BOLUM 3

KANSER ARASTIRMALARINDA UC BOYUTLU DOKU
KULTUR SISTEMLERININ ONEMI

Ozge SUKRUOGLU ERDOGAN!

Canlilarin kullanilmasinin miimkiin olmadig1 pek ¢ok bilimsel alanda gerek-
lilik olarak hiicre kiiltiir sistemleri gelistirilmistir. Kanser arastirmalarinin énem
tasidigl ve kanser ilaglarinin gelistirildigi caligmalarin arttig1 giiniimiizde hiicre
kiiltiirleri daha da 6nemli hale gelmistir [1].

Tim hiicreler kiiltiir kabina ilk koyulduklarinda yuvarlak sekillidirler ve daha
sonra kiiltiir kabinin yiizeyine tutunurlar. Hiicre kiiltiir kabina yapigan hiicrelerin
olusturdugu bu tek kath hiicre tabakas: “tek tabaka (monolayer)” olarak adlan-
dirilmaktadir [2] Kanser hiicrelerinin kullanildigi monolayer hiicre kiiltiirlerin-
de oksijen ve besinler hiicrelere esit oranda dagilmakta ve bu durumda yiizeyde
hiicrelerin iki boyutlu biiytidiigii gozlenmektedir. Solid tiimorler ise uzaysal bir
konumda biiyiimekte ve bu durumda tiimoér hiicreleri arasinda oksijen ve besin
dagilimi ne yazik ki esit oranda olmamaktadir. Tumori olusturan hiicreler, tipk:
viicutta var olan ve canliliklarini siirdiirmekte olan normal hiicreler gibi fiziksel
etkenlerden, kimyasal stresten, besin maddelerinden ve oksijenden farkli etkilen-
mektedirler [3]. Mikrogevrede olusan bu degisiklikler tiimér dokusunda hiicresel
heterojenite meydana getirmektedir [3]. Besin ve oksijenin yetersiz oldugu du-
rumlarda siklikla hiicre hasar1 ve nekroz olusmaktadir. Tek tabaka hiicre kiiltiir
ortaminda biiyiitiilen timor hiicrelerinin tamamyi, besin ve oksijenden esit sekilde
yararlanmalar1 nedeniyle, ne yazik ki gercek anlamda tiimor karakteristiklerini
tam olarak ortaya koyamamaktadir.

Giiniimiizde ti¢ boyutlu doku kiiltiir (3D) sistemleri, biyobelirte¢ ve hedefe
yonelik tedavilere sagladig: katkilarla kanser biyolojisine yeni bir bakis agis1 ge-
tirmistir [3]. Normal bir dokunun biiyime ve canliliginin korunmasi, biiyiime
taktorleri, hormonlar, adezyon molekiilleri ve ekstraselliiler matriksten olusan bir
mikrogevre ile hiicrelerarasi etkilesime baglidir. Ug boyutlu doku kiiltiir sistem-
leri doku homeostazi, hiicresel farklilasma, doku organizasyonu gibi durumlarin
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anlagilmasinin yani sira kanser arasgtirmalarinda tiimoér hiicresinin mikrogevre
ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan in vitro deneysel sistemler olarak
kullanilmaktadr.

Iki (2D) ve ii¢ boyutlu doku kiiltiirii sistemlerinde primer tiimér dokusu ve
kiiltiirlenmis tiimor hiicrelerinin (Sekil 1) PAX5, TMPRSS2 ve SBDS genleri i¢in
ayn1 metilasyon imzasina sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla yaptigimiz
bir ¢aligmada, meme kanseri ve malign melanom primer tiimér dokular ilk ola-
rak 2D ve 3D Kkiiltiirleri, ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak
degisiklikler agisindan arastirilmigtir. Malign melanom dokularinda hem PAX5
hem de TMPRSS?2 igin birincil dokularda ve kiiltiir sistemlerinde higbir farklilik
gozlenmedi. Bu preliminer ¢aligma, PAX5 geninin, 5-azasitidin ve 5-azadeoksi-
sitidin gibi metilasyon inhibitorlerinin malign melanom igin in vitro sistemler-
deki etkilerini 6l¢gmek amaciyla kullanilabilecek etkili bir belirte¢ oldugunu gos-
termektedir, ¢linkii metilasyon seviyeleri primer doku ve kiiltiir sistemlerinde
aynidir. Ayrica sonuglar, SBDS geninin memenin primer tiimor dokusunda ve
kiiltirlenmis meme tiimor hiicrelerinde genin tamamen metillenmemis olmasi
nedeniyle in vitro model sistemlerde negatif kontrol olarak kullanilabilecegini
gostermektedir [4].

Sekil 1. Malign Melanom Primer tiimor dokusu ve sferoid kiiltiirlerinin ¢izimleri. (a)
Primer hiicre kiiltiirleri; (b) 3D sferoid kiiltiirler.

Iki boyutlu tek tabaka kiiltiirde, kiiltiirii yapilan hiicreler tekrarlanan pasaj-
lardan sonra viriis duyarliligi, morfoloji ve yiizey reseptorleri gibi fenotipik ka-
rakteristiklerini kaybedebilirler. [n vivo sartlarda 3 boyutlu hiicresel yapilanma,
dogru bir gelisim, fonksiyon ve hiicrelerin kararlilig1 i¢in son derece 6nemlidir.
Hiicrelerin 6zellesmis fonksiyonlarindan bircogu 2D kiiltiirlerde kaybolmakta
veya ¢ok diisitk seviyelerde ekspresyon gostermektedir. Yani uygun hiicre-hiic-
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re ve hiicre-matriks etkilesimi gézlenmemektedir. U¢ boyutlu doku kiiltiir (3D)
sistemleri ise, hormon salinimi, ekstraselliller matriks bilesenlerinin tiretimi ve
farklilagma markerlarinin ekspresyonu gibi karakteristik hiicre fonksiyonlar ile
aktive edilebilen sistemlerdir. Elde edilen hiicresel yapilar, arastirma gelistirme
calismalarinda, ila¢ metabolizmasi, toksisite, biyotransformasyon, patogenez ve
mikroorganizma replikasyonunda model olarak kullanilabilmektedir.

Genellikle anti kanser ilaglarin etkinliginin aragtirilmasinda 3D kiiltiirlerin 2D
kiiltiirlere gore daha kesin sonuglar verdigi gosterilmistir [5]. Yapilan bir ¢alis-
mada B -integrin iizerine gelistirilen bir antikorun ii¢ boyutlu kiiltiirde biiyiitii-
len kanser6z meme hiicrelerinin davranisini tamamen degistirdigi gosterilmistir
[6]. Bu hiicreler, anormal sekillerini ve biiyiime 6zelliklerini kaybederek kanseroz
ozellik gostermeyen hiicreler haline dontismiislerdir. 3D sistemlerde biiyiitiilen
hiicre hatlarinin daha yiiksek oranda kimyasal dirence sahip oldugu ve bu duru-
mun gelisim agisindan son derece 6nem teskil ettigi ileri siiriilmektedir [7].

Farkli bir caliymada, over kanseri kok hiicrelerinde kemoterapi sonrast ilag et-
kilerinin incelenmesi icin MDAH-2774 hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicreler 3D
kiiltiir sistemlerinde ¢ogaltildiktan sonra Gemcitabine adli kemoterdpatik ilagla
etkilestirilmis ve p53, bcl-2, caspase-3tin immun sistem iizerine etkisi incelen-
mistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, Gemcitabine‘in kanser hiicresini yok
etmede bcl-2 yolagini kullandigini, caspase-3de beklenen artisin olmamasi nede-
niyle kaspaz yolagini kullanmadigini gostermektedir [8].

Ug boyutlu doku kiiltiir caligmalari, hiicre-hiicre, hiicre ekstraselliiler matriks
etkilesimlerine ilave olarak mikrogevre, proliferasyon, apoptoz gibi durumlarin
arastirilmasinda kullanilabilen in vivo sistemlere yakin sonuglarin alindig in vitro
sistemlerdir. Canl1 bir dokunun modellenmesinde ti¢ boyutlu doku kiiltiir sistem-
leri bilimin bir¢ok dalinda kullanim alan1 bulmustur [3].

Kanser kok hiicresi ve kanser tedavilerinin etkinligi ile ilgili caligmalarin ya-
pilacag: sistemlerin, farkls hiicre tiplerini bir arada bulundurabilecek ti¢ boyutlu
uzaysal konum olusturacak ekstraselliller matriks bilesemlerini i¢inde bulundu-
ran yapilar olmasi gerekmektedir. Epitelyal ve stromal hiicre hatlar1 kullanilarak,
meme dokusuna iligkin ti¢ boyutlu in vitro model sistem gelistirilmis ve bu siste-
min normal doku 6zelliklerini yansitan bir doku olusumu gosterdigi belirlenmis-
tir [9]. Bu sistemin en 6nemli avantaji yeniden bazal membran olusturulmasina
ihtiya¢ duyulmamasi ve kiiltiirde uzun siire {i¢ boyutlu yapinin stabil olarak kal-
masidir.

Insanda meme, prostat ve kolon dokusundan gelisen karsinomlar kisa siire
icinde metastaz yapmak veya yillar iginde invaziv 6zellik kazanmak igin farkli-
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lagirlar [10]. Bu gozlemler insanlarda kanserin dinamik ve ilerleyen bir dogasi-
nin oldugunu géstermektedir. Bu nedenle bu cesit kanserler i¢cin model sistemler
tasarlarken hastaligin dogas1 ve karmasikligi mutlaka akilda bulundurulmalidur.
Giiniimiizde 3D doku kiiltiir sistemleri bu talepleri karsilayabilecek niteliktedir.
Bu sistemler ilke olarak insan tiimoér hiicrelerinin farkli invaziv davraniglarinin
ortaya koyulabildigi, insan karsinomlarinda tiimor-stromal hiicre etkilesimlerini
taklit edilebildigi, tiimor ve stromal hiicreler arasinda goklu diizenleyici geri bildi-
rim mekanizmalarinin incelenebildigi ortami saglamaktadir [11].

3D kiiltiir sistemleri, hayvan modelleri ile 2D kiiltiir sistemleri arasindaki bos-
lugu dolduran son derece 6nemli model sistemlerdir. KRAS mutasyonlar1 kolo-
rektal kanserlerde yiiksek oranda gozlenmektedir. KRAS geni inaktif olan HKe3
ve KRAS geni aktif olan CRC HCT116 insan hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada,
3D hiicre kiiltiiriinde kolonik kripte benzeyen bir yap1 olusturulmustur. Bu iig
boyutlu kolonik kript modelinde HKe3 hiicreleri normal kolonik kript 6zelligi
olan terminal farklilasma ve transit ¢ogalma ozelliklerini gostermektedir. Aktif
KRASa sahip HCT116 hiicreleri ise ii¢ boyutlu ortamda normal hiicre polaritesi
ve apoptozu inhibe etme yetenegine sahip bir hiicre haline déntismiislerdir. Bu iki
hiicre tipi ile yapilan ¢alismada farkli kiiltiir sistemlerinde hiicre davranislar: kar-
silastirilmustir. Aktif KRAS geni olan hiicre soyunun ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda
DNA tamir mekanizmalari ile iligkili olan TP53, BRCA1, BRCA2 ve EXO-1 gen-
lerinin anlatimlarinin baskilandigr gésterilmistir. Oysaki bu durum iki boyutlu
kiiltiir sistemlerinde gozlenmemistir [12].

Kanser hiicrelerinin in vitro da ii¢ boyutlu biiytimeleri, iki boyutlu kiltiirlere
gore in situ kanser hiicre biiylimesini daha iyi yansitmaktadir. Bir ¢alismada, iki
boyutlu kiiltiirler ile karsilastirildiginda, tig¢ boyutlu kiiltiirdeki timor hiicreleri-
nin adaptasyonunda gorevli protein ve fosfoprotein yapilarindaki degisiklikler
incelenmistir. Bu ¢aliymada, 5 glioma ve 6 farkli adenokarsinom hiicre hattinda,
normal ve hipoksik kosullarda, fosforile ve fosforile olmayan toplam 121 protein,
tek tabaka kiiltiirler ile ii¢ boyutlu kiiltiirlerde ¢ogaltilarak incelenmistir. Buna
gore ti¢ boyutlu doku kiiltiir sistemlerinde de, iki boyutluya gore FAK, AKT, Src,
GSK3ap, TSC2, p38, ve NFkPp65 proteinlerinin anlatimlarinin arttign ATRIP,
ATR, B-catenin, BCL-X, cyclin B1, Egr-1, ve HIF-1a proteinlerinin ise ekspres-
yonlarinin azaldig gosterilmistir [13]. Bu durum, {i¢ boyutlu kiiltiir sistemlerinde
cogaltilan hiicrelerde, protein diizeyinde biiyiik farkliliklar oldugunu ortaya koy-
maktadir.

Kiiltiir sartlarinin fiziksel 6zelliklerinin degistirilebilmesi doku modellerinin
olusturulmas i¢in kayda deger gelismelerdir ve her gecen giin daha da 6nem
kazanmaktadir. Yapilan ii¢ boyutlu kiiltiir sistemi ¢alismalari ile organ benzeri
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yapilar olusturulmakta ve yine bu sistemler kullanilarak ila¢ aragtirmalar: yapil-
maktadir. Ayrica bu sistemler, yeni biyomarkerlarin gelistirilmesine olanak sagla-
maktadir [14].

Bir ¢aligmada, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarindan ve hiicre hat-
larindan zenginlestirilmis kanser kok hiicreleri (CSC) farkli ti¢ boyutlu doku
kiiltiir platformlarinda gogaltilmistir. 1lgili hiicrelerde gen ekspresyonu analizleri
yapildiginda, hidrojel yapr iskelelerine ekilen tiimor kiirelerinin ve hiicrelerin, 2D
kiiltiirde biiyiitiilen kontrol hiicrelerine kiyasla test edilen kok ve istila promotér-
lerinin ¢ogunu 6nemli dl¢iide asir1 ifade ettigi dogrulanmustir. Birlikte ele alindi-
ginda, sonuglarin 3D baskil1 yapr iskelelerinin CSC’ leri kiiltiirlemek i¢in giivenilir
bir sekilde kullanilabilecegi fikrini desteklemektedir ve karsiliginda bu iskeleler
daha derin CSC’ lerin karakterizasyonu i¢in potansiyel araclar olarak hizmet ede-
bilecegi ve belki bir giin ¢esitli tiimor popiilasyonlarina kars: ilag tarama plat-
formlar1 olarak islev gorebilecegi diisiiniilmektedir [15].

Doku mithendisligi alani ile ii¢ boyutlu sistemlerdeki gelismeler, gen ekspres-
yon analizleri, morfogenez, organogenez, patogenez gibi ¢esitli biyolojik mekaniz-
malarin daha detayli olarak aragtirilmasini ve agiga ¢ikarilmasini saglamaktadir.

Hepatositler, erigkin insan glioma hiicreleri [16] ve insan sag folikiilleri harig
hicbir hiicre i¢in tek tabakali kiiltiirde yiiksek farklilasma kapasitesi saglanama-
migstir [17]. Bu durum o6zellikle yeni ilaglarin test edilmesinde ve etkinliklerinin
arastirilmasinda son derece 6nem tagimaktadir. Clinkii biyokimyasal verileri elde
edebilmek i¢in dogal metabolik aktivitelerin st sinir1 gereklidir ve bu da ancak
doku benzeri yapilarda tam anlamiyla 6l¢iilebilir.

UC BOYUTLU (3D) DOKU KULTURUNDE KULLANILAN
TEKNIKLER

Yillar igerisinde ii¢ boyutlu doku kiiltiirlerinde hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in gesitli
teknikler gelistirilmistir. Her teknik, belirli avantajlara ve sinirlamalara sahiptir
(Tablo 1) [18]. Kiire boyutu ve karmagiklig, tek tek hiicre tiplerinin bitytime kine-
tigine, tohumlama sirasinda hiicre yogunluguna, kiiltiir siiresine ve kiiltiir kuyu-
larinin ¢ap1 gibi uzamsal sinirlamalara baglhidir [19].

1. Ug¢ Boyutlu (3D) Coklu Tabakalar Ve Sferoidler: Sferoidler, yapay substrata
baglanmak yerine birbirlerine yapisarak tireyen ¢oklu hiicre topluluklaridir.
Kisa siireli sferoid kiiltiirler, uygun kiiresel yapilar olustururlar ve uygun
kosullarda, primer hiicrelerin farklilasma karakteristiklerinin kiiltiirde
korunmasini saglarlar. Moscona [20] tarafindan yapilan ilk ¢alismada, sferoid
olarak kiiltiire edilmis embriyonik hiicreler iizerinde in vivo ya benzer gelisim
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ve yapisal ozellikler gozlemlenmistir. Sferoid kiiltiirler farkli uygulamalarla
olusturulabilirler. Bunlardan biri “siv1 {ist tabaka” kiiltiiriidiir. Bu yontemde
tripsinize edilmis tiimor hiicreleri, yapismanin engellendigi bir yiizeye sahip
hiicre kiiltiir flasklarinda stispansiyon kiiltiir seklinde biyiitiiliir. Hiicre kiiltiir
kaplarinin tabani 1:1 oraninda agar-medium karigimiyla kaplanarak, timor
hiicrelerinin flask zeminine yapigmasi engellenir ve hiicreler agarli zeminde
biiytimeye devam ederler. 1-3 giin icinde kiigiik hiicre kiimeleri olustuktan
sonra, timor hiicreleri siki bir gsekilde organize olarak diizgiin sferoid
yapilar olusturmaktadir [21]. Sferoid kiltiir ortaminin olusturulmasinda
agardan basgka agaroz, bakteriyal sinif plastik kiiltiir kaplar1 veya Matrigel
olarak isimlendirilen bir c¢esit yeniden diizenlenmis membranlar da
kullanilabilmektedir. Ikinci yontem ise “Spinner flask” yontemidir. Bu sistemde
[22] sferoidler, eksponansiyel bilyiime fazindaki monolayer kiiltiir hiicreleri
ile olusturulur. Eksponansiyel biiyiime fazindaki hiicreler tripsinizasyon
ile toplanir ve icine manyetik karistirici koyulan flaskta siirekli olarak 190
rpm hizda karistirilmak siiretiyle hiicrelerin flaska yapigsmasi engellenerek
stispansiyon kiiltiir halinde ¢ogalmas: saglanir [22]. Bir diger yontem ise
“Sarmal doniis (gyratory rotasyon)” yontemidir ve ilk olarak Moscona
tarafindan embriyonik hiicrelerde denenmistir [23]. Tripsinize edilmis
stispansiyon halindeki monolayer timér hiicreleri bir cama veya belirli bir
miktarda biiyiime medyumu igeren bakteriyal sinif plastik flaska ekilir. Daha
sonra flasklar 1s1 kontroliiniin saglandig1 sarmal doniis inkiibatoriine kaldirilir.
Rotasyon orani kiiltiir flaskinin biiytikliigiine bagldir. Genellikle sferoidler bir
giinde olusur. Gerekli sferoid biiyiikliigii olusana kadar, flasklar bu inkiibatérde
tutulurlar.

. Ug boyutlu (3D) mikrotagtyicilar: Endiistriyel amaglar igin kullanilan ii¢ bo-
yutlu kiiltiir sistemleridir. Bu sistemin en 6nemli 6zellikleri islemin biyoreak-
torlerde yapiliyor olmasi sebebiyle diisiik maliyetli ve stirekli bir tiretim yapil-
masina uygun olmasidir. Ayni zamanda bu sistemlerin biiyiik yiizey alan1 ve
hacime sahip olmalar1 nedeniyle yiiksek hiicre yogunluguna ulasilmas: kolay-
likla saglanabilmektedir. Genis 6lgekli tiretimler i¢in siklikla bagvurulan sis-
temlerdir. Hassas hiicre hatlarinin gelistirilmesi ve yapisma bagimli hiicrelerin
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agregasyonu bu kiiltiir sistemleri ile kolaylikla olusturulmaktadir. Ayrica farkli
tipte fakat birbirine yakin 6zellik gosteren hiicrelerin bir arada biiyiitiilmesi de
yine bu sistemde miimkiin olmaktadir [24]. Mikrotasiyici sistemlerde biiyiitii-
len hepatositler karaciger yetmezliginde ve ilag metabolizmasi ¢alismalarinda
kullanilmaktadir. Akut karaciger yetmezligi durumunda mikrotasiyicilarda
yetistirilen hepatositler ile yapilan transplantasyon deneyleri sonucu amon-
yum detoksifikasyonunun ve biliriibin konsantrasyonunun diisiik seyretmesi
bu sistemlerin bagarisini ortaya koymustur [25]. Karma kiltiirlerin mikro-
tastyici sistemlerdeki basarili uygulamalarina sinir hiicreleri ile kas hiicreleri
arasindaki etkilesimin incelendigi [26], vaskiiler endotel ile agiz kas hiicrele-
rinin birlikte kiiltiire edildigi mikrotasiyicilar [27] ve cerebellar graniil hiicre-
leri, cerebral kortikal noronlar ve kortikal astrositlerin birlikte kiiltiire edildigi
sistemler olarak kollajen kapli dekstran kiirecikleri (Cytodex 3) 6rnek olarak
verilebilir.

. Uc Boyutlu matriksler (Scaffold), jeller, siingerler ve gozenekli mikrota-
styicilar: Polimerik matriksler(scaffold) kullanilarak olusturulan ti¢ boyutlu
kiiltiirlerde iiretilen hiicreler, biyolojik siire¢ agisindan tek tabakada biiyiitiilen
hiicrelerden daha avantajlidirlar [28]. Ug boyutlu kiiltiir sistemlerini dizayn
ederken, polimerik matriks yapisi ve niteligi mutlaka yapilacak olan kiiltiiriin
ozelliklerine gore belirlenmelidir. Polimerik matriks olarak polylactide (PL),
polyglycolide(PG), poly-D,L-lactide-co-glycolide (PLG) gibi sentetik polimer-
ler ve kollajen (en ¢ok kollajen tip 1), alginat, chitosan gibi dogal polimerler
kullanilabilir [29],[30].

. Rotatif (Do6nel Devinimli) ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii sistemi: NASA
tarafindan gelistirilen ve doku kiiltiiriinde yeni bir ¢ag baslatan bir yontemdir.
Bu sistemde hiicreler mikroyer¢ekimi olusturularak ve minimal hidrodinamik
kuvvetlerle karistirilan dinamik siv1 siispansiyonlar seklinde biyiitiilmektedir.
Bir yandan tamamen medyum ile dolu kiiltiir flaskinin yatay eksende dénmesi
hiicrelerin karigmasini saglarken diger yandan dénme sebebiyle meydana
gelen kopiigiin ortadan kaldirilmasinda yar1 gegirgen bir membran aracilig
ile hidrodinamik kuvvet uygulanmaktadir. Yar1 gecirgen membran sayesinde
kiiltiir ortaminin havalandirilmasi da saglanmis olmaktadir.
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Tablo 1. Ug boyutlu Kiiltiir Olusturma Tekniklerinin Karsilagtirilmas:

DOKU
KULTURU AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI
METODU
) Ucuz
%IXQXKSE Olusturulmas: Kolay Bu Yontemle Cok Az Sayida
YONTEMI Statik Bir Metod Sferoid Elde Edilir
Hizli ve Kolay Goriintiileme
SCAFFOLD Iyl Ekstraseliiler Destek
TABANLI Ug Boyutlu Destek Pahali Bir Teknik
KULTURLER Olusturulmas: Kolay
Biiyiik Kisa Siireli Stres
R (Shear Stress) Etkenleri
Kolay Kullanilabilir Sferoid I¢ Yapisinin lyi
Korunamamasi
Uzun Stireli Kiiltiir Elde Edilebilir Kiiltiire Edilebilirliligi Zor
Biiytik Miktarda Sferoid Olusturma Hassas Hiicrelerde
Ozelligi Kullanilabilir
Ph, Besin Konsantrasyonu,Glukoz
ve Oksijenasyon Gibi Fizyokimyasal
Parametrelerin Kusursuz Kontrolii
AT Birbirine Yakin Ozellikte Farkl:
eSS Hiicre Hatlarinin Beraber
e Uretilmesi (Co-Culture)
YONTEMLERI

Ecm Uyarimi I¢in Onceden
Yapilandirilmig

Cok Kigiik Kisa Siireli Stres (Shear
Stress) Etkenleri

Damar Duvari le Minimal
Diizeyde Baglanti

Uyarilmis Sifir Yercekimi
Hizli Sferoid Uretimi

Daha Fazla Farklilagmis Epitele
Benzer
Yap: Olusturulmasi
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