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OZET

Yeni ila¢ molekiillerinin ve kimyasallarin insanlar iizerinde ortaya ¢ikartabilecegi potansiyel toksik etkilerin belirlenebilmesi
amaciyla gesitli galismalar yapilmaktadir. Kimyasallar genellikle hayvanlara veya in vitro hiicre kiiltiirlerine uygulanmaktadir.
Ancak bu modeller metabolizmadaki farkliliklardan dolay: insanlarda ortaya ¢ikabilecek muhtemel toksik etkileri tam olarak
yansitamamaktadir. Bu nedenle insan kok hiicrelerine dayali in vitro modellerin toksikoloji aragtirmalarinda yeni bir alternatif
olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Kok hiicreler giiniimiizde ilag/toksisite taramalarinda, hastalik yolaklariin
arastirilmas1 ve gelisimsel toksisite gibi mekanistik calismalarda kullanilmaktadir. Indiiklenmis pluripotent kok hiicreleri
(iPSC) farklilagmus, olgun ve 6zellesmis hiicrelerden pluripotensi genlerinin maniiplasyonu ile elde edilebilmektedir. Bu sayede
kisinin genetik yapisi yansitilabildigi gibi cevresel maruziyetin neden oldugu toksisite diizeyleri de belirlenebilmektedir. insan
embriyonik kdk hiicreleri (hESC) ve iPSC’lerin genomik, proteomik, transkripteomik ve metabolomik kaliplar1 kapsamli olarak
cikartilarak, hastalik ve toksisite durumlarinin ortaya ¢ikmasina neden olan yolaklarn aydinlatilmasi saglanabilmektedir. Her ne
kadar teknolojik zorluklar ve etik engeller yaygin kullanimlarim 6niine gecse de ilag kesiflerinde ve toksisite ¢aligmalarinda insan
kok hiicre temelli sistemlerden faydalanilmasinin maliyet ve deney hayvami kullanimimmin azaltilmasina, daha giivenli
kisisellestirilmig ilaglarin {iretilmesine ve ¢evresel toksikanlar i¢in daha dogru risk degerlendirmelerinin yapilmasina olanak
saglayabilecegi diistiniilmektedir. Bu derlemede insan kok hiicre temelli sistemlerin noérotoksisite, hepatotoksisite,
kardiyotoksisite, embriyotoksisite gibi toksikoloji ¢aligmalarindaki kullanimlarindan bahsedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Embriyonik kok hiicreler, Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler, Kok hiicreler, Toksisite testleri
THE USE OF STEM CELLS IN TOXICOLOGY STUDIES

ABSTRACT

Several studies have been conducted to determine the potential toxic effects of new drug molecules and chemicals on humans.
The chemicals are generally applied to animals or in vitro cell cultures. However, due to the differences in metabolism, these
models can not show the possible effects of chemicals on human completely. Therefore it is thought that in vitro models based
on human stem cells could be used as a new alternative in toxicology studies. Stem cells are currently being used in drug/toxicity
screening studies, mechanical studies such as developmental toxicity and in the investigation of disease pathways. Induced
pluripotent stem cells (iPSC) can be obtained by manipulation of pluripotency genes from differentiated, mature and specialized
cells. Thus the toxicity caused by environmental exposure can be determined, as well as effecting the genetic structure of the
individual. Pathways underlying disease and toxicity conditions can be illuminated by identifying genomic, proteomic,
transcriptomic and metabolomic patterns of human embryonic stem cells (hESC) and iPSC extensively. Although technological
challenges and ethical restrictions prevent common use, the use of human stem cell-based systems in drug discovery and
toxicity studies allows reducing cost and experimental animal use, making safer personalized medicine and more accurate risk
assessments for environmental toxicants.In this review, the use of human stem cell based systems in toxicology studies such as
neurotoxicity, hepatotoxicity, cardiotoxicity, embryotoxicity has been mentioned.
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1. GIRIS

Insanlar yasamlar1 boyunca ilaglar, gida katki maddeleri, pestisitler, endiistriyel kimyasallar gibi birgok
ksenobiyotigin yani sira ultraviyole 1sinlar ve radyasyon gibi fiziksel etkenlere maruz kalmaktadirlar.
Bu etkenlerin insan viicudunda olusturabilecegi potansiyel toksik etkilerin belirlenebilmesi amaciyla
cesitli caligmalar yapilmakta, bu amagla in vivo ve in vitro test sistemleri kullanilmaktadir. Toksisite
caligmalariin yiiriitiilebilmesi i¢in ¢ok sayida hayvan gerekmektedir. Son yillarda deney hayvanlarinin
kullanim1 hayvan refahi, maliyet ve insana 6zgii farmakolojik-toksikolojik etkilerin tamaminin
goriilememesi gibi nedenlerden dolay1 kisitlanmaktadir. Diger bir segenek olan in vitro insan ve hayvan
kokenli hiicre kiiltiirleri de insan fizyolojisini tam olarak yansitmadigindan yeni ydntemler
arastirilmaktadir. Insan kék hiicre temelli sistemlerin deney hayvani ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarina
alternatif olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Kok hiicreler, kendilerine 6zgii yenileme ve viicutta birgok farkli hiicreye gelisebilme potansiyelleri
sayesinde bilimsel arastirmalarda ve tipta biiylk gelecek vaadetmektedir. Kok hiicreler
kardiyomiyositler, hepatositler, sinir hiicreleri, kas hiicreleri gibi bir¢gok hiicre tiiriine
farklilasabilmektedirler. Farklilagma potansiyellerine gore unipotent, multipotent, pluripotent ve
totipotent olarak gruplandirilmaktadirlar [1]. Genel olarak embriyonik olan ve embriyonik olmayan kok
hiicreler seklinde ikiye ayrilirlar. Blastositin i¢ hiicre kiitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler
(ESC’ler) ii¢ farkli embriyonik tabakadan (endoderm, mezoderm, ektoderm) kdken alan farkl: hiicrelere
doniisebilme potansiyeli yani pluripotens 6zellik gostermekte ve sinirsiz olarak yenilenebilmektedir
(Sekil 1). Endodermden akciger, karaciger, tiroid hiicreleri vb hiicreler; mezodermden kirmizi kan
hiicreleri, kardiyomiyositler, bobrek hiicreleri vb hiicreler, ekzodermden ise deri ve noral hiicreler gibi
hiicreler olusabilmektedir. ESC’ler bu o6zellikleri sayesinde prenatal gelisimsel toksikoloji
caligmalarinda kullanilirken, embriyonik olmayan kok hiicreler hedef organ toksisitesi ve hastalik
modelleme ¢alismalarinda tercih edilmektedir [2].
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Sekil 1. ESC’lerin elde edilmesi ve ¢esitli hiicre tiplerine farklilagmasi

Gilinlimiizde hESC’ler hastalik modellemelerinde, rejeneratif tipta, ilag gelistirme ve toksisite
aragtirmalarinda dnemli bir potansiyele sahip olsa da gerek teknik zorluklar gerekse etik nedenlerden
dolay1 kullanimlar1 kisithidir. Bu nedenle embriyonik olmayan iPSC’ler iyi bir alternatif olarak tercih
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edilmektedir. iPSC’ler ilk kez Gurdon ve Yamanaka tarafindan erigskin somatik hiicrelerin yeniden
programlanmasiyla elde edilmistir. Pluripotens ile iliskili dort transkripsiyon faktorii (Oct4, Sox2, K14
ve c-Myc) kullanilarak yetiskin fare fibroblastlar1 yeniden programlandirilmis ve iPSC’ler
olusturulmustur [3]. Bu basarilar1 neticesinde iki bilim adami 2012 Nobel Fizyoloji/T1p Odiilii’nii
almistir. Farklilagsmus, olgun ve 6zellesmis somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi pluripotensi
genlerinin maniiplasyonu ile saglanmaktadir [4]. Hasta bireylerden elde edilen iPSC’lerin hastaliklarin
patoloji mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda
iPSC’ler hastalik modellemelerinde ve hastaliga 0zgli biyogostergelerin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bir¢ok durumda insan kok hiicre kiiltiirleri hayvan modellerine gore insan
patolojilerini daha iyi yansitmaktadir. Fare ve insanlarin biiyilk oranda genetik benzerligine karsin
fizyolojik farkliliklar hastalik siirecinde de farkliliklara neden olmaktadir. Baz1 durumlarda genetik
bozuklugun neden oldugu patoloji hayvanlarda gelismemektedir. Boyle durumlarda insanlarda hastaliga
0zgii kok hiicrelerin kiiltlir edilmesi ile hastaligin gelisimi mekanistik yonden incelenebilmekte ve ayni
hastaligin seyrinde bireyler arasindaki farkliliklar degerlendirilebilmektedir.

2. TOKSISITE CALISMALARINDA KOK HUCRELER
2.1. Norotoksisite Calismalarinda Kok Hiicreler

Sinir sistemi merkezi ve gevresel sinir sistemi olmak tizere iki gruba ayrilir. Merkezi sinir sistemi beyin
ve omurilikten olugurken, ¢evresel sinir sistemi ganglia ve periferal sinirlerden olugsmaktadir. Noronlar
ve noroglia hiicreleri sinir sisteminde bulunan iki temel hiicre tipidir. ESC’ler ve iPSC’lerin fonksiyonel
noron ve noroglia hiicrelerine farklilagabilme potansiyellerinin oldugu bilinmektedir [5]. Giiniimiizde
cevresel ve farmakolojik toksisite arastirmalarinda insan néroblastom hiicre hatti (SH-SY5Y), fare
noroblastom hiicre hatti (N2A), sican feokromasitoma hiicre hatti (PC-12) gibi immortalize edilmis
hiicre hatlar1 kullanilsa da bilimsel ¢evreler bu tiir hiicre hatlarinin néronlarin fenotipik 6zelliklerini tam
olarak yansitmadigi konusunda fikir birligi igerisindedir [6-8]. Kok hiicreler araciligiyla beynin
igerisindeki fonksiyonel ortami taklit etmek ve biyokimyasal/ndrofizyolojik degiskenleri test etmek
miimkiin olabilmektedir. Bu durumun Oncelikli olarak norolojik mekanizmalar1 net olarak
anlagilamamis olan alzheimer, parkinson hastaliklar1 olmak tizere huntington hastaligi, amyotrofik
lateral skleroz (ALS) gibi noérodejeneratif hastaliklarla ilgili arastirmalarda faydali olabilecegi
diisiiniilmektedir. Spinal miiskiiler atrofi, sizofreni, ailesel disotonomi, Friederich ataksisi gibi
hastaliklardan elde edilen iPCS hatlarinin patogenez ve ilag aragtirmalarinda kullanildigina dair
caligmalar bulunmaktadir [9-12]. ALS hastaliginda in vitro model olarak fare ESC’lerinden
farklilagtirllmis motor noéron hiicreleri incelenmistir [13]. Otizm spektrum bozukluklarindan X-
kromozomuna bagli MeCP-2 mutasyonu sonucu olusan Rett sendromu ile ilgili bir arastirmada yine
iPCS’ler kullanilmistir [14]. Kok hiicre modelleri tizerinde yapilan toksisite arastirmalar1 her ne kadar
cok yeni olsa da insan kordon kanindan elde edilen néral kok hiicreler (HUCB-NSC) kullanilarak
norotoksisite degerlendirmeleri yapilmaktadir. Sonuglarin PC-12 ve serebellar graniil hiicreleri ile
uyumlu oldugu ve HUCB-NSC’nin en az PC-12 kadar hassas oldugu bildirilmistir [15]. iPSC’lerden
elde edilen sinir hiicreleri ile bazi kemoterapoétik ilaglarin periferal néropati olusturma etkisi incelenerek
kok hiicrelerin ilaca bagl farkliliklarin belirlenmesi ve néroprotektif etkinliginin degerlendirilmesi i¢in
iyi bir model olabilecegi vurgulanmustir [16].

hESC’lerden elde edilen 3 boyutlu modeller iizerinde gelisimsel ndrotoksisite ¢aligmalari
yapilabilmektedir [17]. Schwartz ve ark. (2015) hESC’lerden saglanan néral 6ncii hiicreler, endotelyal
hiicreler, mezengimal kok hiicreler ve mikroglia/makrofaj hiicrelerini kullanarak doku miihendisligi ile
in vitro norotoksisite taramalarinda faydalanilmak {izere 3 boyutlu beyin modeli gelistirmistir [18].

Noral gelisim siiresince apoptozis lizerinde etkili olan kimyasallar beyin gelisimi iizerine de etkilidir.

Sinir sisteminde apoptozis sonucu néroprogenitér hiicre havuzu tiikenebilir. Druwe ve ark. (2015)

iPSC’lerden elde edilen noral progenitor hiicrelerde kimyasallar ile indiiklenmis apoptozis tayini

yapmistir [19]. hESC ve iPSC’lerde yapilan elektrofizyolojik calismalar kok hiicrelerin birgok
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Ozellesmis iyon kanalin1 eksprese edebildigini gostermistir [20]. K6k hiicrelerden elde edilen néronlarin
voltaj ve ligand kapili iyon kanallarin1 eksprese edebildigi bulunmustur. Tiim bu 6zelliklerin ilag
gelistirme ve norotoksisite ¢caligmalarinda 6nemli fayda saglayabilecegi distiniilmektedir [21].

2.2. Kardiyotoksisite Caliymalarinda Kok Hiicreler

Kardiyotoksisite piyasaya siiriilen ilaglarin klinik kullanimdan geri ¢ekilmesine neden olabilen 6nemli
bir sorundur. Son yillarda cisaprid, rofekoksib, rosiglitazon, sibutramin vb etken maddeleri i¢eren ilaglar
diinyanin farkli bolgelerinde kardiyak yan etkiler nedeniyle piyasadan ¢ekilmistir [22]. Bu nedenle yeni
kesfedilen ilaclarin kardiyovaskiiler sistem iizerine olusturabilecegi kan basinci degisiklikleri, aritmi,
iskemi gibi yan etkilerin ve kardiyak giivenilirliklerinin degerlendirilebilmesi i¢in ¢esitli 6n ¢aligmalar
yapilmaktadir [23-27]. Purkinje lifleri veya klonlanmis insan iyon kanallarinin kullanildigi in vitro
sistemler ilag aday molekiillerinin insan kardiyomiyositleri fiizerine etkilerini géstermek i¢in
kullanilmakta ancak yetersiz kalmaktadir. Yeni kimyasal maddelerin kardiyotoksik etkilerinin taranmas1
ve insanlarda potansiyel kardiyak giivenlik diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in yeni test sistemlerinin
gelistirilmesi gerekmektedir [28, 29]. Bu amagla insan kardiyomiyosit kiiltiirlerinin iyi bir in vitro model
olabilecegi diisiiniilmektedir [30]. Ancak saglikli donérlerden doku kullaniminin sinirli olmasi primer
kardiyomiyosit kullanimini kisitlamaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1 son yillarda kardiyotoksisite
degerlendirme ¢aligmalarinda in vitro hiPSC kaynakli kardiyomiyositler kullanilmaya baslamistir [31,
32]. hiPSC’ler potansiyel kardiyotoksikanlar ve uzun QT araligina neden olan yeni kimyasal maddelerin
taranmasina olanak saglamaktadir. Ayrica beklenmeyen veya istenmeyen proaritmik ilag etkilerini
azaltmak ve 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir [33, 34].

Fonksiyonel kardiyomiyositler hESC Kkiiltiirlerinden elde edilir [35, 36]. hESC-kardiyomiyositlerin
yapisinda a-kardiyak aktin, atrial miyozin hafif zincir, ventrikiiler miyozin hafif zincir, a-miyozin agir
zincir, atrial natriiiretik peptit, kardiyak troponin T ve kardiyak troponin | gibi ¢ok sayida kardiyomiyosit
proteini bulunmaktadir. Z bantlar1 ve interkale diskler gibi 6zellikleri ile kardiyomiyosit benzeri
morfoloji gostermektedirler. Ayrica kardiyomiyositler gibi daha uzun aksiyon potansiyeli (AP) siiresi
olan ritmik kontraksiyonlar gostermektedirler [37, 38]. hESC-kardiyomiyositler fonksiyonel agidan
primer kardiyomiyositlere benzemektedir. Ancak etik sorunlar nedeniyle hESC-kardiyomiyositlerin,
kardiyomiyosit progenitorlerinin potansiyel kaynaklar1 olarak gelisimi sinirlanmistir. Bazi
aragtirmacilar kemik iligi gibi eriskin dokularindan elde edilen kok hiicrelerin in vitro kardiyomiyosit
prekiirsorii olarak kullaniminin daha uygun oldugu goriisiinii savunmaktadir.

hESC’lerin kardiyak hiicrelere farklilagmasi igin 3 farkli yontem kullanilmaktadir. Bunlar embriyonik
govde (EB) olusumu, endorderm hiicrelerle hESC kaynakli hiicrelerin birlikte {iretilmesi ve spesifik
sinyal faktorleri ile indiiklenen tek katmanli kiltiirde farklilasmadir [39]. hESC-kaynakli
kardiyomiyositlerin, olgun kardiyomiyositlere benzer sekilde birgok ilacin reaktifi oldugu
diistiniilmektedir [40]. Antiaritmik bir ilag olan E-4031 ve sotalol terminal polarizasyonu etkileyerek
AP siiresini uzatir. E-4031, ventrikiil benzeri hESC kaynakli kardiyak yapilarda AP uzamasi ve erken-
ard-depolarizasyonuna neden olur. Sonrasinda triangiilasyon ve kisa siireli degisiklik (STV) degerleri
artar. E-4031 tedavisinin ADP uzamasina etkisi degerlendirildiginde tavsan purjinke liflerinin hESC
kaynakli kardiyomiyositlerden daha etkili oldugu bildirilmistir. Ancak tedaviden sonra triangiilasyon ve
STV degerlerinin her iki grupta da karsilastirilabilir diizeyde oldugu gorilmiistiir [41].

Eriskin dokusu kaynakli murin iligi kiiltiirleri, kardiyomiyosit farklilagsmasini uyarmak amactyla 5-
azasitidin ile tedavi edilmistir [42,43]. Histon degistirici bir kemoterapotik olan S-azasitidin tedavisi
sonucunda ¢ok sayida miyotiip olusmus, Kkardiyak aktin, miyosin ve kardiyomiyosit spesifik
transkripsiyon faktorleri gibi kardiyomiyosit gostergeleri eksprese edilmistir. Elde edilen bu yapilar
kardiyomiyositlere fonksiyonel olarak benzer o6zellikler gostermistir. Ayrica bu kiiltiirlerin kalbe
yerlestirilmesinin ardindan in situ kardiyomiyojenik farklilasmaya ugradiklar1 gosterilmistir [44,45].
Kiiltiirlerin in vitro genisleme yetenegi sayesinde kardiyomiyosit progenitdr iiretimi i¢in sinirsiz bir
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kaynak olusturulabilecegi bildirilmistir. Bu sayede yeni kimyasal maddelerin insan eter-a-go-go’yla
baglantili gen (RERG), potasyum (K*), sodyum (Na*) ve kalsiyum (Ca?*) gibi kardiyak iyon kanallari,
elektrik aktivitesi, Ca** homeostazi ve kontraktilitesi iizerine etkilerinin 6lgiilebilecegi ve potansiyel
kardiyak elektrofizyolojik etkiler ile ilgili olarak degerlendirme yapilabilecegi diisiiniilmektedir.
Boylece yeni kimyasal maddelerin kesfinde ve pre-klinik ¢aligmalar sirasinda kolaylik saglanabilecegi
ongorilmektedir [46, 47].

Doksorubisinin kardiyotoksisite potansiyelini aragtirmak ve molekiiler mekanizmasini aydinlatmak
amaciyla hiPSC-kardiyomiyositler kullanilarak yiiriitiilen bir ¢alismada ilacin, intraseliiler doza bagimli
Ca?" konsantrasyonunda artis, mitokondriyal disfonksiyon, reaktif oksijen tiirleri iiretimi, apoptotik ve
nekrotik hiicre oOliimiinde artig gibi birgok etkiye neden oldugu gosterilmistir [48]. hiPSC-
kardiyomiyositlerin ekstraseliiler alan potansiyeli analizlerinde ve tiirev alan potansiyel siiresi (FPD)
degerlerinin elde edilmesinde doza bagimli yanitlar olusturdugu goriilmiistiir. QT araligia etkileri
bilinen ilaglarin serum seviyelerinin hiPSC-kardiyomiyosit FPD uzamalari ile ortiistiigi bildirilmistir.
Bu nedenle yeni ilag aday molekiillerinin kardiyak giivenilirliginin belirlenmesinde hESC-kardiyomiyosit
FDP uzamasi verilerinin kullanilabilecegi bildirilmektedir [49]. hiPSC-kardiyomiyositlerin video
mikroskopisi ve goriintii analizi temeline dayanan non-invaziv bir yontem ile yeni ilag molekiillerinin
kardiyotoksik potansiyellerinin belirlenmesinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu yontemle kalp
atim sikligi, atim siresi, atimlar arasi degisimler, nabiz gibi gostergeler otomatik olarak
oOlglilebilmektedir [50]. Liang ve ark., saglikli ve hasta bireylerin kardiyotoksik ilaglara karsi
duyarlililigini  incelemistir. Hastaliga 06zgii hiPSC-kardiyomiyositlerin advers ilag cevaplarin
degerlendirmede standart hERG gen testinden veya kontrol hiPSC-kardiyomiyosit/hESC-
kardiyomiyosit tarama analizlerinden daha dogru sonuglar ortaya ¢ikarttigi bildirilmistir [51].

hiPSC’lerden farklilasan kardiyomiyositlerin morfoloji, gen ekspresyon ve elektrofizyolojik 6zellikler
bakimimdan hESC’lere benzedigi bildirilmistir. hiPSC-kaynakli kardiyak hiicrelerde, hESC-kaynakli
kardiyomiyositlere gore, Ca?* sinyalinin daha yiiksek maturasyon derecesi gosterdigi goriilmiistiir [52].
Kontraktilite ve atim siklig1 degerlendirildiginde kardiyoaktif ilaglarin hem hiPSC hem de hESC-
kaynakli kardiyomiyositler lizerinde ayni etkiyi olusturdugu bildirilmistir [53]. E-4031, isoprenalin,
kinidin ve haloperidolun kardiyotoksisitesinin degerlendirilmesi amaciyla hESC ve hiPSC
kardiyomiyositler karsilagtirilmis ve her iki tiir kardiyomiyositin de kullanilabilecegi kanisina
varilmigtir [54]. hESC kaynakli kardiyomiyositlerin, birgok iyon kanalinin farmakolojik blokajina karsi
¢ok duyarli oldugu, bu durumun da AP degisikliklerine yol agabilecegi bildirilmistir [55]. Sonug olarak
hem hiPSC hem de hESC kaynakli kardiyomiyositlerin kardiyotoksisite ¢aligmalarinin da dahil oldugu
bir¢ok arastirma igin umut olabilecegi diisliniilmektedir.

2.3. Hepatotoksisite Cahsmalarinda Kok Hiicreler

Mlaglar ile indiiklenen hepatotoksisite hem yeni ilag aday molekiillerinin, hem de piyasadaki ilaglarin
geri ¢ekilmesine neden olabilecek temel sorunlardan biri olmakla birlikte akut karaciger hasar1 ve hatta
karaciger nakli ile sonuglanan ciddi problemlere yol agabilmektedir [56-58]. Son yillarda beklobrat,
ketokonazol, nevirapin, nefazodon, sitaksentan sodyum vb etken maddeleri igeren ilaglar diinyanin
farkl1 bolgelerinde karacigere bagl yan etkiler nedeniyle piyasadan ¢ekilmistir [22].

Karaciger hasar1 ilag veya metabolitlerinin tetiklemesiyle olusan immun reaksiyonlar ve reaktif
metabolitlerin yol agtigi hiicre stresi nedeniyle olusabilmektedir. Reaktif bilegikler etkilerini glutatyon
havuzunu tiiketme; DNA, RNA, protein, lipid ve enzimlere baglanma seklinde gostermektedir. Bu siireg
genellikle apoptotik veya nekrotik hiicre 6liimiiyle sonuglanmaktadir [59].

Izole edilen primer insan hepatositleri (PIH) ilag metabolizmasi ve hepatotoksisite ¢alismalar i¢in en
uygun in vitro hiicre modellerinden biridir. Metabolizasyondan sorumlu enzimleri yiiksek diizeyde
cksprese etmektedirler. Bu nedenle metabolizasyonla iligkili toksisitenin aydinlatilmasinda ve ilag
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metabolizma yolaklarinin degerlendirildigi molekiiler genetik caligmalarinda kullanilmaktadirlar [60,
61]. Ayrica hiicre canlilig, toksik ilag metabolitlerinin olusumu, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
biliyer tagima sisteminin inhibisyonu gibi ilaglarin indiikledigi karaciger hasarina neden olabilecek
etkenlerin arastirllmasinda kullanilabilmektedirler. Ancak in vitro proliferasyon kapasitelerinin sinirlt
olmasi nedeniyle standart hepatotoksisite testlerinde kullanimlart kisithidir [62].

Temel ve klinik ilag aragtirmalarinda insan hepatositlerinin siklikla kullanimi bu hiicrelerin iiretiminin
artmasmna neden olmustur. Insan hepatositleri icin insan karacierinden baska kaynaklar da
bulunmaktadir. Fetal karacigerinin yani sira pankreas, kemik iligi, kan sistemi kok hiicreleri, ESC gibi
karaciger dis1 kaynaklardan da hepatosit benzeri hiicreler elde edilebilmektedir [63-65]. hESC’lerin
hepatosit farklilasmas1 genellikle 3 temel basamaktan olusur. Siireg, hESC’lerin kesin endoderm
hiicrelerine farklilagmasi ile baslar, hepatik progenitor hiicrelere doniigsmesi ile devam eder ve hepatosit
benzeri hiicrelere olgunlasmasi ile sonlanir [66].

Pre-klinik dénemde ilag adaylarinin karaciger iizerine olusturdugu olumsuz etkilerin degerlendirilmesi
oldukca 6nemlidir. Son yillarda deney hayvani kullaniminin azalmasiyla birlikte hepatotoksisitenin
degerlendirilmesinde kok hiicre kaynakl1 hepatosit kullanimi artmistir [67-69]. Ilag aday molekiillerinin
hepatotoksisitelerinin erken evrede degerlendirilmesi igin ticari ve hESC’den elde edilen saf (>98)
hepatositlerin karsilagtirildigi bir ¢alismada hESC’den elde edilen hepatositlerin in vitro hepatotoksisite
testleri i¢in uygun bir kaynak oldugu bildirilmistir [70].

Sirenko ve ark., toksisite mekanizmasi bilinen 240 bilesigin hiicre canliligi, sekli, ortalama ve entegre
hiicre alani, mitokondriyal membran potansiyeli, fosfolipid birikimi ve apoptoz flizerine etkileri
degerlendirmistir. hiPSC-kaynakli hepatosit modelinin ilag ve diger kimyasallarin giivenlik
degerlendirmesini kolaylagtirabilecegi ve toksisite mekanizmalar1 hakkinda dogru bilgiler verebilecegi
sonucuna ulagilmistir [71]. hiPSC’ler birgok sitokrom (CYP) P450 genini eksprese etmektedir. hiPSC-
kaynakli hepatosit benzeri hiicrelerin, ilaglarin metabolizmasinda goérev alan Faz I ve Faz Il enzimlerinin
indiiksiyon ve inhibisyon profillerinin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [72, 73].
Ayrica bu hiicrelerin ilaca bagli hepatotoksik immiinolojik olaylar1 degerlendirmek i¢in kullanilabilecegi
bildirilmistir. Hiicrelerde asetaminofen tedavisi inflamatuvar sitokin seviyesini arttirirken, asetaminofen
uygulanan hiicrelerin oldugu ortamda kiiltiire edilen immun hiicre hatlarinin (Jurkat, THP-1, NK92MI)
aktive oldugu goriilmiistiir. Hepatotoksisitesi nedeniyle piyasadan g¢ekilen troglitazon uygulandiginda
da proinflamatuvar sitokinlerin ve immun hiicre aktivasyonunun arttigi goriilmiistiir [74].

PiH ile hiPSC-kaynakli hepatosit benzeri hiicrelerin CYP3A4 aktiviteleri karsilastirildiginda farkli
sonuglar yaymlanmistir. Basma ve ark. PiH’lerin 3 kat daha fazla CYP3A4 transkript diizeyi
gosterdigini [75], diger arastirmacilar ise transkripsiyonun 1000 kattan daha fazla oldugunu
bildirmislerdir [76, 77]. Rambhatla ve ark. CYP1A2 aktivitesinin, PiH ile karsilastirilabilir oldugunu
gostermislerdir [78]. HepG2 hiicrelerle kiyaslandiginda ise hiPSC-kaynakli hepatosit benzeri hiicrelerin
CYP1A ile fenasetin metabolizasyonunun daha yiiksek oldugu goriilmiistir [76]. PIH ile
kiyaslandiginda HepG2 hiicrelerin ise yaklasik 100 kat fazla CyplA2 aktivitesi olusturdugu
bildirilmistir [79]. hiPSC-kaynakl1 hepatosit benzeri hiicrelerde GST1A-1 bulunurken, GSTM-1 diisiik
diizeyde eksprese olmus, GSTP-1 ekspresyonu ise saptanamamustir. 1-kloro-2,4-dinitrobenzen ile
olciilen GST aktivitesi HepG2’den oldukca fazla, PiH’lerle ise kiyaslanabilir diizeyde oldugu
gosterilmistir [80]. Farklilasmaya basladiktan sonra hepatosit benzeri hiicrelerden alfa-1-antitripsin
(AAT) salinimu yaklasik 6 kat artmistir ancak hem albumin hem de AAT salimminin PiH'lere kiyasla
diisiik oldugu bildirilmistir [81]. hiPSC-kaynakli hepatosit benzeri hiicrelerin ilaglarin indiikledigi
immun aracili hepatotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in uygun bir in vitro model oldugu bildirilmistir.
Olgun karaciger fonksiyonlarmin gozlenmesi, bu hiicrelerin toksikoloji ve ila¢ metabolizmasi
caligmalarinin yan1 sira karacigere bagli hastaliklarin tedavisinde de yol gosterici olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
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2.4. Embriyotoksisite Calismalarinda Kok Hiicreler

Kok hiicrelerin toksikoloji testlerinde kullanimu ile ilgili bir diger alan embriyotoksisite ve embriyo
gelisimi degerlendirmeleridir [82]. Embriyo ya da fetiis gelisiminin karmasik yapisi ve gebelik sirasinda
anne ile fetiis arasindaki karmagik etkilesimlerden dolayr var olan cesitli bilesiklerin teratojenite
potansiyelleri belirlerken hizli sonug alabilmek, maliyeti diisiirmek ve en 6nemlisi de hayvan tiiketimini
azaltmak amaciyla bazi in vitro teknikler gelistirilmistir. hESC’lerin deneysel amagli kullanimindaki
etik engeller nedeniyle fare embriyonik kok hiicre testi (Embryonic Stem Cell Test - EST) uygun olarak
kullanilabilecek in vitro testlerden biridir. Embriyotoksisite testinde en dnemli faktér ESC’lerin in vivo
erken donem embriyonik gelisimi taklit etmeleri ve dokuya 0zgii ekspresyon profillerine sahip
olmalaridir [83]. Ureme ve gelisimsel toksisite degerlendirmesi igin gelistirilen EST, Avrupa Alternatif
Metodlar1 Degerlendirme Merkezi (European Centre for the Validation of Alternatif Methods -
ECVAM) tarafindan giivenilirligi resmi olarak kabul edilmis bir yontemdir [84]. EST ilk olarak Horst
Spielman ve ark. tarafindan 1997°de fare embriyo hiicreleri iizerinde gelistirilmistir [85]. Fare EST
yonteminin prensibi ii¢ toksikolojik son noktanin degerlendirilmesine dayanmaktadir. Bunlar: 1-
Farklilasmis hiicreleri temsil eden 3T3 fibroblastlarin biiylimesinin inhibisyonunun veya diger bir
ifadeyle sitotoksisitelerinin degerlendirilmesi; 2- Maruziyetten 10 giin sonra farklilasmamis embriyonik
hiicrelerin ~ sitotoksisitelerinin ~ degerlendirilmesidir. ~ Sitotoksisite degerlendirmesinde  3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid (MTT) yontemi kullanilir. Bu kimyasal canli hiicrelere
aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan mavi-mor renkli,
suda ¢odziinmeyen formazana indirgenir. Olusan renk spektrofotometrik olarak olgiilerek bulunan
degerler yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilir. 3- Maruziyetten 10 giin sonra embriyonik hiicrelerin
kalp kas1 onciilleri olan myoblastlara farklilagsmasinin inhibisyonunun degerlendirilmesidir [86]. EST
ile Birlesik Devletler Teratoloji Dernegi tarafindan yayinlanmis bir listeden segilen embriyotoksik etkili
20 kimyasal referans alinarak, potansiyel toksik etkili olabilecek maddeler zayif, gii¢lii ve embriyotoksik
olmayan olarak ii¢ sinif altinda kategorize edilmektedir [87]. EST yonteminde kimyasal maruziyetinin
hiicre farklilagmasi ile ilgili genlerin ifadelerini ne tiirlii etkileyebileceginin aragtirilmasi toksikolojik
son nokta ile ilgili yeni molekiiler yaklasimlardandir [88].

Gilintimiizde EST birgok tiirde maddenin embriyotoksik etkisinin arastirilmasinda kullanilmaktadir.
Zhou ve ark. endokrin bozucu kimyasallardan perflorooktan sulfonat, perflorooktanoik asit ve bisfenol
A’nin gelisimsel toksik etkisini EST yontemi ile degerlendirmistir [89]. Bir diger ¢alismada petrol tiirevi
baz1 bilesiklerinin in vitro toksik etkileri EST gerg¢eklestirilerek daha 6nceden yaymlanmis in vivo deney
verileri ile karsilagtirilmistir. Petrol tiirevi bilesiklerin ES-D3 hiicrelerinin kardiyomyositlere
farklilasmalarinin konsantrasyona bagl engelledikleri bulunmus ve sonuglarin in vivo veriler ile iyi bir
korelasyon gosterdigi vurgulanmustir (R?=0.97) [90]. Dimopoulou ve ark. bazi azol bilesiklerinin
plasentadan gecis oranlarina gore embriyotoksisite testlerine toksikokinetik ve toksikodinamik
yaklagimda bulunmustur. S6z konusu kimyasallarin tamaminin embriyo kiiltiirii testi ve EST yontemi
ile elde edilen potansiyel toksik etkilerinin korelasyonunun iyi oldugunu rapor etmistir (R?=0.67) [91].
In vitro kosullarda karmasik in vivo etkilesimler, maternal farmakokinetik, plasenta bariyeri gibi
karmasik faktorlerin bertaraf edilmesi ayn1 zamanda yontemin dezavantajlari arasinda sayilabilir. Imai
tarafindan 2016 yilinda yiiriitiilen bir ¢alismada embriyonik kok hiicre kiiltiirii ile hepatosit kiiltiirii
birlestirilmis ve hibrit bir sistem olusturulmustur. Bu sayede dis hekimliginde kullanilan bazt monomer
bilesiklerin embriyotoksik etkileri metabolik aktivasyon etkisi dahilinde incelenmistir [92]. Kimyasal
maddelerin cinsiyete 0zgii etkileri erkeklere-duyarli, disilere-duyarli ve her iki cinsiyete de duyarl
seklinde simiflandirilabilmektedir. Embriyonik kok hiicrelerin kromozom karyotiplemesi yapilarak
erkek (XY) ve disi cinsiyetine (XX) bagli embriyotoksik ve ozellikle de gelisimsel etkiler
arastirilabilmektedir [93]. Ayrica embriyotoksisitenin mekanistik yonden arastirilmasinda sinyal
yolaklarinin incelenmesi de yeni bir agilim olarak yerini almistir [94].
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3. SONUC

Kok hiicreler; siirekli boliinebilme, yenilebilme ve farklilagabilme 6zellikleri sayesinde kalp-damar ve
akciger hastaliklari, sinir sistemi hastaliklari, kas ve iskelet sistemi hastaliklari, endokrin sistem
hastaliklar1 gibi durumlarda fonksiyonu azalan, kaybolan veya dlen hiicrelerin yerine saglam hiicre
dokularinin ¢ogaltilarak hastaliklar1 tedavi etmeye yonelik aragtirmalarda kullanilmasiyla 6n plana
¢ikmaktadir. Giliniimiizde tim bu tedavi amaglhi arastirmalarin yanisira kok hiicrelerin hastalik
mekanizmalarinin aydinlatilabilmesinde, ilag gelistirmeye yonelik ¢alismalarda ve kimyasal maddelerin
insan sagligi tizerindeki muhtemel toksik etkilerinin degerlendirilmesinde de énemli bir segenek haline
geldigi goriilmektedir. Kok hiicrelerin toksisite testlerinde kullanilmasina yonelik yaptigimiz literatiir
taramasinda 6zellikle norotoksisite, hepatotoksisite, kardiyotoksisite ve embriyotoksisite gibi sistemik
ve gelisimsel toksisite ¢aligmalarinda insan kok hiicre temelli in vitro yontemlerin yeni bir alternatif
oldugu goriilmektedir. Embriyo, amniyon sivisi, fetiis, gobek kordonu, kordon kani, kemik iligi,
kikirdak, yag doku gibi dokular kok hiicre elde etme kaynaklar1 olarak olarak sayilabilir. Etik sorunlar,
oncelikle insan embriyonik kok hiicreleri olmak iizere, kok hiicrelerin toksikolojik analizlerde
kullanilmasinin 6niindeki en biiyiik engellerden biridir. Diger taraftan son yillarda toksisite testlerinde
hayvan refahi géz Oniinde bulundurularak hayvan kullanimmin kisitlanmasi in vitro yontemlerin
onemini daha da arttirmistir. Sonug¢ olarak kok hiicrelerin toksikolojide kullanilmasi gelecek
vadetmektedir. Ancak diger in vitro ve in vivo yontemlere iyi bir alternatif olabilmesi i¢in daha yeni ve
ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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