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Toksikolojide In Vitro Karaciger Modelleri

In Vitro Liver Models in Toxicology

OZET Karaciger organizmanin temel metabolik islevlerinin gerceklestigi organdir. Birgok kimya-
sal maddenin hepatotoksik oldugu bilinmektedir. Bir kimyasal maddenin in vivo olarak karaciger
hasar1 yapabilme kapasitesi; bu maddenin alimi, biyotransformasyonu ve eliminasyonu sirasinda
gecirdigi bir seri kompleks hiicresel prosese bagldir. Ayrica, karaciger hasar1 yapan pek ¢ok kim-
yasal madde i¢in hayvan modellerinden elde edilen bilgilerin insana tam olarak ekstrapole edilmesi
bazi durumlarda uygun degildir. Bu durumda, in vitro karaciger sistemlerinin potansiyel hepato-
toksik bilesiklerin belirlenmesi ve bunlarin yarattig1 hepatotoksisitenin altinda yatan mekanizma
veya mekanizmalarin aragtirilmasi agisindan daha iyi bir deneysel yaklasimi sagladig: belirtilmek-
tedir. En sik kullanilan in vitro karaciger modelleri arasinda; izole perfiize organ pargalari, karaci-
ger dilimleri, subseliiler fraksiyonlar ve izole ve kiiltiir hepatositler gelmektedir. Son 20-30 yildir
insan veya hayvanlardan elde edilen diferansiye hepatositlerin ve karaciger dilimlerinin hazirlanma
ve kiiltiirlenmeleriyle ilgili cok biiyiik gelismeler saglanmigtir. Ayrica, izole hepatositlerin ilag me-
tabolizmasi ve toksisite caligmalarinda saglayabilecekleri yararlar hakkinda 6nemli aragtirmalar ya-
pilmugstir. Ancak, basta ilag gelistirme galigmalar1 olmak tizere, in vitro ¢aligmalar in vivo ¢aligmalara
heniiz tam bir alternatif degildir. Ayrica, kiiltiir hepatositlerinde gozlenen erken fenotipik degi-
siklikler, diisiik proliferasyon kapasiteleri ve insan hepatositlerinin bulunma zorluklar1 gibi baz s1-
nirlamalar bulunmaktadir. Gelecekte bu caligmalardan beklenen en biiyiik gelisme kiltiir
kosullarinin iyilestirilerek in vivo kosullar: daha iyi taklit edebilmesi ve bu kosullarla daha biiyiik
korelasyon olusturmasidir. Bu ¢caligma kapsaminda, toksikolojide kullanilan in vitro karaciger mo-
dellerinden s6z edilerek, her modelin kullanim kogullari, avantaj ve dezavantajlarinin anlatilmas:
amaglanmigtir.

Anahtar Kelimeler: In vitro teknikler; karaciger; hepatositler; hiicresel yapilar

ABSTRACT Liver is the organ where the basic metabolic functions of the organism is actualized.
Several chemicals are known to be hepatotoxic. The capacity of a chemical to cause liver damage
depends on a series of complex biological processes during its uptake, biotransformation and elimi-
nation. In addition, for several liver damaging chemicals, the extrapolation of information obtained
from animal models to humans is not appropriate in some situations. Under these circumstances,
in vitro liver systems provide a better experimental approach for determining the hepatotoxic sub-
stances and their mechanism/s of hepatotoxicity. The most widely used in vitro liver models are iso-
lated perfused organ parts, liver slices, subcellular fractions and isolated and cultured hepatocytes.
In the last twenty and thirty years, the preparation and culturing of the differentiated hepatocytes
and liver slices obtained from animals and humans have intensively developed. Moreover, impor-
tant research on the advantages of the use of isolated hepatocytes in drug metabolism and toxicity
studies have been performed. However, in vitro studies are not still an alternative to in vivo stud-
ies, particularly in the field of drug development. In addition, the phenotypic changes observed in
cultured hepatocytes, their proliferation capacity and the difficulty in finding human hepatocytes
are still the limitations. In the future, the highly expected development is the recruitment of cul-
ture conditions for these models to highly mimic in vitro conditions and provide high correlations.
In this review, I will mainly focus on in vitro liver models used in toxicology, their utilixation, ad-
vantages and disadvantages.
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I IN VITRO TOKSIKOLOJIK TESTLER

Akut ve kronik toksisite testlerinin amaglari, kim-
yasallarin kisa veya uzun donemde saglik tizerinde
olusturabilecegi tehlikelerin belirlenmesidir. Bu
testler uzun siiredir hayvanlar tizerinde yiiritiil-
mektedir. Son yillarda, gerek hayvan aktivistleri
gerekse hayvan kullaniminda ortaya ¢ikan zorluk-
lar, arastiricilari in vivo yerine in vitro testler kul-
lanmaya yénlendirmistir. In vivo ve in vitro testler
arasinda elde edilen korelasyonun yiiksek olmasi,
in vitro testleri 6zellikle akut sistemik toksisite ta-
yininde kullanilan in vivo testlerin 6nemli alterna-
tifi hiline getirmistir."

Ik kez 1950’1i yillarda in vitro hiicre model-
lerinin akut letaliteyi tayin etmek i¢in in vivo akut
toksisite testlerine alternatif kullanimi baglamigtir.
Son yillarda, laboratuvarlarda kullanilan hayvan sa-
yilarini azaltmak i¢in, in vitro testlerin kullanim-
larinda 6nemli artis gozlenmektedir.® Bu testlere
belirli bir standardizasyon getirilmesi i¢in, Ameri-
kan Cevre Koruma Ajansi (EPA), Ulusal Cevre Sag-
ik Bilimleri Enstitiisii [National Institute of
Environmental Health Sciences (NIEHS)] ve Ulusal
Toksikoloji Programi (NTP) beraberce ¢alismakta-
dir. NIEHS’nin 2001 yilinda yayimladig: “Akut Sis-
temik Toksisitenin Degerlendirilmesi igin In Vitro
Metotlar Uzerine Uluslararasi Galigtay Raporu”,
ozellikle in vitro sitotoksisite testleri ile in vivo le-
talite testleri arasinda biiyiik bir korelasyon oldu-
guna isaret etmistir. Bu raporda, 347 kimyasal
maddenin hem fareler, hem de sicanlara ait med-
yan inhibitor konsantrasyon 50 (ICs,) degerleri ve
medyan letal doz (LDs,) degerleri beraberce ve-
rilmektedir. Bu bilgilerden de in vivo ve in vitro
veriler aras1 korelasyonun biiyiikliigii goriilebil-
mektedir.*

N OLTOR HOCRELERI

Kiiltiir hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro testle-
rin arastiricilara saglayabilecegi avantajlar ve
neden olabilecegi dezavantajlar Sekil 1 ve Sekil
2’de gorilmektedir.>”

Giintimiizde ilkel test ortamlar yerine gelisti-
rilen karmasik test ortamlarinin in vitro testlerin

pek cok toksisite caligmasinda kullanilabilirligini
ve validasyonunu artirdig: goriilmektedir. Olas: ge-
lismelerle in vitro testlerin in vivo testlere alternatif
olmaktan cikip, diizenleyici kuruluglarca onerilen
testler olma yolunda hizla ilerledigi s6ylenebilmek-
tedir.?

I IN VITRO TOKSIKOLOJIDE KARACIGER
HUCRE MODELLERININ ONEMI

Karaciger, temel metabolik islevlerinin gercekles-
tigi organdir. Gorevleri; besin 6gelerinin alimi, bi-
yotransformasyonu, depolanmasi, bunlarin kan ve
safraya salimidir.’

Bir¢ok kimyasalin hepatotoksik oldugu bilin-
mektedir. Bir kimyasalin in vivo olarak karaciger
hasar1 yapabilme kapasitesi; bu maddenin alimi, bi-
yotransformasyonu ve eliminasyonu sirasinda ge-
¢irdigi bir seri kompleks hiicresel prosese baglidur.
Hepatoksik bilesikler makromolekiillerle etkilesip
karaciger yaglanmasiyla baslayan lezyonlarini in-
diikleyebilmektedirler. Bir kimyasalin neden ol-
dugu karaciger hasar1 doku, hiicre ve molekiiler
diizeylerde incelenebilmekte; ancak karaciger
bir¢ok endojen/ekzojen maddenin ve organin et-
kisi altinda oldugundan bu hasarin in vivo olarak
incelenebilmesi zordur. Ayrica, karaciger hasar:
yapan bir¢ok kimyasal i¢in hayvan modellerin-
den elde edilen bilgilerin insana tam olarak eks-
trapole edilmesi bazen uygun olmayabilmektedir.
Bu durumda, in vitro karaciger sistemlerinin po-
tansiyel hepatotoksik bilesiklerin belirlenmesi ve
bunlarin yarattigls hepatotoksisitenin altinda
yatan mekanizma/larin arastirilmasi agisindan
daha iyi bir deneysel yaklagimi sagladig: belirtil-
mektedir.”!?

En sik kullanilan karaciger modelleri arasinda,
izole perfiize organ parcalari, doku dilimleri, subse-
liller fraksiyonlar ve izole ve kiiltiir hepatositler gel-
mektedir. Bunlarin iginde, izole ve kiiltiir hepa-
tositler toksisite caligmalar i¢in en sik kullanilan mo-
dellerdir.’

I IN VITRO KARACIGER HUCRE MODELLERI

In vitro karaciger hiicre modelleri Sekil 3’te goriil-
mektedir.
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Hiicreleri mikroskop altinda incelemek miimkiindiir. Boylece canli hiicrelerde ortaya ¢ikan
degisimler stirekli ve kantitatif olarak belirlenebilir.

Kiiltir insan hiicreleri kullanarak, kullanilan hiicre tipine gore, hiicrenin gereksinim
duydugu biiyime ve ¢ogalma kosullari in vivo kosullardan ¢ok daha cabuk ve zahmetsizce
tespit edilebilir. Onceden belirlenen spesifik veya spesifik olmayan bir son noktaya gore
daha hizli bir sekilde ¢alismalar tamamlanabilir.

Cevresel kosullar degistirilerek, hiicrelerde ortaya ¢ikan degisikler siirekli rapor edilebilir.
Ornegin, ortamin pH's, sicaklig, amino asit ve vitamin konsantrasyonu degistirilerek killtiir
hiicrelerinde ortaya ¢ikabilecek degisiklikler belirlenebilir. Hiicrelerdeki biiyiime, hiicre
sayIsi veya hiicre biiyikliigiiniin artisi seklinde gozlemlenebilir.

100 sigan veya 1000 insan kullanilarak yapilabilecek calismalar 100 hiicre kiiltirii
kullanarak gerceklegtirilebilir. Hayvan veya insanlarin farkli hiicre tiplerinde farkli kimyasal
maddelerle ortaya gikabilecek degisiklikler bdylece daha az maliyet ve zaman harcayarak
yapilabilmis olur.

ilag calismalarinda ilacin hangi etkisi incelenecekse buna gore hiicre tipi segmek
miimkiindiir. Ornegin, ilag metabolizma calismalar icin karaciger hiicre killtiirleri, ilag itrah
¢alismalari igin bobrek hiicre kiiltiirleri veya ilag akiimiilasyon calismalari icin kas hiicre
kiltirleri segilebilir.

SEKIL 1: Killtiir hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro testlerin arastiricilara saglayabilecei avantajlar.

INTAKT SELULER SISTEMLER

izole Perfiize Organlar

[zole perfiize karaciger organ modeli, in vivo mo-
dele en yakin in vitro modeldir. Temel avantajlar
ii¢ boyutlu yapinin korunmasi, safra akiginin ol-
mast, safranin toplanabilmesi ve bunun karaciger-
olarak incelenebilmesidir.

den ayn Ayrica,

hemodinamikle ilgili konularin incelenebilmesini

saglayan tek modeldir. Bu model ilag ve kimyasal-
larla indiiklenen hepatotoksisitenin aragtirilmas:
icin kullanmilmaktadir; fizyolojik temele dayanan
toksikokinetik modelleme agisindan ilgi ¢ekicidir.
Avantajlarina ragmen bu modelle ¢alismak giictiir;
organ biitiinliigiint simirh bir stire korumaktadar.
Ayrica, modelin doz-yanit ¢alismalarina uygun ol-
madig1 diistintilmektedir. Bu model i¢in insan ka-

racigeri bulmak ¢ok zordur.'*"?
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Bazi kiiltiir hiicreleri cok ¢abuk fenotipik degisikliklere ugrayabilirler ve diisiik
proliferasyon kapasiteleri olabilir. Bu durumda in vitro testlerin in vivo test
sonuclarini tam olarak yansitmasi beklenemez.

Bazi hucre tipleri klonal buyume gosteremezler ve ozellikle basit kulttr
ortamlarinda kisa siirede canliliklarini kaybetmeye baglarlar. Bu durumda bu
hucre kulturlerinin kronik toksisite testlerinde kullaniimalari olanaksizdir.

Tarler arasi farkliliklar nedeniyle, bazen kullanilan hayvan hiicre kulturleri
insan hucreleriyle benzer yanit vermezler.

insan hiicre kiiltirlerinin (6rnegin, insan hepatosit kiltirleri) bulunmasi
hayvan hiicre kiiltiirlerine gdre daha zor ve maliyetlidir.

In vitro toksisite testleri icin regiilatér kuruluslar ve bilim cevrelerince
yayinlanan net test prosediirleri heniiz yoktur.

SEKIL 2: Kiltiir hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro testlerin neden olabilecegi dezavantajlar.

Karaciger Dilimleri

Insan karacigerinde kisa dénemli ¢alismalar igin
uygundur. Doku dilim modeli ile doku organizas-
yonunun korunmasi ve hiicre-hiicre ve hiicre-mat-
riks iligkilerinin incelenebilmesi miimkiin olabil-
mektedir; ancak safra akisi tek bagina izleneme-
mektedir. Daha onceleri, doku dilimleri in vitro

toksikolojik model olarak inkiibasyon ortamindan
besin dgelerinin ve oksijenin diigitk alimi nedeni
ile biiytik sinirlamalar varliginda kullanilabilmis-
tir. Son yillarda yeni tasarlanmis doku dilimleyici
cihazlar sayesinde sinirlamalar azalmig, bu modele
ilgi artmistir. Bu yeni cihazlar ile benzer boyutlarda
(~250 mm kalinliginda) doku dilimleri minimum



Pinar ERKEKOGLU ve ark.

J Lit Pharm Sci. 2019;8(1):1-17

intakt Seliiler Sistemler

izole Perfiize Organlar

Karaciger Dilimleri
izole Karaciger Hiicreleri

Karaciger Huicre Hatlar Subseliiler Fraksiyonlar

SEKIL 3: in vitro karaciger hiicre modelleri.

travma ile hazirlanabilmektedir.*!%13-1¢ Doku di-
limleri karaciger fragmanlarinin eldesi veya igne
biyopsileriyle saglanabilmektedir; bu modelde his-
tolojik inceleme yapilabilmektedir. Son ¢aligma-
larda, doku dilimlerinin 2-3 giin aras1 metabolik
olarak aktif kalabilecegi gosterilmigtir; ancak hiicre
canliligs ve doku dilimlerinin iglevsel kapasiteleri
farkli deneysel ortamlarda degisebilmektedir. Doku
dilimlerinin sogukta ve uygun kosullarda saklana-
bilecegi belirtilse de parankimal hiicrelerin dondu-
rulup ¢oziildiikten sonra canliligindaki degisimler
heniiz aydinliga kavugmamigtr.” 3¢

I |ZOLE KARACIGER HUCRELERI

HEPATOSITLERIN iZOLASYONU VE KULTURE
HAZIRLANMASI

Intakt eriskin sican hepatositlerinin elde edilme-
sinde, 1967 yilinda kollajenaz ve hiyaliironidazin
disosiasyon ajanlar1 olarak kullanilmaya baglanil-
mastyla bityiik bir gelisme saglanmigtir.'” 1969 y1-
linda, karacigeri kollajenaz ve hiyaliironidaz ige-
ren, kalsiyum icermeyen Hanks Tamponu i¢inde in
situ olarak perfiize ederek bu teknik gelistirilmis-
tir."® Teknik, 1976 yilinda hem modifiye edilmis
hem basitlestirilmis ve iki basamakli kollajenaz per-
flizyon modeli gelistirilmistir. {1k iki basamak kal-
siyum icermeyen tampon iginde perfiizyon
olayinin gerceklesmesinden ve kollajenaz igeren
kalsiyum-suplemente tamponda sirkiilasyondan
olugsmaktadir. Hepes Tamponu en ¢ok kullanilan

tampondur. i1k perfiizyon desmozomlara ait yaril-
may1 ve karaciger hiicrelerinin ileri dispersiyonunu
saglamaktadir. Enzim ¢o6zeltisine kalsiyumun ka-
tilmas, kollajenaz aktivitesi i¢in gereklidir.”” Metot
yliksek miktarda canli parankimal hiicrenin elde
edilmesini saglamaktadir. Geng sigan karacigerinin
1 g’dan yaklagik 40°10%-60°10° aras: hepatosit elde
edilmekte; canl hiicre sayis1 %85-95 arasinda de-
gismektedir. Elde edilen hiicrelerin yaklagik %5’
nonparankimal hiicredir. Izole hiicrelerin canlili-
ginda belirgin bir kayip olmadan disagregasyondan
once, organlar belirli bir siire hipotermik olarak
prezerve edilebilmektedir.*? Hepatosit subpopu-
lasyonlarini da hazirlamak mtmkiindiir. Temel
kollajenaz metodunu uygulamadan 6nce, perive-
noz veya periportal bolgelere digitonin perfiizyonu
uygulayarak selektif olarak perivenéz veya peri-
portal hepatositler elde edilebilmektedir. Hepatosit
subpopulasyonlar1 ¢okme derecelerine gore, tiim
karacigerden ters akis santrifiijleme ile elde edil-
mektedir. Zenginlestirilmis ¢iftli hepatosit popu-
lasyonlar1 kollajenaz ¢ozeltisine tripsin inhibitorii
gibi farkli eklemeler yapilarak elde edilebilmekte-
dir. Hazirlanan hiicrelerin ~%30’u hepatosittir; bu
say1 ters akis yikayarak ayirma isleminden sonra
%85’e cikmaktadir.?!?

Saflagtirilmamis kollajenaz soliisyonu bagka
proteolitik enzimler de icerebileceginden, paranki-
mal hiicrelerin ylizey 6zelliklerini degistirebilmek-
tedir. Bunu 6nlemek i¢in, kollajenaz kullanmadan
uygulanabilen ayristirma teknikleri gelistirilmeye
calisilmigtir ve enzim bir selatdr ajanla degistiril-
mistir. Kollajenaz-igermeyen perfiizyon siv1 besiye-
rine etilen diamin tetra asetik asit eklenmesiyle de
canli hepatositler elde edilebilmekte; ancak bu du-
rumda elde edilen hepatosit sayis1 azalmakta; ha-
sarli hiicre sayis1 artmaktadir. Hasarli hiicreler
Percoll gradyani kullanarak uzaklastirilabilmekte-
dir. Bu durumda kiiltiir hepatositlerinin islevsel
kapasitelerinin arttig1 belirtilmistir, ancak tam ter-
sini One siiren sonuglar da mevcuttur.”

SICAN DISINDAKi DIGER TURLERDEN
HEPATOSIT HAZIRLANMASI

Iki basamakli kollajenaz perfiizyon protokolii ilk
olarak sican hepatositleri i¢in uygulanmaya bagla-
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mistir; ancak insan hepatositleri dahil diger pek ¢ok
kiigiik tiirtin hepatositlerine de uygulanabilecegi
belirtilmektedir. Canli hepatositler tam karaciger,
lop porsiyonlar1 veya biyopsilerden elde edilebil-
mektedir. Biyopsi 6rneklerinden hazirlanan pa-
rankimal hepatositler ise insan gibi biyik
memelilerden elde edilmektedir.”*

iZOLE HEPATOSITLERIN KARAKTERISTIK OZELLIKLERI

Taze hazirlanmis izole hepatositler, karaciger do-
kusundan ayrilmadan 6nce degisik sinyallere belli
yanitlar vermekteler; ancak dokudan ayrildiktan
sonra bazi fenotipik degisiklikler gostermektedir-
ler. Bu degisikliklere 6rnek olarak sitokrom P450
(CYP450) enzimlerindeki degisiklikler 6rnek veri-
lebilmektedir. Farkli insanlardan elde edilen hepa-
tositlerin farkl seliiler islevleri olabilmektedir. Yas,
seks, karaciger hastaliklar1 ve genetik polimor-
fizmler hepatositlerin metabolik aktivitelerini
onemli 6l¢iide etkilemektedir.!3324

Vons ve ark., disosiasyondan 6nce, 7+2 saat so-
gukta saklanan insan karacigerlerinin gram doku
basina biyopsilerden daha az verim verdigini ve bu
hiicre populasyonlarinin plastige zayif yapistigini
bildirmislerdir. Ayrica, karaciger ayristirmadan
once, hipotermik prezervasyonun siiresi ve tam-
ponla yikama da hiicre verimini etkilemektedir.”®

Izole hepatositlerin siispansiyonda yasamlar
kisadir, islevsel kapasiteleri inkiibasyon i¢in kulla-
nilan siv1 besiyerinin bilesimine baglidir. Eger sican
hepatositleri aljinat boncuklarina tutulursa, bunla-
rin bilirubin konjuge etme yetenekleri 24 saatten
daha fazla olmaktadir.!®?*?¢ Taze izole edilmis
sican hepatositleri 4°C’de, Leibovitz siv1 besiye-
rinde 1-2 giin saklanabilmektedir. Tki giinliik sak-
lamadan sonra sadece Leibovitz siv1 besiyerinde
saklanan hepatositler plastige yapisabilmekte,
kiiltiirde yasayabilmekte, aylarca veya yillarca hi-
potermik olarak veya sogukta ve uygun kosullarda
saklanabilmektedirler. Hepatositlerin seroprezer-
vasyonu i¢in bir¢ok prosediir vardir. Seroprotekta-
nin yapist, konsantrasyonu, sogutma hizi ve tekrar
¢bzme seroprezervasyonu etkileyen en 6nemli fak-
torlerdir.?? Birgok tiiriin parankimal hiicresi don-
durulabilmektedir; ancak bu islemle hiicre canlilig
azalabilmekte ve enzim aktiviteleri degisebilmek-

tedir. Siv1 azotta dondurulup ¢oziilditkten sonra
hticrelerin yaklasik %50’si yapigsma ve kiiltiirde ya-
sama Ozelligine sahip olarak kalmaktadir. Prezer-
vasyon siiresi ¢ok 6nemli bir parametre degildir;
hiicre canlilig1 birkag gtin-4 y1l saklanmis hepato-
sitler arasinda farklilik gostermemektedir. Don-
durma/c6zme igleminden sonra sitozolik Faz II
enzimleri ve protein neosentezinde azalmalar goz-
lenmektedir. Eger ¢oziilmiis sican hepatositleri
sican ilkel safra kesesi hiicreleriyle birlikte kiiltiir-
lenirse, islevsel aktiviteleri taze hepatositlerin farkh
hiicrelerle birlikte kiiltiirlenmesi sonucu olusan
karmagik yapili hiicre kiltiirleriyle hemen hemen

ayn1 héle gelmektedir.”*°

Insan hepatositlerinde daha ileri ¢caligmalara
ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir. Zira hipoter-
mik ve/veya patolojik insan hepatositlerinden elde
edilen sonuglar bireyler arasi biiyiik farkliliklar
gostermektedir. Ayrica, insan hepatositlerinin se-
roprezervasyonu, dondurup/¢éziilmeleri ve kisa
dénemli inkiibasyon gibi konularda daha ileri ¢a-

ligmalar gerekmektedir.?

iZOLE HEPATOSITLERIN KULTURLENMESI

Primer karaciger hiicre kiiltiirlemesinde, bir¢ok so-
runla kargilagilabilmektedir. Bunlara 6rnek olarak;
canliliklarinin kisa stireli olmas: ve ila¢ metabolize
edici enzimlerinde oldugu gibi, karacigerin spesi-
fik islevlerinde kayiplara rastlanmasi verilebilmek-
tedir. Daha uzun zaman canh kalmalarini saglamak
amactyla, kiiltiire parankimal hiicreler eklenme-
lidir.3! Kemirici hepatositlerinde CYP450 kon-
santrasyonlari ilk 24-48 saat aras1 ~%50 oraninda
azalmakta; ancak immiinoreaktif protein miktarin-
daki azalis daha yavas gerceklesmektedir. Steward
ve ark., ilk ii¢ giinde total CYP450 aktivitesinde
%068 azalis oldugunu; ancak 7 CYP450 enzimi i¢in
immiinoreaktif protein azalisinin ayni siirede
%24’te kaldigini belirtmislerdir. Bu sonuglar asil
kaybin CYP450 proteinlerinde degil, CYP450
proteinlerinin yapisinda bulunan “hem pro-
teini’nde oldugunu gostermektedir.’? Ayrica,
CYP450 mRNA’larinin ilk ii¢ giinde biiyitk bir
diisiis gosterdigi belirlenmistir. Insan hepatosit kiil-
tiirlerinde ise mRNAlar bifazik bir yanit olustur-

makta; CYP450 enzimlerinin aktivitesindeki
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diistise paralel olarak hiicrelerin metabolik kapasi-
telerinde de bir azalmaya rastlanilmaktadir. Bir¢ok
immiinoblotlama analizi CYP450 enzimlerinin
bekleme sirasinda farkl sekilde etkilendigini gos-
termistir. Bekledikce CYP450’ lerin fenobarbi-
talle indiiklenmeleri giiclesmektedir.®*** Ayrica,
UDP-glukronoziltransferaz (UGT), sulfotransferaz
(SULT) ve glutatyon S-transferaz (GST) enzimle-
rinde de 6nemli degisiklikler gozlenmistir. Bu tip
spesifik iglevlerde kaybin erken safthada karaciger-
spesifik genlerdeki kayba bagli olarak ortaya ¢ik-
t1g1 belirtilmektedir.*® Albumin ve transferrin gibi
proteinlerde de ilk 24 saat i¢inde 6nemli kayiplara
rastlanilmaktadir.®® Ayrica, kiiltiirdeki sigan hepa-
tositlerinde 2-3 giin i¢inde P-glikoprotein miktar:
ve ¢oklu ilag rezistans geninde 6nemli artislar goz-
lenir ki bu hepatositlerin antikanser ilaglara karg
daha az hassas héle gelmesine neden olmaktadir.
Yine de ilag efluks pompasi ¢aligmaktadir ve bu
doksorubisinin intraseliiler akiimiilasyondaki dii-
siisle gosterilmistir. [zolasyon prosediirii sirasinda
gerceklesen hiicre ekimi veya yapismas: gibi olay-
lar kritik basamaklar1 olusturmaktadir. c-jun, c-fos
gibi erken veya ara gen iriinlerinin olusumu ve
niikleer faktor kappa B'nin aktivasyonu, belirli
mRNA’larin degradasyonu ve traskripsiyonel olay-
larin azalisi hemen hiicre izolasyonundan sonra
baslamaktadir. Bu olaylardan karaciger-spesifik
CYP450’ ler ve siiperoksit dismutaz gibi enzimler
etkilenmektedir.”

HEPATOSIT YASAMA SURELERINi VE FONKSIYONLARINI
ETKILEYEN FAKTORLER

Birgok ¢alismanin sonucunda in vitro olarak selii-
ler iglevleri etkileyen ti¢ farkl faktor oldugu bu-
lunmustur. Bunlar ekzojen ¢oziiniir faktorler,
ekstraseliiler matriks bilesenleri ve hiicre-hiicre in-
teraksiyonlaridir.

i. Ekzojen Coziiniir Faktdrler

Kiiltiir i¢in kullanilan siv1 besiyerine eklenen hor-
monlar, biiytime faktorleri ve eser elementler he-
patositlerin yasama siirelerini ve islevlerini
artirmaktadir. Ayrica, metipiron ve izonikotinamid
gibi ligandlar, fenobarbital gibi indiikleyiciler ve
dimetil siilfoksit (DMSO) gibi ¢oziiciileri kapsayan
nonfizyolojik ¢oziiniir faktérler de etkindir. Bun-

larin i¢inde en etkin olan1 DMSO’dur; maksimum
etkiyi olusturmak i¢in %2 oraninda kiiltiir orta-
mina eklenebilmektedir. DMSO hepatositlerin
dondurulup saklanmasi i¢in de kullanilmaktadir.
Standart kiiltiir ortaminda (6rnegin; mitojenik fak-
torlerin yoklugunda) sican hepatositlerin iiremesi
orta-ge¢ G; fazinda durmaktadir. Ayrica ¢oziiniir
faktorlerin DNA sentezini stimiile ettigi de belir-
tilmektedir.”3

ii. Ekstraseliiler Matriks Bilesenleri

Ekstraseliiler matriks bilesenlerinin karaciger-spe-
sifik iglevler {izerine etkisi genis bir sekilde arasti-
rilmistir ve bir¢ok ekstraseliiler matriks bilegseni
denenmistir. Matriks proteinleriyle kaplanan plas-
tik kutulardaki hepatositlerin yapisma verimi ve
bircok durumda hepatosit yayilmasi artmistir;
ancak bu spesifik iglevlerin kaybini beraberinde ge-
tirmektedir. Ayrica, hepatositler eger matrigel
(fare timor hiicreleri tarafindan salgilanan ve bir
plak {izerine tutturulan jelatin yapidaki protein)
tizerinde veya sandvi¢ icinde kiiltiirlenirlerse, islev
stireleri uzamakta ve bu hiicrelerin globiiler sekil-
lerini korumalarina yardimci olmaktadir. Ayrica bu
durumda, CYP2B1/2nin fenobarbitalle indiiklene-
bilirlikleri ve bunun siiresi artmaktadir. Yine de
matrigel etkilerinin kesin olarak belirlenebilmesi
zordur; zira protein, hormon ve/veya biiyiime fak-
torlerinin kontaminasyonu gerceklesebilmekte-

dil’ 39,40

Sican hepatositleri, 40 giin boyunca daha fazla
albumin salgilamakta; bu etki iki katman Tip I kol-
lajen arasinda olduklarinda artmaktadir ve sandvig
yapinin I-piroline mutlaka gereksinim duydugunu
belirtmistir. Ayrica, sican hepatositlerinde CYP450
enzimlerinin varlig1 ve indiiklenebilirlikleri, yeterli
miktarda matriks bilesenlerinin (6rnegin; laminin,
Tip IV kollejen) varlig: ile dogrudan baglantihidir.*!

fii. Hiicre-Hiicre interaksiyonlar

Diger bir yaklagim hiicre-hiicre interaksiyonlarini
in vitro olarak saglamaktir. Karaciger pek ¢ok
hiicre tipinden olusan bir organ oldugundan, kara-
ciger islevlerini homotipik ve heterotipik interak-
siyonlar etkileyebilmektedir. Saf kiiltiirde hiicreler
tekrar agrege olmakta; ancak birkag saat sonra hiic-
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reler arasindaki gap birlesmeler yok olmaya bas-
lamaktadir. Her ne kadar pek ¢ok islevin gercek-
lesmesi hiicrelerin diisiik/yiiksek dansitesine
bagli olsa da hepatositlerin canliliklar1 ve fenoti-
pik karakterleri farklidir. Bu durum in vitro ola-
rak spesifik islevlerin saglanmasinda homotipik
interaksiyonlarin kritik olmadigina isaret etmek-
tedir.*>*3

Hepatositlerin siniisoidal hiicreler veya insan
fibroblastlariyla birlikte kiiltiirlenmesi, hepatosit-
lerin yasamlar: ve islevlerinde hafif bir iyilesme
saglamaktadir. Hepatositleri diger epitel hiicrelerle
(6rnegin, ilkel safra kesesi hiicreleri ile) birlikte
kiiltiirlemekse, hepatositlerin yagsamlar: ve islevle-
rinde belirgin bir iyilesme saglamakta; 6zellikle Faz
I ve Faz Il enzimlerinin ekspresyonunda ve plazma
protein tiretiminde 6nemli bir iyilesmeyi berabe-
rinde getirmektedir.*>** Sonug olarak, erigkin he-
patositler karmasik/gelismis kiiltiir ortamlarina
birkag hafta siireyle karaciger-spesifik islevleri ger-
ceklestirebilseler de tam anlamiyla in vivo ortami
yansitmalar giictiir. Bazi fenotipik degisimler izo-
lasyon islemi veya hiicre ekiminden hemen sonra
ortaya ¢ikabilmektedir. Bunun nedeni, parankimal
hiicrelerin yeni ¢evrelerine uyum saglamaya calis-
malaridir. >

Hepatik Nonparankimal Hiicrelerin izolasyonu ve
Kiilttirlenmesi

Kupffer hiicreleri ve endotel hiicreler kollajenaz-
pronaz metoduyla elde edilip, yikanarak ayrilabil-
mektedirler. Her ne kadar karaciger endotel
hiicrelerinin elde edilmesi ve kiiltiirlenmesi zor
olsa da giintimiizde belli bir derecede bunun basa-
rildigini gosteren yayinlar mevcuttur. Ayrica, Stel-
late hiicreleri kollajenaz-pronaz metoduyla elde
edilebilmektedir. Intrahepatik safra kesesi hiicre-
leri de izole edilip, killtirlenebilmektedirler.*

I KARACIGER HUCRE HATLARI

Hepatosit hiicre hatlari, hepatomalardan veya nor-
mal hepatositlerin viral veya seliller DNA ile trans-
feksiyonundan sonra elde edilmektedir. insan veya
sican hepatoma hiicrelerinden elde edilen bir¢ok
hiicre hatt1 kullanilmaktadir; ancak bunlarin hic-
birinden normal karacigerdeki ilag metabolize edici

enzimlerin tam spektrumu elde edilememektedir.
Ayrica, hiicre hatlarinda zamanla kiiltiir icinde be-
lirgin fenotipik/genotipik varyasyonlar goriilebil-
mektedir; bu hiicre hatlarinin doku-spesifik
islevlerini in vivo duruma yakin bir sekilde yansi-
tamadig: belirtilmektedir. Nonparankimal hiicre
hatlar1 da kullanilmaktadir. Ilkel safra kesesi hiic-
relerinden tiirevlendirilen sigan epitel hiicreleri
geng sicanlarin karacigerinden tripsinizasyonla
elde edilmektedir. Bunlar CYP2E] ve epoksit hid-
roksilaz aktivitesi gibi sinirli sayida hepatik islevi

incelemek icin kullanilmaktadir.®*?

I SUBSELULER FRAKSIYONLAR

Doku homojenatlari, mikrozomlar, sitozoller ve
puirifiye organlar ila¢ ve kimyasallarla indiiklenen
hepatotoksisiteyi incelemek i¢in kullanilabilmek-
tedir. 9000 xg stipernatan fraksiyonu ve takiben
100.000 x g santrifiij sonrasi elde edilen mikrozom-
lar mutajenite test prosediirleri i¢in kullanilabil-
mektedir.”

I KARACIGER HUCRE MODELLERININ
TOKSISITE TESTLERINDE KULLANIMI

Insan maruziyetinden 6énce bir kimyasalin giive-
nirliliginin test edilmesi ¢ok kritik bir basamaktir.
Ozellikle bir ilacin gelistirilmesinde kullanilan kro-
nik toksisite caligmalar1 hem ¢ok zaman alir hem
de maliyeti ¢ok yiiksektir. Bu ¢caligmalar genelde bir
kemirici bir de kemirici olmayan bir tiirde gercek-
lestirilmektedir. Tiirler aras1 6nemli ila¢ metabo-
lizma farkliliklar1 nedeni ile, hayvanlardan
verilerinin tam olarak insana ekstrapole edilmesi
uygun degildir. Bununla beraber, etnik nedenlerle
de hayvanlarin toksisite testlerinde daha az sayida
kullanimi ve toksisite test maliyetleri de dikkate
alinir ise, in vivo testlerin kullaniminin sinirlandi-
rilip, in vitro testlerle ilgili deneylerin devam etti-
rilmesi daha az zamanda daha diigiik maliyetle
deney yapilabilmesini saglayacak ve hayvan kay-

bini 6nleyecektir.? 104647

Giintimiizde in vitro karaciger hiicre model-
leri toksisite testlerinde kolaylikla kullanilabilen
yontemlerdir. Ozellikle, siispansiyon veya primer
kiiltiir seklinde izole hepatosit hiicrelerin kullanimi
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¢ok yaygindir. Bu hepatositlerle farkli siniflardaki
kimyasal maddelerin spesifik veya nonspesifik son
noktalari belirlenebilmektedir. Hepatosit kiiltiirle-
rinin en ¢ok kullanildig alan ise hepatotoksinlerin

etki mekanizmalarinin aragtirilmasidir.'®¥

I BIYOGOSTERGELER

Kimyasallarla indiiklenen toksisitenin belirlenmesi
i¢in ¢ok sayida morfolojik ve biyokimyasal gosterge
mevcuttur. Bu gostergeler hiicresel ve molekiiler
diizeydeki hasarlar1 belirtebilmektedir ve birgok
sekilde siniflandirilabilmektedir. Plazma membran
biitiinliigiindeki hasar1 bildiren gostergeler, geri
doniissiiz sitotoksisite veya geri doniislii hiicre ha-
sarin1 bildiren gostergeler, nonspesifik veya kara-
ciger-spesifik son noktalar 6l¢iilerek hiicresel ve

molekiiler diizeydeki olaylar belirlenebilmekte-
dir.9,10,46,47

I. NONSPESIFIiK SON NOKTALAR

Nonspesifik son noktalar genelde geri doniigsiiz
hiicresel hasar1 belirtmek icin kullanilmaktadur. Si-
totoksisite gostergesinin giivenirliligi, tekrarlana-
bilirligi, hassasiyeti, maliyeti ve tiir spesifitesi de bu
son noktanin se¢ciminde 6nemlidir. Nonspesifik
kriterler arasinda morfolojik degisimler (hiicrenin
sekli, sitoplazmik degisimler), membran bitiinligd,
subseliiler bozulmalar ve metabolik aktivite sayila-
bilmektedir. Isik mikroskobu incelemesi ile hiicre-
nin c¢evrelenmesi, yapigkanligi, olusan kiiciik
apoptotik cisimcikler, vakuolizasyon ve lipit dam-
laciklarinin akiimiilasyonu gibi biyokimyasal son
noktalar incelenebilmektedir. Ayrica elektron mik-
roskobuyla organellerdeki degisimleri incelemek
mimkiindiir. Metabolik parametreler olarak, GSH
icerigi, adenozin trifosfat icerigi, lipit peroksidas-
yon, kovalent baglanma ve proteinlerin yeniden

sentezi Ol¢iilebilmektedir. 84

Plazma membran biitiinliginin kaybs, hiicre
olimiiniin en 6nemli belirtilerindendir. Sitotoksi-
site tripan mavisi alimi ve sitozolik enzimlerin siz-
mast ile 6l¢iilebilmektedir. Tripan mavisi testiyle
izole hepatosit siispansiyonlarindaki canli hiicre sa-
yis1 belirlenebilmektedir. Ayrica, bir¢ok enzim de
hiicre canliliginin belirlenmesinin 6l¢iiti olarak
kabul edilebilmektedir. Bunlarin disinda, ekstrase-

liller laktat dehidrogenaz (LDH)’1n total LDH’ye
orani da hiicre canliliginin belirlenmesinde ya-
rarlanilan ol¢iitlerdendir; ancak LDH insan he-
patositlerinin canliliginin belirlenmesinde si¢an
hepatositleri kadar etkili bir 6l¢iit sayilmamakta-
dir.*® Bu yontemlerin diginda, 3'Cr ile de membran
bitiinligi olcillerek hiicre 6limi belirlenebil-
mektedir. >'Cr kullanimina karar verildiginde, hiic-
reler *!Cr izotopu ile 6nceden yiikklenmelidir. 3'Cr
lizise ugramis hiicrelerden tam olarak salinmasi
bazen miimkiin olmayabilmektedir. Ayrica, ortama
ekzojen sitksinat eklenmesiyle ortaya ¢ikan oksi-
jen tikketimindeki degisimler de geri doniigsiiz
hiicre hasarinin gostergelerinden kabul edilmek-
tedir.”** Insan hepatositleri dahil, tiim hiicre kiil-
tlirlerinde sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in en sik
kullanilan y6ntem 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-
2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) testidir.
Testin prensibi, proliferasyona ugrayan hiicrele-
rin artan dehidrogenaz enzim aktivitesi ile tetra-
zolyumu hiicrelerde kullanarak formazan (mor)
boya iiretilmesi ve hiicrelerde goriilen renk degi-
siminin Olciilmesine dayalidir. Hiicre canlilig
kontrol grubuna gore % olarak belirtilmektedir.”!
Bazi sinirlamalari olmasina kargin gliniimiizde en
sik kullanilan yontemdir.>® Ayrica, lizozomal akti-
viteyle iligkili olarak notral kirmizisi, asit fosfataz
ve hiicre proliferasyon hiziyla ilgili olarak kristal
viyole ile de sitotoksisite testlerini yapmak miim-

kiindiir.>>>*

Geri doniissiiz hiicre hasarinin dl¢iildiigii test-
ler genelde 96 kuyucuklu plaklarda her kuyucuga
~10.000-30.000 hiicre koyarak yapilmaktadir. Bu
sekilde doz-yanit egrileri elde edilmekte; ICs, de-
geri belirlenmektedir. ICs, in vitro testlerde en ¢ok
kullanilan degerdir. Uzun dénemde yapilan sito-
toksisite testlerinde ise maksimum nontoksik kon-
santrasyon da belirlenebilmektedir.>'*°

Geri dontsli plazma membran degisimleri,
hiicrelerdeki geri doniislii hasarin en 6nemli belir-
tecidir. Plazma membraninin iyonlara ve kiiciik
molekiillere gecirgenliginin artmasi, total hiicre
canliliginda azalmaya isaret etmektedir. Ozellikle
artmis intraseliiler potasyum ve kalsiyum miktari
bu amagla kullanilan en 6nemli géstergelerdir. Geri
dontsli hiicre hasarinin belirlenmesinde viicuttaki
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en Onemli koruma mekanizmalarindan olan
GSH’nin miktarinin belirlenmesinden de yararlani-
labilmektedir. Hem GSH hem okside glutatyon
miktarlar total hiicrede veya mitokondride dlgiile-
rek hasarin derecesi belirlenebilmektedir. Ayrica
glutatyon peroksidaz, GST protein/aktivite ve lipit
peroksidasyon diizeyi de olgiilerek geri dontislii

hiicre hasar1 konusunda bilgi edinilebilmektedir.>*%

Hiicresel makromolekiillere reaktif bilegikle-
rin kovalent baglanmasi ksenobiyotiklerin hepato-
toksisitesini gOsteren en Onemli ol¢iitlerdendir.
Proteinler gibi hiicresel hedeflere kovalent baglan-
manin hiicre 6limiiyle bir noktaya dek baglantili
olabilecegi, ancak bunun kesin olarak belirlenmesi
i¢in uygun kontrollerin kullanilmas: gerektigi be-
lirtilmektedir.>*>” Hepatositlerde sitotoksisitenin
degerlendirilmesi i¢in siklikla kullanilan yontemler
Sekil 4’te goriilmektedir.

ii. KARACIGER-SPESIFIK KRITERLER

[zole hepatositlerin ksenobiyotiklere maruziyeti
sonucu ortaya ¢ikan karacigere spesifik islev

degisiklikleri de sitotoksisite testlerinde son
nokta gostergesi olarak kullanilabilmektedir.
En ¢ok karaciger-spesifik plazma proteinlerinin
(albumin, transferrin) ve akut-faz proteinlerinin
neosentezi, glikoneojenez, glikojen sentezi,
ire sentezi, lipoprotein sentezi, CYP450’lerin
indiiksiyonu veya inhibisyonu ve safra asidi
sentezi Ol¢tilmektedir. Ayrica, elektron mikros-
kobu incelemesiyle karaciger parankimal hiicre-
lerindeki organellerde goriilen spesifik degisimler
de belirlenebilmektedir. Ornegin; diiz endoplaz-
mik retikiilum proliferasyonu ve stresi, artmis pe-
roksizom sayisi ve lizozomlarda konsentrik
membranlarin karakteristik akiimiilasyonu belir-
lenerek sitotoksisite hakkinda bir karara varila-
bilmektedir.>®>

Karaciger-spesifik islev degisikliklerinin
belirlenmesi hiicre membran biitiinligi gibi
nonspesifik son noktalarin belirlenmesinden ¢ok
daha hassastir. Ancak, bircok ksenobiyotik i¢in
cok spesifik son noktalar heniiz belirlenememis-
tir.’?

NOTRAL
KIRMIZISI

Lizozomal aktivite
Membran ‘
permeabilitesi '

Membran permeabilitesi

LDH

Membran permeabilitesi

ASIT FOSFATAZ

Lizozomal aktivite

MTT

Mitokondriyel metabolizma

SEKIL 4: Hepatositlerde sitotoksisitenin degerlendirilmesi igin sikiikla kullanilan yontemler.
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J| HEPATOSITLERLE CALISIRKEN
DENEYSEL KOSULLARIN BELIRLENMESI

Hepatositlerle calisirken deneysel kosullarin ¢ok
dikkatle belirlenmesi gerekmektedir; zira bu ko-
sullar sonuglar1 6nemli 6l¢iide etkileyebilmektedir.
Hiicrelerin islevsel/metabolik kapasiteleri, siv1 besi-
yerinin bilesimi, test maddesinin fizikokimyasal
ozellikleri, uygulama siiresi ve son noktalarin se-
¢imi sonuglarin elde edilmesinde ve yorumlanma-
sinda etkili olan en 6nemli faktorlerdir (Sekil 5).

I. IZOLE HEPATOSITLERIN KSENOBIYOTIKLERE KARSI
ISLEVSEL VE METABOLIK KAPASITELERININ BELIRLENMESI

Bazi maddeler biyotransformasyondan hemen
sonra hepatotoksisite gosterebilmektedir. Reaktif
metabolitlerin olusumu aktivasyon-inaktivasyon
yolaklar1 arasindaki dengeye baghdir. izole hepa-
tositler de ayn1 in vivo kosullarda oldugu gibi ayn1
metabolitleri olusturma kapasitesine sahiptir. Ana
ksenobiyotik ve metabolitlerinin neden olabilecegi
hiicresel hasar hem hiicre ekstraktlarinda hem de
s1v1 besiyerinde 6l¢iilebilmekte; bunlarin yaptig:
intraseliiler kovalent baglanma yiizdesi belirlene-
bilmektedir. Bir¢ok calisma, izole hepatositlerin in
vitro olarak olusturduklar1 metabolitlerinin ayni-
sinin in vivo olarak da olusturdugunu gostermistir.
[zole hepatosit modelleri tiirler aras1 biyotransfor-
masyon farklarinin ve potansiyel ilag¢ etkilesmele-
rinin belirlenmesinde de iyi modellerdir.®¢!

Hepatositlerin
Ksenobiyotiklere
Karsi islevsel ve
Metabolik
Kapasiteleri

Test Maddesinin
Uygulanma
Siresi

Medyumun
Ozellikleri ve
Bilesimi

Test Maddesinin
Fizikokimyasal
Ozellikleri

$EKiL 5: Hepatositlerle calisirken deneysel kosullarin belirlenmesi.
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Faz I-I'de olusan metabolitler i¢in in vivo/in
vitro kalitatif korelasyonlar oldugu bilinmektedir.
In vitro kosullarda, kimyasal konsantrasyonu ve in-
kiibasyon stiresi gibi farkli parametreler metabolit
profilini biyiik 6lciide etkilemektedir. Konjuge
metabolitlerin saptanmasi i¢in, in vitro deneylerde
6-8 saat yeterlidir. Ortamdaki ksenobiyotigin
konsantrasyonu ¢ok diisiik ise, baz1 metabolitler
saptanmayabilmektedir. Eger ksenobiyotigin kon-
santrasyonu ¢ok yiiksekse, ciddi hiicresel toksisite
gozlenebilmektedir. Kiiltiir kosullar1 ne kadar
uygun olsa da bazi ilaglar i¢in in vivo kosullardan
daha distik biyotransformasyon gerceklesebilmek-
tedir. Biyotransformasyon hiicre basina hesap edi-
lirse, in vivo ve in vitro kosullardaki kalitatif
degisiklik miktarinin azaldig: belirtilmektedir.*”
Bu olay daha 6nce kafein i¢in gosterilmis ve hiicre
basina kafeinin biyotransformasyonu hesap edilerek,
in vivo ve in vitro kosullardaki biyotransformasyon
miktar1 arasinda bir korelasyon gozlenmistir. Bu du-
rumda in vivo ve in vitro farkliliklardan ¢ok tiirler
aras1 kiltlir izole hepatositler arasi biyotransfor-
masyon farklarindan s6z etmek miimkiindiir. Baz1
ilaglarin in vitro biyotransformasyonlar: agisindan
sican ve insan hepatositleri arasinda 6nemli farklar
oldugu bilinmektedir.®*

Kiiltiirdeki hepatositlerin metabolit olugturma
kapasiteleri zamanla azalmaktadir. Ozellikle sican
hepatositlerinin ila¢ metabolize edici enzim akti-
viteleri zamanla hizla azalmaktadir ve metabolik
hizlarindaki ve major metabolit olusturma oranla-
rindaki diisiis insan hepatositlerine gore fazladur.
Buna en iyi 6rnek; ketotifenin sigan ve insan hepa-
tositleri arasindaki zamanla gerceklesen farkli me-
tabolizma hiz1 ve iki temel metabolitinin olusum

miktarlar: arasindaki farktir.>%

Geligmis kiiltiir kogullar kullanarak kiiltiir he-
patositlerinde ila¢ metabolizma aktivitesi uzatila-
bilmektedir. Bu durum, 6zellikle ilag testlerinde
cok énemlidir. Ornegin; sican epitel hiicreleriyle
sican hepatositleri ko-kiiltiirlenerek CYP450 enzim
aktiviteleri indiiklenebilmektedir. Bu eritromisin
estolat icin gosterilmistir. Ayrica, farkli hiicrelerle
birlikte kiiltiirlenen insan hepatositlerinde metil-
kolantren uygulanmasindan 3 giin sonra kafein ve
teofilin metabolizmalar1 hizlanmaktadir.®
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Insan hepatositleriyle calisilir iken, biiyiik ilag
metabolizma farklar goriilebilmektedir; bunun ne-
deni bireyler arasi genetik polimorfizme bagli ola-
rak Faz I-II ila¢ metabolize edici enzimler aras:
farkliliklardan ileri gelmektedir. Ayrica; sigara, ilag
kullanimi ve gevresel maruziyetler biyotransfor-
masyon farkliliklarini beraberinde getirmektedir.®®

ii. SIVI BESIYERININ GZELLIKLERI VE BILESIMI

Kiiltiir siv1 besiyerinin bilesimi izole hepatositlerin
sitotoksik ajanlara kars1 verdikleri yanit1 6nemli 61-
clide etkileyebilmektedir. Ornegin; sodyum salisi-
latin kiltiir sican hepatositlerindeki sitotoksisitesi
s1v1 besiyerinde bulunan sigir serum albumini mik-
tarina baghdir. Ayrica, proteinlere baglanarak tok-
sisite gosterdigi bilinen eritromisin estolatin toksi-
sitenin s1v1 besiyerinde bulunan protein miktari ile
iligkili oldugu, protein miktar: arttikga sitotoksisi-
tenin arttig gosterilmigtir.®* Ortamdaki kalsiyum
miktari artigi ile sican hepatositlerinde CCl, toksi-
sitesinin arttig1 belirtilmektedir. Bunun hiicre igine
kalsiyum giriginin CCl,’{in neden oldugu karaciger
hasarinin artirmasina bagh oldugu disiintilmekte-
dir. Bir¢ok sitotoksik ajanin kalsiyum icermeyen
ortamda daha az karaciger hasarina neden olduk-
lar1 gosterilmistir.®® Ayrica, kalsiyumun ilag etki-
lesmeleri sonucu olusan hepatosit hasarini da
modifiye edebilecegi gosterilmigtir.®

fi. UYGULANAN TEST MADDESININ FiZiKOKIMYASAL
OZELLIKLERI

Arastiricilar deneye baslamadan 6nce, test madde-
sinin fizikokimyasal 6zelliklerine uygun bir deney
ortam1 olusturmaya ¢aligmalidir. Test maddesinin
ugucu olup olmadigi, hangi ¢oziiciide ¢oztilmesi ge-
rektigi, s1v1 besiyerinde bulunan test maddesi ara-
sindaki etkilesimin nasil bir pH, ozmolarite ve
bulaniklik degisimi yaratabilecegi ve ¢okelek olu-
sup olusmayacagi konularina azami 6nem gosteril-
mesi gerekmektedir.'

IV. UYGULANAN TEST MADDESININ UYGULANMA SURESI

Kiltiir ortaminda toksik bilesiklerin ekstrahepatik
eliminasyonun olmamasi ve dolayisiyla bunlarin
kiiltiir ortaminda biriktikleri géz 6niine alindi-
ginda, izole hepatositlerin kimyasallarla inkiibas-
yon zamaninin kritik bir parametre olabilecegi
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sonucuna varilabilmektedir. Zamanla kiiltiir orta-
minda azalan ila¢ metabolize edici enzim miktar-
larinin da biyotransformasyonunun azalmasina
ve toksisitenin artmasina neden olabilecegi diisii-
Azalan CYP450 miktarlan
CYP450lerle biyoaktivasyona ugrayip toksisite

nilmektedir. ile
olusturan toksik bilesiklerin/toksinlerin biyoakti-
vasyonu azalabilmektedir. Bu durumda, in vitro
kiiltiir testlerinin in vivo durumu yansitmasi zor-
lasmaktadir. In vitro testlerde bu durumu 6nlemek
i¢cin hepatosit kiltiirlerinin farkli hiicrelerle bir-
likte kiiltiirlenmesi 6nerilmektedir. Ozellikle sii-
rekli maruz kalinan kimyasallarin uzun dénemli
sitotoksisitesinin belirlenmesinde hepatosit kiiltiir-
lerinin karaciger epitel hiicreleriyle ko-kiiltiirlen-
mesi 6nerilmektedir.'*¢’

I SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK
BILESIKLERIN KARACIGER HUCRE
KULTURLERIYLE BELIRLENMESI

SITOTOKSIK BILESIKLERIN iN VITRO TESTLERLE
BELIRLENMESI

Stispansiyon veya kiltiir halindeki izole hepatosit-
ler, ayni hiicre siispansiyonu iginde farkl konsant-
rasyonlarda, farkli kriterler kullanilabilmesine
olanak vermeleri acisindan ¢ok 6nemli bir deney-
sel yaklasimi temsil etmektedirler. Ancak, bu hiic-
relerle hipersensitivite kokenli olan bir idiyo-
senkratik reaksiyon olusturarak etki eden toksik
maddelerin/toksinlerin etkilerini belirlemek im-
kénsizdir. Zira, bu tip maddeler etki gostermek icin
bir immiinolojik reaksiyona ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu durumda, hepatosit kiltiirleri kullanarak im-
miinolojik kaynakli reaksiyonlar sonucu olusacak

sitotoksik etkileri belirlemek olas: degildir.*'?

Taze izole edilmis parankimal hepatositler ile
sadece 2-4 saatlik kisa siireli ¢aligmalar yapilabil-
mektedir. Bunun nedeni, zamanla bu hepatositlerin
yapilarinda degisiklikler ortaya ¢ikmasidir. Orne-
gin; zamanla 5’-niikleotidaz aktivitesi, alkalen fos-
fataz aktivitesi ve hormonlara yanit azalmaktadir.
Ayrica, Faz I-1I enzimlerindeki degisimler kaginil-
mazdir. Bu da parankimal hepatositler ile yapilan
caligmalarin neden 24 saatten 6nce tamamlanmasi
gerektiginin ve bu hepatositlerin sadece kisa siireli
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calismalara uygun oldugunun bir gostergesidir. Ay-
rica, hepatositlerden elde edilen sonu¢larin non-
Hela
hiicreleri) karsilastirilmas: sonucu, hepatositlerin

hepatik hiicre kiiltiirleriyle (6rnegin;

metabolik aktivasyon gerektiren bilesiklere kars:
daha hassas oldugu belirlenmistir. Normal hepa-
tositlerin daha disiik ila¢ metabolize etme yete-
negi olan hepatoma hiicrelerine goére daha hassas
olduklar1 bulunmustur. Tirler aras: farkliliklar da
hepatositlerin hassasiyetlerini etkileyebilmekte-
dir.®®

Benzer yapi1 gosteren bilesiklerin izole hepato-
sitlerle yapilan sitotoksisite ¢aligmalarindan in vivo
kosullara uygun sonuglar elde edilmektedir. Orne-
gin; benzer yapiya sahip noroleptik ajanlar ile ben-
zer yapiya sahip makrolidlerin in vivo ve in vitro
sitotoksisite testleri arasinda biiyiik korelasyon bu-

lunmaktadir.!3646°

In vitro sistemlerden elde edilen verilerin in
vivo duruma ekstrapolasyonu igin siklikla son
nokta olarak enzim seviyeleri ve medyan letal kon-
santrasyon (LDs) gibi degerlerin karsilastirmas: ya-
pilmaktadir. ICs5, degerleri ile in vivo letal dozlar
karsilagtirilarak kimyasallarin letal dozlar1 arasinda
in vitro ve in vivo kogullarda bir korelasyon olup ol-
madig: arastirilmig ve ICs ve intravenoz LDy, de-
gerleri arasinda biyiikk bir korelasyon oldugu
sonucuna varilmistir. Ayrica, 10 kimyasal madde
tizerinde yapilan bir ¢aligma sonucu, insan hepatosit
kiiltiirlerinden MTT testi ile bulunan ICs degerleri
ile insan akut letal kan konsantrasyonu arasinda iyi
bir korelasyon oldugu belirlenmistir. Diger bir
onemli soru ise in vitro toksik konsantrasyonlar ile
in vivo toksik dozlar aras: bir korelasyon olup olma-
digidir. Bu durumda ilaglarin farmakokinetigi gibi
konular dikkate alinmalidir.”

GENOTOKSIK BILESIKLERIN iN VITRO TESTLERLE
BELIRLENMESI

In vitro hiicre modelleri uzun zamandan beri kim-
yasal ve fiziksel ajanlarin DNA’ya kovalent bagla-
narak hasar yaratma, DNA onarim proseslerinin
inhibisyonu, spesifik gen lokuslarinin mutasyonu,
fenotipik olarak degismis hiicrelerin indiiksiyonu,
kromozom ve kromatid aberasyonlarin indiiklen-
mesi gibi genotoksik potansiyellerini arastirmak
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i¢in kullamlmaktadur. izole hepatositlerde kritik bir
aktivasyon/inaktivasyon dengesi bulundugundan,
farkl: genotoksik ajanlarin DNA onarim prosesle-
rini nasil etkilediklerinin arastirilmasi i¢in iyi bir

model olduklan distiniilmektedir.%3”!

Genelde sican ve insan hepatositlerinin kim-
yasallara verdigi genotoksik yanit aynidir. Birgok
diizenleyici kurulus, sican hepatositlerinin DNA
onarim testlerinde kullanilmasini uygun bulmak-
tadir. Bunun nedeni planlanmamig DNA sentezi-
nin (UDS) aragtirilmasi i¢in, az sayida hiicreye
ihtiya¢ duyulmasi ve sigan hepatositleriyle yapilan
deneylerde alinan sonuglarin insan hepatosit de-
neyleriyle bliylik korelasyon gostermesidir. UDS’yi
indiikleyen kimyasallar arasinda aflatoksin B, 2-
asetaminofluren, benzo(a)piren ve dinitropirenler
sayilabilmektedir. UDS testinin sadece DNA’daki
degisiklikleri 6lctiigii, mutasyonlar: belirlemedigi
belirtilmektedir.”

Hepatositlerin klonal biiyiimelerine olanak ol-
madigindan, hepatositlerle mutajenez deneylerinin
yapilmasi miimkin degildir. Bu gigligi asmak
i¢in, hepatositler insan fibroblastlar1 veya V79 Cin
Hamster fibroblastlar: gibi ¢cabuk prolifere olan
hiicrelerle birlikte kiiltiirlenebilmektedir. Ayrica,
primer hepatositlerin diisiik biiytime kapasitesi
mikrogekirdek ve kardes kromatid degisimi testle-
rinde kullanilabilirlikleri konusunda sorun olus-
turmaktadar.”?

I TOKSIK MADDELERCE INDUKLENEN
KARACIGER LEZYONLARI VE
BUNUN ALTINDA YATAN
BiYOKIMYASAL MEKANIZMALAR

KARAKTERISTIK KARACIGER LEZYONLARI

[zole hepatositlerde steatoz gelisimi gibi karaci-
gerde goriilen bazi lezyonlar in vitro testlerle de iz-
lenebilmektedir. Hepatotoksik bilesiklerin si¢an
hepatosit kiiltiir stispansiyonlarinda steatozu in-
ditklemesinin yag asit metabolizmasinda ve protein
sentezinde azalma ile saptanmasi miimkiindiir.”>”?
In vivo olarak steatoza neden oldugu bilinen tetra-
siklin ve metotreksat ile in vitro deneylerde de
steatoz olusumu gosterilmistir.”> Ayrica falloidin,

eritromisin esteolat ve etinil estradiolle yapilan ¢a-
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lismalarda izole hepatositlerde, hepatosit kupletle-
rinde ve primer hepatosit kiiltiirlerinde kanalikiiler
sekresyonun inhibe edildigi gosterilmistir. Falloi-
dinle aktin filamentlerinde gozlenen degisim hem
in vivo hem de in vitro modellerde benzer sekilde
belirlenmistir.”* Ancak; parasetamol, galaktoza-
min, baz eritromisin ve klorpromazinin in vivo
kosullarda yol actig1 kolestasis in vitro kosullarda

74 Bunun nedeni,

gosterilememistir. Ornegin;
klorpromazinin uzun siirede gecirdigi biyotrans-
formasyon sonucu kolestasise neden olmasi, ancak
in vitro deneydeki gézlemin kisa siireli olmasi ola-

bilmektedir.>'?

In vitro testlerde sican veya insan hepatositle-
rinde amiodarona maruziyetin ve metaboliti olan
desetilamiodaronun multilamellar inkliizyon ci-
simcikleri olusturdugu gozlenmistir. Amiodaron ile
myelinoid inkliizyonu da gézlenmektedir. Ayrica,
perheksilin maleat ve eritromisin ve trospektin siil-
fat gibi antibiyotikler kiiltlir hepatositlerin lizo-
zomlarinin konsantrik membranlarinda akiimiile
olmaktadirlar. Klofibrik asit, nafenopin ve beklofi-
birk asit gibi hiperlipidemik ajanlarin in vitro ola-
rak peroksizom proliferasyonuna neden olduklar:
belirtilmektedir. In vivo ve in vitro olarak ftalatla-
rin neden oldugu peroksizom proliferasyonu ve di-
terkalinyuma maruz kalan sigcan hepatositlerinde
mitokondriyal degisiklikler belirlenmistir.’

BiYOKIMYASAL MEKANIZMALAR

Karbon tetrakloriiriin hepatoksik etkileri hem in
vivo hem de in vitro olarak ¢alisgilmistir. Her iki du-
rumda da primer sican hepatositlerinde azalmig
protein ve lipoprotein sentezi ve artmais lipit pe-
roksidasyonu belirlenmistir. Ayrica, karaciger ha-
sar1 yaptigl bilinen kimyasallardan sonra CCl,
verildiginde, hem in vivo hem de in vitro olarak
karaciger hasarinin potansiyalize oldugu goériilm-
ustiir. Ancak, farkli antioksidanlarin CCly ile uy-
gulanmasinin olusan karaciger hasarini dnledigi
farkl in vitro ve in vivo ¢aligmalarla gosterilmis-
tir.”> Parasetamol i¢in de in vivo kogullarda gozle-
nilen hepatotoksisite in vivo kogsullarda da
hamsterdan izole hepatositler kullanilarak goste-
rilmistir.” In vitro kogullarda da parasetamoliin re-
aktif metaboliti olan N-asetil p-benzokinoniminin
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seliler proteinlere baglanarak, sitotoksisiteye
neden oldugu belirtilmistir.”* Halotanin neden ol-
dugu gecici karaciger islev bozuklugu ve daha na-
diren gelisen hepatit de in vitro kosullarda izole
hepatositler kullanarak gosterilmigtir.”?

Metaller ile indiiklenen hepatoksisitede in
vitro kosullarda izole hepatositler kullanarak gos-
terilmigtir. Metalleri uzaklagtirmak i¢in kullanilan
selator ajanlarin etkileri de incelenmis, en etkin ve
sitotoksisiteyi en ¢ok 6nleyen ajan “desferoksamin
B” olarak belirlenmigtir.”

I TARTISMA

[zole hepatositlerin siispansiyon veya primer kiiltiir
halinde in vitro toksisite testlerinde kullanimina
dair giintimiize dek bir¢cok ¢caligma yapilmistir. Her
ne kadar bu ¢aligmalarda pek ¢ok farkli metodoloji
kullanilmis olsa da bu ¢aligmalarin sonuclari izole
hepatosit modelinin potansiyel toksik bilesiklerin
belirlenmesi ve mekanistik analizinde kullanimla-
rinin avantajlari ve sinirlamalari hakkinda oldukga
genis bilgi saglamaktadur.

Ekimden sonra hepatositlerde erken ortaya
cikan fenotipik degisiklikler yontemin kullani-
minda biiylik bir kisitlamay1 beraberinde getir-
mektedir. Ancak, gelismis kiltir kosullarinin
kullanimi bu kisitlamanin asilmasini saglayabil-
mektedir.

Uzun veya kisa dénem c¢aligmalarda aragtirici-
lara su strateji 6nerilebilmektedir: 11k olarak bile-
sikler fibroblastlar ve hiicre hatlar1 gibi hepatik
olmayan hiicrelerde test edilebilmekte ve non-
spesifik bir son nokta secilerek 1Cs, degeri sapta-
nabilmektedir. Sonrasinda, bu veriler bilesigin
¢oziliniirliigliniin ve intrensek toksisitesinin belir-
lenmesinde kullanilabilmektedir. [kinci basamakta
ise bu veriler bilesigin sican hepatositlerine uygu-
lanmasi igin kullanilabilmektedir. Eger bilesigin
karaciger-spesifik lezyonlar yaratabileceginden
stipheleniliyor ise, uygun karaciger-spesifik indi-
katorler bulunmaktadir. Uzun donemli toksisite
testleri i¢in ise birlikte kiiltiirlenen hiicreler kulla-
nilabilir. Kiiltiirler bilesige 1-2 giin veya 1-2 hafta
her giin maruz birakilmaktadir. Hayvan hepatosit-
lerinde karaciger-spesifik toksisiteye rastlanilmigsa



Pinar ERKEKOGLU ve ark.

J Lit Pharm Sci. 2019;8(1):1-17

ve bu toksisitenin tiir spesifik oldugu diistiniilityor
ise, daha ileri bir basamak olarak insan hepatositleri
kullanilmalidir. Ayrica, hepatositler nonhepatik
hedef hiicrelerle (6rnegin; bobrek hiicreleriyle) in
vitro olarak ko-kiiltiirlenerek kullanilabilmektedir.
Bu model ile karaciger hiicrelerince olusturulan
metabolitlerin diger hiicrelere toksik olup olmadig:
belirlenebilmektedir.

Intakt hepatosit modelleri ve genetik miihen-
disligi yardimiyla degistirilmis hiicreler son za-
manlarda 6zellikle mutajenlerin aragtirilmasinda
ilgi cekmektedir. Ayrica CYP450’lerde goriilen ge-
netik farkliliklar dahil, insanlardaki tiim farkli olas:
durumlarin genetik mithendisligi yardimiyla de-
gistirilmig hiicreler tarafindan taklit edilerek tok-
sisite testlerinin yapilabilecegi 6nerilmektedir.

0 SONUC

Son yillarda diferansiye hepatositlerin ve karaci-
ger dilimlerinin hazirlanma ve kiltiirlenmele-
riyle ilgili ¢ok biiyiik gelismeler saglanmis; izole
hepatositlerin ila¢ metabolizmasi ve toksisite ¢a-
lismalarinda saglayabilecekleri yararlar hakkinda
6nemli aragtirmalar yapilmistir.

Basta ilag gelistirme caligmalar1 olmak {izere,
in vitro ¢caligmalar in vivo ¢aligmalara heniiz tam
bir alternatif degildir. Ayrica, kiiltiir hepatositle-
rinde gozlenen erken fenotipik degisiklikler, diistik
proliferasyon kapasiteleri ve insan hepatositlerinin
bulunma zorluklar1 gibi bazi sinirlamalar bulun-
maktadir. Gelecekte bu caligmalardan beklenen en

bliyiik gelisme; kiiltiir kogullarinin iyilestirilerek
uzun Omirld, transforme olmamis ve karaciger-
spesifik fonksiyonlar: tam olarak yansitabilen pri-
mer hepatositlerinin in vivo kogullar1 daha iyi taklit
edebilmesi ve bu kosullarla daha biiyiik korelasyon
olusturmasidir. Bunun saglanmasi i¢in regiilator
kuruluslar ve bilim ¢evrelerince standardize meto-
dolojilerin gelistirilmesi zorunludur.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantis1 bulunan herhangi bir ila¢ firmasindan, t1bbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya tireten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde,
calisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi

ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamustir.

Cikar Catigmasi

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢ikar catigmasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iliskisi, danismanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlar1 yoktur.

Yazar Katkilar
Fikir/Kavram: Pinar Erkekoglu; Tasarim: Pinar Erkekoglu,

Belma Koger Giimiisel; Denetleme/Danigmanlk: Pinar Erke-
koglu, Belma Koger Giimiisel; Belma Koger Giimiisel; Veri Top-
lama ve/veya Isleme: Pinar Erkekoglu; Analiz ve/veya Yorum:
Pinar Erkekoglu, Belma Koger Giimiisel; Kaynak Taramasi:
Pinar Erkekoglu; Makalenin Yazimi: Pinar Erkekoglu, Belma
Kocer Giimiisel; Elestirel Inceleme: Pinar Erkekoglu, Belma
Koger Giimiisel; Kaynaklar ve Fon Saglama: Pinar Erkekoglu,

Belma Koger Giimiisel.

Holme JA, Dybing E. The use of in vitro meth-
ods for hazard characterisation of chemicals.
Toxicol Lett. 2002;127(1-3):135-41. [Crossref]

Liebsch M, Spielmann H. Currently available in
vitro methods used in the regulatory toxicology.
Toxicol Lett. 2002;127(1-3):127-34. [Crossref]

Eagle H, Foley GE. The cytotoxic action of
carcinolytic agents in tissue culture. Am J
Med. 1956;21(5):739-49. [Crossref]

National Toxicology Program (NTP). Report of
the International Workshop on In Vitro Meth-
ods for Assessing Acute Systemic Toxicity.
NTP; 2001. p.137.

I KAYNAKLAR

Buchwald M. Use of cultured human cells for
biochemical analysis. Clin Biochem. 1984;
17(3):143-50. [Crossref]

Erkekoglu P, Elnour A, Kocer-Gumusel B,
Bhagavathula A, Shehab A. Cellular and mo-
lecular aspects of drug-induced liver toxicity:
recent prominent mechanisms. MOJ Toxicol.
2015;1(5):156-61. [Crossref]

Guillouzo A. Liver cell models in in vitro toxi-
cology. Environ Health Perspect. 1998;106
Suppl 2:511-32. [Crossref] [PubMed] [PMC]

Kandarova H, Letasiova S. Alternative meth-
ods in toxicology: pre-validated and validated

15

10.

methods. Interdiscip Toxicol. 2011;4(3):107-
13. [Crossref] [PubMed] [PMC]

Guillouzo A, Corlu A, Aninat C, Glaise D,
Morel F, Guguen-Guillouzo C. The
human hepatoma HepaRG cells: a
highly differentiated model for studies of
liver metabolism and toxicity of xenobio-
tics. Chem Biol Interact. 2007;168(1):66-
73. [Crossref] [PubMed]

Jaeschke H, Gores GJ, Cederbaum Al,
Hinson JA, Pessayre D, Lemasters JJ.
Mechanisms of hepatotoxicity. Toxicol Sci.
2002;65(2):166-76. [Crossref] [PubMed]


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11812920
https://doi.org/10.1093/toxsci/65.2.166
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17241619
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2006.12.003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3203912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22058651
https://doi.org/10.2478/v10102-011-0018-6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1533385
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9599700
https://doi.org/10.1289/ehp.98106511
https://doi.org/10.15406/mojt.2015.02.00023
https://doi.org/10.1016/S0009-9120(84)80147-2
https://doi.org/10.1016/0002-9343(56)90090-0
https://doi.org/10.1016/S0378-4274(01)00492-1
https://doi.org/10.1016/S0378-4274(01)00493-3

Pinar ERKEKOGLU ve ark.

J Lit Pharm Sci. 2019;8(1):1-17

11.

20.

21.

22.

23.

24.

Bessems M, ‘t Hart NA, Tolba R, Doorschodt
BM, Leuvenink HG, Ploeg RJ, et al. The iso-
lated perfused rat liver: standardization of a
time-honoured ~ model.  Lab  Anim.
2006;40(3):236-46. [Crossref] [PubMed)]

Brouwer KL, Thurman RG. Isolated perfused
liver. Pharm Biotechnol. 1996;8:161-92.
[Crossref]

Soldatow VY, Lecluyse EL, Griffith LG, Rusyn
I. In vitro models for liver toxicity testing. Tox-
icol Res (Camb). 2013;2(1):23-39. [Crossref]
[PubMed] [PMC]

Ferrero JL, Brendel K. Liver slices as a model
in drug metabolism. Adv Pharmacol.
1997;43:131-69. [Crossref]

Fasinu P, Bouic PJ, Rosenkranz B. Liver-
based in vitro technologies for drug biotrans-
formation studies-a review. Curr Drug Metab.
2012;13(2):215-24. [Crossref] [PubMed)]

Lerche-Langrand C, Toutain HJ. Precision-
cut liver slices: characteristics and use for in
vitro  pharmaco-toxicology.  Toxicology.
2000;153(1-3):221-53. [Crossref]

Howard RB, Christensen AK, Gibbs FA,
Pesch LA. The enzymatic preparation of iso-
lated intact parenchymal cells from rat liver. J
Cell Biol. 1967;35(3):675-84. [Crossref]
[PubMed] [PMC]

Berry MN, Friend DS. High-yield preparation
of isolated rat liver parenchymal cells: a bio-
chemical and fine structural study. J Cell Biol.
1969;43(3):506-20. [Crossref]

Seglen PO. Preparation of isolated rat liver
cells. Methods Cell Biol. 1976;13:29-83.
[Crossref]

Strain AJ. Isolated hepatocytes: use in exper-
imental and clinical hepatology. Gut.
1994;35(4):433-6. [Crossref] [PubMed] [PMC]

Graf J, Gautam A, Boyer JL. Isolated rat he-
patocyte couplets: a primary secretory unit for
electrophysiologic studies of bile secretory
function. Proc Natl Acad Sci U S A.
1984;81(20):6516-20. [Crossref] [PubMed]
[PMC]

Quistorff B. Gluconeogenesis in periportal and
perivenous hepatocytes of rat liver, isolated by
a new high-yield digitonin/collagenase perfu-
sion technique. Biochem J. 1985;229(1):221-
6. [Crossref] [PubMed] [PMC]

Osypiw JC, Allen RL, Billington D. Subpop-
ulations of rat hepatocytes separated by
Percoll density-gradient centrifugation show
characteristics consistent with different aci-
nar locations. Biochem J. 1994;304(Pt 2):
617-24. [Crossref] [PubMed] [PMC]

Bhogal RH, Hodson J, Bartlett DC, Weston
CJ, Curbishley SM, Haughton E, et al. Isola-
tion of primary human hepatocytes from nor-
mal and diseased liver tissue: a one hundred
liver experience. PLoS One. 2011;6(3):
€18222. [Crossref] [PubMed] [PMC]

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Vons C, Pegorier JP, Ivanov MA, Girard J,
Melcion C, Cordier A, et al. Comparison of cul-
tured human hepatocytes isolated from surgi-
cal biopsies or cold-stored organ donor livers.
Toxicol In Vitro. 1990;4(4-5):432-34. [Cross-
ref]

taba A, Ostrowska A, Patrzatek D, Parad-
owski L, Lange A. Characterization of human
hepatocytes isolated from non-transplantable
livers. Arch Immunol Ther Exp (Warsz).
2005;53(5):442-53.

Chesné C, Guyomard C, Fautrel A, Poullain
MG, Frémond B, De Jong H, et al. Viability
and function in primary culture of adult hepa-
tocytes from various animal species and
human beings after cryopreservation. Hepa-
tology. 1993;18(2):406-14. [Crossref]

Fuller BJ, Petrenko AY, Rodriguez JV, Somov
AY, Balaban CL, Guibert EE. Biopreservation
of hepatocytes: current concepts on hy-
pothermic preservation, cryopreservation, and
vitrification. Cryo Letters. 2013;34(4):432-52.

Abdennebi HB, Steghens JP, Margonari J,
Ramella-Virieux S, Barbieux A, Boillot O. Eval-
uation of parenchymal and nonparenchymal
cell injury after different conditions of storage
and reperfusion. Transpl Int. 1998;11(5):365-
72. [Crossref] [PubMed]

Diener B, Utesch D, Beer N, Diirk H, Oesch
F. A method for the cryopreservation of liver
parenchymal cells for studies of xenobiotics.
Cryobiology. 1993;30(2):116-27. [Crossref]
[PubMed]

Guillouzo A, Morel F, Fardel O, Meunier B.
Use of human hepatocyte cultures for drug
metabolism studies. Toxicology. 1993;82(1-3):
209-19. [Crossref]

Steward AR, Dannan GA, Guzelian PS, Guen-
gerich FP. Changes in the concentration of
seven forms of cytochrome P-450 in primary
cultures of adult rat hepatocytes. Mol Phar-
macol. 1985;27(1):125-32. [PubMed]

Donato MT, Viitala P, Rodriguez-Antona C,
Lindfors A, Castell JV, Raunio H, et al.
CYP2A5/CYP2A6 expression in mouse and
human hepatocytes treated with various in
vivo inducers. Drug Metab Dispos.
2000;28(11):1321-6. [PubMed]

Pascussi JM, Drocourt L, Gerbal-Chaloin S,
Fabre JM, Maurel P, Vilarem MJ. Dual effect
of dexamethasone on CYP3A4 gene expres-
sion in human hepatocytes. Sequential role of
glucocorticoid receptor and pregnane X re-
ceptor. Eur J Biochem. 2001;268(24):6346-58.
[Crosstref] [PubMed]

Westerink WM, Schoonen WG. Phase Il en-
zyme levels in HepG2 cells and cryopreserved
primary human hepatocytes and their induc-
tion in HepG2 cells. Toxicol In Vitro.
2007;21(8):1592-602. [Crossref] [PubMed]

. Kono Y, Yang S, Roberts EA. Extended pri-

mary culture of human hepatocytes in a colla-

16

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

gen gel sandwich system. In Vitro Cell Dev
Biol Anim. 1997;33(6):467-72. [Crossref]
[PubMed]

Fardel O, Lecureur V, Guillouzo A. Regulation
by dexamethasone of P-glycoprotein expres-
sion in cultured rat hepatocytes. FEBS Lett.
1993;327(2):189-93. [Crossref]

Stéphenne X, Najimi M, Sokal EM. Hepato-
cyte cryopreservation: is it time to change the
strategy? World J Gastroenterol. 2010;16(1):
1-14. [PubMed] [PMC]

Pan J, Hong JY, Li D, Schuetz EG, Guzelian
PS, Huang W, et al. Regulation of cytochrome
P450 2B1/2 genes by diallyl sulfone, disulfi-
ram, and other organosulfur compounds in pri-
mary cultures of rat hepatocytes. Biochem
Pharmacol. 1993;45(11):2323-9. [Crossref]

Schuetz EG, Li D, Omiecinski CJ, Muller-
Eberhard U, Kleinman HK, Elswick B, et al.
Regulation of gene expression in adult rat he-
patocytes cultured on a basement membrane
matrix. J Cell Physiol. 1988;134(3):309-23.
[Crossref] [PubMed]

Schuetz JD, Schuetz EG. Extracellular ma-
trix regulation of multidrug resistance in pri-
mary monolayer cultures of adult rat
hepatocytes. ~ Cell ~ Growth  Differ.
1993;4(1):31-40. [PubMed]

Adams RLP. Work TS, Burton RH. Cell Cul-
ture for Biochemists. 1 ed. Amsterdam; New
York: Elsevier/North Holland Biomedical
Press; 1980. p.292.

Bhatia SN, Balis UJ, Yarmush ML, Toner M.
Effect of cell-cell interactions in preservation
of cellular phenotype: cocultivation of hepato-
cytes and nonparenchymal cells. FASEB J.
1999;13(14):1883-900. [Crossref] [PubMed]

Weiskirchen R, Gressner AM. Isolation and
culture of hepatic stellate cells. Methods Mol
Med. 2005;117:99-113. [Crossref]

Fleischer S, Kervina M. Subcellular fractiona-
tion of rat liver. Methods Enzymol. 1974;31:6-
41, [Crosstef]

Groneberg DA, Grosse-Siestrup C, Fischer A.
In vitro models to study hepatotoxicity. Toxi-
col Pathol. 2002;30(3):394-9. [Crossref]
[PubMed]

Guguen-Guillouzo C, Guillouzo A. General re-
view on in vitro hepatocyte models and their
applications. Methods Mol Biol. 2010;640:1-
40. [Crosstref] [PubMed]

Han D, Hanawa N, Saberi B, Kaplowitz N.
Mechanisms of liver injury. lll. Role of glu-
tathione redox status in liver injury. Am J Phys-
iol Gastrointest Liver Physiol. 2006;291(1):G1-7.
[Crossref] [PubMed]

Macé K, Offord EA, Harris CC, Pfeifer AM. De-
velopment of in vitro models for cellular and
molecular studies in toxicology and chemo-
prevention. Arch Toxicol Suppl. 1998;20:227-
36. [Crossref] [PubMed)]


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9442296
https://doi.org/10.1007/978-3-642-46856-8_20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16500922
https://doi.org/10.1152/ajpgi.00001.2006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20645044
https://doi.org/10.1007/978-1-60761-688-7_1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12051557
https://doi.org/10.1080/01926230252929972
https://doi.org/10.1016/0076-6879(74)31005-1
https://doi.org/10.1385/1-59259-940-0:099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10544172
https://doi.org/10.1096/fasebj.13.14.1883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8424904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3350857
https://doi.org/10.1002/jcp.1041340302
https://doi.org/10.1016/0006-2952(93)90206-C
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2799904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20039443
https://doi.org/10.1016/0014-5793(93)80167-S
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9201515
https://doi.org/10.1007/s11626-997-0065-7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17716855
https://doi.org/10.1016/j.tiv.2007.06.017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11737189
https://doi.org/10.1046/j.0014-2956.2001.02540.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11038160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3965924
https://doi.org/10.1016/0300-483X(93)90065-Z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8319482
https://doi.org/10.1006/cryo.1993.1011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9787413
https://doi.org/10.1007/s001470050159
https://doi.org/10.1002/hep.1840180227
https://doi.org/10.1016/0887-2333(90)90094-A
https://doi.org/10.1016/0887-2333(90)90094-A
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3066224
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21479238
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0018222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1137536
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7998999
https://doi.org/10.1042/bj3040617
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1145170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2994630
https://doi.org/10.1042/bj2290221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC391955
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6149546
https://doi.org/10.1073/pnas.81.20.6516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1374784
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8174975
https://doi.org/10.1136/gut.35.4.433
https://doi.org/10.1016/S0091-679X(08)61797-5
https://doi.org/10.1083/jcb.43.3.506
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2107157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4294245
https://doi.org/10.1083/jcb.35.3.675
https://doi.org/10.1016/S0300-483X(00)00316-4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22300020
https://doi.org/10.2174/138920012798918426
https://doi.org/10.1016/S1054-3589(08)60204-5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3593300
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23495363
https://doi.org/10.1039/C2TX20051A
https://doi.org/10.1007/978-1-4899-1863-5_10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16803641
https://doi.org/10.1258/002367706777611460

Pinar ERKEKOGLU ve ark.

J Lit Pharm Sci. 2019;8(1):1-17

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Stoddart MJ. Mammalian Cell Viability: Meth-
ods and Protocols, Methods in Molecular Bi-
ology. Vol. 740. 1 ed. New York: Humana
Press/Springer; 2011. p.240. [Crossref]
[PubMed]

Denizot F, Lang R. Rapid colorimetric assay
for cell growth and survival. Modifications to
the tetrazolium dye procedure giving improved
sensitivity and reliability. J Immunol Methods.
1986;89(2):271-7. [Crossref]

Feoktistova M, Geserick P, Leverkus M. Crys-
tal violet assay for determining viability of cul-
tured cells. Cold Spring Harb Protoc.
2016;2016(4):pdb.prot087379.

Friedrich J, Eder W, Castaneda J, Doss M,
Huber E, Ebner R, et al. A reliable tool to de-
termine cell viability in complex 3-d culture:
the acid phosphatase assay. J Biomol
Screen.  2007;12(7):925-37.  [Crossref]
[PubMed]

Zuang V. The neutral red release assay: a re-
view. Altern Lab Anim. 2001;29(5):575-99.
[PubMed]

Smith CG, Grady JE, Northam JI. Relationship
between cytotoxicity in vitro and whole animal
toxicity. Cancer Chemother Rep. 1963;30:9-
12. [PubMed]

Reed DJ, Fariss MW, Pascoe GA. Mecha-
nisms of chemical toxicity and cellular protec-
tion systems. Fundam Appl Toxicol.
1986;6(4):591-7. [Crossref]

Macé K, Offord EA, Harris CC, Pfeifer AM. De-
velopment of in vitro models for cellular and
molecular studies in toxicology and chemo-
prevention. Arch Toxicol Suppl. 1998;20:227-
36. [Crossref] [PubMed]

Chaudhari P, Prasad N, Tian L, Jang YY. De-
termination of functional activity of human
iPSC-derived hepatocytes by measurement
of CYP metabolism. Methods Mol Biol.
2016;1357:383-94. [Crossref] [PubMed)]

Neupert D, Gléckner R, Neupert G, Miiller D.
Ultrastructural changes in hepatocytes of pre-

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

cision-cut rat liver slices after incubation for 24
and 48 hours. Exp Toxicol Pathol. 2003;54(5-
6):481-8. [Crossref] [PubMed)]

Shen C, Meng Q. Prediction of cytochrome
450 mediated drug-drug interactions by three-
dimensional cultured hepatocytes. Mini Rev
Med Chem. 2012;12(10):1028-36. [Crossref]
[PubMed]

Donato MT, Lahoz A, Castell JV, Gémez-
Lechon MJ. Cell lines: a tool for in vitro drug
metabolism studies. Curr Drug Metab.
2008;9(1):1-11. [Crossref] [PubMed]

Berthou F, Goasduff T, Dréano Y, Ménez JF.
Caffeine increases its own metabolism
through cytochrome P4501A induction in rats.
Life Sci. 1995;57(6):541-9. [Crossref]

Greim H, Andrae U, Forster U, Schwarz L. Ap-
plication, limitations and research require-
ments of in vitro test systems in toxicology.
Arch Toxicol Suppl. 1986;9:225-36. [Crossref]
[PubMed]

Villa P, Bégué JM, Guillouzo A. Effects of
erythromycin derivatives on cultured rat he-
patocytes. Biochem Pharmacol. 1984;33(24):
4098-101. [Crossref]

Rasmussen MK, Balaguer P, Ekstrand B,
Daujat-Chavanieu M, Gerbal-Chaloin S. Ska-
tole (3-methylindole) is a partial Aryl hydro-
carbon receptor agonist and induces
CYP1A1/2 and CYP1B1 expression in primary
human hepatocytes. PLoS One. 2016;11(5):
€0154629. [Crossref] [PubMed] [PMC]

Smith MT, Thor H, Orrenius S. Toxic injury to
isolated hepatocytes is not dependent on ex-
tracellular calcium. Science. 1981;213(4513):
1257-9. [Crossref] [PubMed]

Li AP. Human hepatocytes: isolation, cryop-
reservation and applications in drug deve-
lopment. Chem Biol Interact. 2007;168(1):
16-29. [Crossref] [PubMed]

Fautrel A, Chesné C, Guillouzo A, de Sousa
G, Placidi M, Rahmani R, et al. A multicentre
study of acute in vitro cytotoxicity in rat liver

17

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

cells. Toxicol In Vitro. 1991;5(5-6):543-7.
[Crossref]

Ratanasavanh D, Riche C, Begue J, Guillouzo
A. Les hepatocytes en culture: utilisation en
pharmacotoxicologie. In: Adolphe M, Guil-
louzo A, eds. Metodes In Vitro en Pharmaco-
toxicologie. Vol 170. 1 ed. Paris: Les Editions
INSERM; 1998. p.1-16.

Li AP, Lu C, Brent JA, Pham C, Fackett A,
Ruegg CE, et al. Cryopreserved human he-
patocytes: characterization of drug-metaboliz-
ing enzyme activities and applications in
higher throughput screening assays for hepa-
totoxicity, metabolic stability, and drug-drug in-
teraction potential. Chem Biol Interact.
1999;121(1):17-35. [Crossref]

Gomez-Lechéon MJ, Lahoz A, Gombau L,
Castell JV, Donato MT. In vitro evaluation of
potential hepatotoxicity induced by drugs. Curr
Pharm Des. 2010;16(17):1963-77. [Crossref]
[PubMed]

Persson M, Laye AF, Jacquet M, Mow NS,
Thougaard AV, Mow T, et al. High-content
analysis/screening for predictive toxicology:
application to hepatotoxicity and genotoxicity.
Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2014;115(1):
18-23. [Crossref] [PubMed]

Amacher DE, Martin BA. Tetracycline-induced
steatosis in primary canine hepatocyte cul-
tures. Fundam Appl Toxicol. 1997;40(2):256-
63. [Crossref]

Hardwick SJ, Wilson JW, Fawthrop DJ,
Boobis AR, Davies DS. Paracetamol toxicity
in hamster isolated hepatocytes: the increase
in cytosolic calcium accompanies, rather than
precedes, loss of viability. Arch Toxicol.
1992;66(6):408-12. [Crossref] [PubMed]

Chan KW, Ho WS. Anti-oxidative and he-
patoprotective effects of lithospermic acid
against carbon tetrachloride-induced liver
oxidative damage in vitro and in vivo. Oncol
Rep.  2015;34(2):673-80.  [Crossref]
[PubMed]


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26081670
https://doi.org/10.3892/or.2015.4068
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1444805
https://doi.org/10.1007/BF02035131
https://doi.org/10.1006/faat.1997.2389
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24461077
https://doi.org/10.1111/bcpt.12200
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20236064
https://doi.org/10.2174/138161210791208910
https://doi.org/10.1016/S0009-2797(99)00088-5
https://doi.org/10.1016/0887-2333(91)90090-Z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17270162
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2007.01.001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7268433
https://doi.org/10.1126/science.7268433
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4854444
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27138278
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0154629
https://doi.org/10.1016/0006-2952(84)90029-7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3545145
https://doi.org/10.1007/978-3-642-71248-7_32
https://doi.org/10.1016/0024-3205(95)00304-O
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18220566
https://doi.org/10.2174/138920008783331086
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22512564
https://doi.org/10.2174/138955712802762293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12877361
https://doi.org/10.1078/0940-2993-00292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25410290
https://doi.org/10.1007/7651_2014_145
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9442296
https://doi.org/10.1007/978-3-642-46856-8_20
https://doi.org/10.1016/0272-0590(86)90171-5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14051509
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11604100
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17942785
https://doi.org/10.1177/1087057107306839
https://doi.org/10.1016/0022-1759(86)90368-6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21468961
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-108-6

