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Özet: Son yıllarda, pratik ve etik nedenlerle, ekotoksikolojide in vitro yöntemlere olan ilgi artmıştır. Sitotoksisite ça-
lışmalarında hücre kültürü uygulamaları, in vivo çalışmalardan elde edilen sonuçlara uyumluluğu ve hücresel düzeyde 
inceleme olanağı gibi avantajlarıyla, diğer in vitro yöntemlere göre öne çıkmıştır. Balık hücre kültürleriyle yapılan 
çalışmalar, kimyasal maddelerin toksik ve çevresel etkilerinin değerlendirilmesine imkan sağlamaktadır. Ekotoksikolo-
jide, kimyasal maddelerin toksik ve çevresel etkilerinin değerlendirilmesinde RTG-2, RTL-W1, PLHC-1 ve EPC gibi 
çeşitli balık hücre hatları sıklıkla tercih edilmektedir. Bu derlemede, balık hücre hatlarının ekotoksikoloji çalışmalarında 
kullanımları ve dikkat edilmesi gereken bazı hususlar ele alınmıştır.
Anahtar Kelimeler: Çevresel kirleticiler, ekotoksikoloji, balık hücre hattı

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 
use in ecotoxicology studies and the important points in toxicological evaluation are discussed.
Keywords: Environmental contaminants, ecotoxicology, fish cell line

Giriş

Ekotoksikoloji araştırmalarında balık hücre hatla-
rı son yıllarda giderek önem kazanmaktadır. Balık 
hücre hatları ile yapılan ilk çalışmalar ağırlıklı ola-
rak, viroloji araştırmaları için gökkuşağı alabalığı 
gonadından türetilmiş bir hücre hattı olan RTG-2 ile 
başlamıştır. Günümüzde ise kaynağını çeşitli tür ve 
dokulardan alan, çok sayıda balık hücre hattı, im-
münoloji, toksikoloji (çevre toksikolojisi), endokri-
noloji, biyomedikal araştırmalar, hastalık kontrolü, 
biyoteknoloji, su ürünleri yetiştiriciliği ve radyas-
yon biyolojisi gibi pek çok alanda kullanılmaktadır 
[18, 28].

Rachlin ve Perlmutter [35] 1968’de yassı ka-
falı golyan balığından (FHM) türetilmiş bir hücre 
hattında çinkonun sitotoksik etkisini ölçerek, balık 
hücrelerini toksikoloji alanında kullanan ilk araştır-
macılardan olmuşlardır. Bununla birlikte, 1980’ler-
den itibaren balık hücre hatları, toksikoloji alanında 
daha yaygın bir şekilde kullanılmaya başlanmıştır. 
Günümüzde toksikolojik deney ve testlerde balık 

hücre hatlarının kullanımı, hem bazal hem de spe-
sifik (hücreye özgü) sitotoksisite, genotoksisite, 
biyotransformasyon, biyobelirteçlerin indüksiyonu 
ve toksisite mekanizmaları ile ilgili çalışmalar da 
dahil olmak üzere hücreye özgü fonksiyonlar ve pa-
rametreler üzerindeki etkilere yoğunlaşmıştır [14]. 
Bu derlemede, balık hücre hatlarının ekotoksikoloji 
çalışmalarında kullanımları ve dikkat edilmesi gere-
ken bazı hususlar ele alınmıştır.

Ksenobiyotikler
Ksenobiyotik bileşiklerin toksisitesinin değerlen-
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] sık kullanılan hücre hatları arasında-
dır. Bunlardan RTG-2 hücre hattı, Wolf ve Quimby 
[44] tarafından bir yaşındaki dişi ve erkek gökku-
şağı alabalığının gonad dokusundan oluşturulan ilk 
balık hücre hattıdır. [11, 26]. RTgill-W1, yetişkin 
gökkuşağı alabalığının solungacından türetilmiş bir 
epitelyal hücre hattıdır. Bu hücre hattı, serum içer-
meyen, basit tampon maddeleri tolere edebilmekte 
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ve ekstraksiyon gibi işlemlere gerek duyulmadan 
doğrudan çevre örneklerine (atık su vb.) maruziyet 
çalışmalarında kullanılmaktadır. RTgill-W1 hücre-
leri sıkı bir epitelyum oluşturdukları için, hipo- ve 
hipertonik koşullara karşı oldukça dayanıklı olup, 
değişen tuzluluk oranlarına rağmen büyümelerine 
devam edebilirler. Ancak, hücre çoğalmasını bas-
kılayan ve hücre morfolojisini değiştirebilen kor-
tizol maruziyetine karşı oldukça duyarlıdırlar [17, 
28, 36]. RTL-W1, dört yaşındaki bir yetişkin erkek 
gökkuşağı alabalığının normal karaciğerinden türe-
tilmiş, kendiliğinden ölümsüzleşebilen bir karaciğer 
epitelyal hücre hattıdır. Bu hücre hattı, indüklene-
bilir etoksiresolufin-O-deetilaz (EROD) etkinliği ve 
bu etkinliğin toksikolojik araştırmalarda kullanımı 
için özel olarak geliştirilmiştir. RTL-W1, daha çok 
aril hidrokarbon reseptör (AhR) agonistlerini ve 
CYP1A indüksiyonunu test etmek amacıyla kulla-
nılmaktadır. Bununla birlikte, çeşitli farmasötikle-
rin ve kozmetik ürünlerinin sitotoksisite ve çevre-
sel numunelerin genotoksisite analizlerinde tercih 
edilmektedir [36]. Diğer bir devamlı hücre hattı 
PLHC-1, Poeciliopsis lucida’nın hepatoselüler kar-
sinomundan türetilmiştir. PLHC-1, sık kullanılan 
diğer fibroblast benzeri hücrelere kıyasla, metabo-
lik etkinliklerinin olması ve kolay kültüre edilme-
leri gibi pek çok avantaja sahiptir. Bu hücre hattı, 
çeşitli kimyasal, kirletici ve çevresel örneklerin akut 
ve kronik toksisitesini değerlendirmek ve kimyasal 
maddelerin yapı-aktivite ilişkilerini araştırmak için 
oldukça uygundur [19].

Benzo(a)piren (BaP), ekotoksikoloji araştır-
malarında en çok çalışılan ksenobiyotik maddedir. 
Bazı hücre hatları, BaP’i suda çözünür ara ürünlere 
dönüştürmektedir [10]. Bu ara ürünlerden diolepok-
sitlerin, özellikle pürin bazları olan deoksiguanozin 
ve deoksiadenozin olmak üzere, DNA’ya bağlanıp 
genotoksisite ve karsinojeniteye sebep olduğu bildi-
rilmiştir [22]. En çok çalışılan ksenobiyotik enzimi 
ise, sitokrom P450 üst ailesinin bir üyesi olan CY-
P1A’dır. Sitokrom P450 gen ailesinin üyeleri, çeşitli 
ilaçlar ve kirleticiler de dahil olmak üzere lipofilik 
ksenobiyotiklerin metabolizmasından sorumlu en-
zimleri kodlamaktadır. CYP1A alt ailesindeki pro-
teinler, prokarsinojenik PAH’lar ve planar-halojenli 
aromatik hidrokarbonları (PHAH) metabolize eder 
ve etkinsizleştirirler. CYP3A enzimleri ise, steroid 
6β-hidroksilasyonun başlıca katalizörleridir, çeşitli 

terapötik maddeleri metabolize eder ve aflatoksin 
B1 ve 7,8-dihidroksi-7,9-dihidrobenzo[a]piren gibi 
çeşitli prokarsinojenleri etkinsizleştirirler [15].

Behrens ve ark. [8], in vitro modellerin çevre-
sel toksik etkilere karşı verilen yanıtlardaki hücre-
ye özgü farklılıkları araştırmak amacıyla, primer 
gökkuşağı alabalığı hepatositleri ile RTL-W1’in 
PAH’lara maruziyeti sonucu CYP1A indüksiyo-
nunu incelemişlerdir. CYP1A indüksiyonu, EROD 
aktivitesi ile değerlendirilmiş ve RTL-W1 hücrele-
rinin, primer hepatosit hücrelerine göre EROD ya-
nıtında daha duyarlı olduğu belirlenmiştir. PLHC-1 
ve RTG-2 hücre hatlarında yapılan bir çalışmada 
34 farklı farmasötik ürünün toksisitesi, metil tetra-
zolium (MTT) ve Neutral Red testleri kullanılarak 
değerlendirilmiştir. Çalışma sonucunda, PLHC-1 
hücre hattının bu maddelere, RTG-2 hücre hattından 
daha duyarlı olduğu ve daha küçük konsantrasyon-
larda sitotoksisite gösterdiği ortaya konulmuş [13] 
ve PLHC- 1 hücre hattının ksenobiyotik maddelere 
daha duyarlı olmasının metabolik aktivitesi sebe-
biyle olduğu bildirilmiştir [19]. 

Çevresel Östrojenler 
Dioksinler, dikloro difenil trikloroetan (DDT), die-
tilstilbestrol (DES) ve poliklorlu bifenil bileşikler 
(PCB) gibi çevresel östrojenler (Environmental 
Estrogens, EE), doğal yollarla veya insan faaliyet-
lerinin bir sonucu olarak çevrede ortaya çıkan ve 
17β-östradiol’ün (E2) etkisini taklit ederek endok-
rin sisteme zarar veren, balıkların üreme ve genel 
sağlık durumunun bozulmasına neden olan madde-
lerdir. Östrojen reseptörü (ER), EE’lerin hemen he-
men tüm önemli faaliyetlerine aracılık etmektedir. 
Östrojenik maddeler ya ER aracılığıyla ya da bu re-
septörün aracılığına ihtiyaç duymadan, E2 tarafın-
dan başlatılanlara benzer hücre veya dokuya özgü 
etkilere sebep olabilmektedir [2].

EE’lerin incelenmesinde genellikle primer ba-
lık hepatosit kültürlerinde E2 ile vitellojenin (Vg) 
indüksiyonu çalışılmıştır. Balık hücre hatlarına ge-
nel olarak bakıldığında ise östrojenlere karşı çok 
duyarlı olmadıkları gözlenmiştir [10]. 

Dioksin ve benzeri bileşikler
Dioksin vb bileşikler dermal toksisite, hepatotok-
sisite, teratojenite, tümörojenite, immüno-toksisite, 
hormonal ve nörodavranışsal değişiklikler ve ölüme 
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sebep olabilmektedirler. Tüm bu etkilerin, bir proto-
tip uyarıcı olan 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin 
(2,3,7,8-TCDD) aracılığıyla olduğu bilindiğinden, 
benzer tepkileri ortaya çıkaran bileşikler topluca 
dioksin benzeri bileşikler (Poliklorlu dibenzodiok-
sinler (PCDD), poliklorlu dibenzofuranlar (PCDF) 
ve dioksin benzeri PCB’ler olarak adlandırılır [12]. 
Dioksin vb bileşikler AhR’ye bağlanarak CYP1A 
geninin ekspresyonunda artışa neden olurlar [10].

Dioksin vb bileşiklerden TCDD (dioksin), 
çoğu omurgalının sahip olduğu AhR’ne bağlanan 
en toksik bileşiktir [10]. Dioksinin, yüksek dozlar-
da balıklar, kuşlar ve memeliler dahil birçok hayvan 
türünde lenfoid doku ve gonadlarda atrofi, hepa-
totoksisite, nörotoksisite ve kardiyotoksisiteye yol 
açtığı bildirilmiştir [9]. Bununla birlikte, dioksinin 
olumsuz etkilerinin oksidatif stres ile ilişkili olduğu 
ve CYP1A izoformlarının indüksiyonuna yol açarak 
oksidatif DNA hasarına sebep olduğu belirtilmiştir 
[10].

RTG-2, RTL-W1, FG-9307 ve PLHC-1 gibi 
balık hücre hatları, AhR sinyal iletim sistemi tara-
fından kontrol edilen genleri ve süreçleri incelemek 
için kullanılmıştır ve bu hücre hatlarının dioksin vb 
bileşiklerin toksisitesinin taranmasında uygun bir 
biyobelirteç olabileceği belirtilmiştir [5, 21, 29, 34].

Ağır Metaller 
Ağır metal kirliliğinin, Minamata hastalığı (organik 
civa zehirlenmesi), Itai-itai hastalığı (kadmiyum ze-
hirlenmesi), arsenik zehirlenmesi ve hava kirliliği 
ile ilişkili astım gibi küresel boyuttaki çeşitli has-
talıkların nedeni olduğu bilinmektedir. Deniz eko-
sistemlerinde, kirletici maddeler arasında ağır metal 
birikimi küresel önem taşımaktadır. Ağır metal kir-
liliği, su ortamının ekolojik dengesi ve su canlıla-
rı üzerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir. 
Ağır metaller, kalıcı ve birikici özellikleri nedeniyle, 
su canlıları tarafından su ve sedimentten alınmakta 
ve düşük trofik seviyelerden daha yüksek seviyelere 
doğru biyomagnifikasyon şekillenmektedir [7]. 

Metal homeostazında çeşitli molekül sınıfları 
yer almaktadır. Glutatyon (GSH) ve metallotiyonein 
(MT) gibi biyobelirteçler, ağır metal kontaminasyo-
nunu değerlendirmek için sıklıkla kullanılırlar [1]. 
Glutatyon, hücrelerin zehirli maddelere karşı ko-
runmasında ve ksenobiyotiklerin metabolizmasın-
da yer alan, sülfidrilden zengin bir tripeptittir [10]. 

Glutatyonun ağır metallere karşı koruyucu etkisinin 
kısmen bir hücre içi metal şelatörü olarak görev 
yapmasından kaynaklandığı bildirilmiştir [31]. Me-
tallotiyoneinler ise, memelilerde çinko (Zn) home-
ostazında işlev gören, organizmayı ağır metal tok-
sisitesi ve oksidatif strese karşı koruyan, sisteinden 
zengin metal bağlayıcı bir protein ailesidir. MT-1 
ve MT-2 izoformlarının oluşumu, çeşitli metal, ilaç 
ve yangı mediyatörleri tarafından karaciğerde hızlı 
bir şekilde uyarılır. Beyin izoformu olan MT-3 ise, 
spesifik olarak nöronal büyüme inhibitörüdür [16]. 
Yapılan bazı çalışmalarda, MT’lerin serbest radikal 
temizleyici olarak işlev gördükleri ileri sürülmüştür 
[24]. Başka bir çalışmada ise tek başına MT indük-
siyonuna kıyasla GSH ve MT’nin birlikte oksidatif 
hasara karşı daha etkili olduğu belirtilmiştir [41].

MT’lerin işlevlerini araştırmak amacıyla 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 balık hücre hatları 
kullanılmıştır [10, 24, 42]. CIK, EPC ve CCO hüc-
re hatlarının karşılaştırmalı analizinin yapıldığı bir 
çalışmada, CIK hücrelerinin bakıra en duyarlı hücre 
hattı olduğu, EPC hücrelerinin krom ve Zn’ya kar-
şı diğer hücrelere göre daha duyarlı, buna karşılık 
CCO hücre hattının kadmiyuma karşı en duyarlı 
hücre hattı olduğu ortaya konulmuştur. Sonuç ola-
rak, CIK, EPC ve CCO hücre hatlarının potansiyel 
olarak, su ortamında ağır metallerin akut sitotoksi-
sitesinin değerlendirilmesi için hassas biyolojik be-
lirteçler olabileceği gösterilmiştir [42].

Genotoksik Etkili Maddeler
Balık hücre hatları çeşitli kimyasalların in vitro ge-
notoksisite araştırmalarında kullanılmıştır. Çoğu 
ksenobiyotik maddenin genotoksisitesi, hücresel 
metabolizmalardan etkilenmektedir. Bu nedenle, 
hücre hatları arasındaki biyotransformasyon aktivi-
tesi veya DNA onarım kapasitesi farkları, in vitro 
genotoksisite testlerinin sonuçlarını büyük ölçüde 
etkileyebilmektedir [32]. Balık hücreleri, memeli 
hücrelerine kıyasla daha düşük DNA onarım kapa-
sitesine sahiptir. Balıklarda nükleotid eksizyon ona-
rım mekanizmasının aktivitesi memeli hücrelerinde 
olduğundan daha düşüktür. Bu nedenle DNA hasa-
rına karşı daha duyarlı oldukları düşünülmektedir. 
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Balık ve kemirgen hücre hatları ile yapılan deney-
ler, RTG-2 hücrelerinin bir genotoksin olan 4-nit-
rokinolin-N-okside karşı memeli V79 hücrelerinden 
daha fazla duyarlılık gösterdiğini ortaya koymuştur 
[14].

Çevresel kirleticilerin genotoksik etkilerinin 
değerlendirilmesinde en sık kullanılan balık hücre 
hattı RTG-2’dir [30, 33, 34, 37]. Bunun yanında 
EPC hücrelerinin de, genotoksik etkileri değerlen-
dirmek için uygun bir hücre hattı olduğu belirtil-
mektedir [23].

Yapılan çalışmalar RTG-2 hücre hattının özel-
likle çevresel kirleticilerin genotoksisitesinin doğ-
rudan değerlendirilmesinde yararlı olduğunu ancak 
BaP gibi etkisini metabolize olarak gösteren madde-
lerde yetersiz olduğunu göstermektedir. Bu nedenle 
genotoksisite çalışmalarında daha doğru sonuçlar 
elde edilebilmesi için balık hücre hattının analizi 
yapılacak maddenin özelliklerine göre seçilmesi ge-
rekmektedir [32]. 

Ekotoksikoloji araştırmalarında yaygın olarak 
kullanılan balık hücre hatları, elde edildikleri türler 
ve özellikleri Tablo 1’de gösterilmiştir.

Tablo 1. Ekotoksikoloji araştırmalarında yaygın olarak kullanılan balık hücre hatları, elde edildikleri türler ve özel-
likleri [4, 10, 25, 40]
Hücre 
Hattı Tür Doku orijini Morfoloji İnkubasyon 

sıcaklığı Medium Kullanım Alanı

R1 Oncorhynchus mykiss
Rainbow trout (Gökkuşağı alabalığı) Karaciğer Fibroblastik 20 °C EMEM, %10 FBS Organik ve inorganik kimyasallar, ağır metaller, 

endüstriyel atıklar

RTG-2 Oncorhynchus mykiss Testis, Ovaryum Fibroblastik 22 °C EMEM, %10 FBS
Fenol, benzen, anilin gibi çeşitli kimyasallar, atık 
sular, dioksin benzeri bileşikler, ağır metaller, geno-
toksik etkili maddeler

RT-gill W1 Oncorhynchus mykiss Solungaç Epitelyal 18-20 °C Leibovitz L-15
medium, %10 FBS Çevresel örnekler

RTL-W1 Oncorhynchus mykiss Karaciğer Epitelyal 20-25 °C Leibovitz L-15
medium, %10 FBS

Çeşitli farmasötik ve kozmetik ürünler, çevre örnek-
leri, dioksin benzeri bileşikler 

PLHC-1 Poeciliopsis lucida
Topminnow (Yüzey sazan balığı)

Hepatoselüler 
karsinoma Epitelyal 30 °C EMEM, %5 FBS

Organotin bileşikleri, çeşitli fenoller, sülfonik asitler, 
çeşitli kimyasallar, çevresel örnekler, dioksin benzeri 
bileşikler

BB
Ictalurus nebulosus
Bullhead brown
(Kahverengi yayın balığı)

Bağ doku ve kas 
(Posterior gövde) Fibroblastik 23 °C EMEM, %10 FBS Ağır metaller

BF-2 Lepomis macrochirus
Bluegill (Güneş balığı) Kaudal gövde Fibroblastik 23 °C EMEM, %10 FBS Ağır metaller, organik toksik bileşikler

CHSE-214 Oncorhynchus tshawytscha
Chinook salmon (Kral somon) Embriyo Fibroblastik 21 °C EMEM, %10 FBS Çeşitli kimyasallar, antifouling ajanları, sürfaktanlar

EPC Cyprinus carpio
Common carp (Sazan balığı)

Epitelioma papu-
losum Epitelyal 25 °C EMEM, %10 FBS Ağır metaller, genotoksik etkili maddeler

FG-9307 Paralichtys olivaceus
Olive flounder (Dil balığı) Solungaç Epiteloid 20-25 °C Leibovitz L-15

medium, %20 FBS Dioksin benzeri bileşikler

FHM
Pimephales promelas
Fathead minnow
(Yassı kafalı golyan balığı)

Bağ doku ve kas Epitelyal 34 °C EMEM, %10 FBS Ağır metaller, çeşitli kimyasallar

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

Sonuç

Çok sayıda yapılan çalışmalarla, ekotoksikolo-
ji araştırmalarında balık hücre hatlarının özellikle 
çeşitli çevresel kirleticilerin sitotoksisite, genotok-
sisite, CYP1A indüksiyon potansiyeli ve östrojenik 
aktivitelerinin değerlendirilmesinde duyarlı ve spe-
sifik in vitro sistemler olduğu ortaya konulmuştur. 

Bunun yanında balık hücre hatları ile yapılacak olan 
çalışmalarda daha doğru sonuçlar elde edebilmek 
için bu sistemlerin hangi kimyasal gruplara yanıt 
verdikleri, hangi hücre hattının hangi kimyasala 
daha duyarlı olduğu göz önünde bulundurulmalı ve 
kimyasal maddelerin toksik etkilerinin değerlendi-
rilmesinde doğru test metotları seçilmelidir. 
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