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OZET

Tiimorler, hem neoplastik hiicreleri hem de timor mikrogevresi (TME) olarak adlandirilan, kanserin ilerlemesini
tesvik eden ¢esitli bilesenleri iceren, anormal biiyiime gisteren ve kansere sebep olabilen hiicre toplulugudur.
Malign tiimorlerde ilag gelistirme siirecindeki ana zorluk, bilimsel bulgularin klinik uygulamaya kolay
doniisememesidir. Bu engeli agsmak icin klinik 6ncesi modeller gelistirmek gerekmektedir. PDTX'ler (hasta tiirevli
timor ksenogreftleri), birincil hasta timdr materyalinin bagisikligi baskilanmig farelere nakledilmesi ile
iiretilmektedir. Boylelikle PDTX modelleri, fare kokenli bir tiimor stromasinin kendiliginden gelismesine ve
metastaz olusumunun aragtirilmasina olanak tanimaktadir. PDTX tabanli yaklagimlar, tiimoriin ve onun mikro
ortaminin bazi kritik yonlerini modellemektedir. Ancak PDTX'ler, insana 6zgii bagisiklik bilesenlerinden yoksun,
hayvanlarin kullanilmasini1 gerektiren, pahali ve zaman alic1 yontemlerdir ve insan kanserlerinin karmagikligini tam
olarak yansitamamaktadir. Bu nedenle, arastirmacilar, hastalarin 6zelliklerini daha dogru yansitan 3D organoidleri
gelistirmigtir. Organoidler (PDO), kisa siirede {iiretilebilmeleri ve tiiretildikleri timdriin molekiiler 6zelliklerini
korumalar1 nedeniyle avantaj sunmaktadir. Ancak stromal hiicrelerin kayb1 ve organ spesifik ekstraseliiler matriks
eksikligi gibi sinirlamalar1 vardir. Tiimor organoidleri, bireysel tedavi yanitlarini anlamaya yardimei olabilmekte ve
yeni immiinoterapi yaklagimlarii degerlendirmek icin kullanilabilmektedir. Neoplastik ve enflamatuar hiicreler
arasindaki timor mikrogevresi kanserle iliskili enflamasyonu ve tiimdr olusumunu diizenleyen bilesenleri
icermektedir. Bu sebeple, organoid modellerin, kanserle iligkili enflamasyon i¢in tedavi firsati saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Tiimor immiin hiicre etkilesimini yakalamak i¢in {i¢ ana strateji gelistirilmistir; matrigel kiiltiird,
mikroakigskan 3D Kkiiltiir ve hava-sivi arayiiz. Matrigel kiiltiir, TME’yi yeniden olustururken; mikroakigkan veya
hava-sivi arayiiz kiiltiirleri, orjinal tiimoriin dogal TME’sini icermektedir. Timor organoidleri, bireysel diizeyde
tedavi yanmitint anlamaya yardimci olabilmekte ve yeni immiinoterapi yaklagimlarini degerlendirmek igin

kullanilabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Organoid, Kanser, Mikrogcevre, Ekstraseliiler Matriks
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ABSTRACT

Tumors are abnormally growing and cancer-causing populations of cells that contain both neoplastic cells and
various components that promote cancer progression, called the tumor microenvironment (TME). The main
challenge in drug development in malignant tumours is that scientific findings do not easily translate into clinical
practice. To overcome this obstacle, it is necessary to develop preclinical models. PDTXs (patient-derived
tumour xenografts) are produced by transplanting primary patient tumour material into immunocompromised
mice. Thus, PDTX models allow spontaneous growth of a mouse-derived tumour stroma and investigation of
metastasis formation. PDTX-based approaches model some critical aspects of the tumour and its
microenvironment. However, PDTXs are expensive and time-consuming methods that lack human-specific
immune components, require the use of animals, and cannot fully reflect the complexity of human cancers.
Therefore, researchers have developed 3D organoids that more accurately reflect the characteristics of patients.
Organoids (PDO) have the advantage that they can be produced in a short time and preserve the molecular
characteristics of the tumour from which they are derived. However, they have limitations such as loss of stromal
cells and lack of organ-specific extracellular matrix. Tumour organoids can help to understand individual
treatment responses and can be used to evaluate novel immunotherapy approaches. The intermingling of the
tumour microenvironment between neoplastic and inflammatory cells involves dynamic components that
cooperatively regulate cancer-related inflammation and tumour formation. Therefore, organoid models may
provide therapeutic opportunities for cancer-associated inflammation. Three main strategies have been
developed to capture tumour immune cell interaction; matrigel culture, microfluidic 3D culture and air-liquid
interface. Matrigel culture reconstitutes the TME, while microfluidic or air-liquid interface cultures contain the
native TME of the original tumour. Tumour organoids can help to understand treatment response at the

individual level and can be used to evaluate novel immunotherapy approaches.

Keywords: Organoid, Cancer, Microenvironment, Extracellular Matrix
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1. GIRIS

Tiimor, anormal biiylime gosteren ve kansere sebep olabilen hiicre toplulugudur (Pan ve
ark., 2022). Timorler, hem neoplastik hiicreleri hem de tiimor mikrogevresi (TME) olarak
adlandirilan, karsinogenez, tiimor ilerlemesi ve malign hiicrelerin metastazlarini tesvik eden
cesitli neoplastik olmayan konakg1 bilesenleri igermektedir (Zengin ve ark,. 2022). Karmasik
TME; mezenkimal kdkenli hiicreleri, endotel yapiyi, hiicresel bagisiklik agini icermektedir
(Palucka ve Coussens, 2016). Malign tiimoérlerin iizerinde ilag gelistirilmesinin oniindeki
temel engel ise bilimsel sonuglarin klinik terciimesidir ve bu engeli agsmak i¢in yiiksek
kalitede klinik 6ncesi arastirma modelleri secilmelidir (Elbadawy ve ark., 2021). Geleneksel
klinik 6ncesi modellerden biri olan hastadan tiiretilmis ksenogreftler (PDTX’ler); tiimor
baglatan hiicrelerin eksikligi, insana 0zgii tiimor mikrogevresi (TME) ve ektraselliler
matriksin (ECM) bulunmamasi nedeniyle insan kanserlerinin karmasikligini dogru bir sekilde
ozetleyememektedir. Bu nedenlere bagli olarak arastirmacilar, hastalarin 6zelliklerini
gergekten yansitabilecek klinik dncesi 3D bir model olan organoidleri gelistirmislerdir (Byrne

ve ark., 2017).

Organoidler (PDO), insan kok hiicrelerinden, organa 6zgii progenitdr hiicrelerden ve
hatta iligkisiz tiimor dokularindan kaynaklanan ve nispeten yliksek basari oranlariyla uygun
ekstraseliiler matriks (ECM) bazli ortamda kiiltiirlenen in vitro dokulardir (Xu ve ark., 2022).
Timoroidler, tiretildikleri timdriin molekiiler dzelliklerini koruyarak, uzun kiiltiir periyotlar
boyunca genetik stabilite sergiledikleri i¢in kanser arastirmalarinda yararli olmakla birlikte
bugiine kadar tiimoroid yaklasimlar oOncelikle epitelyal hiicrelerden tiiretilen kanserlere
(karsinomlara) uygulanmistir. ’Son calismalar epitalyal olmayan kanserden timor
modellerinin tiiretilmesinin miimkiin oldugunu ancak bunun saf mezenkimal kanserler i¢in
heniiz bagarilamadigini gostermistir (Meister ve ark., 2022). Timodr organoidlerinin
gelisimiyle birlikte su anda bir¢ok akademik ve ticari grup kendi PDTO (hastadan tiiretilmis
timor organoid) biyobankalarini kurmaya baslamistir (Xie ve ark., 2023). PDO'larin PDTX’e
gore en biiyiik avantajlarindan biri, PDO iiretimi i¢in gereken silirenin daha kisa olmasidir. Bu,
sinirlt yagam siiresine sahip ilerlemis kanserli hastalarda tedavi yanitlarini tahmin etmede
kritik olabilmektedir. Farkli histolojik alt tiplerle PDO olusturulmasindaki degisken basari
oranlart, PDO'larin PDTX’e gore dnemli bir dezavantaji olmaktadir (Lo ve ark., 2020).

2D kiiltiirlerdeki hiicreler, tek katman seklinde biiytimektedir. 2D kiiltiirde meme epitel
hiicreleri, fonksiyonel olarak farklilasamaz, bazal membran sinyali ve hiicre polaritesi

bozuldugu i¢in siit proteini ekspresyonunu kaybetmektedir. Yapilan bir ¢alismada meme bezi
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farklilasmasint ve meme kanseri ilerlemesini arastirmak i¢in 3 boyutlu bir organoid kiiltiir
modeli gelistirilmistir. 3D kiiltirdeki meme epitel hiicreler, ekstraseliiler matrikse
gomiilmiistiir. 2D kiiltiiriin aksine normal meme epitel hiicrelerinin siit proteini ekspresyonu
ile polarize asin benzeri kiiremsi yapilar olusturdugu ve kotli huylu hiicrelerin diizensiz yildiz
benzeri yapilar olusturdugu gozlemlenmistir (Li ve ark., 2018). Stromal hiicreler birincil
PDO’larda mevcuttur ancak bu hiicreler uzun siireli kiiltiir sirasinda yavas yavas
kaybolmaktadir. Biliylime faktorleri ve c¢esitli takviyelerin eklenmesi, stromal hiicre
fonksiyonunu kismen oOzetleyebilmektedir. Fakat TME’deki c¢ok hiicreli bilesen eksikligi,
mevcut PDO modelleri i¢in en 6nemli sinirlama olarak kabul edilmektedir (EI Harane ve ark.,
2023). Yapilan g¢aligmalara gore ekstraseliiler matriks bilesiminin organa 6zgii oldugunu ve
kanserin ilerlemesiyle iligkili oldugu belirlenmistir. Organa 0zgii ekstraseliiler matriks
birikimi, kanser gelisiminin ve ilerlemesinin spesifik matris baglami gerektirdigini
gostermektedir. Gelistirilen ¢ok sayida 3D Kkiiltiir modeli yaygin olarak kullanilsa da ¢ogu
modelin belirli organlardan gelen dogal ekstraseliiler matriks bilesiminden yoksun olmasi,
biyofiziksel ve biyolojik taklit etmekte yetersiz kalmaktadir. Bu durum PDO’lar i¢in bir bagka
sinirlamayi ifade etmektedir (Xu ve ark., 2021). Organoid kullaniminin 6niindeki engellerden
bir digeri ise, ¢ok sayida kanser alt tipi i¢in organoid tliretmenin ve in vitro geniglemenin
disiik ve ongoriilememesinden kaynaklanmaktadir. Ek olarak, yerlesik organoid kiiltiirler
genellikle yalnizca neoplastik kanser hiicrelerini igermektedir ve tiimor mikrogevresindeKi
diger hiicre tipleriyle uzun vadeli ortak kiiltiirii kolaylastiramamasi da sinirlamalar arasindadir
(Guo ve ark., 2024). Bu derleme, organoidleri ve organoidlerin timoér immiinoterapisindeki
onemini vurgulamak, ¢alismalar1 bir araya toplamak ve ilgili arastiricilarin bilgisine anlasilir

bir halde sunmak amaciyla hazirlanmstir.

2. KANSER IMMUNOTERAPISINDE TUMOR ORGANOIDLERI

Kanser, diinya ¢capinda morbidite ve mortalite riskleri agisindan 6nemli bir tehdit olmay1
stirdiirmektedir (Ihlamur ve ark., 2024b; Ihlamur ve ark., 2022). Kanser tiirleri olan akciger
veya kolorektal kanserin goriilme sikligi kismen azalirken gectigimiz yillarda kanser
arastirmalarinda Onleme, tespit ve tedavide kaydedilen olaganiistii ilerlemelere ragmen
karaciger veya agiz kanserleri gibi diger kanser tiirlerinin goriilme oranlar1 her gegen giin
artmaktadir (Ihlamur ve ark., 2024a; Ward ve ark., 2019). Kanser, anatomik yerlesimine,
histolojik goriiniimiine ve genetik yapisina gore tanimlanabilecek ¢ok cesitli tip ve alt tiplere
sahip multifaktdriyel bir hastaliktir. Iyilestirilmis hedefe yonelik tedaviye giden yolu

yonlendirmek amaciyla, tiimdrler aras1 ve tiimor i¢i heterojeniteyi daha iyi yakalamak i¢in
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klinik 6ncesi model sistemler mevcuttur (Cheon ve Orsulic, 2011). Kanser hiicre dizileri ve
hastadan tiiretilmis ksenogreftler (PDTX'ler) gibi insan kanser modelleri kullanilarak bu

sinirlamalardan bazilarinin iistesinden gelinmistir.

Neoplastik ve enflamatuar hiicreler arasindaki tiimor mikrogevresi kanserle iliskili
enflamasyonu ve timor olusumunu diizenleyen bilesenleri icermektedir. Bu sebeple, organoid
modellerin, kanserle iliskili enflamasyon i¢in tedavi firsat1 saglayabilecegi diisiiniilmektedir
(Yuki ve ark., 2020). Timoér immiin hiicre etkilesimini yakalamak i¢in ii¢ ana strateji
gelistirilmistir; matrigel kiiltiiri, mikroakiskan 3D kiiltiir ve hava-siv1 arayiiz. Matrigel kiiltiir,
TME’yi yeniden olustururken; mikroakiskan kiiltiirleri, orjinal tiimériin dogal TME’sini
icermektedir. Tiimor organoidleri, bireysel diizeyde tedavi yanitini anlamaya yardimci
olabilmekte ve yeni immiinoterapi yaklagimlarini degerlendirmek i¢in kullanilabilmektedir
(Veninga ve Voest, 2021).

Kanser hiicre dizileri, tiimdr stromasinin yani sira bagisiklik sizintis1 da dahil olmak
lizere tiimoriin in vivo hiicresel mikro ortamindan yoksundur. Cogu durumda, kanser hiicre
dizileri ayn1 zamanda referans kontrol olarak normal dokudan olusturulan uyumlu hiicre
dizilerinden de yoksun olmaktadir (Junttila ve de Sauvage, 2013). PDTX'ler, birincil hasta
tiimor materyalinin bagisiklig1 baskilanmig farelere nakledilmesi ile iiretilmektedir. Boylelikle
PDTX modelleri, fare kdkenli bir tiimor stromasinin kendiliginden gelismesine ve metastaz
olusumunun arastirilmasina olanak tanimaktadir (Hoffman, 2015). Bu nedenle PDTX tabanli
yaklagimlar, tiimoriin ve onun mikro ortaminin bazi kritik yonlerini modellemektedir. Ancak
PDTX'ler hala insana 6zgii bagisiklik bilesenlerinden yoksun, hayvan kullanilmasinin zorunlu
oldugu, hem pahali hem de zaman alict modellerdir (Bleijs ve ark., 2019). Geleneksel kanser
modellerine umut verici bir alternatif olarak, yetiskin kok hiicrelerin (ASC'ler) kiiltiir
ortaminda ¢ogaldig1 ve burada {i¢ boyutlu (3D) organotipik hiicresel yapilara (organoidler)
doniiserek kendiliginden organize oldugu kesfedilmistir. Organoid teknolojisinin temel
unsuru, kiiltiire saglanan dokuya 6zgii bilyiime faktorii karistmidir. ilk organoid model
sisteminde (Lgr5+ bagirsak epitelyal kok hiicrelerinden {retilen fare ince bagirsak
organoidleri) biiylime ortami, Wnt yolu agonisti, LGR5 R-spondin- 1 ligandi, epidermal
biiytime faktorii ve kemik morfogenetik proteinini igermekteydi (Kretzschmar, 2021). Her
kok hiicre tipine, dokusuna ve tiirline 6zel bir biiylime faktorii karisimi tasarlanarak protokol,
diger fare ve insan epitel dokularindan organoid kiiltiirlerinin iiretilmesine olanak verecek

sekilde uyarlanmustir.
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Hastadan elde edilen kanser organoidleri, hem birincil hem de metastatik kanser
dokularindan tiiretilebilirken, normal organoidler ise normal dokudan olusturulabilmektedir.
Gen diizenleme teknikleri kullanilarak, normal organoidler kansere doniistiiriilebilmekte ve
hatta in vitro ortamda malign donilisim gozlemlenebilmektedir. Bu yontemler, genotoksik
bakterilerle etkilesime giren organoidlerde kanserle iliskili genetik 6zelliklerin ortaya
cikmasini saglamistir (Pleguezuelos-Manzano ve ark., 2020). Ote yandan, dogrudan timor
biyopsilerinden elde edilen organoidler, genetik olarak kanser ozelliklerini korurken, tibbi
verilerden modellenmis gorilintiiler biyobankacilik ve ilag taramasi i¢in daha az uygun
olabilmektedir. Ancak, gelecekteki gelismis yontemler, PSC'den (pluripotent kok hiicre)
tiiretilmis organoidlerin daha genis bir kullanim alanina sahip olmasina olanak taniyabilecegi

ongoriilmektedir (Kretzschmar ve Clevers, 2016).

Kanser, kanser siiriiciisii genler olarak adlandirilan somatik mutasyonlarin edinilmesiyle
normal dokudan ¢ok adimli bir siiregte gelismektedir (Kelleci ve ark., 2023; Stratton ve ark.,
2009). Viicudumuzdaki hiicreler, DNA'larina zarar verebilecek farkli endojen veya ekzojen
genotoksik faktorler tarafindan siirekli olarak zorlanmaktadir (Roos ve ark., 2016).
Indiiklenen DNA hasarmin ¢ogu, DNA onarim yollarindan biri tarafindan siirekli olarak
onarilirken, DNA onarim siirecindeki hatalar, diisiik frekansta mutasyonlarin kazanilmasina

neden olabilmektedir (Brégeon ve Doetsch, 2011).

Genotoksik maddelere uzun siire maruz kalmak kanser riskini artirabilmektedir. Hayvan
modelleri, bu tiir maddelerin kanser riskini aragtirmada yaygin olarak kullanilsa da, etkilerini
belirlemek i¢in zor olabilmektedir. Bu nedenle, genotoksik potansiyeli degerlendirmek igin
uzun vadede stabil kalan epitelyal organoid kiiltiirler etkili bir model sistem olarak One
cikmaktadir. Yapilan bir c¢alismada, etil metansiilfonat (EMS), akrilamid (AA) ve 7,12-
dimetilbutilamin (DMBA) gibi genotoksik kimyasallarin fareden tiiretilmis epitelyal
organoidler tizerindeki etkileri test edilmistir. DMBA ile tedavi edilen Trp53 eksikligi olan
fare meme bezi organoidleri, transplantasyon sonrasi tiimor olusturuldu. Ancak normal
Trp53'e sahip organoidler boyle bir gelisim gostermedi. Murin akciger organoidleri, EMS ve
AA'ya maruz kalinca tiimorler gelistirdi. Bu bulgular, organoidlerin kimyasal karsinojenisite
caligmalarinda kullanilabilecegini gostermektedir. Daha ileri iyilestirmeler, insan dokusundan
tiiretilmis organoidlerde genotoksik maddelerin etkilerinin tamamen in vitro olarak

degerlendirilmesi amaglamaktadir (Naruse ve ark., 2020).

Timor hiicreleri, bagisiklik sisteminden kagmak i¢in ¢esitli mekanizmalar

kullanmaktadir. Tiimor oldiiriicti aktivite gosterebilmeleri i¢in yapilan bir ¢alismada tiimor

37



Sirnak University Journal Of Sciences 7: 31-41 (2024) http://dergipark.gov.tr/sufbd

organoidleri ve periferik kan lenfositlerinden olusan ortak bir kiiltiir sistemi gelistirilmistir.
Bu protokol, ii¢ farkli baglamda arastirma arac1 olarak kullanilmay1 hedeflemistir. Ilk olarak,
immiino-onkoloji alaninda yeni ilaglarin etkinligini degerlendirmek i¢in bir yontem olarak
islev gorebilmektir. ikinci olarak, klinik denemelerde istisnai yanitlar gosteren hastalar
iizerine translasyonel c¢alismalar yapmak amaciyla kullanabilmektir. Ugiincii olarak ise,
fizyolojik olarak onemli ortamlarda diren¢ mekanizmalarini belirlemek veya dogrulamak i¢in
uygulayabilmektir. Calismanin sonucu, ¢alismanin periferik kandan tiimor reaktif T hiicreleri
tiretmek i¢in etkili bir yontem oldugunu kanitlamaktadir (Cattaneo ve ark., 2020). Bir baska
yapilan ¢alismada ise bagisikliga en direngli kanser tiirlerinden biri olan pankreas duktal
adenokarsinomu (PDA) ile miicadele i¢in timor mikrogevresindeki immiin infiltrasyonu
tamamen Ozetleyen yeni T hiicre iceren pankreas tiimor organoid modeli gelistirilmistir. Bu
caligmada tiimor organoidleri, PDA tiimoriiniin T hiicreleri infiltrasyonunu taklit ederek
orijinal tlimdriin hem hiicresel hem histolojik yapisin1 korumaktadir. Bu taklit yetenegi tedavi
icin kullanilacak epigenetik ilaglarin kesfini hizlandirabilecegi diistiniilmektedir (Zhou ve
ark., 2023).

3. SONUC VE ONERILER

Organoid arastirmalari, kanser biyolojisi ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde
onemli ilerlemeler kaydetmistir. Organoidlerin, hastalik 6zelliklerini ve tiimdr heterojenligini
in vitro olarak basarili bir sekilde modelleyebilme yetenekleri, onlar1 hem temel arastirmalar
hem de klinik uygulamalar i¢in degerli kilmaktadir. Tiimdr organoidleri, kanserin farkl
molekiiler alt tiplerini temsil edebilme ve kanser ig¢indeki klonal dinamikleri inceleyebilme
kapasitesi sayesinde, kanser tedavisinde kisisellestirilmis yaklasimlar gelistirilmesine olanak
tanimaktadir. Organoid modellerinin gelistirilmesi, 6zellikle immiinoterapi ve genetik
aragtirmalar igin yeni kapilar agmigtir. Ornegin, farkli organlardan tiiretilmis organoidler,
genotoksik faktorlerin kanser gelisimi tizerindeki etkilerini inceleme ve kanser siiriiciisii
genlerin mutasyonlarini modelleme konularinda 6nemli bulgular saglamistir. Ayrica,
hIPSC’den (insan indiiklenmis pluripotent kok hiicreler) tiiretilmis organoidlerin kullanimu,
otizm ve mikrosefali gibi nérolojik hastaliklarin mekanizmalarinin anlagilmasina da katkida
bulunmustur. Gelecekteki caligmalar, bu modellerin daha da iyilestirilmesi ve yaygin
kullanimiyla, kanser biyolojisi ve tedavisinde daha etkili ve kisisellestirilmis yaklagimlarin
gelistirilmesine katkida bulunacaktir. Elde edilen bulgular, organoidlerin (PDO) geleneksel
PDTX modellerine gére birgok avantaja sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle PDO'larin

tiiretildikleri timorlerin molekiiler 6zelliklerini koruyarak, bireysel diizeyde tedavi yanitlarini
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degerlendirme imkani sunmalari, kisisellestirilmis tip alaninda 6nemli bir gelismedir. Ancak,
organoidlerin stromal hiicreleri uzun siireli kiiltiirde kaybetmeleri ve organ spesifik ECM
eksikligi gibi sinirlamalari, bu modellerin kullanimi iizerinde 6nemli etkiler yaratmaktadir.
Organoid modelleri hala tam anlamiyla tiim6ér mikro ¢evresini (TME) yeniden
olusturamamaktadir. Bu, kanserle iligskili immiinolojik yanitlarin incelenmesini
zorlagtirabilmektedir. Ayrica, bazi kanser alt tipleri i¢in organoid tiiretme oranlarinin diisiik
olmasi, bu modellerin genis ¢apli kullanimini kisitlayabilmektedir. Bu siirlamalara ragmen,
organoid teknolojisinin gelisimi, kanser biyolojisi ve tedavi yontemlerinin ilerlemesinde
devrim niteliginde bir potansiyele sahiptir. Gelecekteki arastirmalar, organoid modellerinin
daha da iyilestirilmesi ve TME'nin daha iyi taklit edilmesi iizerine odaklanmalidir. Ozellikle,
immiinoterapi ve gen diizenleme teknolojileri ile kombinasyon halinde organoidlerin
kullanimi, daha etkili ve kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine katkida
bulunabilir. Ayrica, genotoksik faktorlerin kanser gelisimi tizerindeki etkilerini anlamak igin

daha genis capli ¢aligmalar yapilmalidir.
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