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Ozet
Amag: Hiicre kiiltiirii, hastaliklarin teshisine ve tedavisine

yonelik caligmalarda ve ilag arastirmalarinda en sik
kullanilan yo6ntemdir. Hiicre sayimi ise bu aragtirmalarda
siklikla tekrarlanan deneylerin standardizasyonu ve /
veya optimizasyonu i¢in O6nemli bir siire¢ olarak kabul
edilmektedir. Hiicre sayimi otomatik hiicre sayim cihazlari
ile yapilabilmektedir. Ancak bu cihazlar yiiksek maliyet
ve hiicre kayiplart gibi dezavantajlara sahiptir. Hiicre
sayisin1 belirlemenin en ideal yolu hiicrelerin ortamlarini
degistirmeden, onemli ol¢iide pH veya sicaklik degisimi
yaratmadan hizli ve dogru oOl¢iim yapabilmektir. Bu
calismanin amaci hiicre kiiltiirii deneylerinde hiicre sayisini
belirlemek i¢in geri yansima spektroskopisi kullanarak yeni
bir yontem gelistirmektir.

Materyal-Metot: Bu calismada, A375 malin melanoma
hiicreleri standart hiicre kiiltiirli teknigi ile ¢ogaltildi. Hiicre
sayim cihazi ile sayilan farkli sayidaki hiicreler son hacim
1 ml olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra spektrometre,
tungsten-halojen 151k kaynagi ve fiber optik probtan olusan
bir deney diizenegi kullanildi. Numuneyle etkilestikten sonra
geri yansiyan 151k fiber optik probun dedektor fiberleri ile
topland1 geri yansiyan spektrumlar Igor Pro ile analiz edilerek
hiicre sayist belirlendi.

Bulgular:  Farklt  hiicre sayilarindaki  numunelerin
spektrumlarin hiicre sayisina bagli olarak degistigi belirlendi.
Bu spektrumlardan elde edilen K (450-700 nm) parametresine
kars1 hiicre sayisint veren bir kalibrasyon grafigi bulundu. Bu
yontem ile numunelerin hiicre sayilarinin %1,9-6,5 arasindaki
hata oranlari ile belirlendi.

Sonug¢: Bu caligmada fiber optik prob ile dalga boyuna bagh
geri yansima Ol¢timleri yapilarak hiicre kiiltiirii kosullarina
minimum miidahale ederek hiicre sayisini ger¢cek zamanlt
belirleyebilen yeni bir yontem gelistirildi. Bu yontem hiicre
sayisinin zamana bagli izlenmesine olanak veren invazif
olmayan, objektif, tekrarlanabilir ve tecriibe gerektirmeyen
bir teknik olarak gelistirilme potansiyeli vardir.

Anahtar kelimeler: Hiicre Kiiltiirii, Hiicre Sayimi, Fiber
Optik Prob, Geri Yansima Spektroskopisi.

Abstract

Objective: Cell culture is the most commonly used method
for drug research, the diagnosis and treatment of diseases.
Cell counting is considered as an important process for the
standardization and / or optimization of frequently repeated
experiments in research based on cell culture. Cell counting
can be done with automatic cell counting devices. However,
these devices have disadvantages such as high costs and cell
losses. The ideal way to determine the number of cells is to
be able to measure quickly and accurately, without changing
the environment of the cells, without allowing significant pH
or temperature changes. The aim of this study is to develop a
new method using back reflection spectroscopy to estimate
the number of cells in cell culture experiments.

Material-Method: In study, we grew A375 malignant
melanoma cells by standard cell culture technique. We adjusted
the final volume of 1 ml the different number of cells counted
by the cell counting device. Then, we used an experiment set
consisting of a spectrometer, tungsten-halogen light source
and fiber optic probe. After the light interacted with the
sample, the reflected light was collected with the detector
fibers of the probe. The reflected spectra were analysed with
Igor Pro and the number of cells was determined.

Results: We determined that the spectra of samples with
different cell numbers vary depending on the number of
cells. We drew a calibration graph that gives the number of
cells with the K (450-700 nm) parameter obtained from these
spectra. Using this graph, we calculated the cell numbers of
samples with error rates between 1.9-6.5%.

Conclusions: In this study, we developed a new method that
can determine the number of cells in real time by minimum
interference to cell culture conditions with fiber optic probe.
This method is noninvasive, objective, reproducible, allowing
time-dependent monitoring of the number of cells. This may
have the potential to be developed as an experience-free
technique.
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Reflection Spectroscopy.
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Hiicre sayis1 belirlemede yeni bir metot

Giris

Hiicre kiiltiirti, canlilara ait hiicrelerin kontrollii kosullar altinda
biiyiitiilmesi, ¢ogaltilmasi ve in vitro olarak yetistirilmesi
siirecidir. Hiicre kiiltiirii  ¢alismalart ile farkli hiicre
tiplerinin normal fonksiyonlarimi gergeklestirme siireglerinin
anlasilmasi ya da olusturulan hastalik modellerinde teshis ve
tedavi i¢in gerekli molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi,
gibi birgok deneysel ¢aligmalarin yapilmast miimkiin
olabilmektedir (1-6). Bu nedenle, hiicre kiiltiiri ¢aligmalari,
basta saglik bilimleri olmak tizere tiim uygulamali bilimlerde
kullanilan baslica in vitro deney modellerinden biri haline
gelmistir. Hiicre kiiltiirii deney modelinin en biiyiik avantaji
oksijen ve karbondioksit yogunlugu, sicaklik, pH ve osmotik
basing gibi hiicre kiiltiirii ortaminin tiim kosullarinin kontrol
edilerek sabit tutulabilmesidir (7). Hiicre kiltiiri deney
protokollerinde hiicre sayimi, deneylerin standardizasyonu
ve optimizasyonu i¢in onemli bir agamadir. Hiicre sayisini
belirlemek i¢in hemositometre ve otomatik kamera
entegreli hiicre sayim cihazlar1 kullanilmaktadir. Ancak
bu sistemlerde, tripan mavisi gibi 6zel belirtece ihtiyag
duyulmaktadir. Hemositometre, iizerinde sayim alani olan
6zel bir cam lamdir. Belirli olgiilerde diiz ¢izgilere sahip
olan bu lamdan mikroskop ile hiicre sayisi belirlenebilir.
Ancak hemositometre ile yapilan 6l¢iimler manuel olarak
yapildigindan hata payi bulunmakta ve arastirmacilar i¢in
zaman alict olmaktadir (8). Hiicre sayim cihazlar1 ve sayim
icin kullanilan slaytlari (lamlart) yiiksek maliyet olusturmasi
dezavantaj olmaktadir. Hiicre sayisin1 belirlemenin en ideal
yolu hiicrelerin ortamlarmi degistirmeden, onemli Olgiide
pH veya sicaklik degisimi yaratmadan, ekzojen ajan ilave
etmeden, hizli ve dogru dl¢iim yapabilmektir.

Geri yansima spektroskopisi 6l¢lim yapilan ortamin optik
ozelliklerini belirleyebilen bir ydntemdir. Bu yontemde
gonderilen 151k numuneyle etkilesir, geri yansiyan 151k
toplanir ve spektrometreye gonderilerek analiz edilir. Sonugta
aragtiritlan ortam hakkinda bilgi igeren ‘spektrum’ elde
edilir. Bu spektrum, 15181 sagilimi ve absorpsiyonuna baglt
bir sinyaldir (9). Isigin yayildigi ortamda, ortamin kirilma
indisinden farkli bir kirilma indisine sahip bir pargacik var ise,
151k bu parcaciga carptiginda kirinima ugrar (10). Yayilan 1s1k,
pargacik ile etkilestikten sonra pargacigin boyutuna, sekline,
15181 kirma indisine bagli olarak belirli agilar ile sagilirlar.
Hiicreler arasi sivinin 15181 kirma indisi yaklasik olarak 1,36
iken hiicre zarinin 15181 kirma indisi 1,42 civarindadir (11). Bu
farktan dolay1 1g1k hiicre kiiltiirii ortaminda, hiicre zarindan
sagilmaya ugrar.

Geri Yansima Spektroskopisi, arastirilan ortama (hiicre, doku
vb.) gonderilen 15181n ortamla etkilestikten sonra geri yansiyan
1s181n Ozelliklerindeki degisiklikleri izlemek i¢in kullanilir.
Bu yontem, hiicrelerdeki kirilma indisi degisiminden dolay1
elastik olarak sacilan fotonlarin olusturdugu geri yansima
sinyaline dayanir (12). Bdylece hiicre kiiltiirii ortamindan
dalga boyuna bagli geri yansima Olciimleri yapilarak
numunelerdeki hiicre sayisina bagli sinyal elde edilebilir. Bu
calismanin amaci hiicre kiiltiirii deneylerinde hiicre sayisini
belirlemek i¢in geri yansima spektroskopisi kullanarak ile
yeni bir yontem gelistirmek.
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Materyal-Metot

Spektroskopik Donanim

Hiicre kiiltiiri numunelerinden spektroskopik 6l¢timler almak
icin kullanilan deney diizenegi; Sekil 1’de goriildiigi gibi
spektrometre, fiber optik prob, 1sik kaynagi ve bir dizistii
bilgisayardan olugsmaktadir. Deney diizeneginde 151k kaynagi
olarak tungsten lamba (Ocean Optics, Inc. Florida, ABD)
kullanildi.  Spektroskopik verileri almak igin kullanilan
spektrometrenin (Ocean Optics, Inc. Florida, ABD) modeli
USB2000’dir. Deneylerde kullanilan spektrometre 400 ile
850 nm arasindaki dalga boyuna duyarli, 2048 elemanli CCD
(Charge Coupled Device) detektor dizisine sahiptir. Geri
yansiyan 1s181n spektroskopik analizi, bilgisayardaki yazilim
(OOIBase32 Platinum, Ocean Optics, Inc, Florida, USA) ile
yapildi. Kullanilan optik prob dairesel geometriye sahiptir.
Probun bir tane kaynak fiberinin ¢evresine alti tane dedektor
fiber simetrik olarak konumlandirilmistir. Tim fiberler
birbirlerine bitisik olarak yerlestirilmistir. Fiberlerin sayisal
aciklig1 0,22+0,02 olup, caplar1 400 pm ve yaklasik uzunluklari
100 cm’dir.

Tungsten-Halojen
%g.k Kaynag

USB Spektrometre

R

Fiber Optik Prob

Sekil 1. Deney diizenegi; farkli sayida hiicre igeren ependorf tiipleri
ve fiber optik sistem

Hiicre Kiiltiiri

A375 malin melanoma hiicreleri Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) %10 fetal bovine serum (FBS), 100 units/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin ve 1 mM glutamin igeren
medyumla, 37°C, %5 CO, ve %95 nemlendirilmis hava igeren
karbondioksit inkiibatdriinde standart hiicre kiiltiirii teknigi ile
cogaltildi. Hiicreler ¢ok yogunlastiklari zaman Tripsin-EDTA
ile kaldirilip santrifiij edilerek siipernatani atildi ve kalan pelette
olan hiicreler, BioRad TC20 otomatik hiicre sayim cihazi ile
sayildi. Ayn1 zamanda hemositometre ile de gozle sayildi. Son
hacim 1 ml olacak sekilde farkli (0-32,5x10%) hiicre sayisi
araliginda toplam 10 numune ependorf tiipiinde hazirlandi. Bu
10 numuneden 151k siddeti ile hiicre sayist arasindaki iliskiyi
belirlemek i¢in 6l¢iimler yapildi. Ayni yontemle son hacim
Iml olacak sekilde 5-30x10° hiicre sayis1 araliginda toplam alti
numune daha ependorf tiipiinde hazirlandi. Bu altt numuneden,
151k siddeti ile hiicre sayisi arasinda belirlenen iliskiyi test
etmek icin 6l¢timler yapildi.
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Kalibrasyon ve Olciimler

Hazirlanan hiicre kiiltiirii  numunelerinden  spektroskopik
Olgimler almmadan once, optik fiberlerin baglantilar ile
ara yiizeyde olusan yansimalari ve 1gik kaynaginin spektral
dagilimini elimine etmek i¢in kalibrasyon o6l¢limleri yapildi
(13). Kalibrasyon yapilirken ilk olarak background sinyali
6lgiildd. Bu dlgiim 151k kaynagi kapaliyken ve prob numunenin
icindeyken alindi. Daha sonra, 15181 biitiin dalga boylarinda
%98 oraninda yansitan beyaz bir madde (spectralon, Lab-
sphere, Inc., North Sutton, N.H.) {izerinde geri yansiyan 15181n
spektrumu dlgiildii. Boylece lambanin spektral dagilimini
iceren spektrum kaydedildi. Kalibrasyon igleminden sonra
hazirlanan hiicre kiiltiirii numunelerinden, prob numune tiipiine
yaklagik 0,5mm derinlige daldirilarak ve siyah bir zemin
tizerinde yapildi. Her bir numuneden 8 kez dalga boyuna bagl
geri yansima spektrumlart 6l¢imii yapildt ve alinan dlgimler
kaydedildi Kalibre edilmis spektrum daha 6nceki ¢aligmalarda
belirtildigi gibi hesapland1 (13-15). Elde edilen veriler, Igor
Pro 8.04 teknik grafik ve veri analizi programu ile islendi. Geri
yansima spektrumlarmin, 450-750nm araliginda altinda kalan
alan 1000’e normalize edildi. Numuneler iki ayr1 sete ayrilarak
Olglim yapildi. Birinci sette hazirlanan ilk 10 numuneden
151k siddeti ile hiicre sayis1 arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in
olciimler yapildi. ikinci sette hazirlanan alti numuneden 151k
siddeti ile hiicre sayisi arasinda belirlenen iligkiyi test etmek
icin Ol¢limler yapildi.
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Sekil 3. Polinomal fit parametresine K (450-700 nm) kars: hiicre
sayist grafigi
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Bulgular

Hiicreler flasktan kaldirilip santrifiij edildikten sonra, hiicre
sayim cihazi ile hemositometre ile sayildi. Son hacim 1
ml olacak sekilde 0-32,5x10° hiicre sayisi araliginda olan
ependorf tlipindeki toplam 10 numuneden spektroskopik
Ol¢timler alindi. Farkli hiicre sayilarindaki numuneler i¢in
dalga boyuna karsi 11k siddeti spektrumlart elde edildi.
Bu spektrumlar hiicre sayisina bagli olarak degismektedir
(Sekil 2). Spektrumlarda dalga boyu arttikc¢a 151k siddetinin
polinomal olarak azaldig1 goriilmektedir. Polinomal azalmanin
hiicre sayis1 azaldikca azaldig1, kontrol dl¢iimiinde degisimin
monotonik hale geldigi belirlendi. Dolayisiyla spektrumlarin
hiicre sayisina bagli bu degisimleri ile analiz yapildi.

Numunelerden elde edilen her bir spektrum, 450-700
nm araliginda, ii¢ parametreli polinom denklemine
(y=K, K x+K x?) fit edildi. Bu fit isleminden her bir hiicre
sayisina karst K (450-700 nm) degeri belirlendi. Polinomal
denkleme fit ile elde edilen K (450-700 nm) degerine karsi
hiicre sayisi/ml standart grafigi bulundu (Sekil 3). Sekil 3’de,
K (450-700 nm)-hiicre sayisi/ml grafigi goriilmektedir. Grafik
hiicre sayist ve K parametresi arasinda dogrusal bir iliski
oldugunu gostermektedir. Bu grafikten Pearson Korelasyon
Katsayist 0,99 bulundu. Boylece hiicre sayisit ve hiicre
sayisina bagli olarak degisen 151k siddetini gosteren K degeri
arasindaki iligki belirlendi. Belirlenen iliskinin dogrulugunu
test etmek icin daha sonra hazirlanan alt1 numuneden 6l¢iilen
spektrumlardan elde edilen K (450-700 nm) degerleri bu
iliskide yerine konularak hiicre sayilart hesaplandi (Tablo 1).
Numunelerin hiicre sayilari ile spektroskopik olarak bulunan
K (450-700 nm) degerinden hesaplanan hiicre sayilari
arasindaki fark karsilastirilarak bagil hata belirlendi.

Tablo 1'de numunelerin hiicre sayilari ve dalga boyuna
bagli geri yansima Ol¢iimleri ile hesaplanan hiicre sayilart
gosterilmektedir. Spektroskopik 6lgiimler ile hiicre sayisina
bagli olarak degisen 151k siddetini gosteren K degeri
kullanilarak hiicre sayilar1 %4,6+1,9 hata ile bulundu. Tablo
1 de, numunelerin hiicre sayist ve spektroskopik yontemle
hesaplanan hiicre sayisi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadigi bulundu (Mann-Whitney U Testi p=0,94).

Tablo 1. Her bir numunenin hiicre sayisi, spektroskopik yontemle
hesaplanan hiicre sayis1 ve % hatast

Spektroskopik
Nu;l:ne Hiicre Sayisi/ml h?si:;)i:::n Bag(lgA’I-)Iata

hiicre sayisy/ml*

1 25,3x10° 24,8x10° %1.,9

2 20,8x10° 20,3x10° %2,4

3 15,7x10° 14,9x10° %35,1

4 10,5x10° 11,1x10° %5,7

5 8,4x10° 8,9x10° %35.,9

6 4,6x10° 4,3x10° %6,5

*Mann-Whitney U Testi p>0,5 hiicre sayilarina gore
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Tartisma

Hiicre kiiltirii molekiil, ilag veya hastaliklarin tiim
etkenlerden bagimsiz olarak arastirilabilmesi, ekonomik
ve pratik olmasi, ¢evre sartlarinin kontrol edilebilmesi
dolayisiyla oldukga avantajli bir deneysel modeldir (16-18).
Hiicrelerin kiltiir ortaminda canliliklarini siirdiirebilmelert,
cogalabilmeleri ve islevlerini devam ettirebilmeleri ortamin
kosullarina baghdir. Hiicre kiiltiiriinde uygulanan arastirma
protokollerinde hiicre sayimi, periyodik olarak tekrarlanan,
deneylerin standardizasyonu ve optimizasyonu i¢in en énemli
asamalardan biridir. Hiicrelerin ortamlarint degistirmeden,
onemli pH veya sicaklik degisimine neden olmadan, disaridan
bir kimyasal eklemeden, hizli ve dogru olarak yapilabilmesi
hiicre sayiminin en ideal yoludur.

Hiicre kiiltlirtinde hiicre sayisini belirlemek icin hemositometre
ve otomatik hiicre sayim cihazlar1 kullanilmaktadir. Her
iki yontemde de tripan mavisi gibi eksojen bir ajan ilavesi
gerekmektedir. Hemositometre ile yapilan dl¢limler
arastirmacilar i¢in olduk¢ca zaman alici olmaktadir. Bu
yontemde hiicre sayim iglemi manuel olarak yapildigindan
uzun siireli ¢aligmalarda, sayimin dogrulugu arastirmacinin
dikkatine bagli olmasi dolayisiyla, hata oran1 artabilmektedir
(19). Hemositometre ile yapilan hiicre sayiminda insan
kaynakli olusabilecek hatalari en aza indirmek amagli yardimet
algoritmalar gelistirilmeye calisilan calismalar yapilmaktadir
(20, 21). Bu calismalarda laboratuvarlarda yapilan hiicre
sayma islemi, kullanilan mevcut donanim degistirilmeden
bir bilgisayar yazilimi ile otomatik hale getirilmesine yonelik
cesitli algoritmalar dnerilmektedir.

Otomatik hiicre sayim cihazlari hiicre kiltiirii laboratuvarlari
icin tasarlanmistir. Tripan mavi boya ile kullanilan ve ticari
olarak temin edilebilen otomatik hiicre sayim cihazlari, hiicre
kiltirti ¢alismalarinda, hemositometrelerle iliskili subjektif
yorumlamayi ortadan kaldirmak i¢in kullanilmaktadir.
Coulter teknigi kullanan, empedans tabanli hiicre sayim
cihazlarida bulunmaktadir (22). Teknik elektrik alan
uygulanan mikro kanallardan (aparture) hiicreler gectiginde
bir direng (empedans) olusmasi prensibine dayanmaktadir.
Olusan empedans sinyali  Olgiilerek, matematiksel
kalibrasyon katsayilari ile hesaplamalar sonucunda hiicre
sayilar1 elde edilir. Bu cihazlarda elektronik algilama bolgesi
iceren mikro kanallardan olusan tek kullanimlik sensérler
kullanilir. Dolayisiyla ciddi bir sarf biitgesi gerektirmektedir.
Ayrica birden fazla sayida hiicrenin mikro kanallardan
gegmesi veya boyut olarak ¢ok kiiciik hiicrelerin sensorde
algilanmamasi gibi hata kaynaklar1 da igcermektedir. Hiicre
kiltiirti galigmalarinda is yiikiinii azaltmak ve hiicre sayimini
standartlagtirmak icin hizli sonu¢ verebilmektedir (23). Bu
cihazlarin yiiksek maliyetleri ve cihazlarda sayim icin, slayt
ve kimyasallardan olusan kitlere ihtiyag duyulmasinin ilave
maliyetleri 6nemli bir dezavantaj olmaktadir. Ayrica hiicre
sayim cihazlari kullanirken, test 6l¢iim araligi iginde kalmak
icin genellikle 6rnek diliisyonu gereklidir; ancak zaman ve
diliient ¢ozeltilerin hiicre kiiltiirii izerindeki etkisi tam olarak
anlasilamamistir. Hiicre sayiminda diliient ¢ozelti olarak
kullanilan fosfat tamponlu salinin, hiicre canlilig1 iizerindeki
olumsuz etkilerini gosteren galismalar bulunmaktadir (24).
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Caligmamizda farkli hiicre sayilarindaki numunelerden fiber
optik prob ile dalga boyuna kars1 151k siddeti spektrumlari elde
edildi (Sekil 2). Sekil 2 incelendiginde, dalga boyu arttik¢a
151k siddetinin polinomal olarak azaldigi goriilmektedir.
Spektrumlardaki bu polinomal iliskinin hiicre sayisina baglt
olarak da degismektedir. Polinomal azalmanin hiicre sayist
azaldik¢a azaldigi, kontrol dl¢iimiinde degisimin monotonik
hale geldigi belirlendi. Spektrumlardaki bu degisim hiicre
sayisina bagli olarak analiz edildi. Bu analiz sonucunda
belirlenen K (450-700 nm) parametresi ve hiicre sayisi
arasinda tam pozitif dogrusal bir iliski oldugu belirlendi
(Pearson Korelasyon katsay1s1:0,99). Sekil 3’de K (450-700
nm) parametresine karsi hiicre sayisini veren bir kalibrasyon
grafigi goriilmektedir. Boylece hiicre kiiltiirii numunelerinden
fiber optik probla dlgecegimiz spektrumlardan hesapladigimiz
K (450-700 nm) parametresi ile kalibrasyon grafiginden
numunenin hiicre sayisin1 bulabilecegimiz bir yontem
gelistirildi. Yontemin dogrulugunu test etmek igin farkl
hiicre sayilarinda hazirlanan altt numuneden fiber optik
prob ile spektrumlar 6lgiildii. Spektrumlardan elde edilen
K (450-700 nm) degerleri ile kalibrasyon grafiginden hiicre
sayilart bulundu (Tablo 1). Numunelerin hiicre sayim cihazi
ile belirlenen hiicre sayilari ile spektroskopik olarak bulunan
K (450-700 nm) degerinden hesaplanan hiicre sayilari
arasindaki fark karsilastirilarak bagil hata degerleri belirlendi.
Tablo 1’de gelistirdigimiz yontem ile numunelerin hiicre
sayilarmin %1,9-6,5 arasindaki hata oranlart ile bulunabildigi
ve istatistiksel olarak iki teknik arasinda anlamli bir fark
olmadig1 goriilmektedir.

Sonuc¢

Bu calismada fiber optik prob ile dalga boyuna bagl geri
yansima Olctimleri yapilarak hiicre kiiltirii kosullarma
minimum miidahale ederek hiicre sayisim1 ger¢ek zamanli
belirleyebilen yeni bir yontem gelistirildi. Bu yontem hiicre
sayisinin zamana bagli izlenmesine olanak veren invazif
olmayan, objektif, tekrarlanabilir ve tecriibe gerektirmeyen
bir teknik olarak gelistirilme potansiyeli vardir.

Bu c¢alisma Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri (ALKU-BAP) Koordinatorliigii
tarafindan 2019-04-01-MAPO1 numaralt proje kapsaminda
desteklenmisti. ALKU-BAP Koordinatorliigii'ne vermis
oldugu destek i¢in tesekkiir ederiz.
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