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Sik Kullamilan Bazi Hiicre Hatlar: icin Kalite Kontrol: Mikoplazma
Kontaminasyon Tespiti, Sitokrom B ve Sitokrom Oksidaz Alt Birim I

Genlerinin DNA Dizi Analizlerinin Gerceklestirilmesi”

Habibe KAHYA™, Tugce KARADUMAN*
Oz
Amag: Laboratuvarlarda sik kullanilan serviks epitelyal karsinom (HeLa), insan periferal kan
promiyelositik 16semi (HL-60), fare C3/bag dokusu (L929), Madin Darby koépek bobrek (MDCK), fare

noroblastom (Neuro-2a) gibi bazi hiicre hatlarinin mikoplazma kontaminasyon kontrollerinin yapilmasi,

kimlik dogrulamalarinin gergeklestirilmesi ve klonalitelerinin belirlenmesidir.

Yontem: Bu calismada ii¢ farkl tiire ait beg hiicre hatti kullanilmistir. Calisilan tiim hatlarin Bisbenzimid
(Hoechst 33258) ile deoksiriboniikleik asit (DNA) floresan isaretlemesi yapilarak mikoplazma
kontaminasyonu kontrolleri gerceklestirilmistir. Hiicre hatlarindan DNA izolasyonlar1 yapilmis, elde edilen
DNA o6rneklerinden sitokrom B (CYTB) geninin bolgesel amplifikasyonu icin L14816 ve H15173 primerleri;
sitokrom oksidaz alt birim I (COI) geni icin ise LCO 1490 and HCO 2198 primerleri kullanilmigstir. lgili
amplifikasyonlarin DNA dizi analiz sonuclari, biyoinformatik araglar kullanilarak referans dizilerle

karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismada ilgili hiicrelerin, Bisbenzimid (Hoechst 33258) ile iiretici firmanin protokollerine gore
belirlenen konsantrasyon ve siirede yapilan boyama sonucunda mikoplazma kontaminasyonuna
rastlamlmamistir. Ayrica CYTB gen bolgesi i¢in veritabaninda yer alan referans dizi ile yapilan kargilagtirma
sonucu HL-60 icin %97; "HeLa, Lg929, MDCK, Neuro-2a” hiicre hatlar: icin ise %98 oraninda benzerlik
bulunmustur. COI gen bolgesi i¢in ise bu benzerlik oranlar1 “HeLa, HL-60, Lg29, MDCK ve Neuro-2a” hiicre
hatlar1 icin sirasiyla %95, %99, %96, %96 ve %98 olarak bulunmustur.

Sonugc: Bu baglamda, calismadan elde edilen Bisbenzimid (Hoechst 33258) isaretleme ve DNA dizi analiz
sonugclari, pek ¢ok arastirmada kullanilan bu hiicre hatlarinin kalitesi konusunda kabul edilebilir bir belirteg

ve gliven saglamigtir.

Anahtar Sozciikler: Hiicre kiiltiirii, CYTB, COI, DNA dizi analizi, mikoplazma, Hoechst 33258.
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Quality Control for Some Commonly Used Cell Lines: Mycoplasma Contamination
Detection, DNA Sequence Analysis of Cytochrome B and Cytochrome Oxidase Subunit I
Genes
Abstract

Aim: Mycoplasma contamination controls, identity verification and clonality determination of some cell
lines such as cervix epithelioid carcinoma (HeLa), human peripheral blood promyelocytic leukemia (HL-
60), mouse C3 / a connective tissue (L929), madin darby canine kidney (MDCK), mouse neuroblastoma

(Neuro-2a) that are frequently used in laboratories.

Method: Five cell lines from three different species were used in this study. Mycoplasma contamination
controls of all studied lines were performed by deoxyribonucleic acid (DNA) fluorescent labeling with
Bisbenzimid (Hoechst 33258). DNA isolation was performed on cell lines and DNA samples were obtained.
Regional amplification of obtained DNA samples was performed as follows: L14816 and H15173 primers
were used for cytochrome B (CYTB) gene; LCO 1490 and HCO 2198 primers were used for cytochrome
oxidase subunit I (COI) gene. Results of DNA sequence analysis for respective amplifications were compared

with reference sequences using bioinformatics tools.

Results: In the study, no mycoplasma contamination was observed as a result of staining relevant cells with
Bisbenzimid (Hoechst 33258) at the concentration and time determined by the manufacturer's protocols. In
addition, comparing the results for CYTB gene region with the reference sequence in the database resulted
in 97% similarity for HL-60, and 98% similarity for “HeLa, Lg29, MDCK, Neuro-2a” cell lines. Similarity
rates for COI gene region were 95%, 99%, 96%, 96%, and 98% for “HeLa, HL-60, L929, MDCK and Neuro-

2a” cell lines respectively.

Conclusion: In this context, Bisbenzimid (Hoechst 33258) labeling and DNA sequence analysis results
obtained from the study provided an acceptable indicator and confidence for the quality of these cell lines

used in many studies.

Keywords: Cell culture, CYTB, COI, DNA sequence analysis, mycoplasma, Hoechst 33258.

Giris

Kiiltiire edilmis hiicre hatlari, kanser arastirmalari, ilac kesfi, genetik ve biyogiivenlik dahil olmak
iizere bir dizi biyomedikal arastirma ve klinik uygulamada, diinya capinda arastirma
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu hatlar genellikle gercek orijinaliteleri
garanti edilmeksizin laboratuvarlar arasinda degis tokus edilmekte, isimleri eksik ya da yanlis
yazilmakta ve bu nedenle stok kayitlar1 her zaman dogru tutulamamaktadir. Béylece hiicreler,
calismalarda, orijin tiirleri dogrulanmaksizin yillarca kiiltiire edilebilmektedir. Bununla birlikte
bir hiicre hattinin farkl tiirdeki hiicrelerle ¢capraz kontaminasyonu, farkl hiicrelerin kullanildig:

laboratuvarlarda hiicrenin orijinalitesinin bozulmasina neden olan bir diger potansiyel risktirts.
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Ancak, arastirmacilar hiicre hatlarmmin yanlis tanimlanmasini O6nemli bir sorun olarak
gormemektedir. Hiicre hatlarinin bagka bir birey veya tiirden gelen hiicrelerle kontaminasyonunu
dislamak i¢in laboratuvarlarda az ¢aba sarf edilmektedir ve bu sorun giin gectikce biiylimektedir.
Yanlis tanimlanmaig hiicre hatlarinin halen alaninda 6nde gelen bilim adamlarinin ¢ok sayida ve
tekrarlanan uyarilarina ragmen kullanilmaya devam ettigi bilinmektedirs. Dahasi, kiiltiirde
tutulan ve alt kiiltiirlerin tekrar ve tekrar evrimlestigi, siklikla "genetik siiriiklenme" olarak
adlandirilan bir siire¢ oldugu ortaya ¢ikmistir®. Tiim bu olumsuzluklarin bu hiicre hatlar ile
calisma yapan arastirmacilar igin 6nemli bir sorun tegkil edecegi asikardir. Bu nedenle, bu tiir

kontaminasyonlar1 kontrol etmek gereklidirs27-9.

Mikroorganizmalar tarafindan olusturulan kontaminasyonun da hiicresel karakterizasyonun
farklilasmasina neden oldugu yapilan calismalarda bildirilmigtirio3. Hiicre capraz
kontaminasyonundan farkli olarak bakteriyel ve fungal kontaminasyon, kolayca tespit
edilebilirtor, Bununla birlikte mikoplazma kontaminasyonu genellikle gozle kolayca tespit
edilemez, ancak varliklar1 hiicrelerin saglikli bir sekilde biiyiimelerine engeldir (hiicrelerde
kromozom anomalileri de dahil bir¢cok sorun olustururlar)415. Bu kontaminant hakkindaki
bilginin artmasi ile son birka¢ y1lda mikoplazma kontaminasyonu nedeniyle sonuglarin dogru
yayimlanamamasi iizerine bir dizi makale yayinlanmigtir:213.16-18, Bu nedenle hiicre kiiltiirlerinin
sik ve gizli bir kontaminanti olan hiicre duvar:1 bulunmayan mikoplazma hiicre kiiltiir calismalari
icin 6nemli bir tehdittir41519. 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ve Hoechst isaretleme,
Polymerase Chain Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), q-PCR ya da kit kullanimlar:

mikoplazma tespitinde siklikla kullanilmaktadir9-24,

Capraz kontaminasyon ile hiicre kiiltiirii farklilagsma riski ise ilk olarak 1957'de kabul edilmistir.
Giiniimiize degin karyoloji, transplantasyon ve hemaglutinasyon deneyleri, immiinofloresans ve
DNA parmak izi ile ¢apraz kontaminasyon tespit edilmistir. 1966'da izoenzim polimorfizmi
genetik bir belirte¢ olarak kullanilmig ve Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) polimorfizmi
HeLa hiicre kontaminasyonu problemini netlestirmistir. izoenzim polimorfizminin biyokimyasal
analizi, hiicre ¢izgisi tanimlama ve kesisme noktalarinin kontaminasyonunun kalite kontroliinde
standart yontem olarak kabul edilmektedir ve hiicrelerarasi ¢apraz kontaminasyon tespiti i¢in
DNA parmak izi ile birlikte rutin olarak diinyadaki ana biyolojik kaynak merkezleri American
Type Culture Collection (ATCC), European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC),
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ) ve Riken tarafindan
kullamilmaktadir9. Cok az sayida laboratuvar, testlerin maliyeti ve karmagiklig1 nedeniyle diizenli
olarak izoenzim analizleri veya parmak izi caligmalar: yapmaktadir. Buna ek olarak ve belki de en
onemlisi, dergi editor kurullari, calisma gruplar1 ve arastirmalar: destekleyen kuruluslar, hiicre
hatlarinin tiir ve koken bilgilendirmesinin caligma bilgisine dahil edilmesinde israr

etmemektedir9.

772

H. KAHYA, T. KARADUMAN



IGUSABDER, 18 (2022): 770-786.

Giiniimiize kadar kiiltiire edilmis hiicrelerin kimligini ve safligin1 kontrol etmek igin cesitli
yontemler ve isaretler kullanilmistirs9-14 ancak hiicre kiiltiirlerinin kalite kontrollerinde mtDNA
caligsmalar1 da son zamanlarda yayginlagsmistir. Glinlimiizde mitokondriyal DNA'nin dizi analizi
capraz kontaminasyonun saptanmasinda 6nemli bir arag olarak goriilmektedir34. Laboratuvara
getirilen her yeni hiicre hattinin, heniiz baslangic asamasinda elde edilen ve referans olarak
kullanilabilecek mtDNA dizisi olmalidir. Hiicre hattinin kimligini, mtDNA degisikliklerini ve
capraz kontaminantlarin yoklugunu dogrulamak icin, ilerleyen pasajlarda subkiiltiire edilmis
hiicrelerin mtDNA's1 tekrar dizilenebilir. Bu sayede mtDNA verileri sadece capraz kontaminasyon
gosteren hiicrelerin saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in degil, ayni zamanda hiicre hatti kimlik
dogrulamasi i¢in de kullanilabilecektir. Mitokondriyal DNA yiiksek mutasyon oranina sahiptir ve
memeli hiicrelerinde ylizlerce hatta binlerce kopya halinde bulunur. Bununla birlikte hiicre
hatlari, potansiyel kontaminantlari izlemek i¢in kullanilabilecek "mtDNA markerleri” olarak islev

goren ¢ok spesifik mtDNA dizilerine sahiptirs4.

Giiniimiizde, PCR ile DNA analizi, ilgi konusu genlerin bolgelerinin amplifiye edilmesine izin
verdigi i¢in, tiirlerin tanimlanmasinda rutin olarak kullanilan bir yontem haline gelmistir2s-27.
Belirtilen analizler, en temel diizeyde hiicre kiiltiir tesislerinde bile kalite kontrol programlarini
giiclendirmek icin kolayca eklenebilir niteliktedir9. Primer tasarimina uygun korunmus bélgeler,
tiir tanimlamasinda evrensel primer setlerinin kullanimina izin verir. ideal bir tiir belirteci icin
kriter, tiirler arasinda yeterli degiskenlik gosteren ve tiir i¢i varyasyonsuz veya ¢ok az cesitlilik
gosteren bir dizi olmasidir2829. Tiirlerin tanmimlanmasinda uluslararasi1 olarak onerilen iki
mitokondriyal bolge bulunmaktadir: sitokrom B (CYTB) ve sitokrom c oksidaz alt birim I geni
(COI). CYTB ve COI bolgeleri evrensel primerler tarafindan taninan bazi stabil dizilere,
kimliklendirmeyi saglayacak birtakim dizi ¢esitliliklerine sahiptir, bu nedenle bu niikleotid

dizileri tiire 6zgii bilgiler igerir9.27.

Belirtilen hiicre hatlarinin (HeLa, HL-60, Lg29, MDCK, Neuro-2a); mikoplazma kontaminasyon
kontrollerinin yapilmasi, hiicresel koken kimlik dogrulamalarinin gerceklestirilmesi ve

klonalitelerinin belirlenmesi calismanin temel amacini olusturmaktadir.

Bu amaca yonelik olarak gerceklestirilecek deneysel caligmalarla; hiicre kiiltiirlerinin gizli
kontaminantlarindan olan mikoplazma varliginin hiicrelerin Bisbenzimid (Hoechst 33258)
boyamasi ile degerlendirilmesi hedeflenmistir. Ek olarak, tiirler aras1 ¢apraz kontaminasyon
stiphesi oldugunda ya da tarama amaciyla, s6z konusu hiicre hatlarinin tiire 6zgii sekans
gostermesi beklenen CYTB ve COI gen bolgelerine spesifik olarak olarak dizayn edilmis evrensel
primer c¢iftlerinin kullanildig1 sistemle, hiicre hattinin farkl tiirde bir hiicre hatt1 tarafindan

kontamine edilip edilmedigi ya da yanhs etiketleme olma olasilig1 belirlenmeye ¢alisilmigtir.
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Gerec ve Yontem

Bu calismada {ic farkl tiire ait bes hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicre hatlar, teshis ve arastirma
amach en yaygin kullanilanlar arasinda yer alan bazi insan ve hayvan hiicre hatlaridir, calisma bu

yoniiyle etik kurul izni gerektirmemektedir.
Hiicre Hatlarimin Uretilmesi

Dondurulmus hiicrelerden, ¢ozme, pasajlama ve stoklama iglemleri bes farkli hiicre tipi i¢in
literatiirdeki protokollere uygun sekilde yapilmigtirse. Hiicreler Tablo 1’de belirtilen kosullardaki

besiyerlerinde, 37°C’de ve %5 CO. ortaminda iiretilmis, ardindan ilgili analizler yapilmistir.

Tablo 1. Kullanilan hiicre hatlari i¢in genel bilgiler

Hiicre Hatt1 / Temin Edilen Kaynak / Pasaj | Besiyeri Bilesimi

numarasi

HeLa (Erzurum Teknik Universitesi, Hiicre EMEM (EBSS) + 2mM Glutamin + %1 Esansiyel

Kiiltiirii Laboratuvari, P/25) Olmayan Amino Asitler (NEAA) + %10 Fetal Sigir
Serumu (FBS).

HL-60 (Aksaray Universitesi Molekiiler RPMI 1640 + 2mM Glutamin + %10-20 FBS.

Metabolizma Laboratuvari, P/38)

L929 (Sap Enstitiisii, HUKUK Kayit No: DMEM + 2mM Glutamin +%10 FBS.

92123004, P/18)

MDCK (Sap Enstitiisii, HUKUK Kayit No: EMEM (EBSS) + 2mM Glutamin +%1 NEAA +%10

98011601, P/8) FBS.

Neuro-2a (Hacettepe Universitesi Molekiiler EMEM (EBSS) + 2mM Glutamin +%1 NEAA +%10

Biyoloji Anabilimdah Hiicre Kiiltiirii FBS.

Laboratuvari, P/36)

Hiicre Hatlarinin Mikoplazma Kontrollerinin Gerceklestirilmesi

Caligilan tiim hatlarin mikoplazma kontrollerinin gergeklestirilmesi c¢alismanin 6n hazirlik
safhasini olusturmustur. Bisbenzimid (Hoechst 33258) ile DNA floresans isaretlemesi yapilarak
mikoplazma kontaminasyonu kontrolleri gerceklestirilmistir. Bunun icin direkt yontemle; en az
3 pasaji antibiyotiksiz ortamda {iretilen hiicre hatlar1 (antibiyotik iceren besiyerinde iiretilen
hiicreler kontrol grubu olarak kullamilmistir), ikiser adet 48 kuyulu hiicre kiiltiirii plaklarinda
baslangic hiicre sayis1 3. 104-105 olacak sekilde ekilmistir. Ertesi giin besiyeri uzaklastirilarak 1x

(Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) PBS yikamasi ve ardindan %4 paraformaldehit ile 15 dakika
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fiksasyon gerceklestirilmistir. Tekrar ii¢ kez 1xPBS yikamasi yapilmistir. Hiicreler, {iretici
firmanin bakteri ve sabit hiicre boyamasi icin belirttigi kosullara uyumlu olarak 1 ug/mL ve 5
pg/mL konsantrasyonlarda Bisbenzimid (Hoechst 33258) ile 15-20 dakika inkiibe edilmistir.
Fazla boyanin uzaklagtirllmasi igin tekrar 1X PBS yikamasi yapilarak hiicreler flouresan
mikroskop yardimiyla goriintiilenmistir. HL-60 hiicresi icin, % 4lilkk paraformaldehit
fiksasyonunu takiben, 1X PBS yikamasi olacak sekilde revize protokol uygulanmistirst. Tim
islemler antibiyotik iceren besiyerinde iiretilen hiicreler i¢in de ayni sekilde gerceklestirilmistir ve

bu gruplar kontrol olarak kabul edilmistir.
Hiicre Hatlarindan DNA izolasyonlarimin Gerceklestirilmesi

Dondurulmus stok hiicre hatlari, 37°C'de cozdiiriilerek %10 (Fetal sigir serumu) FBS iceren
besiyeri ile seyreltilmistir. Ardindan dilusyon 18oxg'de santrifiij edilerek, elde edilen pelet 200 ul
1X PBS'te cozililmiistiir veya hali hazirda acik olan hiicre hatlarindan 6-well platelere ekim
gerceklestirilerek Tissue & Bacterial DNA Purification Kit (cat no: E3551) ile, DNA ekstraksiyonu

iiretici firmanin tavsiye ettigi protokole gore yapilmistir.
CYTB ve COI Bolge Amplifikasyonlarinin Gerceklestirilmesi & DNA Dizi Analizi

Elde edilen DNA orneklerinden CYTB geninin bir fragmanini c¢ogaltmak igin L14816 (5'-
CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3") ve H15173 (5'-CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-
3") primerleri; COI geninin bolgesel amplifikasyonu icin LCO 1490 (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") and HCO 2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3") primerleri kullanilmigtir. PCR amplifikasyonu igin,
1,0 Wl ileri ve 1,0 pl geri primer (10 pmol/ul), 1,0 ul ANTP mix (2,5 mM), 2,5 ul 10X PCR buffer
(2,5 mM MgClL,), 0,5 ul kalip DNA (~60 ng/ ul), 1 ul Taq DNA polimeraz (5U/ul) iceren karisim
0,2 ml PCR tiipleri icerisinde 17,5 ul dH,O ile toplam 25 pl olarak hazirlanmistir.

Amplifikasyon kosulu, denatiirasyon i¢in 94°C’de 4 dakika, ardindan 94°C'de 30 s, 51/58°C'de 30
s (COI ve CYTB), ve 72°C’de 30 s icin ve 72°C'de 5 dakika son uzama seklindedir. PCR fiiriinleri,
elektroforez ile %1,5 agaroz jel lizerinde yiiriitiilmiistiir. PCR iriinleri sekanslamadan 6nce
enzimatik saflagtirma (Exo-SAP) yontemiyle saflagtirilmigtir. Saflagtirilmigs PCR iiriinlerinin
sekanslanmasi, Big Dye Terminator Cycle Sequencing v3.1 kiti (Applied Biosystems, Foster City,
CA, ABD) kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon kosulu olarak, 96°C'de 10 saniye, 50°C'de 5 saniye
ve 60°C'de 4 dakika programi 25 dongii olarak kullanilmistir. Daha sonra iiriinler etanol/sodyum
asetat c¢okeltme yontemi kullamilarak saflagtirilmis ve ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer
cihazinda yiiriitiilmiistiir. ilgili bolgelerin dizileme calismalar1 cift yonlii okuma seklinde

gerceklestirilmistir.
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ilgili Amplifikasyonlarimn DNA Dizi Analizi Sonuclarinin Biyoinformatik Analiz ile

Degerlendirilmesi

Sekans verilerine iligkin ileri (forward) ve geri (revers) okumalar BioEdit programu ile bir araya
getirilmis daha sonra olusturulan dizi, referans dizisi ile NCBI-Blast ile karsilastirnlmstir. ilgili

analizler ait sonuclar asagidaki tabloda verilmistir.
Bulgular

Caligilan tiim hatlarin mikoplazma kontrollerinin gerceklestirilmistir. Bisbenzimid (Hoechst
33258) ile DNA floresans isaretlemesi yapilarak mikoplazma kontaminasyonu kontrolleri
yapilmigtir. Asagida uygulama ve kontrol gruplarina ait 40x biiylitmelerde alinan goriintiiler

verilmistir, mikoplazma kontaminasyonuna rastlanilmamgtir (Sekil 1).

Sekil 1. HeLa, HL-60, Lg29, MDCK, Neuro-2a hiicrelerinin antibiyotik iceren ve icermeyen
besiyerlerinde iiretilen pasajlarinin farkli konsantrasyonlarda Bisbenzimid (Hoechst 33258) ile

DNA floresans igsaretlemesinin 40x biiyiitmedeki goriintiisii

Ant(—) Ant(-)

Ani( ) AnlL(-)

1 ha

SHg

HELA HL60

Ant(+) Ant(-) Ant(+) Ant{-)

1.929 MDCK

Ani(+) Ani(-)

S pg

NEURO-2A
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Elde edilen DNA o6rneklerinden CYTB geninin bir fragmanini ¢cogaltmak igin L14816 ve H15173
primerleri; COI geninin bolgesel amplifikasyonu i¢in ise LCO 1490 ve HCO 2198 primerleri
kullanilmigtir. PCR iiriinleri % 1,5'luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve her hiicre hatt1 icin elde edilen

CYTB (358 bp) ve COI (710 bp) bolgelerine ait sonuclar asagida verilmistirs233 (Sekil 2).

Sekil 2. izole edilen her hiicre hatt1 icin elde edilen CYTB (a) ve COI (b) bélgeleri amplifikasyon

goriintiileri

CYTB : CoI

Marker HeLa HL-60 L929 MDCK Neuro-2a

| —
——
p—
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Sekil 3. HeLa, b. HL-60, c. Lg929, d. MDCK ve e. Neuro-2a hiicrelerinin CYTB (sol) ve COI (sag)
gen bolgeleri DNA dizi analizi kromatogramlari
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| A M R BRI
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| el
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| ?‘ |
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Ilgili bolgelerin dizileme calismalar1 sonucunda olusturulan biyoinformatik veri tabanlar

kullanilarak gergeklestirilen analizlerine ait sonuclar asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. CYT B ve COI bolgeleri i¢in referans gen bolge bilgileri ve benzerlik orani

CYTB

CcoI1

Hiicre
hatta

Erisim (Accession)

numarasi

Benzerlik
(%)

Erisim (Accession)

numarasi

Benzerlik
(%)

HeLa

AF254896.1

HL-60

98

97

MZ816965.1

95

99

Lo29

KX790793.1

Neuro-2a

98

LC228823.1

96

98

MDCK

AJ441334.1

98

MK461177.1

96

98

Sekil 4. CYT B bolgesi icin elde edilen sekanslarin referans dizilerle hizalama sonucu (NCBI-

Blast) ( HeLa, HL-60, L929, Neuro-2a ve MDCK sirasiyla verilmistir)

. ws ausculus 1solate SD83 Attock cytochrane b (Cytb) gene,
>Homo sapiens cytochrome b gene, complete cds; mitochondrial gene for sHomo sapiens cytackrome b gene, conp itochondeial gere for mitochondrial product | 712 SSEERLs Faotete BALS i Yo gene
nitochondrial product Sequence 103 AF254896.1 Length: 1336 Secuence 10: 4254896.1 Length: 1336 Lendr e i S
Range 1: 221 To 504 Score:sse bita(3e1), Range 3: 226 & 533 Ronge 1: 7 to <28
Expact:9e-163, Identities:321/329(98%), Gaps:7/329(2%), Strand: Plus/Plus
Score:514 bits(278), Expect :6e-15¢ T I r——
Query 9 CCTTGE0CECCTGCCTEART CCTCCAM G ] Tdentities:201/311(97%), Gaps:$/311(1%), Strand: Plus/Plus Icentities:191/35/(98%),  Gape:1/357(8%), Steand: Plus/Plus
UL LT LT LT i ~
1 CTTesceer rrecn i
Shict 223 CTECTT-GECACTOACTG-ATCCTCCARATCAC CACAGGACTATTCCTAGCCATGCACT 280 | |7 Heritittrita i (i % eI U T (6
et 225 CTT-GOCOCCTBCCTS-ATCCTCCAAATCACCACIGEATATTCCTASCCATGRACTAET 263 i ) R A i
T T—_— SBICT 74 CCATCCAMCATTICATCATOATOARACTI TGOOTCCCTIC TAGRATCTOCC TRATAGTC 133
LU PLEELEL LT EE TR EE LTI very 71 caccaace T 130
! g ety Bl CAMATCATTACAGSTCTTTTCTTAGCCATACACTACACATCAGATACAATARCAGCCTTT 170
Sbict 281 ACTCACCA-GACGCTCARCCGLCTTTTCATCAATCGCCCACATCACTCGAGACGTARAT 338 VT T b T e R A T
Sojct 284 CACCAGACGCCTCARCCGCCTTTTCATCAATCG- CCCACATCAC- TCG-AGACGTAAATT | 346 Sbict 132 CARATCATTACAGETCTTTTCTTAGCCATACACTALACATCAGATACAATARCASCETTT 103
Query 129 TATGOCTGRATCATCCGCTACCTTCACGCCARTGREGEC TCARTATICT TTATCTGECTC 188
LLLCCEELELERE LR Query 131 ATGGCTGARTCATCOGCTACCTICACGCATGGCGCCTCACTATTCTTTATCTGCCTCT 1 Guery 121 TCATCAGTAACACACATTTETCGAGACGTARATTACGOGTEACTARTCCGATATATACAC 188
Sbict 348 TATGOCTGANTCATCCOCTACCTTCACGCTAATGRCGECTCAATATTCTTTATCTGCCTC 393 AT T R mn e e e
SHict . AL, AT o FUAREATTCT TTATCIRCCIRT Sbict 164 TCATCAGTA T TACGOGT TATATACAC 253
Query 189 TTCCTACACATCGGGCGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAARCCTGARAC 743 e s,
LU UL LT it innnmmi it mnttimiimn e T‘;T?““‘.‘T‘u“i‘ﬁ?" i A;”m.mh(‘\}‘t‘sw;‘\‘l"\‘lm)\yl‘lﬂ nn
Sbict 498 TTCCTACACATCGGGCGAGGCC TATATTACGGATCATTTCTC TACTCAGAAACCTGARAC 459 B ‘" U Ll U b 11 | |
Sojet 401 T TACGGATCATT CCTGAMCA SBICT 254 GCAMBCEBMGCC TCAATATTTTTTATTTGETTATTCL TTCATGTCGAM GAGGE TTATAT 13
Query 249 ATCGGCATTATCCTCCTGC I TGUMCTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTECCG 308
I T R Query 251 TCRGCTTTATCCTCCTRCTTGCA TCACAGGCTATGTCCTCCCGT 320 Quory 781 TATGGATCATATACATTTATAGAAAC GAAACAT IGBAGTAC TTCTACTGITCGEAGTC 300
e e DU HLEVLEL I B L LU P UL TTETETHTTTT T T UEEECEEECE L LT
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e R ery: 43 G A3 g csatonm . st A
1] AATIRYIn TR VUL LR CHTL TR E T T TR T
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T WY G s e p— z : 2
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SCanta Famiiiarbs pertial mitashondrlal gars: forcytothrtom: b [Securce 10: Cr5e793.1 Lengeh: 358
Saquarce 10: AA41335.1 cergts rarge - 78 0 397
Range 2 33 0 323
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Sekil 5. COI bolgesi icin elde edilen sekanslarin referans dizilerle hizalama sonucu (NCBI-Blast)

(HeLa, HL-60, L929, Neuro-2a ve MDCK sirasiyla verilmistir).

o Lo Tiabile casas &y (ocions £ oxdi bRl Hi(coly Bune
rrial

i8(0%), Stranc: Plus/blus

LLLATGLATIIGT 125
LI

ATGEAITIGE 50

Query &

| HII \ HH L HI! \ HH I IH\

SBICE 1 RGGCRACE | AGH IBACGAC CACAI CTAC ARG 1

Query 185 AATASICT IE 1 ICATAGI B4 TACECAT CALBATCGRALGE 1 11 GACSACTGRCTAGT 1L 700

GGTGLCCCCEATATEGESTTTCCCEGH
LICLCELLE T T g

shicr 1m ¢

Quory 273 TETTACCTCCETETCTCCTACT

i

Shjes 186 111 LI WA MR

Query 265

were
HEHT
TACCICCCICICIEGTACICE 6012 GOA

RQuery 392 GGG 16 sojet 181 ¢
|

AGETTEAMCAGTCTACT

CTCcGTAGA AT NIRRT
HH\HIH\IH[HHIHHHIIH LU
S CGTAG 300

shier vae

Query 308 AL
111
SbieT 308 ACCTA:

U0

Query 408 C61CIGATCCGICCI AR CACAGEAG 1CCTACT ICICCTATETETCCCAGICE 160 Wi

LEELLLELEEE FE ) IH\ I LI !III I \HI o
GICEIB601GE 28

SRIET 471 CGICIGATCOGICO1AR1CACAG AG1CCTACTICICETATEICICEC 1a6CIGE <

NI

L T I D T A
ry b6 GUCATGICTATACTAC ISACAGACLGUASCCT (RACACCACC 101 IEGRCLCLGE 873 ERUEIEMENGET AR 1Y

H\\HKIIHH\IIIHHIIHH\HI!IHHH
a8

SRACT 481 TGOCAICACTATACTAL | BACAGACE GUABCCT CAACACTATCT (1 1EGRCECUGH

AN

s Trgeic
NN

T
Y =

TeCcoTa

Tartisma

Mikoplazmalar nispeten esnek hiicre zarma sahip, cok kiiciik organizmalar olduklar1 i¢in (0,3—
1 um) yaygin olarak kullanilan 0,45 pm mikrobiyolojik filtrelerden gecebilirler ve potansiyel
olarak laboratuvardaki tiim kiiltiirlere yayilabilirze. Bu organizma hiicre fizyolojisi ile ilgili pek ¢cok
parametreyi degistirebilir, bu da kontamine hiicrelerle yapilan deneyleri degersiz hale getirir34.
Halihazirda kiiltiire edilen hiicrelerin %10-15’inin mikoplazma ile kontamine oldugu tahmin
edilmektedir. Mikoplazma kontaminasyonunun hiicre biiyliimesi, amino asit metabolizmasi,
kromozomal anormalliklerin indiiksiyonu, lenfosit aktivasyonunun indiiksiyonu veya
inhibisyonu, sitokinlerin indiiksiyonu veya baskilanmasi ve hatta sinyal transdiiksiyonu {izerinde
etkisi vardir ve hiicre kiltiirii caligmalar1 agisindan 6nemli bir tehdittir2e:35. Mikoplazma
tespitinde 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ve Hoechst isaretleme, PCR, q-PCR ya da kitler
siklikla kullanilmaktadir21-23,
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Calisma kapsaminda Hoescht 33258 ile direkt isaretleme metodu kullanilmis olup, s6z konusu
hatlarda mikoplazma kontaminasyonuna rastlanilmamigtir. Bununla birlikte uygulamig
oldugumuz teknik ucuz ve hizh olmas gibi avantajlarinin yam sira; sonuglarin yorumlanmasi
konusunda zorluk ve tespit hassasiyetinin diisiik olmasi gibi dezavantajlara sahiptir.
Laboratuvara giren tiim yeni hiicre kiiltiirlerinin ve tiim hiicre bankalarinin mikoplazma varligi
icin test edilmesi esastir. On degerlendirme olarak calismada oldugu gibi, direkt isaretleme
metodu ile ¢alisilmasi, ek olarak ihtiyac halinde, calismanin diger parametresi olan PCR temelli
belirleme yapilmasi, uygulamanin hizi ve duyarlihgi sebebiyle onerilmektedir. Indirekt
isaretleme, agar ve broth kiiltiirii uygulamalar1 da Onerilen diger yontemler arasinda yer
almaktadir. Bununla birlikte indirekt isaretleme, agar ve broth kiiltiirli caligmalar1 hassasiyet
derecesi yliksek olan ancak, zaman alan uygulamalardir, agar ve broth kiiltiirii ek olarak uzmanlik

gerektirmektedir, her laboratuvarda rutin kullanimi yapilamamaktadirz22.

Tiirleri teshis edebilmek ve tiirler arasi iligkileri belirleyebilmek, biyoloji, ekoloji, evrim,
sistematik, yaban hayat1i yonetimi, koruma ve adli tip bilimlerinde birincil derecede
onemlidir. Tipik olarak filogenetik calismalar, COI ve/veya CYTB gen bdlgelerinin veya daha
genel olarak bir kisminin sekanslanmasina ve ardindan veri tabanlarinda yer alan DNA
sekanslariyla karsilagtirmasina dayanir. Bu karsilastirmalar kayith sekans verilerinin, dogru
oldugunu ve sekansin bagka bir tiire ait olmadigini veya hatalar igerdigini varsayabilir (1), nadir
bir alt tiir veya bireysel varyasyon ornegi olmaktan ¢ok, tiiriin her temsilcisi i¢in teshis yapabilir

(2), bir tiiriin tiim bireylerinin ayn1 veya ¢ok benzer DNA dizilerine sahip oldugunu gosterir (3)3¢.

Mevcut calismada, ilgili genlerin iiniversal primerlerle cogaltilan amplikonlar1 hiicre kiiltiir
hatlarinin tanmimlamas: igin arastirllmig olup, bu amagla incelenen tiirlerin CYTB ve COI gen
dizileri DNA veri tabanlarinda bulunmustur. Elde edilen ileri ve geri okumalardan korunmus dizi
olusturulmustur. Olusturulan korunmus diziler ile veri tabanlarindan elde edilen dizilerin
karsilagtirllmas1  belirli erisim numaralarina spesifik referans diziler kullanilarak
gercgeklestirilmigtir. Calismada CYTB gen bolgesi i¢in veritabaninda yer alan referans dizi ile
yapilan karsilastirma sonucu HL-60 icin %97; "HeLa, L929, MDCK, Neuro-2a” hiicre hatlar1 i¢in
ise %98 oraninda benzerlik bulunmustur. COI gen bolgesi icin ise bu benzerlik oranlar sirasiyla
%95, %99, %96, %96 ve %98 olarak bulunmustur. Sekans dizileri ile veri tabanlarindan elde
edilen dizilerin karsilagtirilma sonuglarinin %95’in {izerinde benzerlik verdigi goriilmiistiir. Ayni
tiiriin iki iiyesinin CYTB'de ya da COI'da neredeyse %100 kimlige sahip olmasi beklenir. Ozdeslik
eslesmesi % 100'den az ise, o zaman ya baz tiir i¢i farkliliklar vardir ya da karsilagtirilan dizi

bilinmeyen ancak yakindan iligkili bir tiirden gelir37.

Yapilan bir calismada hiicre hatlar1 arasinda capraz kontaminasyonun belirlenmesi igin
multipleks PCR tabanli uygulamay1 takiben, daha genis cesitlilikteki hiicre hatlarinin

tanmimlanmasi icin, COI geninin korunmus dizilerini hedef alan evrensel bir primer karisimi
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kullanarak, genellikle "barkod bdlgesi" olarak tanimlanan 648-bp'lik bir bolgeyi amplifiye edilmis
ve dizilenmistir ve bu bolgenin sekanslanmasiyla % 100’e yakin benzerlik elde edildigi
bildirilmistir 38. CYTB bolgesi temelinde RFLP teknigi ile gerceklestirilen calismada elde edilen
ek bantlarla baz1 hatlar i¢in klonaliteden farklilagsmalar oldugu tespit edilirken?, ayn1 bdlge icin
yuvalanmigs PCR teknigi ile gerceklestirilen calismada kullanilan hiicre hatlarinda capraz
kontaminasyon olmadig: bildirilmistirss. Bu calismalarda ilgili gen bolgeleri ile gerceklestirilen
calismalarin izoenzim profillemesinden daha duyarlhi oldugu ve bu teknige 6nemli alternatif
olusturdugu bildirilmigtirt39. CYTB4c4t ve COI4* bolgelerine tiir spesifik primerlerle
gerceklestirilen ¢alismalarda capraz kontaminasyon tespit edilemedigi ¢alismalar mevcut iken,
ayn1 metodoloji ile her iki gen bolgesinin ¢alisildig1 benzer bir ¢caligmada PCR {iriinlerinin ayni
zamanda sekanslandig1 ve calisilan hiicre hatlarinin tiir kokenlerinin kesin olarak tespit edildigi

bildirilmistirs.

Ilgili hatlardan laboratuvarlar arasi transferler ile elde edilme durumu ve pasaj sayilarindaki artis
gibi durumlarin klonal farklilagsmay: tetikledigi ve beraberinde kaynak tiirlerle benzerlik diizeyini
diistirdiigii 6ngoriilmiistiir. Bununla birlikte hatlarin temin edildigi ilk izolatlarin sekans analiz
verilerinin olmamasi, farklilagsmanin zamana bagli kullanim ile olan iligkisi konusundaki hipotez
kurulmasini zorlagtirmaktadir. Yine elde edilen verilerin, ¢aligmakta olunan hiicre hatlarinin
kimliklendirilmesine iligkin ilk ¢alisma verileri olmasi, aym1 kaynak kokenine sahip hatlarin
kullanimu ile bagka klonalite ¢alismalarinin yapilmamis olmasi karsilastirma yapabilme olasiligini

sinirh kilmagtir.
Sonuc¢

Sonuc¢ olarak, benzerlik diizeyleri agisindan izolatlardan elde edilen DNA’lardan sekans
reaksiyonlarinin tekrarlanmasi olasidir. Ayrica, hiicrelerin morfolojik karakterizasyonunun
koken alan hiicrelerle benzerligi, mikoplazma negatifligi g6z Oniine alindiginda hatlarin
caligmalarda kullanilabilirligi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte hiicrenin yaslanmaya gitme,
oksidatif stres vs. gibi nedenlerle mtDNA’sinda ortaya ¢ikan dizi farkliliklarinin tiimiiyle analiz

edilebilmesi i¢cin mtDNA dizilemesi yapilabilecegi de 6ngoriilmiistiir.
Tesekkiir

Bu calismanin verileri ilk yazarin yiiksek lisans tezinden alinmustir. Ilgili calisma 2019-007
numarali proje ile Aksaray Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir.
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