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Amac: Iskin bitkisi (Rheum ribes L.) Cin, Hindistan, Iran ve
Tiirkiye’de yabani olarak yetismekte olup birgok tibbi amag i¢in
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amact Rheum ribes L.’ nin kok,

govde ve kabuklarinin etanol ekstraktlarmin malign melanoma
hiicrelerine kars1 anti-kanser etkinligini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Bitkinin oda sicakliginda kurutulan kok,
govde ve kabuk kisimlart mikser ile toz haline getirilip %50
etanol ile 24 saat inkiibe edildi. Organik faz rotary evaporatorde
ucurulup, su fazi liyofilizatdrde ayrildiktan sonra elde edilen
ekstraktlarda; oncelikle total fenol ve total flavonoid diizeyi ile
total antioksidan kapasite (TAS) fotometrik yontemlerle dl¢iildii.
Daha sonra kiiltiire edilen malign melanoma hiticreleri (B16F10)
bu ekstraktlarin farkli konsantrasyonlar ile 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra sitotoksisite diizeyi; kolorimetrik MTT
[3-(4,5-diMetilTiyazol-2-il)-2,5-difenil ~Tetrazolyum bromiir]
metodu ile, apoptozis diizeyi ise; Akridin Oranj-Etidyum Bromit
(AO/EB) ikili boyama yontemi ile tespit edildi.

Bulgular: Hem sitotoksisite hem de apoptozis sonuglari
incelediginde ayni konsantrasyonlarda en yiiksek sitotoksik
ve apoptotik etkinligin kok ekstraktlari ile saglandigi goriildi
(p<0,001).

Sonu¢: Rheum ribes L. nin malign melanoma hiicreleri iizerine
antikanser etkinliginin doza bagimli olarak arttig1 ve bitkinin
govde ve kabuklarma kiyasla kok ekstraktinin anti-kanser ilag
olma potansiyelinin daha yiiksek oldugu kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Iskin; anti-kanser; malign melanoma

ABSTRACT

Objective: Iskin plant (Rheum ribes L.) grows in China, India,
Iran and Turkey in the wild and it is used for many medicinal
purposes. The aim of this study is to investigate the anti-cancer
efficacy of the ethanol extracts of the roots, stems and barks
of Rheum ribes L. on the malignant melanoma cells. Material
and Method: Root, stem and bark of the plant dried at room
temperature were powdered with a mixer and incubated with 50%
ethanol for 24 hours. The organic phase was evaporated in a rotary
evaporator and the water phase is separated in the lyophilizer.
Total phenol, total flavonoid level and total antioxidant capacity
(TAS) were measured by photometric methods. Then, the cultured
malignant melanoma cells (B16F10) were incubated for 24 hours
with different concentrations of these extracts. Cytotoxicity level
was determined by colorimetric MTT [3- (4,5-diMethyl Thiazol-
2-yl) -2,5-diphenyl Tetrazolium bromide] and the apoptosis level
by Acridine Orange-Ethidium Bromide (AO/EB) double staining
method.

Results: When examining the results of both cytotoxicity
and apoptosis, it was observed that the highest cytotoxic and
apoptotic activity was achieved with root extracts at the same
concentrations (p <0.001).

Conclusion: It was concluded that the anti-cancer efficacy of
Rheum ribes L. on malignant melanoma cells increased in a dose-
dependent manner and the root extract had a higher anti-cancer
drug potential compared to the stem and shells of the plant.
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Rheum ribes L. Cin, Hindistan, iran ve Tiirkiye’de yabani
olarak yetismektedir (1). Tiirkiye’de ise Dogu Anadolu ve
ozellikle Van ili civarinda yetismektedir (2). Rheum ribes
L. Tiirkiye’de yabani olarak yetisen tek rheum tiirtidiir (3).
Bitkinin aerial kisimlarinin daha 6nce yapilmis igerik ¢alig-
malarinda krizofanol, fiskiyon ve emodol antrakinonlart ile
kuersetin, 5-dezoksikuersetin, kuersetin 3-0-ramnozit, ku-
ersetin 3-0- galaktozit, kuersetin 3-0-rutinozit flavonoidleri
icerdigi tespit edilmistir (2). Ayrica C vitamini agisindan
zengin oldugunu ortaya koyan ¢alismalar da mevcuttur (4).

Rheum ribes L. halk arasinda bir¢ok klinik faydalarinin
yaninda az bilinen anti-kanser 6zelligi i¢in de kullanilmak-
tadir. Halk arasinda bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanil-
mis olmasi bu bitki {izerine bilimsel ¢alismalari cazip hale
getirmistir. Rheum ribes L.’in antioksidan, anti-bakteriyel,
anti-trikomonas, anti-viral, anti-fungal, anti-diyabetik,
anti-dayareik, anti-hiperlipidemik 6zellikleri tizerine ¢ok
sayida c¢alisma yapilmistir (5-14). Ayrica Alzheimer hasta-
liginin hafif ve orta siddetteki vakalarinda kullanilan ase-
til kolin esteraz inhibitorleri gibi etki gosterdigini ortaya
koyan c¢aligmalar da mevcuttur (15). Bildigimiz kadarty-
la, anti-kanser (10, 16-20) ozelligi lizerine de ¢alismalar
yapilmistir. Bununla birlikte malign melanoma hiicre hatt
iizerine yapilmis sadece bir ¢aligmaya rastladik (10). Bu
calismada da Rheum ribes L., fraksiyonlarina ayrilmayip
bir biitiin halinde degerlendirilmistir.

Malign melanoma, cilt kanserinden 6liimlerin %75’ini tes-
kil etmektedir. Agresif lokal biiylime ve metastaz malign
melanomanin yaygin 6zellikleri olup nodal yayilimi olan
hastalarda bes yillik sagkalim orani yaklasik %36°dir ve
uzak metastazi olanlarda bu oran %5’e kadar diigmektedir
(21). Sagkalim oraninin diigiikliigii, etkin bir tedavinin ha-
len mevcut olmayisi nedeniyle malign melanoma ig¢in etkin
tedavi arayislari halen stirmektedir.

Bu calismada, Rheum ribes L.’nin kok, gdvde ve kabukla-
rinin ayr1 ayri ekstraktlarinin antioksidan o6zelliklerini ve
farkli konsantrasyonlarinin malign melanoma (B16F10)
hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkinligini
aragtirmay1 amagladik.

GEREC VE YONTEM

Bitki Malzemeleri: Bu ¢alismada Rheum ribes L., taze
olarak Van ilinden toplanmistir. Bitki, {izerindeki toz kalin-
tilar1 su ile temizlenerek kokii, govdesi ve govdesinin yesil
kabuklar1 olmak iizere ii¢ kisma ayrilip ince dilimler hali-
ne getirildikten sonra 1 hafta boyunca goélgede kurutuldu.
Sahit numuneler Harran Universitesi herbaryumunda 5994
numarasi ile kaydedildi. Bitkinin kuru halde olan kok, gov-
de ve kabuklari ¢irpict ile kaba toz haline getirildi.

Ekstraktlarin Hazirlanmasi: Toz haline getirilen bitki
materyalleri %50 etanolde 24 saat kapali amber beherde
manyetik karistirict ile karistirildiktan sonra rotary evapo-
ratorde organik fazi ayrilarak, sonrasinda liyofilizatdrde su
faz1 ugurularak ekstrakte edildi.

Etken maddenin hazirlanmasi: Elde edilen bitki eks-
traktlari, farkli konsantrasyonlarda hazirlanmak igin 6nce
%0,1 DMSO (Dimetil Siilfoksit) ile ¢dziiliip stok soliisyo-
nu hazirlandiktan sonra PBS (Phosphate Buffered Saline)
ile seyreltildi.

Toplam Fenolik icerik Ol¢iimii: Rheum ribes L.’nin
toplam fenolik igerigini belirlemek igin Folin-Ciocalteu
yontemi (22) kullanildi. Filtrelenmis 50 pL numune ve
250 pL 0,2 N Folin-Ciocalteu reaktifi vortex ile karigtirildi
ve oda sicakliginda 5 dakika tutuldu. Daha sonra 200 pL
0,7 mol/L Na,CO, ile karigtirldi. Oda sicakliginda 2 saat
inkiibasyondan sonra, reaksiyon karisiminin absorbansi,
bir spektrofotometre (Varioskan Flash Multimode Reader,
Thermo Scientific, ABD) kullanilarak bir kore karst 760
nm’de Olciildii. Kalibrasyon egrisini ¢gizmek icin standart
olarak gallik asit (0-300 mg/L) kullanilmistir. Hesaplama-
larda {i¢ Ol¢iimiin ortalamasi kullanilmistir ve toplam fe-
nolik icerik, pg/mL gallik asit esdegerleri cinsinden ifade
edilmistir.

Toplam Flavonoid icerik Ol¢iimii: Rheum ribes L. or-
neklerinin toplam flavonoid igerigi, Zhishen vd. tarafindan
gelistirilen kolorimetrik test yontemine gore belirlenmistir
(23). Filtrelenmis 50 uL numune 250 pL distile su ve 15
uL %5 NaNO, ¢ozeltisi ile karistirildi. 6 dakika sonra 30
uL %10 AICI, ¢ozeltisi, daha sonra 100 pL 1 mol/L NaOH
ilave edildi ve ¢ozelti, 5 dakika daha oda sicakliginda in-
kiibe edildi. Reaksiyon karigimi iyice karigtirildi ve kirmi-
z1 renkli flavonoid-aliiminyum kompleksinin yogunlugu,
bir spektrofotometre (Varioskan Flash Multimode Reader,
Thermo Scientific, ABD) kullanilarak 510 nm’de 6l¢iildii.
5 ila 50 mg/L’lik bir konsantrasyon araliginda standart bir
kuersetin egrisi ¢izildi. Toplam flavonoid igerigi, pg/mL
kuersetin esdegeri olarak ifade edildi.

Toplam Antioksidan Kapasite Ol¢iimii: Erel vd. (24) ge-
listirdigi yonteme gore yapildi. Prensip, ekstrakttaki anti-
oksidanlarin koyu mavi yesil renkli ABTS radikalini, renk-
siz ABTS formuna indirgemesi esasina dayanir. Standart
olarak 1 mM troloks kullanilip, ekstraktlar i¢in sonuglar
mM troloks esdegeri olarak ifade edildi.

Hiicre hattinin Hazirlanmasi: B16F10 hiicre hattin1 ¢o-
galtmak icin D’MEM’e (Dulbecco’s Modified Eagle Medi-
um) FBS %10 (Fetal Bovine Serum) ve P/S %1 (penisilin
100 U/mL ve streptomisin 100 U/mL) eklenen vasat kul-
lanildi. Hiicreler %5 CO,, %95 nem ve 37°C’de sicaklik
ortaminda inkiibatérde tutuldu. Hiicreler konfliie olduktan
sonra tripsinizasyonla hasat edilip etken madde uygulana-
cak 96’lik ve 6’lik platelere ekildi. 96’11k platelerde her ku-
yucuga 10x10? hiicre, 6’lik platelerde her kuyucuga 10x10°
hiicre ekilip 24 saat inkiibe edildi. Hiicre canlilig1 tripan
mavisi ile kontrol edildi ve canliligin %95’in lizerinde ol-
dugu goriilerek deneylere devam edildi.

Sitotoksisite Analizi: Farkli konsantrasyonlardaki eks-
traktlar 96’lik platelerde ekili olan B16F10 hiicre hatti
iizerinde tigerli tekrar olacak sekilde ve 24 saat siireyle uy-
guland1. Negatif kontrol olarak, tedavi yapilan kuyucuklar-
daki en ytiksek diizeye esit konsantrasyonda (%0,1) DMSO
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eklendi. Ekstraktlarla tedaviden sonra her kuyucuga 5 pg/
mL konsantrasyondaki MTT den [3-(4,5-diMetilTiyazol-
2-il)-2,5-difenil Tetrazolyum bromiir] 20 pL eklenerek 4
saat siireyle 37°C’de karanlikta inkiibe edildikten sonra ku-
yucuklardaki i¢erik dokiildii. Daha sonra her kuyucuga 150
pL DMSO eklenerek oda sicakliginda ve calkalayicida 20
dk calkalanmaya birakildi. Ardindan spektrofotometreyle
470 nm’de (Varioskan LUX Multimode Microplate Rea-
der- Thermo Fisher Scientific) absorbans dl¢timii yapildi.

Apoptozis Tayini: 200 pg/ml ve alt1 konsantrasyonlardaki
ekstraktlar 6’lik platelerde ekili olan B16F10 hiicre hatti
lizerinde 24 saat siireyle uygulandiktan sonra apoptotik
hiicre oranlarinin mikroskobik tespiti i¢cin Akridin Oranj—
Etidyum Bromit ikili boyama yontemi kullanildi. Hiicre
incelemesi floresan mikroskop (Leica DM 1000, Solms,
Germany) altinda gergeklestirildi. Her konsantrasyon igin
test ti¢ tekrarli yapildi.

istatistiksel Analiz

Tim analizler {i¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Veri-
ler ortalama + SD olarak ifade edildi. Grafiksel degerlen-
dirmeler ve IC, degerlerinin hesaplanmasi igin Microsoft
Excel 2010 (Roselle, IL, ABD) programi kullaniimistir.
Coklu gruplarin karsilastirilmasinda tek yonliit ANOVA,
post hoc analizinde Tukey testi kullanilmisgtir.

Etik Durum

Calismamiz herhangi bir insan veya hayvan iizerinde veya
onlarin biyolojik materyalleri kullanilarak yapilmis olma-
dig1; sadece satin alinan diinyaca kabul gormiis kurulus-
larin standardize ettigi hiicre serileri kapsamindaki hiicre
serisi lizerinde yapilmig in vitro laboratuvar ¢alismasi ol-
dugundan herhangi bir etik kurul iznine gerek duyulma-
mistir.

BULGULAR

Total Fenolik ve Flavonoid Aktivite: Rheum ribes L.’nin
farkli kisimlariin %350 etanolik ektraktlari, katesin ve
gallik asit’e kiyasla onemli dl¢lide fenolik ve flavono-
id aktivite gostermistir. Fenolik aktivite diizeyi 200 pg/
mL konsantrasyonda gévde, kabuk ve kok i¢in sirasiyla
53,74+3,56, 57,16+£3,97 ve 69,494+4,17 pg GAE (Gallik
Asit Esdegeri)/mL idi. Flavonoid aktivite diizeyi de 200
pg/mL konsantrasyonda govde, kabuk ve kok igin sirastyla
76,55+5,72, 83,80+4,29 ve 99,11+6,85 pug KE (Kuersetin
Esdegeri)/mL idi. Rheum ribes L. nin govde, kabuk ve kok
ekstraktlarinin total fenolik ve flavonoid aktivite 6l¢lim so-
nuglari Sekil 1 ve Sekil 2°de goriilmektedir.

Total Antioksidan Kapasite: Total antioksidan kapasite
200 pg/mL konsantrasyonda govde, kabuk ve kok i¢in si-
rastyla 1,10+0,06, 1,29+0,02 ve 1,48+0,07 mmol troloks/L
idi (Sekil 3).

Hiicre Canlilik Orani: MTT ile yapilan canlilik testinde
Rheum ribes L. nin fraksiyonlar1 arasinda en yliksek oran-
da fenolik ve flavonoid icerige sahip olan kok ekstrakti-
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nin diisiik dozlarda (15 pg/mL) hiicre canliliginda hafif
bir artisa, yiiksek dozlarda ciddi diizeyde canlilik azalisina
neden oldugu; bir tepe noktasindan sonra da bu etkinlikte
hafif bir azalmaya dogru bir gidis oldugu saptandi. Govde,
kabuk ve kok ekstraktlarinin 500 pg/mL konsantrasyon-
da hiicre canliligini sirastyla %85,01+7,20, %65,01+£7,53
ve %38,08+5,88 diizeyine kadar diisiirdiikleri saptandi
(p<0,001) (Sekil 4) (Tablo). Kok ekstrakti i¢in IC, degeri
61 pg/mL olarak saptandi. Calismas: yapilan konsantras-
yonlarda kontrole kiyasla sitotoksisite etkinlik farki kok
icin 62 pg/mL’den itibaren (p<0,001) istatistiki olarak be-
lirginlik g6zlenirken, kabuk i¢in 125 pg/mL’den (p=0,002)
itibaren belirginlik saptanmigtir. Gévdede ise kontrole ki-
yasla farklilik saptanmamistir (Sekil 4).

AO/EB yontemiyle yapilan incelemede Rheum ribes
L.nin govde, kabuk ve kok ekstraktlarmin 200 pg/mL
konsantrasyonda B16F10 malign melanoma hiicre hattin-
da hiicre canliligini sirasiyla %69,16+3,50, %57,14+4,14
ve %40,24+3,57 diizeyine kadar diislirdiigii saptandi
(p<0,001) (Sekil 5) (Tablo 1). Kok ekstrakti igin IC, de-
gerinin 188 pg/mL oldugu saptanmistir. Calismasi yapilan
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla apoptozis etkinlik far-
k1 kok i¢in 50 pg/mL’den itibaren (p=0,001) istatistiki ola-
rak belirginlik gozlenirken, kabuk ve govde i¢in 100 pg/
mL’den (p<0,001) itibaren belirginlik saptanmistir (Sekil
5).

TARTISMA

Bu calismada Rheum ribes L. 'nin gesitli kisim ekstraktlari-
nin farkli diizeyde polifenolik i¢erige sahip oldugu ve anti-
kanser etkinliklerinin de farkli oldugu saptandi.

Onceki calismalarda Rheum ribes L.’nin kok ve govdesi-
nin fenolik ve flavonoid aktivitesinin 6l¢iimi yapilmis ve
kok ekstraktinda bu igerigin daha yiiksek diizeyde oldu-
gu, bununla orantili olarak antioksidan kapasitenin de kok
ekstraktinda daha yiiksek oldugu saptanmistir (6,12). Poli-
fenol icerikle orantili olarak antioksidan aktivitenin arttigt
bilinmektedir (25-27). Bununla uyumlu olarak biz de ¢alis-
mamizda bu bulgulari teyit ettik (Sekil 1-3).

Kanser hiicrelerinin bazal redoks seviyeleri normal hiicre-
lerden farklidir. Kanser hiicrelerinde daha yliksek seviye-
lerde serbest metal iyonlar1 ve daha yiiksek endojen ROS

Total Fenolik icerik
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Sekil 2. Rheum ribes L.'nin farkli kisim ekstraktlarinin Total Flavono-
id icerik diizeyleri
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Sekil 3. Rheum ribes L.'nin farkh kisim ekstraktlarinin Total Antiok-
sidan Kapasite diizeyleri

iretimleri, onlar1 oksidan sitotoksisiteye neden olan fito-
kimyasallara daha duyarl hale getirir (28). Bu baglamda
bir¢cok medikal ilag ROS iiretebilme potansiyeli ile orantili
olarak antikanser etkinlik gostermektedir (29).

Rheum ribes L., antioksidan etkinliginin yanisira antikan-
ser Ozellik de gostermistir (Sekil 4,5). Bu baglamda antiok-
sidan aktivitesi iyi tanimlanmis fitokimyasallarin yiiksek
dozlarda ve demir, bakir gibi metal iyonlarinin varligi gibi
belirli kosullar altinda pro-oksidasyon aktivite de goste-
rebildikleri ortaya konmustur (30,31). Bu agidan bakildi-
ginda Rheum ribes L.’nin antikanser 6zelliginin, icerdigi

Rheum Ribes L.
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Sekil 4. Rheum ribes L.'nin farkh kisim ekstraktlarinin B16F10 hticre
hatti Uzerinde 24 saat uygulandiktan sonra sitotoksik etkinliginin
MTT yontemi ile degerlendirilmesi. Kontrole kiyasla sitotoksisite
etkinlik farki kok icin 62 pg/mL’den itibaren (p<0,001) istatistiki
olarak belirginlik gézlenirken, kabuk icin 125 pg/mL’den (p=0,002)
itibaren belirginlik saptanmistir. Gévdede ise kontrole kiyasla fark-
lilik saptanmamustir.
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Sekil 5. Rheum ribes L.'nin farkl kisim ekstraktlarinin B16F10 hiicre
hatti Gzerinde 24 saat uygulandiktan sonra apoptotik etkinliginin
Akridin Oranj - Etidyum bromit boyalari ile floresan mikroskopta
degerlendirilmesi. Kontrole kiyasla apoptozis etkinlik farki kok icin
50 pg/mL’den itibaren (p=0,001) istatistiki olarak belirginlik g6zle-
nirken, kabuk ve gévde icin 100 ug/mL’den (p<0,001) itibaren be-
lirginlik saptanmustir.

antioksidan polifenollerin yiliksek konsantrasyonda pro-
oksidan aktivite gostermesine bagli gibi goriinmektedir.

Rheum ribes L.’nin anti-kanser (10,16-20) etkinligi iizerine
bazi ¢aligmalar yapilmistir. Esmaeilbeig vd.’nin (16) yap-
t181 calismada Rheum ribes L.’nin K-562 (Kronik miyelo-
jen 16semi) hiicre hatti lizerinde antikanser etkinligi (IC,:
115 pg/mL) saptanmustir. Ayrica Sardari vd. Rheum ribes
L. ekstraktin1 malign melanoma A375 hiicre hatt1 tizerin-
de denemis ve IC_: 21,3 ug/mL olarak bulmuslardir (10).
Abudayyak vd. Rheum Ribes L’nin hepatoselliiler kanser
hiicre hatti tlizerinde IC,, degerini 14.29-31.94 mg/mL
olarak saptamiglardir. Keser vd. ise insan meme kanseri
(MCF-7), kolon kanseri (HCT-116), over kanseri (A2780)
ve prostat kanseri (PC-3) hiicre hatlar1 iizerinde sitotok-
sik etkinligini saptamiglardir. Bu ¢alismalar Rheum ribes
L.’nin antikanser etkinligi agisindan bizim bulgularimizi
teyit etmektedir. Bununla birlikte Sardari vd. (10)’nin yap-
t181 caligmada Rheum ribes L., fraksiyonlarina ayrilmayip
bir biitiin halinde degerlendirilmistir. Bizim c¢alismamiz-
da buna ek olarak Rheum ribes L.’nin kok ekstraktlarmin
govde ve kabuk ekstraktlarina kiyasla malign melanoma
hiicreleri iizerinde istatistiksel olarak daha yiiksek sitotok-
sik ve apoptotik etkinlik gdsterdigi saptanmistir (p<0,001)
(Tablo).

Tablo. Rheum ribes L.'nin farkli kisim ekstraktlarinin B16F10 hucre hatti
Uzerine MTT yOntemiyle sitotoksisite ve AO-EB yontemiyle apoptozis
oranlarinin karsilastiriimasi.

MTT (% Canhilik Orani) AO-EB (%Canhlik Orani)
250 ug/mL 200 pg/mL
Govde 87,41+6,5 69,16£3,50
Kabuk 67,54+4,5 ¢ 57,14+4,14"%
Kok 12,43+4,3 * 40,24+3,57 *

Veriler kontrole kiyasla ortalama + SS olarak ifade edilmis ve gruplar arasi
fark ANOVA testiyle degerlendirilmistir.

*:p<0,001 kabuk ve govdeye kiyasla, Q:p<0,01 gévdeye kiyasla, ¥: p<
0,001 govdeye kiyasla.
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Bundan sonraki hedefimiz Rheum ribes L. kok ekstraktinin
icerik analizini yapmak, anti-kanser etki mekanizmasini ve
kanser hiicre hatlarina kiyasla normal insan hiicre hatlarina
ne denli etki ettigini aydinlatmaya ¢aligmak olacaktir.

SONUC

Elde edilen sonuglar, dnceki ¢aligmalarla uyumlu olarak
Rheum ribes L. nin antikanser etkinliginin varligini orta-
ya koymaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda Rheum ribes
L.’nin anti-kanser ila¢ iiretiminde kullanilabilecegi timit
edilebilir. Bununla birlikte bitkinin kok ekstraktinin, govde
ve kabuk kismina kiyasla daha etkili oldugu goriinmekte-
dir. Bundan sonra, Rheum ribes L. ile ilgili yapilacak anti-
kanser etkinlik ¢alismalarinda bitkinin kok kismina odak-
lanilmasinin daha uygun olacagi kanaatine varilmistir.

Cikar Catismasi: Yazarlar, aralarinda ¢ikar ¢atigmasi ol-
madigini beyan ederler.

Maddi Destek: Hicbir kurulus tarafindan maddi destek
alimmamuistir.
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