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Erken evre meme kanserinde revers transkriptaz polimeraz

zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknigi ile kemik iligi
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mikrometastazlarinin arastiriimasi

Detection of bone marrow micrometastases by reverse-transcriptase polymerase chain
reaction (RT-PCR) in patients with early breast cancer
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AMAG

Meme kanserinde kemik iligi mikrometastazi saptanmasin-
da sitokeratin 19 (CK19) ve DF3 gen ekspresyonlarinin
arastirildigr molekiiler bir yontemin etkinligini degerlendir-
mektir.

GEREC VE YONTEM

Klinik olarak aksilla negatif olan 28 erken evre meme kanser-
li hastadan alinan kemik iligi aspiratlarinda revers transkrip-
taz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknigiyle CK19
ve DF3 genlerine 6zgii iki ayr1 primer kullanilarak mikrome-
tastatik kanser hiicresi aragtirildi.

BULGULAR

Hastalarin ortanca yas1 47,5’tir (32-86). RT-PCR ¢alismala-
rinda negatif kontrol olarak kullanilan kronik miyeloid
l6semili kemik iligi orneklerinin keratin 19 ekspresyonun
pozitif ve DF3 ekspresyonunun ise negatif bulunmas: iizeri-
ne, sonraki deneylerde DF3 primeri kullanildi. Yirmi sekiz
hastanin 18’inde (%64) DF3 pozitif olarak saptandi. DF3 po-
zitifligi ile hastalarin evresi, tiimor biiyiikliigi (<2 cm ve >2
cm), aksiller tutulum, ER/PR pozitifligi ve HG veya NG yiik-
sekligi gibi parametreler arasinda istatistiksel agidan anlam-
I1 bir fark bulunamadi.

SONUC

Erken evre meme kanserli hastalarda kemik iliginde RT-PCR
ile DF3 gen ekspresyonunun varlifinin arastirilmasi yoluyla
mikrometastaz saptanmasi tekniginin, spesifikliginin ve du-
yarliliginin yiiksek olmasi nedeniyle etkin bir yontem oldugu
diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Kemik iligi metastazlar;; meme kanseri;
mikrometastaz; revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu.

OBJECTIVES

The aim of this study was to determine the feasibility of a
molecular assay by investigating cytokeratin 19 (CK-19) and
DF3 gene expressions in detection of occult cancer cells in
bone marrow in patients with breast cancer.

METHODS

Transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) assays
were carried out for the detection of CK19 and DF3 mRNA
transcripts in bone marrow samples of 28 clinically axillary
negative patients with early breast cancer.

RESULTS

Median age of patients was 47.5 (range, 32-86). Due to the high
false positivity rate of the CK19-RT-PCR assay, and negative
findings by the DF3-RT-PCR assay in bone marrow samples of
patients with chronic myelogenous leukemia as negative con-
trols, DF3 expression was tested in further RT-PCR assays. Eigh-
teen patients (64%) were found to harbor DF3-positivity in bone
marrow samples. No statistically significant associations could
be found between DF3-positivity and other parameters including
stage, tumor size (<2 cm vs >2 cm), axillary involvement,
ER/PR positivity, and high histologic or nuclear grade.

CONCLUSION

Our results suggest that testing DF3 expression by RT-PCR
technique seems to be a reliable method in detection of mic-
rometastatic cells in bone marrow in patients with early bre-
ast cancer because of its high specificity.

Key words: Bone marrow metastasis; breast cancer; micrometasta-
sis; reverse transcriptase polymerase chain reaction.
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Giiniimiize dek yapilan pek cok genis kapsam-
It klinik caligmada meme kanserinde kemik iligi
mikrometastazlarinin kotii prognostik faktor oldu-
gu ortaya konmustur."” Braun ve ark. tarafindan
yayinlanan 4703 hastay1 kapsayan metaanalizde,
operabl evre I/II/IIl meme kanserinde immiinosi-
tokimyasal yontemle saptanan kemik iligi metas-
taz1 oran1 yaklasik %31 olarak bildirilmistir." Bu
hastalarda ¢ok degiskenli analizde kemik iligi me-
tastazlar diger faktorlerden bagimsiz olarak genel
ve meme kanseri spesifik sagkalim oranlariyla da
ters orantili olarak bulunmustur.™

Bu ¢alismalarin ¢ogunda kemik iliginde mikro-
metastatik kanser hiicreleri pansitokeratin antikor-
lar1 kullanilarak immiinositokimyasal yontemlerle
morfolojik olarak belirlenmistir.!"” Bu teknikle
10° kemik iligi hiicresinde 1 kanser hiicresi sapta-
mak miimkiindiir.

Immiinositokimyasal yontemlerin yani sira ye-
ni ve daha hassas tekniklerle sitokeratin-19
(CK19) gibi sitokeratin primerleri kullanilarak re-
vers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ile 10 da bir kanser hiicresi veya cesitli si-
tokeratin antikorlar1 kullanilarak immiinomagne-
tik zenginlestirme yontemleriyle 10’-10° mono-
niiklear hiicrede bir kanser hiicresi saptamak
miimkiin olmustur.”'” Ancak bu tekniklerin bir
dezavantaji CK19 gibi sitokeratinlerin mononiik-
lear hiicrelerde de eksprese olmasindan dolay1 ya-
lanc pozitifliklerin goriilmesidir.”'"'"”

Bu nedenle CK19 geni yerine cesitli miisin
genleri (MUCS5B, MUCI1, DF3) veya MAGE-A
multimarker paneli gibi yalanci pozitiflik orani
diisiik diger meme kanseri antijenlerine 6zgii gen
bolgelerinin kullanilmasi arastirilmaktadar." '™

Bu calismadaki amacimiz, erken evre meme
kanserli hastalardan alinan kemik iligi 6rneklerin-
de rutin kullanilan CK19"*" ile daha az siklikla
kullanilan DF3"'*" gen ekspresyonlarinin RT-
PCR tekni8i ile arastirilarak bu teknigin kanser
hiicrelerini saptamadaki teknik acidan uygulana-
bilirligini ve spesifisikligini incelemektir. Ayrica
bu teknikle saptanan kemik iligi mikrometasta-
zlarinin hasta ve tiimor ozellikleriyle iligkisi de
arastirilmagtir.
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GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Anabilim Dali Meme Hastaliklar1
Tedavi ve Arastirma Merkezi'ne ardigik bagvuran
aksillas1 klinik olarak negatif 28 hasta calismaya
alind1. Hastalarin uzak metastaz degerlendirilme-
si icin rutin biyokimya, akciger grafisi, kemik sin-
tigrafisi ve karaciger ultrasonografisi tetkikleri is-
tendi Hastalarin tiimii, kemik iligi alinacagina da-
ir ameliyat 6ncesi Helsinki Deklarasyonu Hasta
Haklar1 Bildirgesine uygun olarak uygulanacak
islem hakkinda bilgilendirildi ve yazili izinleri
alind1. Hastalardan genel anestezi altinda ameli-
yat oncesi her iki spina iliaka anterior superior ve
sternumdan (manibrium ve korpustan ayri ayri ol-
mak iizere) Gallini kemik iligi aspirasyon ignesi
(KM-1,6 - 3,5) kullanilarak heparinize edilmis en-
jektorlere toplam 10 cc kemik iligi materyali ile
es zamanli olarak EDTA’1 tiiplere 10’ar ml’lik
periferik kan ornegi alind 1. Calismamizda pozitif
kontrol olarak MCF-7 meme kanseri hiicre soyu,
negatif kontrol olarak ise kronik miyeloid
I6semili (KML) 5 hastanin kemik iligi hiicreleri
kullanildi.

Alman kemik iligi 6rnekleri, %0,9’luk sodyum
kloriir soliisyonu ile 1:1 oraninda sulandirildiktan
sonra kemik iligi mononiikleer hiicrelerinin Ficoll
Histopaque yogunluk gradienti yontemi ile ayril-
masini takiben ¢alismanin yapilacagi zamana dek
nitrojen tankinda -176 °C’de saklandi. Saklanan
hiicre pelletleri direkt olarak Trizol ¢ozeltisi (GIB-
CO-BRL) ile muamele edilerek RNA izole edildi.
RNA kalitesi %1,5°1lik agarozda kontrol edildikten
sonra, 1-5 ug RNA Revert Aid First Strand cDNA
synthesis Kit (Fermentas, EU) kullanilarak
cDNA’ye doniistiiriildii. CK19 gen ekspresyonunu
belirlemek icin iki agamali, DF3 gen ekspresyonu-
nu belirlemek icin ise tek agsamali PCR kullanildi.

Ilk olarak, hazirlanan cDNA’larin 1 pl’si birin-
ci asama PCR i¢in CK19 genine 0zgii eksternal
primerler (A ve B primer setleri CK19 External
Forward: 5°- AAGCTAACCATGCAGAACCT-
CAACGACCGC-3’, CK19 External Reverse: 5’-
TTATTGGCAGGTCAGGAGAAGAGCC-3’)
varliginda amplifiye edildi. Ikinci asama PCR re-
aksiyonunda ise, birinci asama PCR reaksiyonu
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sonucu olusan PCR iiriinleri (1 pl) internal primer
ciftleriyle (CK19 Internal Forward: 5’- TCC-
CGCGACTACAGCCACTACTACACGACC-3’,
CK19 Internal Reverse: 5° CGCGACTTGAT-
GTCCATGAGCCGCTGGTAC-3’) amplifikasyo-
na sokuldu.

DF3 gen ekspresyonunu belirlemek icin ise tek
asamali PCR yapildi (DF3 Forward: 5’- CA-
CAGTGCTTACAGCTACCA-3’, DF3 Reverse:
AGGTGGCAGCTGAACCTGAA-3’). Her iki
gen ve asama icin PCR islemi 95 °C’de 30 saniye,
55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 1 dakikadan olusan
30 cevrim sonunda 72 °C’de 10 dakikalik inkii-
basyonla tamamland. Ikinci asama PCR sonucun-
da PCR iiriinleri (10 pl) %2’lik agaroz jelde yiirii-
tillerek, gen amplifikasyon varligina bakilarak
mikrometastaz varlig1 degerlendirildi.

Tiim istatistiksel analizler SPSS 15.0 (SPSS,
Inc, Chicago, IL) programi kullanilarak yapildi.
Hasta ve tiimor ozellikleriyle DF3 pozitifligi ara-
sindaki korelasyonda cift yonlii Fisher testi kulla-
nildi, p<0,05 degeri istatistiksel acidan anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya 13’1l evre I (%46,4) ve 15’1 evre 11
(%53,6) olmak lizere 28 hasta alindi. Hastalarin
ortanca yas1 47,5’tir (32-86). Hastalarin demogra-
fik, klinik ve tiimor 6zellikleri Tablo 1’de gosteril-
mistir.

CK19 Gen Ekspresyonu

Meme kanserli 28 hasta ve kontrol olarak 5
KML hastasindan elde edilen kemik iligi 6rnekle-
ri CK19 ve DF3 (miisin benzeri) genlerine 6zgii
primerleri kullanilarak RT-PCR teknigiyle s6zko-
nusu genlerin ekspresyonu aragtirildi. CK19 pri-
merleri kullanilarak incelenen kemik iligi 6rnekle-
rinin tiimiinde bu genin ekspresyonunun saptan-
mis olmas1 nedeni ile yalanci pozitiflikten siiphe-
lenildi ve ornekler ilk olarak 1:10° diizeyinde su-
landirilarak tekrar incelendi. Ancak ikinci incele-
me asamasinda da bir onceki ile ayn1 sonuclar el-
de edildiginden CK19 geninin bu ¢alisma i¢in uy-
gun olmadig1 sonucuna varildi. Bunun iizerine,
ikinci primer secimi olarak literatiirde yalanci po-
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zitiflik bildirilmeyen DF3 primerinin kullanilabi-
lecegi diisiiniildii.

DF3 Gen Ekspresyonu

DF3 primerleri ile ¢caligmaya baglamadan 6nce
primer seti oncelikle ¢calismamizda negatif kontrol
olarak kullanilan biitiin KML kemik iligi ve nor-
mal kisilerin periferik kan orneklerinde ve pozitif
kontrol olarak kullanilan MCF-7 meme kanseri
hiicre soyunda test edildi. Negatif kontrol olarak
kullanilan o©rneklerde DF3 gen ekspresyonuna
rastlanmazken, pozitif kontrol olarak kullanilan
MCEF-7 hiicre soyunda DF3 gen ekspresyonu goz-
lendi (Sekil 1). DF3 gen primerlerinin ¢calismamiz
icin uygun oldugu saptandiktan sonra, calisma
hastalarma ait kemik iligi 6rneklerinde DF3 gen
ekspresyonunun varlig1 incelendi.

Calismamizda 28 hastanin 18’inde (%64) DF3
gen ekspresyonu saptand: (Sekil 1). On ii¢ evre 1
meme kanserli hastanin 7’sinde (%54) ve 15 evre
IT hastanin 11’inde (%73) DF3 pozitifligi bulunur-
ken, aksiller lenf nodu negatif 13 hastanin 8’inde
(%62) ve lenf nodu tutulumu olan 15 hastanin ise
10’unda (%67) DF3 pozitifligi saptandi. DF3 geni

Tablo 1

Hastalarin klinik ve ttimoér 6zellikleri

Hasta 6zellikleri (n=28) Say1 (%)
Ortanca yas (min-max) 47,5 (32-86)
Menapoz durumu

Premenapoz 12 (42,8)

Postmenapoz 16 (57,2)
Timor biiytikliigii

<2 cm 14 (50)

>2 cm 14 (50)
Aksiller tutulum

Negatif 13 (46,4)

Pozitif 15 (54,6)
Timor histopatolojisi

Duktal 12 (42,8)

Lobuler 1(3,6)

Kombine 15 (53,6)
Niikleer/Histolojik grad

Orta 14 (50)

Yiiksek 14 (50)
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ekspresyon varlig ile hastalarin evresi, tiimor bii-
yiikligi (<2 cm ve >2 cm), aksiller tutulum,
ER/PR pozitifligi, ve HG, NG gibi hasta ve timor
ozellikleri arasinda istatistiksel acidan anlamli bir
fark saptanmadi (Tablo 2).

TARTISMA

Meme kanserinin evrelendirilmesinde timor
biiyiikliigi ve aksiller lenf nodu tutulumu en
onemli ve kuvvetli prognostik faktorlerdir.”"
AJCC 2002 meme kanseri evreleme siniflandir-
masinda sentinel lenf nodlarinin degerlendirme-
sinde sitokeratin antikorlariyla immiinohistokim-
yasal tekniklerin yanisira RT- PCR ile molekiiler
yontemlerle mikrometastaz saptanmasi giindeme
gelmistir.”" Immiinositokimyasal yontemlerle
saptanan kemik iligi mikrometastazlarinin varligi-
nin da ozellikle erken evre meme kanserli hasta-
larda ek kotii bir prognostik faktor oldugu bilin-
mektedir."* Giiniimiizde kemik iliginde mikrome-
tastaz tayininde sitokeratin antikorlar1 kullanilarak
yapilan immiinositokimyasal yontemlerin yan1 si-
ra, RT-PCR veya immiinomagnetik zenginlestir-
me teknigi ile kombine edilen RT-PCR/immiinosi-
tokimya/flow-sitometri gibi ¢ok daha duyarli yon-
temler kullanilmaktadir.”'**! Metastatik hiicrele-
rin RT-PCR yontemiyle 1/5x10°-107 arasinda bir
hassasiyetle gosterilebilecegi bilinmektedir."™” An-
cak sozkonusu yontemlerdeki asilmasi gereken en
biiyiik sorun yalanci pozitifliktir. Biz bu ¢aligma-
mizda meme kanserli hastalarda kemik iligi mik-
rometastazlarinin saptanmasinda RT-PCR yonte-

263 bp

mi kullanilarak CK19 ve miisin benzeri DF3 gen
ekspresyonlariin uygulanabilirligini ve hastalarin
diger prognostik faktorleriyle iligkisini arastirdik.

RT-PCR calismalarinda en ¢ok sitokeratin anti-
jenlerine ait primerler kullanilmaktadir. Periferik
kan ve kemik iliginde dolagan meme kanseri hiic-
relerinin saptanmasinda siklikla kullanilan sitoke-
ratin gen (CK2, CKS8, K18, CK19, CK20) ekspres-
yonlar1 incelenmektedir. Ancak sitokeratin genleri
mononiikleer hiicreler, endotel hiicreleri ve fib-
roblastlar gibi hematolojik hiicreler tarafindan da
ekspresse edilmektedir. Bu nedenle CK19 epitel-
yal kaynakli tiimor hiicrelerini saptamada en sik
kullanilan birkag belirtecten biri olmasina ragmen
yalanci pozitiflik verebilmektedir.”” Calismamiz-
da literatiirdeki mevcut bilgilere paralel olarak bi-
zim hasta ve kontrol grubumuzda da CK19 gen
ekspresyonunun yalanci pozitif sonuglar verdigi
saptanmigtir.""'>* Bu yalanc1 pozitifligin olasi
nedenleri, metodolojik kontaminasyon, kemik ili-
ginin alinmasi esnasinda ciltten epitelyal hiicre
kontaminasyonu ve periferik kok hiicrelerde nor-
malde Onemsenmeyecek kadar az miktardaki
CK19 ekspresyonunun metodun hassasiyeti nede-
niyle saptanmasi olabilecegi diisiiniildii. CK19 ile
yalanci pozitiflik elde etmis ¢aligmalara dayana-
rak,"""*** bu yaymlarda onerildigi gibi lizat 6rnek-
lerindeki muhtemel bir kontaminasyonu ortadan
kaldirmak i¢in benzer sekilde diliisyon ¢alismala-
r1 da denendi. Literatiirde bildirilen"" 1/5 cDNA
diliisyonunun yanisira 1/10”ya kadar seri titras-
yonlar yapmamiza ragmen kontrol drneklerde ya-

Sekil 1. DF3 genine 6zgii primerler kullanilarak elde edilen RT-PCR iiriinlerinin elektroforetik
goriiniimii (3 no’lu ¢ikt1 pozitif kontrol, 4 no’lu ¢ikt1 negatif kontrol, digerleri hastalara
ait olmak lizere 7 ve 13 no’lu ciktilar negatif ve geri kalanlar1 pozitif bant olarak

degerlendirilmistir).
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Tablo 2

Hastalarin klinik ve timér 6zelliklerine gére DF3 gen ekspresyonu dagilimi

Hastalarin klinik ve tiimor 6zellikleri

DF3-negatif
Sayi (Yiizde)

DF3-pozitif p
Sayi (Yiizde)

Aksiler nod tutulumu
Negatif
Pozitif
Timor biiytikliigii
<2 cm
>2 cm
Evre
I
II
Histolojik/Niiklear grad
HG/NG orta
HG/NG yiiksek
Estrojen reseptorii
ER (-)
ER (+)
Progesteron reseptorii
PR (-)
PR (+)
Adjuvan kemoterapi
Var
Yok

0,999
5(38) 8 (62)
5(33) 10 (67)

0,236
7 (50) 7 (50)
321) 11 (79)

0,433
6 (46) 7 (54)
4 (36) 11 (64)

0,433

4 11
6

0,674
3 (42,8) 4(512)
7 (33.4) 14 (66,6)

0,097
6 (60) 4 (40)
4(222) 14 (77.8)

0,412
5 (50) 5 (50)
5(28) 13 (72)

lanci pozitifligin sebat ettigi saptaninca laboratu-
varimiz ve bu yontem sartlarinda CK19 primeri ile
calisilmamasina karar verildi.

Datta ve ark.lar1 tarafindan yapilan ¢alismada
RT-PCR yontemiyle CK-19 ekspresyonu arastiri-
larak yiiksek doz kemoterapiyle birlikte otolog
kemik iligi nakli uygulanmig meme kanseri hasta-
larinin kemik ilikleri sitoferez yontemiyle alina-
rak meme kanseri hiicresi aranmistir.”” Bu calis-
mada normal periferik kan 6rneklerinde ve kemik
iliginde CK19 ekspresyonu tespit edilmemis ol-
masina karsin, bu konuda daha sonra yapilan bas-
ka bir yayinda ayn1 yontem kullanilmasina karsin
yiiksek yalanci pozitiflik saptanmigtir.”* CK19-
RT-PCR yontemindeki yalanci pozitifliklerin
CK19 psodogeninden de kaynaklanabilecegi ve
bunun kontaminasyonunu elimine etmek icin RT-
PCR yonteminde buna yonelik modifikasyonlar
yapmak gerektigi de bildirilmistir.”” Giiniimiizde
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CK19 gen ekspresyonu daha ¢ok real-time RT-
PCR yontemiyle kantitatif olarak bakilmakta ve
bu yontem sartlarinda yontemin spesifikliginin
giivenilir oldugu bildirilmektedir.”***>**

Calismamizda CK19 primeri kullanilarak yiik-
sek yalanci pozitiflik saptanmasi iizerine, litera-
tiirde heniiz yalanci pozitiflik bildirilmeyen miisin
benzeri glikoprotein grubunda yer alan DF3 anti-
jenine ait DF3 primerinin kullanilmasi diisiiniil-
dii.” Negatif kontrol 6rneklerde yaptigimiz 6n ca-
lismada da yalanci pozitiflik saptanmamas iizeri-
ne PCR grubundaki tiim hastalarda kemik iligi 6r-
neklerinin degerlendirilmesinde DF3 primeri kul-
lanildi. DF3’i{in yalanci pozitiflik oraninin bulun-
mamasi gelecekte RT-PCR c¢aligsmalarinda sik kul-
lanilan sitokeratin primerlerine iyi bir alternatif
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, evre I ve evre II toplam 28 has-
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tadan 18’inde (%64) DF3 pozitifligi saptandi. Ke-
mik iliginde RT-PCR yo6ntemiyle saptanan mikro-
metastaz caligmalarinda diger calismalarda da
benzer olarak operabl meme kanserinde %32-61
arasinda degisen pozitiflik oranlar1 bildirilmis-
tir.?*>#%% Bu degerler immiinositokimyasal yon-
temlerle %29-36 civarinda saptanan kemik iligi
tutulum yiizdelerinden ¢ok daha yiiksektir."* RT-
PCR gibi ¢ok duyarli yontemlerle saptanan kemik
iligi pozitifliklerinin prognostik 6nemi konusunda
az sayida calismada kotii prognostik faktor oldugu
ve hastaliksiz ve genel sagkalimi olumsuz etkile-
digi bildirilmistir.”*” Ancak bu konuda oncelikle
kullanilan RT-PCR yontemlerinin standardizasyo-
nuna ve daha genis kapsamli ¢aligmalara ihtiyag
vardir.

Benoy ve ark.nin™' operabl meme kanserli has-
talarda kantitatif RT-PCR yontemiyle kemik iligi
metastazlarini degerlendirmek iizere yaptiklari bir
calismada, CK19 gen ekspresyonu ile sadece tii-
mor vaskiilerizasyonu arasinda bir korelasyon bu-
lunmus, diger tiimor ozellikleri ile bir iligki sap-
tanmamistir. Calismamizda da literatiirdekine
benzer olarak DF3 ekspresyonu pozitif kemik ili-
i ile evre, tiimor biiyiikliigii, aksiller lenf nodu tu-
tulumu ve yiiksek tiimor gradi gibi faktorler ara-
sinda bir iligkisi bulunamamugtir.

Sonug olarak, RT-PCR yontemiyle DF3 gen
ekspresyonu saptanarak kemik iligi mikrometas-
tazlarinin belirlenmesinin spesifik ve duyarl bir
yontem oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle RT-
PCR yontemi ile DF3 gen ekspresyonunun tek ba-
sina veya diger ilave gen ekspresyonlart ile kom-
bine edilerek gosterilmesi ile kemik iligi pozitif-
likleri saptanabilir. Bu hassas yontemlerle sapta-
nan kemik iligi pozitifliklerinin prognostik dnemi
ise ileride yapilacak genis calismalarla belirlene-
cektir.

Tesekkiir

Bu proje, 873/090896 sayili ve “Polimeraz
Zincir Reaksiyonu ve Magnetik Rezonans Goriin-
tilleme Teknikleriyle Erken Evre Meme Kanserin-
de Kemik Iligi Metastazlarmin Arastirilmas1” bag-
likl1 proje nedeniyle 1.U. Arastirma Fonunca des-
teklenmigtir.
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