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Ekotoksikoloji Alaninda Balik Hiicre Hatlarinin Kullanimi
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Ozet: Son yillarda, pratik ve etik nedenlerle, ekotoksikolojide in vitro yontemlere olan ilgi artnustir. Sitotoksisite ¢a-
lismalarinda hiicre kiiltiirii uygulamalari, in vivo ¢aligmalardan elde edilen sonuglara uyumlulugu ve hiicresel diizeyde
inceleme olanag: gibi avantajlartyla, diger in vitro yontemlere gore 6ne ¢ikmustir. Balik hiicre kiiltiirleriyle yapilan
calismalar, kimyasal maddelerin toksik ve ¢evresel etkilerinin degerlendirilmesine imkan saglamaktadir. Ekotoksikolo-
jide, kimyasal maddelerin toksik ve gevresel etkilerinin degerlendirilmesinde RTG-2, RTL-W1, PLHC-1 ve EPC gibi
cesitli balik hiicre hatlart siklikla tercih edilmektedir. Bu derlemede, balik hiicre hatlarinin ekotoksikoloji ¢aligmalarinda
kullanimlar1 ve dikkat edilmesi gereken bazi hususlar ele alinmustir.

Anahtar Kelimeler: Cevresel kirleticiler, ekotoksikoloji, balik hiicre hattt

Use of Fish Cell Lines in Ecotoxicological Researches

Abstract: In recent years, interest in in vitro methods for ecotoxicology has increased considerably for practical and
ethical reasons. Cell culture applications have many advantages such as compatibility with the results obtained in in vivo
studies and the possibility of examination at the cellular level. Ecotoxicological studies with fish cells provide the as-
sessment of toxic effects of both chemical substances as well as environmental samples. A variety of fish cell lines such
as RTG-2, RTL-W1, PLHC-1, and EPC are frequently preferred in the evaluation of toxic and environmental effects of
chemical substances in ecotoxicology. In this review, the general characteristics of fish cell lines used in toxicology, their

Derleme / Review Article

use in ecotoxicology studies and the important points in toxicological evaluation are discussed.
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Giris

Ekotoksikoloji aragtirmalarinda balik hiicre hatla-
11 son yillarda giderek 6nem kazanmaktadir. Balik
hiicre hatlar ile yapilan ilk ¢alismalar agirlikl ola-
rak, viroloji aragtirmalar i¢in gbkkusagi alabalig
gonadindan tiliretilmis bir hiicre hatti olan RTG-2 ile
baslamistir. Giintimiizde ise kaynagini ¢esitli tiir ve
dokulardan alan, ¢ok sayida balik hiicre hatti, im-
miinoloji, toksikoloji (¢evre toksikolojisi), endokri-
noloji, biyomedikal aragtirmalar, hastalik kontrolii,
biyoteknoloji, su iiriinleri yetistiriciligi ve radyas-
yon biyolojisi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir
[18, 28].

Rachlin ve Perlmutter [35] 1968’de yass1 ka-
fali golyan baligindan (FHM) tiiretilmis bir hiicre
hattinda ¢inkonun sitotoksik etkisini 6l¢erek, balik
hiicrelerini toksikoloji alaninda kullanan ilk arastir-
macilardan olmuslardir. Bununla birlikte, 1980°ler-
den itibaren balik hiicre hatlari, toksikoloji alaninda
daha yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir.
Gilinlimiizde toksikolojik deney ve testlerde balik

hiicre hatlarinin kullanimi, hem bazal hem de spe-
sifik (hiicreye 0Ozgii) sitotoksisite, genotoksisite,
biyotransformasyon, biyobelirteglerin indiiksiyonu
ve toksisite mekanizmalar1 ile ilgili ¢alismalar da
dahil olmak tizere hiicreye 6zgii fonksiyonlar ve pa-
rametreler iizerindeki etkilere yogunlasmistir [14].
Bu derlemede, balik hiicre hatlarinin ekotoksikoloji
caligmalarinda kullanimlar1 ve dikkat edilmesi gere-
ken bazi hususlar ele alinmistir.

Ksenobiyotikler

Ksenobiyotik bilesiklerin toksisitesinin degerlen-
dirilmesinde RTgill-W1 [17, 38], RTL-W1 [6, 8§,
20, 27, 39], RTG-2 [3, 6, 13, 20] ve PLHC-1 [13,
15, 21, 43] sik kullanilan hiicre hatlar1 arasinda-
dir. Bunlardan RTG-2 hiicre hatti, Wolf ve Quimby
[44] tarafindan bir yasindaki disi ve erkek gokku-
sagi alabaliginin gonad dokusundan olusturulan ilk
balik hiicre hattidir. [11, 26]. RTgill-W1, yetiskin
gokkusagi alabaligiin solungacindan tiiretilmis bir
epitelyal hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, serum iger-
meyen, basit tampon maddeleri tolere edebilmekte
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ve ekstraksiyon gibi islemlere gerek duyulmadan
dogrudan cevre Orneklerine (atik su vb.) maruziyet
calismalarinda kullanilmaktadir. RTgill-W1 hiicre-
leri siki bir epitelyum olusturduklart i¢in, hipo- ve
hipertonik kosullara kars1 olduk¢a dayanikli olup,
degisen tuzluluk oranlarina ragmen biiylimelerine
devam edebilirler. Ancak, hiicre ¢cogalmasini bas-
kilayan ve hiicre morfolojisini degistirebilen kor-
tizol maruziyetine karst olduk¢a duyarhdirlar [17,
28, 36]. RTL-W1, dort yasindaki bir yetigkin erkek
gokkusagi alabaliginin normal karacigerinden tiire-
tilmis, kendiliginden 6liimstizlesebilen bir karaciger
epitelyal hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, indiiklene-
bilir etoksiresolufin-O-deetilaz (EROD) etkinligi ve
bu etkinligin toksikolojik arastirmalarda kullanimi
icin 0zel olarak gelistirilmistir. RTL-W1, daha ¢ok
aril hidrokarbon reseptdr (AhR) agonistlerini ve
CYPI1A indiiksiyonunu test etmek amaciyla kulla-
nilmaktadir. Bununla birlikte, cesitli farmasotikle-
rin ve kozmetik liriinlerinin sitotoksisite ve ¢evre-
sel numunelerin genotoksisite analizlerinde tercih
edilmektedir [36]. Diger bir devamli hiicre hatti
PLHC-1, Poeciliopsis lucida’nin hepatoseliiler kar-
sinomundan tiiretilmistir. PLHC-1, sik kullanilan
diger fibroblast benzeri hiicrelere kiyasla, metabo-
lik etkinliklerinin olmas1 ve kolay kiiltiire edilme-
leri gibi pek ¢ok avantaja sahiptir. Bu hiicre hatti,
cesitli kimyasal, kirletici ve gevresel drneklerin akut
ve kronik toksisitesini degerlendirmek ve kimyasal
maddelerin yapi-aktivite iligkilerini aragtirmak i¢in
olduk¢a uygundur [19].

Benzo(a)piren (BaP), ekotoksikoloji arastir-
malarinda en ¢ok calisilan ksenobiyotik maddedir.
Bazi hiicre hatlari, BaP’i suda ¢oziiniir ara iiriinlere
dondstiirmektedir [10]. Bu ara tirlinlerden diolepok-
sitlerin, 6zellikle piirin bazlari olan deoksiguanozin
ve deoksiadenozin olmak {izere, DNA’ya baglanip
genotoksisite ve karsinojeniteye sebep oldugu bildi-
rilmistir [22]. En ¢ok ¢aligilan ksenobiyotik enzimi
ise, sitokrom P450 iist ailesinin bir iiyesi olan CY-
P1A’dir. Sitokrom P450 gen ailesinin iiyeleri, ¢esitli
ilaglar ve kirleticiler de dahil olmak {izere lipofilik
ksenobiyotiklerin metabolizmasindan sorumlu en-
zimleri kodlamaktadir. CYP1A alt ailesindeki pro-
teinler, prokarsinojenik PAH’lar ve planar-halojenli
aromatik hidrokarbonlart (PHAH) metabolize eder
ve etkinsizlestirirler. CYP3A enzimleri ise, steroid
6B-hidroksilasyonun baslica katalizorleridir, gesitli

terapotik maddeleri metabolize eder ve aflatoksin
B1 ve 7,8-dihidroksi-7,9-dihidrobenzo[a]piren gibi
cesitli prokarsinojenleri etkinsizlestirirler [15].

Behrens ve ark. [8], in vitro modellerin ¢evre-
sel toksik etkilere kars1 verilen yanitlardaki hiicre-
ye 0Ozgl farkliliklar1 arastirmak amaciyla, primer
gokkusagi alabaligi hepatositleri ile RTL-W1’in
PAH’lara maruziyeti sonucu CYPI1A indiiksiyo-
nunu incelemislerdir. CYPIA indiiksiyonu, EROD
aktivitesi ile degerlendirilmis ve RTL-W1 hiicrele-
rinin, primer hepatosit hiicrelerine gére EROD ya-
nitinda daha duyarli oldugu belirlenmistir. PLHC-1
ve RTG-2 hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada
34 farkli farmasétik triiniin toksisitesi, metil tetra-
zolium (MTT) ve Neutral Red testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, PLHC-1
hiicre hattinin bu maddelere, RTG-2 hiicre hattindan
daha duyarli oldugu ve daha kii¢iik konsantrasyon-
larda sitotoksisite gosterdigi ortaya konulmus [13]
ve PLHC- 1 hiicre hattinin ksenobiyotik maddelere
daha duyarli olmasimin metabolik aktivitesi sebe-
biyle oldugu bildirilmistir [19].

Cevresel Ostrojenler

Dioksinler, dikloro difenil trikloroetan (DDT), die-
tilstilbestrol (DES) ve poliklorlu bifenil bilesikler
(PCB) gibi gevresel 0Ostrojenler (Environmental
Estrogens, EE), dogal yollarla veya insan faaliyet-
lerinin bir sonucu olarak ¢evrede ortaya c¢ikan ve
17B-6stradiol’lin (E2) etkisini taklit ederek endok-
rin sisteme zarar veren, baliklarin iireme ve genel
saglik durumunun bozulmasina neden olan madde-
lerdir. Ostrojen reseptorii (ER), EE’lerin hemen he-
men tim 6nemli faaliyetlerine aracilik etmektedir.
Ostrojenik maddeler ya ER araciligiyla ya da bu re-
septoriin araciligina ihtiyag duymadan, E2 tarafin-
dan baslatilanlara benzer hiicre veya dokuya 6zgi
etkilere sebep olabilmektedir [2].

EE’lerin incelenmesinde genellikle primer ba-
lik hepatosit kiiltiirlerinde E2 ile vitellojenin (Vg)
indiiksiyonu ¢alisilmistir. Balik hiicre hatlarina ge-
nel olarak bakildiginda ise Ostrojenlere karsi ¢ok
duyarli olmadiklar1 gézlenmistir [10].

Dioksin ve benzeri bilesikler

Dioksin vb bilesikler dermal toksisite, hepatotok-
sisite, teratojenite, tiimdrojenite, immiino-toksisite,
hormonal ve nérodavranissal degisiklikler ve 6liime
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sebep olabilmektedirler. Tiim bu etkilerin, bir proto-
tip uyarici olan 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin
(2,3,7,8-TCDD) araciligiyla oldugu bilindiginden,
benzer tepkileri ortaya g¢ikaran bilesikler topluca
dioksin benzeri bilesikler (Poliklorlu dibenzodiok-
sinler (PCDD), poliklorlu dibenzofuranlar (PCDF)
ve dioksin benzeri PCB’ler olarak adlandirilir [12].
Dioksin vb bilesikler AhR’ye baglanarak CYPIA
geninin ekspresyonunda artiga neden olurlar [10].

Dioksin vb bilesiklerden TCDD (dioksin),
¢ogu omurgalinin sahip oldugu AhR’ne baglanan
en toksik bilesiktir [10]. Dioksinin, yiiksek dozlar-
da baliklar, kuglar ve memeliler dahil birgok hayvan
tiriinde lenfoid doku ve gonadlarda atrofi, hepa-
totoksisite, norotoksisite ve kardiyotoksisiteye yol
actig1 bildirilmistir [9]. Bununla birlikte, dioksinin
olumsuz etkilerinin oksidatif stres ile iliskili oldugu
ve CYP1A izoformlarinin indiiksiyonuna yol agarak
oksidatif DNA hasarina sebep oldugu belirtilmistir
[10].

RTG-2, RTL-W1, FG-9307 ve PLHC-1 gibi
balik hiicre hatlari, AhR sinyal iletim sistemi tara-
findan kontrol edilen genleri ve siiregleri incelemek
icin kullanilmistir ve bu hiicre hatlarinin dioksin vb
bilesiklerin toksisitesinin taranmasinda uygun bir
biyobelirteg olabilecegi belirtilmistir [5, 21, 29, 34].

Agir Metaller

Agir metal kirliliginin, Minamata hastalig1 (organik
civa zehirlenmesi), [tai-itai hastalig1 (kadmiyum ze-
hirlenmesi), arsenik zehirlenmesi ve hava kirliligi
ile iligkili astim gibi kiiresel boyuttaki cesitli has-
taliklarin nedeni oldugu bilinmektedir. Deniz eko-
sistemlerinde, kirletici maddeler arasinda agir metal
birikimi kiiresel onem tasimaktadir. Agir metal kir-
liligi, su ortaminin ekolojik dengesi ve su canlila-
11 lizerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir.
Agir metaller, kalic1 ve birikici 6zellikleri nedeniyle,
su canlilar1 tarafindan su ve sedimentten alinmakta
ve diisiik trofik seviyelerden daha yiiksek seviyelere
dogru biyomagnifikasyon sekillenmektedir [7].

Metal homeostazinda ¢esitli molekiil smiflart
yer almaktadir. Glutatyon (GSH) ve metallotiyonein
(MT) gibi biyobelirtegler, agir metal kontaminasyo-
nunu degerlendirmek igin siklikla kullanilirlar [1].
Glutatyon, hiicrelerin zehirli maddelere karsi ko-
runmasinda ve ksenobiyotiklerin metabolizmasin-
da yer alan, siilfidrilden zengin bir tripeptittir [10].

Glutatyonun agir metallere karsi koruyucu etkisinin
kismen bir hiicre i¢i metal selatorii olarak gorev
yapmasindan kaynaklandig bildirilmistir [31]. Me-
tallotiyoneinler ise, memelilerde ¢inko (Zn) home-
ostazinda islev gdren, organizmay1 agir metal tok-
sisitesi ve oksidatif strese karsi koruyan, sisteinden
zengin metal baglayict bir protein ailesidir. MT-1
ve MT-2 izoformlarinin olusumu, ¢esitli metal, ilag¢
ve yangl mediyatdrleri tarafindan karacigerde hizli
bir sekilde uyarilir. Beyin izoformu olan MT-3 ise,
spesifik olarak noronal bliylime inhibitoriidiir [16].
Yapilan bazi ¢aligmalarda, MT’lerin serbest radikal
temizleyici olarak islev gordiikleri ileri stirilmiistiir
[24]. Baska bir ¢caligmada ise tek bagina MT indiik-
siyonuna kiyasla GSH ve MT nin birlikte oksidatif
hasara kars1 daha etkili oldugu belirtilmistir [41].

MT’lerin islevlerini arastirmak amaciyla RTG-
2, GCF (Grass Carp Fin, Ctenopharyngodon idel-
la), CIK (Cytokine-induced killer), EPC (Epithe-
lioma papulosum cyprini), CCO (Channel Catfish
ovary, Ictalurus punctatus), BB (brown bullhead,
Ameiurus nebulosus) ve FHM balik hiicre hatlar
kullanilmistir [10, 24, 42]. CIK, EPC ve CCO hiic-
re hatlariin karsilastirmali analizinin yapildig bir
calismada, CIK hiicrelerinin bakira en duyarli hiicre
hatt1 oldugu, EPC hiicrelerinin krom ve Zn’ya kar-
st diger hiicrelere gore daha duyarli, buna karsilik
CCO hiicre hattinin kadmiyuma kars1 en duyarl
hiicre hatt1 oldugu ortaya konulmustur. Sonug ola-
rak, CIK, EPC ve CCO hiicre hatlarinin potansiyel
olarak, su ortaminda agir metallerin akut sitotoksi-
sitesinin degerlendirilmesi i¢in hassas biyolojik be-
lirtegler olabilecegi gosterilmistir [42].

Genotoksik Etkili Maddeler

Balik hiicre hatlan ¢esitli kimyasallarin in vitro ge-
notoksisite arastirmalarinda kullanilmistir. Cogu
ksenobiyotik maddenin genotoksisitesi, hiicresel
metabolizmalardan etkilenmektedir. Bu nedenle,
hiicre hatlar arasindaki biyotransformasyon aktivi-
tesi veya DNA onarim kapasitesi farklari, in vitro
genotoksisite testlerinin sonuglarimi biiyiik dlglide
etkileyebilmektedir [32]. Balik hiicreleri, memeli
hiicrelerine kiyasla daha diisitk DNA onarim kapa-
sitesine sahiptir. Baliklarda niikleotid eksizyon ona-
rim mekanizmasinin aktivitesi memeli hiicrelerinde
oldugundan daha diisiiktiir. Bu nedenle DNA hasa-
rima karst daha duyarli olduklart diisiintilmektedir.
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Balik ve kemirgen hiicre hatlari ile yapilan deney-
ler, RTG-2 hiicrelerinin bir genotoksin olan 4-nit-
rokinolin-N-okside karsi memeli V79 hiicrelerinden
daha fazla duyarlilik gosterdigini ortaya koymustur
[14].

Cevresel kirleticilerin genotoksik etkilerinin
degerlendirilmesinde en sik kullanilan balik hiicre
hattt RTG-2"dir [30, 33, 34, 37]. Bunun yaninda
EPC hiicrelerinin de, genotoksik etkileri degerlen-
dirmek i¢in uygun bir hiicre hatti oldugu belirtil-
mektedir [23].

Yapilan ¢aligmalar RTG-2 hiicre hattinin 6zel-
likle cevresel kirleticilerin genotoksisitesinin dog-
rudan degerlendirilmesinde yararli oldugunu ancak
BaP gibi etkisini metabolize olarak gosteren madde-
lerde yetersiz oldugunu gostermektedir. Bu nedenle
genotoksisite ¢aligmalarinda daha dogru sonuglar
elde edilebilmesi i¢in balik hiicre hattinin analizi
yapilacak maddenin 6zelliklerine gore secilmesi ge-
rekmektedir [32].

Ekotoksikoloji aragtirmalarinda yaygin olarak
kullanilan balik hiicre hatlari, elde edildikleri tiirler
ve Ozellikleri Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Ekotoksikoloji aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilan balik hiicre hatlari, elde edildikleri tiirler ve 6zel-

likleri [4, 10, 25, 40]

::::;e Tiir Doku orijini  Morfoloji ln:::;jg;m Medium Kullanim Alam

Oncorhynchus mykiss . . . o o Organik ve inorganik kimyasallar, agir metaller,
Ul Rainbow trout (Gokkusagi alabaligr) IReRs e HbChLEt e ENMERTRCIDJHES endiistriyel atiklar

Fenol, benzen, anilin gibi ¢esitli kimyasallar, atik
RTG-2 Oncorhynchus mykiss Testis, Ovaryum Fibroblastik 22°C EMEM, %10 FBS sular, dioksin benzeri bilesikler, agir metaller, geno-
toksik etkili maddeler
. . . o Leibovitz L-15 .
RT-gill W1 Oncorhynchus mykiss Solungag Epitelyal ~ 18-20 °C medium, %10 FBS Cevresel ornekler
. . . o Leibovitz L-15  Cesitli farmasotik ve kozmetik tirtinler, ¢cevre drnek-

RTL-W1  Oncorhynchus mykiss Karaciger Epitelyal ~ 20-25 °C medium, %10 FBS leri, dioksin benzeri bilesikler

Poeciliopsis lucida Hepatoseliiler Organotin bilesikleri, ¢esitli fenoller, siilfonik asitler,
PLHC-1 To minlf o (Vi s b, kgrsinoma Epitelyal 30°C EMEM, %S5 FBS ¢esitli kimyasallar, ¢cevresel 6rnekler, dioksin benzeri

P Y £ bilesikler

Ictalurus nebulosus Bas doku ve k
BB Bullhead brown (Pﬁtego‘; gv da;) Fibroblastik ~ 23°C  EMEM, %10 FBS Agir metaller

(Kahverengi yayin baligi) g
BF-2 LBT{; :;r:llls (rgilicnr:scg;rlllgl) Kaudal govde Fibroblastik 23 °C EMEM, %10 FBS Agir metaller, organik toksik bilesikler

Oncorhynchus tshawytscha . . . o [ S . .
CHSE-214 Chinook salmon (Kral somon) Embriyo Fibroblastik 21°C EMEM, %10 FBS Cesitli kimyasallar, antifouling ajanlari, siirfaktanlar
EPC gﬁ 1:; j:zi EZ:ﬁTSazan it Epltel]l:))snl:;anpapu- Epitelyal 25°C EMEM, %10 FBS Agir metaller, genotoksik etkili maddeler

Paralichtys olivaceus s o Leibovitz L-15 L o
FG-9307 Olive flounder (Dil baligr) Solungag Epiteloid ~ 20-25°C medium, %20 FBS Dioksin benzeri bilesikler

Pimephales promelas
FHM Fathead minnow Bag doku ve kas  Epitelyal 34°C EMEM, %10 FBS Agir metaller, ¢esitli kimyasallar

(Yass1 kafali golyan baligr)

EMEM: Eagle’s Minimum Essential Medium; FBS: Fetal Bovine Serum

Sonuc¢

Cok sayida yapilan c¢aligmalarla, ekotoksikolo-
ji arasgtirmalarinda balik hiicre hatlarmin 6zellikle
cesitli gevresel kirleticilerin sitotoksisite, genotok-
sisite, CYP1A indiiksiyon potansiyeli ve dstrojenik
aktivitelerinin degerlendirilmesinde duyarli ve spe-
sifik in vitro sistemler oldugu ortaya konulmustur.

Bunun yaninda balik hiicre hatlari ile yapilacak olan
calismalarda daha dogru sonuclar elde edebilmek
icin bu sistemlerin hangi kimyasal gruplara yanit
verdikleri, hangi hiicre hattinin hangi kimyasala
daha duyarli oldugu g6z 6niinde bulundurulmali ve
kimyasal maddelerin toksik etkilerinin degerlendi-
rilmesinde dogru test metotlar secilmelidir.
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