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Meme kanseri (BC), kadmlarda en sik teshis edilen kanserlerden biridir. Erken
yaslardan itibaren goriilmeye baglanan meme kanserinin, orta yaslarda goriilme sikligi
artmaktadir. Meme kanseri tedavisinde, insan organlarinin yapisal ve biyolojik
karmagikligini taklit edebilen {i¢ boyutlu (3B) organoidler kullanilmaktadir. Bu ii¢ boyutlu
yapilar, temsil ettikleri organlara ¢ok benzedikleri i¢in hastaliklarin incelenmesi ve ilag
tarama testlerinde biiylik kolaylik saglamaktadir. Organoid teknolojisi kullanilarak yapilan
viriis arastirmalari, ilag testleri ve kisisellestirilmis tedavi calismalari, iki boyutlu (2B)
modellemelere  gére daha  avantajhidir.  Cip-iistii-organ  (Organ-on-Chip/OoC),
biyomiihendislik iiriinii dokular1 veya dogal doku/organ parcalarin1 igeren ve canlt
organizmalarin 6nemli yapilar ile islevlerini taklit edebilen mikroakigkan cihazlardir. Bu
teknoloji sayesinde hiicre ve dokuya 6zgii mikro ortamlar kontrol edilebilmekte ve fizyolojik
siirecler gercege yakin bir bigimde incelenebilmektedir. Bu teknoloji; mikroakigkanlar,
malzeme mithendisligi ve fizyoloji gibi farkli disiplinleri bir araya getirmektedir. Bu tez
calismasinda MCF-7 hiicre hattindan tiiretilen organoidler mikroakigskan c¢ipte kiiltiire
edilmis ve meme kanseri arastirmalarina yonelik tasarlanan ¢ip-iistii-organ sisteminde farkli
akis debilerinde ilag¢ testleri gerceklestirilmistir. Caligma kapsaminda, kati cisim tasarim
programlari kullanilarak mikrogip modeli tasarlanmis, li¢ boyutlu yazici ile kaliplar tiretilmig
ve PDMS malzemesi ile mikrogip iiretimi gergeklestirilmistir. Organoidler mikrogip igerisine
yerlestirilerek 15 giin boyunca morfolojik olarak takip edilmis ve sonrasinda Ribociclib
etken maddeli ilag soliisyonunun organoidler iizerindeki etkisi incelenmistir. Organoidler
iizerine farkli akis debilerinde uygulanan ilag ile hiicre canliligi ve proliferasyonu
degerlendirilmistir. Diigiik akis debilerinde (1 pL/dk), daha disiik hiicre canliligi ve
proliferasyonda azalma oldugu goriilmiistiir. Daha yiiksek akis debilerinde (5 ve 10 pL/dk)
canlilik oranlarinda artis gézlemlenmis; bu durumun, yiiksek akista ilacin organoidlere temas
stiresinin azalmasiyla iliskili oldugu degerlendirilmistir. Sonuglar, tasarlanan ¢ip-iistii-organ
sisteminin dinamik mikrogevre kosullart altinda ilaglarin organoidler lizerindeki etkilerini
basariyla modelleyebildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Organoid Teknolojisi, Cip-Ustii-Organ,
Kisisellestirilmis Tip
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ABSTRACT

Breast cancer (BC) is one of the most commonly diagnosed cancers among women.
Breast cancer begins to appear at an early age, and its incidence increases in middle age.
Three-dimensional (3D) organoids, which can mimic the structural and biological
complexity of human organs, are used in the treatment of breast cancer. These three-
dimensional structures provide great convenience in the study of diseases and drug screening
tests because they closely resemble the organs they represent. Virus research, drug testing,
and personalized treatment studies conducted using organoid technology are more
advantageous than two-dimensional (2D) modeling. Organ-on-Chip (OoC) is a microfluidic
device that contains bioengineered tissues or natural tissue/organ fragments and can mimic
the important structures and functions of living organisms. This technology enables the
control of cell- and tissue-specific microenvironments and the examination of physiological
processes in a manner close to reality. This technology brings together different disciplines
such as microfluidics, materials engineering, and physiology. In this thesis study, organoids
derived from the MCF-7 cell line were cultured on a microfluidic chip, and drug tests were
performed at different flow rates in the organ-on-chip system designed for breast cancer
research. Within the scope of the study, a microchip model was designed using solid object
design softwares, molds were produced with a 3D printer, and the microchip was
manufactured using PDMS material. The organoids were placed inside the microchip and
morphologically monitored for 15 days, after which the effect of the Ribociclib-containing
drug solution on the organoids was investigated. Cell viability and proliferation were
evaluated with the drug applied at different flow rates on the organoids. At low flow rates (1
puL/min), lower cell viability and decreased proliferation were observed. At higher flow rates
(5 and 10 puL/min), an increase in viability rates was observed; this was attributed to the
reduced contact time of the drug with the organoids at high flow rates. The results
demonstrated that the designed chip-on-organ system successfully modeled the effects of
drugs on organoids under dynamic microenvironmental conditions.

Keywords: Breast Cancer, Organoid Technology, Organ-on-a-Chip, Personalized Medicine
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1. GIRIS

Meme kanseri (BC), kadinlarda en sik goriilen kanserlerden biridir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2025 verilerine gére, meme kanseri son yillarda akciger kanserini geride birakarak
kadinlar arasinda en sik teshis edilen kanser tiirii olmustur. Genetik ve genetik olmayan faktorler
meme kanserinin goriilme sikligini etkilemektedir. Baglica alkol, sigara, obezite gibi yiiksek risk
iceren yasam tarzi faktorleri, radyasyon ve menstriiel faktorler kanseri onemli Olciide
tetikleyebilmektedir. Son yillarda tedavi i¢in yeni multidisipliner yaklagimlar benimsenmistir. Bu
yaklasimlar her ne kadar etkili bir tedavi yontemi sunsa da hastaligin metastaz sikliginda herhangi
bir degisiklik yapmamaktadir. Metastaz kanser tedavilerinde yiiksek oranda belirleyici bir faktordiir
(World Health Organization, 2025).

Meme kanseri, genomik degisiklikler, gen ekspresyonu ve tiimor mikrogevresi vb. bir¢ok
biyolojik faktor tarafindan etkilenen karmasik bir hastaliktir. Bu faktorlerin karmasikligi, kanserin
sadece bir tedavi protokoliiyle ele alinmasini zorlastirir. Multidisipliner yaklasim, hastanin genetik
ve genetik olmayan risklerini dikkate alarak kisisellestirilmis bir tedavi sunmaktadir. Mikroakiskan
¢ip sistemi ve organoid teknolojisini bir arada kullanarak meme kanseri arasgtirmalarinda yenilikgi
yaklagimlar hedeflenmektedir.

Organoidler, ¢ogunlukla indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden (iPSC'ler) tiiretilen ve
insan organlarmin yapisal ve fizyolojik karmagikligimi taklit edebilen {i¢ boyutlu (3B) yapilardir
(Jaemyung Shin ve ark., 2024). Bu &zellikleri sayesinde, organoidler hastalik mekanizmalariin
incelenmesi ve ilag taramalari i¢in iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirlerine kiyasla daha gergekei ve
islevsel bir ortam sunmaktadir. Nitekim organoid teknolojisi; viriis aragtirmalari (Qi Shen ve ark.,
2024), kisisellestirilmis tip uygulamalar1 (Aboulkheyr Es ve ark., 2018; Josephine A. ve ark., 2024)
ve ilag testleri (Hockney ve ark., 2023; Xu ve ark., 2024; Broutier L. ve ark., 2017) gibi bir¢ok
alanda 6nemli avantajlar saglamaktadir.

Bu teknolojiyi tamamlayici nitelikte olan Cip-iistii-Organ (Organ-on-Chip, OoC) sistemleri
ise, biyomalzeme veya dogal doku/organ parcalarini igeren, canli organizmalarin yap1 ve islevlerini
taklit edebilen mikroakiskan temelli cihazlardir (Vargas R. ve ark., 2021). OoC sistemleri, hiicre ve
dokuya 0zgii dogal ortam1 hassas sekilde kontrol ederek besin, oksijen, elektrolit, su, hormon ve
ilag gibi bir¢ok in vitro faktorii taklit edebilmektedir (Dilmen ve ark., 2024). Ayrica bu sistemler;
hiicresel diizeyden baslayarak doku ve organ diizeyine kadar uzanan kompleks biyolojik siireclerin,
hatta bu yapilarin ¢evresel faktorlerle olan etkilesimlerinin taklit edilmesine olanak tanir. Bu
dogrultuda, organoidlerin OoC platformlarinda kullanimi, insan biyolojisinin daha dogru
modellenmesini saglayarak, hastaliklarin molekiiler mekanizmalarimin aydinlatilmas1 ve ilag

etkinlik/giivenlik testlerinin yapilmasinda biiylik bir potansiyel sunmaktadir. Organoid tasarimi



sirasinda ise malzeme miihendisligi, doku miihendisligi ve mikroakiskanlar gibi cesitli disiplinler
bir arada ¢alisir (Singh ve ark., 2022).

Bu tez ¢alismasinda; MCF-7 hiicre hattindan tiiretilen organoidlerin besin, ilag vb. harici
etkenlere karsi davraniglarini inceleyen bir ¢ip-listii-organ sisteminin iiretimi gerceklestirilmistir.
Mikroakigkan ¢ipler, kanser hiicrelerinin gelisim ve ilag etkilesimini mekanik boyutta ele almayi
saglayarak hastaya 6zgii kisisellestirilmis bir tedavinin sunulmasi amaglanmstir. ilk asamada Cip-
iistii-organ sistemini olusturan mikroakiskan ¢ipin kalib1 ii¢ boyutlu kati modelleme yazilimi ile
tasarlanmistir. Sonrasinda {i¢ boyutlu yazic1 kullanilarak iiretilmistir. Optik gecirgenlige sahip
PDMS (Polydimethylsiloxane) belirli oranda kiirlenmis ve mikroc¢ip kalibina dokiilmiistiir. Uygun
kosullarda bekletilerek katilagmasi saglanan PDMS, kaliptan kesilerek ¢ikarilmis ve bir cam lamel
iizerine yerlestirilerek mikroakiskan ¢ip iiretilmistir. Cip-iistii-organ sistemi bu mikroakigkan ¢ip
icerisine kanser organoidleri yerlestirilerek olusturulmus ve organoidlerin gelisim, metastaz gibi
stirecler incelenmistir. Cip-listii-organ i¢inde bulunan organoidlere c¢ip kanallar1 aracilifi ile
kontrollii bir sekilde ilag gonderilerek, organoidlerin ilaca verdikleri tepkiler incelenmistir. Bu tez
calismast ile kanser hastaliginda kisiye Ozgii tedavi yontemlerinin sunulmasinda ve

cesitlendirilmesine katki saglanmustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Kanser

Diinya Saglik Orgiiti (WHO), kanseri, viicudun herhangi bir doku ve/veya organinda
anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyiip, diger doku ve organlar1 istila eden (metastaz
yapan) biiyiik bir hastalik grubu olarak tanimlamaktadir. Kanser, diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim
nedenlerinden biridir. Diinya Saglik Orgiitii 2020 verilerine gore yilinda yaklasik 10 milyon 6liime,
yani her alt1 kisiden birinin 6liimiine, neden olmaktadir. Diinya capinda en sik goriilen kanser
tiirleri meme, akciger, kolon ve rektum ile prostat kanserleridir (World Health Organization, 2025).

Kanserin farklilagtigi ortamdaki hiicreler, damarlar ve sinyaller kanserin biiylimesini
destekleyecek sekilde gelisim gosterir. Hiicre proliferasyonu sirasinda genetik c¢esitlenmeler
mutasyonlar1 olusturur. Farkli 6zellikteki tiimor hiicreleri arasinda hizli cogalanlar veya ilaca direng
gosterenler klonal olarak segilim gosterir. Genetik mutasyonlarla sekillenen kanser hiicreleri
cogunlukla passanger (yolcu) mutasyonlara ugramig olup bu mutasyonlar fonksiyona yonelik
degildir ve hiicrede islevsel bir degisiklik yapmazlar. Driver (siiriicii) mutasyonlar ise daha
azinliktir ve hiicrelere proliferasyon, invazyon, istila, apoptozdan kagis gibi 6zellikler kazandirarak
tiimoriin ilerlemesine neden olur. (Greaves ve Maley, 2012)

Timoér olusumundan sorumlu {i¢ gen bulunmaktadir; onkogenler, timor baskilayici genler
ve stabilite genleri. Onkogen ve timor baskilayicit gen mutasyonlari, genel olarak benzer fizyolojik
oOzellikleri gosterir. Her ikisi de hiicrenin dogumu, hiicrenin kontrolsiizce biiyiimesi veya hiicre
dongiisiiniin durmasini engeller. Stabilite genleri ise genetik degisikliklerin minimumda tutulmasini
saglar, inaktive oldugunda mutasyon oranmi arttirarak tiimér yayilimini saglar. Mutasyona
ugradiklarinda tamamen farkli bir sekilde tiimor olusumunu tesvik ederler; mutasyon oranini
artirirlar. Bu nedenle, kanser hiicrelerinin birbirinden farkli genomik profillere sahip oldugunu

sOylemek miimkiindiir (Vogelstein ve Kinzler, 2004).
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Normal hiicrelerin kanser hiicresine doniisme siireci karsinogenez ile de agiklanmaktadir.
Stire¢ li¢ temel evrede incelenir; baslatma (initiation), ilerletme (promotion) ve ilerleme
(progression). Baglatma evresi, onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde meydana gelen
mutasyonlarla baslar. Ilerletme evresinde ise hiicre popiilasyonu klonal olarak genisler ve bircok
hiicre olusur. Ilerleme evresinde, klonal genisleme sirasinda ek mutasyonlara ugrayan hiicreler

daha fazla biiyiime ve hayatta kalma avantaji1 saglar ve yayilir (Vogelstein ve Kinzler, 2004).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri diinya ¢apinda akciger kanserinden sonra yiiksek o6liim oraniyla kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tiirleri arasindadir. Mortalitenin yiiksek olmasinin sebebi, meme
kanserinin lenf diigiimleri veya kan damarlar1 araciligiyla diger organlara metastaz yapmasidir.
Meme kanseri i¢in yaygin metastaz bolgeleri arasinda aksiller lenf diigiimleri, akcigerler, karaciger,

kemikler, yumusak dokular ve beyin yer alir (Price, Janet E ve ark.,1990).
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Sekil 2.2. Meme kanserinin anatomik yerlesimi ve lenfler araciligiyla yayilimi. Bu gorsel
BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.

Meme kanserinin olusumunda genetik, yasam Oykiisii, hormonal, ¢evresel ya da
biyokimyasal bir¢ok faktor etkilidir. Meme kanseri hastalarmin ¢ogunda (%70) bilinen bir risk
faktoriiniin bulunmadigi belirtilmektedir (Akyolcu N ve ark.,2018). Meme kanseri riski yasla
birlikte artar ve obezite, alkoliin zararli kullanimi, radyasyona maruz kalma, iireme oykiisi, tiitiin
kullanim1 ve menopoz sonrasi hormon tedavisi gibi ¢esitli faktorlerle de yiikselir. Meme kanseri
vakalarinin yaklasik yarist bu risk faktorlerinin gogunlukla goriilmedigi, aile meme kanseri dykiisii
bulunmayan hastalarda rastlanmaktadir. Kanseri énlemenin kesin olan bir yolu bulunmamaktadir.
Kisi yasam kalitesini arttirarak, diizenli muayene olarak kendini risk grubundan ¢ikarabilir (World

Health Organization, 2024).



2.2.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Kuzey Amerika Merkez Kanser Kayitlart Dernegi'nin (NAACCR), Gozetim,
Epidemiyoloji ve Sonuglar Programi (SEER) ve Ulusal Kanser Kayitlart Programi (NPCR)
kayitlari, 2025 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde cinsiyete ve kanser tiirline gore tahmini
olarak toplamda, her giin yaklasik 5600 vakaya esdeger olan yaklasik 2.041.910 yeni kanser tanisi
konulacagini tahmin edilmektedir (CA A Cancer J Clinicians,2025).

Diinya Saglk Orgiitii'ne gore, kadin cinsiyeti meme kanseri icin en giiclii risk faktoriidiir;
vakalarin yaklasik %99’u kadinlarda, yalnizca %0,5-1°1 erkeklerde goriilmektedir. 2020 yili
itibariyle, diinya ¢capinda 2.3 milyon yeni meme kanseri vakasi tespit edilmistir ve bu rakam, global
kanser yiikiiniin %11'ini olusturmustur. Kanser tiirleri arasinda mortalitesi yiiksek besinci kanser
tiirii olmustur (World Health Organization, 2024). Kuzey Amerika ve Bati Avrupa’da her on
kadindan biri meme kanserinden etkilenmektedir (CA A Cancer J Clinicians,2025). Meme kanseri
vakalarindaki artis, arastirmacilari tam1 ve tedaviye yonelik yeni yoOntemler gelistirmeye
yonlendirmistir. Kanser hiicrelerinin genomik yapilarinin hastadan hastaya farklilik gdstermesi,
kisiye 6zel tedavi yaklagimlarinin iyilesme oranlarmi artirabilecegini ve bu nedenle yenilikg¢i

yaklasimlarin bir gereklilik oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 2.3. Cinsiyete gore tahmini yeni kanser vakalar1 ve 6liimlerin 6nde gelen nedenleri, Amerika
Birlesik Devletleri, 2025 (CA A Cancer J Clinicians,2025).

2.2.2. Meme Kanseri Tam Yontemleri

Meme kanserinde baslica tan1 yontemleri; Mamografi(MG), Ultrasonografi(US), Manyetik
Rezonans Goriintiileme (MRI) ve Biyopsidir. Elle muayenede bir kitle fark edilirse, bu durumda ilk
yapilmasi gereken igslem genellikle tanisal mamografidir. Mamografi el ile kitle tespiti sonrasi
goriintiileme igin veya kitle tespit heniiz tespit edilmemisken kullanilabilir. Meme dokusuna farkli
derecelerde X-151m1 gondererek; dokularin farkli tonlarda goriinmesini ve yogun mineral
birikimlerinin, neoplastik bir lezyon igerisindeki kalsifikasyonlar gibi, saptanmasina yardimci olur.
Tanisal mamogram sayesinde cilt yiizeyi, meme ucu, ana meme kanallari, fibroglandiiler doku,
damarlar, yag dokusu, kaslar ve lenf diiglimleri goriintiilenebilir. Mamografi tibbi ve maddi

yetersizliklerden dolay1 tercih edilen ilk yol olsa da bazi dezavantajlart mevcuttur. Ust iiste binen
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dokular kitlenin goriinmesini engelleyebilir. Tedavi i¢in yaniltict bir sonu¢ olmamasi adina en az
iki standart goriintiileme yapilir (Reeves RA, ve ark., 2025).

Ultrason goriintiileme, kanser tanisinda kullanilan diger oncelikli testtir. Insan kulagmin
algilayamayacag frekansta, yani 20.000 Hz'in iizerindeki ses dalgalarimi kullanir. Bu yontemde,
meme dokularina yiiksek frekanshi ses dalgalar1 gonderilir ve farkli yogunluktaki dokulardan
yansiyan dalgalar analiz edilerek goriintii olusturulur. Yan yana bulunan farkli yogunluktaki
dokular arasinda akustik diren¢ uyumsuzlugu meydana gelir. Bu uyumsuzluk, ses dalgalarinin bir
kisminin yansimasina neden olur. Akustik empedans farki ne kadar biiyilikse, yansiyan ses
dalgalarinin siddeti de o kadar fazla olur ve bu dalgalar doniistiiriicii (transdiiser) tarafindan
algilanarak goriintiiye doniistiiriiliir (Seidel ve ark., 2000).

Kontrast madde kullanilarak gerceklestirilen ve 6zel 8 kanalli faz dizilimli MRI teknigi ile
elde edilen goriintiiler, ¢ok diizlemli kesit alma 6zelligi sayesinde memenin ii¢ boyutlu olarak
degerlendirilmesini saglar. Mamografi ve ultrasonografiye (USG) gore daha yiiksek hassasiyet
saglar. Ozellikle yogun meme dokusu ya da anatomik bozulmalarin bulundugu olgularda, MRI
tanisal dogruluk acisindan mamografi ve USG’ye gore daha avantajlidir (Menezes GLG ve ark.,
2014).

Meme biyopsisi, mikroskop altinda incelenmek iizere kiigiik bir meme dokusu 6rneginin
almmasi iglemidir. Meme biyopsisi genellikle meme muayenesi veya mamografi veya ultrason gibi
goriintiileme testleri sirasinda bir kitle veya anormallik tespit edildiginde yapilir. Tedaviye yanit
verilip verilmedigini veya kanserin viicudun diger bolgelerine yayilip yayilmadigini belirlemek i¢in
takip biyopsileri yapilabilir. Ayrica, meme biyopsisi tedavinin etkinligini izlemek i¢in de gereklidir

(Nounou MI ve ark., 2015).

2.2.3. Meme Kanseri Alt Tipleri

Duktal karsinoma in situ (DCIS), meme kanserinin en erken evre formudur. Teshis edilen
vakalarin yaklagik 9%20’sini olusturur. DCIS formunda siit kanallarinda bulunan hiicreler
kanserlesir ancak ¢evre dokulara metastaz yapmaz. Erken teshis edildiginde tedavi sansi yiiksektir
ve genellikle cerrahi miidahale ile iyilesebilir (Bonev, V. V., 2023). Meme kanserinde invaziv
duktal karsinom (IDC), en yaygin invaziv kanser tiiriidiir. Invaziv meme kanserlerinin %70-80'ini
olugurur. Siit kanallarinin digina ¢ikarak farkli dokulara metastaz yapabilir, cerrahi miidahale ve
kemoterapi gerekmektedir (Zhao H, 2021). Meme kanseri, immiinohistokimyasal teknikler
kullanilarak doért molekdiler alt tipe ayrilir: Luminal A, Luminal B, HER2 pozitif ve t¢lii negatif
meme kanseri (TNBC). Siiflandirmada kullanilan temel molekiiler belirtegler ise ER, PR ve
HER2’dir (Carvalho ve ark., 2025).

Luminal A tipi, tim meme kanserlerinin yaklasik %50’sini olusturur. Ostrojen Reseptorii

(ER) pozitiftir (>%1) ve Progesteron Reseptorii (PR) (>%20) pozitiftir. HER2 negatiftir. Ayrica Ki-
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67 (<%?20) ekspresyonu gosterir. Ki-67 nin diisiik ekspresyonu tiimor proliferasyonunun daha az
olmasina sebebiyet verir (Orrantia-Borunda ve ark., 2022). Luminal A tipi meme kanserleri, daha
az agresif ve yavas biiyilyen tiimérler olup, tedaviye en iyi yanit1 veren alt tiptir. Insidans: diisiiktiir
ve sag kalim oran1 diger molekiiler tiplere kiyasla daha yiiksektir. Hormon tedavisine duyarlidir ve
¢ogu durumda kemoterapiye ihtiya¢ duyulmaz. (Carvalho ve ark., 2025)

Luminal B meme kanseri, Ostrojen reseptorii (ER) pozitif (>%1) olan bir alt tiptir.
Progesteron reseptorii (PR) negatiftir. Luminal B, HER2 negatif (<%10) veya HER2 pozitif
(>%10) olabilir. Yiksek Ki-67 degerine sahiptir. Luminal A tipine gore daha hizli timor
proliferasyonu gosterir ve tedaviye daha az yanit verir. ER pozitif oldugu i¢in hormon tedavisine
duyarlidir ancak kemoterapi ile desteklenmesi gerekmektedir (Slamon ve ark., 2009).

HER2-pozitif meme kanseri, insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2)
proteininin durumuna gore siniflandirilan bir meme kanseri alt tipidir. HER2-pozitif meme kanseri,
HER?2 proteininin asir1 ekspresyonu ile karakterize edilir. Tiim meme kanserlerinin yaklasik %15-
20’sini olusturur. Bu alt tip, kendi i¢inde heterojen olup farkli molekiiler alt tiplere ayrilabilir (Li ve
ark., 2024).

TNBC ise tek bir hastalik olmayip, farkli alt tiplere sahip heterojen bir yapidir. Tiim meme
kanserlerinin yaklasik %15'ini olusturur. ER, PR ve HER2 negatiftir ve yiiksek proliferasyon (Ki-
67 > %30) gosterirler. TNBC, agresif tiimorlerdir ve diger alt tiplere gore tedaviye ¢cok daha az
yanit verir. En etkili tedavi yontemi kemoterapidir (Sarno ve ark., 2023).

Meme kanserinin molekiiler olarak smiflandirilmasi, tiimoriin genetik profiline gore
biyolojik 0Ozelliklerinin belirlenmesini ve buna uygun tedavi yaklagimlarinin uygulanmasini
miimkiin kilar. Farkli alt tipler farkli tedavi yaklagimlar1 gerektirebildiginden, bu siniflandirma
kisiye 0zgii tedavi siirecinin planlanmasina ve kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin gelismesine
olanak tanir (Akyolcu ve ark., 2018)

Bu tez ¢alismasinda kullanilacak meme kanseri hiicre hattt MCF-7’dir. Meme kanseri
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan bu hiicreler ER pozitif ve progesteron reseptorii (PR)
pozitiftir. Liiminal A molekiiler alt tipine aittir. Kullanilan hiicre hattinin molekiiler tipi, tedavi
yonteminin planlanmasi igin kritik 6neme sahiptir. MCF-7 hiicre hattinin molekiiler alt tipi goz
oniinde bulundurularak, bu hiicreler lizerinde baglica hormon tedavileri, hedefe yonelik tedaviler ve

kemoterapi ajanlar1 kullanilarak yapilan tedaviler uygulanmaktadir.

2.3. Kanser Modellemesi

Kanser modellemesi, kanser arastirmalarinda ve oOzellikle kisisellestirilmis tedavilerde
kullanilan ve siirekli gelisen bir yaklagimdir. Tiimér mekanizmalarimi taklit ederek patolojik
siiregleri daha iyi anlamamiza yardimci olur. Kanser modellemesi, iki boyutlu (2B) hiicre

kiiltiirlerinden organoid ve sferoid gibi ii¢ boyutlu (3B) yapilara kadar pek cok modelin kullanildig1
7



gelismekte olan bir alandir. Bu yapilar, organin gercek fizyolojisine daha yakin bir ortam sunarak,

organ diizeyinde daha dogru bir modelleme sunar (Srivastava ve ark., 2024).
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Sekil 2.4. Kanser arastirmalarinda kullanilan klinik 6ncesi modeller (Srivastava ve ark., 2024). Bu
gorsel BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.

Geleneksel 2D hiicre kiiltiirlerine kiyasla, organoid teknolojisi in vitro modellemede daha
fazla biyolojik ger¢ekgilik sunar. Bu, normal ve patolojik siireglerin daha iyi anlagilmasina ve
kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanir. Modelleme siireci, organoidlerin
yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri goz oniinde bulundurularak daha dogru ve etkili sonuglar elde

edilmesini saglar.

2.3.1. iki Boyutlu-U¢ Boyutlu (2B-3B) Modelleme

2B hiicre kiiltiirli, 1900'lerden bu yana bilim insanlarinin insan fizyolojisini, kiiltiir kok
hiicrelerini, hastaliklar1 incelemeyi, hiicre-hiicre etkilesimini, doku goriintiilemeyi, ilag kesfini ve
ilag metabolizmasini anlamalarinda temel dayanak noktasi olmustur (Singh ve ark., 2022). 2B
hiicre kiiltiirleri zamanla ¢ok sik tekrarlanmasi sonucu standart haline gelmistir ve goriintiileme
yontemleri gelismistir. Kiiltiir modelinin uygulanmasi1 protokoliin geleneksellesmis olmasi ve
diisiik maliyetli olmasi1 sebebiyle tercih edilmistir. 2B kiiltiiriinde; hiicreleri x-y diizleminde
goriintiilemek 3B goriintiileme yapmaktan daha kolay olsa da diisiik biyouyumlulugu nedeniyle
yanit1 birebir temsil edemez (Samimi ve ark., 2021). Hiicre kiiltiirleri organin gercek fizyolojisini
yansitmaz ve ilaglarin etkinligini veya hiicrelere niifuzunu tam olarak degerlendirmek icin
yetersizdir. Bu nedenle, 3 boyutlu kiiltiirden tiiretilen organoidler, daha gercek¢i bir model sunar
(Srivastava ve ark., 2024).

Yapilan bir ¢aligmada, MEK ve Aurora kinaz yollarini es zamanli olarak hedefleyen cift
inhibitér BI-847325’in ATC hiicrelerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla 2B ve aljinat bazli
3B kiiltiir modelleri karsilastirilmigtir. Elde edilen sonuglar; Aljinat bazli 3B in-vitro modelinin,
ilaglarin daha etkili bir sekilde test edilmesine ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde daha etkili
oldugunu gostermistir. Bunun sebebi, 3B in vitro modellerinin antikanser ilaglara kars1 daha yiiksek

diren¢ gostermesidir (Samimi ve ark., 2021).
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Sekil 2.5. 2B ve 3B hiicre kiiltiiriiniin karsilagtirilmasi. (A) 2B hiicre kiiltiirii (B) 3B hiicre kiiltiirii
(Samimi ve ark., 2021)

2B hiicre Kkiiltiiriinde hiicre-hiicre etkilesimi siirlidir ve hiicre-ECM (ekstraselliiler
matriks) etkilesimi sadece bir yiizeydedir. Ilag direnci yoktur ve reseptorler esit dagilim
gostermezler. 3B kiiltiirde hiicre-ECM ile etkilesim halindedir ve ilag, besin, O2 gibi maddeler
hiicreye niifuz eder. Ilag direnci in vivo benzeridir (Samimi ve ark., 2021).

Yapilan ¢aligmalar, arastirmacilara belirli ilaglarin veya kimyasal maddelerin etkilerini
degerlendirirken 3B hiicre kiiltiirii sistemlerini kullanmasinin avantajina énemli bir vurgu olmustur.
3B Kkiiltiirler, hiicrelerin birbirleriyle ve c¢evreleriyle daha dogal etkilesimler iginde oldugu

modellemelerdir (Dornhof ve ark., 2022).

2.3.2. Organoidler

Organoidler, hiicrelerin bir araya gelerek olusturdugu organ benzeri 3B yapilardir. Bu ii¢
boyutlu yapr organin gergek fizyolojisine daha yakin bir ortam saglar. Geleneksel hiicre kiiltiirii
teknigi olan tek tabakali 2B hiicre kiiltiirlerine kiyasla organoid teknolojisi, daha gergekgi bir in
vitro model sunar ve kisisellestirilmis tedavinin gelismesine katkida bulunur. Hiicreler uygun
biiylime faktorleri ve matriks ortami kullanilarak belirli bir doku veya bobrek, akciger, beyin gibi
organlarin yap1 ve iglevini taklit eder (Clevers, 2016).

Organoidler, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden (iPSC'ler) veya yetigkin kok
hiicrelerden (aSC’ler) iiretilebilir. iPSC’den tiiretilen organoidler, genellikle hastalardan alinan deri
biyopsilerinden elde edilen fibroblastlarin, belirli transkripsiyon faktorleri aracilifiyla yeniden
programlanmasi yoluyla elde edilir. Hiicreler, istenen organoid tiiriine uygun biiylime faktorleri ve
sinyal yolaklar1 kullanilarak farklilastirilir. Daha sonra hiicreler, Matrigel gibi bir ECM’ye
(ekstraseliiler matris) gomiilerek, tic boyutlu kiiltiirde kendi kendine organize olmalar1 saglanir
(Fatehullah ve ark., 2016). Matrigel, fare sarkomu kaynakli bir bazal membran matrisidir ve
hiicrelerin polarite kazanmasini, morfolojik olarak organize olmasimi ve 3B yapisim destekler
(Clevers, 2016). aSC’den tiiretilen organoidler ise, genellikle hastalardan veya model

organizmalardan alinan birincil dokularin tek hiicre diizeyine ayristirilmasi yoluyla tiretilir.
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Sekil 2.6. ESCs/iPSCs ve ASCs'den organoid tiretimi ve uygulamalari. iPSCs periferik kan
mononiikleer hiicrelerinden (PBMCs) veya fibroblastlardan olusturulabilir. ASC tabanl
organoidler ise hastalardan alinan biyopsi 6rneklerinden farklilastirilir. Her iki organoid de 3B
kiiltiir ortaminda biiyiir. Hastalik modellemesi ve ila¢ taramasi ¢alismalarinda ve kaynak olarak
organoid biyobankasi i¢in kullanilirlar (Watanabe ve ark., 2017).

Ayrigtirilan hiicreler, Matrigel ve benzeri 3B jellere gomiilerek kiiltiirlenir. Hiicreler,
farklilagmasi istenen organoid tiiriine gore, mikrogevre faktorleri ile zenginlestirilmis serumsuz
kiiltiir ortaminda biiyiitiiliir. Bu ortam, kok hiicrelerin proliferasyonunu ve farklilagmasini saglar
(Clevers, 2016). Farkli organoid tiirleri i¢in kullanilan nig faktorleri, hiicresel kdken ve farklilasma
yoniine bagl olarak degisiklik gosterir. Ornegin, MCF-7 meme kanseri hiicre hattindan organoid
iiretirken, meme dokusunun mikrogevresini taklit etmek oncelikli hedeftir. Bu amagla, biiyiime
faktorleri de buna uygun olarak segilir. MCF-7 hiicre hattindan organoid tiretiminde, DMEM/F12
medium, BSA ve Glutamin kullanilir; bunlarin yani sira, hiicrelerin biiylimesi ve farklilasmasi i¢in

FGF, EGF ve B27 gibi biiylime faktorleri de eklenebilir (Boo ve ark., 2016).

2.4. Cip-Ustii-Organ Sistemleri

Mikroakigkan cipler 3B hiicre kiiltiiri teknolojisiyle birleserek organlarin karmasik ve
0zgiil yapisini, 6zelliklerini etkin bir sekilde taklit eder (Esch ve ark., 2015). Mikroakiskan ¢ip olan
cip-listii-organ sistemleri organoidlerin daha kontrollii mikrocevrelerde kiiltiirlenmesini, diigiik
maliyetli yiiksek verimli testlerle saglamaktadir. Tekrarlanabilir olmasi testlerin dogruluk paymi
arttirmaktadir (Park ve ark., 2019). Mikroakigskan c¢ipler genellikle fotolitografi yontemi ile
uretilmektedir. Gelisen teknolojiyle birlikte giiniimiizde ti¢ boyutlu yazicilar ve diger mikro iiretim
araclart kullanilarak da iretimler yapilmaktadir. Bdoylelikle, mikro Olgekte yiizey ve boyut
hassasiyeti sayesinde canli hiicreler kendi dogal doku ortamlarinda gibi algilamakta ve bu sekilde
yanitlar vermektedirler(Novak ve ark., 2018). Bu sistemler, dokulardaki fizyolojik ozellikleri
yeniden yapilandirmak i¢in hassas mikroakigskan tasarimlardan yararlanmaktadirlar. Boylelikle,
fizyolojik sivi akigini, kayma gerilmesini, besin iletimini ve ila¢ etkisini taklit eden kontrol

edilebilir bir ortam olusmaktadir. Bu tip mikroakiskan cihazlar hiicre kiiltiirii, mikrogevre
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olusturma ve organ simiilasyonu i¢in ¢ok yonlii bir platform saglayarak organ dokusunun in vitro

degerlendirilmesine olanak tanimaktadir.
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Sekil 2.7. Farkli ¢ip-iistii-organ tasarimlari. (a) Mikroakiskan cihaz; nefes alabilen bir akciger
bolmesine, bir karaciger bolmesine ve bir 3 odacikli mikroakiskan cihaza sahiptir (Miller ve ark.,
2020) (b) Embriyonik cisimlerden (EB'ler) beyin organoidleri farklilagtirmak i¢in kullanilan cihazi
(Wang ve ark., 2018). (c) Cip iizerinde bagirsak organoidleri goriintiisii (Nikolaev ve ark., 2020).
(d) Sirasiyla; bagirsak (i), karaciger (ii), deri (iii) ve bobrek (iv) dokusu i¢in dort doku kiltiiriini
tek bir mikroakiskan ¢ipte bulunduran cihaz bélmesini temsil eder (Maschmeyer ve ark., 2015).
(e) Oksijenin gercek zamanli 6l¢limii i¢in hastadan tiiretilmis ti¢lii negatif meme kanseri kok
hiicrelerinin (BCSC1), mikrogip platformu (Dornhof ve ark., 2022).

Cip-ustii-organ teknolojisinin iiretimine iligkin bir calismada (Kefallinou ve ark.), 3B yap1
iskeleleri ve biyomalzemeler igermemesine ragmen gerekli biyolojik gelisimi desteklemesi
hedeflenen bir ¢ip iistii kemik iligi (BMoC) modeli tasarlanmistir. Modelin en {ist katmaninda
hiicreler kiiltiirlenirken, alt katmandaki perflizyon mikro bdlmesi araciligiyla hiicrelerin ihtiyag
duydugu besin, oksijen vb. bilesenler siirekli akisla saglanmaktadir. Ortada yer alan PDMS
gozenekli membran, bu maddelerin hiicrelere iletimini miimkiin kilmaktadir. Cihaz, cam slayt
iizerine yerlestirilerek hiicrelerin mikroskobik gézlemi saglanmistir.

Caligmada, yumusak litografi yontemiyle katmanlarin iiretimi gergeklestirilmis ve kimyasal
modifikasyon amaciyla bu katmanlar aliiminyum ile kaplanmistir. G6zenekli membranin silikon
kalibinin desenlendirilmesi siirecinde ise reaktif gaz olarak siilfiir hekzafloriir (SFs), pasivasyon

gazi olarak ise oktaflorosiklobiitan (CsFs) kullanilarak plazma asindirma islemi uygulanmigtir. Bu
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sayede PDMS katmanlan arasinda saglam bir bag olugmas1 saglanmistir. Son olarak, mezenkimal
kok hiicreler (MSC), Tip I kollajen ile 6n islemden gegirildikten sonra mikro haznelere
yerlestirilmistir. Mikro ortamin fizyolojik kosullara daha yakin olmasi ve katmanlar aras1 akigin
verimli sekilde saglanabilmesi amaciyla uygun sekil ve boyutlar bilgisayar destekli tasarim (CAD)

programi ile belirlenmistir.

2.4.1. Cip-Ustii-Organ Mikroakiskan Cipinin Uretimi

Mikroakigskan cihazlar, canli hiicrelerin bulundugu kanal ve bolme aglarindan olusan;
hiicresel mikro ortamlarin ger¢cek zamanli olarak izlenmesine ve simiilasyonuna olanak taniyan
platformlardir. Bu sistemler sayesinde hiicrelerin dis uyaranlara verdikleri tepkiler gozlemlenebilir
ve hiicrelerin ya da organlarm fizyolojik ve patofizyolojik &zellikleri agiga ¢ikarilabilir. Ornegin,
hastalik modellerinde hiicre yanitlarinin izlenmesi, ilag etkilerinin arastirilmasi ve bagisiklik
yanitlariin degerlendirilmesi gibi uygulamalarda 6nemli rol oynarlar (He ve ark., 2015).
Mikroakigskan ¢iplerde cihaz boyutlarinin hiicrelerle uyumlu olmasi da bu teknolojilerin tercih
edilme sebeplerindendir.

Mikroakigkan sistemler; genellikle biyouyumlulugu kanitlanmis polidimetilsiloksan
(PDMS) (Yoon ve ark., 2024), poli(metil metakrilat) (PMMA) (Rodriguez ve ark., 2023),
polikarbonat (PC) (Johannes ve ark., 2017), polistiren (PS) (Viviana ve ark., 2005), perflorlu
polieter (PFPE) (Gomez ve ark., 2012), cam (Li ve ark., 2006) ve hidrojel gibi malzemelerden
uretilmektedir. Mikroakiskan ¢iplerin seffafligi, sistemlerin bir diger avantajidir. Bu 6zellik, mikro
kanallara dogrudan optik erisim saglayarak gercek zamanli izlemeye olanak tanir. Seffaf yiizeyler,
mikroskobik gbzlemlerin dogrulugunu artirir (Wang ve ark., 2009). Cam, optik seffaflik acisindan
ideal olsa da iiretim zorluklar1 ve ylizey yapiskanligi gibi nedenlerle her laboratuvar ortaminda
tercih edilmez (Li ve ark., 2006). Bu nedenle, ¢gogunlukla PDMS tercih edilmektedir. PDMS; diisiik
maliyeti, hizli {iretimi, biyouyumlulugu, yiiksek mekanik dayaniklilifi, gaz gegirgenligi, optik
seffafligi ve karmasik yapilarin kolay iiretimine olanak tanimas1 gibi 6zellikleriyle biyoteknoloji ve
biyomedikal miihendislikte yaygin kullanim alan1 bulmustur (Yoon ve ark., 2024).

PDMS mikrokanallar, replika dokiim teknigi sayesinde kolayca iiretilebilir. Bu yontem,
tek kullanimlik analiz cihazlarinin iiretimi i¢in uygun ve ekonomiktir. Ana kalip hazirlandiktan
sonra, PDMS bu kaliba dokiilerek mikrokanallar olusturulur; ardindan kaliptan ¢ikarilan
mikrokanal, genellikle cam alt tabaka {izerine yapistirilir (Yadhuraj ve ark., 2018).
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Sekil 2.9. Beyin organoidleri i¢in ¢ip modeli (Tsai ve ark., 2025).

Tsai ve ark. (2025) yaptigi bir c¢alismada, beyin organoidlerinin olusturulmasi igin

tasarlanmig bir mikroakiskan cihazda, hidrojeller igine gomiilii tek bir odada dort farkli biiylime
faktoriiniin uygulanmasina olanak tanmmistir. Bu cihaz, bir cam slayt iizerine yerlestirilmis ii¢
mikroakiskan katman ve iki gozenekli membrandan olusmaktadir. Sistem; biyobenzerligi, gaz

gecirgenligi ve seffafligi nedeniyle yaygin olarak tercih edilen PDMS malzemesinden tiretilmigtir

(Tsai ve ark., 2025).

2.2.1. Cip-Ustii-Organ Sistemlerinde Perfiizyon Akis

Cip-tistii-organ platformlari; hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri gibi mikro ortam
etkilesimlerini, kiiciik kiiltiir hacimlerinde incelememize olanak tanir. Organoidler mikrogipe

entegre haldeyken, hiicrenin dogal mikro ortam kosulunun taklit edilmesi; biitiin hiicrelerin
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homojen bir sekilde besin ve O: almasi, mikroakiskan kanallardaki perfiizyon akis kontroliiyle
saglanir. Ozellikle mikroakiskan perfiizyon kiiltiirii, ¢dziinebilir biyokimyasal molekiillerin
kontrollii bir sekilde verilmesine ve uzaklastirilmasina izin verir (Katoh K., 2023). Siv1 ylizeyle
etkilesime gectiginde bir kayma gerilmesi olusur. Kayma gerilmesi, hiicrenin gen ekspresyonunu
ve morfolojisini etkiler. Bu nedenle, mikroakigkan sistemlerde perfiizyon akisinin, bunu gozeterek
tasarlanmasi ve optimize edilmesi; Ooc teknolojisinin gelismesinde 6nemli bir rol oynar (Bi ve

ark., 2023).

Cip-iistii-organ sisteminin iiretiminde dikkat edilmesi gereken belirli parametreler vardir. Organoid
doku kiiltiir ortami, hiicrelerin besin ve oksijen ihtiyacin1 ger¢ek damar aglarina benzeyen
mikrokanallar araciligi ile saglamali ve canlinin in-vivo sartlarmi basarili bir sekilde taklit
etmelidir. Mikrokanallara disaridan besin ve oksijen, belirli bir yonde ve siirekli bir akigla
iletilmelidir. Bu sayede kiiltiir ortaminda uzun siire canli doku goriintiilenebilir (Sonntag ve ark.,
2010). Cip-istii-organ sisteminin tasariminda, hiicre kiltiiri kanallart gereklidir ve farkli
tasarimlarla bu kanallarda akis saglanarak hiicrelerin dogal mikro ortami kontrol edilebilmelidir.
Gegmisten bu yana hiicrelerin i¢ ortamini taklit edecek farkli tasarim yontemleri denenmigtir
(Katoh K., 2024). Modelleme yontemlerinin uygulanmasinda perfiizyon akisi, hiicrelere zarar veren
kayma gerilmesine neden olur. Bu gerilme, hiicre proliferasyonunda degisimlere sebep olurken;
kayma gerilmesinin artmasi, hiicrelerin ¢ogalmak i¢in gereken ortami bulmalarini zorlastirabilir

veya hiicrelerin kendilerini ¢evreleyen dokuyla etkilesimini degistirebilir (Bernabeu ve ark., 2021).

Kayma gerilmesi, bir diizlem boyunca yiizeye teget olarak etkiyen gerilme ile malzemelerin ve
hiicrelerin deformasyonuna neden olur. Mikroakiskan c¢iplerde perflizyon akisi sirasinda kayma
gerilmesi olusur. Olusan bu kayma gerilmesi, mikroakiskan ¢iplerde hiicre gogiinii,
proliferasyonunu ve hiicre tutunmasini etkileyebilir (Bi ve ark., 2023). Mikroakiskan ¢iplerde
kayma gerilmesinin optimize edilmesi, hiicrelerin proliferasyonunu ve fonksiyonlarimi dogru

sekilde taklit etmek icin gereklidir.
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Sekil 2.10. Cip-iistii-organ sistemi ve damar semasi. (a) Ust kanalinda bir mikrodamar (kirmizi)
iceren ti¢ seritli ¢ip-iistii-organ tasarimi. Mikrodamar ECM jel kanaliyla (a¢ik mavi) temas halinde
genisler (Fengler ve ark., 2022) (b) Cip iizerinde mikroakiskan ¢ip tasarimu. (i) Cip lizerinde
mikroakiskan sandvi¢ tasariminda, list ve alt kanal, lizerine karsilik gelen hiicrelerin bulundugu bir
membranla ayrilir. (ii) Cip ilizerinde mikroakiskan ¢ip paralel tasarimi, paralel kanallarin ¢ipin
altindaki mikrokanallar araciligiyla baglanmasiyla olusturulur. (iii) 3B boru seklindeki yap1
tasarimi, hidrojellerin PDMS'den olusan bir kiiltiir odasina enjekte edilmesini ve bir vaskiiler kanal
olusturmak i¢in i¢ine silindirik nesneler yerlestirilmesini igerir. (iv) Bu tasarim, hidrojelle agilanmis
bir beyin kanalinin iki vaskiiler kanali ayirarak dogal BM olusumunu kolaylastirdigi paralel bir
tasarimdan gelistirilmistir (Wangyu ve ark., 2023) (c)Akis parametresi (i)Hiicresiz tabakanin (p)
bagil viskozitesinin, ¢cap (D, mikron cinsinden) ve ¢ikis hematokriti (HD) ile degisimi.

(i) Tikaniklik parametresi (B)’nin, ¢ap (D, mikron cinsinden) ve ¢ikis hematokriti (HD) ile
degisimi. (Sharan ve Popel, 2001) (d) PDMS tabanli mikroakiskan ¢ip. (¢) Giris ve ¢ikis baglanti
noktalarini {ist ve alt ortam rezervuarina baglayan borulardan olusan perfiizyon sistemi (Linville ve
ark., 2019) (f) Insan endotel hiicre (HUVEC) kanalinin (yesil) kolajen bariyeri (mavi) araciligiyla
baglanmasina izin verir. Her HUVEC kanalinin bagimsiz giris ve ¢ikis portlari vardir; bu, hem
kanallarda (SA ve SB) hem de kollajen matrisinde ( T ) akis iizerinde siki kontrol saglar (Song ve
Munn, 2011).

Cip-iistii-organ sistemleri, geleneksel kiiltiir sistemleri veya hayvan modellerine kiyasla
benzeri goriilmemis bir teknoloji olarak kabul edilebilir. Ger¢ek organ fonksiyonlarini
yaratabilmek i¢in gereken dinamik akis; mekanik uyaranlarin yani sira, hiicresel davranisa dair in
vivo benzeri bir mikro ortam saglar. Cip-iistii-organ sistemleri, dinamik kan akisini taklit ederek ve
canli organlarda farkli dokularin birbirleriyle nasil fiziksel olarak etkilesimde bulundugunu
inceleyerek; yeni ilag adaylarim test etmek ve insan patofizyolojisini anlamak i¢in diger in vitro

yontemlere gore daha sistematik bir yaklasim sunar (Yoon ve ark., 2024).
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2.5. Organoidlerin Cip-Ustii-Organ Sistemlerinde Kullanin

Organoidlerin mikroakiskan sistemlerde kullanilmasi hiicre ve dokuya 6zgii mikro ortami
kontrol etmeye ve gerceklesen fizyolojik siiregleri gergege yakin bir formda incelemeye olanak
saglar. Bu uygulamalar, besin, oksijen, elektrolit, su, hormonal aktivite ve ila¢ gibi birgok in-vitro
fonksiyonu taklit edebilir (Dilmen ve ark., 2024). Organoidlerin mikroakigskan sistemlerde
kullanimi malzeme miihendisligi, doku miihendisligi ve mikroakiskanlar gibi farkli disiplinleri
birlestirmektedir (Singh ve ark., 2022). Hiicre ve doku tepkisinin gercek zamanli izlenmesinin bir
avantaj1 olarak insan biyolojisinin anlasilmasi, hastaliklarin mekanizmalariin arastirilmasi, ilacin
hastaligin tedavisinde ne kadar etkili oldugunu veya ilacin giivenligini degerlendirmek igin de
kullanilabilir (DiMasi ve ark., 2010).

Cip-iistii-organ teknolojisinin ilag gelistirme siirecine dahil edilmesi, klinik 6ncesi
asamalardaki maliyet ve siire problemini 6nemli 6l¢iide azaltabilir. Geleneksel yontemlerin aksine,
3 boyutlu organoidler gen ve protein ifadesi, metabolik fonksiyonlar ve mikro-doku mimarisi
acisindan gercek organa daha benzerdir (Vargas ve ark., 2021). Bu nedenle, koklii ¢iplerde organ
sistemlerine benzer sekilde organoidler, kisisellestirilmis tip ve yeni nesil ila¢ taramasini ilerletmek
ve hayvan deneylerine olan ihtiyact azaltmak ig¢in umut verici bir ara¢ saglar. Cip-iistii-organ
teknolojisi gegmisten gilinlimiize yapilan calismalarla desteklenmis ve gelistirilmektedir.
Geleneksel hiicre kiiltiirleri hizhi ve giivenilir ilag yamitim1 kolaylagtirir, fakat canli organlarin
fizyolojisini ve patolojisini tam olarak kopyalama yetenekleri simirlidir. Hayvan modelleri
fizyolojik yonleri aslina yakin bir sekilde taklit eder ancak insanlarla uyumlu degildir. Cip-iistii-
organ platformlari, deneysel olarak kontrol edilebilir bir hiicre kiiltiirii sunarak fizyolojik agidan

daha 6nemli bir platform saglar (Taverna ve ark., 2024).

2.5.1. Organoidlerin Cip-Ustii-Organ Sistemlerinde Kiiltiirii

Organoidlerin ¢ip-iistii-organ sistemlerinde kiiltiirli; smirli besin tedariki ve kontrolsiiz
akisin Oniine gecerek, dokularin mekanik ortamini gercege en yakin sekilde taklit etmeye olanak
tanir (Chauhdari ve ark., 2025). Organoidlerin mikrogiplere entegre edilmesi ise farkli yaklasimlar
ile saglanabilir. Bu yaklagimlardan birisi kok hiicrelerden organoid olusturulduktan sonra
mikroakiskan ¢iplere transfer edilmesidir (Yosun ve ark., 2025). Bu sekilde iiretilen organoidler,
{iretim ve optimizasyon agisindan avantajlidir. In-vitro kosullarda tek seferde daha fazla organoid
iretmek ve standartlastirmak genelde daha kolaydir (Petrauskas ve ark., 2025). Ancak,
organoidlerin disarida tretilip mikrogipe manuel transferi; hem zaman alicidir hem de organoid
biitiinliigii ve canliligini riske atabilir (Yosun ve ark., 2025).

Bir diger yontem ise, hiicrelerin dogrudan mikroakigkan ¢ipin bélmelerine veya kanallarina
ekilerek organoidlerin ¢ip iginde olusturulmasidir. Hiicreler, hidrojel ile kaplanmis kuyucuk ve

kanallara ekilir ve organoid olusumu dogrudan ¢ip icerisinde gergeklesir. Bu kontrollii mikrogevre,
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mekanik kuvvetlerin hassas kontrolii ile hiicre farklilagsmasini yonlendirebilir (Chauhdari ve ark.,
2025). Ancak bu teknikte, organoidlerin yogunlugu, stabilitesi ve akis optimizasyonu dikkatlice
planlanmalidir (De Beuckeleer ve ark., 2024). Ayrica, farklilasma siireci iizerinde etkili olan
inkiibasyon sicakligi, pH, oksijen seviyeleri ve besi ortaminin periyodik olarak yenilenmesi gibi

cevresel faktorler de dikkate alinmalidir (Chauhdari ve ark., 2025).

A. Asili Damla Yontemi

b o> o>

Petri kabina hiicre Kabagi gevir ve asii  Hicreler bir Tekli organoid/sferoid
siispansiyonu damliat =§>damla olustur = araya gelir = olusur

B. Kendiliginden Olusma

I e T Y

Adherent KUltir =pYapigma yluzeyine ekinsjpSferoid/Organoidler

C. Siispansiyon Kiiltiirii

§°H .

Ekim =P8feroid/Organoidler Ekim = Sferoid/Organoidler

Spinner Flask
ot
Biyoreaktor

D. jskele Tabanli Modeller

X . % . Hidrojel Kaph Plaka Hidrojelle
Sferoid/Organoidler <= Uste ekim <= anstinlmig ekim™P>Sferoid/Organoidler

E. Manyetik Levitasyon
:b:,_;_;,ﬂMlknaﬂS&_»za

L I P
s i

Hucreleri gece boyu
manyetize et

Sekil 2.11. Organoid olusumunda kullanilan 3B teknikler (Hoarau-Véchot ve ark., 2018). (a) Asil
damla yontemi: Hiicreler bir Petri kab1 kapagina damlatilir ve kapak, PBS igeren bir Petri kabinin
tizerine ters ¢evrilerek yerlestirilir. (b) Ultra diisiik yapiskanlik plakalari: Hiicreler, ylizeyine
yapismalari engellenmis 6zel plakalara ekilir. (c) Siispansiyon kiiltiirleri: Hiicreler, donel
calkalayici (spinner flask, sol) ya da biyoreaktorler (sag) gibi sistemlerde yergekimi kuvvetlerine
maruz birakilarak kiiltiire edilir. (d) iskele (scaffold) bazli modeller: Hiicreler, bir hidrojelin iistiine
ekilebilir (sol) veya dogrudan hidrojelin i¢ine gomiilebilir (sag). (¢) Manyetik levitasyon: Hiicreler
kiiltiir ortaminda manyetize edilir ve yukarida bulunan bir miknatis yardimiyla yukari ¢ekilir.

=p Yapisma plakasina ekim

2.5.2. Cip-Ustii-Organ Cipinin ve Organoidin Karakterizasyonu

Karakterizasyon testleri, organoidlerin biyolojik dogrulugunu ve islevselligini
degerlendirmek amaciyla gesitli yontemlerle uygulanabilir. Invivo ortamla kiyaslandiginda, ¢ip-
iistii-organ iizerinde kiiltlirlenen organoidler; boyut, canlilik ve proliferasyon orani gibi faktorler

agisindan daha avantajlidir.  Mikroakiskan  kosullarda  organoidlerde  vaskiilarizasyon
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gozlemlenebilir ve bu siire¢ yine karakterizasyon testleri araciligiyla degerlendirilebilir
(Papamichail ve ark., 2025).

Bazi organoidlerin, taklit ettikleri organin yapisal ve islevsel Ozelliklerini yansitmasi
beklenir. Ornegin, karaciger organoidlerinde uzun siireli albiimin salgilanmasi, bu organoidlerin
islevsel ozellikler kazandigin1 gosterir (Wang ve ark., 2018). Bir organoidi yapisal ve morfolojik
olarak karakterize etmek amaciyla, immiinohistokimya (IHC) ve immiinofloresan (IF) gibi
tekniklerden yararlanilir. Bu boyama yontemleri, belirli proteinlerin organoid igerisindeki
dagilimini, yerlesimini ve miktarin1 tespit etmek i¢in kullanilir. Bu sayede organoidlerin
farklilasma diizeyleri degerlendirilebilir (Tong ve ark., 2024). Konfokal mikroskop ve Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) gibi goriintiileme teknikleri, hiicre morfolojisinin detayli bir sekilde
karakterize edilmesini saglar. Konfokal mikroskop kullanilarak, organoidler floresan boyalarla
isaretlenip yapisal 6zellikleri incelenebilir. SEM ise, malzemelerin ve hiicrelerin yiizey mimarisini
yiiksek ¢oziiniirliikte goriintiilemeye olanak tanir (Chen ve ark., 2018). Organoidlerin dogru sekilde
farklilagtigindan emin olmak i¢in bazi proteomik analizler de kullanilmaktadir. Bu kapsamda Kiitle
Spektrometresi ve Western Blot (WB) gibi teknikler 6rnek gdosterilebilir (Tong ve ark., 2024).
Farkli ilaglara kars1 hiicresel yanitlari degerlendirmek i¢in fonksiyonel testler uygulanabilir. Hiicre
canliligr genellikle ATP diizeyinin oOlgiilmesiyle belirlenir. Bu tiir testler, ilaglarin sitotoksik
etkilerini degerlendirmede onemli rol oynar. Gen ifadesini analiz etmek amaciyla ise genom
dizileme, RNA sekanslama veya gen ekspresyonu analizleri gibi molekiiler biyoloji tekniklerinden
yararlanilir. Bu analizler, hiicrelerin tedaviye verdigi yanitlar1 molekiiler diizeyde anlamaya katki
saglar (Papamichail ve ark., 2025).

Karakterizasyon, ayni zamanda organoidlerin ilaglara karsi duyarliligini ve yanitin
belirlemek i¢in kritik 6neme sahiptir. Organoidler, farkli ilag konsantrasyonlarinda fenotipik
degisiklikleri gozlemleyerek ilaglarin etkinligini ve giivenilirligini dogrular. Ayrica, organoidlerin
genetik ve molekiiler profiller hakkinda bilgi saglayarak bireysellestirilmis tedavi yanitlarini test
etmek ve kisisellestirilmis tedavi stratejilerine yenilikg¢i bir yaklasim sunmak amaciyla da kullanilir
(Tong ve ark., 2024). Son olarak, mikroakiskan ¢ip i¢erisinde bulunan organoidlerin maruz kaldig:
akis kosullar1 (kayma gerilmesi) da morfolojik yapiy1 etkileyebilir. Bu nedenle, bu tiir fiziksel
kosullarin organoid {izerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in o&zel testler uygulanarak

karakterizasyon siireci tamamlanabilir (Tong ve ark., 2024).

Cizelge2.1. Organoid Karakterizasyon Yontemleri

Karakterizasyon Alam Yontem/Teknik Degerlendirilen Ozellik
Yapisal ve Morfolojik Immiinohistokimya(IHC), Protein ekspresyonu ve

Immiinofloresan(IF) hiicre farklilagsmasi
Yapisal ve Morfolojik Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Hiicre yiizey morfolojisi
Yapisal ve Morfolojik Konfokal Mikroskop 3B yapy, hiicre dagilimu
Yapisal ve Morfolojik Kayma Gerilmesi Testleri Akis kosullari
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Cizelge 2.1. Organoid Karakterizasyon Y ontemleri (devami)

Karakterizasyon Alam Yontem/Teknik Degerlendirilen Ozellik

Fonksiyonel ATP Diizeyi Olgiimii Hiicre canlilig ve
sitotoksisite

Fonksiyonel [lag Tarama Testleri flag  yamti, doz-tepki
iligkisi

Molekiiler Genom Dizileme, RNA Sekanslama, Gen | Genetik ve  molekiiler

Ekspresyon Analizleri yanitlar
Molekiiler Western Blot Protein diizeyi
Molekiiler Kiitle Spektrometresi Protein Profili

2.6. Cip-Ustii-Organ Sistemlerinde ilac Testleri

Her tiimor, tedaviye yaniti ve klinik sonuglari énemli olciide etkileyebilen heterojen bir
timor mikro ortami ile iliskilidir. Bununla birlikte, gen-ila¢ iligkisinin tedavi stratejilerinin
kullanimi, ilaglara tiimor yanitinin biyolojik olarak anlagilamamasi nedeniyle sinirli olabilir
(Josephine ve ark., 2024). Baska bir deyisle, onaylanmis, hedefe yonelik ilaglarla (6rnegin, EGFR
ve PIK3CA inhibitorleri) eslesen mutasyonlarin (6rnegin, EGFR veya PIK3CA mutasyonlari)
saptanmasi, bu yollardaki molekiiler degisikliklerin mutlaka segilen tedaviye duyarli oldugu
anlamma gelmez (Yoon ve ark., 2024). Kisisellestirilmis kanser tibbi alaninda, fonksiyonel
genomik ve patolojik veriler ile hasta sonuglari arasindaki baglanti biiylik bir zorluktur. Bu
zorlugun tstesinden gelmek igin, kanser hiicre c¢izgileri, hastadan tiiretilmis organoid kiiltiir
yontemleri gibi 3B kiiltlir tiimor modelleri dahil olmak f{izere farkli kisisellestirilmis tiimor
modelleri 6nerilmistir.

Cip-iistii-organ’lar, son birkac yilda gesitli hastalik modellemelerine ve ilag testlerine 151k
tutmaktadir. Bircok kanser hiicresini taklit etmek ve uygun tedavi prosesinin hazirlanmasinda ve
kisiye 0zgii tedavi uygulanmasini saglamaktadir. Gegmisten bugiine, beyin (Jaemyung ve ark.,
2024) kalp (Hamidreza Aboulkheyr Es ve ark., 2018), karaciger (Broutier ve ark.,2017), akciger
(Josephine ve ark., 2024), bobrek (Maschmeyer ve ark., 2015), mide (Broutier ve ark.,2017) kan-
beyin bariyeri (BBB) (Bi ve ark., 2023), cesitli ¢ip-listii-organ platformlar1 olusturulmustur.
Yapilan bircok ¢alisma hastadan tiiretilen organoidleri kullanilarak ¢ip-iistii-organ platformlari
olugturmanin 6nemini vurgulamaktadir. Organoidlerin bu basaris1 kanser arastirmalarinda tercih
edilmesini ve olusturma protokollerinin zamanla gelismesini saglamaktadir. Heniiz evrensel bir
yontem bulunmamakla birlikte gilincel calismalar organoid tek hiicrelerinde ilag yanitlarini
degerlendirmek icin gereken optimize metodlar1 ortaya sunmustur (Kefallinou ve ark., 2020).
Organoidler ilag duyarliligi testlerinde ayrimci tepkiler gosterirler. Kiiglik bir konsantrasyon
farkinin bile ilag etkinliginde agik bir farkla goriilmesi; platformun ila¢ tarama platformu olarak

kullanilmasini destekler (Patrito ve ark., 2007).
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2.6.1. Kullamlan ilaclar

Meme kanseri organoidleri i¢in uygun ilaglar belirlenirken, tlimorlerin molekiiler alt tipleri
dikkate alinir. Bu tezde 2.2.3. basliginda anlatilan Liiminal A, Liiminal B, HER2 pozitif ve tglii
negatif meme kanseri (TNBC) alt tipleri, HER2 ekspresyonu ve hormon reseptdrlerine gore
siniflandirilir ve bu nedenle farkli hedefe yonelik tedavileri gerektirir (Campaner ve ark., 2020).

Ilag segimi yapilirken, tiimériin molekiiler alt tipine uygun tedavinin belirlenmesi
onemlidir. Ostrojen reseptérii (ER), progesteron reseptérii (PR) ve HER2 ekspresyon diizeyleri gibi
biyobelirtecler, tiimor hiicrelerinin ilaglara verecegi yanit1 tiimiiyle etkiler. Bu nedenle, dogru ilag
secimi yapilmadan dnce canlilik testleri gibi ¢esitli in-vitro analizler uygulanmalidir. Ayrica, birden
fazla ilacin veya tedavi yonteminin kombinasyonlar1 farkli molekiiler alt tiplerde test edilerek,
kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarinin gelisimine katki saglanmaktadir.

Yapilan bir calismada (Pan ve ark., 2021), 40 farklt meme kanseri hastasindan alinan
primer tiimorler, karaciger metastazlar1 ve metastatik aksiller lenf nodlarindan toplam 35 basarili
meme kanseri organoidi iiretilmistir. Bu organoidlerin 23°#i Luminal tip meme kanseri, 9°u HER2-
pozitif alt tipi ve 3’ii ise ii¢lii negatif meme kanseri (TNBC) olarak siniflandirilmistir. Uretilen bu
organoidlerin sekiz tanesine sekiz farkli adjuvan tedavi ilaci (Tamoksifen, Fulvestrant, Paklitaksel,
Dosetaksel, Siklofosfamid, Epirubisin, Karboplatin, Palbosiklib) uygulanmistir. Elde edilen
sonuglar, Luminal tip meme kanseri organoidlerinin hormon tedavilerine diger alt tiplerden daha
iyi yanit verdigini gostermistir. Buna karsin, HER2-pozitif ve TNBC alt tiplerinin hormon
tedavilerine daha az, kemoterapi ilaglarina daha duyarli oldugu go6zlemlenmistir. Ayrica,
organoidlerin hem hastalar arasinda hem de ayni hasta igerisindeki ila¢ yanitlarinda farkliliklar
tespit edilmis ve belirgin bir heterojenlik ortaya konulmustur. Bir bagka ¢alismada (Liu ve ark.,
2022) meme kanseri hastasindan aldigi luminal B tip 6rneklerinden hasta kaynakli organoidler
olusturulmustur. Organoidlerde; sitotoksik amagla; paklitaksel, karboplatin ve dosetaksel,
EGFR/HER2 hedefe yonelik; lapatinib, neratinib ve trastuzumab, hormon terapi ilaci olarak
tamoksifen, PARP inhibitorii olaparib ve PIK3CA inhibitorii BYL719 test edilmistir. Luminal B tip
organoidler test edilen paklitaksel, karboplatin, neratinib ve lapatinib ilaglar1 arasindan neratinibe
kars1 duyarl, karboplatin ve lapatinibe karsi direng, paklitaksele ise belirsiz yanit gostermistir.
Yapilan testler neticesinde luminal B tip organoidlerin ila¢ duyarliliginin degisken oldugunu, ayni
amac1 hedefleyen ilaglara bile farkli yanitlar alinabilecegi ve kisisellestirilmis tedavide her ilacin

test edilerek kisiye 6zel tedavi planinda kullanimin ne kadar 6nemli oldugunu vurgulamistir.

2.6.2. Dozaj Secimi
Kanser organoidleri {izerinde ilag testleri uygulanirken, yapilmasi gereken ilk adim dogru
dozaj se¢imidir. Dogru dozaj sec¢imi i¢in ilag optimizasyonu biiyiikk dnem tagir. Optimizasyon

siirecinde, hiicre canlilig1 testlerinin uygulanmasi gereklidir. Buna ek olarak reaktif oksijen tiirleri
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(ROS) iizerinden etki eden ilaglarin dogrulugunu artirmak i¢in N-asetilsistein (NAC)'in kiiltiir
ortamindan ¢ikarilmasi gibi yontemler etkili olmaktadir. Testler sonucunda elde edilen verilerle,
organoid proliferasyonu ve canliligini yansitan doz-yanit egrileri olusturularak ila¢ optimizasyonu
saglanir (Smabers ve ark., 2024).

Organoidlerin ilaca duyarliligim degerlendirmek igin c¢esitli metrikler kullanilir. Bu
metrikler; ICso (yari-maksimal inhibisyon konsantrasyonu), AUC (doz-yanit egrisi altindaki alan),
GRso (yari-maksimal biiyiime hizi inhibisyonu saglayan konsantrasyon), GRAUC (biiyiime hiz1
inhibisyon egrisi altindaki alan) degerleri kullanilir. gibi degerler yer almaktadir. Ayrica ilaglar cift
fazli yanit verdigi egriler gozlemlenirse GRsoi/GRsoz gibi ikili esik degerleri kullanilabilir. Test
sonuglart yorumlanirken, elde edilen GRAUC veya diger metrik degerleri kullanilir. Diisiik
GRAUC veya diisiik GR50/GR502 degerleri genellikle ilaca kars1 daha yiiksek duyarlilig1 gosterir.
Organoidlerin ilaglara verdikleri yanitlar1 incelemek icin bu egriler kullanilir (Smabers ve ark.,
2024). Bu egrilerden elde edilen veriler dogru sekilde yorumlanir ve kanser organoid 6zellikleri
g0z Onilinde bulundurularak optimizasyon saglanir. Bu veriler hastanin klinik durumu gozetilerek

uygun ila¢ ve dozaj secilir.

2.7. Gelecek Perspektifleri

Gelisen teknoloji ve arastirma kosullari, pluripotent kok hiicrelerin farkli insan organ
dokusu modellerine farklilagmasinin yeni yontemlerini bize sunmustur. Bu modellemeler, kanser
tedavisinde umuun kapilarini agmustir. Organoid entegre edilmis bir ¢ip platformu; hastalik
modelleme, ilag taramasi, toksisite degerlendirmesi gibi O0nemli uygulamalar1 kapsamaktadir
(Josephine ve ark., 2024). Cip {izerinde organ modelleri, in vivo mikro ortami yakindan taklit
ederek viral enfeksiyonlara organ diizeyindeki tepkilerin daha dogru bir temsilini saglar. Bu
fizyolojik uygunluk, viriisler ile konak¢i arasindaki hiicresel ve doku diizeyindeki karmagik
etkilesimlerin daha iyi anlasilmasina olanak tanir. Gelecekte, viriis aragtirmalarinda organoidlerin
uygulanmasi, viral patogenezin cesitli yonlerini aragtirmak i¢in daha da genisletilerek bazi viral
hastaliklarin 6niine ge¢ilmesinde bir avantaj sunabilir (Shen ve ark., 2024).

Yakin gelecekte, ila¢ kesfi ve kanser taramasi i¢in ¢ip-iistii-organ platformlar yenilikei
yaklagimlarla gelistirilerek Oncelikli olarak talep edilmesi beklenir. Giiniimiizde bu sistemlere
yonelik optimize edilmis protokoller hala canli insan viicudunun karmasik etkilesimlerini tam
olarak taklit edememektedir. Onemli ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, birgok organ ¢ipi modeli
hala insan viicudunun ilaglara tepkisinde kritik bir rol oynayan damar ve bagisiklik sistemi
bilesenlerini entegre etme konusunda zorluk yasamaktadir. Cip-iistii-organ teknolojisindeki bu
gelismeler biyogip tabanli ila¢ platformlarinin gelecekte daha {istiin performans gosterecegini
kanitlar niteliktedir. Tlag tarama testlerindeki bu basar1, kanser hastaligimin kisisellestirilmis tedavisi

i¢in de umut tagimaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cip-Ustii-Organ Tasarim ve Uretimi

3.1.1. Kalip Uretimi

Mikrogip kalibi, kat1 cisim modelleme programiyla 3 boyutlu olarak tasarlandi. Tasarim,
Creality Sermoon D1 marka 3 boyutlu yazici kullanilarak yiiksek ¢oziiniirliiklii sekilde basildi.
Kalip, mikrokanal ve kuyucuk yapilarmin yiizey detaylarini net sekilde yansitacak bicimde
hazirlandi. Baski sonrasinda kalip 6nce kagit zimpara ile zimparalandi, sonrasinda eter ile yikand.

Piiriizsiiz bir doku istendigi icin yikama islemi sonrasinda vernik ile boyandi.

3.1.2. Cip-Ustii-Organ Platform Uretimi

Polidimetilsiloksan (PDMS, Sylgard 184, Dow Corning firmasi, Amerika), {iretici
talimatlarina uygun olarak 10:1 oraninda silikajel ve sertlestirici ajan karistirilarak hazirlandi.
Hazirlanan karisim, 4000 devir/dakika hizla 10 dakika santrifiijlenerek 6nceden hazirlanmis kalip
iizerine dokiildii. Isitma tablasi tizerinde 60°C sicaklikta 20 dakika bekletilerek hava
kabarciklarindan arindirildi. Etiiv 6nceden agilip 80 °C sicakliga ulastiktan sonra kapatildi. Elde
edilen PDMS, etiiv igerisinde bir gece bekletildikten sonra kaliptan dikkatlice ¢ikarildi ve
mikrokanal ile kuyucuk yapilar1 olan bir tabaka elde edildi. Kuyucuklar bistiiri yardimiyla delindi.
Mikrogipin alt yiizeyi olarak kullanilacak cam lam (Isotherm, Almanya), %70’lik etanol ile
temizlendi ve kuruduktan sonra iizerine ince bir katman halinde silikajel siiriildii. Ayn1 sekilde,
PDMS vyiizeyi de ajansiz silikajel ile islemden gegirilerek her iki ylizey birbirine yapistirildi. Bu

islem sonucunda, sizdirmayan ve amaca uygun seffaf ¢ip-iistii-organ diizeni elde edildi.

3.1.3. Sterilizasyon ve Hazirhk

Elde edilen mikrogipler, kullanim 6ncesinde %70 etanol ile yikand1 ve steril Petri kab1
icerisinde morétesi 151k altinda 30 dakika boyunca sterilize edildi. Sterilizasyon sonras1 ¢ipler,
hiicre kiiltiirii ortamina alinarak kullanima hazir hale getirildi. Bu mikrogip diizenegi, daha
sonrasinda meme kanseri hiicrelerinin (MCF-7) ekimi, organ benzeri hiicre toplulugu olusumu ve

ila¢ uygulamalar i¢in kullanilacaktir.

3.2. Stoktan Hiicre Cozme ve Organoid Olusturulmasi

3.2.1. Stoktan Hiicre Cézme
Bu calismada, insan meme bezine ait adenokarsinomdan elde edilmis MCF-7 hiicre hatt

kullanildi. Hiicreler, -80 °C'de saklanan stoklardan alinarak, 37 °C sicakliktaki su banyosunda hizl
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sekilde ¢ozdiiriildi. Cozdiiriilen hiicre siispansiyonu, 1800 devir/dakika hizda 5 dakika santrifiij
edilerek koruyucu ¢oziicii uzaklastirildi. Elde edilen hiicreler, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1
penisilin-streptomisin i¢ceren Dublecco modifiyeli Eagle besiyeri (DMEM) ile homojenize edilerek
T-75 hiicre kiiltiir kabina aktarildi. Hiicreler, 37 °C sicaklik ve %5 karbondioksit ortaminda kiiltiire

alind1 ve kiiltiir kab1 yiizeyinin %70—80’ini kaplayincaya kadar ¢ogaltildi.

3.2.1.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin bulundugu kiiltiir kabi, kalsiyum (Ca*") ve magnezyum (Mg**) icermeyen fosfat
tamponlu tuzlu su (PBS) ile yikandiktan sonra yiizeyi kaplayacak sekilde %0.25 tripsin/EDTA
eklendi. 37 °C’de yaklasik 5 dakika bekletilerek (inkiibasyon) hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi
saglandi. Ardindan, %10 fetal sigir serumu (FBS) igeren Dublecco modifiyeli Eagle besiyeri/F12
(DMEM/F12) eklenerek tripsin etkinligi durduruldu ve hiicre siispansiyonu Falcon tiipiine aktarildi.

Tip, 1600 devir/dakika hizinda 5 dakika santrifiij edilerek {iist sivi (slipernatant)
uzaklastirildi. Elde edilen hiicre ¢okelti kitlesi (pelet), tam besiyeri ile homojenize edildi. Hiicre
siispansiyonundan alinan o6rnek, 1:1 oraninda tripan mavisi ile karigtirilarak Thoma lami

kullanilarak hiicre sayimi1 yapildi.

3.2.2. Organoid Olusturulmasi

Organoid farklilasma besiyeri, gelismis DMEM/F12 (Advanced DMEM/F12) baz alinarak
hazirlanmigtir. Bu besiyerine, hiicre sagkalimi ve ¢ogalmasini desteklemek amaciyla gesitli biiytiime
faktorleri, takviyeler ve sinyal yolaklarin1 diizenleyici molekiiller eklenmistir. Son
konsantrasyonlar1 dikkate alinarak; %1 (v/v) oraninda penisilin/streptomisin (500 pL), 10 mM son
konsantrasyon elde edilecek sekilde HEPES tamponu (5 mL, 1 M stoktan), %1 (v/v) oraninda
GlutaMAX (500 uL, 100X stoktan) ve 1X oraninda B27 takviyesi (50X stoktan) ortama ilave
edilmistir. Ayrica; Neuregulin 1 (5 nM), FGF7 (5 ng/mL), FGF10 (10 ng/mL), epitel biiylime
faktorii (EGF) (5 ng/mL), Noggin (100 ng/mL), R-Spondin 3 (250 ng/mL), A83-01 (500 nM), Y-
27632 (5 uM), SB202190 (500 nM), N-asetil L-sistein (1.25 mM) ve nikotinamid (5 mM)
eklenerek besiyeri tamamlanmistir. Son olarak, toplam hacim 50 mL olacak sekilde gelismis
DMEM/F12 ile tamamlanmistir. Bu 6zel igerikli besiyeri, organoidlerin farklilasmasi ve uzun

stireli kiiltiirii i¢in optimize edilmistir.

3.3. Cip-Ustii-Organ Sisteminde Ila¢ Testleri

3.3.1. Mikrocipe Hiicre Ekimi
Steril kosullarda hazirlanmis PDMS mikroakiskan ¢ip platformunun kuyucuklarina,
Matrigel ile karigtirllmis MCF-7 hiicre siispansiyonu (~1 x 10¢ hiicre/ml) 10 pl hacminde pipet
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yardimiyla eklendi. Kuyucuklara ekilen hiicreler, 37°C’de 30 dakika Matrigel’in jel formuna
geegmesi icin inkiibe edildi. Ardindan, her iki kanaldan da serumlu tam besiyeri ile ¢ip yavasca

doldurularak 24 saat boyunca hiicrelerin uyum saglamasi saglandi.

3.3.2. Histolojik Degerlendirme

Mikrogipe yerlestirilen organoidlerin adaptasyonunu degerlendirmek amactyla, mikrogipte
kiiltiire edilen organoidler 24 saat boyunca inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda organoidler
mikrogipten ¢ikarilarak dikkatli bir sekilde kesitler alindi. Alinan kesitler, standart hemotoksilen-
eozin (H&E) boyama protokolii ile boyandi.

Oncelikle kesitler %70 alkol serisi ile dehidrate edilip, ardindan hematoksilen
sollisyonunda yikandi. Daha sonra eozin soliisyonunda boyand1 ve tekrar alkol serisi ile gegirildi.
Son olarak ksilen ile seffaflastirma islemi yapilarak lam iizerine montajlandi. Boyama sonrasi

organoidlerin morfolojik biitlinliigli ve hiicresel yap1 mikroskop altinda incelendi.
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3.3.3. fla¢ Optimizasyonu

Ribociclib etken maddeli ilag soliisyonu organoidler {izerinde optimum dozunun
belirlenmesi i¢in ilag optimizasyon ¢alismasi gerceklestirildi. Ribociclib etken maddeli ilacin stok
soliisyonu, 10 mM konsantrasyonunda DMSO igerisinde ¢dzdiiriildii. ila¢ uygulamasinda, seri
diliisyon yontemi kullanilarak ¢ézeltinin bir 6nceki ¢ozeltiden belirli oranda seyreltilmesi saglandi.
1.95 nM, 3.90 nM, 7.81 nM, 15.6 nM, 31.25 nM, 62.5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM ve 1000 nM
dozlar1 organoidlere uygulandi. Bu dozlara ek olarak bos grup ve kontrol grubu dahil edildi. Bos
grup, sadece ilagl kiiltiir ortami igerdi organoid bulunmadi; kontrol grubunda ise sadece
organoidlerin ilagsiz kiiltiir ortam1 bulundu. Ribociclib etken maddeli ila¢ ¢dzeltileri her doz i¢in ii¢
tekrar olacak sekilde uygulandi. Her kuyucuga 100 pl ilacl ortam eklendikten sonra plaklar 37°C
ve %5 CO: igeren inkiibatdrde 72 saat boyunca inkiibe edildi.

3.3.3.1. WST-8 Analizi

Ilag uygulamasimin ardindan hiicre canliligi, metabolik aktivite dl¢iimiine dayanan WST-8
(Water-Soluble Tetrazolium salt-8) testi ile degerlendirildi. Mikro¢ip kuyucuklarindaki Matrigel,
%2'lik EDTA/PBS ¢ozeltisi ile 37 °C'de 10 dakika inkiibe edilerek dikkatlice ¢oziildii. Elde edilen
siispansiyon hafifce pipetlenerek mekanik olarak ayristirildi ve tiim hiicrelerin etkin sekilde
toplandigindan emin olmak i¢in islem mikroskop altinda kontrol edildi. Hiicreler, 1500
devir/dakika hizinda 5 dakika santrifiijlenerek c¢oktiiriildii; siipernatan uzaklastirildi ve pellete
WST-8 reaktifi igeren kiiltiir ortami eklendi. Numuneler, iiretici firmanin protokoliine uygun
sekilde 37 °C’de inkiibe edilerek renk gelisimi saglandi. Absorbans degerleri mikrotiter plaka
okuyucu (450 nm) ile 6lgiildii ve her konsantrasyon grubundaki hiicre canlilik oranlari belirlendi

(Sigma-Aldrich, n.d.).

3.3.4. Mikrogipte ila¢ Uygulama Protokolii

Bir 6nceki asamada yapilan optimizasyon testinde en uygun konsantrasyonun 500 nM’lik
doz oldugu belirlenmisti. Bu nedenle 500 nM Ribociclib etken maddeli ila¢ soliisyonu kullanildi.
Hazirlanan soliisyon, sirmga pompasi (New Era Pump Systems, ABD) ile ¢ipin giris kanalindan 1
ul/dk, 5 pl/dk ve 10 pl/dk olmak iizere ii¢ farkli akis dbilerinde sirasiyla 2,5 saat, 30 dakika ve 15
dakika boyunca uyguland1 ve 24 saat 37°C ve %5 CO: igeren inkiibatdrde bekletildi.

3.3.5. Statik Kiiltiir Kosullarinin Degerlendirilmesi
Dinamik akis kosullarini karsilastirmak amaciyla statik akis kontrol grubu olusturuldu. Bu
grupta, 500 nM ila¢ konsantrasyonu pipet yardimiyla mikrogipteki organoidlere, siringa pompasi

ile uygulanan 1 plL/dk, 5 uL/dk ve 10 pL/dk akis hizlarinda gegen toplam siire ve hacme esdeger
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olacak sekilde manuel olarak verildi. Boylece, her akis debisine karsilik gelen toplam ilag miktar

ve temas siiresi statik kosulda saglanmis oldu.

3.3.6. Immiinofloresan Boyama ile Hiicre Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

Ilag uygulamasi sonrasinda ¢ip iizerindeki organoidler, boyama islemi igin sabitlenerek
kesitleri alindi. Oncelikle %4 paraformaldehit (PFA) ile 15 dakika boyunca sabitlenen ornekler,
fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Ardindan, gecirgenlik saglamak amaciyla %0,1 Triton X-
100 iceren PBS ile 10 dakika inkiibe edildi. Arka plan boyanmasinin 6nlenmesi i¢in %1 BSA
cozeltisi ile ornekler igleme alindi. Daha sonra DAPI (cekirdek boyasi) ve Ki-67 (proliferasyon
markiri) ile boyama yapildi. Boyanan kesitler floresan mikroskop altinda goriintiilendi. Elde edilen
goriintiiler ImageJ yazilimi ile analiz edilerek, farkli akis hizlarindaki ila¢ konsantrasyonunun

canli/6lii hiicre oranlarn karsilastirildi (Sigma-Aldrich, n.d.).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Cip-Ustii-Organ Sisteminde Mikrocip Tasarim ve Uretimi

4.1.1. Mikrocip Tasarimi

Mikrogip tasarimi, belirli kanal uzunluk ve genisliklerine sahip olacak sekilde bir kat1 cisim
modelleme programi ile olusturuldu. Her iki mikrogip de ii¢ kanal icermekteydi ve orta kanallar,
yanlardaki kanallardan daha algak tasarlandi. Bu farkli yiikseklik, Matrigel’e gomiilii MCF-7
organoidlerinin kanal igerisinde stabil bir sekilde tutulmasini sagladi. Yiizey geriliminden akig
sirasinda organoidlerin pasif sekilde tutulmasini saglayan bu yaklagim, Qian ve ark. (2024)

calismasindan esinlenilerek olusturulmustur.

Sekil 4.1. Mikrogip 6l¢iim parametreleri (Slgliler milimetre biriminden verilmistir).

Mikroakigkan ¢ipin yapisinda yer alan ii¢ kanalin genisligi ¢ip tasariminda 3000 pm,
enjeksiyon portlarinin gap1 ise 3500 um olarak belirlendi. Orta kanalin yiiksekligi 1000 pum, yan
kanallarin yiiksekligi 2000 pm’dir. Bu yiikseklik farki, matrijele gomiilii MCF-7 organoidlerinin
orta kanalda konumlanmasini ve stabil kalmasini saglayan yiizey gerilimi etkisini olusturdu. Portlar

arasindaki mesafe bir numarali ¢ipte 22.000 pm, iki numarali ¢ipte ise 28.000 wm olarak tasarlandi.
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4.1.2. Kahp Uretim

Mikrogip tasarim kati cisim modelleme programi araciligiyla tasarlandi ve Ultimaker Cura
3D dilimleyici programi ile baskiya hazir hale geldi. Kalip, Creality Sermoon D1 3B yazic ile
yiiksek kalitede, 1,75mm ¢apinda ve beyaz filamentlerle basildi (Sekil 14).

Sekil 4.2. 3B yazici ahp baskisi

Baski sonras1 kalipta olusabilecek yiizey piiriizliligii ve diizensizlikleri gidermek
amaciyla, kalip eter ile dolduruldu ve Petri kabi igerisinde iki saat bekletildi. Daha sonra yiizeyin
diizglinligiinii saglamak i¢in k&gt zzmpara ile manuel olarak zimparalandi. Organoidlere ilag ve
kiiltiir ortam1 uygulanirken mikroakiskan sistemler kullanilmakta ve bu adimlarin takip edilmesi
mikro Olcekte sivi transferi sirasinda yliksek hassasiyetin saglanmasi ve kontrollii akis icin
onemlidir.

Baski sonrasi kalipta olusabilecek yiizey esitsizlikleri ve piiriizliliigii gidermek amaciyla,
kalip oncelikle eter ile doldurulmus bir Petri kabinda iki saat bekletildi. Ardindan kagit zimpara ile
manuel olarak zimparalandi. Organoidlere ilag ve kiiltiir ortami uygulanmasinda kullanilan
mikroakiskan sistemlerin mikro Glgekte sivi transferi yapilirken yiiksek hassasiyeti ve kontrollii

akigt i¢in bu adimlar 6nemlidir.

4.1.3. PDMS Mikrocip Uretimi

Hazirlanan kaliba dokiilmek igin, 10:1 oraninda silikon bazli PDMS (polidimetilsiloksan)
jel ve kiirleme ajani, hassas terazi ile tartilarak hazirlands. iki farkli plaka igin de 8,0 g PDMS jeline
0,8 g kiirleme ajan1 eklenerek karisim yavagca homojen hale gelene kadar karigtirildi. Baloncuk
olusumu, mikroskop altinda organoidlerin goriintiilenmesini zorlastiracagindan bu asamada dikkatli

olunmasi gerekti. Hazirlanan ve heniiz kiirlenmemis karigimlar, ayr1 ayri 15 mL’lik Falcon
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tiiplerine aktarildi ve 4000 rpm hizinda, 10 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Ardindan,
%70’lik etanol ile sterilize edilen kaliplara karigimlar yavasga dokiildii. Bu islem sirasinda PDMS
jeli kalibin tek bir noktasindan yavasga dokerek baloncuk olusumu minimuma indirilmeye ¢alisildi.
Jel, kiirlenmesi i¢in 50 °C’ye ayarlanmus etiivde 4 saat boyunca bekletildi.

Kiirleme islemi sonrasinda PDMS, kaliptan dikkatlice g¢ikarildi. Kuyucuklar, kanallara
zarar vermeden biyopsi ignesi kullanilarak delindi. Standart laboratuvar lami (75 mm x 25 mm x 1
mm) iizerine, artan kiirlenmemis PDMS jeli yapistirici gérevi gdrmesi amaciyla ince bir katman
halinde siiriildii. PDMS yap1 bu yiizeye yerlestirildi ve tam yapismayr saglamak i¢in 60 °C’ye
ayarlanmig hot plate iizerine konuldu; iglem sirasinda ara ara bastirilarak yiizeyler arasinda tam
temas saglandi. Elde edilen PDMS mikrogip, dnce %70’lik etanol ile sterilize edildi, ardindan 1

saat boyunca UV 1s18ina maruz birakilarak kullanima hazir hale getirildi.

o ——
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Sekil 4.3. a) PDMS jel dokiilmiis kaliplar 50 °C etiivde bekletildi. b) Kaliptan ¢ikarilmis PDMS
yapilar.

4.2. Organoid Olusturulmasi

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinden organoid elde etmek amaciyla, pasajlama sonrasinda
1800 rpm devirde 5 dakika boyunca santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti 8ml
tamamlama besiyeri ile sulandirildiktan sonra 480.000 hiicre igeren 160 uL hiicre siispansiyonu,
1.44 mL Matrijel ile karistirilarak kuyucuk basma 15 pL olacak sekilde, hidrofobik yiizeye sahip
ve hiicre tutunmasini engelleyen 96 kuyucuklu kiiltiir plakasina (Nunclon Sphera, Thermo) ekildi.

Matrijel, sivi formda 4 °C’de saklanmalidir. 37 °C’de fizyolojik sicakliga ulastiginda jel
formuna gecer. Bu nedenle, Matrijel ile hiicre karistirilirken buzlu falkon tiip standi lizerinde ve
soguk pipet uglariyla deney yapildi ve hiicrelerin {i¢ boyutlu olarak gomiilecegi jel matrisin

homojenligi korundu. Matrigel'in jel formuna gegebilmesi i¢in plakalar 37 °C’de 2 saat slireyle
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inkiibe edildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, her bir kuyucuga organoid farklilagma ortam
ilave edildi. Bu ortam, Advanced DMEM/F12 bazli olup; R-Spondin 3, Neuregulin 1, FGF7,
FGF10, EGF, Noggin, A83-01, Y-27632, SB202190, B27 supplement, N-Asetil L-sistein,
Nikotinamid, Glutamax, Hepes, Penisilin/Streptomisin ve Primocin gibi hiicre farklilasmasini ve
cogalmasini destekleyen c¢esitli biiyiime faktorleri ve destekleyici molekiiller icermekteydi

(Lancaster & Knoblich, 2014).

Cizelge 4.1. Organoid Besiyeri Bilesenleri

Bilesen Konsantrasyon Etkisi

Penisilin/Streptomisin 500 pL Bakteriyal kontaminasyonu
Onler.

HEPES (1 M) 5 mL pH stabilitesini korur.

GlutaMAX™ (100X) 500 pL Hiicre enerji metabolizmasini
destekler.

B27 supplement (50X) 1X Hiicre beslenmesini ve hayatta
kalimini destekler.

Neuregulin 1 (NRG1) 5nM Hiicre farklilagmasi ve hayatta
kalma  sinyallerine  katkida
bulunur.

FGF7 (Keratinocyte GF) 5 ng/mL Epitel hiicre proliferasyonunu
uyarir.

FGF10 10 ng/mL Hiicre biiyiimesi ve  epitel
geligimi icin destek saglar.

Nikotinamid (Vitamin B3) 5 mM Hiicre  proliferasyonunu  ve
morfolojisini destekler.

Y-27632 5uM Pasaj sonrasi hayatta kalimi
arttirir, apoptozu onler.

SB202190 500 nM p38 MAPK inhibitoriidiir ve
hiicre 6zellesmesini baskilar.

EGF (Epidermal GF) 5 ng/mL Organoid  yapilarmin  diizenli
geligimini desteklemistir

N-Asetil L-sistein 1.25 mM Antioksidan gorevi goriir, hiicre
stresini azaltir.

Noggin 100 ng/mL Kok hiicrelerin  farklilagmasini
inhibe eder ve stabilite saglar.

A83-01 500 nM TGF-p inhibitoridiir,
farklilasmay1 baskilar.

R-Spondin 3 250 ng/mL Wht sinyal yolunu aktive ederek
kok hiicre proliferasyonu saglar.

Advanced DMEM/F12 Tamamlayacak sekilde(50mL) Temel kiiltir ortami; glukoz,
amino asit ve vitamin igerir.

Bu bilesenlerin bir aradaki etkisi, MCF-7 organoidlerinin morfolojik ve fonksiyonel olarak
iic boyutlu tiimor mikrogevresini taklit etmesine yardimci olur. Organoidler bu besiyeri igerisinde

15 giin siireyle kiiltiire edildi ve her ii¢ giinde bir ortam degisimi saglanarak siire¢ gézlemlendi.
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Sekil 4.4. MCF-7 hiicrelerinden olusturulan organoidlerin 1.,3.,6.,9.,12. ve 15. giindeki morfolojik
degisimlerin sirasiyla 500 pm (4x) biiyiitme altindaki goriintiileri. Besiyeri igerisinde 15 giinliik
siire¢ boyunca hiicrelerin matrijel iginde 3 boyutlu olarak organize olduklar1 ve zamanla kiiresel

yapilar olusturduklari mikroskop altinda gézlemlendi.

Birinci gilinde, matrijel igerisine gomiilen hiicreler yaklasik 142 um capmda yuvarlak
yapilar olusturmaya basladi. Ancak bu yapilar heniliz kompakt degildi; adaptasyon siirecinin erken
evresinde olduklarindan, hiicre-hiicre baglantilar1 tam olarak gelismedi. Uciincii giinde, hiicreler
cevresel kosullara uyum sagladi ve birbirlerine yaklasarak daha siki bir yap1 olusturdu. Bu evrede
cap, 110.4 um olarak 6lgiildii. Altinc1 giinde, organoid yapilar daha diizenli hale geldi ve gapta
sinirli bir artigla 115.7 um’ye ulasti. Dokuzuncu giinde, ¢ap 84.3 um’ye diistii. Bu durum,
hiicrelerin merkezde birikerek kompakt bir ¢ekirdek olusturdugunu ve periferdeki hiicrelerin bu
yapiya dogru yogunlastigini gosterdi. Bu evre, proliferasyon gradyanimin sekillenmeye bagladigi
kritik bir donemi temsil etti. On ikinci giinde ise ¢ap belirgin sekilde artarak 126 um’ye ulasti. Bu
genisleme, ozellikle organoidin dis katmanindaki hiicrelerin yiiksek proliferasyon kapasitesinden
kaynaklandi. Kompakt merkezin c¢evresinde devam eden hiicre c¢ogalmasi, periferik alanda
hacimsel bir artisa yol a¢ti. Bu durum, literatiirde sik¢a tanimlanan ve 10-12. giinler arasinda
gozlemlenen gegici proliferatif biiylime evresiyle uyumluluk gosterdi (Fatehullah ve ark., 2016).
Ayn1 zamanda, merkezdeki hiicre yogunlugu, hipoksik kosullarin olusmaya basladiginm
diistindiirdii. On besinci giin itibartyla, ¢ap yeniden azaldi ve 96 um’ye geriledi. Organoid yapilar
daha koyu ve diizensiz bir goriiniim kazandi. Bu degisim, oksijen ve besin sinirliligina baglh olarak
hiicre canliliginin azaldigin1 ve organoid merkezinde ilerleyici hiicre oliimiinin basladigim
gosterdi. Di1g katmandaki canli ve kompakt hiicre oran1 da belirgin bicimde azaldi. Elde edilen bu

bulgular, tiimér mikrogevresine benzer sekilde organoidin iginde de biiylimeyi kisitlayan
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mikrogevresel baskilarin olustugunu ve bunun hiicrelerin proliferasyon kapasitesini sinirladigini
ortaya koydu.

Tim cap olgiimleri, 500 um o6l¢ek cubuguna sahip mikroskobik goriintiiler kullanilarak
Image] yazilimi araciligiyla gergeklestirilmistir.

Literatiirdeki ¢aligmalarla kiyaslandiginda, elde edilen bulgularin MCF-7 organoidlerinin
zamana bagli yapisal gelisim siireciyle Ortiistiigii goriildi. Pulze ve ark. (2020) ¢alismasinda, MCF-
7 hiicrelerinden olusan sferoidlerde ilk 24 saatte hiicreler arasi ince sitoplazmik kopriiler gibi erken
baglantilar gdzlemlenmis ve hiicre-hiicre iletisiminin baslaticis1 olarak tanimlanmustir. Ugiincii
giinden itibaren sferoid yapilar daha kompakt hale gelmis, yedinci glinde merkezde hiicre
yogunlugu artmis ve dis katmanda proliferatif aktivite belirginlesmistir. On besinci giin itibariyla
merkezde hipoksik kosullara bagli olarak canlilikta azalma ve nekroz benzeri morfolojik
degisiklikler tanimlanmistir. Bu bulgular, ¢alismamizda gézlemlenen yapisal kompaktlagma, hiicre

proliferasyonu ve merkez bolgedeki canlilik kaybi gibi morfolojik degisimlerle ortiistii.

4.3. Mikrogipte ila¢ Testleri

4.3.1. fla¢c Optimizasyonu

Uygun doz ve etki siiresini saptamak i¢in MCF-7 organoidlerine artan konsantrasyonlarda
Ribociclib etken maddeli ilag ¢ozeltisi uygulandi. Doz araliklari 1,95 nM'den baslayarak 1000
nM’ye kadar kademeli sekilde arttirildi. Ug tekrarli yapilan bu uygulamada, ilag verildikten sonra
organoidler 37°C ve %5 CO: igeren inkiibatdrde 72 saat boyunca inkiibe edildi. 72 saat sonunda
hiicre canliligimi 6lgmek amaciyla WST-8 testi yapildi. Sonuglar, mikrotitre plaka okuyucu ile 450
nm absorbans dalga boyunda 6l¢iildii ve renk degisimine gore hiicrelerin metabolik aktivitesi tayin
edildi.

Kullanilan ilacin etken maddesi Ribociclib olup, 6zellikle hormon reseptorii pozitif (HR+)
ve HER2 negatif ozellik tasiyan MCF-7 gibi meme kanseri hiicrelerinde tercih edilmektedir.
Ribociclib, hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurarak tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini engeller
(Hortobagyi ve ark., 2016).

Yapilan ol¢iimler sonucunda A450 absorbans degerleri, hiicre canliligi ve proliferasyon
yiizdesi hakkinda bilgi sagladi. Bos (Blank) grup, ilagsiz ve hiicresiz ortam icermekteydi ve bu
grubun absorbans degerleri ortalama 0.153 olup referans olarak kullanildi. Kontrol grubunda ise
yalnizca organoid besiyeri kullanilmis olup, A450 degerinin ortalama 1.346 oldugu goriildi (Sekil
4.6). Ilag uygulanan gruplarda genel olarak doz arttik¢a hiicre canlihiginda yiizdeli olarak azalma
gozlemlendi. 7.81 nM ve 62.5 nM konsantrasyonlarinda absorbans degerinin sirasiyla 1.182 ve
1.205 oldugu goriildii. Bu degerler, kontrol grubuyla kiyaslandiginda canlilikta azalma oldugunu

gosterdi. Ancak, 15.6 nM ve 125 nM konsantrasyonlarinin absorbans degerlerinin sirasiyla 1.291
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ve 1.288 olarak olgiilmesi, canlilik diizeylerinin kontrol grubuyla benzerlik gosterdigini ortaya
koydu. 500 nM ve 1000 nM dozlarinda absorbans degerlerinin sirasiyla ortalama 1.165 ve 1.186
olarak belirlenmesi, bu konsantrasyonlarda hiicre canliliginda yiiksek derecede azalma oldugunu
gosterdi. Bu da Ribociclib’in yiiksek dozlarda hiicre ¢cogalmasini etkili bir sekilde baskiladiginm
ortaya koydu.

2 : e
Sekil 4.5. MCF-7 organoidlerinin WST-8 analizine bagli absorbans 6l¢iimii sonras1 plaka
gorlntisi
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Sekil 4.6. MCF-7 organoidlerine verilecek ilacin dogrulugunu saptamak i¢in yapilan WST-8
analizinin sonug grafigi. Sonuglar standart sapma grafigine gore diizenlenmistir.

Yapilan WST-8 analizi sonucunda, mikroakiskan ¢ip iizerinde organoidlere verilecek ilacin
dozunun 500 nM olmasina karar verildi. Bu doz, hem canlilikta anlamli bir azalma yaratti hem de

onceki dozlara kiyasla daha belirgin bir antiproliferatif etki gosterdi.
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4.3.2. Cip-Ustii-Organ Platformuna Organoid Ekimi

Organoidler, kiiltiirlerinin 15. giiniinde mikroakigkan ¢ip sisteminin orta kuyucuguna
ekildi. Ekim sirasinda, matrijele gomiilii organoidlerin ylizeye tutunmasini saglamak i¢in kuyucuk
icerisine 5 pL matrijel eklendi. Ardindan organoidler, matrijelli kuyucuga ekildi. Mikropipet
yardimiyla yan kuyucuktan 100 pL organoid besiyeri verildi. Organoidler, besiyeri icerisinde
mikrogipte bir gece inkiibe edildi. Takip eden siiregte, histolojik biitiinlik ve doku adaptasyonunu
degerlendirmek amaciyla Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyama islemi uygulandi (Sekil 4.7).
Boyama sonrasi yapilan mikroskobik incelemelerde, organoidlerin mikrogip ortaminda yapisal

biitiinliiklerini korudugu ve doku organizasyonlarinin biiyiik 6l¢iide siirdiigii gézlemlendi.

Sekil 4.7. H&E boyamasi yapilmig organoidlerin 500 um (4x) ve 200 um (10x) biiylitme altindaki
goruntisi.

Organoidlerin iki farkli 6l¢ekteki goriintiisii incelendiginde, merkezi bolgelerde daha biiyiik
ve siki yapilar bulunurken uclara dogru ince dallanmis yapilar olustugu goriildii. Organoidler
mikrogip iizerinde basarili bir sekilde tutundu ve yayilim gosterdi. Organoidlerin ince dallanmis
yapisi, hiicrelerarasi iletisimin devam ettigini gosterebilirdi. Niikleus, hemotoksilen ile koyu mor-
mavi; sitoplazma ve ECM ise eozin ile agik pembe-kirmizi tonlarda boyandi. Boyanan alanlara
bakildiginda hiicre biitiinliigiiniin biiyiikk olgiide korundugu gozlemlendi. Boyama sonucunda,
MCEF-7 organoidlerinin mikroakigkan ¢ip icerisinde biitiinliiklerini korudugu ve yeterli besiyerinin

bulundugu mikroakiskan ¢ip igerisinde bir gece kalmalarinin zarar vermedigi goriildii.

4.3.3. Mikrogipte fla¢c Akis Testi

Mikrogipte farkli akis debilerinde ilag etkinligini incelemek amaciyla, daha once doz
optimizasyonu yapilmis 500 nM Ribociclib etken maddeli ilag ¢ozeltisi kullanildi. Bu ¢ozeltinin
mikrogip lizerindeki organoidlere etkisi, sirasiyla 1 pL/dk, 5 pL/dk ve 10 pL/dk akis debilerinde
test edildi (Sekil 4.8). Akis islemi laminar akish kabin igerisinde gergeklestirildi. Her bir debi i¢in
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uygulama siiresi, ila¢ temas siiresinin sabit tutulmasini saglayacak sekilde ayarlandi: 1 pL/dk
debisinde 2,5 saat, 5 pl/dk debisinde 30 dakika ve 10 uL/dk debisinde 15 dakika boyunca
uygulama yapilarak, farkli akis debilerinde organoidlerin ilaca esit siireyle maruz kalmasi saglandi.
Bu islem sirasinda mikrogipler kisa siireyle CO2’siz ortamda bulunsa da, uygulama siiresi oldukca
sinirliydi ve iglem sonrasi %5 CO: igeren inkiibatore alindi. Takip eden siirecte, sonuglarin hiicresel
diizeyde degerlendirilmesi amaciyla immiinofloresan (IF) boyama ger¢eklestirildi. Bu boyama

sirasinda Ki-67 belirteci kullanilarak hiicre proliferasyonu ve membran biitiinliigii analiz edildi.

Sekil 4.8. Siringa pompasi ile akig testi gergeklestirilen ¢ip-listii-organ platformu.

IF boyamasi sirasinda DAPI boyasi ile hiicre ¢ekirdegi boyandi ve histolojisi incelendi
(Sekil 4.9). 1 uL/dk diisiik akis debisinde, organoidler kiiresel ve biitiin yapisin1 korudu. Bu durum,
diisiik akis debisinde hem histolojik biitlinliigiin hem de hiicresel canliligin korundugunu gosterdi.
Ayrica, organoidlerin histolojik biitiinliigiinii korumasi ve Ki-67 boyama sonuglarinin tutarli olmasi
(Sekil 4.10), kisa siireli CO: eksikliginin hiicresel diizeyde olumsuz bir etki yaratmadigini
destekledi. DAPI sinyalinin yogun ve belirgin olmasi, ¢ekirdek biitiinliigiiniin bozulmadigini ve
ilacin hiicrelerle daha uzun siire temas etmesi sayesinde olusan dengeli bir yanit ile iliskilendirildi.
5 uL/dk orta akis debisinde ise organoidler daha gevsek yapida ancak bitlinligi timiiyle
bozulmadi. Organoid yapisinda dallanmalar goriildii. Yapmin daha dagilmig goriiniimii, orta

diizeyde kayma gerilmesi etkisine maruz kalindigini diistindiirdii.
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1 pl/dk 5 pl/dk 10 pl/dk

500 pm 500 pm

Sekil 4.9. DAPI boyamasnucu boyanan niikleusun 500 um (4x) biiyiitme altindaki floresan
mikroskobu goriintiisii.

10 pl/dk

Sekil 4.10. Ki-67 belirteci ile boyanan organoidlerin 500 pm (4x) biiyiitme altindaki floresan
mikroskobu goriintiisii.

Kayma gerilmesinin biiytlikliigii, Navier-Stokes denklemlerinin bir tiirevi, akiskan akis hiz1
ve kanal boyutlar1 kullanilarak hesaplanmistir. Merna ve ark. (2018) calismasina benzer olarak
kayma gerilmesi hesaplanmigtir. Bu hesaba gore:

Kayma gerilimi (t) i¢in kullanilan formiil: T = 6uQ/bh?

= 7: Kayma gerilimi

= n: Akiskanin viskozitesi
* Q: Hacimsel akig debisi
= b: Kanal genisligi

= h: Kanalin yiiksekligi

Hesaplamalarda orta kanal genisligi 3000 um ve yiiksekligi 1000 pm olarak alindi. Akigkan
viskozitesi, diisiik konsantrasyondaki (500nM) ilag ¢ozeltisinin tasiyict ortami olan kiiltiir
medyumunun viskozitesine karsilik gelecek sekilde p=0.001 Pa-s olarak kabul edildi. Bu verilere
gore hesaplanan kayma gerilmesi degerleri; 1 pL/dk icin yaklagik 0.033 mPa, 5puL/dk igin
0.167mPa ve 10 pL/dk icin 0.334 mPa olarak belirlendi. 1 pL/dk akis debisi, 0.033 mPa gibi
oldukea diisiik bir kayma gerilmesi olusturmustur. Bu kosul altinda ilacin etkileri, kayma gerilmesi
gibi mekanik parametrelerden biiylik Olclide bagimsiz sekilde degerlendirilmistir. 5 pL/dk akisg

debisi olusan 0.167 mPa kayma gerilmesi ise besin ve oksijen taginimini artirmasina ragmen, ilacin
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organoid dokusu igerisinde daha hizli ge¢isine yol acarak maruziyet siiresini kisaltmigtir. 10 pL/dk
akis debisinde hesaplanan 0.334 mPa'lik kayma gerilmesi, diger akis debilerine kiyasla daha
yiiksek bir mekanik etki olusturmus ve bu da organoidlerin daha diisiik ilag maruziyetine neden
olmustur.

Yapilan ImagelJ analizi sonrasinda hiicre canliligi ve yogunlugu analiz edildi.

Akis Hiz1 (nL/dk) DAPI Alan Ortalamasi (px*) Ki-67 Alan Ortalamasi (px?)

1 uL/dk 1109 384
5 pL/dk 835 468
10 pL/dk 769 748

Image] analizine gore 1 pulL/dk akis debisinde en yiiksek niikleer yogunluk goézlendi, bu
durum diisiik akista ilacin hiicrelerle daha uzun siire temas ederek hiicrelerin yapisal biitlinliglinii
nispeten korudugunu gosterdi. Ote yandan, Ki-67 boyama sonuglari, 10 pL/dk akis debisinde en
yiiksek proliferatif alan1 gosterdi. Bu, yliksek akis debisinin ilacin antiproliferatif etkisini azalttigin
ve hiicrelerin akisa bagli olarak strese girip proliferatif yanit gelistirmis olabilecegini dogruladi.
Yiiksek akis debisine dair bu ¢aligmada elde edilen sonuglar, genel literatiirde (Merna ve ark.,
2018) kayma gerilimesinin proliferatif yanitint modiile ettigine ve hiicresel yanitlar1 degistirdigine
dair bulgularla uyumludur.

Diisiik debi degerinde (1 pL/dk) , ilag soliisyonunun organoidlerle daha uzun siire temas
etmesi, Ki-67 ekspresyonunun azalmasina ve hiicre proliferasyonunun baskilamasina yol agt1 ve
ilag etkisinin hiicre dongiisiinii duraklatict bir etki olusturdugunu diistindiirdii. 5 pL/dk akis
debisinde ise orta diizey bir kayma gerilmesi olustu ve bu durum hiicresel yaniti karmagsik hale
getirdi. Yani, baz1 hiicrelerin dongiiden ¢ikarken, digerlerinin proliferatif aktivitesinin siirdiirmesini
sagladi. 10 pL/dk yiiksek akis debisinde ise artan mekanik gerilme, organoid biitiinliigiiniin
bozulmasina ve hiicre i¢i gerilme yanitlarinin artmasina neden oldu. Diisiik Ki-67 ekspresyonu,
hiicrelerin biiyiik oranda proliferatif kapasitesini kaybetmesine ve apoptoza yonelmesine yol agti.
Yiiksek kayma gerilmesi altinda hiicre dongiisiiniin baskilandig1 ve canliligin azaldigi bu bulgularla

desteklenmistir.

4.3.4. Dinamik Ortamin (Akis Olan Durum) Statik Ortam (Akis Olmayan Durum) ile

Degerlendirilmesi

Dinamik ortam kosullarinin etkilerini degerlendirmek amaciyla, statik ortam kontrol grubu

olusturuldu. Bu grupta, mikrogipteki organoidlere 500 nM Ribociclib igeren ilag soliisyonu, siringa
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pompasi ile uygulanan 5 pL/dk ve 10 pL/dk akis debilerine karsilik gelen toplam hacim ve temas
stiresine denk gelecek sekilde pipet ile manuel olarak uygulandi. Bu sayede, ilag maruziyet siiresi
ve dozu dinamik akis gruplariyla esitlendi ancak sivi hareketi olmadan statik ortam saglandi. Bu
kargilastirmali analizde 1 uL/dk akis debisine karsilik gelen kayma gerilmesi degerlendirmeye
almmamustir; ¢linkii bu hizda olusan kayma gerilmesinin, statik kosullardaki durumla arasinda

biiyiik bir fark olmadig: diistiniilerek anlamli bir fark yaratmayacagi 6ngoriilmiistiir.

Sekil 4.11’de goriildiigii gibi statik kosullarda yapilan DAPI boyama sonuglari,
organoidlerin histolojik biitlinliiglinii korudugunu ve hiicresel canliligin siirdiigiinii géstermistir.
DAPI boyamasinda c¢ekirdeklerin yogun ve homojen sinyal verdigi, hiicrelerin yapisal
biitiinliigiiniin bozulmadig1 goézlendi. Bu durum, sivi akist olmamasina ragmen ilag etkisinin
hiicreler {izerinde devam ettigini ve statik kosullarin hiicresel gerilmenin azalmasina olanak
tanidigin1 gosterdi. Statik ortamda ilag maruziyetinin dinamik akis kosullarina kiyasla hiicre
canliligr ve proliferasyonu iizerinde daha az baskilayici etkisi oldugu, 6zellikle yiiksek kayma

gerilmesinin olusturdugu mekanik zorlanmanin yoklugunda organoidlerin yapisal ve fonksiyonel

biitiinliiklerini daha iyi koruduklar1 degerlendirildi.

Sekil 4.11. Pipet yontemi ile ilag soliisyonu verilmis organoidlerin immiinofloresan boyama sonrast
100um (20x) biiyiitme altindaki floresan mikroskop goriintiisti.

Hacme Karsihik Gelen Statik Grup|[DAPI Alan Ortalamasi (px?)

5 pL/dk 1185.69

10 pL/dk 1413.55

Organoidlerin maruz kaldig1 akis kosullarinin etkisini degerlendirmek amaciyla, farkli akis
debilerinde uygulanan dinamik akis ile esdeger hacim ve siirelerde, sivi hareketi olmaksizin

uygulanan statik ortam kosullarindaki DAPI boyama sonuglari ImageJ analizi ile karsilagtirildi.
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Dinamik akisg altinda 1 pL/dk i¢in ortalama DAPI boyama alan1 1109 px?, 5 pL/dk igin 835 px?, 10
uL/dk i¢in 769 px? olarak hesaplanmisti. Statik kosullarda ise, 5 ve 10 pL/dk karsiligi olacak
sekilde uygulanan ilag sonrasi alan ortalamalar1 sirasiyla 1185,69 px* ve 1413,55 px? olarak
bulundu. Bu sonuglar, dinamik akisin hiicre morfolojisi iizerinde kiigiiltiicii etkiye sahip
olabilecegini ve siv1 hareketinin hiicre yapisini etkileyen bir faktdr oldugunu gostermistir. Ozellikle
10 pL/dk’da bu fark daha belirgin hale gelmistir. Statik ve dinamik ortamlar arasindaki farklar, ilag
etkinliginin yanm1 sira mikroakiskan sistemlerdeki parametrelerin hiicresel tepkiler {izerindeki

etkisini de ortaya koymustur.
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S.TARTISMA

Cip-iistii-organ sistemi olustururken dikkat edilmesi gereken pek c¢ok husus vardir.
Bunlarin ilki; dogru mikrogip tasarimini belirlemektir. Calismada kullanilan mikroakiskan ¢ipler,
organoidlerin tek bir kanala tutunarak kiiltiirlenmesini saglamak amaciyla {iiretilmistir. Orta
kanallarin yiiksekligi yan kanallara gore daha algaktir. Bu mesafe, matrijele gomiilii organoidlerin
ylizey gerilimi ile tek bir kanalda bulunmas1 ve diger iki kanaldan besin ve ilag¢ girigini saglanmasi
miimkiin olmustur. Ozgiin tasarimda yiizey gerilimini avantaj olarak kullanarak akis1 yonlendirmek
miimkiin olmustur.

Tasarlanan kalip {iiretilmis ve kiirleme ajani ile karigtirilan silika jel kalip igerisine
dikkatlice dokiilmiistiir. Uretim asamasinda yapisal biitiinliigiin saglanmasi1 ve herhangi bir
kabarcik veya goriintiiyii engelleyecek bir diizensizlik olmamasi adina titizlikle calisilmistir.
Olusturulan PDMS yapis1 herhangi bir sizint1 olmamasina dikkat edilerek cam lamele baglanmus,
bu islem sonucunda organoid ekimi ve mikroskopta goriintiileme imkani1 sunan mikroakiskan ¢ip
sistemi olusturulmustur.

Organoid iiretimi siirecinde, MCF-7’den olusturulan organoidler 15 giin boyunca basariyla
kiiltiire edilmistir. Bu siire¢te organoidler diizenli olarak gozlemlenmis ve ii¢ glinde bir besin
ortami degistirilmistir. Kullanilan besin ortamindaki bilesenler dikkatlice belirlenmis ve bazilar
(HEPES gibi) literatiirde bulunan miktardan daha fazla eklenmistir. Bunun sebebi ortamin hiicre
yogunlugunun fazla olmasi ve pH stabilitesini arttirmaktir (Freshney,2010). Calisma kapsaminda
elde edilen veriler, organoidlerin mikrogip i¢inde 15 giin boyunca kompakt ve diizenli bir yapi
gelistirdigini gostermistir. Bu yapisal degisim siireci, Pulze ve ark. (2020) tarafindan bildirilen
zamana bagli organoid kompaktlagsmasi ve merkezde hiicre canliliginin azalmasiyla uyumluluk
gostermektedir.

MCF-7 organoidlerinin mikroakigkan c¢ip tizerinde akis etkinligini degerlendirmek
amaciyla uygulanan ilag¢ protokoliinde, dnce optimizasyon deneyi yapilarak uygun ilag dozunun
belirlenmesi istenmistir. Uygulanan CDK4/6 inhibitorii Ribociclib etken maddeli ilag soliisyonu,
Ostrojen reseptdr pozitif (ER+) meme kanseri tiirlerinde kullanilan bir ilagtir. Farkli dozlarda
hazirlanan ilag soliisyonlar1 organoidlere uygulanmis ve 72 saat sonunda WST-8 canlilik testi ile
degerlendirilmistir.

Diisiik dozlardaki absorbans degerleri ilacin diisiik dozlarda hiicre dongiisiinii yavaslattigini
ancak hiicre 6liimiine neden olmadigini géstermistir. 15.6 nM ve 125 nM’deki absorbans degerleri
kontrol grubuyla benzer canlilik gostermistir. Bunun sebebi hiicrelerin CDK6 proteininin asir
ekspresyonu sonucu hiicrenin uyumlu yanit gostermesiyle iligkili olabilir (Zhou ve ark., 2021).
Daha yiiksek dozlarda belirgin canlilik kaybi goriilmiistiir. 500 nM dozunda hiicre canliliginda

ciddi bir sekilde azalma oldugu goriilmiistiir. Lorman- Carbo ve arkadaslarinin sonuglarindan yola
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¢ikarak bunun sebebinin HER?2 ile iligkili genlerin ve hiicre proliferasyonunun baskilanmasinin bir
sonucu oldugu diisiiniilmektedir. 1000 nM dozunda ise onemli 6l¢iide daha az hiicre gogalmasi
goriilmesine ragmen yine de beklenenin altinda kalmistir. Bu sonug, MCF-7 hiicrelerinin ilaca
direng gostererek CDKA4/6 inhibitorlerine karsi daha duyarsiz hale geldigini gostermistir.
Kullanilacak ilagtan beklenen etki dncelikli olarak hiicre dongiisii ve proliferasyonunu durdurmasi,
veya gen ekspresyon profilini degistirmesidir. 500 nM ilag dozu literatiirde daha Onceki
caligmalarda Ribociclib i¢in daha tercih edilen ve optimal doz olarak 6ne ¢ikmistir. Daha diisiik
dozlarin hiicre canliliini azalttig1 gdzlemlense de etki yetersiz bulunmustur. Daha yiiksek dozlarda
ise MCF-7’nin asir1 CDK6 proteini eksprese edip tedaviye direng gdsterebileceginden optimum
doz bu calisma i¢in de 500 nM olarak belirlenmistir.

llag dozu belirlendikten sonra, olusturulan organoidler mikrogipe eklenmis ve akis
debisinin hiicre canlilif1 {izerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla farkli akis hizlarinda ilag
solisyonu mikrogipe uygulanmistir. Bu uygulama, siringa pompast (New Era Pump Systems,
ABD) kullanilarak ¢ipin giris kanalindan 1 pl/dk, 5 pl/dk ve 10 pl/dk olmak {izere {i¢ farkli akis
debisinde ila¢ akis1 saglanmis ve 24 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Siringa pompast kullanmak,
geleneksel pipetleme yontemine gore daha homojen ve kontrollii bir akis sunmustur ve bu sayede
mikroakigskan kosullar daha gergekei taklit edilebilmistir. Yapilan ImageJ analizleri, organoid
alaninin gilinlere bagli olarak arttigin1 ve morfolojik olarak daha kompakt hale geldigini nicel olarak
ortaya koymustur. Bu analizler, mikroskopik gézlemlerle uyumlu sekilde, dinamik akis uygulanan
gruplarda daha diizgiin sinirlara sahip, yapisal olarak yogun organoid olusumlarini dogrulamustir.
Ote yandan, statik akis kosullarinda kiiltiirlenen organoidlerde diizensiz morfoloji ve merkezde
daha belirgin hiicre 6liimii tespit edilmistir. Bu durum, perfiizyonun yalnizca proliferasyonu degil,
ayn1 zamanda hiicre biitlinliiglin{i ve besin/atik dengesini de etkiledigini gostermektedir.

Caligmada uygulanan 500 nM Ribociclib ¢ozeltisinin, 6zellikle 1 uL/dk akis debisinde
organoidlerde daha belirgin hiicre 6liimiine neden oldugu gézlenmistir. 5 ve 10 uL/dk hizlarda ise
canlilik oranlarmin artmasi, ilacin temas siiresinin azalmasina baglanmistir. Diislik akis debisinde
MCF-7 organoidlerinin ilaca daha fazla temas ettiginden daha etkili oldugu goriilmiistiir, ancak 24
saatlik bir uygulamada dengeli akisin (1 pL/dk) en optimum se¢enek oldugu gézlemlenmistir.

Tez calismasi, MCF-7 organoidlerinin 6zel olarak tasarlanmis mikroakigkan sistemle
entegre olarak basarili bir sekilde kiiltiirlenebildigini ve ila¢ testi uygulamalarda basarili olacagini
gostermistir. Mikroakigkan sistem igerisinde, organidlerin mikrogevresel kosullar1 taklit edilerek
besin ve ilag yanitlar1 degerlendirilmistir. Bu c¢alismanin kisisellestirilmis tip ve ilaglarin meme
kanseri tiirleri iizerindeki molekiiler degerlendirmesi i¢in yenilik¢i ve gelismesi gereken bir
yaklasim oldugu aciktir. flag optimizasyon c¢alismalarinda, farkli ilaglarn kombine tedavileri
alternatif olarak degerlendirilebilir ve farkli zaman araliklarinda organoidlerin ilaca maruz

birakilmasi saglanabilir. Farkli akis debilerindeki ila¢ test edilirken siringa pompasi tercih
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edilmistir. Bu sayede akig kontrollii ve siirekli saglanmistir. Gelecek galigmalarda daha hassas akis
saglayabilen basing kontrollii mikroakigkan sistemler kullanilarak akis yanitlari gelistirilebilir.
Testler sonucunda yapilan kroyoseksiyon ve IF boyama analizleri organoidlerin histolojik olarak
incelenmesini ve protein belirtecleri kullanilarak ilaca verilen apoptotik yaniti degerlendirmemizi
saglamistir. Gelecek calismalarda organoid canliligimi daha kapsamli inceleyebilmek adina hiicre
canlilik boyalar1 (6r. Live/Dead) kullanilabilir, metabolik yanitlarin incelenmesi i¢in MTT, ATP
analizi gibi metabolik analizlerin dahil edilmesi dnerilmistir.

Sonuglar, yiiksek akis debilerinin ilag etkinligini azaltabilecegi veya hiicrelerin stres
kaynakl1 proliferatif yanit gelistirebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu bulgularin tam anlamiyla
dogrulanabilmesi i¢in ileri molekiiler analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

Bu calismada gelistirilen cip-iistii-organ sistemi MCF-7 organoidlerindeki ilag ve akis
yanitlarimi  degerlendirmis ve kisisellestirilmis tipta  kullanilmasinin  nasil  avantajlar
saglayabilecegini gostermistir. Farkli organoid tiirleri ve farkli tasarimdaki mikroakiskan sistemler

kullanilarak gelecekte tedavi ¢esitliliginin arttirilmasini saglayabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

a)

b)

2

Bu tez galigmasinda, MCF-7 hiicre hattindan elde edilen organoidlerin ¢ip-iistii-organ
platformunda basariyla kiiltlirlenebildigi ve farkli akis debilerinde Ribociclib ilact
uygulamas1 sonrast canlilik ve proliferasyonun degerlendirilebildigi gosterilmistir.
Organoidlerin zamana bagli olarak daha kompakt hale geldigi ve merkez bolgelerinde
canlilik kayb1 yasandig1 gézlemlenmistir.

Cip-iistii-organ platformu i¢in kalip, kati cisim modelleme programu ile hazirlanmis ve 3
boyutlu yazici ile dretilmistir. PDMS jel kullanilarak seffaf ve biyouyumlu
mikroakiskan c¢ipler tiretilmistir.

Organoidler bu ¢ip-iistii-organ sisteminde kiiltiirlenmis, besin ve ilag iletimi saglanarak,
farklr akis debilerindeki ila¢ yanitlart histolojik ve molekiiler diizeyde incelenmistir.
Organoidler ¢ip-iistii-organ igerisinde bir gece bekletilmis ve daha sonra yapilan H&E
boyamasi ile, organoidlerin histolojisini ve biiyiik 6l¢iide korudugu ve mikroakiskan
¢ipe adapte olup hiicrelerarasi iletisimi saglayabildigi goriilmiistiir.

Ribociclib etken maddeli ilag soliisyonu, ayn1 dozda olmak iizere 1, 5 ve 10 puL/dk
olmak tizere ii¢ farkli akig debisinde siringa pompasi ile mikrogip igerisine verilmis ve
her kosulda organoidler ilaca maruz birakilmistir.

Yapilan akig ve ilag testleri sonucunda farkli akis debilerinde ilaca maruz kalmanin
organoidlerin hiicre canliligina etkisi oldugu dogrulanmistir. Ki-67 belirteci kullanilarak
hiicre proliferasyonu ve apoptotik etkiler incelenmis ve ribociclib etken maddeli ilacin
MCF-7 hiicre hattindan iretilen organoidlere etkisi analiz edilmistir. Disiik akis
debisinde (1 pL/dk) uygulanan ilag, organoid morfolojisinin ve niikleus biitiinliiglin
korunmasini saglamis; yogun DAPI sinyali ve diisiik Ki-67 ekspresyonu ile hiicre
canlili@inin yiiksek, proliferasyonun ise baskilanmis oldugunu gostermistir. Orta (5
pL/dk) ve yiiksek (10 pL/dk) akis debilerinde ise kayma gerilmesi etkisiyle yapi
biitiinliigii bozulmus, DAPI sinyali azalmis ve Ki-67 ekspresyonu belirgin sekilde
diismiistiir. Bu durum, artan mekanik gerilmenin hiicre proliferasyonunu baskilayarak
canlilik kaybina yol ac¢tigini ortaya koymustur.

Organoidlerin ¢ip-iistii-organ sisteminde uzun siireli kiiltlir ve canlilik saglayabildigi,
tiimor mikrogevresi kosullarinin basariyla taklit edilebildigi goriilmiis ve bu ¢aligmanin
kisisellestirilmis tip, ilag yanitlarinin molekiiler diizeyde analizi, kanser biyolojisi

alanlarinda kullanilabilecegi ve gelistirilebilecegi dogrulanmistir.
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h) Cip-listii-organ sisteminin diigiik maliyetli ve tekrarlanabilir olmasi yiiksek verimli bir
platform oldugunu ve klinik Oncesi arastirmalarda alternatif olarak kullanilabilecegi

diisliniilmiistiir.

6.2. Oneriler

a. Cip-iistii-organ platformu ile farkli molekiiler alt tipleri temsil eden diger meme kanseri
hiicre hatlariyla da test edilerek karsilastirmali ila¢ ¢aligmalar1 yapilabilir.

b. Farkli ilaclar kombine olarak kullanilarak ila¢ tedavisinin sinirliligi azaltilabilir. Farkli
analiz yontemleri, hiicre dongiisii ve canliliginin kantitatif olarak daha kapsamli
degerlendirilebilmesi i¢in ¢aligmaya dahil edilebilir.

c. Birden fazla organoidin aymi mikroakiskan sistemde kiiltiirlenmesi saglanarak,
organnoidlerin sadece ila¢ degil birbirleriyle etkilesimleri de incelenebilir.

d. Organoidlerin kiiltiirde daha uzun siire tutuldugu deneylerde, ilaglarin zamana bagh
etkileri daha iyi anlasilabilir.

e. Farkli ¢ip-iistii-organ platformlar1 kullanilarak organoidlerin ilag etkilesimleri optimize
edilebilir.

f. Hasta kaynakli organoidlerle ¢alisilarak bu sistem, bireye 6zel tedavi yaklagimlarimi test
etmek i¢in kullanilabilir.

g. Sadece Ki-67 degil, farkli boyamalar veya gen ve protein diizeyinde analizler eklenerek
ilag etkileri daha kapsamli degerlendirilebilir.

h. Mikrogip icindeki akis kosullarmin (6rnegin kayma gerilmesi) hiicre davranis
izerindeki etkileri detayl1 olarak incelenebilir.

i. Kayma gerilmesi degerleri teorik hesaplamalara dayanmaktadir. Gelecek ¢aligmalarda

mikro-P1V ile akis profili goriintiilenmelidir.
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29.

31.
33.
35.
37.

Kimyasal Madde Listesi

A83-01 (500 nM)
Advanced DMEM/F12
B27 supplement (1X)
Ca?*/Mg?" icermeyen PBS
DAPI

. Dimetil siilfoksit (DMSO)

. DMEM-F12

. DMEM-Low Glucose (DMEM-LG)
. Eozin

. Epitel Biiylime Faktorii (EGF) (5 ng/ml)
. Ethanol

. Eter (dietil eter, Et20)
. Fetal s1g1r serumu (%10) (FBS)
. Fibroblast Biiyiime Faktorii 10 (FGF10) (20

ng/ml)

Fibroblast Biiyiime Faktorii 7 (FGF7) (5 ng/ml)

Glutamax (1X)

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
Y-27632 (5 uM)

%37 Formaldehit
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24,
26.
28.

30.
32.

34.
36.

. Calismada Kullamilan Kimyasal Madde, Sarf Malzemesi ve Cihaz Listeleri

Hemotoksilen

Hepes

Kollajenaz Tip I (4 mg/ml)
Ksilen

. L-glutamin 100X

. Matrigel

. N-Asetil L-sistein (1.25 mM)

. Neuregulin 1 (5 nM)

. Nikotinamid (5 mM)

. Noggin (100 ng/ml)

. PDMS (Polidimetilsiloksan, Sylgard

184)

Penisilin-Streptomisin (%5)
Primocin (50 pg/ml)
R-Spondin 3 (250 ng/ml)

SB202190 (500 nM)
Tripan mavisi

Tris Base
Tripsin (%0,1)



2. Sarf Malzeme Listesi

1. 0,5/1,5 ml Eppendorf 2. 10/25 ml hacimli serolojik pipet

3. 10ul, 100ul, 1000ul’lik pipet uglar 4. 22 no’lu bistiiri

5. 2 ml’lik cam pastor pipetler 6. 25cm2 ve 75cm2’lik flask

7. 5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler 8. 70 pm siizgeg

9. 90 mm ¢apinda steril Petri kab1 10. 96 kuyulu flat plate

11. Lam, Lamel 12. Mikrotom Bigaklari

13. Steril santrifijj tiipleri(15 ml, 50 ml) 14. Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron
capinda)

15. T-75 hiicre kiiltiir kab1 16. Thoma Lam1
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3. Cihaz Listesi

Cihaz Ad1

3B Yazici

-4°C Buzdolab1

-20°C Buzdolab1

- 86°C Buzdolab1

Buharli sterilizator (Otoklav)
Class II Laminar Akis Kabini
CO: inkiibatdrii

Etiv

Floresan mikroskop

Hassas terazi

Manyetik mini karistiric
(Hotplate)

Mikroplate inkiibator
Mikrotom

Mini santrifiij

Sogutuculu santrifiij

Siringa pompast

Mikrotitre Plaka Okuyucu
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Marka/Mensei

Creality Sermoon D1/ Cin
Arcelik/Tiirkiye

Arcelik/Tiirkiye

Haier Biomedical/Cin
Niive/Tiirkiye

Haier/Cin

Panasonic/ABD

Isolab/Almanya
Olympus/Japonya

SHIMADZU AUW220D/Japonya
HI190M, Hanna Instruments/ABD

Heidolph/Almanya
Reichert/ABD

Scan Speed/ABD

Beckman Culture/ABD

New Era Pump Systems/ABD
Thermo Fisher Scientific/ABD



