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Potasyum Humat Kompleman Aktivasyonunu ve In Vitro
Enflamatuvar Sitokinlerin Uretimini Engeller

Constance E. Jansen van Rensburg1,2 ve Pieter J. Naude1

Gret—Lenfosit proliferasyonu, sitokin (retimi ve kompleman aktivasyonu (zerine linyit kémiriikaynakl
potasyum humati n etkileri in vitro olarak aras t1 r Idi . Potasyum humat, fitohaemaglutinin A (PHA) ve
pokeweed mitogen (PWM) ile uyari Imi $ mononikleer lenfositlerin (MNL) in vitro lenfosit proliferasyonunu
doza bagl birs ekilde 20 ila 80 ug/ml konsantrasyonlardan arti rdi . Ge yandan potasyum humat, 40 pg/

ml'de, PHA ile uyari Imi s MNL tarafi ndan TNF-q, IL-13, IL-6 ve IL-10salit ni mi ni
etti. Komplement aktivasyonu ile ilgili olarak, potasyum humati n, ki rmi zi

onemli 6l¢ (de inhibe
kan hicresi zarlari ni n

stabilitesini etkilemeden hem alternatif hem de klasik yollari n aktivasyonunu inhibe ettigi bulunmus tur.
Bu sonuglar, potasyum humati n anti-inflamatuar potansiyelinin, ki smen bu reaksiyonlari n
bas lamasi ndan sorumlu olan proinflamatuar sitokinlerin inhibisyonuna ve ayri ca kompleman

aktivasyonunun inhibisyonuna bagh

olabilecegini gostermektedir. Gozlenen artan lenfosit proliferasyonu,

daha 6nce belgelendigi gibi artan IL-2 (retimine bagh olabilir.

ANAHTAR KELI MELER: potasyum humat; antienflamatuvar; tamamlayi ¢ aktivasyon; sitokinler.

GIRIS

Himatlari n antibakteriyel, anti-Userojenik, anti-
alerjik ve anti-enflamatuar 6zelliklere sahip oldugu tarif
edilmis tir [1].

Bitimlukdmirin 1 slak oksidasyonu yoluyla elde
edilen suda ¢6zinlr bir humat olan oksihumati n [2]
in vitro bir cali s masi ,sagh kli insan géndlderden
ve HIV'den elde edilen fitohaemaglu tinin A (PHA) ile
uyarlt lan mononikleer lenfositlerin (MNL)
¢ogalmasi ni artti rdi . enfekte kis iler [3]. Benzer
sonuglar ex vivo olarak da elde edildi. Bu durumda

MNL, 2 hafta boyunca ginde 4 g oksihumat

forbol-12-miristat-13-asetat (PMA) ile uyari lan insan
notrofillerinin kompleman reseptori3 (CR3)
ekspresyonunda ve ayri ca PMAile uyari laninsan
notrofillerinin hicre i¢i adezyon molekdi1'i (ICAM) ifade
eden bir bebek hamster bébrek hicre hatti na yapi
[4]. Bu faktorler muhtemelen anti inflamatuar
ozelliklerine katki da bulunabilir.

Oxihumate, yukari da belirtilen ¢ali $ malar icin
Enerkom (Pty) Ltd tarafi ndan saglanmi s ti r. Oxihumate,
o zamandan beri durdurulan pahali  bir 1 slak oksidasyon
is lemiyle tretildi. Bir linyit kémirukaynag ndang¢i kari lan
humati n anti-enflamatuar 6zellikleri, van Rensburg ve
digerleri tarafi ndan test edilmis tir. [5]. Bu ¢ali s mada, 60

uygulamasi ni nardi ndan HIV ile enfekte olmus bireylerd8AGIBIAEHENA KgmF tirevi irintn oral yoldan

Lenfosit proliferasyonundaki bu arti s muhtemelen artan
IL-2 ve CD25 (retimine baglanabilir. Ge yandan Oxihumate de
neden oldu
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uygulanmasi ni n, ancak oksihumati n degil, bilinen bir anti-
inflamatuar kortikosteroide (yani prednisilon) benzer s ekilde,

ancak sistemik belirtiler gdostermeden si ¢anlarda kutanéz
as 1 n

Yukari da belirtilen kaynaktan elde edilen linyit kdmurinin
etkilerini belirlemek igin in vitro ¢cali § malaryapi Imi s ti r.

s masi

duyarh It k reaksiyonunu inhibe ettigi bulunmus tur.
toksisite. Bu (rinin etki mekanizmasi ni1 nhala arag ti ri Imasi

nda aza

gerekme
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MNL'nin bylmesi ve sitokin sali ni mi ni nyani s rahem

alternatif hem de klasik kompleman yollari ni n aktivasyonu
(zerinde.

MALZEMELER VE YONTEMLER

reaktifler

Kahverengi komirden (leonardit) hazi rlanan bir
potasyum humat (rintiolan Zymate, Unique Health Trust
(Milnerton, Giney Afrika) tarafi ndan tedarik edildi.
Histopaque-1077, fitohaemaglutinin A (PHA), pokeweed
mitogen (PWM) ve 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum
brom(r (MTT), Sigma Diagnostics'ten (St Louis, MO) sati n
all nmi s ti r., AMERIKA BIRLES 1K DEVLETLERI). RPMI
1640 (Bio Whittaker, Walkersville, Maryland), pH 7.2'de (RPMI+)
%0.1 glutamin, penisilin ve streptomisin ve %101 si yla
inaktive edilmis buzad fetal serumu ile desteklenmis tir.

Periferik Kan Mononikleer Hicrelerinin Hazi rlanmasi

Kan, sagh kli insan gondlderden venipunktir yoluyla
heparin igeren tiplere ali ndi . MNL, bir Histopaque-1077
yogunluk gradyani (zerinde santrifgleme ile sagli ki
gondlderin buffy coat'undan ayri Idi . Hicreler ; kez

yi kandi ve 2x106 hicre/ml konsantrasyonunda RPMI 1640+

icinde yeniden sispanse edildi.

MNL Proliferasyon Testi

Lenfosit proliferasyon tahlili, yuvarlak tabanh
mikro titre plakalari nda gergekles tirildi. Farkl
konsantrasyonlarda potasyum humat (20-100 pg/ml) iceren
tim kuyucuklara 100 pl MNL sispansiyonu eklendi ve PHA veya
PWM (2 pg/ml)ile uyari Idi . Plakalar, 37°C'de %5 CO2 ile
nemlendirilmis bir atmosferde 3 gin sireyle inkibe edildi. 3
ginlk inkibasyon periyodundan sonra, hicre canh I g
orijinal olarak Mosmann [6] tarafi ndan modifikasyonlarla [7]
tarif edilen MTT boyama y&ntemi ile belirlendi.

96 oyuklu

Sitokin Testi

Bir MNL sispansiyonu hazi rlandi ve plakalar, yukari da
acl klanana benzer bir s ekilde kuruldu. 40 ug/ml nihai
konsantrasyonda potasyum humat, uyari ci olarak PHA ile
birlikte hitre sispansiyonlari nailave edildi ve plakalar 36 saat
inkibe edildi. Plakalar 10 dakika 400 x g'de santrifglendi ve
sipernatanlar IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 ve
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Kitte bulunan treticinin prosedirlerine gére BD Cytometric
Boncuk Dizisi Kullani ma Hazi r insan inflamasyon kitini (BD
Biosciences, San Jose, CA, ABD) kullanarak BD FACSArray™
aki s sitometresiile TNF-a.

Alternatif Yol Yoluyla Tamamlayr ¢ Olmayan
Faaliyet

Platts-Mills ve Ishizaka [8] tarafi ndan a¢i klanan
modifiye edilmis bir ydntem kullani Idi . Tahlil, yuvarlak
tabanli 96 oyuklu mikro titre plakalari nda gergekles tirildi.
Etilen glikol tetra asetik asit (EGTA)-veronal tamponlu salin
(VBS) icinde 3x108 tavs an eritrositi/ml i¢eren bir sispansiyon
hazi rlandi .Tavs an eritrositlerinin %50 hemolizini (AH50
konsantrasyonu) verecek s ekilde EGTA-VBS i¢inde 6nceden
belirlenmis bir konsantrasyona seyreltilmis 40 ul insan
serumu hacmi, yuvarlak tabanl 96 oyuklu mikrotiter
plakalari n tim deneysel oyuklari na eklendive 10 ile 6nceden
inkibe edildi 37°C'de 60 dakika boyunca ces itli
konsantrasyonlarda bir potasyum humat ¢6zeltisinin ul'si. Bir
kontrol olarak hicreler, potasyum humat yoklugunda inkibe edildi.
Inkibasyondan sonra tim kuyucuklara 50 pl tavs an eritrosit
sispansiyonu eklendi. 37°C'de 60 dakikali k ikinci bir
inkibasyon adi mi ni nardi ndan her bir oyuga 100 ul PBS
ilave edildi. Plakalar 10 dakika 500 x g'de santrifgjlendi ve (g
kez PBSileyr kandi .Son olarak, 180 ul sipernatan aspire
edildi ve geride 20 ul'lik bir pelet b raki Idi . Her kuyucug@a
200 pl distile su eklendi. Plaka, oda si cakli g nda 60 dakika
inkibe edildi. I nkibasyondan sonra, her kuyudan 50 ul, ikinci
bir mikro titre plakasi na aktari Idi ve sipernatani n optik
yogunlugu, bir spektrofotometrik plaka okuyucu ile 405 nm
dalga boyunda 6l¢Udi Yizde hemoliz, toplam hemolitik kontrol
tarafi ndan elde edilen lizise es it %100 lizis ve arka plan
hemoliz kontrolUtarafi ndan elde edilen lizise es it %0 lizis
ayarlanarak normalles tirildi.

Klasik Yoluyla Anti-tamamlayr ¢ Etkinlik

Patika

Bu tahlil icin, koyun eritrositlerinin (SE; 4x108 /ml) bir
sispansiyonu, 1:2.000'lik bir son dilisyonda VBS-EDTA iginde
seyreltilmis koyun kars 1 t1 eritrosit antikorlari  (Sigma
Diagnostics, St Louis, MO, ABD) ile duyarli hale getirildi.
37°C'de 20 dakika arti  4°C'de 20 dakika inkibasyonun
ardi ndan SE, VBSiile (t kezyr kandi
kullanmadan 6nce 2 mM CaCl2 (VBS2+) icerir . VBS2+ icinde
seyreltilmis 40 pl insan serumu hacmi (6n
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belirlenen CH50 serum konsantrasyonu), 37°C'de 60 dakika
boyunca yuvarlak tabanli 96 oyuklu bir mikrotitre plakasi nda
potasyum humat (¢es itli konsantrasyonlarda) ile nceden inkibe edildi.
Kontrol oyuklari nda hicreler, potasyum humat yoklugunda inkibe
edildi. I nkibasyondan sonra, tim oyuklara VBS2+ ( 4x108 /ml) icinde
duyarli las ti n Imi s SE sspansiyonunun 50 ul'si eklendi.

37°C'de 60 dakikal k ikinci bir inkibasyon adi mi ni nardi ndan

her bir oyuga 100 ul fosfat tamponlu salin (PBS) ilave edildi. Plaka

daha sonra 10 dakika 500 x g'de santrifglendi ve PBS ile yi kandi .

Hicre hemolizi 6nceki bolimde a¢1 klandi g gibi belirlendi.

Ki rmi z1 Kan Hicresi Stabilite Testi

Tahlil, 96 oyuklu bir mikro titre plakasi nda gergekles tirildi.
Ki saca 40 ul PBSigindeyr kanmi s SE'nin 1x108 /ml sispansiyonu
tlm oyuklara, ardi ndan 50 ul PBS ilave edildi. Daha sonra deney
kuyucuklari na ces itli konsantrasyonlarda 10 pl potasyum humat
hacmi ve kontrol kuyucuklari na 10 pl distile su ilave edildi. Plaka
30 dakika 37°C'de inkibe edildi. Elli mikrolitre lizofosfatidilkolin
(LPC) solisyonu (1 mg/ml) tim oyuklara ilave edildi ve plaka 5 dakika
daha inkibe edildi, bu si rada ki smi hemoliz gergekles ti.
Inkibasyondan sonra plaka, it kez PBSileyl kandi .

Her kuyucuga 200 mikrolitre distile su eklendi. Plaka daha sonra

odasi cakh g nda 60 dakika inkibe edildi, ardi ndan her
kuyudan 50 ul yeni bir mikro titre plakasi na aktari Idi ve optik
yogunluk bir spektrofotometrik plaka okuyucu ile 405 nm dalga

boyunda 6l¢udu

SONUCLAR

MNL Proliferasyon Testi

Potasyum humat, 80 pg/ml'de maksimum stimiasyonla,
bir s ekilde PHA ve PWM ile uyari lan
ancak istirahat olmayan MNL'nin ¢ogalmasi ni
(S ekil 1).

konsantrasyona bagl
20 pg/ml ve daha
yiksekten 6nemli 6l¢ide arti rdi

Sitokin Testi

S ekil 2a-d'de gosterilen sonuglar, 40 pg/ml'de 36 saatlik bir
potasyum humat tedavisinin, istirahat ve PHA ile uyari lan MNL
tarafi ndan enflamatuar ilis kili sitokinlerin sali nmasi (zerindeki
etkilerini temsil eder. Potasyum humati nsali nan sitokinler

(zerinde etkisinin olmadi § g6zlendi.

Jansen van Rensburg ve Naude

140+
W wk
—_— I *ded
E 130+ *k @l l’
£ o o
<) I
O o ’-_‘-__!"___“k‘“
2 120- ol T % ¥
c i *k
2
©
E 110+
-,3 —=— Resting
e 1004 --e-- PHA stimulated
--¥-- PWM stimulated
90 L | ] T 1 L]
0 20 40 60 80 100
Concentration potassium humate pg/ml
S ekil 1. Farkli  konsantrasyonlarda potasyum humati n istirahat ve

uyari Imi s lenfosit proliferasyonu (zerindeki in vitro etkisi. Veriler
ortalamazSEM olarak ifade edildi. I statistiksel anlamli I k, ANOVA
kullani larak hesaplandi , ardi ndan kontrole ki yasla ikili kars 1 lag ti rmalar

i¢in Bonferroni testi yapi Idi . *P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001.

dinlenme MNL. PHA ile uyart Im1 § MNL tarafi ndan TNF-q, IL
1B, IL-6 ve IL-10 sall ni mi nda bir azalma kaydedildi.

Bununla birlikte, bu trinin dinlenme veya PHA ile uyari lan MNL tarafi ndan
IL12p70'in sall nmasi (zerinde higbir etkisi olmami s ti r(sonuglar
gosterilmemis tir).

Anti-tamamlayr ¢ Etkinlik

Potasyum humat, hem alternatif hem de klasik yollarla
indiklenen hemolizi 10 pg/ml ve daha yiksekten doza bagh bir
s ekilde inhibe etti (S ekil 3 ve 4).

Ki rmi z1 Kan Hicresi Stabilite Testi

100 pg/ml ve daha di§ k bir konsantrasyonda potasyum
humati n, ki smi hemoliz olus turacak bir konsantrasyonda 5 dakika
boyunca LPC'ye maruz kalan ki rmi z1 kan hicrelerinin hemolizi

zerinde hi¢bir etkisi olmami s ti r (sonuglar gosterilmemis tir).

TARTIS MA

Bu, linyit kdmirinden ekstrakte edilen dogal olarak olus an
bir himati n dinlenme ve PHA ve PWM ile uyari Imi s insan
lenfositlerinin in vitro ¢odalmasi (zerindeki uyari ci aktivitesini
belgeleyenilk cali $ madi r.Bu sonuglar, Jooné ve digerleri [3]
tarafi ndan elde edilen sonuglarlailis kilidir. Ancak bu ¢ali s mada
oksihumat kullant Imi st r.

Ne yazi k ki himik asitin karmas 1 kyapi si ndan dolayi
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S ekil 2. Potasyum humati n 40 pg/ml'de TNF-a (a), IL-1B (b), IL-6 (c) ve IL-10 (d) sali ni mi1 ve sonrasi nda PHA ile uyari Imi s lenfositler
{zerindeki etkisi 36 saat inkibasyon. Veriler, ortalama + SEM olarak ifade edilir. i statistiksel anlamli 1 k, ANOVA kullani larak hesaplandi ,
ardi ndan kontrole ki yasla ikili kars 1 las t1 rmalar i¢in Bonferroni testiyapi Idi .***P<0.0001.
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S ekil 3. Potasyum humati n alternatif kompleman yolu (zerindeki etkisi.
Veriler, ortalama + SEM olarak ifade edilir.

asit, iki irtn arasi nda varsa yapi sal farkh It klar

hakki nda yorum yapmak mimkin dedgildir. Antijen

tani mayayani tolarak T hicresi proliferasyonuna,
oncelikle, yani tveren T hicresinin kendi biyimeyi tes vik
eden sitokinlerini salgi ladi § ve ayri ca bu sitokinler
icin hicre ylzeyi reseptorlerini eksprese ettigi bir otokrin
yolu araci i k eder [9].

Kompleman sistemi 6ncelikle konakgi yi  enfektif
mikroorganizmalardan korusa da, ayni zamanda
enflamasyonun énemli bir araci si di r [10]. Enflamasyon,
tamamlayr ¢ ni nas 1 riaktivasyonundan
kaynaklanabilir ve genellikle hem himoral hem de hicresel
efektor sistemleriiceren ki zari kh k, s is me, 1 si
agri

ve

ile karakterize edilir. Enflamasyonda tamamlayr ¢ ni nrolu
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S ekil 4. Potasyum humati n klasik kompleman yolu (zerindeki
etkisi. Veriler, ortalama + SEM olarak ifade edilir.

septik s ok, greft reddi ve miyokardiyal ve intestinal iskemi/
reperfizyon hasari gibi hastali klar kapsamli  bir s ekilde
aras tt ri Imi st r[111

Artrit durumunda, hem klasik hem de alternatif yollari n
kompleman aktivasyonu, tip II kollajen gibi eklem biles enlerine
kars 1 oto-antikorlari nolus umuiileilis kilendirilmis tir [12].
Miyokard enfarktisinde, komplement aktivasyon trinlerinin nétrofil
infiltrasyonundan sorumlu oldugdu, oysa bu enflamatuar hicreler
tarafi ndansali nan enzimlerin vazodilatasyona ve vaskder
gegirgenlikte bir arti $ a neden oldugu kaydedilmis tir. Ayri ca
pr hti las ma sistemini etkileyebilir ve ¢evredeki hicrelerde apoptozu
indikleyebilir [13]. Bir murin pulmoner alerji modelinde
tamamlayl ¢ ni noynadi g ©nemlirol, Drouin ve arkadas lari
tarafi ndan incelenmis tir. [14]. C3 eksikligi olan fareleri kullanarak,
bu farelerin bir alerjenle kars 1 las t1 klari nda, vahs i tip farelere
ki yasla pulmoner alerji gelis iminde bir azalma gésterdigini gésterdi.

Monoklonal anti-C5 antikorlari ile kompleman aktivasyonunun
kontrol edilmesinin, deneysel lupus eritematozus, romatoid artrit ve
septik s ok hayvan modellerinde inflamasyonu azaltmada etkili
oldugu kani tlanmi s ti r [11]. Komplement reseptérleri CR3 ve
CR4'e (CD18/CD11b,c) yonelik monoklonal antikorlari n da kopekleri
miyokardiyal reperfizyon hasari ndan korudugu gdsterilmis tir.

Enflamatuvar sitokinlerin as 1 ri ekspresyonunun, ¢ogu
enflamatuvar hastali kta énemli oldudu tarif edilmis tir. Bunun bir
ornedi, IL-1, IL-6 icin mRNA'n1  n bulundudu romatoid artrittir (RA).

Bu hastalari neklemsi vi si ndalIL8, IL-10 ve TNF-a saptanmi § ti r

[15]. Bu durumda IL-1 ve TNF-a'ni n sadece RA patogenezinde dedil,
ayni  zamanda diger enflamatuar durumlarda da anahtar rol
oynadi g tespit edilmis tir. Anti-sitokin antikorlari ve sitokin
inhibitorleri bas ari yla test edilmis tir.

Jansen van Rensburg ve Naude

RA [16-19] ve Crohn hastali g [20] olan hastalar.

ilging bir s ekilde C5a'ni n TNF a (reten dendritik hicrelerin
olgunlas masi ndaki roliSoruri ve digerleri tarafi ndan tarif
edilmis tir. [21], komplement aktivasyonunun inhibisyonunun
muhtemelen inflamatuar sitokinlerin sali nmasi ni ninhibisyonuna
yol agabilecegini belirtmektedir. Ayri ca C5a, monositlerden ve
makrofajlardan IL-1, TNF-a ve IL-6'ni nsalgr lanmasi ni
indikleyerek, anafila toksinleri ve proinflamatuar sitokinler arasi ndaki
ilis kiyi vurgular [10].

Potasyum humat, 10 yg/ml ve izeri doza bagh birs ekilde
hem alternatif hem de klasik kompleman yollari ni inhibe etti.
Koyun ki rmi zi kan hicresi zari stabilitesi deneyi, irinth hicre
zarl stabilitesi (zerinde hi¢bir etkisinin olmadi § ni géstermis tir.
Bu nedenle, potasyum humati n hicre zari stabilitesini etkilemeden
kompleman yolunu spesifik olarak inhibe ettigi sonucuna vari labilir.
Potasyum humati n bu yollar zerindeki etkileri, tamamlayi ci
sistemin belirli biles enlerinin etkisizles mesine yol agabilen
bagdlanma ¢zelliklerinden kaynaklanabilir.

Potasyum humati nsi ¢anlardatemasas 1 ri duyarll It g
[5] ve insanlarda alerjik rinit [22] ve diz osteoartriti [23] tedavisinde
etkili oldugu goésterilmis tir. Buc¢ali $ mani nsonuglar ,
komplement aktivasyonunun inhibisyonunun ve enflamatuarla
ilis kili sitokinlerin sali nmasi ni n, potasyum humati n
inflamasyonu inhibe ettigi mekanizmada rol oynayabilecegini
gostermektedir.

Bu ¢ali s mada, potasyum humati n PHA ile uyari lan MNL
tarafi ndan TNF-q, IL-1B ve IL-6 (retimini inhibe ettigini gosterdik.
Humatlari n¢ges itli molekdlere baglanma 6zellikleri nedeniyle [24],
potasyum humati n interlékinlerin BD™ sitometrik bead dizisi kitinin
antikorlari na baglanmasi ni engellemis olabilecedi ileri sirdebilir.

Bununla birlikte, (1) IL-12p70 seviyeleri (zerinde belirgin bir etkisi
olmadi @ ve (2) dinlenme hicrelerinin sitokin konsantrasyonlari
(zerinde higbir etkisi olmadi § icin bu durum g6z ardi  edilebilir.

Potasyum humati n proinflamatuar sitokin konsantrasyonlari nda

bir azalmaya neden olmasi na ragmen, yine de lenfosit
proliferasyonunda bir artt s meydana geldi. Benzer biyime uyari ci
etkiler Jooné ve digerleri tarafi ndan rapor edilmis tir. [3] oksihumat
durumunda. Biyime ¢ali s malari na ek olarak, [3] bunun IL-2
sekresyonundaki arti s lailis kili oldugunu bulmus lardi r. Her iki
rin de lenfosit proliferasyonunu stimie ettiginden, her iki trintn de
IL-2 yolunu benzer s ekilde etkileme olast It g ni nvar oldugu
yalni zcavarsay! labilir. Ancak bunun onaylanmasi gerekiyor.

Ne yazi k ki, pratik nedenlerle, potasyum humati n TNF-q,
IL-1B, IL-6 ve IL-10 (zerindeki etkileri
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{retim sadece 40 pg/ml'lik sabit bir konsantrasyonda humat Enflamasyon 28:169-174. doi:10.1023/B:IFLA. 0000039563.90066.5d.

belirlenebilirken, tamamlayr c1 ni nklasik ve alternatif yollari ni n

5. Van Rensburg, CEJ, JR Snyman, T. Mokoele ve AD
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