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Toxoplasma gondit DNA Asis1 Adayt SAG1 Geninin Klonlanmasi

Cloning DNA Vaccine Candidate SAG1 Gene of 7oxoplasma gondii

Huasniye Lalek, Esra Gurblz, Serkan Karaca, Stleyman Yazar, Salih Kuk
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Kayseri, Tiirkiye

oz

Amag: Toxoplasma gondii tim diinyada oldugu gibi tlkemizde de gériilen bir parazittir. Mortaliteye de sebep olabilen bu parazit, gebe-
lerden bebeklere gecisi sebebiyle oldukca dnemli bir halk sagligi sorunu olarak gérilmektedir. Toxoplasmosise karsl hentiz efektif bir as
gelistirilememistir. SAG1 proteini parazitin hem bradizoit hem de takizoit dénemlerinde salgilanan, hastaligin patogenezinde 6nemi olan bir
proteindir. Bu calismada DNA asisi adaylari arasinda yer alan SAG1 geninin klonlanmasi amaglanmistir.

Yéntemler: Calismada, T. gondii takizoitlerinden genomik DNA izolasyonu, SAG1 genini hedef alan primerler kullanilarak PCR ile SAG1
geni ¢odaltilmasi, SAG1 geninin pJET1.2 vektériine klonlanmasi, rekombinant plazmidin kompetan E. coli hiicrelerine transformasyonu
yapiimistir. Rekombinant plazmidin varligi PCR tarama ile dogrulanmistir. Pozitif kolonilerdeki rekombinant plazmitler saflastirildiktan sonra
klonlama; PCR, restriksiyon enzim kesimleri ve DNA dizi analizi yontemleri ile dogrulanmistir.

Bulgular: SAG1 genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR sonrasinda 1010 baz ¢iftlik PCR triini gérinttlendi. E. coli kompetan hiic-
relerine transforme edilen rekombinant plazmid PCR-tarama ile gosterildi. Rekombinant plazmidin klonlanan geni icerdigi PCR ile gosterildi.
DNA dizi analizi yapilarak, klonlanan genin DNA dizisi elde edildi.

Sonug: Toxoplasmosise kargi umut verici DNA asi adaylarindan olan ve T. gondii takizoitlerinden izole edilen SAG1 geni klonlanmistir.
(Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 255-9)
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ABSTRACT

Objective: Toxoplasma gondii, which is observed in our country and worldwide, can cause mortality and is an important public health prob-
lem because of engaging babies from pregnant women. An effective vaccine against toxoplasmosis has not yet been developed. SAG1
protein is released from the bradyzoites and tachyzoites stages of T. gondii and is important at the pathogenesis of the disease. This study
aimed to clone a promising DNA vaccine candidate, SAG1 gene, of T. gondii.

Methods: T. gondii genomic DNA was isolated from tachyzoites of T. gondii. SAG1 gene was amplified with specific primers and then
cloned into the pJET1.2 vector. Recombinant plasmids were transformed into Escherichia coli cells. The presence of recombinant plasmids
was determined by polymerase chain reaction (PCR) screening. Following the purification of the recombinant plasmid from positive colo-
nies, cloning was confirmed by PCR, restriction enzyme assays, and DNA sequence analysis.

Results: After PCR with SAG1 gene-specific primers, 1010-bp PCR products were obtained. Recombinant plasmid, which was transformed
into competent E. coli cells, was verified by PCR screening. Moreover, PCR verified that the recombinant plasmids contained the SAG1
gene. The DNA sequence was analyzed, and the DNA sequence was obtained.

Conclusion: One of the promising DNA vaccine candidates against toxoplasmosis, SAG1 gene, has been cloned.

(Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 255-9)
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GiRiS

Toxoplasma gondii, gesitli memeli ve kus turlerini enfekte eden
hicre ici zorunlu bir parazittir (1, 2). T. gondii, genis bir konak
yelpazesi olan, hem sagdlik hem de ekonomik agidan énemi yik-
sek bir protozoon parazit olarak kabul edilmektedir. Hem kasap-
lik hayvanlarda hem de insanlarda transplasental olarak bulasma-
st sonucunda; dislk, 6li dogum veya anomalili dogumlara
neden olmaktadir.

Ayrica immunokompromize hastalarda diger bircok organ tutulu-
mu yaninda beyin tutulumu sonucu olusturdugu meningoensefa-
it tablosu ile dlimlere sebep olmaktadir.

insanlara enfeksiyon, kontamine su ve besinleri tiketerek, doku
kisti iceren etleri ¢ig veya az pismis sekilde yiyerek, kan nakli,
organ nakli ve transplasental gecis gibi degisik yollarla bulagabil-
mektedir. Dolayisiyla toxoplasmosis diinyada son derece yaygin
olarak gorilmektedir. Bu tip parazitozlarda toplumlarin gelenek-
leri ve beslenme aligkanliklar hastaligin boyutlarini dogrudan
etkileyen faktorler arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir.

Toxoplasmosise bagli fetal anomalilerin azaltilmasi icin her yil yiz
milyonlarca dolarin harcandigi ve diinyada enfekte kisilerin teda-
visinin yilda 7,7 milyar ABD dolarini buldudu bildirilmistir (3).

insanlarda bradizoit ve takizoit formu bulunan parazitin olusturdu-
Ju toxoplasmosis hastaliginin patogenezinde bir cok faktor rol
oynamaktadir. Patogenezde konaga ait faktérlerin yanisira parazi-
te ait faktorler parazitin tanisinin konulmasi ve parazitten korun-
mak icin asi gelistiriimesi calismalarinda énemli rol oynamaktadir.
SAG1 proteini hastaligin patogenezinde énemli olan ve hem
bradizoit hem de takizoit dénemlerinden salgilanan bir poteindir.
Bu nedenle gerek asi gerekse tani igin kit gelistirme ¢alismalarinda
hedef molekul olarak giinimuze kadar kullaniimgtir.

Bu ¢alismada toxoplasmosis patogenezinde dnemli rol oynayan
ve gerek asi gerekse tani calismalarinda kullanilan SAG1 geninin
klonlanmasi amaclanmistir.

YONTEMLER

Total Genomik DNA izolasyonu

Toxoplasma gondii Rh sus takizoitleri T.C. Saglik Bakanhgi Turkiye
Halk Saghgi Kurumu’ndan alindi. Total genomik DNA izolasyonu,
QlAamp Tissue Kit (QIAGEN, Germantown, ABD) prosediri
modifiye edilerek yapildi. Elde edilen son slziintl icerisindeki
total genomik DNA &rnegdi PCR icin -20°C'de saklandi.

Toxoplasma gondii SAG1 Gen Primerleri ve PCR
PCR reaksiyonu icin asagidaki primerler kullanildi:

TGSAG1 F: (5-ATT AAG CTT ATG TTT CCG AAG GCA GTG-3")
TGSAGT R:(5"-ATT GAATTC TCA CGC GAC ACA AGC TG -3")

PCR reaksiyonu icin toplam 25 pl'lik kanisim hazirlandi: 12,5 pl
Master mix (SolisBioDyne FIREPol, Tartu, Estonya), 2 ul genomik
DNA, 1 pl TgSAGT F (20 pmol) ve Tul TgSAGT R (20 pmol) pri-
meri. 95°C de 5 dk.'lik 6n i1sitma sonrasi sirasiyla 94°C de 1 dk.de-
natlrasyon, 63°C de 1 dk. baglanma, 72°C de 1 dk. uzamadan
olusan 35 ddngu sonrasi 72°C'de 15 dk.’lik son uzama ile biten
PCR programi kullanildi. PCR Grind, etidyum bromidle boyanmig
%1.5'luk agaroz jelde yurituldi ve Gel Logic 212 Pro Jel gériin-

tileme cihaziyla gorintilendi (Carestream, Rochester, ABD).

PCR Uriiniiniin Saflagtirimasi

PCR GrGnlUnin saflastinimasi icin High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche, Berlin, Almanya) kullanildi. Kit prosedri
uygulanarak elde edilen 50 p saflagtinlmig PCR Grlnd klonlama
islemine kadar -20°C'de sakland.

SAG1 Geninin pJET1/2 Plazmidine Yerlestirilmesi

PCR Urininin klonlanmasinda CloneJET PCR Clonning Kit
(Thermo Scientific, Waltham, ABD) kullanildi. Klonlama reaksiyo-
nu 18 pl'lik karigim hazirlandi: 10 pl reaksiyon buffer, 1 pyl DNA
blunting enzim, 1 pl PCR Urind. Kangim 3-5 sn. vortekslenip
santrifiij edildikten sonra 70°C'de 5 dk. inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi kangim buzlu suya konuldu. Kangima Tyl pJET1.2/blunt
Cloning Vector (50ng/pl) (Sekil 3.1.) ve 1 ul T4 DNA Ligaz eklenip
20 pl'ye tamamlandi. Karnigim 3-5 sn. vortekslendi ve oda sicakli-
ginda 5 dk. bekletildikten sonra 5 pl'si transformasyon icin kulla-
nildi. Kalan klonlama reaksiyon triinii olarak -20°C’de sakland.

Rekombinant Plazmidin Kompetan E.coli Hiicrelerine
Transformasyonu

Transformasyon icin 5 pl'lik ligasyon GriinG, buzlu suda bekletilen
100 pl OneShot TOP10 Chemically Competent E. coli hicreleri-
ne (Invitrogen, Carlsbad, ABD) eklendi ve buzlu suda 30 dk.
inkibe edildi. Karnigim 42°C'de 1 dk. bekletildikten sonra tekrar
buzlu suya alinarak burada 1 dk. bekletilerek rekombinant plaz-
midin transformasyonu saglandi. Daha sonra Uzerine 37°C'ye
isitiimis 250 pl SOC sivi besiyeri eklendi. Elde edilen karigimi
37°C'de calkalayiciUzerinde 1.5saatinklbe edildi. Transformasyon
Grind LB kati besiyere ekilerek 37°C'de bir gece inkibasyona
birakildi. LB kati besiyerinde koloni gelisimi gdzlendikten sonra
besiyerdeki koloniler numaralandirilarak yeni bir besiyerine ekile-
rek aktarildi. Besiyeri 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

Klonlamanin Dogrulanmasi

Kati besi yerinde olusan kolonilerin rekombinant plazmidi icerip
icermedigini tespit etmek i¢in PCR Tarama yapildi. 10 koloninin
PCR Tarama igin her biri 5 pul Master mix (SolisBioDyneFIREPol,
Tartu, Estonya), 1 pyl T9SAG1 F ve 1 pl TgSAG1 R primeri iceren
10 PCR tlpU hazirlandi. Tupler numaralandinldiktan sonra LB kat:
besiyerinde Ureyen kolonilerden 10 tanesi secildi. Secilen koloni-
ler steril kirdanla alinarak tiplerdeki karigimlara bulastirildi.
Karigimlar distile su ile toplam 25 pl’ye tamamlandi. PCR sonrasi
elde edilen PCR rind, etidyum bromidle boyanmis %1,5luk
agaroz jelde yuritildd ve Gel Logic 212 Pro Jel goriintileme
cihaziyla gorintulendi. (Carestream, Rochester, ABD).

Miniprep ve PCR ile Dogrulama

Kolonilerdeki rekombinant plazmidin varligini dogrulamak icin
miniprep ve sonrasinda PCR yapildi. Bu amagla High Pure Plazmid
Isolation Kit (Roche, Berlin, Almanya) kullanildi. PCR Tarama ile
pozitif bulunan koloniler 5 ml'lik ampisilinli LB sivi besiyerlerine
ekilerek calkalayici Gzerinde 37°C’de bir gece inkibe edildi. Kit
protokoll sonrasinda rekombinant plazmid elde edildi.

Miniprep ile elde edilen rekombinant plazmid DNA, NanoDrop
2000c spektrofotometre (Thermo Scientific, Waltham, ABD) ile
él¢tldu. Miniprep ile elde edilen rekombinant plazmid DNA'nin
S'er pl'si alinarak etidyum bromidle boyanmis %1,5'luk agaroz
jelde yuratildi ve Gel Logic 212 Pro Jel gorintileme cihaziyla
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gorlntilendi (Carestream, Rochester, ABD).

Ayrica gorintilenen rekombinant plazmidlerin SAG1 genini ice-
rip icermedigini anlamak PCR yapildi. PCR kurulurken template
olarak miniprep ile elde edilen rekombinant plazmid kullanild.
PCR rlnd, etidyum bromidle boyanmis %1,5'luk agaroz jelde
yUritilda ve Gel Logic 212 Pro Jel gériintileme cihaziyla gériin-
tllendi (Carestream, Rochester, ABD).

Restriksiyon Enzim Deneyleri ile Dogrulama

Miniprep ile saflagtinlan rekombinant plazmid, restriksiyon enzim-
leri ile kesilerek klonlanan genin varligi dogrulandi. Bunun igin
pJET1.2/blunt plazmitini klonlama bélgesindeki iki farkli bolgeden
kesen Bglll (Promega, Fitchburg, ABD) enzimi kullanildi. Buzlu su
icerisinde, 0,5 ml'lik steril tipe, sira ile 16,3 pl steril de-iyonize su,
2ul 10X restriksiyon enzim buffer, 0,2ul BSA ve 1ul DNA eklendi.
Pipet yardimi ile kanstinldiktan sonra 0,5ul Bglll restriksiyon enzimi
eklendi. Hazirlanan toplam 20 pl'lik karngim 37°C’'de 4 saat inkibe
edildi. inkiibasyon sonrasi drinler etidyum bromidle boyanmis
%1,5'luk agaroz jelde yurtildi ve Gel Logic 212 Pro Jel gériinti-
leme cihaziyla gérintilendi (Carestream, Rochester, ABD).

DNA Dizi Analizi ile Dogrulama

Saflastirlan rekombinant plazmidlerdeki klonlanan genin
varligi ve dizisi, DNA dizi analizi ile dogrulandi. DNA dizi
analizi  i¢cin  pJET1.2 Forward Sequencing Primer,
(5'-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3'), pJET1.2 Reverse
Sequencing Primer, (5'-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3')
primerleri ve Bigdye Cycle Sequencing kit v3.1 (Applied
Biosystems, Carlsbad, ABD) kullanildi. Sonuglar otomatik DNA
dizi analiz cihazinda (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer,
Waltham, ABD) analiz edildi.

DNA dizi analizi sonuglar Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School
of Science Griffith University, Australia) programi ile incelendikten
sonra http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ internet adresinde yer alan
web tabanli BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) progra-
mina girildi. Calismadan elde edilen DNA dizisi GenBANK veri
tabanindaki mevcut Toxoplasma DNA dizileri ile kargilastirildi.

BULGULAR

SAG1T genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR sonra-
sinda 1010 baz ciftlik PCR Grini, %1.5'luk agaroz jelde 100 bg¢'lik
esliginde yuritilda ve gériuntilendi (Resim 1).

Elde edilen 1010 b¢'lik PCR Griint pJET1.2/blunt klonlama vek-
térine yerlestirildi. Ligasyon triini OneShot TOP10 Chemically
Competent E. coli kompetan hiicrelerine transforme edildi. Bir
gece inklbasyon sonrasi olusan koloniler tespit edildi (Resim 2).

Transformasyon sonrasi gézlenen kolonilerin rekombinant plaz-
midi icerip icermedigdini anlamak i¢in PCR-Tarama yapildi. Kati
besiyerinden secilen kolonilerin rekombinant plazmidi icerdigi
PCR Tarama ile 1010 baz ciftlik PCR Urinl gosterildi (Resim 3).

Rekombinant plazmid varligi tespit edilen koloniden miniprep
yapilarak rekombinant plazmidler saflastinldi. Rekombinant plazmi-
din klonlanan geni icerdigi PCR ile gosterildi. Miniprep ile saflasti-
rlan rekombinant plazmid, pjetTg-SAG1 olarak isimlendirildi.
Ayrica saflastinlan rekombinant plazmidler, Bglll restriksiyon enzim-
leri ile kesildi ve klonlanan genin varligi dogrulandi (Resim 4).

1000 bp

Resim 1. T. gondii 1010 bp uzunlugundaki PCR Grlinlnin
%1,5'luk agaroz jelde gérintilenmesi.

M;100 bp Ladder, 1; gDNA miktari Tul, 2; gDNA miktari 3pl, 3; gDNA miktar
5ul, 4; negatif kontrol

Resim 3. PCR Screening Urinleri.
M; 100 bp Ladder 1; negatif kontrol, 2; pozitif drnek
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Tablo 1. DNA dizi analizi ile elde edilen T. gondii SAG1 genine ait DNA dizisi

1 atgtcggtt tcgtgcacca cttcattatt tcttctggtt ttttgacgag tatgtttccg
61 aaggcagtga gacgcgcecegt cacggcaggg gtgtttgccg cgcccacact gatgtcgttc
121 ttgcgatgtg gcgttatggce atcggatccc cctettgttg ccaatcaagt tgtcacctgce
181 ccagataaaa aatcgacagc cgcggtcatt ctcacaccga cggagaacca cttcactctc
241 aagtgcccta aaacagcgct cacagagcct cccactcttg cgtactcacc caacaggcaa
301 atctgcccag cgggtactac aagtagctgt acatcaaagg ctgtaacatt gagctccttg
361 attcctgaag cagaagatag ctggtggacg ggggattctg ccagtctcga cacggcaggc
421 atcaaactca cagttccaat cgagaagttc cccgtgacaa cgcagacgtt tgtggtcggt
481 tgcatcaagg gagacgacgc acagagttgt atggtcacag tgacagtaca agccagagcc
541 tcatcggteg tcaataatgt cgcaaggtgc tcctacggtg cagacagcac tcttggtect
601 gtcaagttgt ctgcggaagg acccactaca atgaccctcg tgtgcgggaa agatggagtc
661 aaagttcctc aagacaacaa tcagtactgt tccgggacga cgctgactgg ttgcaacgag
721 aaatcgttca aagatatttt gccaaaatta actgagaacc cgtggcaggg taacgcttcg
781 agtgataagg gtgccacgct aacgatcaag aaggaagcat ttccagccga gtcaaaaagc
841 gtcattattg gatgcacagg gggatcgcct gagaagcatc actgtaccgt gaaactggag
901 tttgccgggg ctgcagggtc agcaaaatcg gtcgcgggaa cagccagtca cgtttccatt
961 tttgccatgg tgatcggact tattggctct atcgcagctt gtgtcgegtg a

3000 bp

Resim 4. Rekombinant plazmid Grunleri.
M.100 bp Ladder, 1; 1010b¢'lik pozitif T. gondii SAG1 PCR Urind, 2-5;
rekombinant plazmidten elde edilen PCR rlnleri

Klonlamanin dogrulugunu kesinlestirmek icin son olarak rekom-
binant plazmidin DNA dizi analizi yapilarak, klonlanan genin
DNA dizisi elde edildi (Tablo I).

TARTISMA

Toxoplasma gondii'nin hayat déngusu; takizoit, bradizoit ve spo-
rozoit olmak Uzere Ug¢ enfektif dénem icermektedir. SAG1 geni
takizoit dénemine spesifik bir antijendir. T. gondii antijenleri igeri-
sinde en iyi karakterize edilenlerden biri olan SAG1 yiksek dere-
cede korunmus bir gendir. SAG1 antijenine karsl viicutta hem
humoral hem de hiicresel immun cevap olugmaktadir. Bu nedenle;
SAG1, gerek parazitin tanisinda gerekse parazite karsi asl calisma-
larinda yodun olarak kullanilan bir antijen olmustur (3, 4).

Rekombinant SAG1 proteini insanlarda tani amaciyla ELISA'da
kullanilmig ve sensitivitenin %93,9 spesifitesinin ise %100 oldugu

bildirilmistir (5). ELISA'nin yani sira avidite testlerinde de rekom-
binant SAG1 proteini basari ile kullanilarak ticari kitler gelistiril-
mistir (6). SAG1 proteini, tani calismalarinda tek bagina kullanildi-
g1 gibi GRA1 ve GRA7 gibi rekombinant proteinlerle de kombine
edilerek kullanilmig ve olumlu sonuglar alinmistir (7, 8). SAG1
geni tani ¢calismalar diginda asi ¢alismalarinda da en 6nemli aday
molekil olarak kabul edilmistir. Glinimize kadar yapilan calis-
malarda SAG1 gen tabanli DNA asilarinin hem humoral hem de
hicresel cevabi uyardidi T. gondii'ye kargi kismi koruma sagladigi
gosterilmistir (9). SAG1 geni tek basina veya diger aday molekul-
lerle beraber kullanilarak T. gondii'ye karsi gelistirilecek asinin
etkinligi arttinlmaya cahsilmistir (10, 11, 12).

insanda T. gondii enfeksiyonu tanisinda bircok zorlukla karsilasil-
maktadir. Bu zorluklardan bir kismini tani testlerinin sensitivite ve
spesifitesinin distkligu olusturmaktadir. Bunun yaninda tani igin
degerlendirilecek 6rnegin idrar, kan, balgam, BOS gibi farkl
materyaller olmasi yeni zorluklar da kargimiza ¢ikarmaktadir. Bu
nedenle insan serum ve tikuriginde T. gondii spesifik IgG anti-
korlarini tespit edebilecek rekombinant SAG1 antijeni iceren
ELISA gelistirilmistir. Toxoplasmosisde immun hastalardan elde
edilen 49 serum &rnedi ve nonimmun kontrol grubundan elde
edilen 42 serum 6rnedi c¢alismada degerlendirilmistir.
Rekombinant SAG1 serum bazli ELISA'da IgG antikorlar %100
sensitif ve spesifik olarak bulunmustur (13).

Bircok tani testinde T. gondiii lizat ve tam hiicre antijenleri kulla-
nilirken bunun yerine MIC1-MAC1-SAG1'den olusan kimerik
proteinin tani amaciyla kullanilabilecedi belirtilmistir. Bu ¢aligma-
da Ug proteinin tamami yerine MIC1'in 25-182. aminoasitler arasi,
MAC1'in 30-220 aa arasi ve SAG1'in 49 ile 198'inci aa arasi 270
serum ornegini degerlendirmek icin kullanilmistir. Sonug olarak
insan serum oreklerinde T. gondii enfeksiyonunun tespiti igin
MIC1-MAC1-SAG1 kimerik antijeninin etkin ve Umit verici bir
aday olarak ticari testlerde kullanilabilecegi belirtilmistir (14).
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SAGT1 genini iceren multi-antijenik DNA asisinin IL-12 ile birlikte
verilmesinin T. gondii'ye karsi gl¢li, etkin ve uzun sureli koruma
sagladigi bildirilmistir (15).

SONUC

Bu calismada; T. gondii SAG1 geni elde edilmis ve klonlanmistir.
Klonlama sonrasi DNA dizi analizi yapilmisti. DNA dizi analiz
sonucunda kullanilan standart T. gondii susunda mutasyonlarin
olmadigi BLAST analizi ile tespit edilmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen SAG1 geni immun yaniti arttirmak amaciyla genetik ya da
genetik olmayan adjuvanlarla kombine edilerek gerek DNA asisi
gerekse protein asisi olarak kullanilabilecektir. Ayrica SAG1 geni-
ne ilaveten glicli humoral ve hicresel immun yanit olusturan T.
gondii'nin diger antijenleri de elde edilebilecektir. Bu antijenle-
rin SAG1 geni ile kombinasyonu sonrasinda DNA asisi ve rekom-
binant protein asilar olusturulabilecektir. SAG1 geni ve proteini-
ne eklenecek diger T. gondii gen ve proteinlerine ilaveten asi
protokollerine eklenecek genetik ve genetik olmayan adjuvan-
larla etkin bir agi olusturulmaya caligilabilecektir. Bu agilarin etkin-
ligi laboratuvar hayvan modellerinde akut ve kronik toxoplasmo-
sise kargl koruyuculugu hiicresel ve humoral immun yaniti uyar-
madaki yeterliligi acisindan test edilebilecektir. Diger taraftan,
as! yaninda ELISA ve avidite tani kitleri i¢in de klonlanan SAG1
geninin eksprese ettigi protein kullanilabilecektir.

Etik Komite Onayi: Bu calisma igin etik komite onayina gerek yoktur.
Hasta Onamu: Bu calisma igin hasta onamina gerek yoktur.
Hakem Degerlendirmesi: Dig Bagimsiz.
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