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Abstract

Amag: Ug boyutlu (3D) multiselliiler spheroidlerde gogaltilan insan
timor hiicrelerinin, ilag duyarliligi, baglantt kompleksleri ve
invazyon yetenekleri gibi pek ¢ok biyolojik 6zellikleri tek taba-
kal1 hiicre kiiltiirlerinden farklidir. Multiselliiler spheroidler, tek
tabaka hiicre kiiltiirleriyle in vivo tiimérler arasindaki bir ara
modeldir. Bu ¢alismada doksorubisinin insan meme kanseri
hiicrelerindeki etkileri ultrastriiktiirel olarak incelendi.

Gerec ve Yontemler: Sivi iist tabaka teknigi kullanilarak spheroidler
olusturuldu. Doksorubisin uygulanan MCF-7 meme kanseri
hiicre serisi spheroidlerinde meydana gelen degisiklikler
elektronmikroskobik olarak incelendi.

Bulgular: Hiicrelerde, ilag etkisine bagli olarak ortaya ¢ikan apoptotik
degisikliklerin, spheroidin merkezinde yogun olmak iizere artti-
&1 gozlendi.

Sonug: Bu ¢aligmada tiimor olusumundaki fizyolojik ve patolojik
degisikliklerin aydinlatilmasi yaninda, uygulanan kemoterapi i-
laglarmin timor hiicresi diizeyindeki etkileri incelendi. Ayrica
timoriin  biyolojik davramisinin aydmnlatilmas: ve tedavinin
farkli ilaglarla, dogru kullamlmasmdan faydalanilabilecek uy-
gun bir metot oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: MCF-7, doksorubisin,
elektronmikroskopi, neoplasma
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Objective: Many properties of human tumor cells that propagate in
three-dimensional multicellular spheroids (e.g., drug sensitivity,
junctional complexes, and invasive capabilities) differ from
those exhibited in monolayer cell cultures. Multicellular
spheroids may offer convenient in vitro experimental models
capable of occupying a niche between monolayer cell cultures
and in vivo tumors. In the present study, the effects of
doxorubicin on human breast cancer cells were investigated
ultrastructurally with the aid of spheroids.

Material and Methods: We employed the liquid overlay technique of
obtaining spheroids. MCF-7 breast cancer cell spheroids were
then electron-microscopically examined for the effects of
subsequently applied doxorubicin.

Results: Tumor cells exhibiting evidence of the apoptotic process
were seen in spheroid centers.

Conclusion: In this study, in addition to annotating the physiological and
pathological changes manifested in the formation of tumors, many
of the effects of chemotherapy on tumor cells were elucidated. The
spheroid method was determined to be useful in the assessment of
treatment efficacy with various chemotherapeutic agents.

Key Words: MCF-7 (estrogen receptor related protein p29, human),
doxorubicin, microscopy, electron, neoplasms

zun zamandir bilim adamlari, kanser aras-
tirmalarinda tiimo6r hiicre serilerini tek
tabakali kiiltiirlerde iireterek siirdiirdiiler.
Bu in vitro hiicre modeli, malign biiyiimenin temel
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mekanizmasinin anlasilmasinda yardimci olmus,
ancak in vivo tiimor hiicre biiylimesinin molekiiler
mekanizmalarini  ortaya konmasinda yeterli ola-
mamistir. Bu amacla, olusturulan multiselliiler
tiimor spheroid (MTS) model, organizasyon baki-
mindan tek tabakali hiicre kiiltiirii ile in vivo timdr
arasinda yer alan, in vivo tiimor korelasyonu goste-
ren yiiksek bir sistemdir. Spheroid modelde, timé-
rli olusturan hiicreler tipki viicutta biiylimekte olan
timor dokusundaki hiicreler gibi, fiziksel etmen-
lerden, kimyasal stresden, oksijenden ve besin
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maddelerinden farkli etkilenirler. Bunun nedeni
tiimor dokusunun farkli mikro ¢evreye sahip olma-
sidir. Mikro ¢evrede olusan bu degisiklikler timdor
dokusunda hiicresel heterojenite meydana getir-
mektedirler. Oksijen ve besin kaynaklarimin az
oldugu alanlarda hiicre hasar1 ve nekroz daha fazla
goriilmektedir. Monolayer hiicre kiiltiir modelinde
ise hiicrelerin tamaminin oksijen ve besinden esit
sekilde yararlanmalar1 nedeniyle tiimor biyolojisi-
nin aydinlatilmasinda pek ¢ok engelin olusmasina
neden olmaktadir.'

Kadinlarda en sik goriilen kanserler arasinda
birinci sirada olan meme kanseri ve tedavisi ile
ilgili pek cok arastirma yapilmaktadir. Tedavide
kullanilan  kemoterapi ajanlarindan biri olan
doksorubisin antrasiklin grubundandir. Sitotoksik
etkilerinin major komponentini topoizomeraz II
aktivitesini olumsuz etkileyerek gosterirler. DNA
tamiri bozulur ve DNA kiriklar1 olusur. Ayrica
DNA baz iftlerinin arasina girerek DNA
replikasyonunun ve RNA transkripsiyonunun bo-
zulmasina neden olurlar. Antrasiklinler, oksijen
serbest radikalleri, hidroksil radikalleri ve hidrojen
peroksit radikalleri iceren reaktif oksijen partikiil-
leri olugturarak DNA, mRNA, protein ve lipid
hasar1 yapar. Olusan lipid peroksidasyonu bu ilacin
kalp kasi toksisitesi i¢in karekteristiktir.>?

Sitotoksik ilaglarin ¢ogu tiimor igindeki
klonojenik hiicrelere ulagabilmek i¢in gesitli engel-
leyici hiicre tabakalarindan ge¢mekte ve bu yiizden
hedef bolge veya oraganelde etkili yogunlukta
birikememektedir. Bu konuyla ilgili olarak solid
timorlerin antikanser ilaglara direncine yol agan
faktorlerden biri olarak ilag penetrasyon bariyerleri
tanimlanmustir.** Solid tiimérlerin tiim bu karakte-
ristiklerinin her biri tedavinin sonuglarini etkileye-
bilmektedir. Tiimor mikro ¢evre deneysel modelle-
ri antikanser ilaglarimin preklinik degerlendirilme-
sine katkida bulunabilmektedir —Multiselliiler
sferoidler solid tiimor karakteristik ozelliklerinin
cogunu yakindan taklit eder ve deneysel bir mode-
lin kontrollii ¢evresi i¢inde ilag penetrasyon kineti-
gi ve kemoteropetik ilaclarin etkinligine dair ¢a-
lismak iizere degerli bilgiler verir.®

Yapilan ¢aligmalarda, antikanser ilaglarla te-
davide monolayerlara gore sferoidlerin daha fazla

338

direnc¢li oldugu ve multiselliiler sferoidlerde belir-
gin ila¢ penetrasyon bariyeri bulundugu, cesitli
antikanser ilaclar, 6zellikle de doksorubisin igin
tanimlanmustir.”® Ancak ilag penetrasyon bariyer-
lerinin tanimlanmasinda sferoidlerin kullanilmasi,
kullanilan bilesiklerin doksorubisinde oldugu gibi
dogal halde floresan gostermesine ya da radyoaktif
olarak isaretlenebilir olmalariyla siirlanmustir.
Preklinikal ilag gelistirme c¢alismalarinda birgok
bilesik bu ihtiyaci karsilamamaktadir ancak yine de
ilag penetrasyonunun degerlendirilmesinde alterna-
tif  yollarin  gelistirilmesine  ve  degisimin
ultrastriiktiirel diizeyde incelenmesine ihtiyag var-
dir.

Gerec ve Yontemler
Hiicre kiiltiirii

Bu calismada meme kanseri hiicre hattt MCEF-
7 (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New
York, USA) kullanildi. “Dimethylsulfoxide
(DMSO)” ve trypan blue Sigma (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Missouri, USA) firmasindan satin
almmustir. Reaginlerin stok soliisyonlar1 uygun
sekilde DMSO ile hazirlandi. RPMI 1640 besi yeri
(Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, USA)
icine %1 nonesansiyel aminoasit (Sigma Chemical
Co. St. Louis, Missouri, USA), %1 L-glutamine
(Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, USA),
10 000 tinite/mL penisilin (Sigma Chemical Co. St.
Louis, Missouri, USA), 10 mg/mL streptomisin
(Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, USA) ve
%10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu
(Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, USA)
eklendi.

MCF-7 hiicrelerinin ikilenme zamaninin
belirlenmesi:

Deney ¢ift kontrollii olarak planlandi. Alt1 ku-
yucuk iceren plaklar kullanildi. Her kuyucuk igine
5 x 10° hiicre eklendi ve toplam volim 2 mL’ye
besiyeri ile tamamlandi. Nemlendirilmis, 37°C’de
%5 CO, ortaminda inkiibe edildi. Sirasiyla 24, 48
ve 72. saatte hiicreler tripsinize edilerek kaldirildu.
Hiicrelerin canliligi “trypan blue dye exclusion”
testi ile degerlendirildi. Sayim islemi i¢in her asa-
mada 100 uL hiicre ve aym1 miktarda trypan blue
(Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, USA)
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karistirldi. Thoma laminda sayim yapildi. 5 x 10’
hiicre temel alinarak MCF-7 hiicre dizisinin iki-
lenme zaman1 hesaplandi.

MCF-7 meme Kkanseri hiicre hattinda
doksorubisinin sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Deney alt1 kuyucuklu plaklar kullanilarak ya-
pildi. Hiicreler kuyucuklara konulduktan sonra
tabakalagmasini beklemek i¢in 24 saat inkiibe edil-
di. Yirmi dort saat sonunda doksorubisin ile 1
mg/mL stok soliisyon hazirlandi. Stok sollisyonu-
nun 1/10 diliisyonlar1 yapilarak ila¢ dozlar1 belir-
lendi. 0.01/0.1/0.5/1.0 ug/mL olacak sekilde grup-
lara ayirildi. Medium igerisinde diliisyonlar1 yapi-
lan ilag gruplar1 hiicrelerle etkilestirildi. Kontrol
grubuna ilag igermeyen medium verildi. Yetmis iki
saatlik inkiibasyon sonucunda hiicreler trypsinle
kaldirildi. Thoma laminda sayildi. “Trypan blue
dye exclusion” testi kullanilarak sitotoksisite belir-
lendi. ICsy degerinin belirlenmesi amaciyla 1/10
diliisyonlar arasinda da diliisyonlar gergeklestirildi.

Spheroid model

MTS diretimi i¢in sivi {ist tabaka (liquid
overlay) yontemi kullamldi.” Alt: kuyucuklu plak-
larin zemini agarla kaplandi. Bu islem i¢in bidistile
su icinde eritildikten sonra sterilize edilerek hazir-
lanan %3’liikk stok agar soliisyonu ile 1:1 oraninda
karigtirllmis  beslenme medyumu karisimi kulla-
nild1. %3’liikk agar soliisyonu kaynatildiktan sonra
60°C’ye kadar sogutuldu ve 40°C’ye kadar 1sitil-
mis serumlu beslenme medyumu ile esit hacimler-
de (1:1) dikkatlice karistirildi. Bu soliisyondan alti
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarindaki her kuyucuga
1 mL konularak, kuyucuk tabanina yayilmasi sag-
land1. Daha sonra hiicre kiiltiir kaplar1 4°C’de buz-
dolabinda 10 dk. bekletilerek zemindeki agar taba-
kasmin jel halini almasi saglandi. Ardindan tek
tabakali hiicre kiiltiirlerinden tripsinize edilerek
kaldirilan tiimor hiicreleri 5 mL medyum igerisinde
1 x 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde siispanse
edilerek kuyucuklara ekildi. Haftada 2 kez olmak
lizere taze medyum degisimleri yapildi. Sferoid
gelisimleri 10 glin boyunca invert mikroskopta

gbzlendi.
ilac¢ penetrasyon calismasi
37°C’de %5 CO,

ortaminda hazirlanan
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spheroidler kontrol grubu ve ilag grubu olarak
ayrildi. Deneyler ¢ift kontrollii olarak planlandi.
flag grubundaki spheroid modelleri iizerine ICs,
degeri belirlenen doksorubisin dozu eklendi. Hiic-
reler belirlenen ikilenme zamani siiresince ilacla
inkiibe edildi.

Elektronmikroskobik inceleme

MCF-7 meme kanseri hiicre hattindan tiretilen
spheroidler 4°C’de %3 gluteraldehitdeki 0.1 M
Sodium Cacodylate/HCI buffer’da ph 7.2-7.4’te 2
saat bekletildi. Fiksasyon sonrasi 3 defa 20 dk.
stiresince bidistile su ile yikandi. Kirk bes dk. %1
osmium tetroksit (OsO,)’e kondu. Takibinde %100
etanolde dehidrate edildi ve 30 dk. propilenoksitte
bekletildi. Bir gece, oda 1sisinda, Epon-812 (SPI
Chem., Pennsylvania, USA) i¢inde birakild.
Polimerizasyonu takiben mikrotom ile transvers
semithin kesitler alindi. Sonrasinda kesitler uranil
asetat ile boyandi.

Bulgular
MCF-7 hiicrelerinin ikilenme zamaninin
belirlenmesi:

5 x 10° hiicre temel almarak MCF-7 hiicre di-
zisinin ikilenme zamani hesaplandi. RPMI 1640
medium degistirilmeden tiim hiicreler Oliinceye
kadar sayimlara devam edildi. Hiicre sayilar1 her
asamada saptand1 ve baslangig¢ hiicre sayisina gore
canli hiicrelerin 2 katina ¢iktig1 zamansal nokta
ikilenme zamani olarak kabul edildi. Deney en az 3
kez tekrarlandi. Ug deneyin ortalamalari alind1. Bu
yontemle MCF-7 hiicre dizisinin ikilenme zamani
72 saat bulundu.

MCF-7 meme Kkanseri hiicre hattinda
doksorubisin sitotoksik etKisi:

Doksorubisin 72 saatlik inkiibasyonda ICs,
degeri 0.1 pg/mL olarak belirlendi. lag
diliisyonlar1 azaldik¢a sitotoksisitenin arttigi goz-
lendi. 0.5 pg/mL ile 1 ug/mL ila¢ konsantrasyonla-
rinda sitotoksisite degerlerinde anlamli bir degisik-
lik bulunmadi (Sekil 1).

Doksorubisinin ultrastriiktiirel etkileri:

Kontrol grubu MCF-7 sferoid model goriintii-
lerinde diizglin ylizeyli ve Ozellikle sferoid dis
yiizeyindeki hiicrelerde bol miktarda mikrovillus
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Sekil 1. Doksorubisinin MCF-7 hiicre serisi {izerine sitotoksik
etkisi (ICso= 0.1 pg/mL).

iceren hiicreler yeralmaktaydi. Ayrica bu hiicreler
arasinda siki baglant1 bolgeleri ve desmozomlar
belirgin bir sekilde izlendi. Kontrol grubundaki
hiicrelerde diizgiin yiizeyli bir nukleus membrani
ve bol miktarda mitokondriler bulunmaktayd: (Re-
sim 1).

Doksorubisin uygulanan spheroidlerden elde
edilen elektronmikroskop goriintiilerinde kontrol
hiicrelerinde nadir olarak goriilen intrasitoplazmik
liimenin genisliginde belirgin bir artig oldugu goz-
lendi. Ayrica sferoid ¢evresinde yer alan ve bes-
lenme medyumuyla etkilesim igerisinde bulunan
hiicrelerin dig yiizeylerinde boylar1 kisalmis ve
sayilar1 azalmis villus yapilan dikkati gekiyordu.
Hiicrelerin sitoplazmalarinda bol miktarda, degisen
biiyiikliikte ve yogunlukta salgi graniilleri saptandi.
Apoptotik  bir goriinlimii  ¢agristiran nukleus
fragmantasyonlar1 yaninda derin invaginasyonlar
doksorubisin grubunda en sik karsilastigimiz go-
riintii oldu. Hiicreler arasi bolgelerdeki desmozom
yapilariin sferoid biitiinliiglinli korumakta zorlan-
dig1 belirlendi (Resim 2).

Sonug¢

MTS’leri, hiicre biiylimesinde in vitro
monolayer kiiltlirler ve deney hayvanlarindaki
solid tiimorler arasinda bir ara grup olarak goriil-
mektedir.'™!! Bu calismanmn amaci doksorubisinin
meme kanseri hiicreleri iizerine etki mekanizmasi-
nin ve olusturdugu elektronmikroskobik degisiklik-
lerin spheroid model {izerinden gdsterilmesidir.

Meme kanseri tedavisinde kullanilan 6nemli
bir kemoterapi ajani1 olan doksorubisin, ilerlemis
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meme kanseri tedavisinde Onerilen “en iyi tekli
ajan” olarak bilinmektedir. Ancak kanser arastir-
malariin ¢ok énemli bir boliimiinii yeni ila¢ kom-
binasyonlarinin incelenmesi ve yeni ilaglarin de-
nenmesi olusturmaktadir. laclarin etki mekaniz-
malart ve olusturdugu morfolojik ultrastriiktiirel
degisikliklerin arastirilmasi yeni ilaglarin sinerjik

Resim 1. Kontrol grubu. Diizgiin yilizeyli hiicreler ve ¢ok
sayida salgi graniilii (g) bulunmaktadir. Ozellikle sferoid dis
yiizeyindeki hiicrelerde bol miktarda mikrovillus (m) igeren
hiicreler  izlenmektedir. Bazi  hiicrelerde  izlenebilen
intrastoplazmik limen kiiciiktiir (L) (x 10.000).

Resim 2. Doksorubisin grubu. Intrasitoplazmik liimenin (L)
genisliginde belirgin bir artis vardir. Hiicrelerin dis yiizeyle-
rinde boylar1 kisalmis ve sayilart azalmis villus yapilart (m)
gozlenmektedir (x 5000).
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veya aditif etkilerinin ortaya konmasinda yararl
olacaktir.

Arastirmalar antrasiklin grubu ilaclardan biri
olan doksorubisinin sitotoksisitesinin oldukg¢a kar-
magik mekanizmalar icerdigini gostermektedir.
Bunlardan ilki, 4 halkali yapinin DNA baz c¢iftleri
arasma yerlesmesidir. Interkalasyon adi verilen
DNA’ya bu baglanma, DNA replikasyonunu ve
transkripsiyonunu bozar. Ikinci olarak
antrasiklinler DNA’nin tek veya ¢ift ipliklerinde
kirilmalara sebep olur. Boylece DNA’nin onaril-
mast milmkiin olmaz. Bu olay topoizomeraz II
interkalasyonuyla da ilgilidir. Ugiincii mekanizma
ise serbest radikallerin olusmasi sonucu gelisen
DNA kirlmalaridir.'”> DNA hasart  olusturarak
etkili olan sitotoksik ilaglarin mutant olmayan
(wild-type, WT) p-53 gen ekspresyonunu arttirdig
ve bu artis1 takiben tiimor hiicrelerinin apoptozise
gittikleri bilinmektedir.”® p-53 geninin apoptozis
iizerinde 6nemli bir etkisi vardir ancak tiim meka-
nizmalardan yanliz basina sorumlu degildir. Orne-
gin p-53 geni bulunmayan (p53 knock-out) HL-60
promiyelositer 16semi hiicreleri, pek ¢ok kemote-
rapi ajanina ve radyoterapiye direngli oldugu hal-
de, deksametazon bu hiicrelerde etkin olarak
apoptozisi indiiklemektedir.'* Bu da bazi hiicreler-
de p-53’ten bagimsiz apoptozis yollarmin bulun-
dugunu  gostermektedir.”'®  Bu  ¢alismada
doksorubisin uygulanan spheroid hiicrelerinde
nukleus ve mitokondri membranlarindaki diizen-
sizlik, nukleus i¢inde i¢ membrana bitisik DNA
yogunlasmasi ve fragmantasyonlar izlenmesi
apoptotik siirecin devam ettigini gosteren bulgu-
lardir. Daha az oranda, nekroz olarak yorumlanan
hiicresel sisme, membranda yirtilma, kromatinde
erime, kayip bulgulari, spheroidin &zellikle orta
kesimlerinde dikkati ¢ekmistir. Yapilan baska ca-
lismalarda da, olusturulan spheroid modelde 5.
haftanin  sonunda santral alanda apoptozis/
nekrozis merkezi oldugu gézlenmistir.'” Bu in vivo
tiimor histopatolojisiyle de uyumludur.

Klinik ¢aligmalardaki ilaca direngli timdr hiic-
releri kemoterapide énemli bir sorunu olusturmak-
tadir. Yapilan g¢aligmalar diren¢ mekanizmasinin
enerji bagimh P-glikoprotein pompasi ile baglantil
oldugunu ortaya koymustur.'® Nicholson ve ark.nin
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yaptig1 bir ¢calismada MCF-7 ve DLD-1 hiicreleri
MTS modelde ve tek tabaka hiicre kiiltiiriinde ¢o-
galtilmig, MTS’deki hiicrelerin tek tabaka Kkiiltiir
hiicrelerine gore ilag etkisine daha rezistan oldugu
gozlenmistir. "

Antrasiklinlere kars1 direng, ilacin direkt ola-
rak hiicre membranlarinin yapisin1 bozmasi, DNA
yapisina girmesi, DNA topoizomeraz II’yi inhibe
etmesi ve serbest oksijen radikallerinin olusumuna
neden olmasi yoluyla meydana gelmektedir. Pgp,
MRP, LRP, topoll’de degisiklik, glutatyon meta-
bolizmasinda rol oynayan enzimlerin diizeylerinde
degisiklik olmasi antrasiklin direncinde rol oyna-
maktadir.”® Doksorubisin ve verapamilin spheroid
tiimor modelinde ayni hiicre serisinin monolayer
kiiltiirlerine gére daha direngli oldugu gosterilmis-
tir.”! Bu direncte dokunun derinliklerindeki hiicre-
hiicre baglantilarinin etkili olabilecegi diisiiniil-
mektedir.”> Bu ¢alismada, zayiflamus hiicreler arasi
baglant1 komplekslerinin spheroidin dis yiiziindeki
hiicrelerde daha belirgin olarak géze ¢arpmasi, ilag
direncinin hiicre-hiicre baglantilar1 ile iliskisinin
ortaya konmasinda etkili oldugunu gostermektedir.

Deney grubunda doksorubisin uygulanan hiic-
relerde en sik goriilen patoloji artmis nukleus
fregmantasyonuydu ve bu doksorubisinin kanser
hiicrelerindeki etki mekanizmasiyla uyumluydu.
Bununla birlikte villus yapilarimin boyunda ve
sayisinda degisikliklerde gozlendi. Farkli etki me-
kanizmasiyla kemoterapdtik etki gosteren bir ilacin
doksorubisinle kombine kullanimi tiimoér dokusu
tizerine etkiyi arttiracaktir. Baglant1 komplekslerini
degistirebilecek ilaglar bu kombinasyonda etkili
olabilecektir. Taxanlar, mikrotiibiiller ve ¢oziilebi-
lir tubulin arasindaki dengeyi, gerekli kritik tubulin
konsantrasyonunu azaltarak degistirirler. Boylece
mikrotiibiiliin gruplagsmasina etki ederler. Normal-
de mikrotiibiillerin dagilmamasini saglayan, diisiik
151 ve ortamdaki kalsiyum diizeyinin yiiksek olmas1
durumlarinda bile mikrotiibiillerin stabilize halde
kalmasini saglayan ilaglardir. Bu ¢alismada timor
olusumundaki fizyolojik ve patolojik degisiklikle-
rin aydinlatilmasi yaninda, uygulanan kemoterapi
ilaclarimin tiimor hiicresi diizeyindeki etkileri ince-
lendi. Ayrica tiimoriin biyolojik davranisinin ay-
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dinlatilmas1 ve tedavinin farkli ilaglarla, dogru
kullanilmasindan faydalanilabilecek uygun bir
metot oldugu gosterildi. Bundan 6nceki calisma-
mizda, mikrotiibiil aktivitesini degistiren bir anti-
kanser ilag olan Docetaksel’in etkilerinin
doksorubisinle karsilastirilmasi ve bunun indiikle-
nebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) lizerine etkileri
monolayer kiiltiirlerde incelenmisti.”* Bu ilag kom-
binasyonunun meme kanseri hiicreleri {izerine
aditif etkisinin ultrastriiktiirel diizeyde multiselliiler
spheroid modelde incelenmesi bundan sonraki
caligmamizin konusu olacaktir.
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