yani sira bu enzimin dokulara dagilimi ve bu

dokulardaki hayati fonksiyonlar1 anlagilmig

ve bunun sonucunda CA enziminin
inhibitorleri ve aktivatorlerinin
sentezlenmesine  hiz  verilmistir.  Bu

CA

inhibitorleri sentezlenmis ve bu inhibitorler

calismalarda cok  cesitli enzimi
basta glukoma olmak iizere bircok hastaligin
tedavisinde, antitiimor, agr1 kesici, epilepsi
ve norolojik rahatsizliklarda ilag, pozitron
emisyon tomografisi (PET) ve manyetik
rezonans belirlenmesinde (MRI) diagnostik
teshis materyali, antiiilser, diiiretik ilaglarin
gelismesinde yol gosterici ve antibiyotik
olarak halen kliniklerde kullanilmaktadir. Bu
CA

mekanizmasinin

sebeple, enziminin inhibisyon

bilinmesi ve  yeni
bilesiklerin sentezlenmesi son zamanlarda
¢ok biiyiik 6nem kazanmistir (Supuran ve

Scozzafava 2001).

CA

diisiirdiiginden

inhibitorleri, goz i¢ci  basimncim

dolayr tiim  glukoma
hastalig1 tiirlerinin hem akut hem de kronik
tedavilerinde kullamilir (Maslanka 2015).
Farkl CA

enzimlerinin calismalarinin

canlilardan izole edilen
inhibisyon
incelenmesi, enzimlere spesifik inhibitorlerin
bulunmasimi kolaylastiracag1 icin glukoma
hastalign gibi bircok hastaligin tedavisine
yardimcl olacak bilginin iiretilmesine katki

saglayacaktir.

Bu calismada CA enziminin Siirt Tiftik Kecisi
bobrek dokusundan afinite kromatografisiyle

saflagtirllmasi, karakterizasyonu ve baz
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kimyasallarin  enzim aktivitesi iizerine

aktivitelerinin incelenmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kimyasallar
Calismada kullanilan Sepharose-4B, p-
nitrofenil asetat, standart serum albumin ve
L-tirozin Sigma Chemical Company’den;
stilfanilamid,

bikarbonat,

sodyum hidroksit, sodyum
trihidroksimetilaminometan
(Tris), sodyum siilfat, sodyum perklorat,
sodyum asetat, 2-merkaptoetanol, brom
timol mavisi, hidroklorik asit, siilfirik asit,
fosforik

izoproponal, sodyum barbital, akrilamid,

glisin, asit, metanol, etanol,
N,N’-metilen bisakrilamid, G-250, coomassie
brillant blue R-250 ve diger kimyasal

maddeler E. Merk AG’den saglanmistir.

2.2. Homojenat Hazirlanmast

Siirt Tiftik Kegisi bobrek dokusu kiiglik
parcalar seklinde kesilerek sivi azot ile
parcalandi. Tampon c¢ozelti icine alindiktan
sonra 13,500xg’de 30 dakika santrifiij edildi
ve cokelek

uzaklastirildi.  Siipernatant

alinarak kat1 Tris ile pH 8,7’ye ayarland.

2.3. Afinite
Enzimin Saflastirmilmast

25 mM Tris-HCl / 0,1 M Na,SO,, pH=8,7
tamponuyla afinite kolonu dengelendikten
8,7’ye
siipernatant alinarak Sepharose-4B-tirozin-

Kromatografisiyle

sonra pH degeri ayarlanmig
siilfanilamid afinite kolonuna tatbik edildi.
25 mM Tris-HCl/22 mM Na,SO,, pH=8,7
tamponuyla kolon yikandi. Daha sonra 0,1 M

NaCH,COO / 0,5 M NaClO,, pH=5,6

tamponuyla kolona tutunan enzim eliie

edildi ve aktif eliiatlar birlestirildi.

2.4. SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi ile Enzim Safligimn
Kontrolii

%8

akrilamid konsantrasyonlarinda yigma ve

Laemmli prosediiriine gore %3 ve
ayirma jelleri hazirlandi. Jel ¢ozeltisine SDS
ilave edildi ve yiiriitme yapildi. Jel % 0,1
Coommassie Brillant Blue R-250 + % 50
metanol + % 10 asetik asit ¢ozeltisiyle 2 saat
boyandi. Son olarak % 50 metanol + % 10
asetik asit + % 40 saf su ile protein bantlar
netlesinceye kadar yikanda.
2.5. Enzim Aktivitesi Olciimii ve
Protein Tayini

Karbonik

substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetat:

anhidrazin  aktivite  Ol¢limii
348 nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol
veya p-nitrofenolata hidroliz etmesi esasina
dayanan Verpoorte metoduna gore yapildi
1967).
basamaklarinda protein miktarlar1 Bradford

(Verpoorte vd. Saflagtirma
yontemine gore yapildi (Bradford 1976). Bu
yontemde boya olarak kullanilan Coomassie
brillant blue G-250 negatif bir yiike sahiptir
ve protein tizerindeki pozitif yiike baglanir.
Boyanin kirmizi (Amax = 465 nm) ve mavi
(Amax = 595 nm) formu mevcuttur. Proteinin
baglanmasi, kirmizi formun mavi forma

doniistimiinii saglar.

2.6. Karakterizasyon, Inhibisyon ve
Kinetik Calismalar
Siirt Tiftik Kegisi bobrek dokusundan

saflagtirllan CA enziminin Kn ve Vima
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degerlerinin belirlenmesi icin en az 5 farkh

substrat konsantrasyonu kullanilarak
optimum sartlarda aktivite 6l¢iimi yapildi.
bu

grafikten Kn ve Vmax degerleri hesaplandi.

Lineweaver-Burk grafigi cizildi ve

(Lineweaver ve Burk 1934). Saflastirilan
enzimin karakterizasyonu yapildi.
Saflastirilan enzimin optimum iyonik siddeti,
optimum pH's1, optimum sicakhig1 ve stabil
pH’st bulundu. En uygun iyonik siddetin
belirlenmesi amaciyla oOnceki calismalarla
uygunlugu belirlenen Tris-HCI tamponunun
pH’da
konsantrasyonlardaki cozeltileri hazirlandi.
Farklh  Tris-HCI

esteraz aktivite Olciimleri yapilarak Tris-HCI

optimum degisik

konsantrasyonlarinda

konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden
olusan grafik cizildi. Optimum pH icin pH's1
7,0-9,0 araliginda 25 mM Tris-HCI ve pH's1
5-7,5 araliginda 25 mM Na,HPO, tampon
cozeltileri kullanilarak enzimin gosterdigi
aktiviteler spektrofotometrik olarak
belirlendi. Optimum sicakligini belirlemek
iizere optimum pH ve uygun iyonik siddete
sahip tampon c¢ozeltisi kullanildi. 0°C ile
80°C arasinda her 10°Clik sicakhik fark:
olusturularak enzimin optimum pH’sinda
spektrofotometrik olarak esteraz aktivitesi
Enzimin stabil

deneyleri gerceklestirildi.

Tablo 1. Saflagtirma tablosu.

oldugu pH’y1 belirlemek icin; pHlar 7.0,
7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0 araliginda 25 mM Tris-
HCI tampon cozeltileri kullanildi. Belirtilen
pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin 1 ml’si ile 1
ml enzim c¢ozeltisi karistirilarak 4°C’de
muhafaza edildi. 12 saat arayla yapilan
aktivite Olciimiinde enzimin stabil oldugu pH
belirlendi. Als+, Cd2* ve Zn2* gibi 11 farkh
metal iyonunun enzim {izerine etkisi esteraz
aktivitesi metodu kullanilarak in wvitro
sartlarda incelendi. ICs;, degerinin tespit
edilmesi i¢in enzim aktiviteleri sabit substrat
farkh

olciildii. Inhibitor ihtiva etmeyen tiip kontrol

ve metal konsantrasyonlarinda
olarak kullanildi ve aktivitesi %100 olarak
kabul edildi. Inhibitérler icin %Aktivite-
[Inhibitor] Bu

vasitasiyla ICs, degerleri hesapland.

grafigi  cizildi. grafik

3. Bulgular
Siirt Tiftik Kegisi bobrek CA enzimi,
Sepharose-4B-tirozin-siilfanilamid  afinite
kromatografisi kullanilarak 902,9 EU x mg
spesifik aktivite ile % 50,19 verimle 83,54 kat
saflagtirlld1 (Tablo 1). Saflagtirillan enzimin
karakterizasyonu yapild1 (Tablo 2) ve Als+,
Cd2+, Zn2* gibi metal iyonlar i¢in % aktivite-
[inhibitor] ve Lineweaver-Burk grafikleri

cizilerek ICs, degerleri hesaplandi (Tablo 3).

. Toplam | Toplam |Toplam |Spesifik
Aktivite | Protein . . ] .. Saflastirma | %
Hacim | Aktivite |Protein |Aktivite
EU/ml |mg/ml . | Katsayis1 Verim
ml EU mg EU/mg protein
Homojenat | 226,66 20,97 20 4533,33 419,4 10,81 1 100
CA 284,44 | 0,315 8 2275,55 2,52 902,99 83,54 50,19
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1.Kuyu
SDS-PAGE

Standart rekombinant proteinler; 250 kDa,

2. Kuyu

Sekil 1. sonucu. 1.Kuyu:
150 kDa, 100 kDa, 70 kDa, 50 kDa, 30 kDa,
15 kDa.

sonucu.

2.Kuyu: Afinite kromatografisi

Tablo 2. Siirt Tiftik Kecisi bobrek dokusu

CA enziminin karakterizasyon degerleri.

Optimum Iyonik Siddeti: 25 mM

Optimum pH’s1 : 8,5

Optimum Sicaklig: : 45 °C

Stabil pH’s1 : 7,0

Ky : 1,18 mM

o 3,?9 mmol  «
min-1

Molekiil Agirhg: : 28,8 kDa

Tablo 3. Metal iyonlariin, Siirt Tiftik Kecisi bobrek dokusu CA enzimi iizerine inhibisyon

degerleri.

Al3+ 2,65 mM Baz+
Niz+ 3,99 mM Znz+
Cdz=+ 3,88 mM B3+
Pb2+ 1,68 mM Fes+

4. Sonuclar ve Tartisma
CA enzimi farklhi canli metabolizmalarinda
farkli yapilarda ve molekiil kiitlelerinde
fonksiyon gosteren ve canlilarda hayati
onemi bulunan bir enzimdir. Dolayisiyla bu
enzimin canli metabolizmasinda nerelerde ve
hangi sekilde lokalize oldugu ve nasil bir
fonksiyon gosterdigini belirleyebilmek icin
pek cok calisma yapilmis ve enzim bir¢ok
edilerek  kinetik

canlidan  karakterize

2,1 mM Sez+ 2,4 mM
2,890 mM Ag* 2,15 mM
1,8 mM Co2+ 2,2 mM
3,7 mM - -

ozellikleri incelenmistir. CA enzimini; Demir
vd

saflagtirarak enzimin molekiil kiitlesini 30

2004 yilinda sigir  midesinden

kDa olarak, Hisar vd 2005 yilinda gokkusagi

alabaligit  eritrositlerinden  saflagtirarak

enzimin molekiil kiitlesini 28 kDa olarak,
Beydemir vd 2006 yillinda gokkusag:
alabaliginin lensinden saflastirarak enzimin
molekiil kiitlesini yaklasik 27 kDa olarak,
2006 Van kedisinin

Soyler yilinda



Erzincan Univ J Sci Tech 9 Special Issue I, 2016, 1-9
Yerlikaya ve Digerleri

eritrositlerinden  saflagtirarak ~ enzimin
molekiil kiitlesini 30 kDa olarak, Soyiit vd
2008 yilinda gokkusag1 alabaligi beyninden
saflagtirarak enzimin molekiil kiitlesini
yaklasik 29 kDa olarak, Soyiit ve Beydemir
yine 2008 yilinda gokkusag alabaliginin
karacigerinden saflagtirarak enzimin
molekiil kiitlesini 29,4 kDa olarak, Soyiit ve
Beydemir 2011 y1linda gokkusag: alabaliginin
bobrek dokusundan saflastirarak enzimin
molekiil kiitlesini 28,7 kDa olarak, Bursal
2009 yilinda kivi meyvesinden saflastirarak
enzimin molekiil kiitlesini 66 kDa olarak,
Yaylaci mersin

2009 yilinda alabalig

eritrositlerinden  saflagtirarak ~ enzimin
molekiil kiitlesini 29 kDa olarak, Demirdag
vd 2011 yilinda koyun karaciger dokusundan
saflagtirarak enzimin molekiil kiitlesini
yaklasik 29 kDa olarak, Kiling 2011 yilinda
koyun midesinden saflagtirarak enzimin
kDa

2012). Bu

molekiill  kiitlesini 26,7 olarak

(Yerlikaya E,
calismada ise CA enzimi Siirt Tiftik Kegisi

bulmuslardir

bobrek dokusundan saflastirilarak enzimin

molekiil  kiitlesi 28,8 kDa  olarak
belirlenmistir (Sekil 1). Ayrica enzimin
karakteristik  ozellikleri incelenmis ve

optimum sicakligr : 45°C; optimum pH’s1 :

8,5; stabil pH’s1 : 7,0; optimum iyonik
siddeti : 25 mM; Ky ‘si: 1,18 mM ve Vi ‘U :
3,99 mmol x min—! olarak hesaplanmistir
(Tablo 2).

CA enzimi metabolizmada katilmis oldugu
faaliyetlerden dolayi, pek c¢ok doku ve

organda olusan patolojik durumdan

etkilenir. Bunun yaninda enzimin sentezi ve

aktivitesinde meydana gelen bozukluklar da

hastaliklarin etiyolojisinde oOnemli olabilir
(Berg  vd.
hastaliklarin tedavisinde CA inhibitorleri
etkili

2002). Gilinimizde bazn

olarak kullamilmaktadir. Glukoma
CA’nin

asetazolamid

hastaligt  tedavisinde giicli

inhibitorlerinden olan
kullamilmaktadir. Oral yoldan verilen bu
ilacin oldukca fazla yan etkileri vardir. Bu
yan etkileri azaltmak ve daha etkili bir ilag
bulmak

siilfonamid tiirevi sentezlenmis ve goz

molekiilii amaciyla  bircok
epitelyumunda bulunan hCA II iizerinde
inhibisyon etkileri arastirllmistir (Supuran
ve Scozzafava 2001; Biilbiil vd 2002).

Tedavi amaciyla kullanilan bir diger ilag
CA

enziminin gii¢cli bir inhibitoridiir. Goz ici

Dorzolamiddir. Dorzolamid, Insan
sivist yapimindan sorumlu goziin siliyer
CA

S1v1

nonpigmente epitel hiicrelerinden

enziminin  inhibisyonu Na* ve
transportunda bir azalma ile sonuglanarak
HCOj; iyonu olusmasim yavaglatir ve goz ici
sivisi yapimi azalir. Ancak Belirgin korneal
hastalig1 olan olgular ve goz ici operasyonu
gecirmis olgularda Oonemli derecede ilacin
yan etkileri bulunmaktadir (Doganay ve Firat
2007). Gorildiigii gibi bu kimyasallar her ne
kadar ilag olarak kullanilsa da yan etkileri
azimsanmayacak kadar fazladir. Bu durumda
yan etkileri daha az ve daha etkili olan ilag
molekiillerini sentezlemek calisma
gruplarinin amaci haline gelmistir.

Cankaya ve Kuzucu, 2015 yilinda yapmis
olduklar1 ¢alismada koyun karacigerinden
CA

Deksketoprofen trometamol, Benzilpenisilin

enzimini saflagtirarak Klindamisin,

ve Fenoksimetilpenisilin gibi baz ilaglarin
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enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkilerini
incelemislerdir. Benzer sekilde CA enzimini,
Demirdag vd 2012 yilinda ayni kaynaktan
enzimin

saflasgtirmis  ve inhibisyon

mekanizmasina 1s1k tutmak amaciyla baz

agir  metallerin  inhibisyon etkilerini
arastirmiglardir.
Agir  metaller, fonksiyonel gruplara

baglanarak ya da enzimle alakal1 metalle yer
degistirerek enzimlerin aktivitesini
degistirebilirler. CA enzim aktivitesini inhibe
veya aktive eden pek cok metal iyonu bilim
insanlar tarafindan arastirilmis ve rapor
edilmistir. Ornegin Ag*, Cd2+, Cu2* ve Zn2>*
iyonlarimin balik CA enzimini inhibe ettigi
bildirilmistir (Christensen ve Tucker 1976).
bir baska

calismada insan CA enzimi iizerine Co2* ve

Enzim inhibisyonu ile ilgili
Hg2* iyonlarmin kuvvetli inhibitor etkisi
oldugu rapor edilmistir (Ekinci vd. 2007).
Bir diger calismada Cu2*, Ni2*, Cd2*, Zn2* ve
Co2* CA

tespit edilmistir

iyonlarmin koyun karacigeri
enzimini inhibe ettigi
(Demirdag vd 2012).
Deniz  ¢ipurast solunga¢ dokusundan
saflagtirllan CA enzimi aktivitesi iizerine
Cdz+, Cu2*, Ni2* ve Ag* iyonlariin inhibitor
etkisi incelenmis ve inhibisyon sirasinin Ag*
> Niz+ > Cd2* > Cu2* geklinde oldugu
bildirilmistir (Kaya vd. 2015). Gokkusag:
alabalig1 bobrek dokusundan saflastirilan CA
enzimi aktivitesi lizerine metallerin inhibitor
etkileri arastinldiginda da inhibisyon
sirasinin Co2* > Zn2* > Cu2* > Cd2* > Ag*
seklinde oldugu tespit edilmistir (Soyiit ve
Beydemir 2012).

Bu calismada ise Siirt Tiftik Kecisi bobrek

dokusundan saflastirilan CA enzimi iizerine

Al>, Ni2+, Cde+, Pb**, Ba2+, Zn®*, B3+, Fes,
Agt
inhibisyon etkileri incelenmistir. Als+, Ni2*,
Cd=+, Pb2+, Ba2+, Zn2*, B3+, Fes*, Se2*, Ag* ve

Se2+, ve Co2* metal iyonlarinin

Co2* icin inhibisyon degerleri sirasiyla 2.65,
3.99, 3.88, 1.68, 2.1, 2.89, 1.8, 3.7, 2.4, 2.15
ve 2.2 mM olarak bulunmustur (Tablo 3).
Enzim aktivitesi iizerine en kuvvetli
inhibisyon gosteren metal, Pb2+ olarak; en
zayif inhibisyon gosteren metal ise Ni2+
olarak belirlenmigtir. Metallerin inhibisyon
sirasi biiyiikten kiiciige dogru Pb2+ > B3+ >
Baz+ > Ag* > Co2* > Se2*> Al3* > Zn2* > Fes+
> Cd2+ > Ni2+ olacak sekilde belirlenmistir.

Sonug olarak bu calismada CA enzimi, Siirt
Tiftik Kecisi bobrek dokusundan ilk defa
saflagtirllmistir. Enzim karakterize edilerek
ozellikleri literatiire kazandirilmigtir. Bu
dokudan ilk defa saflagtirilmis ve karakterize
edilmis olmasi sebebiyle calisma Oonem arz
CA

enzimine ait inhibisyon mekanizmasinin

etmektedir. Ayrica c¢alismamizin,
daha ayrintili olarak aydinlatilmasinda ve
glukoma gibi hastaliklarin tedavisi icin daha
giiclii, spesifik ve etkili olarak kullanilacak
yeni ilaglarin dizaymn ve farmakolojik
uygulamalarinin gelistirilmesinde 6nemli rol

oynayacag diisliniilmektedir.

Tesekkiir
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