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ÖZET 

 
Yeni ilaç moleküllerinin ve kimyasalların insanlar üzerinde ortaya çıkartabileceği potansiyel toksik etkilerin belirlenebilmesi 

amacıyla çeşitli çalışmalar yapılmaktadır. Kimyasallar genellikle hayvanlara veya in vitro hücre kültürlerine uygulanmaktadır. 

Ancak bu modeller metabolizmadaki farklılıklardan dolayı insanlarda ortaya çıkabilecek muhtemel toksik etkileri tam olarak 

yansıtamamaktadır. Bu nedenle insan kök hücrelerine dayalı in vitro modellerin toksikoloji araştırmalarında yeni bir alternatif 

olarak kullanılabileceği düşünülmektedir. Kök hücreler günümüzde ilaç/toksisite taramalarında, hastalık yolaklarının 

araştırılması ve gelişimsel toksisite gibi mekanistik çalışmalarda kullanılmaktadır. İndüklenmiş pluripotent kök hücreleri 

(iPSC) farklılaşmış, olgun ve özelleşmiş hücrelerden pluripotensi genlerinin manüplasyonu ile elde edilebilmektedir. Bu sayede 

kişinin genetik yapısı yansıtılabildiği gibi çevresel maruziyetin neden olduğu toksisite düzeyleri de belirlenebilmektedir. İnsan 

embriyonik kök hücreleri (hESC) ve iPSC’lerin genomik, proteomik, transkripteomik ve metabolomik kalıpları kapsamlı olarak 

çıkartılarak, hastalık ve toksisite durumlarının ortaya çıkmasına neden olan yolakların aydınlatılması sağlanabilmektedir. Her ne 

kadar teknolojik zorluklar ve etik engeller yaygın kullanımlarının önüne geçse de ilaç keşiflerinde ve toksisite çalışmalarında insan 

kök hücre temelli sistemlerden faydalanılmasının maliyet ve deney hayvanı kullanımının azaltılmasına, daha güvenli 

kişiselleştirilmiş ilaçların üretilmesine ve çevresel toksikanlar için daha doğru risk değerlendirmelerinin yapılmasına olanak 

sağlayabileceği düşünülmektedir. Bu derlemede insan kök hücre temelli sistemlerin nörotoksisite, hepatotoksisite, 

kardiyotoksisite, embriyotoksisite gibi toksikoloji çalışmalarındaki kullanımlarından bahsedilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Embriyonik kök hücreler, İndüklenmiş pluripotent kök hücreler, Kök hücreler, 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. GİRİŞ 
 

İnsanlar yaşamları boyunca ilaçlar, gıda katkı maddeleri, pestisitler, endüstriyel kimyasallar gibi birçok 

ksenobiyotiğin yanı sıra ultraviyole ışınlar ve radyasyon gibi fiziksel etkenlere maruz kalmaktadırlar. 

Bu etkenlerin insan vücudunda oluşturabileceği potansiyel toksik etkilerin belirlenebilmesi amacıyla 

çeşitli çalışmalar yapılmakta, bu amaçla in vivo ve in vitro test sistemleri kullanılmaktadır. Toksisite 

çalışmalarının yürütülebilmesi için çok sayıda hayvan gerekmektedir. Son yıllarda deney hayvanlarının 

kullanımı hayvan refahı, maliyet ve insana özgü farmakolojik-toksikolojik etkilerin tamamının 

görülememesi gibi nedenlerden dolayı kısıtlanmaktadır. Diğer bir seçenek olan in vitro insan ve hayvan 

kökenli hücre kültürleri de insan fizyolojisini tam olarak yansıtmadığından yeni yöntemler 

araştırılmaktadır. İnsan kök hücre temelli sistemlerin deney hayvanı ve hücre kültürü çalışmalarına 

alternatif olarak kullanılabileceği düşünülmektedir. 

 

Kök hücreler, kendilerine özgü yenileme ve vücutta birçok farklı hücreye gelişebilme potansiyelleri 

sayesinde bilimsel araştırmalarda ve tıpta büyük gelecek vaadetmektedir. Kök hücreler 

kardiyomiyositler, hepatositler, sinir hücreleri, kas hücreleri gibi birçok hücre türüne 

farklılaşabilmektedirler. Farklılaşma potansiyellerine göre unipotent, multipotent, pluripotent ve 

totipotent olarak gruplandırılmaktadırlar [1]. Genel olarak embriyonik olan ve embriyonik olmayan kök 

hücreler şeklinde ikiye ayrılırlar. Blastositin iç hücre kütlesinden elde edilen embriyonik kök hücreler 

(ESC’ler) üç farklı embriyonik tabakadan (endoderm, mezoderm, ektoderm) köken alan farklı hücrelere 

dönüşebilme potansiyeli yani pluripotens özellik göstermekte ve sınırsız olarak yenilenebilmektedir 

(Şekil 1). Endodermden akciğer, karaciğer, tiroid hücreleri vb hücreler; mezodermden kırmızı kan 

hücreleri, kardiyomiyositler, böbrek hücreleri vb hücreler, ekzodermden ise deri ve nöral hücreler gibi 

hücreler oluşabilmektedir. ESC’ler bu özellikleri sayesinde prenatal gelişimsel toksikoloji 

çalışmalarında kullanılırken, embriyonik olmayan kök hücreler hedef organ toksisitesi ve hastalık 

modelleme çalışmalarında tercih edilmektedir [2].  
 

 
 

Şekil 1. ESC’lerin elde edilmesi ve çeşitli hücre tiplerine farklılaşması 
 

Günümüzde hESC’ler hastalık modellemelerinde, rejeneratif tıpta, ilaç geliştirme ve toksisite 

araştırmalarında önemli bir potansiyele sahip olsa da gerek teknik zorluklar gerekse etik nedenlerden 

dolayı kullanımları kısıtlıdır. Bu nedenle embriyonik olmayan iPSC’ler iyi bir alternatif olarak tercih 
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edilmektedir. iPSC’ler ilk kez Gurdon ve Yamanaka tarafından erişkin somatik hücrelerin yeniden 

programlanmasıyla elde edilmiştir. Pluripotens ile ilişkili dört transkripsiyon faktörü (Oct4, Sox2, Klf4 

ve c-Myc) kullanılarak yetişkin fare fibroblastları yeniden programlandırılmış ve iPSC’ler 

oluşturulmuştur [3]. Bu başarıları neticesinde iki bilim adamı 2012 Nobel Fizyoloji/Tıp Ödülü’nü 

almıştır. Farklılaşmış, olgun ve özelleşmiş somatik hücrelerin yeniden programlanması pluripotensi 

genlerinin manüplasyonu ile sağlanmaktadır [4]. Hasta bireylerden elde edilen iPSC’lerin hastalıkların 

patoloji mekanizmalarının daha iyi anlaşılmasında kullanılabileceği düşünülmektedir. Son yıllarda 

iPSC’ler hastalık modellemelerinde ve hastalığa özgü biyogöstergelerin belirlenmesinde 

kullanılmaktadır. Birçok durumda insan kök hücre kültürleri hayvan modellerine göre insan 

patolojilerini daha iyi yansıtmaktadır. Fare ve insanların büyük oranda genetik benzerliğine karşın 

fizyolojik farklılıklar hastalık sürecinde de farklılıklara neden olmaktadır. Bazı durumlarda genetik 

bozukluğun neden olduğu patoloji hayvanlarda gelişmemektedir. Böyle durumlarda insanlarda hastalığa 

özgü kök hücrelerin kültür edilmesi ile hastalığın gelişimi mekanistik yönden incelenebilmekte ve aynı 

hastalığın seyrinde bireyler arasındaki farklılıklar değerlendirilebilmektedir.  
 

2. TOKSİSİTE ÇALIŞMALARINDA KÖK HÜCRELER 
 

2.1. Nörotoksisite Çalışmalarında Kök Hücreler 
 

Sinir sistemi merkezi ve çevresel sinir sistemi olmak üzere iki gruba ayrılır. Merkezi sinir sistemi beyin 

ve omurilikten oluşurken, çevresel sinir sistemi ganglia ve periferal sinirlerden oluşmaktadır. Nöronlar 

ve nöroglia hücreleri sinir sisteminde bulunan iki temel hücre tipidir. ESC’ler ve iPSC’lerin fonksiyonel 

nöron ve nöroglia hücrelerine farklılaşabilme potansiyellerinin olduğu bilinmektedir [5]. Günümüzde 

çevresel ve farmakolojik toksisite araştırmalarında insan nöroblastom hücre hattı (SH-SY5Y), fare 

nöroblastom hücre hattı (N2A), sıçan feokromasitoma hücre hattı (PC-12) gibi immortalize edilmiş 

hücre hatları kullanılsa da bilimsel çevreler bu tür hücre hatlarının nöronların fenotipik özelliklerini tam 

olarak yansıtmadığı konusunda fikir birliği içerisindedir [6-8]. Kök hücreler aracılığıyla beynin 

içerisindeki fonksiyonel ortamı taklit etmek ve biyokimyasal/nörofizyolojik değişkenleri test etmek 

mümkün olabilmektedir. Bu durumun öncelikli olarak nörolojik mekanizmaları net olarak 

anlaşılamamış olan alzheimer, parkinson hastalıkları olmak üzere huntington hastalığı, amyotrofik 

lateral skleroz (ALS) gibi nörodejeneratif hastalıklarla ilgili araştırmalarda faydalı olabileceği 

düşünülmektedir. Spinal müsküler atrofi, şizofreni, ailesel disotonomi, Friederich ataksisi gibi 

hastalıklardan elde edilen iPCS hatlarının patogenez ve ilaç araştırmalarında kullanıldığına dair 

çalışmalar bulunmaktadır [9-12]. ALS hastalığında in vitro model olarak fare ESC’lerinden 

farklılaştırılmış motor nöron hücreleri incelenmiştir [13]. Otizm spektrum bozukluklarından X-

kromozomuna bağlı MeCP-2 mutasyonu sonucu oluşan Rett sendromu ile ilgili bir araştırmada yine 

iPCS’ler kullanılmıştır [14].  Kök hücre modelleri üzerinde yapılan toksisite araştırmaları her ne kadar 

çok yeni olsa da insan kordon kanından elde edilen nöral kök hücreler (HUCB-NSC) kullanılarak 

nörotoksisite değerlendirmeleri yapılmaktadır. Sonuçların PC-12 ve serebellar granül hücreleri ile 

uyumlu olduğu ve HUCB-NSC’nin en az PC-12 kadar hassas olduğu bildirilmiştir [15]. iPSC’lerden 

elde edilen sinir hücreleri ile bazı kemoterapötik ilaçların periferal nöropati oluşturma etkisi incelenerek 

kök hücrelerin ilaca bağlı farklılıkların belirlenmesi ve nöroprotektif etkinliğinin değerlendirilmesi için 

iyi bir model olabileceği vurgulanmıştır [16].  

 

hESC’lerden elde edilen 3 boyutlu modeller üzerinde gelişimsel nörotoksisite çalışmaları 

yapılabilmektedir [17]. Schwartz ve ark. (2015) hESC’lerden sağlanan nöral öncü hücreler,  endotelyal 

hücreler, mezenşimal kök hücreler ve mikroglia/makrofaj hücrelerini kullanarak doku mühendisliği ile 

in vitro nörotoksisite taramalarında faydalanılmak üzere 3 boyutlu beyin modeli geliştirmiştir [18].  

 

Nöral gelişim süresince apoptozis üzerinde etkili olan kimyasallar beyin gelişimi üzerine de etkilidir. 

Sinir sisteminde apoptozis sonucu nöroprogenitör hücre havuzu tükenebilir. Druwe ve ark. (2015) 

iPSC’lerden elde edilen nöral progenitör hücrelerde kimyasallar ile indüklenmiş apoptozis tayini 

yapmıştır [19]. hESC ve iPSC’lerde yapılan elektrofizyolojik çalışmalar kök hücrelerin birçok 



Yalçın ve Yılmaz Sarıaltın / Anadolu Üniv. Bil.Tek. Der. C – Yaşam Bil. ve Biyotek.   7 (1) - 2018 
 

93 

özelleşmiş iyon kanalını eksprese edebildiğini göstermiştir [20]. Kök hücrelerden elde edilen nöronların 

voltaj ve ligand kapılı iyon kanallarını eksprese edebildiği bulunmuştur. Tüm bu özelliklerin ilaç 

geliştirme ve nörotoksisite çalışmalarında önemli fayda sağlayabileceği düşünülmektedir [21].  

 

2.2. Kardiyotoksisite Çalışmalarında Kök Hücreler 

 

Kardiyotoksisite piyasaya sürülen ilaçların klinik kullanımdan geri çekilmesine neden olabilen önemli 

bir sorundur. Son yıllarda cisaprid, rofekoksib, rosiglitazon, sibutramin vb etken maddeleri içeren ilaçlar 

dünyanın farklı bölgelerinde kardiyak yan etkiler nedeniyle piyasadan çekilmiştir [22]. Bu nedenle yeni 

keşfedilen ilaçların kardiyovasküler sistem üzerine oluşturabileceği kan basıncı değişiklikleri, aritmi, 

iskemi gibi yan etkilerin ve kardiyak güvenilirliklerinin değerlendirilebilmesi için çeşitli ön çalışmalar 

yapılmaktadır [23-27]. Purkinje lifleri veya klonlanmış insan iyon kanallarının kullanıldığı in vitro 

sistemler ilaç aday moleküllerinin insan kardiyomiyositleri üzerine etkilerini göstermek için 

kullanılmakta ancak yetersiz kalmaktadır. Yeni kimyasal maddelerin kardiyotoksik etkilerinin taranması 

ve insanlarda potansiyel kardiyak güvenlik düzeylerinin belirlenebilmesi için yeni test sistemlerinin 

geliştirilmesi gerekmektedir [28, 29]. Bu amaçla insan kardiyomiyosit kültürlerinin iyi bir in vitro model 

olabileceği düşünülmektedir [30]. Ancak sağlıklı donörlerden doku kullanımının sınırlı olması primer 

kardiyomiyosit kullanımını kısıtlamaktadır. Tüm bu nedenlerden dolayı son yıllarda kardiyotoksisite 

değerlendirme çalışmalarında in vitro hiPSC kaynaklı kardiyomiyositler kullanılmaya başlamıştır [31, 

32]. hiPSC’ler potansiyel kardiyotoksikanlar ve uzun QT aralığına neden olan yeni kimyasal maddelerin 

taranmasına olanak sağlamaktadır. Ayrıca beklenmeyen veya istenmeyen proaritmik ilaç etkilerini 

azaltmak ve önlemek amacıyla kullanılmaktadır [33, 34]. 
 

Fonksiyonel kardiyomiyositler hESC kültürlerinden elde edilir [35, 36]. hESC-kardiyomiyositlerin 

yapısında α-kardiyak aktin, atrial miyozin hafif zincir, ventriküler miyozin hafif zincir, α-miyozin ağır 

zincir, atrial natriüretik peptit, kardiyak troponin T ve kardiyak troponin I gibi çok sayıda kardiyomiyosit 

proteini bulunmaktadır. Z bantları ve interkale diskler gibi özellikleri ile kardiyomiyosit benzeri 

morfoloji göstermektedirler. Ayrıca kardiyomiyositler gibi daha uzun aksiyon potansiyeli (AP) süresi 

olan ritmik kontraksiyonlar göstermektedirler [37, 38]. hESC-kardiyomiyositler fonksiyonel açıdan 

primer kardiyomiyositlere benzemektedir. Ancak etik sorunlar nedeniyle hESC-kardiyomiyositlerin, 

kardiyomiyosit progenitörlerinin potansiyel kaynakları olarak gelişimi sınırlanmıştır. Bazı 

araştırmacılar kemik iliği gibi erişkin dokularından elde edilen kök hücrelerin in vitro kardiyomiyosit 

prekürsörü olarak kullanımının daha uygun olduğu görüşünü savunmaktadır.  
 

hESC’lerin kardiyak hücrelere farklılaşması için 3 farklı yöntem kullanılmaktadır. Bunlar embriyonik 

gövde (EB) oluşumu, endorderm hücrelerle hESC kaynaklı hücrelerin birlikte üretilmesi ve spesifik 

sinyal faktörleri ile indüklenen tek katmanlı kültürde farklılaşmadır [39]. hESC-kaynaklı 

kardiyomiyositlerin, olgun kardiyomiyositlere benzer şekilde birçok ilacın reaktifi olduğu 

düşünülmektedir [40]. Antiaritmik bir ilaç olan E-4031 ve sotalol terminal polarizasyonu etkileyerek 

AP süresini uzatır. E-4031, ventrikül benzeri hESC kaynaklı kardiyak yapılarda AP uzaması ve erken-

ard-depolarizasyonuna neden olur. Sonrasında triangülasyon ve kısa süreli değişiklik (STV) değerleri 

artar. E-4031 tedavisinin ADP uzamasına etkisi değerlendirildiğinde tavşan purjinke liflerinin hESC 

kaynaklı kardiyomiyositlerden daha etkili olduğu bildirilmiştir. Ancak tedaviden sonra triangülasyon ve 

STV değerlerinin her iki grupta da karşılaştırılabilir düzeyde olduğu görülmüştür [41].  
 

Erişkin dokusu kaynaklı murin iliği kültürleri, kardiyomiyosit farklılaşmasını uyarmak amacıyla 5-

azasitidin ile tedavi edilmiştir [42,43]. Histon değiştirici bir kemoterapötik olan 5-azasitidin tedavisi 

sonucunda çok sayıda miyotüp oluşmuş, kardiyak aktin, miyosin ve kardiyomiyosit spesifik 

transkripsiyon faktörleri gibi kardiyomiyosit göstergeleri eksprese edilmiştir. Elde edilen bu yapılar  

kardiyomiyositlere fonksiyonel olarak benzer özellikler göstermiştir. Ayrıca bu kültürlerin kalbe 

yerleştirilmesinin ardından in situ kardiyomiyojenik farklılaşmaya uğradıkları gösterilmiştir [44,45]. 

Kültürlerin in vitro genişleme yeteneği sayesinde kardiyomiyosit progenitör üretimi için sınırsız bir 
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kaynak oluşturulabileceği bildirilmiştir. Bu sayede yeni kimyasal maddelerin insan eter-a-go-go’yla 

bağlantılı gen (hERG), potasyum (K+), sodyum (Na+) ve kalsiyum (Ca2+)  gibi kardiyak iyon kanalları, 

elektrik aktivitesi, Ca2+ homeostazı ve kontraktilitesi üzerine etkilerinin ölçülebileceği ve potansiyel 

kardiyak elektrofizyolojik etkiler ile ilgili olarak değerlendirme yapılabileceği düşünülmektedir. 

Böylece yeni kimyasal maddelerin keşfinde ve pre-klinik çalışmalar sırasında kolaylık sağlanabileceği 

öngörülmektedir [46, 47].  

 

Doksorubisinin kardiyotoksisite potansiyelini araştırmak ve moleküler mekanizmasını aydınlatmak 

amacıyla hiPSC-kardiyomiyositler kullanılarak yürütülen bir çalışmada ilacın, intraselüler doza bağımlı 

Ca2+ konsantrasyonunda artış, mitokondriyal disfonksiyon, reaktif oksijen türleri üretimi, apoptotik ve 

nekrotik hücre ölümünde artış gibi birçok etkiye neden olduğu gösterilmiştir [48]. hiPSC- 

kardiyomiyositlerin ekstraselüler alan potansiyeli analizlerinde ve türev alan potansiyel süresi (FPD) 

değerlerinin elde edilmesinde doza bağımlı yanıtlar oluşturduğu görülmüştür. QT aralığına etkileri 

bilinen ilaçların serum seviyelerinin hiPSC-kardiyomiyosit FPD uzamaları ile örtüştüğü bildirilmiştir. 

Bu nedenle yeni ilaç aday moleküllerinin kardiyak güvenilirliğinin belirlenmesinde hESC-kardiyomiyosit 

FDP uzaması verilerinin kullanılabileceği bildirilmektedir [49]. hiPSC-kardiyomiyositlerin video 

mikroskopisi ve görüntü analizi temeline dayanan non-invaziv bir yöntem ile yeni ilaç moleküllerinin 

kardiyotoksik potansiyellerinin belirlenmesinde kullanılabileceği düşünülmektedir. Bu yöntemle kalp 

atım sıklığı, atım süresi, atımlar arası değişimler, nabız gibi göstergeler otomatik olarak 

ölçülebilmektedir [50]. Liang ve ark., sağlıklı ve hasta bireylerin kardiyotoksik ilaçlara karşı 

duyarlılılığını incelemiştir. Hastalığa özgü hiPSC-kardiyomiyositlerin advers ilaç cevaplarını 

değerlendirmede standart hERG gen testinden veya kontrol hiPSC-kardiyomiyosit/hESC-

kardiyomiyosit tarama analizlerinden daha doğru sonuçlar ortaya çıkarttığı bildirilmiştir [51]. 

 

hiPSC’lerden farklılaşan kardiyomiyositlerin morfoloji, gen ekspresyon ve elektrofizyolojik özellikler 

bakımından hESC’lere benzediği bildirilmiştir. hiPSC-kaynaklı kardiyak hücrelerde, hESC-kaynaklı 

kardiyomiyositlere göre, Ca2+ sinyalinin daha yüksek maturasyon derecesi gösterdiği görülmüştür [52]. 

Kontraktilite ve atım sıklığı değerlendirildiğinde kardiyoaktif ilaçların hem hiPSC hem de hESC-

kaynaklı kardiyomiyositler üzerinde aynı etkiyi oluşturduğu bildirilmiştir [53]. E-4031, isoprenalin, 

kinidin ve haloperidolun kardiyotoksisitesinin değerlendirilmesi amacıyla hESC ve hiPSC 

kardiyomiyositler karşılaştırılmış ve her iki tür kardiyomiyositin de kullanılabileceği kanısına 

varılmıştır [54]. hESC kaynaklı kardiyomiyositlerin, birçok iyon kanalının farmakolojik blokajına karşı 

çok duyarlı olduğu, bu durumun da AP değişikliklerine yol açabileceği bildirilmiştir [55]. Sonuç olarak 

hem hiPSC hem de hESC kaynaklı kardiyomiyositlerin kardiyotoksisite çalışmalarının da dahil olduğu 

birçok araştırma için umut olabileceği düşünülmektedir.  

 

2.3. Hepatotoksisite Çalışmalarında Kök Hücreler 

 

İlaçlar ile indüklenen hepatotoksisite hem yeni ilaç aday moleküllerinin, hem de piyasadaki ilaçların 

geri çekilmesine neden olabilecek temel sorunlardan biri olmakla birlikte akut karaciğer hasarı ve hatta 

karaciğer nakli ile sonuçlanan ciddi problemlere yol açabilmektedir [56-58]. Son yıllarda beklobrat, 

ketokonazol, nevirapin, nefazodon, sitaksentan sodyum vb etken maddeleri içeren ilaçlar dünyanın 

farklı bölgelerinde karaciğere bağlı yan etkiler nedeniyle piyasadan çekilmiştir [22].  

 

Karaciğer hasarı ilaç veya metabolitlerinin tetiklemesiyle oluşan immun reaksiyonlar ve reaktif 

metabolitlerin yol açtığı hücre stresi nedeniyle oluşabilmektedir. Reaktif bileşikler etkilerini glutatyon 

havuzunu tüketme; DNA, RNA, protein, lipid ve enzimlere bağlanma şeklinde göstermektedir. Bu süreç 

genellikle apoptotik veya nekrotik hücre ölümüyle sonuçlanmaktadır [59].  

  

İzole edilen primer insan hepatositleri (PİH) ilaç metabolizması ve hepatotoksisite çalışmaları için en 

uygun in vitro hücre modellerinden biridir. Metabolizasyondan sorumlu enzimleri yüksek düzeyde 

eksprese etmektedirler. Bu nedenle metabolizasyonla ilişkili toksisitenin aydınlatılmasında ve ilaç 
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metabolizma yolaklarının değerlendirildiği moleküler genetik çalışmalarında kullanılmaktadırlar [60, 

61]. Ayrıca hücre canlılığı, toksik ilaç metabolitlerinin oluşumu, mitokondriyal fonksiyon bozukluğu, 

biliyer taşıma sisteminin inhibisyonu gibi ilaçların indüklediği karaciğer hasarına neden olabilecek 

etkenlerin araştırılmasında kullanılabilmektedirler. Ancak in vitro proliferasyon kapasitelerinin sınırlı 

olması nedeniyle standart hepatotoksisite testlerinde kullanımları kısıtlıdır [62].  

 

Temel ve klinik ilaç araştırmalarında insan hepatositlerinin sıklıkla kullanımı bu hücrelerin üretiminin 

artmasına neden olmuştur. İnsan hepatositleri için insan karaciğerinden başka kaynaklar da 

bulunmaktadır. Fetal karaciğerinin yanı sıra pankreas, kemik iliği, kan sistemi kök hücreleri, ESC gibi 

karaciğer dışı kaynaklardan da hepatosit benzeri hücreler elde edilebilmektedir [63-65]. hESC’lerin 

hepatosit farklılaşması genellikle 3 temel basamaktan oluşur. Süreç, hESC’lerin kesin endoderm 

hücrelerine farklılaşması ile başlar, hepatik progenitör hücrelere dönüşmesi ile devam eder ve hepatosit 

benzeri hücrelere olgunlaşması ile sonlanır [66]. 

 

Pre-klinik dönemde ilaç adaylarının karaciğer üzerine oluşturduğu olumsuz etkilerin değerlendirilmesi 

oldukça önemlidir. Son yıllarda deney hayvanı kullanımının azalmasıyla birlikte hepatotoksisitenin 

değerlendirilmesinde kök hücre kaynaklı hepatosit kullanımı artmıştır [67-69]. İlaç aday moleküllerinin 

hepatotoksisitelerinin erken evrede değerlendirilmesi için ticari ve hESC’den elde edilen saf (≥98) 

hepatositlerin karşılaştırıldığı bir çalışmada hESC’den elde edilen hepatositlerin in vitro hepatotoksisite 

testleri için uygun bir kaynak olduğu bildirilmiştir [70].  

 

Sirenko ve ark., toksisite mekanizması bilinen 240 bileşiğin hücre canlılığı, şekli, ortalama ve entegre 

hücre alanı, mitokondriyal membran potansiyeli, fosfolipid birikimi ve apoptoz üzerine etkileri 

değerlendirmiştir. hiPSC-kaynaklı hepatosit modelinin ilaç ve diğer kimyasalların güvenlik 

değerlendirmesini kolaylaştırabileceği ve toksisite mekanizmaları hakkında doğru bilgiler verebileceği 

sonucuna ulaşılmıştır [71]. hiPSC’ler birçok sitokrom (CYP) P450 genini eksprese etmektedir. hiPSC-

kaynaklı hepatosit benzeri hücrelerin, ilaçların metabolizmasında görev alan Faz I ve Faz II enzimlerinin 

indüksiyon ve inhibisyon profillerinin değerlendirilmesinde kullanılabileceği düşünülmektedir [72, 73]. 

Ayrıca bu hücrelerin ilaca bağlı hepatotoksik immünolojik olayları değerlendirmek için kullanılabileceği 

bildirilmiştir. Hücrelerde asetaminofen tedavisi inflamatuvar sitokin seviyesini arttırırken, asetaminofen 

uygulanan hücrelerin olduğu ortamda kültüre edilen immun hücre hatlarının (Jurkat, THP-1, NK92MI) 

aktive olduğu görülmüştür. Hepatotoksisitesi nedeniyle piyasadan çekilen troglitazon uygulandığında 

da proinflamatuvar sitokinlerin ve immun hücre aktivasyonunun arttığı görülmüştür [74].  

 

PİH ile hiPSC-kaynaklı hepatosit benzeri hücrelerin CYP3A4 aktiviteleri karşılaştırıldığında farklı 

sonuçlar yayınlanmıştır. Basma ve ark. PİH’lerin 3 kat daha fazla CYP3A4 transkript düzeyi 

gösterdiğini [75], diğer araştırmacılar ise transkripsiyonun 1000 kattan daha fazla olduğunu 

bildirmişlerdir [76, 77]. Rambhatla ve ark. CYP1A2 aktivitesinin, PİH ile karşılaştırılabilir olduğunu 

göstermişlerdir [78]. HepG2 hücrelerle kıyaslandığında ise hiPSC-kaynaklı hepatosit benzeri hücrelerin 

CYP1A ile fenasetin metabolizasyonunun daha yüksek olduğu görülmüştür [76]. PİH ile 

kıyaslandığında HepG2 hücrelerin ise yaklaşık 100 kat fazla Cyp1A2 aktivitesi oluşturduğu 

bildirilmiştir [79]. hiPSC-kaynaklı hepatosit benzeri hücrelerde GST1A-1 bulunurken, GSTM-1 düşük 

düzeyde eksprese olmuş, GSTP-1 ekspresyonu ise saptanamamıştır. 1-kloro-2,4-dinitrobenzen ile 

ölçülen GST aktivitesi HepG2’den oldukça fazla, PİH’lerle ise kıyaslanabilir düzeyde olduğu 

gösterilmiştir [80]. Farklılaşmaya başladıktan sonra hepatosit benzeri hücrelerden alfa-1-antitripsin 

(AAT) salınımı yaklaşık 6 kat artmıştır ancak hem albumin hem de AAT salınımının PİH'lere kıyasla 

düşük olduğu bildirilmiştir [81]. hiPSC-kaynaklı hepatosit benzeri hücrelerin ilaçların indüklediği 

immun aracılı hepatotoksisitenin değerlendirilmesi için uygun bir in vitro model olduğu bildirilmiştir. 

Olgun karaciğer fonksiyonlarının gözlenmesi, bu hücrelerin toksikoloji ve ilaç metabolizması 

çalışmalarının yanı sıra karaciğere bağlı hastalıkların tedavisinde de yol gösterici olarak 

kullanılabileceğini düşündürmektedir. 
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2.4. Embriyotoksisite Çalışmalarında Kök Hücreler 
 

Kök hücrelerin toksikoloji testlerinde kullanımı ile ilgili bir diğer alan embriyotoksisite ve embriyo 

gelişimi değerlendirmeleridir [82]. Embriyo ya da fetüs gelişiminin karmaşık yapısı ve gebelik sırasında 

anne ile fetüs arasındaki karmaşık etkileşimlerden dolayı var olan çeşitli bileşiklerin teratojenite 

potansiyelleri belirlerken hızlı sonuç alabilmek, maliyeti düşürmek ve en önemlisi de hayvan tüketimini 

azaltmak amacıyla bazı in vitro teknikler geliştirilmiştir. hESC’lerin deneysel amaçlı kullanımındaki 

etik engeller nedeniyle fare embriyonik kök hücre testi (Embryonic Stem Cell Test - EST) uygun olarak 

kullanılabilecek in vitro testlerden biridir. Embriyotoksisite testinde en önemli faktör ESC’lerin in vivo 

erken dönem embriyonik gelişimi taklit etmeleri ve dokuya özgü ekspresyon profillerine sahip 

olmalarıdır [83]. Üreme ve gelişimsel toksisite değerlendirmesi için geliştirilen EST, Avrupa Alternatif 

Metodları Değerlendirme Merkezi (European Centre for the Validation of Alternatif Methods - 

ECVAM) tarafından güvenilirliği resmi olarak kabul edilmiş bir yöntemdir [84]. EST ilk olarak Horst 

Spielman ve ark. tarafından 1997’de fare embriyo hücreleri üzerinde geliştirilmiştir [85]. Fare EST 

yönteminin prensibi üç toksikolojik son noktanın değerlendirilmesine dayanmaktadır. Bunlar: 1- 

Farklılaşmış hücreleri temsil eden 3T3 fibroblastların büyümesinin inhibisyonunun veya diğer bir 

ifadeyle sitotoksisitelerinin değerlendirilmesi; 2- Maruziyetten 10 gün sonra farklılaşmamış embriyonik 

hücrelerin sitotoksisitelerinin değerlendirilmesidir. Sitotoksisite değerlendirmesinde 3-(4,5-

dimetiltiazol–2-il)-difenil tetrazolium bromid (MTT) yöntemi kullanılır. Bu kimyasal canlı hücrelere 

aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal süksinat dehidrogenaz enzimi tarafından mavi-mor renkli, 

suda çözünmeyen formazana indirgenir. Oluşan renk spektrofotometrik olarak ölçülerek bulunan 

değerler yaşayan hücre sayısı ile ilişkilendirilir. 3- Maruziyetten 10 gün sonra embriyonik hücrelerin 

kalp kası öncülleri olan myoblastlara farklılaşmasının inhibisyonunun değerlendirilmesidir [86]. EST 

ile Birleşik Devletler Teratoloji Derneği tarafından yayınlanmış bir listeden seçilen embriyotoksik etkili 

20 kimyasal referans alınarak, potansiyel toksik etkili olabilecek maddeler zayıf, güçlü ve embriyotoksik 

olmayan olarak üç sınıf altında kategorize edilmektedir [87]. EST yönteminde kimyasal maruziyetinin 

hücre farklılaşması ile ilgili genlerin ifadelerini ne türlü etkileyebileceğinin araştırılması toksikolojik 

son nokta ile ilgili yeni moleküler yaklaşımlardandır [88].  

 

Günümüzde EST birçok türde maddenin embriyotoksik etkisinin araştırılmasında kullanılmaktadır. 

Zhou ve ark. endokrin bozucu kimyasallardan perflorooktan sulfonat, perflorooktanoik asit ve bisfenol 

A’nın gelişimsel toksik etkisini EST yöntemi ile değerlendirmiştir [89]. Bir diğer çalışmada petrol türevi 

bazı bileşiklerinin in vitro toksik etkileri EST gerçekleştirilerek daha önceden yayınlanmış in vivo deney 

verileri ile karşılaştırılmıştır. Petrol türevi bileşiklerin ES-D3 hücrelerinin kardiyomyositlere 

farklılaşmalarının konsantrasyona bağlı engelledikleri bulunmuş ve sonuçların in vivo veriler ile iyi bir 

korelasyon gösterdiği vurgulanmıştır (R2=0.97) [90]. Dimopoulou ve ark. bazı azol bileşiklerinin 

plasentadan geçiş oranlarına göre embriyotoksisite testlerine toksikokinetik ve toksikodinamik 

yaklaşımda bulunmuştur. Söz konusu kimyasalların tamamının embriyo kültürü testi ve EST yöntemi 

ile elde edilen potansiyel toksik etkilerinin korelasyonunun iyi olduğunu rapor etmiştir (R2=0.67) [91]. 

İn vitro koşullarda karmaşık in vivo etkileşimler, maternal farmakokinetik, plasenta bariyeri gibi 

karmaşık faktörlerin bertaraf edilmesi aynı zamanda yöntemin dezavantajları arasında sayılabilir. Imai 

tarafından 2016 yılında yürütülen bir çalışmada embriyonik kök hücre kültürü ile hepatosit kültürü 

birleştirilmiş ve hibrit bir sistem oluşturulmuştur. Bu sayede diş hekimliğinde kullanılan bazı monomer 

bileşiklerin embriyotoksik etkileri metabolik aktivasyon etkisi dahilinde incelenmiştir [92]. Kimyasal 

maddelerin cinsiyete özgü etkileri erkeklere-duyarlı, dişilere-duyarlı ve her iki cinsiyete de duyarlı 

şeklinde sınıflandırılabilmektedir. Embriyonik kök hücrelerin kromozom karyotiplemesi yapılarak 

erkek (XY) ve dişi cinsiyetine (XX) bağlı embriyotoksik ve özellikle de gelişimsel etkiler 

araştırılabilmektedir [93]. Ayrıca embriyotoksisitenin mekanistik yönden araştırılmasında sinyal 

yolaklarının incelenmesi de yeni bir açılım olarak yerini almıştır [94]. 
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3. SONUÇ 

 

Kök hücreler; sürekli bölünebilme, yenilebilme ve farklılaşabilme özellikleri sayesinde kalp-damar ve 

akciğer hastalıkları, sinir sistemi hastalıkları, kas ve iskelet sistemi hastalıkları, endokrin sistem 

hastalıkları gibi durumlarda fonksiyonu azalan, kaybolan veya ölen hücrelerin yerine sağlam hücre 

dokularının çoğaltılarak hastalıkları tedavi etmeye yönelik araştırmalarda kullanılmasıyla ön plana 

çıkmaktadır. Günümüzde tüm bu tedavi amaçlı araştırmaların yanısıra kök hücrelerin hastalık 

mekanizmalarının aydınlatılabilmesinde, ilaç geliştirmeye yönelik çalışmalarda ve kimyasal maddelerin 

insan sağlığı üzerindeki muhtemel toksik etkilerinin değerlendirilmesinde de önemli bir seçenek haline 

geldiği görülmektedir. Kök hücrelerin toksisite testlerinde kullanılmasına yönelik yaptığımız literatür 

taramasında özellikle nörotoksisite, hepatotoksisite, kardiyotoksisite ve embriyotoksisite gibi sistemik 

ve gelişimsel toksisite çalışmalarında insan kök hücre temelli in vitro yöntemlerin yeni bir alternatif 

olduğu görülmektedir. Embriyo, amniyon sıvısı, fetüs, göbek kordonu, kordon kanı, kemik iliği, 

kıkırdak, yağ doku gibi dokular kök hücre elde etme kaynakları olarak olarak sayılabilir. Etik sorunlar, 

öncelikle insan embriyonik kök hücreleri olmak üzere, kök hücrelerin toksikolojik analizlerde 

kullanılmasının önündeki en büyük engellerden biridir. Diğer taraftan son yıllarda toksisite testlerinde 

hayvan refahı göz önünde bulundurularak hayvan kullanımının kısıtlanması in vitro yöntemlerin 

önemini daha da arttırmıştır. Sonuç olarak kök hücrelerin toksikolojide kullanılması gelecek 

vadetmektedir. Ancak diğer in vitro ve in vivo yöntemlere iyi bir alternatif olabilmesi için daha yeni ve 

ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 
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