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OzeT

Bu ¢alismada amonyum siilfatin albino farelerde genotoksik etkileri ve bu etkilere karsi B-karotenin koruyucu
etkisi arastirilmistir. Albino fareler bir kontrol, bes uygulama olmak iizere toplam alt1 gruba ayrilmislardir. Canli
agirligl kazanimi, epitel ve yanak mukoza epitelyum hiicrelerinde mikroniikleus (MN) sikiligi, kromozomal
anormallik siklif1 genotoksisite parametreleri olarak arastirilmistir. Amonyum siilfat uygulamasiin kontrol
grubuna gore canli agirligina istatistiksel agidan 6nemli bir azalmaya, MN ve kromozomal anormallik sikliginda
ise artisa neden oldugu belirlenmistir. P-karoten uygulamasinin amonyum siilfat tarafindan olusturulan
genotoksisiteyi iyilestirerek, canli agirliginda tekrar bir artisa, MN ve kromozomal anormallik sikliklarinda ise
azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak p-Karoten uygulamasi yakin gelecekte kimyasallar
tarafindan sebep olunan toksisitenin azaltilmasinda “toksisite sinirlayici” bir ajan olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Amonyum siilfat, Genotoksisite, f-karoten

Investigation of the Protective Role of Carotene Against Toxicity
Encouraged by Ammonium Sulfate in Albino Mice

ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the genotoxic effects of ammonium sulphate and the protective role of -
carotene against genotoxicity in Swiss albino mice. Albino mice divided into one control group and five
treatment groups. The body weight gain, MN frequency in erythrocyte and buccal mucosa epithelial cell,
frequency of chromosomal abnormalities were investigated as genotoxicity parameters. It is determined that
ammonium sulphate treatment was caused a statistically decrease in body weight gain and increase in frequency
of MN and chromosomal abnormalities according to control group. It was determined that $-carotene treatment
was improved the genotoxicity induced from ammonium sulphate, and caused an increase in body weight gain
and a decrease in frequencies of MN and of chromosomal abnormalities. As a result, 3-carotene treatment can be
used in reduction of toxicity caused by chemicals as a toxicity restricting agent in near future.
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|. GiRris

MONYUM siilfat [(NH4)2SO4] pek cok ticari kullanim alanina sahip, %21 oraninda azot ve

%24 oraninda silfiir iceren inorganik bir tuzdur. Yaygin olarak giibre amacli kullanilan
amonyum siilfat, insektisit, herbisit ve fungisitlerde adjuvant olarak da kullanilmaktadir. Glifosat ve
glufosinat herbisitlerinde adjuvant etkisi olduk¢a yiiksektir. Gida endiistrisinde un ve ekmek gibi
iirlinlerde asitligi diizenleyici gida katki maddesi olarak kullanimina da rastlanmaktadir. Giibreleme
amaci ile kullanildiginda bitki gelisimi igin gerekli olan azotu saglamakta fakat bununla birlikte agiga
¢ikan amonyum iyonlar1 asidik ortam olusturarak topragin pH dengesini degistirmektedir [1-3]. Sulu
ortamlarda amonyum siilfat amonyum (NH4+) ve siilfat (SO42-) iyonlaria doniismektedir. Amonyum
kan gibi viicut sivilarinda pH dengesinin ayarlanmasinda énemli bir rol iistlenmektedir. Iyonize olan
amonyum ve siilfat iyonlar1 aktif tasima ile ince barsakta emilmekte ve emilim sonrasinda karacigere
tasinarak iireye metabolize edilmekte ve bobreklerle disar1 atilmaktadir [4]. Yiiksek oranda iyonize
siilfat fecesle disar1 atilmakta, cok yiliksek oranlarda ise barsak liimeninde su molekiillerine baglanarak
diyareye neden olabilmektedir. Emilim sonrasinda ise siilfat endojen ve eksojen bilesiklerin
detoksifikasyonunda siilfat esterlerinin olusturulmasinda kullanilmakta ve renal sekresyon ile viicuttan
disar1 atilmaktadir [5].

Diisiik dozlarda organizmalara kontamine olan amonyum siilfat c¢esitli yollarla viicuttan
uzaklastirilirken, yiiksek doza maruz kalindiginda ve akiimiilasyon sonucunda cesitli bozukluklara
neden olmaktadir. Amonyum siilfatin canli organizmalar iizerine genotoksisitesi {izerine c¢aligmalar
olduk¢a az olup, arastirilan toksisite ise daha ¢ok doku ve sistemler iizerine etkileri konusunda
yogunlagsmistir. 4250 mg/kg uygulanan amonyum siilfatin solunum sistemi aksakliklarina, yiirlime
bozukluklarina ve gbozde kizarmaya neden oldugu rapor edilmektedir [6]. Sato ve arkadaslari,
amonyum siilfata maruz kalan kadinlarda serum amonyum ve siilfat iyon diizeylerinde artis oldugunu,
karaciger ve bobrek dokularinin mikroskobik incelemelerinde ise hemoraji gézlendigini belirtmislerdir
[7]. Amonyum siilfatin canli organizmalarda genotoksik etkilerine dair herhangi bir g¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada albino farelerde amonyum siilfat tarafindan tesvik edilen toksisiteye
kars1 karoten’in koruyucu rolii aragtirilmstir.

Canli organizmalara g¢esitli yollarla kontamine olan ksenobiyotiklerin toksik etkisi farkli
mekanizmalarla azaltilabilmektedir. Bu toksik etkinin minimum diizeye indirilmesi icin cesitli
antioksidan sistemler mevcut olmasina ragmen endiistriyel gelismeyle birlikte maruz kalinan yiiksek
toksisiteye karst bu koruyucu sistemler yetersiz kalmakta, bunun sonucunda ise hasarlar meydana
gelmektedir. Eksojen antioksidan takviyesi toksisitenin azaltilmasinda alternatif bir ¢6ziim olarak
sunulabilir. Son yillarda ¢ogunlugu bitkisel kaynakli olan pek ¢ok gida maddesi antioksidan olarak
kullanilabilirlik agisindan test edilmektedir. Bu gida maddesindeki antioksidan aktiviteler C vitamini,
fenolik bilesikler, karotenoidler ve E vitamini gibi bilesiklerden kaynaklanmaktadir.

Karotenler hiicre membran1 gibi hiicrenin hidrofobik bolgelerinde birikme 6zelligi gosteren lipofilik
molekiillerdir. Karotenler sekiz izopren birimden olusan bir terpendir ve alfa-karoten (o-karoten),
beta-karoten (B-karoten) olmak iizere yaygin iki tiiri mevcuttur. Karotenler karacigerde depolanip
gerekli oldugu zaman A vitaminine doniisebildiginden bir provitamin sayilir. Karotenler serbest
radikallerle, 6zellikle lipid peroksidasyonu sonucunda olusan peroksi-radikallerle reaksiyona girerek
toksik etkileri azaltmaktadirlar. Lipofilik yapilarindan dolay: 6zellikle hiicre zarinin ve lipoproteinlerin
korunmasinda dnemli bir role sahiptir [8-9].
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Bu calismada albino farelerde amonyum siilfat tarafindan tesvik edilen genotoksisiteye karsi -
karoten’in koruyucu rolii aragtirilmistir. Amonyum siilfatin albino farelerde genotoksik etkileri ve p-
karoten’in bu etkilere karsit koruyucu rolii canli agirlik, eritrositlerde mikroniikleus (MN) sikligi,
yanak mukoza hiicrelerinde MN siklig1 ve kromozomal hasar parametreleri kullanilarak arastirilmistir.

Il. YONTEM

Bu calismada Giresun Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda mevcut 36 adet Swiss albino fare kullanilmistir. Hayvanlar bir kontrol bes uygulama
olmak iizere 6 gruba ayrilmig 12 saat 151k ve 12 saat karanlik dongiide, oda sicakliginda ve %50 nem
ortaminda bakimlar1 saglanmigtir. Amonyum siilfatin kronik etkilerini incelemek i¢in uygulama siiresi
10 hafta olarak belirlenmistir. Uygulama periyodu siiresince I. Gruba (Kontrol) standart fare yemi ve
¢esme suyu, II. Gruba 250 mg/kg c.a B-karoten, III. Gruba 500 mg/kg c.a B-karoten, V. Gruba 320
mg/kg c.a amonyum siilfat, V. Gruba 320 mg/kg c.a amonyum siilfat + 250 mg/kg c.a B-karoten, VI.
Gruba 320 mg/kg c.a amonyum siilfat + 500 mg/kg c.a B-karoten verilmistir. Uygulama periyodundan
bir hafta dnce hayvanlar standart pellet yem ve g¢esme suyu ile beslenerek ortama adaptasyonlari
saglanmistir. Bu calismada uygulanan yontem ve teknikler Diinya Saglik Orgiitii (Cenevre, Isvicre) ve
Giresun Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan belirlenen esaslara gore
yuritilmistiir.

A. VUCUT AGIRLIKLARININ SAPTANMASI

Uygulama periyodunun 6ncesinde ve tiim uygulama periyodu boyunca 15’er giin araliklarla her bir
farenin canli agirligi hassas terazi yardimiyla 6lgiilerek total agirlik kazanimi belirlenmistir.

B. ERITROSIT MIKRONUKLEUS (MN) TESTI

Fare eritrosit MN testi Te-Hsiu ve arkadaslarmin [10] bildirdigi yonteme gore yapilmistir ve
hazirlanan preparatlarda toplam 1000 normakromatik eritrosit sayilarak MN’1i hiicrelerin sayis1 tespit
edilmistir.

C. YANAK MUKOZA EPITEL HUCRE MIKRONUKLEUS (MN)TESTI

Yanak mukozasi epitel hiicrelerinde mikroniikleus (MN) olusumu belirlemek igin, fareler eter
anastezisi altinda bayiltilmis, her bir farenin agz1 saf su ile yikandiktan sonra, sag ve sol yanak
mukozasi nemli bir kiirdan yardimiyla taranarak epitel hiicre drnekleri toplanmigtir. Toplanan 6rnekler
metanol: asetik asit (3:1) soliisyonu ile 10 dakika fikse edilerek literatiirde [11] tanimlandigi gibi
Feulgen ve FastGreen boyalari ile boyanarak kurumaya birakilmistir. Yanak mukoza epitelindeki MN
sikligim1 belirlemek amaciyla, her gruptaki her bir fare i¢in 1000 hiicre sayilarak MN sikligi
belirlenmistir. MN analizleri Fenech ve arkadaslari [12] tarafindan belirlenen kriterlere gore
yapilmistir.

D. KROMOZOM ANALIZ YONTEMI

Farelere sakrifiye edilmeden 2 saat dnce intraperitonal (ip) yolla 0.025% kolsisin verilmis ve siire
sonunda eter anestezi altinda sakrifiye edilmislerdir. Daha sonra sirasiyla femurdan kemik iligi aspire
edilmis, serum fizyolojik ile yikanmis, 0.075 M KClilemuamele edilmis, Carnoy’s ile fikse edilerek,
% 5’lik Griinwald-Giemsa boyasi ile boyanmustir [13]. Son olarak ise kromozomal hasarlar arastirma
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mikroskobu altinda X100 biiyiitmede belirlenmistir (Model BX51, Olympus), X500 biiyiitmede
fotograflandirilarak Savage [14]’nin bildirdigi kriterlere gore siniflandirilmustir.

E. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel verilerin analizi i¢in SPSS for Windows V 22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) paket
programi kullanildi. Gruplar arasinda istatistiksel farkliliklarin degerlendirilmesi icin “One-way
ANOVA” ve “Duncan” testleri kullanildi. Veriler ortalama + SD degerleri olarak verildi ve P degerleri
0.05’den kii¢iik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

I11. BULGULAR ve TARTISMA

Swiss albino farelerde amonyum siilfat ve -karoten uygulamasinin canli agirlik iizerine etkileri Tablo
1’de verilmistir. Gruplara ait baslangi¢c agirliklar1 dikkate alindiginda en fazla agirlik artis1 kontrol
grubu ve B-karoten uygulanan gruplarda gézlenmistir. Amonyum siilfat uygulanan gruplarda ise canli
agirhgindaki artis belirgin bir bicimde azalmstir. Ozellikle sadece amonyum siilfat uygulanan Grup
IV’e canli agirliginda kontrol grubuna kiyasla 4.3 kat azalma oldugu belirlenmistir ve bu azalmanin
istatiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05). Canli agirligindaki bu azalmalar Grup V ve
Grup VI’da artis egilimi gostermis fakat kontrol grubuna kiyasla hala diisiik diizeyde kalmustir.
Amonyum siilfat uygulanan grupta agirlik kazanimi acisindan kontrol grubuna oranla 6nemli bir
azalma belirlenmistir. Bu azaligin istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir.

Amonyum siilfatin canli organizmalar iizerine toksik etkileri konusunda in vivo ya da in Vitro
caligmalar yeterli diizeyde bulunmamakla birlikte amonyak, amonyum yada sulu ¢ozeltilerde
amonyum iyonlar1 olusturan amonyum fosfat, amonyum klorid gibi analog bilesiklerle ilgili toksisite
caligmalarina rastlamak miimkiindiir. Minana ve arkadaslar1 [15] amonyuma maruz kalan siganlara ait
canli agirlik oranlarinda disilerde %25, erkeklerde ise %16 oraninda azalma oldugunu rapor
etmislerdir. Gupta ve arkadaglar1 [16] 90 giin siire ile amonyum siilfamata maruz kalan si¢anlarda su
tiiketiminin arttig1, besin tiiketiminin azaldigini1 ve buna bagh olarak canli agirliginda azalma meydana
geldigini rapor etmislerdir.

Tablo 1. Amonyum Siilfat uygulamasmin canli agwrlik (gr) iizerine etkisi

Gruplar Baslangic agirh@ Son agirhk Agirhk artisi
Grup | 26.61+0.83° 37.02+0.93° +10.41
Grup Il 26.29+0.75° 36.95+0.61° +10.66
Grup I 26.29+0.65° 37.28+0.86, +10.99
Grup IV 26.16+0.90° 28.53+1.04 +2.37
Grup V 26.68+0.78° 30.71+1.40° +4.03
Grup VI 26.44+0.71° 32.56+1.45 +6.12

*Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gésterildi (n = 6). Ayni siitiin icerisinde farkli harfler ile
belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak onemlidir (P<0.05).

Swiss albino farelerde amonyum siilfat ve P-karoten uygulamasinin eritrosit ve yanak mukoza
epitelyum hiicrelerinde MN olusumu {izerine etkileri Tablo 2 ve Sekil 1°de verilmistir. Kontrol grubu
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ve sadece p-karoten uygulanan gruplarda yanak mukoza epitel hiicrelerinde MN olusumu
gozlenmezken, ayni gruplara ait eritrosit hiicrelerinde az sayida MN olusumu belirlenmistir. Test
edilen her iki hiicre grubunda da en yiiksek MN olusumu amonyum siilfat uygulanan Grup IV’te
belirlenmis, amonyum siilfatla birlikte B-karoten uygulamasi ise MN sikliginda azalmaya neden
olmustur. Eritrosit hiicrelerinde sadece amonyum siilfat uygulanan grupta gézlenen MN sikligi, 250
mg/kg B-karoten uygulanan Grup V’e kiyasla 1.72 kat, 500 mg/kg B-karoten uygulanan Grup VI’ya
kiyasla 4.85 kat daha yiiksektir. Bu sonuglar f-karoten uygulamasinin MN olusumunu azaltmasi ve
koruyucu 6zellik sergilemesi ile agiklanabilir.

Literatirde amonyum siilfat tarafindan tesvik edilen MN olusumuna dair herhangi bir g¢alisma
bulunmamaktadir fakat sulu ortamlarda amonyum iyonu olusturan amonyum klorid ile yapilan bir
caligmada farelerde amonyum kloridin MN olusumu {izerine etkileri incelenmis, 62.5 - 500 mg/kg
dozlarmda amonyum klorid uygulamasiin kemik iligi hiicrelerinde MN olusumuna neden olmadigi
belirtilmistir [17].

Tablo 2. Amonyum Siilfat i eritrosit ve yanak mukoza hiicrelerinde tesvik ettigi mikroniikleus (MN) siklig1

Gruplar Hfsaplanan Eritrosit hﬁcrelerintie Yanak mukoza hiicrelef'inde
hiicre sayis1 Ortalama MN sikhigi Ortalama MN sikhigi
Grup | 1000 0.17+0.41° 0.00:£0.00°
Grup Il 1000 0.33+0.52° 0.00+£0.00°
Grup 1l 1000 0.17+0.41° 0.00£0.00°
Grup IV 1000 17.83+4.83% 6.50+1.38°
Grup V 1000 10.33+2.88° 3.50+1.22°
Grup VI 1000 3.67+1.37° 0.83+0.75°

*Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6). Aym siitiin igerisinde farkly harfler ile
belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).
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Sekil 1. Yanak mukoza epitel hiicrelerinde a: kontrol grubu, b: uygulama grubu; Eritrosit hiicrelerinde
c: kontrol grubu, b: uygulama grubu

Swiss albino farelerde amonyum siilfat ve [-karoten uygulamasinin kemik iligi hiicrelerinde
kromozomal hasarlar {izerine etkileri Tablo 3’te verilmistir. Yapilan mikroskobik inceleme sonucunda
amonyum siilfat tarafindan tarafindan tesvik edilen hasarlar fazlalik sirasina gdre kromatit
kirigi>fragment>gap>asentrik kromozom seklinde belirlenmistir. Amonyum siilfat uygulamasi
sonucunda diger hasarlara kiyasla maksimum diizeyde kromatit kirig1 olustugu goézlenmistir. Grup
IV’te gozlenen kromatit kirig1 ayni grupta gozlenen fragment olusumuna kiyasla 2.7 kat yiiksektir.
Amonyum siilfat ile birlikte B-karoten uygulamasi ile gézlenen hasarlarin diizeyinde bir azalma
meydana geldigi belirlenmistir. Amonyum siilfat uygulanan Grup IV’te gozlenen kromatit kirigi, 250
mg/kg B-karoten uygulanan Grup V’e kiyasla 1.75 kat, 500 mg/kg pB-karoten uygulanan Grup VI’ya
kiyasla 3.83 kat daha yiiksektir. Bu sonuglar B-karoten uygulamasinin kromozom hasart olusumunu
azalttigin1 ve B-karotenin koruyucu o6zelliginin doza bagimli olarak gerceklestigini gostermektedir.
Benzer sekilde Tuschy ve Obe [18] Alu 1 restriksiyon endoniikleaz ile indiikklenen 3.2 M amonyum
stilfata maruz Kalan hamster over hiicreleri ile insan lenfositlerinde kromozomal anormalliklerde artig
oldugunu rapor etmislerdir.

Tablo 3. Kemik iligi hiicrelerinde Amonyum Siilfat tarafindan tesvik edilen kromozomal hasarlar

Kromatit Asentrik

Gruplar N Fragment Gap

Kirg kromozom
Grup | 0.00+£0.00° 0.00£0.00° 0.00:£0.00° 0.00:£0.00°
Grup Il 0.00:£0.00° 0.00::0.00° 0.00£0.00° 0.00£0.00°
Grup I 0.00:£0.00° 0.00::0.00° 0.00£0.00° 0.00:£0.00°
Grup IV 19.83+3.25° 7.33+1.75° 3.33+1.21° 2.50+1.05°
Grup V 11.33+2.80° 4.50+1.52° 0.83+0.75° 0.83+0.75"
Grup VI 5.17+1.72° 1.83+0.75° 0.33+0.52° 0.33+0.52"

*Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi (n = 6). Ay siitiin icerisinde farkli harfler ile
belirtilen ortalamalar istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).

Bu calisma ile 320mg/kg amonyum siilfat uygulamasinin albino farelerde canli agirlik kazanimim
azalttig1, eritrosit ve yanak mukoza hiicrelerinde MN olusumuna sebep oldugu, kemik iligi
hiicrelerinde ise g¢esitli kromozomal hasarlara neden oldugu belirlenmistir. Hayvansal dokularda
amonyum ve amonyak cesitli mekanizmalarla viicuttan uzaklagtirllmaktadir. Atilimin azalmasi,
iiretiminin artmasi ya da kontaminasyon sonucu amonyum ve amonyagin yiikksek oranda disaridan
almmasi viicut dokularinda birikime, buna bagli olarak da serebral enerji metabolizmasinda,
ndrotransmitter yolaginda, nitrik oksit sentezinde, sinyal transdiiksiyon mekanizmalarinda aksamalara
ve oksidatif stres olusumuna neden olmaktadir [19-20]. Oksidatif stres ise mutagenez, karsinogenez
ve hiicre o6liimiine yol agan DNA zincir kirilmalarina sebep olmaktadir. Bu ¢alismada 320 mg/kg
amonyum siilfat uygulamasinin albino farelerde olusturdugu genotoksisik etkiler bu mekanizmalardaki
aksamalarla agiklanabilir.

Bu caligmada amonyum siilfat toksisitesine karsi f-karotenin koruyucu rolii de arastirilmis ve 250
mg/kg-500 mg/kg B-karoten uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla canli agirlik, MN olusumu ve
kromozomal hasarlar agisindan istatiksel olarak Onemli farkliliklar olusturmadigi belirlenmistir.
Amonyum siilfat uygulamasi ile birlikte B-karoten uygulamasinin ise amonyum siilfat tarafindan
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indiiklenen toksisiteyi azalttigi belirlenmistir. Amonyum siilfat toksisitesine karsi goézlenen bu
koruyucu etki, karotenlerin antioksidan Ozelligi ile agiklanabilir. Karotenler Karsinojen ve toksik
bilesiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan Faz I ve Faz II enzimlerinin indiiksiyonunu
arttirmaktadir ve bu yolla kimyasallarin toksik etkisi giderilmektedir [21-22]. B-karotenin koruyucu
rolii {izerine gergeklestirilen bir ¢alismada akciger kanser riski ile serum B-karoten diizeyi arasinda ters
orant1 oldugu ve B-karoten uygulamasinin akciger kanser riskini azalttig1 belirtilmektedir [23-24]. -
karotenin serbest radikallerin hiicre membrani ve iliskili diger membranlar {izerinde koruyucu 6zellik
sergiledigi, reaktif azot tiirlerinin etkisinin azaltilmasinda ve lipid peroksidasyonun onlenmesinde a-
tokoferol ile sinerjistik etki gosterdigi de [25] rapor edilmektedir. Albino farelerde amonyum siilfat
toksisitesine karsi gozlenen koruyucu etkisi de B-karotenin antioksidan 6zellikleri ile agiklanabilir.

V. SoNuc

Glinliik yasamimizda endiistriyel alanlarda cesitli amaglarla kullanilan amonyum siilfata
kontaminasyon yolu ile maruz kalmaktayiz. Bu gibi pek ¢ok kontaminasyon canli organizmalarda
cesitli toksik etkilere neden olmaktadir. Bu tiir kontaminant maddelerin bulasma yollar1 ve hedef
olmayan organizmalar {izerine etkileri mutlaka arastirilmalidir. Bu calismada da amonyum siilfat
maruziyetinin albino farelerde ¢esitli genotoksik etkilere neden oldugu, B-karoten uygulamasinin ise
amonyum siilfat tarafindan indiiklenen toksisiteyi azalttigi belirlenmistir. Antioksidanlar serbest
radikallerle reaksiyona girerek hiicrelerin zarar gérmesini Onlemekte, hiicrelerin anormallesmesini,
hiicre yikimini ve tiimor olusturma risklerini azaltmaktadir. Bu kapsamda pek ¢ok dogal
antioksidanlarin biyolojik aktiviteleri in vivo olarak aragtirtlmali ve literatiire katki yapmasi
saglanmalidir.

TESEKKUR: Bu c¢alisma FEN-BAP-A-200515-78 kodlu proje ile Giresun Universitesi Bilimsel

Aragtirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
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