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Anaerobik Rumen Fungusu Caecomyces sp. GMLF12’nin Linoleat Izomeraz Enzim
Varhgimin Belirlenmesi
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OZET: Bu calismada anaerobik rumen fungusu Caecomyces sp. GMLF12’de linoleat izomeraz enziminin varhgi
aragtirtlmistir. Linoleat izomeraz enzimi linoleik asitin konjuge linoleik asite izomerizasyonunu saglamaktadir.
Farkli konsantrasyonlarda linoleik asit igeren besi ortamina inokule edilen Caecomyces sp. GMLF12 izolatinin
gelismedigi goriilmiistiir. Bunun {izerine glikozlu besi ortaminda gelistirilmis Caecomyces sp. GMLF12’nin kiiresel
rizoidleri enzim kaynagi olarak kullanilmigstir. Hiicreler, linoleik asit ile muamele edilmis ve belirli zaman
araliklarinda enzimatik reaksiyon durdurularak konjuge linoleik asit diizeyleri spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.
En yiiksek konjuge linoleik asit diizeyi 45. dakika sonunda 8.22 pg/ml olarak ol¢iilmiistir. Elde edilen sonuglar
Caecomyces sp. GMLF12’nin linoleat izomeraz enzimine sahip oldugu ve bu enzimin hiicre yilizeyinde bulundugunu
gostermistir.

Anahtar Sézciikler: Rumen, Caecomyces, Biyohidrojenasyon, Linoleat izomeraz, Konjuge Linoleik Asit

Determination of Linoleate Isomerase Enzyme Activity of Anaerobic Rumen Fungus Caecomyces sp.
GMLF12

ABSTRACT: In this study, the presence of linoleate isomerase enzyme was investigated in Caecomyces sp.
GMLF12. Linoleate isomerase enzyme enables the isomerisation of linoleic acid to conjugated linoleic acid.
Caecomyces sp. GMLF12 isolate was inoculated to different concentrations of linoleic acid-containing media, but
the fungi were not developed. Upon this, Caecomyces sp. GMLF12 was grown in glucose containing medium and
spherical rhizoids were used as enzyme source. Cells were treated with linoleic acid, and enzymatic reaction was
halted at given time intervals and CLA levels were measured by spectrophotometrically. The maximum CLA level
was measured as 8.22 pg/ml at 45. min. The results showed that Caecomyces sp. GMLF12 have linoleate isomerase
enzyme and this enzyme was found in cell surface.
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GIRIS nedeniyle siit ineklerinin KLA metabolizmasi tiim

Meradaki bitkisel materyalin yag kompozisyonu diinyada biiylik bir ilgi uyandirmistir (Kay ve ark.,
glikolipid ve fosfolipid seklindedir ve baslica doymamis  2004). KLA, dogal olarak pek ¢ok gida maddesinde
yag asitleri linolenik (Cig.;) ve linoleik (Cig,) asittir  bulunmasina ragmen esas kaynagi  ruminant
(Bauman ve ark., 1999). Rumende bitki materyallerinin  hayvanlardan elde edilmis siit ve et iiriinleridir (Chin ve
fermentasyonundan sonra ikinci biiylik transformasyon ark., 1992). KLA ile yapilan g¢aligmalar sonucunda
doymamis yag asitlerinin  biyohidrojenasyonudur  KLA’in antioksidant mekanizmalarinda yer aldigi (Ha
(Bauman ve ark., 2003). Linoleat izomeraz (EC 5.2.1.5), ve ark., 1990) ve kanser ile timér olusumunun
linoleik asitin (LA) cis-9, cis-12 ¢ift zincirli baglarim1  baslamasin1 da engelledigi bildirilmistir (Ip ve ark.,
konjuge forma doniistirmekle sorumlu bir enzimdir  1991). Ayrica viicuttaki yag oranm distirdiigii, kas
(Kepler ve Tove, 1967). Biyohidrojenasyon, iki adet ¢ift =~ miktarmi arttirdigt (Park ve ark., 1997), bagisiklik
bag iceren linoleik asitin Oncelikle izomerizasyona  sistemini kontrol ettigi (Cook ve ark., 1993), serum
ugratilarak konformasyonunun degistirilmesini daha  kolesteroliinii diislirdiigii (Yeung ve ark., 2000) ve
sonrada hidrojen ile doyurularak &nce vaksenik asit dolayisiyla atherosklerosis’i indirgedigi (Nicolosi ve
sonra da stearik asite doniistiiriilmesini kapsamaktadir  ark., 1997) rapor edilmistir.
(Harfoot ve Hazlewood, 1988). Konjuge linoleik asit Rumen bakterilerinin biyohidrojenasyondaki rolleri
(KLA) biyohidrojenasyon isleminin ara liriiniidiir ve ¢ift  iizerine pek ¢ok ¢aligma yapilsa da rumen funguslarinin
baglara sahip doymamuis bir yag olan linoleik asitin (cis-  biyohidrojenasyondaki rolleri ilk defa Nam ve
9, cis-12 Cig., LA) pozisyonel ve geometrik izomerleri ~ Garnsworthy (2007a) tarafindan bildirilmistir. Rumen
icin kullanilan genel bir ifadedir (Kim ve ark., 2001).  funguslarmin  gerceklestirdikleri  biyohidrojenasyon
KLA izomerleri icerisinde biyolojik olarak en aktif basamaklarinin Grup A rumen bakterileri tarafindan
olanlar «cis-9, trans-11-KLA ve trans-10, cis-12-  gerceklestirilen biyohidrojenasyon ile aym oldugu
KLA’dir (Lawson ve ark., 2001). Antikarsinojenik  goriilmiistiir. LA rumen funguslar1 tarafindan Once
etkisi olan cis-9, trans-11-KLA’in siitte bol bulunmasi
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KLA’ya sonrada VA’ya doniistirilmistir (Nam ve
Garnsworthy, 2007a). Ancak ¢oziilebilir karbonhidratlar

ile vitamin ve wugucu yag asitleri gibi biiyiime
faktorlerinin besi ortaminda arttirilmasi
biyohidrojenasyonu durdurmustur (Nam ve

Garnsworthy, 2007b). Ayrica farkli bir caligmada P.
communis M014’iin C,g doymamis yag asitlerinin toksik
etkisinden korunmak i¢in biyohidrojenasyon islemlerini
gergeklestirdigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2008).
Rumen funguslarinin KLA biyosentezi ile ilgili
bilgiler yeni olmakla beraber heniiz yeterli diizeyde
degildir. Bu konu ile ilgili daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci1 biyohidrojenasyon
isleminde iilkemizden izole edilmis rumen fungusu
Caecomyces sp. GMLF12 (Comlekcioglu ve ark.,
2008)’nin muhtemel rolii {izerine bir arastirma
yapmaktir. Bu kapsamda mikroorganizmalar {izerinde
toksik etkisi oldugu bilinen linoleik asitin rumen
fungusunun gelisimi iizerine etkisi incelenmistir. Ayrica
linoleik asitin biyohidrojenasyonu sirasinda ortaya ¢ikan
ve pek cok faydali etkisi oldugu diisiiniilen konjuge
linoleik asitin sentezinde gorev alan linoleat izomeraz

enziminin varligt  Caecomyces sp. GMLF12’de
aragtirtlmistir.
MATERYAL ve YONTEM

Mikroorganizma ve Kiiltiir Kosullar

Bu calismada kullanilan anaerobik rumen funguslari
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Zootekni Boliimii’nde yer alan “Anaerobik
Fungus Kiiltiir Koleksiyonu (Comlekcioglu ve ark.,
2008)"ndan temin edilmistir. Mikroorganizmalarin
gelistirildigi anaerobik besiyeri Orpin (1976)’e gore
hazirlanmistir. Besiyeri 150 ml/lt rumen sivisi, 6 g/lt
NaHCO;, 2.5 g/It maya 6ziitii, 10 g/t peptone, 1 g/It L-
sistein hidrokloriir, ve 1 mg/lt resazurin i¢ermektedir.
Besiyerinde kullanilan  mineral solusyonlar ayr
hazirlamigtir ve 150 ml/lt oraninda ilave edilmistir.
Mineral Solusyon I: %0.3 K,HPO,; Mineral Solution II:
%0.3 KH,PO,, %0.6 NaCl, %0.6 (NH4),SO,4, %0.06
CaCl,, ve 9%0.06 MgSO,, icermektedir. Besiyeri
igerisindeki oksijenin uzaklastirilmast amaciyla bir
yandan CO, ile muamele edilirken ayn1 zamanda
kaynama noktasina kadar 1sitilarak yine CO, (%99) gazi
altinda Hungate tiiplerine aktarilmis ve otoklav ile 121
°C’de 15 dk steril edilmistir.

Linoleik Asitin Misellestirilmesi

Linoleik asitin (Sigma) besiyerinde homojen olarak
dagilmasi i¢in 56 pl linoleik asit, %2’lik Tween 80 ile
karistirilarak 0.1 g/ml’lik stok solusyon hazirlanmistir.
Hazirlanan solusyon ileriki c¢aligmalarda kullanilmak
tizere — 20 °C’de saklanmistir (Kim ve ark., 2000).

Anaerobik  Funguslarin  Linoleik  Asit ile
Inkiibasyonu

Hazirlanan  misellestirilmis  stok linoleik  asit
solusyonundan igerisinde 10 ml glikozlu anaerobik besi
ortami bulunan Hungate tiiplerine CO, gaz akiminin
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altinda 10, 20, 40, 80, 100 ve 200 ul ilave edilmistir.
Tiiplere anaerobik glikozlu besi ortaminda yetismis
fungal kiiltlirlerden enjeksiyon yardimi ile inokulasyon
yapilmistir. Funguslar, anaerobik inkiibasyon kosullar
altinda gelisimleri takip edilmek iizere 3 giin siire ile 39
°C’de calkalamasiz inkiibatorde inkiibe edilmislerdir.

Anaerobik Uretiminin
Arastirtlmast

Glikozlu anaerobik besi ortaminda iretilmis 3
giinliik kiiltiir santriflij yoluyla hiicreleri ayrilmis ve %
0.85’1lik NaCl ile 2 defa yikanmugtir. Yikanmis hiicreler,
5 mg misellestirilmis linoleik asit igeren 1 ml 100 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 6.5) ile siispanse edilmis
ve calkalamali inkiibatorde 37 °C’de inkiibasyona
birakilmustir. 1nl<1'ibasy0n islemi 0, 2, 4, 5, 15, 30, 45 ve
60. dakikalarda sonlandirilarak KLA olusumunu
belirlemek i¢in lipit miktar1 tayini i¢in Ornekler
alinmustir.

Funguslarin  KLA

Lipit Ekstraksiyonu

Lipid ekstraksiyonu Bligh ve Dyer (1959)’a gore
yapilmstir. Buna gore her 1 ml drnek i¢in 3.75 ml
kloroform:metanol (1/2, v/v) eklenmis ve
vortekslenmistir. Daha sonra 1.25 ml kloroform daha
ilave edilerek, vorteks ile karigtirillmistir. Son olarak
1.25 ml saf su eklenerek tekrar vorteks ile
karigtirtlmisgtir. Tiipler 100 g’de 2 dk santrifiyj edilerek
fazlarin birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Alt faz
pastor pipeti yardimi ile toplanmis ve azot akimi ile
konsantre hale getirilmistir.

Lipitlerin hizli ekstraksiyonu i¢in ise orneklerin
lizerine Once 2 ml isopropanol eklenerek 30 sn
vortekslenmistir. Daha sonra lipitler hekzan ile ekstrakte
edilmis ve kisa bir santriftij ile fazlarin birbirinden
ayrilmas1 saglanmistir. Organik faz toplanarak azot
akimi altinda konsantre hale getirilmistir (Coakley ve
ark., 2003).

KLA’nin Spektrofotometrik Analizi

KLA’nin belirlenmesi i¢cin UV spektrum analiz
yontemi kullanilmistir. Ornekler 200 nm’den 350 nm’ye
kadar taranmis ve KLA’nin maksimum absorbans
verdigi dalga boyu belirlenmistir. Kalibrasyon i¢in 0.5,
2.5, 50 ve 10.0 pg/ml konsantrasyonlarda KLA

hekzanda ¢Oziinerek standartlar hazirlanmis ve
absorbanslari 233 nm’de Olgiilmiistiir. hazirlanan
standart egrisine gore her bir ornekteki KLA

konsantrasyonu hesaplanmistir (Wang ve ark., 2007).

BULGULAR ve TARTISMA

Linoleik asitin rumen funguslariin gelisimi {izerine
etkisini aragtirmak {izere kullanilan besi ortaminda
linoleik asitin homojen bir sekilde dagilmasini saglayan
Tween 80 (% 2, v/v) linoleik asiti misellestirmek icin
kullanilmistir. Tween 80 kullanilarak stok linoleik asit
solusyonu (30 mg/ml) hazirlanmistir. Bu  stok
solusyondan glikozlu anaerobik tiiplere anaerobik
sartlar altinda son linoleik asit konsantrasyonu 30, 60,
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120, 240, 300 ve 600 pg/ml olacak sekilde ilave
edilmistir. Kontrol gruplar1 olarak hig linoleik asit ilave
edilmemis besi ortami ve Tween 80’nin etkisinin
aragtirtlmasi i¢in Tween 80 solusyonundan (% 2, v/v)
100 ve 200 pl ilave edilmis besi ortamlar1 kullanilmistir.
Kiiresel rizoide sahip Caecomyces sp. GMLF12’nin taze
kiiltiirinden hazirlanan besi ortamlarina inokiile
edilmistir. Fungus gelisimi 3 giin boyunca mikroskop
altinda takip edilmistir. Inkiibasyon sonucunda
Caecomyces sp. GMLF12’nin gelisimi Cizelge 1’de
verilmigtir. Caecomyces sp. GMLF12’nin, linoleik asit
icermeyen ve sadece Tween 80 iceren kontrol besi
ortamlarinda  gelistigi, linoleik asit igeren besi
ortamlarinin hi¢ birisinde gelismedigi gorilmiistiir. Bu
durum linoleik asitin Caeomyces sp. GMLF12 iizerine
toksik bir etkisinin oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmustir.
Elde edilen sonuglara gore Caecomyces sp.
GMLF12 susunun ilk inokulasyon agamasinda ortamda
bulunan linoleik asite karst duyarli olduklar
gorilmektedir. Benzer sonu¢ Kim ve ark. (2008)
tarafindan da elde edilmis, linoleik ve linolenik asitin P.

communis ~ MO014’in  gelisimini  inhibe  ettigi
bildirilmigtir.  Orpin ve  Greenwood (1986) un
calismasinda ise linoleik asitin disiik

konsantrasyonlarinda (5 pg/ml) funguslarin ¢imlenme
oraninin  kontrol grubuna goére % 102, yiiksek
konsantrasyonda ise (50 pg/ml) % 19 oldugu
bildirilmistir. Ancak Nam ve Garnsworthy (2007a,
2007b)’nin yaptiklar1 ¢aligmada anaerobik fungusun
inokulasyonundan sonra 39 °C’de 24 saat inkiibasyonun
ardindan ortama ilave edilen 700 pM linoleik asite
ragmen fungal gelisim ve KLA olusumu gozlenmistir.
Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde baslangig
asamasinda linoleik asitin rumen funguslarinin
biliyimesini engellemesi, inokiile edilen fungus hiicre
sayisinin linoleik asiti detoksifiye etmesine yetmedigi
bu  nedenle yeni  hiicrelerin  olusamadigim
diisiindiirmektedir. Nam ve Garnsworthy (2007a,
2007b)’nin ¢aligmalarinda oldugu gibi gelisen kiiltiir ile
linoleik asitin bir araya gelmesi linoleik asitin hizli bir
sekilde donistiiriilmesine neden olmustur. Buna gore
rumen igerisine giren bilyllk miktarlardaki bitkisel
biyokiitlenin degradasyonu ile ortaya ¢ikan linoleik asit
ve linolenik asit rumen igerisinde o anda var olan rumen
mikroorganizmalar1  tarafindan hizli  bir sekilde
doniistirildigi boylelikle rumen
mikroorganizmalarinin gelisimi iizerine etki etmedigini
gostermektedir. Kim ve ark. (2000), Butyrivibrio
fibrisolvens A38’in besi ortaminda bulunan 15 pmol
linoleik asit konsantrasyonunda gelisemedigini ancak
gelisen koloni iizerine ilave edilen 10 kat fazla linoleik
asiti tolere edebildigini bildirmistir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda bakterilerin linoleat
izomeraz enziminin membran {izerinde bulundugu
bildirilmistir (Kim ve ark., 2000; Peng ve ark., 2007).
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Bu nedenle c¢esitli bakteriler ile yapilan ¢aligmalarda
enzim kaynagi olarak bakterilerin kendisi kullanilmis ve
yikanmis hiicreler ile elde edilen sonuglarin kiiltiir
ortaminda elde edilenden 10-100 kat daha iyi sonug
verdigi bildirilmistir (Ogawa ve ark. 2005). Ayrica
membran fraksiyonlarinin  linoleik asiti KLA’ya
doniistiirebilmesi, hiicreler Olse veya parcalansa bile
rumende linoleik asiti KLA’ya doniistiirmesine neden
olabilir (Kim ve ark., 2000). Buradan yola cikilarak
rumen funguslarimin linoleat izomeraz enziminin de
hiicre duvari {izerinde olabilecegi diisliniilmiis ve enzim
kaynagi olarak hiicrelerin kendisinin kullanilmasina
karar verilmigtir. Bu amagcla enzimatik reaksiyon
sirasinda homojenligin saglanmasi agisindan kiiresel
rizoidlere sahip Caecomyces sp. GMLF12 izolat1 tercih
edilmistir.

Linoleat izomeraz aktivitesi ortaya c¢ikan KLA
tespitinde spektrofotometrik yontem kullanilmistir.
KLA ve KLA’nin ekstrakte edilecegi hekzanin
spektrofotometrede 200 — 350 nm arasinda spektrumu
almmugtir (Sekil 1).

Spektrum sonucunda hekzanin bu dalga boylar1
arasinda absorbans olusturmadigi, KLA’nin ise 230
nm’de maksimum absorbans verdigi goriilmistiir. KLA,
233 nm’de maksimum diizeyde absorbans verdigi daha
onceki calismalarda bildirilmistir (Lin, 2006; Wang ve
ark., 2007). Olgiim sartlar1 belirlendikten sonra glikozlu
ortamda yetistirilen Caecomyces sp. GMLF12’nin
hiicreleri toplanarak yikanmistir. Linoleat izomeraz
enziminin oldukg¢a hizli oldugu ve 2 dk’dan sonra KLA
miktarinin diistiigii goriilmiistiir (Kim ve ark., 2000) bu

nedenle  reaksiyon  belli ~zaman  araliklarinda
durdurularak ~ konjuge  linoleik  asit  olusumu
incelenmistir.

Reaksiyon sivisindan lipit Oziitlemesi yapildiktan
sonra hekzan ile yag asitleri ekstrakte edilmistir. Hekzan
azot akimi ile ugurulduktan sonra yag asitleri esit
hacimde  hekzan ile ¢ozilmis ve  hemen
spektrofotometrede absorbans degerleri okunmustur.
Caecomyces sp. GMLF12 tarafindan sentezlenen KLA
diizeyleri Sekil 2°de gosterilmistir. Linoleik asitin 2.
dakikadan itibaren konjuge linoleik asite doniisiimiiniin
basladig1 goriilmektedir. {1k dort dakika icerisinde 0.404
pg/ml konjuge linoleik asitin olustugu 45. dakikaya
kadar 8.22 pg/ml’ye ulastig1 goriilmiistiir. Bakteriler ile
yapilan caligmalarda L. acidophilus®un 106.5 pg/ml
(Lin ve ark., 1999), Bifidobacterium breve NCFB
2258’in yaklasik 400 pg/ml (Coakley ve ark., 2003),
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’un ise 209
pg/ml (Lin, 2006) KLA sentezledigi bildirilmistir.
Caecomyces sp. GMLF12 KLA sentezi gerceklestirse
de KLA diizeyinin bakterilerin ¢ok altinda oldugu
goriilmektedir.
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Cizelge 1. Linoleik asit ve Tween 80’nin Caecomyces sp. GMLF12’nin geligimi {izerine etkisi.

Linoleik Asit Konsantrasyonlar: (ug/ml) Tween 80 (pl)
0 30 60 120 240 300 600 100 200
GMLF12 + - - - - - - + T

(+) Ureme gozlendi, (-) Ureme gozlenmedi

1
09
08
0,7

0,6

sln}

05
04

03 s

0,2
[
01 / @ ®
[4] @ (] ] [J [a] 2 [
0 o
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Wawelength (nm)

Well o4
Larrbda at Maxinmum 230,00

Sekil 1. KLA standartinin 200 — 350 nm arasindaki spektrumunun grafigi.
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Sekil 2. Caecomyces sp. GMLF12’nin linoleat izoremaz aktivitesi sonucunda ortaya ¢ikan ve belli zaman
araliklarinda dlgiilen KLA miktari.

Caecomyces sp. GMLF12’nin KLA sentezi 45. linoleik asitin doyurulmast islemi olup KLA bu
dakikadan sonra azalmis ve 60. dakikada KLA diizeyi  metabolik yolda ara iiriin olarak olusmaktadir. Bu
5.193 ug/ml’ye  gerilemistir.  Biyohidrojenasyon, nedenle belli bir zaman sonra KLA miktarinin azalmasi
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Caecomyces sp. GMLF12’nin biyohidrojenasyonun
ileriki asamalarini da gerceklestirebildigini
gostermektedir.

Rumen bakteriyel kiiltiiriine linoleik asit eklendigi
zaman  biyohidrojenasyon 100 dk.  igerisinde
tamamlanirken rumen funguslarinin biyohidrojenasyonu
ancak 24 saatte tamamladigi, hatta P. communis
MO014’iin tamamlayamadig bildirilmistir. Bunun nedeni
olarak rumen funguslarinin yasam dongiisiiniin uzun
olmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir. Anaerobik
funguslar, bakterilere gore bitkisel materyalin
sindiriminde daha etkili olduklarindan dolayr funguslar
genellikle bitkisel materyalde bulunan glikolipitlerin,
bakteriler ise konsantre halde bulunan trigliseritlerin
biyohidrojenasyonunda gorev alabilecegi bildirilmistir
(Nam ve Garnsworthy, 2007a; Kim ve ark., 2008).
Orpinomyces sp. F-14 oldukga yiiksek
biyohidrojenasyon aktivitesi gostermistir. Bu izolatin
bitki materyalini olduk¢a hizli degradasyona ugratmasi,
biyohidrojenasyonunda hizl bir sekilde
tamamlanmasina neden olabilir (Nam ve Garnsworthy,
2007a). Rumen funguslarinin biyohidrojenasyonu besi
ortamindaki glikoz ve sellobiyoz varliginda azaldigi,
linoleik asitin tam biyohidrojenasyonu ig¢in uygun
pH’nin 6.5, KLA sentezi i¢in ise 7.0 oldugu
belirlenmistir (Nam ve Garnsworthy, 2007b).

Rumendeki  biyohidrojenasyonun  biiyiikk  bir
boliimiinde bakterilerin sorumlu oldugu disiiniilse de
anaerobik  funguslarinda  bu  siirece  katkida
bulunabilecegi gosterilmistir. Ayrica KLA
izomerizasyonunda gorev alan bakterilerin ayni
zamanda seliilolitik 6zellikte olmasi dikkat ¢cekmektedir
(Fujimoto ve ark., 1993). inekler fibril orani yiiksek
besin ile beslendigi zaman siitteki KLA miktarinin
artmast rumendeki seliilolitik ve hemiseliilolitik
aktivitenin artmasi ile iligkili goriilmektedir (Kim ve
ark., 2000). Seliilolitik ve hemiseliilolitik aktiviteleri
olduk¢a yiikksek olan rumen funguslarmin KLA
sentezinde rollerinin olmasi sasirtict olmayacaktir.
Ancak heniiz anaerobik funguslarin KLA sentezindeki
metabolizmasinin detaylari, enzimlerin karakteristikleri,
gen organizasyonu acik degildir. Bu nedenle bu ilging
mikroorganizmalarin  biyohidrojenasyondaki rollerini
daha net ortaya koymak i¢in ayrintili caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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