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Toksikolojide İn Vitro Karaciğer Modelleri

ÖÖZZEETT  Karaciğer organizmanın temel metabolik işlevlerinin gerçekleştiği organdır. Birçok kimya-
sal maddenin hepatotoksik olduğu bilinmektedir. Bir kimyasal maddenin in vivo olarak karaciğer
hasarı yapabilme kapasitesi; bu maddenin alımı, biyotransformasyonu ve eliminasyonu sırasında
geçirdiği bir seri kompleks hücresel prosese bağlıdır. Ayrıca, karaciğer hasarı yapan pek çok kim-
yasal madde için hayvan modellerinden elde edilen bilgilerin insana tam olarak ekstrapole edilmesi
bazı durumlarda uygun değildir. Bu durumda, in vitro karaciğer sistemlerinin potansiyel hepato-
toksik bileşiklerin belirlenmesi ve bunların yarattığı hepatotoksisitenin altında yatan mekanizma
veya mekanizmaların araştırılması açısından daha iyi bir deneysel yaklaşımı sağladığı belirtilmek-
tedir. En sık kullanılan in vitro karaciğer modelleri arasında; izole perfüze organ parçaları, karaci-
ğer dilimleri, subselüler fraksiyonlar ve izole ve kültür hepatositler gelmektedir. Son 20-30 yıldır
insan veya hayvanlardan elde edilen diferansiye hepatositlerin ve karaciğer dilimlerinin hazırlanma
ve kültürlenmeleriyle ilgili çok büyük gelişmeler sağlanmıştır. Ayrıca, izole hepatositlerin ilaç me-
tabolizması ve toksisite çalışmalarında sağlayabilecekleri yararlar hakkında önemli araştırmalar ya-
pılmıştır. Ancak, başta ilaç geliştirme çalışmaları olmak üzere, in vitro çalışmalar in vivo çalışmalara
henüz tam bir alternatif değildir. Ayrıca, kültür hepatositlerinde gözlenen erken fenotipik deği-
şiklikler, düşük proliferasyon kapasiteleri ve insan hepatositlerinin bulunma zorlukları gibi bazı sı-
nırlamalar bulunmaktadır. Gelecekte bu çalışmalardan beklenen en büyük gelişme kültür
koşullarının iyileştirilerek in vivo koşulları daha iyi taklit edebilmesi ve bu koşullarla daha büyük
korelasyon oluşturmasıdır. Bu çalışma kapsamında, toksikolojide kullanılan in vitro karaciğer mo-
dellerinden söz edilerek, her modelin kullanım koşulları, avantaj ve dezavantajlarının anlatılması
amaçlanmıştır.

AAnnaahhttaarr  KKeelliimmeelleerr:: İn vitro teknikler; karaciğer; hepatositler; hücresel yapılar 

AABBSSTTRRAACCTT  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. 

KKeeyywwoorrddss::  In vitro techniques; liver; hepatocytes; cellular structures 
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İN VİTRO TOKSİKOLOJİK TESTLER

Akut ve kronik toksisite testlerinin amaçları, kim-
yasalların kısa veya uzun dönemde sağlık üzerinde
oluşturabileceği tehlikelerin belirlenmesidir. Bu
testler uzun süredir hayvanlar üzerinde yürütül-
mektedir. Son yıllarda, gerek hayvan aktivistleri
gerekse hayvan kullanımında ortaya çıkan zorluk-
lar, araştırıcıları in vivo yerine in vitro testler kul-
lanmaya yönlendirmiştir. İn vivo ve in vitro testler
arasında elde edilen korelasyonun yüksek olması,
in vitro testleri özellikle akut sistemik toksisite ta-
yininde kullanılan in vivo testlerin önemli alterna-
tifi hâline getirmiştir.1,2

İlk kez 1950’li yıllarda in vitro hücre model-
lerinin akut letaliteyi tayin etmek için in vivo akut
toksisite testlerine alternatif kullanımı başlamıştır.
Son yıllarda, laboratuvarlarda kullanılan hayvan sa-
yılarını azaltmak için, in vitro testlerin kullanım-
larında önemli artış gözlenmektedir.3 Bu testlere
belirli bir standardizasyon getirilmesi için, Ameri-
kan Çevre Koruma Ajansı (EPA), Ulusal Çevre Sağ-
lık Bilimleri Enstitüsü [National Institute of
Environmental Health Sciences (NIEHS)] ve Ulusal
Toksikoloji Programı (NTP) beraberce çalışmakta-
dır. NIEHS’nin 2001 yılında yayımladığı “Akut Sis-
temik Toksisitenin Değerlendirilmesi için İn Vitro
Metotlar Üzerine Uluslararası Çalıştay Raporu”,
özellikle in vitro sitotoksisite testleri ile in vivo le-
talite testleri arasında büyük bir korelasyon oldu-
ğuna işaret etmiştir. Bu raporda, 347 kimyasal
maddenin hem fareler, hem de sıçanlara ait med-
yan inhibitör konsantrasyon 50 (IC50) değerleri ve
medyan letal doz (LD50) değerleri beraberce ve-
rilmektedir. Bu bilgilerden de in vivo ve in vitro
veriler arası korelasyonun büyüklüğü görülebil-
mektedir.4

KÜLTÜR HÜCRELERİ 

Kültür hücreleri kullanılarak yapılan in vitro testle-
rin araştırıcılara sağlayabileceği avantajlar ve
neden olabileceği dezavantajlar Şekil 1 ve Şekil
2’de görülmektedir.5-7

Günümüzde ilkel test ortamları yerine gelişti-
rilen karmaşık test ortamlarının in vitro testlerin

pek çok toksisite çalışmasında kullanılabilirliğini
ve validasyonunu artırdığı görülmektedir. Olası ge-
lişmelerle in vitro testlerin in vivo testlere alternatif
olmaktan çıkıp, düzenleyici kuruluşlarca önerilen
testler olma yolunda hızla ilerlediği söylenebilmek-
tedir.8

İN VİTRO TOKSİKOLOJİDE KARACİĞER 
HÜCRE MODELLERİNİN ÖNEMİ

Karaciğer, temel metabolik işlevlerinin gerçekleş-
tiği organdır. Görevleri; besin ögelerinin alımı, bi-
yotransformasyonu, depolanması, bunların kan ve
safraya salımıdır.9

Birçok kimyasalın hepatotoksik olduğu bilin-
mektedir. Bir kimyasalın in vivo olarak karaciğer
hasarı yapabilme kapasitesi; bu maddenin alımı, bi-
yotransformasyonu ve eliminasyonu sırasında ge-
çirdiği bir seri kompleks hücresel prosese bağlıdır.
Hepatoksik bileşikler makromoleküllerle etkileşip
karaciğer yağlanmasıyla başlayan lezyonlarını in-
dükleyebilmektedirler. Bir kimyasalın neden ol-
duğu karaciğer hasarı doku, hücre ve moleküler
düzeylerde incelenebilmekte; ancak karaciğer
birçok endojen/ekzojen maddenin ve organın et-
kisi altında olduğundan bu hasarın in vivo olarak
incelenebilmesi zordur. Ayrıca, karaciğer hasarı
yapan birçok kimyasal için hayvan modellerin-
den elde edilen bilgilerin insana tam olarak eks-
trapole edilmesi bazen uygun olmayabilmektedir.
Bu durumda, in vitro karaciğer sistemlerinin po-
tansiyel hepatotoksik bileşiklerin belirlenmesi ve
bunların yarattığı hepatotoksisitenin altında
yatan mekanizma/ların araştırılması açısından
daha iyi bir deneysel yaklaşımı sağladığı belirtil-
mektedir.9,10

En sık kullanılan karaciğer modelleri arasında,
izole perfüze organ parçaları, doku dilimleri, subse-
lüler fraksiyonlar ve izole ve kültür hepatositler gel-
mektedir. Bunların içinde, izole ve kültür hepa-
tositler toksisite çalışmaları için en sık kullanılan mo-
dellerdir.9

İN VİTRO KARACİĞER HÜCRE MODELLERİ

İn vitro karaciğer hücre modelleri Şekil 3’te görül-
mektedir.
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İNTAKT SELÜLER SİSTEMLER

İzole Perfüze Organlar

İzole perfüze karaciğer organ modeli, in vivo mo-
dele en yakın in vitro modeldir. Temel avantajları
üç boyutlu yapının korunması, safra akışının ol-
ması, safranın toplanabilmesi ve bunun karaciğer-
den ayrı olarak incelenebilmesidir. Ayrıca,
hemodinamikle ilgili konuların incelenebilmesini

sağlayan tek modeldir. Bu model ilaç ve kimyasal-
larla indüklenen hepatotoksisitenin araştırılması
için kullanılmaktadır; fizyolojik temele dayanan
toksikokinetik modelleme açısından ilgi çekicidir.
Avantajlarına rağmen bu modelle çalışmak güçtür;
organ bütünlüğünü sınırlı bir süre korumaktadır.
Ayrıca, modelin doz-yanıt çalışmalarına uygun ol-
madığı düşünülmektedir. Bu model için insan ka-
raciğeri bulmak çok zordur.10-12
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ŞEKİL 1: Kültür hücreleri kullanılarak yapılan in vitro testlerin araştırıcılara sağlayabileceği avantajlar.



Karaciğer Dilimleri

İnsan karaciğerinde kısa dönemli çalışmalar için
uygundur. Doku dilim modeli ile doku organizas-
yonunun korunması ve hücre-hücre ve hücre-mat-
riks ilişkilerinin incelenebilmesi mümkün olabil-
mektedir; ancak safra akışı tek başına izleneme-
mektedir. Daha önceleri, doku dilimleri in vitro

toksikolojik model olarak inkübasyon ortamından
besin ögelerinin ve oksijenin düşük alımı nedeni
ile büyük sınırlamalar varlığında kullanılabilmiş-
tir. Son yıllarda yeni tasarlanmış doku dilimleyici
cihazlar sayesinde sınırlamalar azalmış, bu modele
ilgi artmıştır. Bu yeni cihazlar ile benzer boyutlarda
(~250 mm kalınlığında) doku dilimleri minimum
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ŞEKİL 2: Kültür hücreleri kullanılarak yapılan in vitro testlerin neden olabileceği dezavantajlar.



travma ile hazırlanabilmektedir.9,10,13-16 Doku di-
limleri karaciğer fragmanlarının eldesi veya iğne
biyopsileriyle sağlanabilmektedir; bu modelde his-
tolojik inceleme yapılabilmektedir. Son çalışma-
larda, doku dilimlerinin 2-3 gün arası metabolik
olarak aktif kalabileceği gösterilmiştir; ancak hücre
canlılığı ve doku dilimlerinin işlevsel kapasiteleri
farklı deneysel ortamlarda değişebilmektedir. Doku
dilimlerinin soğukta ve uygun koşullarda saklana-
bileceği belirtilse de parankimal hücrelerin dondu-
rulup çözüldükten sonra canlılığındaki değişimler
henüz aydınlığa kavuşmamıştır.9,13-16

İZOLE KARACİĞER HÜCRELERİ

HEPATOSİTLERİN İZOLASYONU VE KÜLTÜRE
HAZIRLANMASI

İntakt erişkin sıçan hepatositlerinin elde edilme-
sinde, 1967 yılında kollajenaz ve hiyalüronidazın
disosiasyon ajanları olarak kullanılmaya başlanıl-
masıyla büyük bir gelişme sağlanmıştır.17 1969 yı-
lında, karaciğeri kollajenaz ve hiyalüronidaz içe-
ren, kalsiyum içermeyen Hanks Tamponu içinde in
situ olarak perfüze ederek bu teknik geliştirilmiş-
tir.18 Teknik, 1976 yılında hem modifiye edilmiş
hem basitleştirilmiş ve iki basamaklı kollajenaz per-
füzyon modeli geliştirilmiştir. İlk iki basamak kal-
siyum içermeyen tampon içinde perfüzyon
olayının gerçekleşmesinden ve kollajenaz içeren
kalsiyum-suplemente tamponda sirkülasyondan
oluşmaktadır. Hepes Tamponu en çok kullanılan

tampondur. İlk perfüzyon desmozomlara ait yarıl-
mayı ve karaciğer hücrelerinin ileri dispersiyonunu
sağlamaktadır. Enzim çözeltisine kalsiyumun ka-
tılması, kollajenaz aktivitesi için gereklidir.19 Metot
yüksek miktarda canlı parankimal hücrenin elde
edilmesini sağlamaktadır. Genç sıçan karaciğerinin
1 g’dan yaklaşık 40’106-60’106 arası hepatosit elde
edilmekte; canlı hücre sayısı %85-95 arasında de-
ğişmektedir. Elde edilen hücrelerin yaklaşık %5’i
nonparankimal hücredir. İzole hücrelerin canlılı-
ğında belirgin bir kayıp olmadan disagregasyondan
önce, organlar belirli bir süre hipotermik olarak
prezerve edilebilmektedir.19,20 Hepatosit subpopu-
lasyonlarını da hazırlamak mümkündür. Temel
kollajenaz metodunu uygulamadan önce, perive-
nöz veya periportal bölgelere digitonin perfüzyonu
uygulayarak selektif olarak perivenöz veya peri-
portal hepatositler elde edilebilmektedir. Hepatosit
subpopulasyonları çökme derecelerine göre, tüm
karaciğerden ters akış santrifüjleme ile elde edil-
mektedir. Zenginleştirilmiş çiftli hepatosit popu-
lasyonları kollajenaz çözeltisine tripsin inhibitörü
gibi farklı eklemeler yapılarak elde edilebilmekte-
dir. Hazırlanan hücrelerin ~%30’u hepatosittir; bu
sayı ters akış yıkayarak ayırma işleminden sonra
%85’e çıkmaktadır.21,22

Saflaştırılmamış kollajenaz solüsyonu başka
proteolitik enzimler de içerebileceğinden, paranki-
mal hücrelerin yüzey özelliklerini değiştirebilmek-
tedir. Bunu önlemek için, kollajenaz kullanmadan
uygulanabilen ayrıştırma teknikleri geliştirilmeye
çalışılmıştır ve enzim bir şelatör ajanla değiştiril-
miştir. Kollajenaz-içermeyen perfüzyon sıvı besiye-
rine etilen diamin tetra asetik asit eklenmesiyle de
canlı hepatositler elde edilebilmekte; ancak bu du-
rumda elde edilen hepatosit sayısı azalmakta; ha-
sarlı hücre sayısı artmaktadır. Hasarlı hücreler
Percoll gradyanı kullanarak uzaklaştırılabilmekte-
dir. Bu durumda kültür hepatositlerinin işlevsel
kapasitelerinin arttığı belirtilmiştir, ancak tam ter-
sini öne süren sonuçlar da mevcuttur.23

SIÇAN DIŞINDAKİ DİĞER TÜRLERDEN 
HEPATOSİT HAZIRLANMASI

İki basamaklı kollajenaz perfüzyon protokolü ilk
olarak sıçan hepatositleri için uygulanmaya başla-
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ŞEKİL 3: İn vitro karaciğer hücre modelleri.



mıştır; ancak insan hepatositleri dâhil diğer pek çok
küçük türün hepatositlerine de uygulanabileceği
belirtilmektedir. Canlı hepatositler tam karaciğer,
lop porsiyonları veya biyopsilerden elde edilebil-
mektedir. Biyopsi örneklerinden hazırlanan pa-
rankimal hepatositler ise insan gibi büyük
memelilerden elde edilmektedir.24

İZOLE HEPATOSİTLERİN KARAKTERİSTİK ÖZELLİKLERİ

Taze hazırlanmış izole hepatositler, karaciğer do-
kusundan ayrılmadan önce değişik sinyallere belli
yanıtlar vermekteler; ancak dokudan ayrıldıktan
sonra bazı fenotipik değişiklikler göstermektedir-
ler. Bu değişikliklere örnek olarak sitokrom P450
(CYP450) enzimlerindeki değişiklikler örnek veri-
lebilmektedir. Farklı insanlardan elde edilen hepa-
tositlerin farklı selüler işlevleri olabilmektedir. Yaş,
seks, karaciğer hastalıkları ve genetik polimor-
fizmler hepatositlerin metabolik aktivitelerini
önemli ölçüde etkilemektedir.13,23,24

Vons ve ark., disosiasyondan önce, 7±2 saat so-
ğukta saklanan insan karaciğerlerinin gram doku
başına biyopsilerden daha az verim verdiğini ve bu
hücre populasyonlarının plastiğe zayıf yapıştığını
bildirmişlerdir. Ayrıca, karaciğer ayrıştırmadan
önce, hipotermik prezervasyonun süresi ve tam-
ponla yıkama da hücre verimini etkilemektedir.25

İzole hepatositlerin süspansiyonda yaşamları
kısadır, işlevsel kapasiteleri inkübasyon için kulla-
nılan sıvı besiyerinin bileşimine bağlıdır. Eğer sıçan
hepatositleri aljinat boncuklarına tutulursa, bunla-
rın bilirubin konjuge etme yetenekleri 24 saatten
daha fazla olmaktadır.13,24,26 Taze izole edilmiş
sıçan hepatositleri 4°C’de, Leibovitz sıvı besiye-
rinde 1-2 gün saklanabilmektedir. İki günlük sak-
lamadan sonra sadece Leibovitz sıvı besiyerinde
saklanan hepatositler plastiğe yapışabilmekte,
kültürde yaşayabilmekte, aylarca veya yıllarca hi-
potermik olarak veya soğukta ve uygun koşullarda
saklanabilmektedirler. Hepatositlerin seroprezer-
vasyonu için birçok prosedür vardır. Seroprotekta-
nın yapısı, konsantrasyonu, soğutma hızı ve tekrar
çözme seroprezervasyonu etkileyen en önemli fak-
törlerdir.27,28 Birçok türün parankimal hücresi don-
durulabilmektedir; ancak bu işlemle hücre canlılığı
azalabilmekte ve enzim aktiviteleri değişebilmek-

tedir. Sıvı azotta dondurulup çözüldükten sonra
hücrelerin yaklaşık %50’si yapışma ve kültürde ya-
şama özelliğine sahip olarak kalmaktadır. Prezer-
vasyon süresi çok önemli bir parametre değildir;
hücre canlılığı birkaç gün-4 yıl saklanmış hepato-
sitler arasında farklılık göstermemektedir. Don-
durma/çözme işleminden sonra sitozolik Faz II
enzimleri ve protein neosentezinde azalmalar göz-
lenmektedir. Eğer çözülmüş sıçan hepatositleri
sıçan ilkel safra kesesi hücreleriyle birlikte kültür-
lenirse, işlevsel aktiviteleri taze hepatositlerin farklı
hücrelerle birlikte kültürlenmesi sonucu oluşan
karmaşık yapılı hücre kültürleriyle hemen hemen
aynı hâle gelmektedir.29,30

İnsan hepatositlerinde daha ileri çalışmalara
ihtiyaç duyulduğu belirtilmektedir. Zira hipoter-
mik ve/veya patolojik insan hepatositlerinden elde
edilen sonuçlar bireyler arası büyük farklılıklar
göstermektedir. Ayrıca, insan hepatositlerinin se-
roprezervasyonu, dondurup/çözülmeleri ve kısa
dönemli inkübasyon gibi konularda daha ileri ça-
lışmalar gerekmektedir.29,30

İZOLE HEPATOSİTLERİN KÜLTÜRLENMESİ

Primer karaciğer hücre kültürlemesinde, birçok so-
runla karşılaşılabilmektedir. Bunlara örnek olarak;
canlılıklarının kısa süreli olması ve ilaç metabolize
edici enzimlerinde olduğu gibi, karaciğerin spesi-
fik işlevlerinde kayıplara rastlanması verilebilmek-
tedir. Daha uzun zaman canlı kalmalarını sağlamak
amacıyla, kültüre parankimal hücreler eklenme-
lidir.31 Kemirici hepatositlerinde CYP450 kon-
santrasyonları ilk 24-48 saat arası ~%50 oranında
azalmakta; ancak immünoreaktif protein miktarın-
daki azalış daha yavaş gerçekleşmektedir. Steward
ve ark., ilk üç günde total CYP450 aktivitesinde
%68 azalış olduğunu; ancak 7 CYP450 enzimi için
immünoreaktif protein azalışının aynı sürede
%24’te kaldığını belirtmişlerdir. Bu sonuçlar asıl
kaybın CYP450 proteinlerinde değil, CYP450
proteinlerinin yapısında bulunan “hem pro-
teini”nde olduğunu göstermektedir.32 Ayrıca,
CYP450 mRNA’larının ilk üç günde büyük bir
düşüş gösterdiği belirlenmiştir. İnsan hepatosit kül-
türlerinde ise mRNA’lar bifazik bir yanıt oluştur-
makta; CYP450 enzimlerinin aktivitesindeki

Pınar ERKEKOĞLU ve ark. J Lit Pharm Sci. 2019;8(1):1-17

6



düşüşe paralel olarak hücrelerin metabolik kapasi-
telerinde de bir azalmaya rastlanılmaktadır. Birçok
immünoblotlama analizi CYP450 enzimlerinin
bekleme sırasında farklı şekilde etkilendiğini gös-
termiştir. Bekledikçe CYP450’ lerin fenobarbi-
talle indüklenmeleri güçleşmektedir.33,34 Ayrıca,
UDP-glukronoziltransferaz (UGT), sulfotransferaz
(SULT) ve glutatyon S-transferaz (GST) enzimle-
rinde de önemli değişiklikler gözlenmiştir. Bu tip
spesifik işlevlerde kaybın erken safhada karaciğer-
spesifik genlerdeki kayba bağlı olarak ortaya çık-
tığı belirtilmektedir.35 Albumin ve transferrin gibi
proteinlerde de ilk 24 saat içinde önemli kayıplara
rastlanılmaktadır.36 Ayrıca, kültürdeki sıçan hepa-
tositlerinde 2-3 gün içinde P-glikoprotein miktarı
ve çoklu ilaç rezistans geninde önemli artışlar göz-
lenir ki bu hepatositlerin antikanser ilaçlara karşı
daha az hassas hâle gelmesine neden olmaktadır.
Yine de ilaç efluks pompası çalışmaktadır ve bu
doksorubisinin intraselüler akümülasyondaki dü-
şüşle gösterilmiştir. İzolasyon prosedürü sırasında
gerçekleşen hücre ekimi veya yapışması gibi olay-
lar kritik basamakları oluşturmaktadır. c-jun, c-fos
gibi erken veya ara gen ürünlerinin oluşumu ve
nükleer faktör kappa B’nin aktivasyonu, belirli
mRNA’ların degradasyonu ve traskripsiyonel olay-
ların azalışı hemen hücre izolasyonundan sonra
başlamaktadır. Bu olaylardan karaciğer-spesifik
CYP450’ ler ve süperoksit dismutaz gibi enzimler
etkilenmektedir.37

HEPATOSİT YAŞAMA SÜRELERİNİ VE FONKSİYONLARINI
ETKİLEYEN FAKTÖRLER

Birçok çalışmanın sonucunda in vitro olarak selü-
ler işlevleri etkileyen üç farklı faktör olduğu bu-
lunmuştur. Bunlar ekzojen çözünür faktörler,
ekstraselüler matriks bileşenleri ve hücre-hücre in-
teraksiyonlarıdır.

i. Ekzojen Çözünür Faktörler

Kültür için kullanılan sıvı besiyerine eklenen hor-
monlar, büyüme faktörleri ve eser elementler he-
patositlerin yaşama sürelerini ve işlevlerini
artırmaktadır. Ayrıca, metipiron ve izonikotinamid
gibi ligandlar, fenobarbital gibi indükleyiciler ve
dimetil sülfoksit (DMSO) gibi çözücüleri kapsayan
nonfizyolojik çözünür faktörler de etkindir. Bun-

ların içinde en etkin olanı DMSO’dur; maksimum
etkiyi oluşturmak için %2 oranında kültür orta-
mına eklenebilmektedir. DMSO hepatositlerin
dondurulup saklanması için de kullanılmaktadır.
Standart kültür ortamında (örneğin; mitojenik fak-
törlerin yokluğunda) sıçan hepatositlerin üremesi
orta-geç G1 fazında durmaktadır. Ayrıca çözünür
faktörlerin DNA sentezini stimüle ettiği de belir-
tilmektedir.9,38

ii. Ekstraselüler Matriks Bileşenleri

Ekstraselüler matriks bileşenlerinin karaciğer-spe-
sifik işlevler üzerine etkisi geniş bir şekilde araştı-
rılmıştır ve birçok ekstraselüler matriks bileşeni
denenmiştir. Matriks proteinleriyle kaplanan plas-
tik kutulardaki hepatositlerin yapışma verimi ve
birçok durumda hepatosit yayılması artmıştır;
ancak bu spesifik işlevlerin kaybını beraberinde ge-
tirmektedir. Ayrıca, hepatositler eğer matrigel
(fare tümör hücreleri tarafından salgılanan ve bir
plak üzerine tutturulan jelatin yapıdaki protein)
üzerinde veya sandviç içinde kültürlenirlerse, işlev
süreleri uzamakta ve bu hücrelerin globüler şekil-
lerini korumalarına yardımcı olmaktadır. Ayrıca bu
durumda, CYP2B1/2’nin fenobarbitalle indüklene-
bilirlikleri ve bunun süresi artmaktadır. Yine de
matrigel etkilerinin kesin olarak belirlenebilmesi
zordur; zira protein, hormon ve/veya büyüme fak-
törlerinin kontaminasyonu gerçekleşebilmekte-
dir.39,40

Sıçan hepatositleri, 40 gün boyunca daha fazla
albumin salgılamakta; bu etki iki katman Tip I kol-
lajen arasında olduklarında artmaktadır ve sandviç
yapının I-piroline mutlaka gereksinim duyduğunu
belirtmiştir. Ayrıca, sıçan hepatositlerinde CYP450
enzimlerinin varlığı ve indüklenebilirlikleri, yeterli
miktarda matriks bileşenlerinin (örneğin; laminin,
Tip IV kollejen) varlığı ile doğrudan bağlantılıdır.41

İii. Hücre-Hücre İnteraksiyonları

Diğer bir yaklaşım hücre-hücre interaksiyonlarını
in vitro olarak sağlamaktır. Karaciğer pek çok
hücre tipinden oluşan bir organ olduğundan, kara-
ciğer işlevlerini homotipik ve heterotipik interak-
siyonlar etkileyebilmektedir. Saf kültürde hücreler
tekrar agrege olmakta; ancak birkaç saat sonra hüc-
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reler arasındaki gap birleşmeler yok olmaya baş-
lamaktadır. Her ne kadar pek çok işlevin gerçek-
leşmesi hücrelerin düşük/yüksek dansitesine
bağlı olsa da hepatositlerin canlılıkları ve fenoti-
pik karakterleri farklıdır. Bu durum in vitro ola-
rak spesifik işlevlerin sağlanmasında homotipik
interaksiyonların kritik olmadığına işaret etmek-
tedir.42,43

Hepatositlerin sinüsoidal hücreler veya insan
fibroblastlarıyla birlikte kültürlenmesi, hepatosit-
lerin yaşamları ve işlevlerinde hafif bir iyileşme
sağlamaktadır. Hepatositleri diğer epitel hücrelerle
(örneğin, ilkel safra kesesi hücreleri ile) birlikte
kültürlemekse, hepatositlerin yaşamları ve işlevle-
rinde belirgin bir iyileşme sağlamakta; özellikle Faz
I ve Faz II enzimlerinin ekspresyonunda ve plazma
protein üretiminde önemli bir iyileşmeyi berabe-
rinde getirmektedir.42,43 Sonuç olarak, erişkin he-
patositler karmaşık/gelişmiş kültür ortamlarına
birkaç hafta süreyle karaciğer-spesifik işlevleri ger-
çekleştirebilseler de tam anlamıyla in vivo ortamı
yansıtmaları güçtür. Bazı fenotipik değişimler izo-
lasyon işlemi veya hücre ekiminden hemen sonra
ortaya çıkabilmektedir. Bunun nedeni, parankimal
hücrelerin yeni çevrelerine uyum sağlamaya çalış-
malarıdır.42,43

Hepatik Nonparankimal Hücrelerin İzolasyonu ve 
Kültürlenmesi

Kupffer hücreleri ve endotel hücreler kollajenaz-
pronaz metoduyla elde edilip, yıkanarak ayrılabil-
mektedirler. Her ne kadar karaciğer endotel
hücrelerinin elde edilmesi ve kültürlenmesi zor
olsa da günümüzde belli bir derecede bunun başa-
rıldığını gösteren yayınlar mevcuttur. Ayrıca, Stel-
late hücreleri kollajenaz-pronaz metoduyla elde
edilebilmektedir. İntrahepatik safra kesesi hücre-
leri de izole edilip, kültürlenebilmektedirler.44

KARACİĞER HÜCRE HATLARI

Hepatosit hücre hatları, hepatomalardan veya nor-
mal hepatositlerin viral veya selüler DNA ile trans-
feksiyonundan sonra elde edilmektedir. İnsan veya
sıçan hepatoma hücrelerinden elde edilen birçok
hücre hattı kullanılmaktadır; ancak bunların hiç-
birinden normal karaciğerdeki ilaç metabolize edici

enzimlerin tam spektrumu elde edilememektedir.
Ayrıca, hücre hatlarında zamanla kültür içinde be-
lirgin fenotipik/genotipik varyasyonlar görülebil-
mektedir; bu hücre hatlarının doku-spesifik
işlevlerini in vivo duruma yakın bir şekilde yansı-
tamadığı belirtilmektedir. Nonparankimal hücre
hatları da kullanılmaktadır. İlkel safra kesesi hüc-
relerinden türevlendirilen sıçan epitel hücreleri
genç sıçanların karaciğerinden tripsinizasyonla
elde edilmektedir. Bunlar CYP2E1 ve epoksit hid-
roksilaz aktivitesi gibi sınırlı sayıda hepatik işlevi
incelemek için kullanılmaktadır.9,42

SUBSELÜLER FRAKSİYONLAR

Doku homojenatları, mikrozomlar, sitozoller ve
pürifiye organlar ilaç ve kimyasallarla indüklenen
hepatotoksisiteyi incelemek için kullanılabilmek-
tedir. 9000 ×g süpernatan fraksiyonu ve takiben
100.000 ×g santrifüj sonrası elde edilen mikrozom-
lar mutajenite test prosedürleri için kullanılabil-
mektedir.45

KARACİĞER HÜCRE MODELLERİNİN
TOKSİSİTE TESTLERİNDE KULLANIMI

İnsan maruziyetinden önce bir kimyasalın güve-
nirliliğinin test edilmesi çok kritik bir basamaktır.
Özellikle bir ilacın geliştirilmesinde kullanılan kro-
nik toksisite çalışmaları hem çok zaman alır hem
de maliyeti çok yüksektir. Bu çalışmalar genelde bir
kemirici bir de kemirici olmayan bir türde gerçek-
leştirilmektedir. Türler arası önemli ilaç metabo-
lizma farklılıkları nedeni ile, hayvanlardan
verilerinin tam olarak insana ekstrapole edilmesi
uygun değildir. Bununla beraber, etnik nedenlerle
de hayvanların toksisite testlerinde daha az sayıda
kullanımı ve toksisite test maliyetleri de dikkate
alınır ise, in vivo testlerin kullanımının sınırlandı-
rılıp, in vitro testlerle ilgili deneylerin devam etti-
rilmesi daha az zamanda daha düşük maliyetle
deney yapılabilmesini sağlayacak ve hayvan kay-
bını önleyecektir.2,9,10,46,47

Günümüzde in vitro karaciğer hücre model-
leri toksisite testlerinde kolaylıkla kullanılabilen
yöntemlerdir. Özellikle, süspansiyon veya primer
kültür şeklinde izole hepatosit hücrelerin kullanımı
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çok yaygındır. Bu hepatositlerle farklı sınıflardaki
kimyasal maddelerin spesifik veya nonspesifik son
noktaları belirlenebilmektedir. Hepatosit kültürle-
rinin en çok kullanıldığı alan ise hepatotoksinlerin
etki mekanizmalarının araştırılmasıdır.10,47

BİYOGÖSTERGELER 

Kimyasallarla indüklenen toksisitenin belirlenmesi
için çok sayıda morfolojik ve biyokimyasal gösterge
mevcuttur. Bu göstergeler hücresel ve moleküler
düzeydeki hasarları belirtebilmektedir ve birçok
şekilde sınıflandırılabilmektedir. Plazma membran
bütünlüğündeki hasarı bildiren göstergeler, geri
dönüşsüz sitotoksisite veya geri dönüşlü hücre ha-
sarını bildiren göstergeler, nonspesifik veya kara-
ciğer-spesifik son noktalar ölçülerek hücresel ve
moleküler düzeydeki olaylar belirlenebilmekte-
dir.9,10,46,47

İ. NONSPESİFİK SON NOKTALAR

Nonspesifik son noktalar genelde geri dönüşsüz
hücresel hasarı belirtmek için kullanılmaktadır. Si-
totoksisite göstergesinin güvenirliliği, tekrarlana-
bilirliği, hassasiyeti, maliyeti ve tür spesifitesi de bu
son noktanın seçiminde önemlidir. Nonspesifik
kriterler arasında morfolojik değişimler (hücrenin
şekli, sitoplazmik değişimler), membran bütünlüğü,
subselüler bozulmalar ve metabolik aktivite sayıla-
bilmektedir. Işık mikroskobu incelemesi ile hücre-
nin çevrelenmesi, yapışkanlığı, oluşan küçük
apoptotik cisimcikler, vakuolizasyon ve lipit dam-
lacıklarının akümülasyonu gibi biyokimyasal son
noktalar incelenebilmektedir. Ayrıca elektron mik-
roskobuyla organellerdeki değişimleri incelemek
mümkündür. Metabolik parametreler olarak, GSH
içeriği, adenozin trifosfat içeriği, lipit peroksidas-
yon, kovalent bağlanma ve proteinlerin yeniden
sentezi ölçülebilmektedir.48,49

Plazma membran bütünlüğünün kaybı, hücre
ölümünün en önemli belirtilerindendir. Sitotoksi-
site tripan mavisi alımı ve sitozolik enzimlerin sız-
ması ile ölçülebilmektedir. Tripan mavisi testiyle
izole hepatosit süspansiyonlarındaki canlı hücre sa-
yısı belirlenebilmektedir. Ayrıca, birçok enzim de
hücre canlılığının belirlenmesinin ölçütü olarak
kabul edilebilmektedir. Bunların dışında, ekstrase-

lüler laktat dehidrogenaz (LDH)’ın total LDH’ye
oranı da hücre canlılığının belirlenmesinde ya-
rarlanılan ölçütlerdendir; ancak LDH insan he-
patositlerinin canlılığının belirlenmesinde sıçan
hepatositleri kadar etkili bir ölçüt sayılmamakta-
dır.50 Bu yöntemlerin dışında, 51Cr ile de membran
bütünlüğü ölçülerek hücre ölümü belirlenebil-
mektedir. 51Cr kullanımına karar verildiğinde, hüc-
reler 51Cr izotopu ile önceden yüklenmelidir. 51Cr
lizise uğramış hücrelerden tam olarak salınması
bazen mümkün olmayabilmektedir. Ayrıca, ortama
ekzojen süksinat eklenmesiyle ortaya çıkan oksi-
jen tüketimindeki değişimler de geri dönüşsüz
hücre hasarının göstergelerinden kabul edilmek-
tedir.9,50 İnsan hepatositleri dâhil, tüm hücre kül-
türlerinde sitotoksisitenin belirlenmesi için en sık
kullanılan yöntem 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-
2,5-difenil-tetrazolyum bromür (MTT) testidir.
Testin prensibi, proliferasyona uğrayan hücrele-
rin artan dehidrogenaz enzim aktivitesi ile tetra-
zolyumu hücrelerde kullanarak formazan (mor)
boya üretilmesi ve hücrelerde görülen renk deği-
şiminin ölçülmesine dayalıdır. Hücre canlılığı
kontrol grubuna göre % olarak belirtilmektedir.51

Bazı sınırlamaları olmasına karşın günümüzde en
sık kullanılan yöntemdir.51 Ayrıca, lizozomal akti-
viteyle ilişkili olarak nötral kırmızısı, asit fosfataz
ve hücre proliferasyon hızıyla ilgili olarak kristal
viyole ile de sitotoksisite testlerini yapmak müm-
kündür.52-54

Geri dönüşsüz hücre hasarının ölçüldüğü test-
ler genelde 96 kuyucuklu plaklarda her kuyucuğa

~10.000-30.000 hücre koyarak yapılmaktadır. Bu
şekilde doz-yanıt eğrileri elde edilmekte; IC50 de-
ğeri belirlenmektedir. IC50, in vitro testlerde en çok
kullanılan değerdir. Uzun dönemde yapılan sito-
toksisite testlerinde ise maksimum nontoksik kon-
santrasyon da belirlenebilmektedir.51-55

Geri dönüşlü plazma membran değişimleri,
hücrelerdeki geri dönüşlü hasarın en önemli belir-
tecidir. Plazma membranının iyonlara ve küçük
moleküllere geçirgenliğinin artması, total hücre
canlılığında azalmaya işaret etmektedir. Özellikle
artmış intraselüler potasyum ve kalsiyum miktarı
bu amaçla kullanılan en önemli göstergelerdir. Geri
dönüşlü hücre hasarının belirlenmesinde vücuttaki
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en önemli koruma mekanizmalarından olan
GSH’nin miktarının belirlenmesinden de yararlanı-
labilmektedir. Hem GSH hem okside glutatyon
miktarları total hücrede veya mitokondride ölçüle-
rek hasarın derecesi belirlenebilmektedir. Ayrıca
glutatyon peroksidaz, GST protein/aktivite ve lipit
peroksidasyon düzeyi de ölçülerek geri dönüşlü
hücre hasarı konusunda bilgi edinilebilmektedir.30,36

Hücresel makromoleküllere reaktif bileşikle-
rin kovalent bağlanması ksenobiyotiklerin hepato-
toksisitesini gösteren en önemli ölçütlerdendir.
Proteinler gibi hücresel hedeflere kovalent bağlan-
manın hücre ölümüyle bir noktaya dek bağlantılı
olabileceği, ancak bunun kesin olarak belirlenmesi
için uygun kontrollerin kullanılması gerektiği be-
lirtilmektedir.56,57 Hepatositlerde sitotoksisitenin
değerlendirilmesi için sıklıkla kullanılan yöntemler
Şekil 4’te görülmektedir.

İİ. KARACİĞER-SPESİFİK KRİTERLER

İzole hepatositlerin ksenobiyotiklere maruziyeti
sonucu ortaya çıkan karaciğere spesifik işlev 

değişiklikleri de sitotoksisite testlerinde son
nokta göstergesi olarak kullanılabilmektedir. 
En çok karaciğer-spesifik plazma proteinlerinin
(albumin, transferrin) ve akut-faz proteinlerinin
neosentezi, glikoneojenez, glikojen sentezi, 
üre sentezi, lipoprotein sentezi, CYP450’lerin 
indüksiyonu veya inhibisyonu ve safra asidi 
sentezi ölçülmektedir. Ayrıca, elektron mikros-
kobu incelemesiyle karaciğer parankimal hücre-
lerindeki organellerde görülen spesifik değişimler
de belirlenebilmektedir. Örneğin; düz endoplaz-
mik retikülum proliferasyonu ve stresi, artmış pe-
roksizom sayısı ve lizozomlarda konsentrik
membranların karakteristik akümülasyonu belir-
lenerek sitotoksisite hakkında bir karara varıla-
bilmektedir.58,59

Karaciğer-spesifik işlev değişikliklerinin 
belirlenmesi hücre membran bütünlüğü gibi
nonspesifik son noktaların belirlenmesinden çok
daha hassastır. Ancak, birçok ksenobiyotik için
çok spesifik son noktalar henüz belirlenememiş-
tir.9
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HEPATOSİTLERLE ÇALIŞIRKEN
DENEYSEL KOŞULLARIN BELİRLENMESİ

Hepatositlerle çalışırken deneysel koşulların çok
dikkatle belirlenmesi gerekmektedir; zira bu ko-
şullar sonuçları önemli ölçüde etkileyebilmektedir.
Hücrelerin işlevsel/metabolik kapasiteleri, sıvı besi-
yerinin bileşimi, test maddesinin fizikokimyasal
özellikleri, uygulama süresi ve son noktaların se-
çimi sonuçların elde edilmesinde ve yorumlanma-
sında etkili olan en önemli faktörlerdir (Şekil 5).

İ. İZOLE HEPATOSİTLERİN KSENOBİYOTİKLERE KARŞI 
İŞLEVSEL VE METABOLİK KAPASİTELERİNİN BELİRLENMESİ 

Bazı maddeler biyotransformasyondan hemen
sonra hepatotoksisite gösterebilmektedir. Reaktif
metabolitlerin oluşumu aktivasyon-inaktivasyon
yolakları arasındaki dengeye bağlıdır. İzole hepa-
tositler de aynı in vivo koşullarda olduğu gibi aynı
metabolitleri oluşturma kapasitesine sahiptir. Ana
ksenobiyotik ve metabolitlerinin neden olabileceği
hücresel hasar hem hücre ekstraktlarında hem de
sıvı besiyerinde ölçülebilmekte; bunların yaptığı
intraselüler kovalent bağlanma yüzdesi belirlene-
bilmektedir. Birçok çalışma, izole hepatositlerin in
vitro olarak oluşturdukları metabolitlerinin aynı-
sının in vivo olarak da oluşturduğunu göstermiştir.
İzole hepatosit modelleri türler arası biyotransfor-
masyon farklarının ve potansiyel ilaç etkileşmele-
rinin belirlenmesinde de iyi modellerdir.60,61

Faz I-II’de oluşan metabolitler için in vivo/in
vitro kalitatif korelasyonlar olduğu bilinmektedir.
İn vitro koşullarda, kimyasal konsantrasyonu ve in-
kübasyon süresi gibi farklı parametreler metabolit
profilini büyük ölçüde etkilemektedir. Konjuge
metabolitlerin saptanması için, in vitro deneylerde
6-8 saat yeterlidir. Ortamdaki ksenobiyotiğin
konsantrasyonu çok düşük ise, bazı metabolitler
saptanmayabilmektedir. Eğer ksenobiyotiğin kon-
santrasyonu çok yüksekse, ciddi hücresel toksisite
gözlenebilmektedir. Kültür koşulları ne kadar
uygun olsa da bazı ilaçlar için in vivo koşullardan
daha düşük biyotransformasyon gerçekleşebilmek-
tedir. Biyotransformasyon hücre başına hesap edi-
lirse, in vivo ve in vitro koşullardaki kalitatif
değişiklik miktarının azaldığı belirtilmektedir.47,60

Bu olay daha önce kafein için gösterilmiş ve hücre
başına kafeinin biyotransformasyonu hesap edilerek,
in vivo ve in vitro koşullardaki biyotransformasyon
miktarı arasında bir korelasyon gözlenmiştir. Bu du-
rumda in vivo ve in vitro farklılıklardan çok türler
arası kültür izole hepatositler arası biyotransfor-
masyon farklarından söz etmek mümkündür. Bazı
ilaçların in vitro biyotransformasyonları açısından
sıçan ve insan hepatositleri arasında önemli farklar
olduğu bilinmektedir.62

Kültürdeki hepatositlerin metabolit oluşturma
kapasiteleri zamanla azalmaktadır. Özellikle sıçan
hepatositlerinin ilaç metabolize edici enzim akti-
viteleri zamanla hızla azalmaktadır ve metabolik
hızlarındaki ve majör metabolit oluşturma oranla-
rındaki düşüş insan hepatositlerine göre fazladır.
Buna en iyi örnek; ketotifenin sıçan ve insan hepa-
tositleri arasındaki zamanla gerçekleşen farklı me-
tabolizma hızı ve iki temel metabolitinin oluşum
miktarları arasındaki farktır.9,63

Gelişmiş kültür koşulları kullanarak kültür he-
patositlerinde ilaç metabolizma aktivitesi uzatıla-
bilmektedir. Bu durum, özellikle ilaç testlerinde
çok önemlidir. Örneğin; sıçan epitel hücreleriyle
sıçan hepatositleri ko-kültürlenerek CYP450 enzim
aktiviteleri indüklenebilmektedir. Bu eritromisin
estolat için gösterilmiştir. Ayrıca, farklı hücrelerle
birlikte kültürlenen insan hepatositlerinde metil-
kolantren uygulanmasından 3 gün sonra kafein ve
teofilin metabolizmaları hızlanmaktadır.64
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İnsan hepatositleriyle çalışılır iken, büyük ilaç
metabolizma farkları görülebilmektedir; bunun ne-
deni bireyler arası genetik polimorfizme bağlı ola-
rak Faz I-II ilaç metabolize edici enzimler arası
farklılıklardan ileri gelmektedir. Ayrıca; sigara, ilaç
kullanımı ve çevresel maruziyetler biyotransfor-
masyon farklılıklarını beraberinde getirmektedir.65

İİ. SIVI BESİYERİNİN ÖZELLİKLERİ VE BİLEŞİMİ

Kültür sıvı besiyerinin bileşimi izole hepatositlerin
sitotoksik ajanlara karşı verdikleri yanıtı önemli öl-
çüde etkileyebilmektedir. Örneğin; sodyum salisi-
latın kültür sıçan hepatositlerindeki sitotoksisitesi
sıvı besiyerinde bulunan sığır serum albumini mik-
tarına bağlıdır. Ayrıca, proteinlere bağlanarak tok-
sisite gösterdiği bilinen eritromisin estolatın toksi-
sitenin sıvı besiyerinde bulunan protein miktarı ile
ilişkili olduğu, protein miktarı arttıkça sitotoksisi-
tenin arttığı gösterilmiştir.64 Ortamdaki kalsiyum
miktarı artışı ile sıçan hepatositlerinde CCl4 toksi-
sitesinin arttığı belirtilmektedir. Bunun hücre içine
kalsiyum girişinin CCl4’ün neden olduğu karaciğer
hasarının artırmasına bağlı olduğu düşünülmekte-
dir. Birçok sitotoksik ajanın kalsiyum içermeyen
ortamda daha az karaciğer hasarına neden olduk-
ları gösterilmiştir.66 Ayrıca, kalsiyumun ilaç etki-
leşmeleri sonucu oluşan hepatosit hasarını da
modifiye edebileceği gösterilmiştir.66

İİİ. UYGULANAN TEST MADDESİNİN FİZİKOKİMYASAL
ÖZELLİKLERİ

Araştırıcılar deneye başlamadan önce, test madde-
sinin fizikokimyasal özelliklerine uygun bir deney
ortamı oluşturmaya çalışmalıdır. Test maddesinin
uçucu olup olmadığı, hangi çözücüde çözülmesi ge-
rektiği, sıvı besiyerinde bulunan test maddesi ara-
sındaki etkileşimin nasıl bir pH, ozmolarite ve
bulanıklık değişimi yaratabileceği ve çökelek olu-
şup oluşmayacağı konularına azami önem gösteril-
mesi gerekmektedir.13

İV. UYGULANAN TEST MADDESİNİN UYGULANMA SÜRESİ

Kültür ortamında toksik bileşiklerin ekstrahepatik
eliminasyonun olmaması ve dolayısıyla bunların
kültür ortamında biriktikleri göz önüne alındı-
ğında, izole hepatositlerin kimyasallarla inkübas-
yon zamanının kritik bir parametre olabileceği

sonucuna varılabilmektedir. Zamanla kültür orta-
mında azalan ilaç metabolize edici enzim miktar-
larının da biyotransformasyonunun azalmasına
ve toksisitenin artmasına neden olabileceği düşü-
nülmektedir. Azalan CYP450 miktarları ile
CYP450’lerle biyoaktivasyona uğrayıp toksisite
oluşturan toksik bileşiklerin/toksinlerin biyoakti-
vasyonu azalabilmektedir. Bu durumda, in vitro
kültür testlerinin in vivo durumu yansıtması zor-
laşmaktadır. İn vitro testlerde bu durumu önlemek
için hepatosit kültürlerinin farklı hücrelerle bir-
likte kültürlenmesi önerilmektedir. Özellikle sü-
rekli maruz kalınan kimyasalların uzun dönemli
sitotoksisitesinin belirlenmesinde hepatosit kültür-
lerinin karaciğer epitel hücreleriyle ko-kültürlen-
mesi önerilmektedir.13,67

SİTOTOKSİK VE GENOTOKSİK
BİLEŞİKLERİN KARACİĞER HÜCRE
KÜLTÜRLERİYLE BELİRLENMESİ

SİTOTOKSİK BİLEŞİKLERİN İN VİTRO TESTLERLE 
BELİRLENMESİ

Süspansiyon veya kültür hâlindeki izole hepatosit-
ler, aynı hücre süspansiyonu içinde farklı konsant-
rasyonlarda, farklı kriterler kullanılabilmesine
olanak vermeleri açısından çok önemli bir deney-
sel yaklaşımı temsil etmektedirler. Ancak, bu hüc-
relerle hipersensitivite kökenli olan bir idiyo-
senkratik reaksiyon oluşturarak etki eden toksik
maddelerin/toksinlerin etkilerini belirlemek im-
kânsızdır. Zira, bu tip maddeler etki göstermek için
bir immünolojik reaksiyona ihtiyaç duyulmaktadır.
Bu durumda, hepatosit kültürleri kullanarak im-
münolojik kaynaklı reaksiyonlar sonucu oluşacak
sitotoksik etkileri belirlemek olası değildir.9,13

Taze izole edilmiş parankimal hepatositler ile
sadece 2-4 saatlik kısa süreli çalışmalar yapılabil-
mektedir. Bunun nedeni, zamanla bu hepatositlerin
yapılarında değişiklikler ortaya çıkmasıdır. Örne-
ğin; zamanla 5’-nükleotidaz aktivitesi, alkalen fos-
fataz aktivitesi ve hormonlara yanıt azalmaktadır.
Ayrıca, Faz I-II enzimlerindeki değişimler kaçınıl-
mazdır. Bu da parankimal hepatositler ile yapılan
çalışmaların neden 24 saatten önce tamamlanması
gerektiğinin ve bu hepatositlerin sadece kısa süreli
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çalışmalara uygun olduğunun bir göstergesidir. Ay-
rıca, hepatositlerden elde edilen sonuçların non-
hepatik hücre kültürleriyle (örneğin; HeLa
hücreleri) karşılaştırılması sonucu, hepatositlerin
metabolik aktivasyon gerektiren bileşiklere karşı
daha hassas olduğu belirlenmiştir. Normal hepa-
tositlerin daha düşük ilaç metabolize etme yete-
neği olan hepatoma hücrelerine göre daha hassas
oldukları bulunmuştur. Türler arası farklılıklar da
hepatositlerin hassasiyetlerini etkileyebilmekte-
dir.68

Benzer yapı gösteren bileşiklerin izole hepato-
sitlerle yapılan sitotoksisite çalışmalarından in vivo
koşullara uygun sonuçlar elde edilmektedir. Örne-
ğin; benzer yapıya sahip nöroleptik ajanlar ile ben-
zer yapıya sahip makrolidlerin in vivo ve in vitro
sitotoksisite testleri arasında büyük korelasyon bu-
lunmaktadır.13,64,69

İn vitro sistemlerden elde edilen verilerin in
vivo duruma ekstrapolasyonu için sıklıkla son
nokta olarak enzim seviyeleri ve medyan letal kon-
santrasyon (LD50) gibi değerlerin karşılaştırması ya-
pılmaktadır. IC50 değerleri ile in vivo letal dozlar
karşılaştırılarak kimyasalların letal dozları arasında
in vitro ve in vivo koşullarda bir korelasyon olup ol-
madığı araştırılmış ve IC50 ve intravenöz LD50 de-
ğerleri arasında büyük bir korelasyon olduğu
sonucuna varılmıştır. Ayrıca, 10 kimyasal madde
üzerinde yapılan bir çalışma sonucu, insan hepatosit
kültürlerinden MTT testi ile bulunan IC50 değerleri
ile insan akut letal kan konsantrasyonu arasında iyi
bir korelasyon olduğu belirlenmiştir. Diğer bir
önemli soru ise in vitro toksik konsantrasyonlar ile
in vivo toksik dozlar arası bir korelasyon olup olma-
dığıdır. Bu durumda ilaçların farmakokinetiği gibi
konular dikkate alınmalıdır.70

GENOTOKSİK BİLEŞİKLERİN İN VİTRO TESTLERLE 
BELİRLENMESİ

İn vitro hücre modelleri uzun zamandan beri kim-
yasal ve fiziksel ajanların DNA’ya kovalent bağla-
narak hasar yaratma, DNA onarım proseslerinin
inhibisyonu, spesifik gen lokuslarının mutasyonu,
fenotipik olarak değişmiş hücrelerin indüksiyonu,
kromozom ve kromatid aberasyonların indüklen-
mesi gibi genotoksik potansiyellerini araştırmak

için kullanılmaktadır. İzole hepatositlerde kritik bir
aktivasyon/inaktivasyon dengesi bulunduğundan,
farklı genotoksik ajanların DNA onarım prosesle-
rini nasıl etkilediklerinin araştırılması için iyi bir
model oldukları düşünülmektedir.63,71

Genelde sıçan ve insan hepatositlerinin kim-
yasallara verdiği genotoksik yanıt aynıdır. Birçok
düzenleyici kuruluş, sıçan hepatositlerinin DNA
onarım testlerinde kullanılmasını uygun bulmak-
tadır. Bunun nedeni planlanmamış DNA sentezi-
nin (UDS) araştırılması için, az sayıda hücreye
ihtiyaç duyulması ve sıçan hepatositleriyle yapılan
deneylerde alınan sonuçların insan hepatosit de-
neyleriyle büyük korelasyon göstermesidir. UDS’yi
indükleyen kimyasallar arasında aflatoksin B1, 2-
asetaminofluren, benzo(a)piren ve dinitropirenler
sayılabilmektedir. UDS testinin sadece DNA’daki
değişiklikleri ölçtüğü, mutasyonları belirlemediği
belirtilmektedir.72

Hepatositlerin klonal büyümelerine olanak ol-
madığından, hepatositlerle mutajenez deneylerinin
yapılması mümkün değildir. Bu güçlüğü aşmak
için, hepatositler insan fibroblastları veya V79 Çin
Hamster fibroblastları gibi çabuk prolifere olan
hücrelerle birlikte kültürlenebilmektedir. Ayrıca,
primer hepatositlerin düşük büyüme kapasitesi
mikroçekirdek ve kardeş kromatid değişimi testle-
rinde kullanılabilirlikleri konusunda sorun oluş-
turmaktadır.72

TOKSİK MADDELERCE İNDÜKLENEN
KARACİĞER LEZYONLARI VE 
BUNUN ALTINDA YATAN 
BİYOKİMYASAL MEKANİZMALAR

KARAKTERİSTİK KARACİĞER LEZYONLARI

İzole hepatositlerde steatoz gelişimi gibi karaci-
ğerde görülen bazı lezyonlar in vitro testlerle de iz-
lenebilmektedir. Hepatotoksik bileşiklerin sıçan
hepatosit kültür süspansiyonlarında steatozu in-
düklemesinin yağ asit metabolizmasında ve protein
sentezinde azalma ile saptanması mümkündür.72,73

İn vivo olarak steatoza neden olduğu bilinen tetra-
siklin ve metotreksat ile in vitro deneylerde de
steatoz oluşumu gösterilmiştir.73 Ayrıca falloidin,
eritromisin esteolat ve etinil estradiolle yapılan ça-
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lışmalarda izole hepatositlerde, hepatosit kupletle-
rinde ve primer hepatosit kültürlerinde kanaliküler
sekresyonun inhibe edildiği gösterilmiştir. Falloi-
dinle aktin filamentlerinde gözlenen değişim hem
in vivo hem de in vitro modellerde benzer şekilde
belirlenmiştir.74 Ancak; parasetamol, galaktoza-
min, baz eritromisin ve klorpromazinin in vivo
koşullarda yol açtığı kolestasis in vitro koşullarda
gösterilememiştir.74 Bunun nedeni, örneğin;
klorpromazinin uzun sürede geçirdiği biyotrans-
formasyon sonucu kolestasise neden olması, ancak
in vitro deneydeki gözlemin kısa süreli olması ola-
bilmektedir.9,13

İn vitro testlerde sıçan veya insan hepatositle-
rinde amiodarona maruziyetin ve metaboliti olan
desetilamiodaronun multilamellar inklüzyon ci-
simcikleri oluşturduğu gözlenmiştir. Amiodaron ile
myelinoid inklüzyonu da gözlenmektedir. Ayrıca,
perheksilin maleat ve eritromisin ve trospektin sül-
fat gibi antibiyotikler kültür hepatositlerin lizo-
zomlarının konsantrik membranlarında akümüle
olmaktadırlar. Klofibrik asit, nafenopin ve beklofi-
birk asit gibi hiperlipidemik ajanların in vitro ola-
rak peroksizom proliferasyonuna neden oldukları
belirtilmektedir. İn vivo ve in vitro olarak ftalatla-
rın neden olduğu peroksizom proliferasyonu ve di-
terkalinyuma maruz kalan sıçan hepatositlerinde
mitokondriyal değişiklikler belirlenmiştir.9

BİYOKİMYASAL MEKANİZMALAR

Karbon tetraklorürün hepatoksik etkileri hem in
vivo hem de in vitro olarak çalışılmıştır. Her iki du-
rumda da primer sıçan hepatositlerinde azalmış
protein ve lipoprotein sentezi ve artmış lipit pe-
roksidasyonu belirlenmiştir. Ayrıca, karaciğer ha-
sarı yaptığı bilinen kimyasallardan sonra CCl4

verildiğinde, hem in vivo hem de in vitro olarak
karaciğer hasarının potansiyalize olduğu görülm-
üştür. Ancak, farklı antioksidanların CCl4 ile uy-
gulanmasının oluşan karaciğer hasarını önlediği
farklı in vitro ve in vivo çalışmalarla gösterilmiş-
tir.75 Parasetamol için de in vivo koşullarda gözle-
nilen hepatotoksisite in vivo koşullarda da
hamsterdan izole hepatositler kullanılarak göste-
rilmiştir.75 İn vitro koşullarda da parasetamolün re-
aktif metaboliti olan N-asetil p-benzokinoniminin

selüler proteinlere bağlanarak, sitotoksisiteye
neden olduğu belirtilmiştir.74 Halotanın neden ol-
duğu geçici karaciğer işlev bozukluğu ve daha na-
diren gelişen hepatit de in vitro koşullarda izole
hepatositler kullanarak gösterilmiştir.72

Metaller ile indüklenen hepatoksisitede in
vitro koşullarda izole hepatositler kullanarak gös-
terilmiştir. Metalleri uzaklaştırmak için kullanılan
şelatör ajanların etkileri de incelenmiş, en etkin ve
sitotoksisiteyi en çok önleyen ajan “desferoksamin
B” olarak belirlenmiştir.72

TARTIŞMA 

İzole hepatositlerin süspansiyon veya primer kültür
hâlinde in vitro toksisite testlerinde kullanımına
dair günümüze dek birçok çalışma yapılmıştır. Her
ne kadar bu çalışmalarda pek çok farklı metodoloji
kullanılmış olsa da bu çalışmaların sonuçları izole
hepatosit modelinin potansiyel toksik bileşiklerin
belirlenmesi ve mekanistik analizinde kullanımla-
rının avantajları ve sınırlamaları hakkında oldukça
geniş bilgi sağlamaktadır.

Ekimden sonra hepatositlerde erken ortaya
çıkan fenotipik değişiklikler yöntemin kullanı-
mında büyük bir kısıtlamayı beraberinde getir-
mektedir. Ancak, gelişmiş kültür koşullarının
kullanımı bu kısıtlamanın aşılmasını sağlayabil-
mektedir.

Uzun veya kısa dönem çalışmalarda araştırıcı-
lara şu strateji önerilebilmektedir: İlk olarak bile-
şikler fibroblastlar ve hücre hatları gibi hepatik
olmayan hücrelerde test edilebilmekte ve non-
spesifik bir son nokta seçilerek IC50 değeri sapta-
nabilmektedir. Sonrasında, bu veriler bileşiğin
çözünürlüğünün ve intrensek toksisitesinin belir-
lenmesinde kullanılabilmektedir. İkinci basamakta
ise bu veriler bileşiğin sıçan hepatositlerine uygu-
lanması için kullanılabilmektedir. Eğer bileşiğin
karaciğer-spesifik lezyonlar yaratabileceğinden
şüpheleniliyor ise, uygun karaciğer-spesifik indi-
katörler bulunmaktadır. Uzun dönemli toksisite
testleri için ise birlikte kültürlenen hücreler kulla-
nılabilir. Kültürler bileşiğe 1-2 gün veya 1-2 hafta
her gün maruz bırakılmaktadır. Hayvan hepatosit-
lerinde karaciğer-spesifik toksisiteye rastlanılmışsa
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ve bu toksisitenin tür spesifik olduğu düşünülüyor
ise, daha ileri bir basamak olarak insan hepatositleri
kullanılmalıdır. Ayrıca, hepatositler nonhepatik
hedef hücrelerle (örneğin; böbrek hücreleriyle) in
vitro olarak ko-kültürlenerek kullanılabilmektedir.
Bu model ile karaciğer hücrelerince oluşturulan
metabolitlerin diğer hücrelere toksik olup olmadığı
belirlenebilmektedir. 

İntakt hepatosit modelleri ve genetik mühen-
disliği yardımıyla değiştirilmiş hücreler son za-
manlarda özellikle mutajenlerin araştırılmasında
ilgi çekmektedir. Ayrıca CYP450’ lerde görülen ge-
netik farklılıklar dâhil, insanlardaki tüm farklı olası
durumların genetik mühendisliği yardımıyla de-
ğiştirilmiş hücreler tarafından taklit edilerek tok-
sisite testlerinin yapılabileceği önerilmektedir.

SONUÇ 

Son yıllarda diferansiye hepatositlerin ve karaci-
ğer dilimlerinin hazırlanma ve kültürlenmele-
riyle ilgili çok büyük gelişmeler sağlanmış; izole
hepatositlerin ilaç metabolizması ve toksisite ça-
lışmalarında sağlayabilecekleri yararlar hakkında
önemli araştırmalar yapılmıştır.

Başta ilaç geliştirme çalışmaları olmak üzere,
in vitro çalışmalar in vivo çalışmalara henüz tam
bir alternatif değildir. Ayrıca, kültür hepatositle-
rinde gözlenen erken fenotipik değişiklikler, düşük
proliferasyon kapasiteleri ve insan hepatositlerinin
bulunma zorlukları gibi bazı sınırlamalar bulun-
maktadır. Gelecekte bu çalışmalardan beklenen en

büyük gelişme; kültür koşullarının iyileştirilerek
uzun ömürlü, transforme olmamış ve karaciğer-
spesifik fonksiyonları tam olarak yansıtabilen pri-
mer hepatositlerinin in vivo koşulları daha iyi taklit
edebilmesi ve bu koşullarla daha büyük korelasyon
oluşturmasıdır. Bunun sağlanması için regülatör
kuruluşlar ve bilim çevrelerince standardize meto-
dolojilerin geliştirilmesi zorunludur. 

FFiinnaannssaall  KKaayynnaakk

Bu çalışma sırasında, yapılan araştırma konusu ile ilgili doğru-
dan bağlantısı bulunan herhangi bir ilaç firmasından, tıbbi alet,
gereç ve malzeme sağlayan ve/veya üreten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, çalışmanın değerlendirme sürecinde,
çalışma ile ilgili verilecek kararı olumsuz etkileyebilecek maddi
ve/veya manevi herhangi bir destek alınmamıştır.

ÇÇııkkaarr  ÇÇaattıışşmmaassıı

Bu çalışma ile ilgili olarak yazarların ve/veya aile bireylerinin
çıkar çatışması potansiyeli olabilecek bilimsel ve tıbbi komite
üyeliği veya üyeleri ile ilişkisi, danışmanlık, bilirkişilik, her-
hangi bir firmada çalışma durumu, hissedarlık ve benzer du-
rumları yoktur.

YYaazzaarr  KKaattkkııllaarrıı

FFiikkiirr//KKaavvrraamm::  Pınar Erkekoğlu; TTaassaarrıımm::  Pınar Erkekoğlu,
Belma Koçer Gümüşel; DDeenneettlleemmee//DDaannıışşmmaannllııkk::  Pınar Erke-
koğlu, Belma Koçer Gümüşel; Belma Koçer Gümüşel; VVeerrii  TToopp--
llaammaa  vvee//vveeyyaa  İİşşlleemmee::  Pınar Erkekoğlu; AAnnaalliizz  vvee//vveeyyaa  YYoorruumm::
Pınar Erkekoğlu, Belma Koçer Gümüşel; KKaayynnaakk  TTaarraammaassıı:
Pınar Erkekoğlu; MMaakkaalleenniinn  YYaazzıımmıı::  Pınar Erkekoğlu, Belma
Koçer Gümüşel; EElleeşşttiirreell  İİnncceelleemmee:: Pınar Erkekoğlu, Belma
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