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Tilapia nilotica’'da bakirin karaciger ve kas dokularindaki
birikiminin, bu dokulardaki nicel protein derisimlerine etkileri
dort farkli ortam derisiminde (0.1, 1.0, 5.0 ve 10.0 ppm Cu} ve bes
farkli1 zaman slUrecinde (1, 7, 15, 30 ve 60 gin) belirlenmigtir.

Deneyler siiresince bakirin karaciger ve kas dokularindaki
birikimi ortam derisimi ve etkide kalma slresine bagl: olarak artis
gbstermisgtir.

Tum ortam derisimlerinde, karaciger protein der?siminin ilk
30 gin igerisinde maksimum bir degere ulastigi, 30 ve 60. glnler
arasinda ise belirli oranlarda tekrar disme gosterdigi
saptanmistir. Kas protein derigimi ise dokudaki bakir birikimine
bagli olarak 30. giune degin azalmis, 30 ve 680. glinler arasinda ise
10.0 ppm Cu disindaki tim derisimlerde bu dokudaki protein

diizeyleri bir denge durumuna ulasmistair.
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ABSTRACT

The effects of copper accumulation on the total protein
content of liver and muscle tissues of Tilapia nilotica were
recorded over 1, 7, 15, 30 and 60 days after exposure to copper
concentrations of 0.1, 1.0, 5.0 and 10.0 ppm Cu in the medium.

Accumulation of copper in liver and muscle tissues increased
with increasing concentrations of copper and with increasing
exposure periods to a particular copper solution.

The protein content of liver, showed a decline between days
30 and 80 after reaching its highsst level in the first 30 days of
exposure to a given copper solution. Muscle protein content,
however, decreased in the first 30 days of exposure and leveled

thereafter except in 10.0 ppm Cu.
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Eser miktarlarda canlida temel islevieri olan bakir ve ¢inko
gibi agir metaller gerek dogal kaynaklardan, gerekse antropojenik
faktorlerin etkisi ile gevre kirletici bir ajan olarak su ortamina
girdiklerinde canlilara ulasarak hlicresel veya molekﬁler dizeyde
yapisal wve 1islevsel =zararlara neden olurlar (Romanenko ve
Yevtushenko, 1985; Tort ve ark., 1887).

Bakir, gegitli metallo-enzimierde prostetik gurup olarak temel
bir bilegeni olusturmaktadir (Bingtl, 1883; Villareal-Trevino ve
ark., 1986). Dmuggalllarda kan plazmasinda bulunan seruloplazmin,
karacigerden 1izole &edilen hepatokiiprein wve beyinde bulunan
serebrokiprein (Mahler ve Cordes, 1971; Lehninger, 1975) bakir
iceren proteinler olup wve Arthropod’larin solunum ile ilgili
proteini olan hemosiyaninin de bilesiminde bakir bulunur (Bagatto

ve Alikhan, 1987). Ayrica tirosinaz, askorbik asit oksidaz,
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sitokrom oksidaz ve monoamin oksidaz gibi enzimlerin de bakir
icerdigi bilinmektedir (Berman, 1880)., Omurgali hayvanlarda bakirin
kemik olugumu, kalbin caligsmasi, bag dokusu gelisimi, omuriligin
miyelinlesmesi ve doku pigmentasyonu gibi gesitli olaylarda igslevi
vardir.

Bakirin gesitli omurgasiz (Bryan, 1968; Brown ve Ahsanullah,
1971; Evans, 1880; Engel, 1987; Beaumont ve ark., 1987; Depledge,
1988), omurgali: (Scheuhammer ve ark., 1885; Lui, 1887) ve bu
kapsamda baliklar (Brungs ve ark., 1873; Buckley ve ark., 1982;
Honda ve ark., 1983; Gautam, 198%9) lUzerine olan toksik etkileri ve
birikimi ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Son yi1llarda
konu ile ilgili arastirmalar daha ¢ok bakirin oOncelikli olarak
depolandig: organlar (Honda ve ark., 1883; Romanenko ve
Yevtushenko, 1985; Hilmy ve ark., 1987a), organizmanin temel
bilegenleri lizerine olan etkileri (Tort ve ark., 1987; Nemcsok ve
Hughes, 1888) ile organizmadaki toksifikasyon ve detoksifikasyon
mekanizmalari (Buckley ve ark., 1882; McCarter ve ark., 1982; Roch
ve McCarter, 1984) izerinde yogunlasmaktadir.

Letal olmayan ortam derisimlerinde agir metaller baliklarda
daha ¢ok karaciger ve bdbrek gibi metabolik aktivitenin fazla
oldugu organlarda birikmektedir (Thomas ve ark., 1883 ve 18985;
Capelli ve Mingati, 1887; Hilmy wve ark., 1887a; Jana wve

Sahana, 1988).
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Baliklarda karaciger, agir metallerin alinmasi ve depolanmasinda
tnemli roli olan bir organdir (Collvin, 19884; Haesloop ve Schrimer,
1885; Miklovies ve ark., 1885; Bradley ve Morris 1886). Agir
metalleri baglayarak toksik etkilerinin yok edilmesinde iglev
yapan, molekiil agairliklari disiuk, sistein bakimindan =zengin ve
histidin gibi aromatik yapidaki amino asitlerden yoksun olan
metallothioneinlerin (MT) bagslica sentez yerlerinden birisi de
karacigerdir (Cherian ve Goyer, 1978; Tort ve ark., 1984; Harrisson
ve Lam, 1885; Olsson ve Haux, 1986; Arumugam ve Ravindranath, 1987;
Gagne ve ark., 1990). Balik ve memelilerle yapilan arastirmalar,
epinefrin ve glukokortikoid gibi hormonlarin etkisiyle dolasim
sisteminden fazla miktarlarda absorbe edilerek hiicre i¢i derigimi
artan bakirin, metallothioneinleri kodlayan geni aktive ederek
bunlarin sentezini arttirdigini géstermigtir (Cousins, 1885; Olsson
ve ark., 1988). Bakirin baglanmasinda karaciger mitokondrileri de
etkin islev yapmaktadir (Zaba ve Harris, 1978).

Baliklarda kaslarin bakiri baglamada etkin bir doku olmamasina
karsin, metalin besin zinciri yolu ile insanlara degin tasinmasinda
Bnemli bir islevi olmasi1 nedeniyle bu dokudaki metal birikimi
izerine yaplian calismalar oldukga fazladir (Cross ve ark., 1973;
Sharma, 1983; Mikloviecs ve ark., 1885; Blevins ve Pancorbo, 1886).

Baliklarda alinan bakir derigimindeki artisin protein

metabolizmasinda hizli1 ve Bnemli bozulmalar olugturmasi: nedeni ile



4
bu arastirmads 0.1, 1.0, 5.0 ve 10.0 ppm Cu nlmgk uzare diirt farkla
ortam deriziminde 1, 7, 15, 30 ve 60 gun strelerle birakilan
Tilapia nilotica’nin karaciger ve kas dokularindaki bak:ir
birikiminin bu dokulardaki total proteinlerin nicel degisimleri

izerine etkilerinin saptanmas:i amag¢lanmigtar.

MATERYAL VE METOD

Arastirma materyali olan T.nilotica 7.56 £ 0.12 cm boy ve
7.21 £+ 0.03 g agirliga ulastiginda yetistirme havuzlarindan
laboratuvara alinarak 30%120%40 cm boyutlarinda iki stok akvaryum
icerisinde 2 ay siire ile deney kosullarina uyumlari saglanmigtair.
Baliklar bu siire icerisinde 9.08 £ 0.07 cm boy ve 10.76 £ 0.69 ¢
agirliga wulasmislardir. Deneyler siresince baliklara 148 cm
uzunluktaki dort floresan lamba (Daylight 65/80 W) ile 8 saatlik
aydinlanma periyodu uygulanmigtir. Deney akvaryumlarinda
havalandirma, akvaryum motorlari ile saglanmis ve baliklar birey
bagsina ginde 25mg hazir balik yemi ile besleqmistir.

Deneyler siuresince bazi ortam kosullari asagidaki sgekilde

belirlenmigtir:

Sicaklik : 25 £ 1°C
Total sertlik : 230 £ 0.75 ppm CaCOs:,
pH : 8.2 = 0.15

Total alkalinite: 326 + 1.50 ppm CaCOs
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Belirlenen 1, 7, 15, 30 ve 60 giinliik siUreler dikkate alinarak,
bes seri halinde yiuritilen deneylerde her seride bes akvaryum
kullanilmistir. Bir seride bulunan ve herbiri ¢ esit bolmeye
ayrilmis olan 20%60%25 cm boyutlarindaki bes cam akvaryumun ilk
dordine beser litre 0.1, 1.0, 5.0 ve 10.0 ppm derigimlerindeki
bakir ¢tzeltileri konarak, metalin karaciger ve kas dokularindaki
birikimi wve protein dizeylerine etkileri incelenmis, besinci
akvaryum ise kontrol gurubu olarak denenmistir. Deneyler her
bdlmede ikiger balikla U¢ kez tekrarlanmistir.

Stok bakir ¢Bzeltisi olarak kullanilan bakir sodyum sitrat
(CoHsCuNa) ¢dzeltisi (6350 ppm Cul, bakir Ol)klﬁrﬁre (CuCl.; 2H-0),
bakirin presipitasyonunu engellemek amaciyla, tri-sodyum sitrat
(CeHs O, Na; BH,0) katilarak hazirlanmistir (Wisely ve Blick, 1967;
Brown ve Ahsanullah, 1971). Zaman i¢erisindeki degisimler gtz onine
alinarak, deney c¢bzeltileri her ii¢ glinde bir taze hazirlanan stok
¢bzeltiden uygun seyreltmeler yapilarak degistirilmistir.

Belirlenen sireler sonunda deneyden gikartilan bir seriye ait
baliklarin karaciger ve kaslari canli bireylerden ayri ayri disekte
edilerek iki kisma ayrilmis ve bunlar dokularin bakir derisimi ve
total protein dizsylerini saptamak amaciyla kullanilmislardir.

Doku ©rneklerinin bakir analizleri atomik absorbsiyon
spektrofotometrik ydntemler kuilanilarak yapiimistir. Yakma
islemlerinden Once, 150°C de 72 saat sire ile sabit tartima

getirilen dokular, kuru agirliklari saptanarak deney tiiplerine
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aktariimig ve uUzerlerine nitrik asit (Merck, %65; U.A.:1.40) -~
perklorik asit {Merclk, %50 U.A.:1.53) (2:1 v/v) karisimi
eklenmistir (Muramoto, 19883). Yakma islemini tamamlamak Uzere doku
Ornekleri 120°C da 60 dakika siire ile kaynatilmistir. Daha sonra
balon jojelere aktarilan Orneklerin hacmi damitik su ile 5 ml’ye
tamamlanmigtir.

Bakir absorbans degerleri Instrumentation Laboratories (IL
751) marka atomik absorbsiyon spektrofotometresi kullanilarak elde
edilmistir. Ayni marka gukur katodlu bakir lambasinin kullanildiga
spektrofotometrede, slit araligi 0.3 nm, lamba akimi 5 ma,
fotokatlandirici gerilim 8530 V, asetilen ve hava akimlari ise
sirasiyla 4.5 ve 20 ft3/dak. olarak ayarlanmis ve Olgimler 324.8 nm
dalga boyunda yap:ilmigtir.

Total protein dizeyi belirlenecek olan doku drneklerine, yasg
agirliklar:i saptandiktan sonra, 20 ml, %10’ luk friklorasetik asit
(TCA; Merck, extra pure) eklenerek (Roe ve ark., 1861), Ultra-
Turrax; T-25 homojenizatsr ile 24.000 dev./dak.’da 3 dakika
homojenlestirilmigtir. Homojenat, 3500 dev./dak.’da 20 ser ml TCA
ile iki kez 15 er dakika santrifiijlenerek (Hettich; Universal-1200)
ist faza gecgen glikojen uzaklastirilmistir. Cokelti igerisindeki
lipidler, santrifidj tiplerine her defasinda 5 er ml etil alkol
(%96) eklenerek ve 3500 dev./dak.’da 15 dakika sire ile i¢ kez
gsantrifiijlenerek, ist faz ig¢erisinde ayrilmistir. GCGokelti 37°C

etiivde 48 saat stire ile bekletilerek alkoli ugurulmustur. Bir
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spatil yardimi ile ezilerek toz haline getirilen &rnege, toplam
hacim 5ml olacak sekilde damitik su eklenerek, elde edilen bu
¢bzeltideki protein derigimi "Kantitatif Biuret Testi” ile
belirlenmistir (Plummer, 1971). Bu amagla, iyice c¢alkalanan
¢cozeltiden 2 m!l alinarak Uzerine 3 ml bilret ayirac: eklienmistir.
Ornekler 37°C etiivde 10 dakika bekletildikten sonra 3500
dev./dak,*da 10 dakika santrifijlenerek spektrofotometre tiplerine
aktarilmistir. Orneklerdeki total protein absorbans degerleri
540 nm dalga boyunda, spekirofotometre (Bausch and Lomb; Spectronic
20) yardim: ile Gdlegilmiistir.

Deney wverilerinin istatistik dsgeriendirilmesi "Regresyon
Analizi”, "Varyans Analizi"™ ve "Student-Newman Keul’'s Test (SNK)”
uygulanarak yapilmistir (Rohlf wve Sokal, 18685; Sokal ve Rohlf,

1968).

BULGULAR

Farkli1i bak:ir ortam derisimlerinde incelenen Tilapia
nilotica’nin kas ve karacigerinde yapilan bakir ve total protein
analizlerinden elde edilen absorbans degerleri ile dokularin kuru
ve yas agirliklar: Ek TABLO 1’de verilmistir.

Bu dokulardaki bakir derigimlerinin belirlenmesi amaciyla,
Sekil 1'de verilen ve absorbans ve bakir derisimi arasindaki

iliskiyi gtsteren regresyon dogrusu kullanilmistir. Regresyon
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dogrusunu elde etmek i¢in taze stok ¢tzeltiden hazirlanan 5.0, 4.0,
3.0, 2.0ve 1.0 ppm derisimlerindeki bakir cdzeltilerinin absorbans
degerleri saptanarak bu degerlerden regresyon esitliéi;

Y = 0.053 X + 0.009 olarak hesaplanmistir. Bu esitlikte Y
absorbans, X ise bakir derisimini gtstermektedir.

Doku 8rneklerindeki bakir derigsimlerinin saptanmasinda asagida
belirtilen yol izlenmistir. Karacigerde 15.glinde 5 ppm bakir
¢gbzeltisinin "a" tekrari dikkate alidiginda;

Absorbans = 0.158

Ornek Agirligi= 0.044 g k.a.

Absorbans - 0.008

Derigim = ~=--------w-r---c-—- = 2.773 ppm Cu

(Ornek, 5 m! asitte yakildiktan sonra damitik suyla 5ml’ye
tamamlandigindan, 0.044 g Grnekteki derigim;

Derigim = 2.773 * 5 = 13.865 ug Cu /7 5 ml .

1 g Brnekteki bakir derisimi ise;

13.865
Derisim = ------------- = 315.1 pug Cu/g k.a. olarak bulunur.
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Ayni iglemler "b" ve "c" tekrarlari igin yapirldiginda, bakir
derigimlerl sirasiyla 311.8 nug Cu/g k.a. ve 317.8 ug Cu/g k.a.
clarak hesaplanir. Bu degerler Ek TABLO [1’de, bunlarin aritmetik
ortalamasi olan 314.9 ug Cu/g k.a. degeri ise TABLO I[’de 15.gunun
5.0 ppm bakir derigimi ig¢in verilmistir.

Belirlenen her slre ve ortam derisiminde dokularda ii¢ tekrarl:
olarak saptanan bakir dilzeylerinin aritmetik ortalamalari karaciger
ve kas i¢in sirasi ile TABLO I ve 1Il’de sunulmustur.

Dokularin protein dizeylerinin belirlenmesinde, protein dizeyi
ve absorbans arasindaki iligki kullanilmigtir. Bilinen
derigimlerdeki albumin cozeltilerine kars: gelen absorbans
degerlerinin saptanmas: i¢in taze hazirlanmis stok albumin (100 mg
Albumin/ml) ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak 6.0, 4.0, 2.0, 1.0
ve 0.5 mg/ml derigsimlerindeki ¢bzeltiler elde edilmistir. Bu
derisimlere karsi gelen absorb;ns degerleri materyal ve metod

:
boliminde belirtildigi sekilde elde edilerek verilere regresyon
analizi uygulanmis ve protein derisimi ile absorbans arasinda
dogrusal bir iliski bulunmugtur (Sekil 2). Absorbans Y, protein
derisimi ise X ile gosterildiginde bu dogrunun regresyon esitligi
Y = 0.1 X + 0.044 olarak vurgulanabilir.

Kas ve karacigerdeki ©protein derisimlerinin saptanmasinda
Ek TABLO 1I’de verilen dokularin yas agirliklari, absorbans
degerleri ve Sekil 2’'de gdsterilen protein derisimi ve absorbans

arasindaki iliskiyi gosteren regresyon dogrusu kullanilmistir.
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Bu islemiere &rnek olarak asagida, 15 gun 5.0 ppm Cu ¢gézeltisinde
kalan baliklarin karacigerlerinde yapilan dlgimierin "a"™ tekrari
verilmigtir.
Absorbans = 0.135
Ornek Agirlig: = 0.1357 g y.a.

Absorbans - 0.044
Derigim = ---~-------rm—--cmommme mg/ml

[

Derigim = ---m-----oo—-—enw—- = 0.91 mg/ml

Kurutulan drnek damitik su ile 5 ml’ye tamamlandigindan toplam
ornekteki protein derisimi;

Derisim = 0.91 % 5 = 4.55 mg/5 ml

Bir gram yas agirliktaki protein derisimi ise;
Derigim = -==-=--~--==- = 33.52 mg/g y.a. olarak saptanir.
0.1357

Ayni islemler "b" ve "c" tekrarlar: igin yapildiginda protein
dizeyleri siras1 ile 34.54 ve 32.68 mg/g y.a. olarak belirlenir. Bu
i¢ deger Ek TABLO II*'de "Protein Derigimi™ kolonunda , bunlarin
aritmetik ortalamas: olan 33.58 mg/g y.a. degeri ise TABLO II1I’de,
15, giiniin 5.0 ppm bakir derisimi ig¢in verilmigtir.

Belirlenen her sire ve ortam derigsiminde li¢ tekrarli olarak
saptanan protein dizeylerinin aritmetik ortalamalari karaciger ve

kas ig¢in sirasi ile TABLO IIl ve IV de sunulmustur.
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Belirli bir derigimde etkide kalma sliresinin ve yine belirli
bir slre sonunda artan ortam derigiminin dokulardaki bakir
birikimine etkisini saptamak amaci ile TABLO I ve Il deki veriler
SNK testi ile analiz edilerek sonuglar bu tablolarda sunulmustur.
Tablolardaki a, b, ¢, d, ve e harfleri artan ortam derisiminin, s,
t, %, ¥ ve z harfleri ise artan strenin etkisini belirtmek amac:
ile kullanilmistir. Tablolarda farkli harflerle gosterilen veriler
arasinda P<0.01 dizeyinde istatistik ayrim vardir.

Ayni ortam derisiminde, etkide kalma suresi ile T.nilotica’nin
karaciger ve kas dokularindaki bakir birikimi arasinda pozitif bir
iliski bulunmustur. Dokularda siireye bagli1 olarak gozlenen bu artisg
tim ortam derigimlerinde istatistik Bnem tasimaktadir (TABLO I ve
Il1; SNK, P<0.01). Birinci ve altmisinca ginler dikkate
alindiginda karacigerdeki bakir birikiminde 10 katdan daha fazla
bir artma gtzlenirken, kasta S5 katlik bir artis olmustur. Belirli
bir ortam derigimi ve slrede karaciger ve kas dokularindaki bakar
birikimi arasindaki ayrimi: belirlemek amaci ile veriler SNK testi
ile analiz edilmis ve karacigerdeki birikimin tUm derisim ve
sirelerde kastaki birikimden_ G&nemli derecede yliksek oldugu
saptanmigtir (P<0.01). Etkide kalma stresi arttik¢a, karaciger/kas
bakir birikimi orani da artmaktadir.

Belirli bir zaman slirecinde doku birikimi ortam derigimine
bagli olarak artmaktadir. Bu artma, 1.0 ve 5.0 ppm Cu etkisinde

bir gin kalan baliklarin kaslari disinda, tuim sireler igin
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istatistik Snem tasimaktadir (TABLO I ve I1; SNK, P<0.01). Belirli
bir suUrede ortam derisimindeki 10 katlik bir artma her iki dokuda
da 1-1.5 katlik artmalara neden olmustur.

Belirlenen her siire ve ortam derisiminde dokularda U¢ tekrarl:
olarak saptanan protein diizeylerinin (Ek TABLO I[I) aritmetik
ortalamalari karaciger ve kas igin sirasi ile TABLO IIl ve IV’de
verilerin istatistik analizleri ile birlikte sunulmustur.

Karacigerde 0.1 ve 1.0 ppm ortam derigimlerinde 7.giln sonuna
degin protein dizeyinde onemli bir degisim olmamigtir (TABLO III;
SNK, P>»0.05). Diger tium ortam derisimlerinde, 5.0 ppm Cu’da 15 ve
60. giunler disinda, protein diuzeyi etkide kalinan sireye bagli
olarak degisim gostermistir (P<0.01).

Kas protein dizeyi 0.1 ppm derisimde 15.giine kadar degisim
gostermezken, 1.0 ve 5.0 ppm derisimlerinde 7-15. ve 30-60. ginler
arasinda degisim gdstermemistir. 10.0 ppm Cu ortam derisiminde ise
stkide kalma siiresinin artmas: kastaki protein diizeyinde Bnemli bir
azalmaya neden olmustur (TABLO IV; SNK, P<0.01).

TABLO I ve [11’de karaciger igin sunulan verilerin grafiksel
anlatimlar: Sekil 3-6'da verilmigtir. Karaciger protein dizeyleri
tim derisimlerde 30.giline kadar bir yukselme gdstermistir. Protein
diizeyinde otuzuncu gine kadar gtzlenen bu artis, ortam derisimi ve
buna bagli olarak karaciger bakir birikimi ile dogru orantilidar.
Karaciger bakir birikimi, 0.1, 1.0 ve 5.0 ppm Cu derisimlerinde

otuzuncu ginden sonra da artmasina devam etmis ancak protein
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dizeylerinde Onemli dismeler olmustur. 10.0 ppm ortam derisiminde
30. gine kadar karaciger bakir birikimi ve protein dizeyi artmig,
bu gurupta bulunan baliklar 30. ginle 60. gin arasinda dimilslerdir.

Tablo 11 wve [V'de kas igin saptanan verilerin grafiksel
anlatimlar: Sekil 7-10’da verilmistir.Etkide kalma siresi ve ortam
derisiminin artmasi: kastaki bakir birikimini artirirken, protein
diizeyini dusglrmistir.

Galigilan dokular protein dizeyleri bakimindan
karsilastirildiklarinda, tiim kontrol guruplarinda karaciger ve kas
protein dizeyleri arasindaki ayrim istatistik olarak ©nemlidir
(P<0.01). Bu guruplarda karaciger protein dizeyi kastakinden
daha dusiktir.

Protein dizeyleri tim ortam derisimlerinde karacigerde siireye
bagli olarak artarken, kasta azalma gostermistir. Karaciger protein
diizeyi 0.1 ppm Cu ortam derisiminde 15.glnde, diger derigimlerde
ise 1.glinde kastaki diizeyini ge¢mistir. Dokularin protein dizeyleri
arasindaki ayrim, 0.1 ppm Cu derisiminde bir giin kalan baliklar
disinda, istatistik ©nem tagimaktadir (SNK; P<O.01). Ortam
derisimindeki on katlik bir artma karacigerdeki protein dizeyini 1-
2 kat kadar artirirken, kastaki diizeyinde ayni oranlarda dismeye

neden olmaktadir.
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TARTISMA

Baliklarda agir metallerin mortalite Uzerine etkileri tirler
arasinda ayrim gostermekle birlikte (Brown ve ark., 18986), gesitli
tirler Uzerinde yapilan arastirmalar belirli bir derisim araliginin
izerinde mortalite oraninin hizla arttigin: gostermektedir (Abel ve
Papoutsouglou, 1886). Ayni galismada Ti/apia_ aurea igin 35 gilinde
LCso’nin 0.7 ve 20 ppm Cd arasinda degistigli saptanmistir. Ayni
bak:ir derisimlierinde Tilapia nilotica, Cyprinus carpio’ya oranla
daha uzun slire yasayabilmektedir (Kargin, 1880). T.nilotica ile
yapilan bu aragtirmada 0.1, 1.0 ve 5.0 ppm Cu ortam derigimlerinde
60 giinluk deney siiresince mortalite gdzlenmemis, ancak 10.0 ppm Cu
derisiminde 30 ile 60. glnler arasinda mortalite orani % 100
olmustur.

Baliklarda vyiksek bakir derisimlerinde gtzlenen mortalite
cegsitli etkiler sonucu ortaya ¢ikabilmektedir. Ornegin bakir Salmo
gairdneri’de plazmadaki asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesini
inhibe ederek kalbin fonksiyonunu engel lemekte ve dolasim
sistemindeki aksama nedeniyle 0 - C02 alis verigini etkileyerek
doku diizeyinde hypoxia’ya neden olmaktadir (Nemcsok ve Hughes,
1888). Ayni1 aragtiricilar bakirin, solunga¢ epitel hiicrelerinin
sekonder lamellerine zarar vererek 0. diffUzyon kapasitesini
azalttigin: belirtmiglerdir. Bakirin apikal hicrelerin
membranlarinda geg¢irgenligi artirarak K* kaybina neden oldugu

saptanmigtir (Zaba ve Harris, 1978; Lauren ve McDonald, 1885).
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Baliklarda benzer etkiler kursun (Katti ve Sathyanesan, 1986),
kadmiyum (Tort ve Rosell, 1989) ve g¢inko (Tort ve ark., 1984) ile
de gdzlenmistir.

Bu arastirmadan tiim ortam derigsimlerinde karacigerde kasa
oranla cok daha yilksek derisimlerde bakir biriktirdigi
saptanmistir. 7T.nilotica’nin farkli dokularinda bakir birikimi
izerine yapilan bir arastirmada, bakirin en yiliksek derisimleri
dalak wve karacigerde en dlsik derisiminin ise kasta saptanmis
clmasi1 (Erdem ve Kargin 1990) bulgularimizi desteklemektedir.
Baliklarda bakir birikimi bakimindan karacigerin aktif bir organ
oldugu, kas ig¢in saptanan degerlerin ise genelde diisiik oldugu dogal
kosullarda (Honda ve ark., 1983; Kulikova ve ark., 1985; Roch ve
ark., 1985; Bradley ve Morris, 1986) ve laboratuvarda (Buckley ve
ark., 1882; Collvin, 1885; Hilmy wve ark., 1987a) yapilan
arastirmalarla saptanmigtair.

Bakirin portal sisteme girmesi ve Kkaracigere ulasmasinda
albumin igslev yapmaktadir. Albumine zayif baglanmis olmasi bakirin
doku alis-verigsini kolaylastirmaktadir. Romanenko ve Yevtushenko
(1888) Cyprinus carpio’da ortamdaki bakir derisiminin artmasina
paraiel olarak plazma albumin dizeylerinde de bir artis
saptamislardir. Serum igerisinde bakirin tasinmasinda albumine ek
olarak amino asitler de iglev yapmaktadir. Omurgalilarda protein
sentezinin %85’inin yapildig: kéracigerde bakirin alinma ve

depolanmasi oldukg¢a etkin ve hizl:i bir sekilde yapilmaktadar.
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rnegin serumda bulunan bakirin, farelerde %50, insanlards 1se
%80'1 bir gun igerisinde karacigerlere gegmektedir (Collvin, 1984;
Cousins, 1985).

Karaciger ve btbrekler, Cu ve Zn gibi metallerin depolanma
vyeri olarak islev yapan metallothionein (MT) sentezinin yapildig:
bagslica organlardir. Bunlarin hemen her dokuda belirli miktarlarda
normal kogsullarda da bulunmalari (Noel-Lambot ve ark., 1878; Olsson
ve ark., 1888), MT’ lerin  hiicre ie¢i ve hicre disi metal
metabolizmasinin kontrolini yapmakta oldugunu gostermektedir. MT
sentezini Cu, Zn ve Cd’ye ek olarak epinefrin ve glukokortikoid
hormonlar da arttirmaktadir. Disik molekiil agirlikli MT’lerin temel
iglevlieri arasinda cd, Hg gibi toksik metallerle, agiri
derigsimlerdeki Cu wve 2Zn gibi mikroelementlierin hiicre igerisinde
detoksifikasyonu, Cu ve Zn depolanmasi, tasinmas: ve belirli
yverlerde tutulmas: sayilabilir (Ley ve ark., 1883).

Bakir iyonlarinin derigiminin artmasa MT geninin
transkripsiyonunu artirarak fazla bakiri baglamak Uzere metal
proteinlerinin sentezini hizlandirmaktadir (Noel -Lambot ve
ark.,1978), Bu proteinler metalleri Oncelikle baglayarak enzimler
gibi yUksek molekil agirlikli hicre proteinlerinin (Harrison ve
Lam, 1985) metabolik aktivitelerini agir metal toksisitesine kars:
korumaktadir (Winge ve ark., 1873; Buckley ve ark., 19823). Etkide
kalma slresinin uzamasi ile fare karacigerindeki bu tip
proteinlerde bakir derisiminin arttigy saptanmistir (McCarter ve

ark., 1882).
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Bu aragtirmada tum ortam derisimlerinde T.nllotica'nin
karaciger protein duzeyleri 30. giine degin nicel olarak artmistir.
Clarias batrachus ile yapilan bir g¢alismada da bakirin karaciger
proteinlerinde bir artisa neden oldugu saptanmigtir (Jana ve
Sahana, 1888). Diger agir metallerin baliklarin karaciger
proteinlerinde bir artmaya neden oldugu g¢esitli arastiricilar
tarafindan saptanmistir (Hilmy ve ark., 1985; Jana ve ark., 1986;
Sahana ve ark., 1986). Kadmiyum etkisi Mugil cephalus’un karaciger
protein dizeyini arttirmigtir (Hilmy ve ark., 19885). Hilmy ve ark.
(1987b) Clarias lJlazera ve Tilapia =zilli’de ¢inko ortaminda
karacigerdeki protein artisinin, bu organdaki MT sentezinin artmas:
nedeniyle oldugunu belirtmislerdir.

T.nilotica’da ayni sire igerisinde ortam derigimindeki artisla
karacigerdeki bakir birikimi ve protein dizeyinde de artmalar
saptanmistir (Sekil 3-8). Oncorhynchus kisutch’da karacigerdeki MT
sentezi ortamdaki bakir derisimine bagly olarak artmaktadir
{McCarter ve Roch, 1884), Pleuronectes platessa’da karaciger Zn
derigimi ile MT dizeyli arasinda pozitif bir iliski bulunmustur
(Overnell ve ark., 1887).

Belirli bir bakir derigsiminin etkisinde kalan baliklarda
karaciger MT'leri baglangigta ¢ok ylksek dizeylere ulasmakta, bir
slire sonra azalarak bir denge durumuna gelmektedir (McCarter ve
Roch, 1984). Arastiricilar farkli derigimlerde bakirin etkisinde

kalan Oncorhynchus kisutch’un karaciger MT dUzeyinin 4 haftalik
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bir artigtan sonra ise bir denge durumuna ulagsildigina
saptamislardir. T.nilotlca’da da karaciger protein dizeyleri
deneylerin ilk 4 haftasi1 siiresince artis gostermekte, 30-60. glinler
arasinda ise azalmaktad:ir.

MT’ lerin par¢alanmasi lizozomal proteazlarca yapilmaktad:ir.
Ancak bakir MT’lerinin polimerizasyona ugramalari nedeniyle ¢inko
ve kadmiyum MT'’lerine oranla parcalanmalar: cok daha zor
olmaktadir. MT ve lizozomlar bakir homeostasisinde tnemli rol
oynamaktadirlar (Viarengo ve ark. 1988). Yiksek bakir
derigsimlerinde bakir MT’ leri lizozomlarda depolanmaktadir. Fundulus
heteroci/itus’ta yuUksek bakir derigimlerinin lizozom sayisinda
artmaya neden oldugu saptanmistir (Weis ve ark., 18886).

Glukokortikoid, epinefrin ve cAMP’nin yani sira bakir da
seruloplazmin ve MT sentezini yapan genlerin transkripsiyonunu
artirmaktadir (McCarter ve ark., 1882; Cousins, 19885; Segner,
1987). Hepatositlerden bakirin salinmasi tagiyici bir glukoprotein
olan seruloplazmin araci1lig:r ile olmaktadir. Bakir seruloplazmine
albumine oranla daha siki bir gekilde baglanmaktadir.

Glukokortikoidler bakirin karaciger hiicrelerinden
seruloplazmin araci1li1g1 ile salgilanmasinil ve ayrica safra yolu ile
atilimini arttirmaktadir. Bu nedenle seruloplazmin ekstrahepatik
dokularda bakirin temel kaynagini olugturmaktadir. Serum bakirinin
%90 - 95’1 seruloplazminde bulunmaktadir. Yamamoto ve ark. (1977)

bakirin Cyprinus carpio’nun kan serumunda seruloplazmin dizeyini
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artirdigini saptamislardir. Seruloplazminin temel gorevinden birisi
bakiri dokulara tagimaktir. HlUcre membran: reseptdrlerinde bakirin
Cu*+ den Cu*’s indirgendigi belirtilmektedir (Cousins,
19853 .Brubaker ve ark. (1871 Metil eciva hidroksit (MCH),
si¢anlarda ribozom sayisini ve islevsel etkinligini ayrica
poliribozom olusumunu arttirdigini buna bagli olarak da karacigerin
protein sentez yeteneginde bir artisa neden ocldugunu
saptamigliardir. MCH serum proteinlerinin sentezinin yap:lidig:
granlllU endoplazmik retikuiumda bir artisa ,enzim proteini
sentezleyen graniilsiiz endoplazmik retikulumda ise bir azalmaya
neden olmustur. Ayn: sekilde Rutilus rutilus’ta bakir granilld
endoplazmik retikulum miktarinda Snemli artislara neden olmaktadair
(Segner, 1887).

T.nilotica’da karaciger proteinlerinde 30. gine kadar saptanan
artisin alinan fazla bakirin karacigere tasinmasi, burada
depolanmasi, ekstrahepatik dokulara dagilimi ve atilim: ile ilgili
olan proteinlerin sentez artiglarina bagli olarak ortaya g¢iktig:
diusinllmektedir. Karaciger proteinierinde 30. ginden baslayarak
gbzlenen azalma ise MT sentez kapasitesinin bu siire icerisinde
maksimuma ulagmasina baglanabilir.

Denenen tiim derisimlerde ilk 30 ginlik surede karacigerdeki
protein artmasina karsin, bakir 7.nilotica’nin kas proteinlerinde
bir azalmaya neden olmustur. Kas protein diuzeyleri 10.0 ppm Cu

digsindaki tim derisimlerde 30. ginden sonra denge durumuna
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gelmistir. Clarias batrachus’da bakirin karaciger proteinlerini
arttirirken, kas proteinlerini azalttigi gdsteril mistir (Jana ve
Sahana, 1988). Collvin (1885) dusilk derisimlerde bakirin etkisinds
kalan Perca fluviatilis’te deneylerin ilk yirmi glininde ©Onemli
dgrecede agirlik kaybi oldugunu ve baliklarin 20-25 gin igcerisinde,
daha yiiksek enerji geresktiren bir dizeyde fizyolojik denge
sagladiklarini saptamistir.

Karaciger proteinierindeki 30 giinliik artisa paralel olarak
ayni sUre igerisinde kas proteinierinde saptanan Onemli azalmanin,
karacigerde bakirin depolanmasi Ve tasinmasi igin gereken
proteinlerin sentezlenmesinde kullanilan aminocasitlerin kas

proteinlerinin yi1kimi ile saglandigin: dislUndirmektedir.
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OZET
TILAPIA NILOTICA'DA BAKIRIN KARACIGER VE KAS DOKULARINDAKI

NiCEL PROTEIN DEGISIMLERINE ETKIiLERI]

Bu arastirmada farkli ortam derisimlerindeki bakirin Tilapia
nilotica’nin karaciger ve kas dokularinda etkide kalma siresine
bagli olarak birikimi ile bu dokularin nicel protein degisimlerine
etkileri incelenmistir.

Deney hayvanlari, 0.1, 1.0, 5.0 ve 10.0 ppm Cu ortam
derigimlerinde 1, 7, 15, 30 ve 60 gin siurelerle birakilarak,
karaciger ve kas dokularindaki bakir birikimi atomik absorbsiyon
spektrofotometrik yontemlierle, protein derisimleri ise
spektrofotometrik ydntemlerle saptanmigtir.

Deneyler siiresince 10.0 ppm Cu ortam derisimi disinda
baliklarda mortalite gozlenmemistir, Bakir birikimi tim
derisimierde karacigerde kasa oranla daha fazla olmus, her iki
dokuda da ortam derisimi ve etkide kalma sliresine bagli olarak
artis gostermistir.

Deneylerin ilk 30 giniinde bakir, tim ortam derisimlerinde
karaciger proteinlerinde bir artisa, kaslarda ise bir azalmaya
neden olmustur. Dokulardaki protein derisimleri 30. ve 60. ginler
arasinda karacigerde ortam derigimine bagli bir diigme gtstermis,
kaslarda ise 10.0 ppm Cu disinda bir denge durumuna ulasmisgtir.

Baliklarda bakir metabolizmasi ve kéraciger ve kas dokularinin
protein diizeylerinde, bakir derisimine bagli degisimlerin olas:

mekanizmalari tartisilmigtir.
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SUMMARY

EFFECT OF COPPER ON THE QUANTITATIVE PROTEIN CHANGES

IN LIVER AND MUSCLE TISSUES OF T/LAFPIA NILOTICA

Accumulation of copper and the consequent changes in the liver
and muscle tissue proteins of 7T.nilotica were investigated at
different concentrations of metal in the medium over two months
period.

Copper concentrations and protein contents of the liver and
muscle tissues were measured using AAS and spectrophotometric
techniques respectively, after exposing the fish to 0.1, 1.0, 5.0
and 10.0 ppm Cu, in the medium over periods of 1, 7, 15, 30 and 60
days.

No mortality was observed during the experiments, except in
10.0 ppm Cu in which all the animals were dead before day 60.
Accumulation of copper was higher in liver than in muscle in all
the concentrations tested and increased with copper concentration
and exposure period.

The protein content increased in liver and decreased in muscle
during the first 30 days of experiments. The protein content of the
liver, however, decreased between days 30 and 80, and reached to a
steady state level 1in muscle during the same period.

Copper metabolism in fishes and the possible mechanisms for
the tissue Cu concentration dependant changes in protein contents

of liver and muscle tissues were discussed.
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EK TABLOLAR

EK TABLO 1 T.nilotica’da karaciger ve kas dokularinin vyasg
ve kuru agirliklari 1ile bakir igin atomik
absorbsiyon spektrofotometresinden, protein ig¢in
spektrofotometreden elde edilen absorbans deger

leri.

EK TABLO Il T.nilotica’nin kas ve karaciger dokularindaki bakir

(ug/g k.a.) ve protein (mg/g y.a.) derisimleri.
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(a) () {s) {3
a 0.0398 0.035 0,0250 0,004 0.0671 0.085 0.0420 0.006
.0 1] 0,100} 0.090 0,0290 0,004 0.1029 0,080 0.0)10 0,005
] 0.118) 0,065 0.0320 0.00% 0.1063 0,062 0.0450 0,008
a 0.0507 0.085 0,0239 0.018 0.1048 0.019 0.0283 0.013
[X} Y 0,118 0.07% 0,0301 0,020 0.0769 0,068 0, 0272 0,013
° 0. 1060 0,010 0.0279 0,019 0.1139 0,03 0.0037 0,018
. . Q.0666 0. 06% 0,0341 0,028 0,124 0,080 0.0551 0.014
1 1.0 b 0.0537 0.061 0.02719 0.02% 0.1149 0.079 0.M58 0.013
° Q. 0849 0.064 0.0296 0,025 0,0930 0,016 0,0372 0,012
[ Q.0759 0.015 0.0413 0.038 0.0907 0,068 0.0556 0.01%
5.0 Y Q.0193 0.0%9 0.0379 0,022 0.0654 0,081 0,031 0.012
' s 90,0370 0,038 0,0206 0,024 0.0816 0,066 0.0403 0.014
, . 0,0441 0.064 0.0174 0.023 0.0981 0.065 0.0382 0.014
10,0 s 0,0424 0.06) 0.0162 0,024 0.1026 0,068 0,022 0,016
° 0,0442 0,068 0,0222 0,030 0.0680 0,099 0,0496 0.01%
. 0,18%8 0.080 0.0190 0,008 0.2391 0,088 0,0301 0.003
0.0 Y 0, 3506 .10 0.0290 0,006 0.1659 0.100 0.032% 0,008
[ 0.2¥1 0.093 0,0273 | 0,008 0.1911 0.120 0.0413 o.o0m
3 0,1316 0.07% 0, 0606 0.0716 0.0698 0.066 0,0301 0.013
[ %1 b 0,137 0.017 0,016 0,078 0.07199 0.070 0.0348 0.014
° 0.135% 0.0719 0.0348 0,049 0.0964 0.013 0.01%0 0.0y
. 0.0743 0.069 0.0667 0.102 0.1025 0.012 0.0%9  0.016
1 1.0 ] 0.1184 0,081 0.,0882 0,095 0.0910 0.068 0.0389 0,016
° 0.0926 0.074 0.0322 0.056 0.0632 0,060 0.0272 0.014
a 0.0478 0,066 0.0092 0,026 0.1607 0.077 0,0426 0.019
5.0 b 0,0720 0,080 0,0197 0,044 0,1160 0.073 0,0284 0.016
° 0,107% 0.100 0,028 0,063 0.0898 0,060 0,034 0.018
a 0.0708 0,100 ©0.0386 0,033 0.1767 0.010 0.0379 0.020
10.0 » 0.0882 0.210 0.0293 0,061 ©.1080 0,083 0.0219 o.011
° 0.010) 0,087 0.0123 0,040 0. 1287 0,063 0.0410 o.012
a 0. 3445 o.110 Q.0100 0.004 0.1411 0,090 0,04035 0.008
0,0 b 9. 3694 0,130 0.0200 0,005 0.1965 0,120 0.0250 0.005
° 0.1966 0,080 0.022% 0,008 09,0882 0.0710 0.0310 0,005
a 0.0590 0.074 0.0190 0.042 0. 3077 0.150 0,1000 0.029
al b 0,046 0.069 0.0180 0,040 0.2084 0.100 0,0610 0.020
e 0,083} 0.083 0.0295 0,059 0.2873 0.1)0 0, 0900 0.026
'Y 0,0741 0,085 0.0230 0,069 0.1960 0.092 0,0900 0.032
1% 1.0 » 0,08%7 0,095 0,0310 0,088 0,2481 0.110 0,1150 0,038
e 0,093 0.098 0,0225 0,069 0.1876 0,030 0,0830 0,030
a 9,3357 0.135 0.0440  0.156 0.1939 0.079 0.0780  ©.033
5.0 s Q.088Q 0,105 0.024% 0,090 0.193% 0,080 0,0580 0.027
. s 0.1086 0.3 0,0445 0.159 ’ 0,2122 0,090 0.0780 0.034
Y 0,2430 0,160 0.0665 0, 300 0.2362 0.019 0.0980 0,046
10.0 ® 09,0300 0,083 0.0210 0,102 0.2949 0.08% 0.1050 0,047
° 0,1662 0,173 0.0625 0,286 0.2926 0,084 0.1210 0,054
'y Q. 3494 0.120 0.0329 0,006 0.1812 0.110 0.0515 0,007
0.0 1 0,2359 0,090 0,0380 0,007 0.1166 0,085 0.0450 0,006
e Q. 3910 Q.135 0.0195 0,008 0.07152 0,068 0.0490 0,007
. 0.0497 0.072 0.0168 0.054 0.1550¢ 0.087 0.0739 0,026
0.1 ® 0,0521 0.0715 0.0304 0.091 0.1545 0.08% 0.0808 0.027
a 0, 0665 0.080 0,030 0.104 0.1548 0,083 0,0047 0.029
s 0,0720 0,092 0.0501 0,193 0.1316 0.071 0.0749 0,038
w 1.0 ® 0.0735 0,094 0.0452 0,183 1 o.0832 0.060 0.0695 0,032
° 0.0691 0.083 0,0359 0.249 0.3491 0.074 0. 0909 0,041
. 0,0854 0.122 0.0400 0.190 0.1670 0.072 0.0993 0,049
5.0 b 0.0495 0,000 0.0222 0.105 0.1150 0,060 0.0602 0,03}
° 0, 0691 0.095 0.0279 0,132 0.1669 a.070 0.0956 0,048
'y 0.0127 0.120 0,0452 0,251 0.2212 0,067 0.0792 0,045
10,0 ] 0.0411 0,008 0.020% 0,123 06,2010 0,064 0.0628 0,038
¢ 0.0990 0145 0,032 0132 0.1644 0,059 0.0629 0,037
s 0,1340 0.070 0.0169 0,004 0.1160 0.085" 0.a148 0,004
2.0 Y 0,2160 0.038 0.0219 0,006 0.1230 0,086 0.0220 0.004
c 0,2230 0,093 0.0370 0,007 0.1350 9,095 0.0245 0,005
[ 0,1680 0.100 0.0567 0.269 0,130 Q.07 Q.0326 0.019
0.1 » 0,1170 0,078 0.0529 0,257 0.0740 0,063 0.(R9% 0,018
Q 0,1590 0,093 0,0324 0.158 0.1440 0.079 0.0)34 0.019
a 0,1640 a.lio 0. 0%u9 0. )84 0.07%0 Q. 050 0. 0219 0.019
[ 1.0 Y 0.1520 0.099 0,045 0.291 0.0970 0,061 0,0259 0,421
° ©,1990 0,130 0,0627 0.353 0.1160 6,066 0.0233 0.:1
» 3.1430 0.140 0.0186 0,160 G.1280 0.059 0,0200 0.2
5.0 b 0,1010 0,110 0.0210 0.182 0.1750 0,062 0.0315 0,028
o ¢, 1850 0.170 . 0.0649 . 0.508 0,0950 0,051 0.0148 0.029
[ Y
10.0 b}
L)
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EX TABIO IT
RARACEIRR s
sihe  pmtgte  TIKRAR rrotety pratgiut BAXIR DERtgtnt rmoretn mantihit saxmn nemtgtnt
(s} ome wele 3.8 g Gufg ks . we/s yeas s& C/E Kooe
a 9,197 0,000 15.64 0,000
0,0 ) 10.46 0,000 17.49 0,000
° 9.721 0.000 17.87 0.000
a 10.84 .52 16.69 G620
0.1 ] 13.86 M.42 13.60 64936
a 12.26 361 17.12 72001
R a 15,76 52,56 14.58 8. 460
1 1.0 b 18,82 54.10 15.23 G219
o 15.40 30,99 16.61 10,14
a 20.42 68.24 13.23 10,18
5.0 » 18.98 68.91 12.99 9.100
° 16,91 68,69 13,40 00766
a 22.61 8874 10.70 12,34
10.0 ] 22.40 87,33 11.69 12.63
o 23.7% 89.24 11.02 11,41
s 9.687 0,000 15.51 0,000
0.0 v 9,412 0,000 16.87 0,000
o 10.00 0,000 19.88 0,000
a W77 104.) 13.13 12.53
0.1 b 12.24 90,91 16.21 13,93
o 12.91 108.4 16.07 11.43
a 16.77 131.5 13.6% 17.09
1 1.0 v 15,68 139.4 13.10 16,91
e 16.19 137.7 12.63 17. M
a 23,01 174.) 10.26 22.14
5.0 b 23.00 167.6 12.50 23.25
P 26,04 1718.7 8,908 23,98
. 13.62 223.1 1.214 o7.30
10.0 » 38.28 192.3 8,796" 27.03
° .93 2339 8.843 25.72
. 9,519 0,000 16.30 0,000
0.0 ) 11.04 4,000 19.3) 0,000
° 9.155 0,000 14.73 0,000
a 25,21 158.8 17.22 18,06
0.1 L] 25,90 162.4 13,43 1.0t
] 21.40 159.8 14.96 17.01
s 21.66 246.1 12.25 24,10
13 1.0 v 29.1% 240.4 13.30 23.78
° 28.44 2913 1172 23,3
[ 33.52 15.1 9.119 29.02
5.0 v 34.54 m.e 9. 3o 29.27
s 32.68 N7.9 10.83 30,23
a 40.5% 412.8 7.408 35.61
10.0 » 41,00 a7.1 6,951 Melh
o 38.00 410.1 6.8y .08
a 10,07 0,000 20.47 0.0
0.0 b 9,749 0,000 17.50 9,000
o 11.83 0,000 15,95 0,000
s 28.16 252.6 13.87 21.70
0.1 » 29.41 294.4 13.26 21.01
° 27.06 248.9 12.59 22.21
. a 3,33 346.4 10,23 32,74
30 1.0 4.0 831 9,613 N2
L 31.03 367.8 10,05 33.21
A 43.66 . 426.8 8.38) 38,00
3.0 3 36,36 407.9 6.9%6 37.61
L] 16.90 415.9 1.189 33-4‘
» 52.26 305.0 5,198 42,88
10,0 ] 53.52 524.6 4,913 43.56
o 51.00 500.1 4,562 AL.99
a .41 0,000 17.67 0,000
0.0 » 10.108 0,000 17.01 0.000
0 10,90 0,000 18,08 0,000
. 16.66 432.% 1.7 20,93
0.1 b 14,52 442,2 12,83 20,78
[ 16.03 413.8 12.13 20,24
a 20.12 600.6 ! 8.860 43.01
60 1.0 » 10.09 6113 8,762 13.10
M 21.60 620,% 9,402 40,50
[ ”025 7698 5.839 56.60 W' @. K ulu
5.0 » 32.61 M. 5.142 56.90 - o 3 ur
o M0 733 6,368 54,21 Yiiksekogretim Xez
Dokiimantasyon Mer
3
10.0 *
o




