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Bakterilerin Kromatin Cisimcikleri
Hakkinda

(Antibakteriyel maddelerin tesir tarzlar)
Hugo Braun ve Faruk Yaliun

Feulgen’in esasli calismalarindan ve
Badian, Neumann, Stille, Robinow, Piekarski,
Knaysi, Klieneberger - Nobel, Peshkow, E. G.
Pringsheim, Bowin, Tulasne ve digerlerinin
arastirmalarindanberi bakterilerin kromatin
cihazlar: hakkindaki bilgilerimiz hayli ilerle-
migtir.

Bakterilerde tesbit edilen kromatin yapi-
lar1 miiellifler tarafindan muhtelif sekillerde
tefsir edilmis ve bundan dolayir da bunlara
ayr1 ayrl isimler verilmistir: Niive, niikleoid,
kromozom, kromatin cihazi. Yaptigimiz aras-
tirmalardan su miihim hakikat meydana c¢i-
kar. Muayyen mikroteknikle genc bakteri vii-
cutlarmda karakteristik bir surette yer alan,
sekil gosteren, boyanan ve bdliinme ve spor
teskili esnasinda muayyen bir durum goste-
ren kromatin cisimcikleri ispat edilmektedir.

Bakteri viicudu icindeki kromatin madde-
lerinin tegekkiiliinii sentetik besiyerlerinde

" tetkik etmegi ele aldik. Bakterilerin bu besi
sartlar1 altinda vuku bulan agir agir cogal-
masinin, kromatin maddeginin biiyiime ve bo-
linme olaylarimn, esasli olarak incelenmesi
igin, hayvani huldsalardan yapilan ve icerisin-

de bakterilerin biiyiime ve béliinme frekansi-
nin pek biiyiik oldugu, laboratuvar besiyerle-
rindeki ¢cogalmaya nazaran daha elverisli ol-
dugu kanaatindeyiz.

Ayrica antibiyotik, kemoterapotik ve an-
tiseptiklerin bakterilerin kromatin maddele-
rinin sekli iizerine olan tesirlerini de tetkik
etmek istedik. Ayni zamanda antibakteriyel
maddeleri gelismeyi nehyeden konsantrasyon-
larda kullanmak suretiyle yavaslatilmis bo-
limme hadisesi esnasinda bakteri kromatini-
nin morfolojik degisikliklerini daha yakindan
inceliyebilecegimizi iimit ettik.

Tecriibelerimizde kullandigimiz suslarin
basinda S. Paratyphi B (Schottmiiller) susu
gelmektedir. Bundan baska, streptokok ve
stafilokoklar ile buyon ihtiva eden besiyerle-
rinde teeriibeler yaptik. Kromatin maddele-
rinin tesbitinde Robinow tekniginden istifade
ettik.

Salmonella bakterileri terkibi asagida gos-
terilen sentetik besiyerinde iiretildi :

NHECIS o e hanst0ih e
INEVHSL0 P it 05 g
MBSO S 0,01 g
KH PO s 0,022 g
K.HPO,...... 025 g
Nas S0y .2 wrnh s, 0,05 g
Natr. Laktat ..... 0,5 cem
Damitik su 100,0 cem

Kiiltiirler lamellere ince yayilip osmium
asidi buhariyle 6 dakika saptanir. Kuruduk-
tan sonra 9 dakika 56 - 59 derecede normal
HCl'de tutulur ve akar suda iyice yikanir.
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Bunu miiteakip 30 - 45 dakika Giemsa mah-
lalii ile boyanir. (1 ce. damitik suya 2 damla
Giemsa boyasi mahlulii).

Sonra yayma preparatlarin aseton ksilol-
de suyu giderilir ve lam iizerine Kanada bal-
gam1 ile monte edilir.

Paratifo B basillerinin ihtiva ettikleri kro-
matin cisimciklerinin miisahede edilen sekil-
léri 4-8 saathk buyon kiltiirlerinde tarif edi-
len gekillerin aymdir. Sekil ve yapilarinda biz
farklar tesbit edemedik. Yalniz bazan pek az
biiyiiklik farklar: tesbit ettik. Buyonu havi
besiyerlerinde gelisen Salmonella bakterileri
sentetik besiyerlerinde iiretilenlere nazaran
daha buylk kromatin cisimeiklerine maliktir-
ler. (Resim 1).

Bunlar yuvarlaga yakin, miitecanis, koyu
meneksgeye boyanan teker teker veya ikiger ve
ekseriya basilin ortasinda yer alan, hayvani
ile nebati hiicrelerden farkl olarak ince bir
stritktiirden mahrum olan tesekkiillerdir. Bu-
rada mitosis olaylarimi veya faaliyette olan
bir niivenin istirahat halinde olan bir niive
safhasina gecisini hatirlatan bir sgeye rast-
lanmaz.

Sentetik besiyerlerindeki besi sartlari al-
tinda gilicleserr metabolizma neticesi olarak
her bakteri ferdinin yavaglamis bilylimesine
ve az boliinme frekansina ragmen, cabuk bii-
yiiyen ve boliinen buyon bakterilerine naza-
ran, hic bir morfolojik fark tesbit edilemedi.
Bundan baska bakteri kromatininin c¢ogal+
mas1 esnasinda, hayvani ve nebati hiicrelerin,
komplike mitosisleriyle, pek sathi olarak bi-
le mukayese edilebilecek hadiselere ait hic¢ bir
emareye rastlanmamistir. Bu miisahede bak-
terilerin, kromatin maddelerine mana verir-
ken, dikkatli olunmas1 icab ettigine vesile
olur,

Tecriibelerimizde gordiigiimiiz gibi, muh-
telif basil (mesela: koli, Salmonella, Flexner,
difteri basilleri) ve kok (streptokok ve stafi-
lokok) nevileri arasinda kromatin cisimcikle-
rinin boyanma kabiliyeti, sayi, striiktiir ve se-
killeri bakimindan, hic bir fark tesbit edile-
memesi bizce sayani dikkattir.

Eger kromatin cisimcikleri, bazi1 miiellifle-
rin kabul ettikleri gibi, kromozomlara tekahiil

etseydi, bunlarin muhtelif bakteri nevilerin-
de sekil ve sayica farkli olmalari icab eder-
di. Streptokoklar: gosteren sekil 2 bu iddiay:
tasvip etmektedir. (Resim 2).

Streptokoklarin kromatin cisimeikleri re-
sim 1. deki Salmonella bakterilerininkilerle
mukayese edilecek olursa, «ntive - plasma mii-
nasebeti» nin Salmonella basilleriyle strepto-
koklarda bagka tiirlu oldugu goriiliir. Kroma-
tin cisimeikleri takriben ayni biiyiikliikte ol-
dugu halde, basillerde protoplasma miktari,
streptokoklara nazaran daha fazladir.

Bir kag giinliik streptokok asit buyon kiil-
ttirlerinde 4?}‘6kil - 3) kromatin cisimecikleri-
ne dair emareler gosteren veya kromatin ci-
simeigi hic bulunmayan koklara rastlandi.
Zincir teskil eden her kok ferdinde kromatin
cisimeikleri muhtelif sekil ve biiyiikliiktedir.
Buyon ihtiva eden besiyerlerinde iiretilen

¢ stafilokoklarda kromatin ecisimeikleri
geng streptokoklara benzer bir sekilde bak-
terinin hemen hemen biitiin viicudunu kap-
lar ve protoplasma bunun etrafinda, ince bir
kenar tegkil eder. Stafilokoklarin kromatin
cisimeiklerinin, gekil, striiktiir ve boyanma
kabiliyeti bakimindan diger bakteri nevile-
rinden farkh olduklar: tesbit edilemedi.

Asagidaki mithim sualin definitiv olarak

coziilmesi muhakkak lazimdir : y
Canli bakteri viicudunda da kromatin ci-
simeigl ayni striktir ve sekilde meveut mu-

o

dur

Pek tabil Robinow tekniginde oldugu gibi
diger biitiin histolojik metodlarda da ~ayni
seyler variddir. «Hiierenin mikroskopik pre
parati sun’i bir mahsuldiir, bundan canlya
aid neticeler cikartmak icin, esash bir kriti-
ge ihtiyac vardir». (H. Petersen).

Robinow tekniginde tatbik edilen yiiksek
hararetteki HCI hidrolizi, bizim de buna te-
kabiil eden tecriibelerimizin gosterdigi gibi,
hayvani hiicrelerin (karaciger, Iokositler, ke-
niik iligi, dalak hiicreleri) niivelerinin ve
protoplasmalarinin, nazik striiktiir ve yapi-
lar1 igin, zararli bir miidaheledir. Bu arada
Giemsa boya mahlitunun yalniz kromatini
boyamadigini da hatirlatmak isteriz.

Elde edilen bu bilgilerden sonra, canl
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pakteri viicudunun, hangi latent striiktiirii-
niin (Péterfi) Robinow teknigi ile gosteri-
lebilen, kromatin cisimciklerine tekabiil etti-
i ve bu metodla elde edilen boyanmis eki-
valent resmin (Nissl), bakteri canh iken el-
de edilen resimle ne dereceye kadar mutabik
pulundugu sualinin cevaplandiriimas: sayani
arzudur,

Canli ve boyanmamig halde olan sente-
tik besiyerlerinde iiretilmis Salmonella bak-
terilerinde, kromatin cisimciklerine tekabiil
eden mikroskopik hic bir sekil teshit edile-
medi. Ayni zamanda metilen mavisi, naotral
kirmizisi, bazik fiiksin ile intravital boyama-
larda bu bakterilerde Robinow-teknigi ile ko-
lay tesbit edilebilen kromatin cisimeigine
benziyen, muntazam tesekkiilleri de goreme-
dik. Halbuki hayvani hiicre niivesinin bu usul
ile gosterilebilecegi maltmdur.

Acaba tesbit edilmis ve Robinow’a gore
boyanmig preparatlarda meveut kromatin ci-
simeikleri canli Salmonella bakterilerinde de
ayn1 gekil, biiytiklik ve striiktirde mevcut
mudur ? Bu sual tarafimizdan kullamlan u-
sul ile pozitif olarak heniiz coziilememistir.
Bu sebepten, baska intravital boya maddeleri
ve intravital usuller tecriibe edilmelidir.

Yukarida yazdigimiz sebeplerden dolayi
yaptigimiz penisilin, sulfonamid ve fenol tec-
ritbelerini asagida izah etmek istiyoruz.

Bazi miielliflerin miisahedelerine gore

(Chain, Florey, Gardner, Smith ve Hay, Weiss,

Foster ve Woodruff) gelismeyi nehyeden pe-
nisilin konsantrasyonuna malik olan besiyer-
lerinde bakteriler (stafilokoklar, streptokok-
lar, siibtilis basili, sporlu bakteriler ve Gram
menfi basiller) uzun haytlar halinde biiyi-
mekte kalinlasmakta ve dev sekiller meydana
getirmektedirler. Biz 100 ce. inde 125 iinite
penisilin sodyum tuzunu ihtiva eden sentetik
besiyerlerinde paratifo B basilleri ile ayni
neticeleri elde ettik.

Boyle kiiltiirler Robinow’a goére boyana-
.ak olursa, holiinmeye engel olan tesirin yal-
niz protoplasmayl alakadar ettigi, kromatin

cisimeiklerinin miiteessir olmadiklar: teshit
goriildiigii

edilir. 4 iincii resimde de gibi

haytlarda muntazam araliklarla
normal gelismis tek tek bazan da béliinmeye
baslamis kromatin cisimciklerine
Bunlardan pek azi cok kiicliktir. Bazan da

ekseriya
rastlanir.

pbakteri protoplasma haytinin uzunlugundan
beklenildiginden daha seyrek kromatin cisim-
cikleri goriiliir.

4 {incii resimdeki haytin birinde, icinde
bir kac kromatin cisimeiginin bulundugu, ge-
nislemis bir protoplasma goriilmektedir.

Daha yiiksek penisilin konsantrasyonla-
rinda (100 cc. sinde 250 iinite penisilin ihti-
va eden) para B basillerinde pek cok muhte-
lif bityiikliik ve sekiller gosteren ve kromatin
cisimeiklerini ihtiva eden protoplasma genis-
lemelerine rastlamir, Bazan cok muhtelif bu-
yiikliik ve sekilde kromatin cisimciklerini ha-
vi kurbaga tetarimi andiran sekillere rastla-
nir. .(Resim 5 ve 6).

Fakat bu biiyiik kromatin cisimcikleri de,
normal bakterilerinki gibi miitecanis boya-
nirlar ve striiktiirsiizdiirler. Bu dev sekille-
rinde de hic bir zaman hayvani hiicrelerdeki
mitosis’i hatirlatan hadiseler goriilmiiyor.

Boyle dev sekillerinin canl iken mikros-
kopla yapilan muayenesinde kromatin cisim-
cikleri goriillmemistir.
fzah edilen tecriibeler bakteri hayatinin,
protoplasmanin ve kromatin cisimeiginin ha-
rici sekline bagh olmadigini gosterms ktedir-
ler.

Yapilan penisilin tecriibeleri bu antibiyo-
fikir ver-

tigin tesir tarz hakkinda da bir
mistir. Bunun tesirinin asgari derecesi, bal

tinir

teri protoplasmasinin bolinme kabiliye
azalmasinda goriiliir, fakat bunun oelismesi-
ne engel olmaz. Kromatin cisi neiklerinin bo-
linme ve gelisme kabiliyetleri de baki kalir.
(Protoplasma divisyon stasi).

Daha kesif penisilin tesiri altinda, protop-

lasma boliinme kabiliyetinin azalmasma, kro-
matinin boliinme kabiliyetinin azalmasi da
eklenir.

Her ikisinin ‘gelismeleri ise haki kalmak-
tadir. (Protoplasma ve kromatin divizyon
stas1). Bu nehyedici tesirler ekseriys sekil

bozukluklariyla beraberdir.
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Kok, basil ve mantarlarin, normal sartlar
altinda, karakteristik sekillerinin muhafaza

~ edilebilmeleri ve her zaman ayni sekilde ¢o-

galmalari, ancak viicutlarim meydana geti-
ren kisimlarmin siki kaidelerle tanzim edil-
meleriyle izah edilebilir. O halde, yapl me-
tabolizmasi, protein ve diger hayati ehem-
miyeti olan maddelerin sentezi, muntazam
bir sekilde idare ve koordine edilmelidir. Bu-
nun hiicrelerde bulunan muayyen substrat-
lar ve organizatérler vasitasiyle ceryan etti-
gini kabul etmek lazimdir. Bu olayin ne se-
kilde vukua geldigini bilmiyoruz.

Bu miinasebetle bakterilerin yapi meta-
bolizmalarinin labil olduklarini hatirlatmak
isteriz. Bu labilite neticesi, bakterilerin bii-
yiik bir antijen varyabilitesi ve muhtelif se-
kil gostermeleridir. Bakterilerin (mayalan-
ma ve teneffiis gibi) bazi ferment prosesle-
rinin daha normal halde iken tesbit edilebi-
len gayr1 kafi regiilasyonu ehemmiyeti haiz-
dir.

Salmonella bakterilerinin yapisinin nor-

‘mal arsitektiir ve seklini meydana getiren or-

ganizatorleri muhtemel olarak penisilin mu-
vacehesinde kafi derecede miiessir degildir.
Bunun icin bakteri haytinda mantar hayti
ile muayyen bir benzerligi olan, kiirevi veya
ig geklinde genislemeler meydana gelir.

Penisilin tesiri altinda goriilen uzunlugu-
ha nesviinema artmasina olan meyli bir
streptococcus longus anhaemolyticus Susun-
da da miisahede edebildik. Bunu, penisillin-
den ayr1 ayri miiteessir olan iki streptokok
susunu gosteren 7 - 8 ve 9 uncu resimlerde de
gérmekteyiz.

Penisilin muayyen konsantrasyonlarda,
kullanilan streptokoku norm hariei . olarak
biiyiilltmege ve onu basil sekline sokmaga
muktedirdir.

Bu streptokok sekillerinin kromatin ci-
simcikleri biiyiidiikleri takdirde striiktiir
gostermemekte, miitecanis ve ekseriya kuv-
vetli boyanmakta idiler. Mitosis olaylar dai-
ma noksandi.

Acaba penisilin normalde penicilium'un
bir gekil organizatorii iken yabane: bir nev'e

aid olan paratifo bakterilerinin ve koklarin
viicudunda sekil degisiklikleri husule getirip,
normal yap1 organizmasini normal olmiyana
tahvil ederek, yabanci hiicrelerin dezorgani-
zatorit haline mi geliyor ?

Bir hiicrenin organizatériiniin bir yaban-
c1 hiicrenin dezorganizatérii olmasi icin aga-
gidaki sartlarin meveut olmasi lazimdir
Organizator eriyebilmeli ve yabanei hiicre-
nin iist satth membranindan gecebilmeli, Bu
suretle normal bir sekil yerine teratolojik bir
gelisme sekli husule gelir. Bu sartlar her za-
man varid degildir. Dezorganizasyonun ha-
yati hadiseleri durduran ve harabiyetine ka-
dar giden muhtelif derecelerini tasarlamak
miimkiindiir.

Tabii bu tasavvurlar ancak esashi ve
tecriibi kontrola tabi tutulmasi lazim gelen
bir hipotezden baska bir sey degildir.

Penicillium'un hayatinda penicilin’e hangi
vazifenin diistiigii ve kendilerinde organiza-
térlerin mevecudiyeti beklenebilen bir veya
¢ok hiicreli canli varhiklarin hiicrelerinden
yapilan ekstraktlarin, mikroorganizmanin
gelismesi lizerine nasil tesir edebilecegi sua-
linin de arastirilmas: lazimdir.

Tarafimizdan muayene edilen sulfonamid-
lerin (Irgamid, Ultraseptyl, Cibazol) Salmo-
nella bakterilerinin protoplasma ve kroma-
tin cisimeiklerinin sekilleri iizerine olan tesi-
ri penisilininkinden farkhidir. Bu kemotera-
potiklerin cogalmayr miimkiin kilan ilk kon-
santrasyonlarinda (irgamid 1/800, Cibazol
1/1600 Ultraseptyl 1/51200) sentetik vasat-
lardaki Salmonella bakterilerinde hayt tegek-
kiilii ve sekil degisikligi tesbit edilememis-
tir. Bakteriler normal sekillerini muhafaza
etmektedirler. Kromatin cisimcikleri de se-
kil, biiyiikliik, striiktiir ve boyanma kabiliye-
ti bakimindan sulfonamidsiz kontrol besiyer-
lerindeki Salmonella bakterilerine nazaran
farksizdirlar. O halde sulfonamidler Salmo-
nella’larda dezorganizator olarak tesir etme-
mektedirler.

Senelerce evvel H. Braun ve A. Gersbach
tarafindan fenoliin Flexner bakterileri iize-
rine olan tesir tarzlari hakkindaki travayla-
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rindan birinde teratolojik dev sekillerinin te-
sekkiillerine isaret edilmisti. Bu tecriibe bizi
Salmonella bakterilerinin protoplasma ve
kromatin cisimeiklerinin fenoliin tesiri altin-
da sentetik besiyerlerinde ne gibi degisiklik-
lere ugriyacaklarini arastirmaya sevk etti.
(Sekil 10 - 11).

1/1000 fenol konsantrasyonunda Salmo-
nella bakterilerinde muhtelif uzunluk ve ge-
niglemeler goriiliir. Bir tek kromatin cisimeci-
gini havi kisa ve kalin basiller yaninda miite-
addit, muhtelif sekillerde ve gayri miisavi
biiyiiklikte miitecanis kromatin cisimeikle-
rini ihtiva eden uzun, genis, biraz biikiilmis
olanlara da rastlanmaktadir. Bazan kromatin
cisimeikleri kromatin kopriileri vasitasiyle
birbiriyle birlesmiglerdir. Hie bir yerde hat-
ta biiylik kromatin cisimciklerinde de hayva-
ni ve nebati hiicrelerin niivelerini veya mito-
sis'li hatirlatan striiktiirler goriillmedi.

1/2000 fenol konsantrasyonunda tesadii-
fen protoplasmanin yuvarlak veya oval ge-
niglemelerini gorditk. Bunlarda kromatin ci-
simecikleri bazan miihim bir biiyikliiktedir
Bu sonuncularin boliinmelerinde ayni sekilde
hi¢ bir striiktiir degisikligi veya mitoza ben-
zer bir olay goriilmedi.

Bazan protoplasma haytlar: dikotonik ola-
rak boliinmiistiir. Bazan da protoplasma u-
zantilar1 cok ince ve uzundurlar ve cok bii-
yiik kromatin cisimeciklerini havidirler. Cok
defa bu sekilde ince, cok uzun protoplasma
uzantilarinda kromatin kat’i olarak tesbit
edilemedi.

Bu fenol tecriibeleri de penisilin tecriibe-
lerinde oldugu gibi, Salmonella bakterileri-
nin hayatinin, protoplasma ve kromatin ci-
simeiklerinin sekillerine bagl olmadiklar: ne-
ticesini tasdik etmektedir.

Fenoliin tesiri altinda goriilen Salmonel-
la bakterilerinin morfolojik degisiklikleri,
penisilinden elde edilenlere bir dereceye ka-
dar benzemektedirler. O halde fenol penisi-
lin'e analog bir rol oynamaktadir.

Bu organizator hipotezi ile tezat halinde
degildir.

Bunun icin delil olarak Hans Spemann’in

klasik «Experimentelle Beitraege zu
Theorie der Entwicklung
sagidaki kisimlar: alalim : Bundan evvel me
dullar safihayr meydana getiren maddelerin
kimyasal analizi izerinde formatif veyahut
determine eden tesirlerin mahiyetini tayin
etmek icin tecriibeler yapilmistir. Bu tecrii-
belerden elde edilen neticelere gére muayyen
bir spesifik diferansiyasyonun muhakkak
muayyen spesifik sebepler vasitasiyle basgla-
masimin sart olmadigil goriilmiistiir. Bilakis

einer
adli eserinden a-

kendi arasinda birbirine benzemiyen bir cok
amiller vasitasiyle de elde edilebilirler. Béy-
lece Bonellia, . da bir taraftan bir kag
basit asit, diger taraftan kat'i olarak asit
olmiyan ve seksiiel bakimdan endifiran larv-
larin erkeklesmesine sebep olan barsak do-
kusundan yapilan madde hiilasalar1 vardir.
Bundan baska sun'i partenogenez de béliinme
mekanik tenbihlerle, yahut osmotik
betlerin degisikligi ile veyahut yag asitleri
ilavesiyle tahrik edilir. Buna benzer bir hal
de karsinogen hidrokarbonlu maddeler * adi
verilen muhtelif maddeler ithali ile meydana
gelen habis tiimorlerin sun'i olarak meyda-
na getirilmesidir.

iinase-

Travayimizi bitirdikten sonra 4. Boivin,
R. Tulasne, R. Vendrely ve R. Minck'nin cok
enteresan ve son derece miihim olan bir tra-
vayl ciktl. «Le noyau des bactéries» adli bu
travayl bundan sonraki tecriibelerimizde na-
zar1 itibara alacagiz ; fakat cok esash One-
minden dolayr bu travay: isaret etmek mec-
buriyetindeyiz. Riboniikleaze ve dezoksiribo-
niikleaze
bakterinin protoplasmasinda ve dezoksiribo-

yardimiyle riboniiklein asidinin
niiklein asidinin bakterinin kromatin cisim-
ciginde l6kalize oldugu kat'i olarak ispat edil-
mistir, boylece Oyle bir metod bulunmustur
ki bunun sayesinde hiitiin bakterilerde ve hat-
ta simdiye kadar kullanilan metodlarin tesi
etmedigi bakterilerde kromatin cisimeikleri-
nin tesbit edilmesi miimkiindiir. Bu travay-
da ayrica penisilinin stafilokok kromatin ci-
simeigi lizerine olan tesiri hakkinda kisaca
bilgi verilmistir ve ilerisi icin daha genis bis
nesriyat tasavvur halindedir.
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Miiellifler metodlariyle bakterilerde niiveyi
ispat ettiklerini kabul etmektedirler.,

Fakat bizce bu neticeyi kat'i olarak SOy-

liyebilmek icin daha diger ispatlarin ortaya
atilmasi lazimdir, bunun icin bizim simdilik
kullandigimiz «Kromatin cisimcigi» tabirini
daha dogru bulmaktayiz,

Uzun zamandanberi tecriibelerimizi de-
vam ettirmekteyiz ve uygun bir zamanda ne-
ticelerini bildirecegiz.
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