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Ozet: Hyoscyamus reticulatus Solanacea ailesindendir ve iilkemizde alt1 tiirii
bulunmaktadir. Hyoscyamus tiirleri 6zellikle halk arasinda yaygin olarak kullanilan
skopolamin ve hiyosiyamin gibi tropan alkaloitleri kaynagidir. H. reticulatus
tohumundan soxhlet yontemi ile elde edilen etil alkol ekstresinin bazi Gram (-) ve
Gram (+) bakteri ve mayalara karsi antimikrobiyal aktivitesinin tespit edilmesi ve
H. reticulatus tohumunun plazma ve beyin numunelerinde TP53 ve Bcl-2 seviyeleri
Olciilerek apoptotik etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada 40 adet
Wistar albino cinsi disi sican her grupta 10 adet olacak sekilde 4 gruba ayrilds;
Kontrol (K), 125, 250, 500 mg/kg H. reticulatus ekstrakt gruplari. H. reticulatus
tohumu ekstraktinin Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pasteurella  multicoda,  Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteridis,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica bakterileri ve Candida albicans
mayasina karsi antimikrobiyal etkinliginin bulunmadig tespit edilmistir. HR250 ve
HR500 gruplarinin plazma érneklerinde TP53 seviyelerinin K grubuna gére énemli
diizeyde arttig1 tespit edildi (sirasiyla p<0,01, p<0,001). Ekstrakt uygulanan tiim
gruplarla K grubu karsilastirildiginda; ekstrakt uygulanan gruplarda plazma Bcl-2
seviyelerinin dnemli diizeyde azaldig1 belirlendi (p<0,001). Sonu¢ olarak; H.
reticulatus tohum ektraktinin antimikrobiyal etkisi olmadigi ve in vivo olarak farkl
dozlarda uygulanan ekstraktin beyin dokusunda olmasa da diger organ ve/veya
organlarda apoptozisi uyarabilecegini diisinmekteyiz.
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Abstract: Hyoscyamus reticulatus is from Solanacea famil and has six species in our
country. Hyoscyamus species are the source of tropan alkaloids, such as
scopolamine and hyoctiamine, which are commonly used in public. The aim of this
study was to determine the antimicrobial activity of ethyl alcohol extract obtained
from H. reticulatus seed by soxhlet method against some Gram (+) and Gram (-)
bacteria and yeasts and to determine apoptotic effect of H. reticulatus seed by
measuring TP53 and Bcl-2 levels in plasma and brain samples. 40 Wistar albino
female rats were divided into 4 groups in each group with 10 of them; Control (C),
125, 250, 500 mg / kg H. reticulatus extract groups. It was found that H. reticulatus
seed extract have no antimicrobial activity against Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pasteurella multicoda, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteridis, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica bacteria and Candida
albicans yeast. Plasma samples of HR250 and HR500 groups showed significant
increase in TP53 levels compared to group C (p <0.01, p <0.001, respectively).
Compared to all extract applied groups and group C; Plasma Bcl-2 levels
significantly decreased in extract groups (p <0.001). As a result; we suggest that H.
reticulatus seed extract does not have an antimicrobial effect and extracts applied
in different doses in vivo may stimulate apoptosis in other organ and / or organs,
although not in brain tissue.
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1. Giris
Hyoscyamus cinsi  Solanacea ailesindendir ve
tilkemizde Dagdagan, Gavur hashasi, Banotuy,

Bengildek, Deli bat bat, Berg, Benk, gibi isimlerle
taninir. Hyoscyamus cinsinin 6 tiiri mevcuttur (H.
albus L., H. aureus L., H. leptocalyx Stapf., H. niger L., H
pusillus L. ve H. reticulatus L.). H. reticulatus bitkisinin
tadr act olup kotii kokar, tiylli yapraklari vardir ve
kenarlari derin disli mor ¢igceklere sahiptir [1].

Hyoscyamus reticulatus L. Giineybati1 Asya, Misir, iran
ve Tiirkiye'deki en 6nemli sifali bitkilerden biridir
[2]. Hyoscyamus tiirleri 6zellikle halk arasinda yaygin
olarak kullanilan skopolamin ve hiyosiyamin gibi
tropan alkaloitleri kaynagidir, Hiyosiyamin ve
skopolaminin karmasik kimyasal formiilasyonu
nedeniyle, sentetik iiretimi ¢ok pahalidir ve bu
ylzden Solanaceae bitkilerinden elde edilir [3].
Tropane alkaloidleri, Solanaceae'nin sekonder
metabolitlerinin ayirt edici gruplarindan birini
olusturur ve bunlar iceren bir¢ok bitki, tibbi,
haliisinojenik ve zehirli 6zellikleri i¢cin uzun siiredir
kullanilmaktadir [4].

Iran’da yapilan bir arastirmada Hyoscyamus
reticulatus tohumlarinin diger bitki kisimlarindan
daha yiiksek miktarlarda hiyosiyamin icerdigi tespit
edilmistir [5]. Hyoscyamus reticulatus atropin,
hyosiyamin, skopolamin gibi tropan alkaloidleri
bulundurmaktadir ve bu alkoloidlerin antikolinerjik
etkisi vardir. Ayrica flavonoidler, fenolikler,
gliseridler, glikozitler, kumarinolignanlar, lignanlar,
saponinler, ve vitanolidler gibi alkaloid olmayan
sekonder metabolitler de icerir. Icerdikleri bu
alkoloidlerin analjezik, antikolinerjik, antispazmodik,
midriyatik, ve sedatif ozelliklerinden dolay1 yaygin
olarak kullanildigi ileri siiriilmektedir [4].

Son yillarda saghg destekleyici ve biitiinlestirici
alternatif bitkisel {irlinler ve bunlardan elde edilen
etken maddelerine karsi insanlarin ilgileri giin
gectikce artmaktadir. Bu ilgi hizli artmasina ragmen,
alternatif/geleneksel tibbin etkinligi, toksisitesi ve
mekanizmalar hakkinda sinirli sayida ¢alisma vardir.
Insanlarda zaman zaman bitkilerle zehirlenme
vakalar1 gorilmektedir. Kirsal kesimde insanlar
bazen taze sebze bulma agisindan zorluk
cektiklerinden cogu zaman dogadan topladiklarn
bitkileri yerler.

Banotunun kok ve yapraklarinin tadi salataliga
benzemektedir ve bu cocuklari cezbeder. Van ve
Erzincan’da banotunun taze siirgiinlerini marula
benzettigi icin yiyen iki kisinin zehirlenmesi buna bir
ornektir. Ayrica Dogu Anadolu bélgesinde banotu
zehirlenmelerine sik rastlanmaktadir [6, 7]. Baska bir
tiiri olan Hyoscyamus niger’in taze siirgiinlerinin, kok
ve tohumlarinin yenilmesi sonucu halisiilasyon
gorme, bulanik goérme, kalp ritminde artis gibi
belirtiler goriilmekte olup 6liimle de sonuc¢lanabildigi
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bildirilmektedir [5, 8-10]. Yine aynmi seklide, 71
yasinda bronsiyal astim hastasi bir kisi, banotu
yapraklarinin astima iyi geldigini duydugundan
banotu yapragi cayr i¢gmis; iki saat sonra agiz
kurulugu, ¢arpinti, gébrme ve konusma bozuklugu gibi
belirtiler ortaya ¢iktigindan hastaneye bagvurmustur
[11]. Hyoscyamus bitkileri hiposiyamin (atropin) ve
skopolamin i¢in dogal bir kaynaktir. Her iki alkaloid
de parasempatik sinir sistemi iizerindeki baskilayici
aktiviteleri nedeniyle tibbi 6neme sahiptir [12].

Ayrica Anadolu koéylerinde bazi koy gengleri
tarafindan H. niger ve H. reticulatus tohum ve
yapraklarinin  haliisinojik  etkileri  nedeniyle
kullanildig;; bu nedenle 6zellikle tohumlarinin,
zehirlenmelere neden oldugunu bildirilmistir [13,
14]. Zehirlenmeler ¢ogu doku ve organda apoptozu

tetiklemekte olup, apoptozis intrinsik
mekanizmalarinda  karsimiza Bcl-2 ve TP53
parametreleri cikmaktadir. Bcl-2 ailesinin

proapoptotik (Bax, Bak, Bid, BclXs, Bim, Puma, Noxa)
ve antiapoptotik (Bcl-XL, Bcl-w, Bcl-2, BFL-1/A1, Mcl-
1) flyelerden olustugu belirtilmektedir [15, 16].
Proapoptotik iyelerin sitokrom-c ve apoptoz
indiikleyici faktér saliniminmi arttirarak apoptozu
indiikledigi, antiapoptotik tyelerin ise ozellikle
kalsiyum iyon transportunu diizenledigi ve sitokrom-
c ile apoptoz indiikleyici faktor salinimini inhibe
ederek apoptozu engelledigi ifade edilmektedir [17,
18]. P53’ln ya da diger adiyla tiimor protein 53’iin
(TP53) ise transkripsiyonel bir faktér oldugu
hiicresel stres ve DNA'nin tamir edilemeyecek kadar
zarar gordiigi durumlarda apoptozu uyardigi ileri
stiriilmektedir [19].

Glntimiizde hem zehirlenmelere sebep olan hem de
tedavi amaciyla kullanilan bu bitkinin yaprak
ekstrelerinin antioksidan ve antimikrobiyal etkileri
incelenmistir, fakat etken maddelerinin daha yogun
olmasinin beklendigi tohumlarin antimikrobiyal ve in
vivo calismalar1 yeteri kadar mevcut degildir. Bu
calisma ile tilkemizde bol oranda yetisen ve toksik
etkileri de oldugu belirtilen H. reticulatus
tohumundan soxhlet yontemi ile elde edilen etil alkol
ekstresinin mikroorganizmalar iizerinde de bir etkisi
olup olmadigini anlamak amaci ile; bazi Gram (+) ve
Gram (-) bakteri ve mayalara karsi antimikrobiyal

aktivitesinin tespit edilmesi ve H. reticulatus
bitkisinin  sinir  sistemi {izerindeki etkisini
gozlemleyebilmek  icin  plazma ve  beyin

numunelerinde TP53 ve Bcl-2 seviyeleri 6lciilerek
apoptotik etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal ve metot alt bashg

Deneylerde kullanilan H. reticulatus tohumlar Kars
llinden temin edilmis olup, tohumlar gélgede

kurutulduktan sonra dgiitiilerek analizde kullanilmak
icin ince toz haline getirilmistir. 25 gram tohum 500
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mL etanolde 2 saat boyunca Soxhlet cihazinda ekstre
edildi. Elde edilen ekstre 50°C’de indirgenmis basing
altinda etanol buharlastirilarak 2,66 gr ekstrakt elde
edildi.

2.2. Deney protokolii

Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 2017-64 revizyonu 2019-058 say1li onay1
ile Kafkas Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen 40 adet
Wistar albino cinsi disi sican her grupta 10 adet
olacak sekilde asagidaki gibi 4 gruba ayrildi.

1. Kontrol Grubu-K (n:10): Oral olarak serum
fizyolojik,

2. 125 mg/kg H. reticulatus ekstrakt grubu-HR125
(n:10): Oral olarak 125 mg/kg H. reticulatus tohum
ekstrakti,

3. 250 mg/kg H. reticulatus ekstrakt grubu-HR250
(n:10): Oral olarak 250 mg/kg H. reticulatus tohum
ekstrakti,

4. 500 mg/kg H. reticulatus ekstrat grubu-HR500
(n:10): Oral olarak 500 mg/kg H. reticulatus tohum
ekstrakti uyguland.

Kontrol grubu ile ekstrakt uygulanan gruplar
arasinda oral uygulamaya bagh olusabilecek stresi
minimize edebilmek icin kontrol grubuna da oral
yolla serum fizyolojik uygulandi. Yedi giin sonunda
0,4 ml/kg sodyum pentobarbital anestezisi altindaki
hayvanlardan intrakardiyak olarak antikoagiilanl
tiiplere kan, servikal dislokasyonu takiben de beyin
doku ornekleri alindi. Alinan doku 6rnekleri serum
fizyolojikte yikandiktan sonra analizlere kadar -20
°C’de saklandi. Beyin ve plazma numunelerinde ticari
ELIZA Kkitleri kullamlarak Bcl-2 ve TP53 seviyeleri
belirlendi (Elabscience, USA).

2.3. Antimikrobiyal analizler

H. reticulatus tohum ekstraktinin antimikrobiyal
etkilerinin belirlenmesi amaciyla Bacillus subtilis
(ATCC 6633) Escherichia coli (ATCC-25922),
Klebsiella pneumoniae (ATCC-4352), Pasteurella
multocida (ATCC-12945), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC-27853), Salmonella enteridis (ATCC 13076),
Staphylococcus  aureus  (ATCC-6538), Yersinia
enterocolitica (ATCC-27729) bakterileri standart
suslar1 Candida albicans (ATCC 10231) mayasi
kullanilmistir.

2.4. Antimikrobiyal analizler

Antibakteriyel aktivite tayini icin disk difiizyon
yontemi kullanilmistir [20, 21]. Bakteri suslar1 stok
kiltiirlerden ayri ayr1 5 ml nutrient brothda siispanse
edilerek, 2-5 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir.
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Bu silire sonunda bakteri maya siispansiyonu 0,5
McFarland standardina goére ayarlandiktan sonra
icinde Mueller Hinton agarl ortama 100’er pL ekim
yapilmistir. Steril ekiivyon, petri kabina 3 ayr yonde
sliriilerek sik araliklarla tarama seklinde inokiile
edilmis ve tim petri plaklar1 bundan sonra 5-20
dakika siire ile oda 1sisinda kurumaya birakilmistir.
Siire sonunda agar tlzerine H. reticulatus tohum
ekstraktindan 50 pL emdirilmis 5 mm g¢apindaki
antibiyotik diskleri yerlestirilmis ve bakteriler
36°C’'de 24 saat, maya ise 30°C’'de 48 saat
inklibasyona birakilmistir. Siire sonunda inhibisyon
zon ¢aplar1 degerlendirilmistir. Ayni zamanda
¢oziiclimiiz olan su ve alkol de ayni besiyerine ekim
yapilarak inhibisyon olup olmadigina bakilmistir.

2.5. Tiip diliisyon yéntemi

H. reticulatus tohum ekstrakti sivi besiyerinde iki kat
azalan oranlarda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16)
sulandirmalar1 yapilmis ve mikroorganizmalarin
standart bir inokiillumu (1x10¢ CFU / ml) hazirlanip
her bir tiipe 100’er pL ekim yapilmistir. Uremenin
kontrolii olarak ekstrakt icermeyen bir tiipe de
mikroorganizmalar ayni miktarda inokiile edilmistir.
Besiyerleri 36°C'de 24 saatlik inkiibasyon sonunda
tiip besiyerleri bulaniklik yoniinden incelenmistir.
Gozle  gorinir  bir  bulanikligin  olmadigl
mikroorganizmalarin liremesini 6nleyen en diistik
ekstrakt konsantrasyonu arastirilmistir [22].

2.6. Biyokimyasal Analizler i¢cin Numunelerin
Hazirlanmasi

Beyin ve plazma numunelerinde ticari ELIZA
kitlerindeki prosediire uygun olarak Bcl-2 ve TP53
seviyeleri belirlendi. Kan numuneleri antikoagiilanl
(EDTA’h) tiiplere alindiktan sonra 30 dakika icinde
1000 x g'de 4°C de 15 dakika boyunca santrifijj
edilerek plazma numuneleri elde edildi. Beyin doku
homojenizatlar1  hazirlanirken  oncelikle  doku
lizerinde Kkalabilen hemolize kan sonuclar
etkileyebilecegi icin soguk PBS (0.01 M, pH = 7.4) ile
durulandi. Beyin dokusu ¢alisilirken spesifik bir bolge
calisilmamis olup bitiin beyin dokular: tartiip PBS
ile 1:9 oraninda sulandirilarak homojenize edildi.
Homojenizatlar daha sonra siipernatanti elde etmek
icin 5000 x g'de 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra
hem plazma numuneleri hem de siipernatantlarda kit
prosediiriine uygun olarak analizler gerceklestirildi.

2.7. istatistiksel analizler

Antimikrobiyal aktivite denemeleri en az 3 tekrarl
olacak sekilde gerceklestirilmistir ve her bir bulgu 2
tekrardan olusmustur. Tek-Yonlii Varyans Analizi
(One Way ANOVA) ile veriler degerlendirilmistir.
Istatistiksel acidan p <0,05 olan degerler anlamh
kabul edilir. SPSS programi (standart versiyon 18) ile
istatistiksel analizler gerceklestirilmistir.



P. Akbas vd. / Hyoscyamus reticulatus L. Tohum Ekstraktinin Antimikrobiyal ve Apoptotik Etkinliginin Arastirilmasi

3. Bulgular

H. reticulatus tohum ekstraktinin disk diflizyon
teknigi ile elde edilen antimikrobiyal test sonuclari
Tablo 1'de ve tip diliisyon yontemi ile farkh
konsantrasyonlardaki antimikrobiyal etkinligi Tablo
2’de verilmistir.

Tablo 1. H. reticulatus tohum ekstraktinin kat1 besiyerinde
test mikroorganizmalar1 ¢evresinde olusturdugu zon
caplar.

Kat1 besiyerinde inhibisyon
Zonlar1 (mm)
Test mikroorganizmalari Ekstrakt Etanol
Escherichia coli - -
Klebsiella pneumoniae - -
Pasteurella multocida - -
Pseudomonas aeruginosa - -
Staphylococcus aureus - -
Yersinia enterocolitica - -
Salmonella enteridis - -
Bacillus subtilis - -
Candida albicans - -

Tablo 2. H. reticulatus tohum ekstraktinin tiip
yontemiyle antimikrobiyal etkinligi.

diliisyon

Tiip Diliisyon Yontemi
(Konsantrasyon Oranlar -
Ureme Durumu)

Test mikroorganizmalarnt 1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

Escherichia coli - - - - - -
Klebsiella pneumoniae - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - - -
Staphylococcus aureus - - - - - -
Yersinia enterocolitica - - - - - -
Salmonella enteridis - - - - - -
Bacillus subtilis - - - - - -
Candida albicans - - - - - -

Plazma ve beyin dokularindaki TP53 wve Bcl-2

seviyelerindeki = degisimler ise  Sekil 1'de
gosterilmistir.
Plazma TPS3 Beyin TP53
3 ¢ :ﬂ a ? a a

K HR125 HR250 HRS500 K

Plazma Bcl-2

0® ‘i
HRS500 K

HR125 HR250

HR300

Sekil 1. Farkl dozlarda uygulanan H. reticulatus etanol
ekstraktinin plazma ve beyin TP53 ve Bcl-2 diizeyleri
lizerine etkileri, ortalama * SD, n:10, a-b, a-c, ab-c p<0,001,
b-c p<0,01
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Tablolardaki  sonuglar  ¢alismada  kullanilan
Hyoscyamus reticulatus tohumunun etanol
ekstraktinin tiip diliisyon ve disk diflizyon teknigine
gore  antimikrobiyal etkisinin = bulunmadigini
gostermektedir.

Plazma TP53 seviyelerinde HR250 ve HR500
gruplarinda K grubuna gore 6nemli diizeyde artis
oldugu belirlendi (sirasiyla p<0,01, p<0,001). Hem
HR125 hem de HR250 gruplan ile HR500 grubu
kiyaslandiginda ise bu parametre seviyelerinin
HR500 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yiikseldigi tespit edildi (sirasiyla p<0,001,
p<0,01). Ayrica HR125 grubunda plazma TP53
seviyelerinin hem K grubuna hem de HR250 grubuna
benzer oldugu aralarinda istatistiksel ©nemlilik
olmadigi gozlemlendi. Plazma Bcl-2 seviyeleri
degerlendirildiginde ise ekstrakt uygulanan tim
gruplarda K grubuna gore istatistiksel olarak anlamh
azalislarin oldugu tespit edildi (p<0,001). K ve farkh
dozlarda ekstrakt uygulanan gruplarin beyin dokusu
homojenizatlarinda TP53 ve Bcl-2 seviyelerindeki
degisimler degerlendirildiginde ise aralarinda
istatistiksel anlamliligin olmadig: tespit edildi.

4. Tartisma ve Sonug

Elde edilen sonuglar, c¢alismada kullanilan H.
reticulatus tohumunun etanol ekstraktinin
antibakteriyel etkisinin bulunmadigini

gostermektedir. Ancak Chalabian ve arkadaslar1 H.
reticulatus ve H. niger'in ¢icek govde ve koklerinden
elde  ettikleri alkaloit ekstraktlarin  giicli
antimikrobial etkisi oldugunu rapor etmislerdir [23].
Bazzaz ve Haririzadeh yaptiklar1t c¢alismada, H.
reticulatus bitkisinin toprak dstii kisimlarinin
metanol ekstraktinin antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugunu belirtmistir [24]. Calismalar arasindaki bu
degiskenligin uygulanan ekstraksiyon yontemlerinin
farkli olmasi, coziciilerin hatta bitkinin yetistigi
ortamdaki topragin yapisi, 1s1, 1sik, rakim ve
topraktaki azot icerigi gibi dis etkenlerin farkh
olmasindan veya etil alkoliin bu bitki icin uygun bir
coziicli olmamasindan dolay1 olustugu
disiiniilmektedir. Yiicel ve Yilmaz'da yaptiklar
calismada; bir bolgedeki farkli arazilerde yetisen
Hyoscyamus tiirlerindeki alkaloit diizeylerinin farkh
olabilecegini belirtmislerdir [25]. Topragin yapisi,
rakim, 1s1k, 1s1, herbisit uygulamalar1 ve topraktaki
azot icerigi gibi dis etkenlere bagli olarak alkaloitlerin
sentezi degisebilir. Tropan alkaloitlerinin
sentezlenmesi ve topragin pH’si arasinda negatif bir
etkilesim oldugu, fosfor, azot, kalsiyum ve potasyum
gibi elementlerin varliginda ise bu alkaloitlerin
sentezin arttig1 bildirilmistir [26-28].

Yapilan ¢alismada beyin dokusunda TP53 ve Bcl-2
seviyelerinde degisim meydana gelmemis olup ancak
plazma seviyelerinde ekstrakt gruplarinda doza bagh
olarak PT53 seviyelerinde artis, Bcl-2 seviyelerinde
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ise azalma oldugu tespit edildi. P53’lin iki ana
apoptotik yoldan genis bir sinyal agini uyardig:
bilinmekte olup, ekstrinsik yolakta kaspaz kaskadinin
aktivasyonunu tetikledigi, intrinsik mitokondriyal
yolakta ise Bcl-2 ailesindeki proapoptotik tiyelerin
(Bax, Apaf-1, Fas) tiretimini arttirdigl, antiapoptotik
tiyelerin tretimini (Bcl-2, Bcl-xL) ise baskilayarak ve
apoptozun olusumunu destekledigi ileri
strilmektedir [18, 29]. Yapilan ¢alismada H.
reticulatus tohum ekstraktinin beyin dokusunu
etkilememesinin  sebepleri  arasinda  verilen
ekstraktin dozlarinin ve uygulama siirenin etkili
olabilecegini, plazma seviyelerinde meydana gelen bu
degisimler degerlendirildiginde ise diger organ

ve/veya organlarda apoptozisi uyardigini
diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak yapilan c¢alismada H. reticulatus
tohumunun etanol ekstraktinin antimikrobiyal

etkinliginin olmadig1 ¢alismanin in vivo basamaginda
ise farkli dozlarda uygulanan bitki ekstraktinin beyin
dokusunda olmasa da diger organ ve/veya
organlarda  apoptozisi  uyarabilecegi = plazma
numunelerindeki degisimlerle belirlenmistir. Ancak
daha sonraki ¢alismalarda bitki ekstraktinin farkh
organ ve/veya organlar lzerinde etkinliginin daha
detayl arastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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