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Ozet: Naringenin, insan sagligi tizerinde biyoaktif bir etkiye sahip olup, greyfurtta baskin bulunan dogal bir flavonondur. Bu
calismada ratlarda sisplatin ile olusturulan nefrotoksisite Gzerine naringenin’in bobrek dokusundaki bazi biyokimyasal
parametreler (izerine etkileri arastirildi. Bu ¢alismada, 35 adet 2 aylik wistar albino ratlar kullanildi. Ratlar rastgele her
grupta 7 rat olacak sekilde 5 gruba ayrildi. 1.grup (Kontrol) %1’lik DMSO i.p, 2.grup (Cis), tek doz sisplatin., 7 mg/kg / i.p,
3.grup (NGyg) naringenin, 20 mg/kg/10 giin /i.p, 4.grup, (Cis+NG,, ) tekdoz sisplatin 7 mg/kg/ i.p + 20 mg/kg/10 giin./i.p
naringenin, 5.grup (Cis+NG,) tek doz sisplatin 7 mg/kg/ i.p + 40 mg/kg/10 giin./i.p naringenin on giin boyunca uyguland..
Galisma sonunda ratlardan alinan bébrek dokusundan biyokimyasal analizler yapildi. Sisplatin grubunda boébrek TOS, OSI,
MDA, AOPP, 8-OHdG ve NRF-2 dizeyleri kontrol grubuna goére artarken (P<0.05), bébrek TAS ve GSH (P<0.05) duzeyleri
anlamh olarak azaldi. Sisplatinin ratlarda olusturdugu nefrotoksisiteyi, naringenin’in anlamli olarak azalttigindan dolayi,
sisplatin'e bagli nefrotoksisitenin naringenin ile kontrol edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Naringenin, DNA hasari, NRF-2, TAS, TOS.

Investigation of the Protective Effect of Naringenin on the Cisplatin-Induced Nephrotoxicity in Rats

Abstract: Naringenin which have a bioactive effect on human health is a natural flavonone predominantly found in
grapefruit. In this study, the effects of naringenin on some biochemical parameters in renal tissue in cisplatin-induced
nephrotoxicity case were investigated in rats. In this study 35 Wistar albino rats, aged 2 months were used. Rats were
randomly divided into 5 groups each consisted of 7 rats,; 1.group (control) 1 % DMSO i.p, 2.group (Cis), one dose cisplatin.,
7 mg/kg/ i.p, 3.group (NG20) naringenin, 20 mg/kg/ day /i.p, 4.group, (Cis+NG,, ) one dose cisplatin 7 mg/kg/ i.p + 20
mg/kg/day./i.p naringenin, 5.group (Cis+NG,) one dose cisplatin 7 mg/kg/ i.p + 40 mg/kg/day./i.p naringenin were
administered for ten days. At the end of the study biochemical analyses were made on samples of kidney tissues. Kidney
tissue levels of TOS, OSI, MDA, AOPP, 8-OHdG ve NRF-2 were increased (P<0.05) and TAS and GSH levels (P<0.05) were
decreased significantly in cisplatin group (2. group) compared with control group. As naringenin significantly reduced
nephrotoxicity in cisplatin-induced rats and nephrotoxicity could be controlled with naringenin.

Keywords: Naringenin, DNA damage, NRF-2, TAS, TOS.

Giris

Sisplatin, kati timorlerin pekcok c¢esidinde
kullanilabilen, etkin bir kemoterapik ajan olmasina

analoglarinin Uretilmesi ve sisplatin kullanimiyla
beraber  antioksidan maddeler  kullanilarak
karsin, basta  nefrotoksisite  olmak (zere sisplatinin neden oldugu yan etkilerin azaltilmasi
hepatotoksisite gibi doz bagimli belirgin yan etkileri icin c¢esitli calismalar yapilmaktadir. Bu amagla
klinik kullanimini kisitlamaktadir (Wang ve ark., degisik antioksidan ve anti-enflamatuvar
2017). Sisplatin ile yapilan in vivo ve in vitro maddelerin sisplatin toksisitesine karsi koruyucu

calismalarla bu ajanin serbest radikalleri artirarak,
lipit, protein ve DNA hasarina neden oldugu ve
oksidatif hasara karsi dokulari koruyan antioksidan
enzimlerin aktivitesinin azalmasina neden oldugu
tespit edilmistir. Bu ylzden sisplatinin neden oldugu
cesitli toksisitenin, serbest radikaller veya reaktif
oksijen tirleri ile ilgili oldugunu gostermektedir
(Coskun ve ark., 2013; Topcu ve ark., 2016).
GilnlUmuzde kanser tedavisinde sisplatinin
vazgecilmez etkin bir kemoterapik ajan olmasindan
dolayi, daha etkin ve daha az toksik olan sisplatin

etkileri incelenmistir. Yapilan arastirmalarda isirgan
otu, L-Karnitin ve naringenin-oximegibi
antioksidanlarin  koruyucu etki gosterdigi tespit
edilmistir (Ozkol ve ark., 2012; Coskun ve ark., 2013;
Koyuncu ve ark., 2017)

Naringenin; greyfurt kabugundan izole edilen
bir fenolik bilesik olup (Kawaii ve ark., 1999), yapilan
bircok in-vitro c¢alisma sonucunda etkili bir
antioksidan oldugu, yapilan in-vivo ¢alismalarda ise
lipit peroksidasyon olusumunu azalttigi, antioksidan
enzim aktivitesini artirdigi tespit edilmistir (Arul ve
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ark., 2013; Raza ve ark., 2013). Bu c¢alisma
naringenin'in; sisplatinin bobrek dokusunda serbest
radikal artis1 gostergesi olan TOS, NRF-2 gibi oksidan
parametreler ve DNA hasari Uzerindeki etkileri
incelenerek bobrek hasar Uzerine olasi koruyucu
etkilerini degerlendirmeyi amacladik.

Materyal ve Metot

1. Deney hayvanlann ve Deneysel ilag
Uygulamalari: Calisma icin kullanilan ratlar DOLL-
VET Arastirma Merkezi tarafindan saglanmis olup
2014/66 sayili yazi ile gereken etik kurul belgesi ile
onaylanmistir. Calisma 35 adet Wistar albino ratlar
(8 haftalik yasta, 200-250 g agirliginda) ile yapildi.
Ratlar standart laboratuar kosullarinda (12 saat isik,
12 saat karanlik ve 25+3 °C) tutularak standart ticari
pelet yem ile beslendi. Yem ve su ad libitum verildi.
Calismada; 1.grup (kontrol) %1’lik DMSO i.p, 2.grup
(Cis), tekdoz sisplatin., 7 mg/kg/ i.p, 3.grup (NGy)
naringenin, 20 mg/kg/10 gun/i.p, 4.grup, (Cis+NGy )
tekdoz sisplatin 7 mg/kg/ i.p + 20 mg/kg/10 gun./i.p
naringenin, 5.grup (Cis+NG,,) tek doz sisplatin 7
mg/kg/ i.p + 40 mg/kg/10 gin./i.p naringenin on
glin boyunca uygulandi.

2. Bobrek dokularinin alinmasi ve
homojenatlarinin hazirlanmasi: Calisma sonucunda
ratlardan alinan bdbrek ve kan dokusunda
biyokimyasal analizler yapildi. Alinan kan tilplere
aktarilarak, 3000 rpm’de, +4 °C’'de 10 dk santrifij
edilerek serumlari ayrildi. Bobrek dokulari soguk
PBS tampon ile yikandiktan sonra, analiz yapilincaya
kadar -80 ° C'de tutuldu. Ratlardan alinan bdbrek
dokulari 1/10 oraninda pH 7.4, 0.1 M, fosfat
tamponu ile buz icerisinde homojenize edilerek
1800xg’de santrifij edildi. Elde edilen sonra
sUipernatantlar analizler icin kullanildi.

3. Biyokimyasal Analizler: Lipid
peroksidasyonunun son Urlinii olan malondialdehit
(MDA) diizeyi serum o6rneklerinde Ohkawa ve ark.
(Ohkawa ve ark., 1979) gelistirdikleri metot kismen
modifiye edilerek yapildi. Bu yontemin prensibi
MDA'nin TBA ile reaksiyona girerek 535 nm
eksitasyon ve 550 emisyon nm’lerinde maksimum
absorbans veren renkli bir kompleks olusturmasi
esasina dayanir. ileri Oksidasyon Protein Uriinleri
(AOPP) duzeyleri, Witko-Sarsat ve ark.’nin (Witko
ve ark.,, 1992) tanmimladigi spektrofotometrik
yontemle incelendi. Elde edilen homojenat (izerine
200 pl K1 eklendi ve 2 dakika karanlikta oda isisinda
bekletildikten sonra Uzerine asetik asit eklenerek

ornekler iyice karistirilip, olusan reaksiyon 340 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lgilda.
GSH analizi Ozkol ve ark.’in (Ozkol ve ark., 2015)
yontemine gore yapildi. Total oksidan kapasite
(TAS) olglimi ticari kit (Rel Assay, Gaziantep
/Turkiye) kullanilarak 6lguldi. Total antioksidan
kapasite (TAS) olglim( ticari kit (Rel Assay,
Gaziantep /Turkiye) ile yapildi. Total oksidan seviye
(TOS) / Total antioksidan seviye (TAS) seklinde
bolinerek  oksidatif  stres indeksi (0si)
hesaplanarak, AU (Arbitrary Unit) olarak ifade
edildi. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG)'nin
kantifikasyonu OxiSelect Oxidative DNA Damage
ELISA Kiti (Cell Biolabs, San Diego, CA) kullanilarak
yapildi. NRF2 'nin kantifikasyonu ELISA Kit (Cusabio,
San Diego, CA) protokoli uygulanarak analiz
yapildi. Kan Gre (BUN) ve kreatinin (CRE) seviyesi
biyokimya otoanalizérii (Beckman Coulter AU680
analyzer) ile yapildi.

4. istatistiksel Analizler: Veriler ortalama
degerler (X*SD) olarak verildi. Grup arasindaki
karsilastirmalar tek yonli varyans analizini takiben
Dunnet testiyle degerlendirildi. Sonuglarin 6nem
dereceleri P<0,05. ise anlamli olarak ifade edildi.

Bulgular

1. Naringeninin bobrek MDA ve AOPP
diizeyleri lizerindeki etkisi: MDA; serbest radikaller
tarafindan indiiklenen lipit hasarini, AOPP ise
protein oksidasyonu o6lgmek icin yaygin olarak
kullanilan parametrelerdir. Naringenin ve sisplatinin
bobrek dokusu MDA ve AOPP (zerindeki etkileri
Sekil 1’de verilmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, sisplatin
uygulanan grubun bdbrek dokusunda MDA ve AOPP
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli (P<0.05)
artis tespit edilirken. Sisplatin ile birlikte naringenin
uygulanan gruplarda ise sisplatin grubuna kiyasla
MDA ve AOPP dizeylerinde anlamli (P <0.05) bir
azalma oldugu gozlenmistir (Sekil-1).

2. Naringeninin boébrek GSH diizeyleri
tizerindeki etkisi: Glutatyon (GSH), antioksidan
enzimlerin serbest radikalleri noétralize etmede
kullandigi  6nemli bir tripeptid antioksidandir.
Bobrek GSH diizeyi sisplatin grubunda, kontrol
gurubuna gore anlamli bir sekilde azalirken (P
<0.05), naringenin verilen gruplarda doz artisina
bagh olarak anlamh bir artis oldugu goézlendi (Sekil
2).
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sekil 1. Sisplatin (7 mg/kg), naringenin (NG,,) ve kombinasyonlarinin (Cis + NG,, ve Cis + NG,) rat bobrek dokusundaki

AOPP, MDA ve 8-OHdGseviyesi Uzerindeki etkileri. Degerler ortalama = SD (n=7) olarak verilmistir.

*p<0.05; Kontrol

grubu ile karsilagtirildiginda, **p<0.05; Cis grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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Sekil 2. Sisplatin (7 mg/kg), naringenin (NG_) ve kombinasyonlarinin (Cis + NG, ve Cis + NG,) rat bobrek dokusundaki TAS ve
GSH seviyesi Uzerindeki etkileri. Degerler ortalama = SD (n=7) olarak verilmistir. *p<0.05; kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
**p<0.05; Cis grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

3. Bobrek ve Serum NRF-2 Diizeyleri: Niikleer
solunumsal faktor 2 (Nrf2), NQO1 ve diger
detoksifiye edici genler igin bir transkripsiyon
faktori olup antioksidan sistemi indiksiyonunu
diizenleyen bir transkripsiyon faktoriadir. Oksidatif
stres, Nrf2 ekspresyon seviyesinin artmasi ve
fosforilasyonuna neden olur. (Kilic ve ark., 2015). Bu
nedenle oksidatif stresin énemli bir belirteci olarak
kabul edilmektedir.  Calismada sisplatin grubu,
kontrol gurubuyla karsilastirildiginda Nrf2
seviyesinin 6nemli derecede (P <0.05) artarken,
naringenin verilen guruplarda anlamli (P<0.05) bir
azalma oldugu gozlendi (Sekil 3 ).

4. Bobrek TAS, TOS ve OSI Diizeyleri: Bobrek
dokusundaki total antioksidan (TAS), total oksidan
(TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) sonuglari Sekil
2 ve 3’de verildi. Kontrol grubu ile Sisplatin gurubu
karsilastirildiginda bobrek dokusunda TAS
seviyesinin anlanmh bir sekilde azaldig (p<0.05)
gozlenirken, sisplatinle beraber naringenin verilen
guruplarda TAS seviyesinin arttigi (p<0.05) tespit
edildi (Sekil 2). TOS ve 0S| (p<0.05) diizeylerinin
yalnizca sisplatin  uygulanan grupta arttigs;
sisplatinle birlikte naringenin verilen guruplarda ise
bobrek TOS ve OSI dizeylerinin sisplatin grubuna
gore azaldig (p<0.05) tespit edildi (Sekil 3).
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Sekil 3. Sisplatin (7 mg/kg), naringenin (NG,) ve kombinasyonlarinin (Cis + NG, ve Cis + NGy) rat bobrek dokusundaki TOS,

OSl ve NRF-2 seviyesi Uzerindeki etkileri. Degerler ortalama

+ SD (n=7) olarak verilmistir. *p<0.05; kontrol grubu ile

karsilastirildiginda, **p<0.05; Cis grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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sekil 4. Sisplatin (7 mg/kg), naringenin (NG,,) ve kombinasyonlarinin (Cis + NG, ve Cis + NG,g) rat serum dokusundaki
BUN ve kreatinin seviyesi Uzerindeki etkileri. Degerler ortalama + SD (n=7) olarak verilmistir. *p<0.05; Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, **p <0.05; Cis grubu ile karsilastinildiginda gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli kabul

edildi.

5. Bobrek 8-OHdG Diizeyleri: 8-Hidroksi
deoksiguanozin (8-OHdG), oksidan kaynakli DNA
hasarinin  6nemli isaretlerinden biridir. Tim
gruplarin 8-OHdG diizeylerindeki degisimler Sekil
1’de gosterilmistir. Sisplatin grubunda 8-OHdG

diizeyleri kontrol grubuna gére onemli derecede
artarken ((p<0.05), sisplatin uygulamasini takiben
naringenin verilen gruplarda 8-OHdG diizeylerinin
normale indigi ve kontrol grubuna goére farklilik
gostermedigi tespit edildi.
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6. Serum Bobrek Fonksiyon test Diizeyleri:
Bobrek fonksiyon testleri BUN ve kreatinin
seviyeleri serumda analiz edilerek sonuglar Sekil 4
verildi. Sisplatin verilen gruplarda kontrol grubuna
gore BUN ve kreatinin seviyelerinde onemli artis
(p<0.05) gozlenirken, naringenin ile tedavi edilen
gruplarda anlamli bir azalmanin (p<0.05) oldugu
tespit edilmistir.

Tartisma ve Sonug

GlnUmuzde daha etkin ve daha az toksik olan
sisplatin  analoglarinin  Uretilmesi ve sisplatin
kullanimiyla  beraber  antioksidan  maddeler
kullanilarak sisplatinin neden oldugu yan etkilerin
azaltilmasi icin cesitli calismalar yapilmaktadir. Bu
amacla karboplatin gibi Pt merkezli ve nefrotoksik
olmayan tirevler gelistirilmistir. Ancak, sisplatin
halen Pt iceren ajanlar arasinda en ¢ok tercih edilen
hem de en sik kullanilan kemoterapdétiklerden biri
olmayi siirdirmeye devam ettiginden, tek alternatif
yol olarak sisplatin normal hicreler Uzerindeki
toksisitesini azaltan ve ayni zamanda kanser
hiicreleri (zerinde sinerji saglayan antioksidan
maddelerin arastiriimasi yoniinde olmaktadir (Ali ve
ark., 2006; Hosseinian ve ark., 2016). Sisplatinin
serbest radikal artisina bagh olarak gelisen yan
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan galismalarda
dokularda gorilen hasari indirgeyebilmek icin cesitli
kimyasal ajanlar  kullaniimaktadir.  Sisplatinin
istenmeyen yan etkilerinin daha etkili, ekonomik ve
kolay uygulanabilir ilaglarla 6nleyebilmek ve
azaltabilmek amaciyla yapilan bu galismalarda en
cok kullanilan maddeler antioksidanlardir (Yousef ve
ark., 2009). Bu calisma sisplatinin neden oldugu
nefrotoksisite ve bdbrek DNA hasar Uzerine
naringenin’in  koruyucu  etkilerini  incelemek
amaciyla yapildi. Calisma sonucunda sisplatinin
bobrek dokusunda oksidatif stres artisina,
antioksidan sistemin azalmasina bagli DNA hasarina
yol acarak nefrotoksite’ye yol actigi tespit edildi.
Naringenin’in ise antioksidan sistemi tetikleyerek ve
serbest radikalleri notralize ederek bobrek hasarini
azalttigi gézlendi.

Oksidatif stres, serbest radikallerin olusumu ve
ortadan kaldirilmasi arasindaki dengenin bozulmasi
sonucunda olusmaktadir. Ozellikle sisplatin gibi
cesitli kemoterapik maddeler viicutta asiri oksidan
Uretimine  veya  antioksidan = mekanizmanin
zayiflamasina yol acarak oksidatif stresin artisina yol
acmaktadir (Yousef ve ark., 2009). Oksidatif stresin
degerlendirilmesinde bircok molekil ve yontem
gelistirilmistir. Ancak cesitli calismalar TAS ve TOS
parametrelerinin oksidatif stres ile iliskili hastaliklar
icin yararh belirtegler olabilecegini bildirmektedir.

Bu nedenle son vyillarda Ornekteki net oksidan ve
antioksidan  durumu ve bunlarin  dengesini
belirlemek icin TOS, TAS olciilmekte ve OSi’nin
hesaplanmasi onerilmektedir (Erel, 2005; Xiao ve
ark., 2018). Bu nedenle OSi; sisplatin aracil
genotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisi icin
gerekli bir gosterge olarak kabul edilebilir. Sisplatin
verilen grupta kontrol grubuna goére TOS ve OSI
seviyesi onemli derecede artis gosterirken, TAS
seviyesinde dnemli bir azalma goézlenmistir. Bunun
aksine naringenin ile tedavi edilen grupta TAS
seviyesinin artisina bagh olarak TOS ve OSI seviyesi
onemli derecede azaldi. Bu sonuglar sisplatine
maruz kalmanin dokularda oksidatif streste bir
artisa neden oldugunu ve oksidatif stresin
naringenin tedavisi ile engellendigini
gostermektedir.

Bircok hticre tipinde, oksidatif strese karsi ¢ok
sayida hicresel yanitin, antioksidan tepki elemani
(ARE) ve transkripsiyon faktord, nikleer faktor
eritroid 2-iliskili faktor-2 (Nrf2) aracihigiyla hareket
eden sinyal olusturucu proteinlere dahil oldugu
bulunmustur (Sies ve ark., 1996). Nrf2 cesitli faz 2
detoksifiye ve anti-oksidan enzimlerin ARE aracih
induksiyonu yoluyla hiicreyi oksidatif strese karsi
korumaktadir. Nrf2 sinyalleme yolu, genis bir uyarici
dizisine yeniden katilan bir dizi antioksidan genin
ekspresyonunu yukari regiile ederek oksidatif strese
karsi hiicreyi korur (Huang ve ark., 2002; Lee ve ark.,
2005). Calismamizda sisplatinin  Nrf2 seviyesini
ylkseltirken  naringenin  uygulamasinin ~ Nrf2
ekspresyonunda o6nemli azalisa yol agmistir. Bu
¢alismanin  sonuglari  Nrf2 antioksidatif stres
sinyallemesi ile naringenin nefroprotektif etkisi
arasinda olasi bir iliski oldugunu gostermektedir.
Hiicre ici artan serbest radikaller DNA ‘da 6nemli
hasarlara yol acabilir. 8-OHdG ise olusan, DNA
hasarinin en o©nemli gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Cadet ve ark., 2003; Geyikoglu ve ark.,
2017). Altuner ve ark,, (2013) sican
yumurtaliklarinda tek doz sisplatin uygulamasi
takiben DNA hasarinin arttigini ileri strmuslerdir.
Elde ettigimiz sonuglarda, 8-OHdG seviyesinin,
ratlarda sisplatin kaynakli bébrek DNA hasarinin iyi
bir géstergesi oldugunu gosterdi. Daha 6nce yapilan
calismalarda, DNA hasarinin antioksidan destegi ile
azaldigl tespit edilmistir (Ince ve ark., 2014).
Calismamizda elde edilen sonuglarda bu verileri
desteklemistir. Calismada naringeninin sisplatin
kaynakli oksidatif DNA hasar seviyesini antioksidan
etki gostererek 6nemli seviyede azaltarak koruyucu
etki gostermistir.

Malondialdehit, lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olarak kullanilan reaktif bir karbon
bilesendir (Ozkol ve ark., 2012). Onceki galismalarla

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2018; Cilt 7, Sayi 1 123



Harran Univ Vet Fak Derg, 2018; 7 (1): 119-125

Arastirma Makalesi

uyumlu olarak sisplatin verilen farelerin serum ve
bobrek dokusunda MDA dizeylerinde artis
gbzlenmistir (Wozniak ve ark., 2004). Bu,
patogenezde ROS aracili akciger hasarinin katilimini
kanitlamaktadir. Naringenin uygulamasi, disik
MDA duzeylerinden anlasilacag lzere, sisplatin ile
indiklenen  oksidatif stresini 6nemli Olclde
azaltmustir.

GSH, antioksidan sistemin oksijen radikallerini
notralize etmesi icin sart oldugundan, hiicre i¢i GSH
konsantrasyonu, sisplatin kaynakh bobrek hasar
derecesinin 6nemli belirleyicisidir (Felgines ve ark.,
2000). Sisplatin  tarafindan  Uretilen  GSH
dizeylerindeki 6nemli bir diisls, hicresel redoks
durumunda bir degisikligi gosterir, bu da hiicrelerin
ROS'a daha duyarli olabilecegini gosterir. Bu,
antioksidan enzim savunma mekanizmasinin
etkinliginde bir azalmaya neden olur (Soliman ve
ark., 2016). Bu calismada, Sisplatin ile birlikte
naringenin uygulan grupta serum ve bdbrek
dokularindaki GSH dizeylerindeki artis, oksidatif
strese hilicresel vyanitta bir artis oldugunu
dustindirmektedir. Hem kreatin hem de BUN,
sisplatin ile tedavi edilmis ratlarda anlamli bir
sekilde artmistir; Bununla birlikte, sisplatinin bu
etkileri naringenin tedavisi ile tersine dondi. Bu
degisiklikler naringenin tedavisi ile dnlenmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma Naringenin flavonoid
bilesiginin ratlarda sisplatinin neden oldugu
nefrotoksisitenin ve genotoksisitenin azaltilmasinda
koruyucu bir role sahip oldugunu gostermektedir.
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