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Sık Kullanılan Bazı Hücre Hatları için Kalite Kontrol: Mikoplazma 

Kontaminasyon Tespiti, Sitokrom B ve Sitokrom Oksidaz Alt Birim I 

Genlerinin DNA Dizi Analizlerinin Gerçekleştirilmesi* 

 

Habibe KAHYA**, Tuğçe KARADUMAN*** 

Öz 

Amaç: Laboratuvarlarda sık kullanılan serviks epitelyal karsinom (HeLa), insan periferal kan 

promiyelösitik lösemi (HL-60), fare C3/bağ dokusu (L929), Madin Darby köpek böbrek (MDCK), fare 

nöroblastom (Neuro-2a) gibi bazı hücre hatlarının mikoplazma kontaminasyon kontrollerinin yapılması, 

kimlik doğrulamalarının gerçekleştirilmesi ve klonalitelerinin belirlenmesidir.  

Yöntem: Bu çalışmada üç farklı türe ait beş hücre hattı kullanılmıştır. Çalışılan tüm hatların Bisbenzimid 

(Hoechst 33258) ile deoksiribonükleik asit (DNA) floresan işaretlemesi yapılarak mikoplazma 

kontaminasyonu kontrolleri gerçekleştirilmiştir. Hücre hatlarından DNA izolasyonları yapılmış, elde edilen 

DNA örneklerinden sitokrom B (CYTB) geninin bölgesel amplifikasyonu için L14816 ve H15173 primerleri; 

sitokrom oksidaz alt birim I (COI) geni için ise LCO 1490 and HCO 2198 primerleri kullanılmıştır. İlgili 

amplifikasyonların DNA dizi analiz sonuçları, biyoinformatik araçlar kullanılarak referans dizilerle 

karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. 

Bulgular: Çalışmada ilgili hücrelerin, Bisbenzimid (Hoechst 33258) ile üretici firmanın protokollerine göre 

belirlenen konsantrasyon ve sürede yapılan boyama sonucunda mikoplazma kontaminasyonuna 

rastlanılmamıştır.  Ayrıca CYTB gen bölgesi için veritabanında yer alan referans dizi ile yapılan karşılaştırma 

sonucu HL-60 için %97; "HeLa, L929, MDCK, Neuro-2a” hücre hatları için ise %98 oranında benzerlik 

bulunmuştur. COI gen bölgesi için ise bu benzerlik oranları “HeLa, HL-60, L929, MDCK ve Neuro-2a” hücre 

hatları için sırasıyla %95, %99, %96, %96 ve %98 olarak bulunmuştur.   

Sonuç: Bu bağlamda, çalışmadan elde edilen Bisbenzimid (Hoechst 33258) işaretleme ve DNA dizi analiz 

sonuçları, pek çok araştırmada kullanılan bu hücre hatlarının kalitesi konusunda kabul edilebilir bir belirteç 

ve güven sağlamıştır.    

Anahtar Sözcükler: Hücre kültürü, 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, L929, 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. 

 

Giriş 

Kültüre edilmiş hücre hatları, kanser araştırmaları, ilaç keşfi, genetik ve biyogüvenlik dahil olmak 

üzere bir dizi biyomedikal araştırma ve klinik uygulamada, dünya çapında araştırma 

laboratuvarlarında yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu hatlar genellikle gerçek orijinaliteleri 

garanti edilmeksizin laboratuvarlar arasında değiş tokuş edilmekte, isimleri eksik ya da yanlış 

yazılmakta ve bu nedenle stok kayıtları her zaman doğru tutulamamaktadır. Böylece hücreler, 

çalışmalarda, orijin türleri doğrulanmaksızın yıllarca kültüre edilebilmektedir. Bununla birlikte 

bir hücre hattının farklı türdeki hücrelerle çapraz kontaminasyonu, farklı hücrelerin kullanıldığı 

laboratuvarlarda hücrenin orijinalitesinin bozulmasına neden olan bir diğer potansiyel risktir1-5. 
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Ancak, araştırmacılar hücre hatlarının yanlış tanımlanmasını önemli bir sorun olarak 

görmemektedir. Hücre hatlarının başka bir birey veya türden gelen hücrelerle kontaminasyonunu 

dışlamak için laboratuvarlarda az çaba sarf edilmektedir ve bu sorun gün geçtikçe büyümektedir. 

Yanlış tanımlanmış hücre hatlarının halen alanında önde gelen bilim adamlarının çok sayıda ve 

tekrarlanan uyarılarına rağmen kullanılmaya devam ettiği bilinmektedir5. Dahası, kültürde 

tutulan ve alt kültürlerin tekrar ve tekrar evrimleştiği, sıklıkla "genetik sürüklenme" olarak 

adlandırılan bir süreç olduğu ortaya çıkmıştır6. Tüm bu olumsuzlukların bu hücre hatları ile 

çalışma yapan araştırmacılar için önemli bir sorun teşkil edeceği aşikârdır. Bu nedenle, bu tür 

kontaminasyonları kontrol etmek gereklidir1,2,7-9. 

Mikroorganizmalar tarafından oluşturulan kontaminasyonun da hücresel karakterizasyonun 

farklılaşmasına neden olduğu yapılan çalışmalarda bildirilmiştir10-13. Hücre çapraz 

kontaminasyonundan farklı olarak bakteriyel ve fungal kontaminasyon, kolayca tespit 

edilebilir10,11. Bununla birlikte mikoplazma kontaminasyonu genellikle gözle kolayca tespit 

edilemez, ancak varlıkları hücrelerin sağlıklı bir şekilde büyümelerine engeldir (hücrelerde 

kromozom anomalileri de dâhil birçok sorun oluştururlar)14,15. Bu kontaminant hakkındaki 

bilginin artması ile son birkaç yılda mikoplazma kontaminasyonu nedeniyle sonuçların doğru 

yayımlanamaması üzerine bir dizi makale yayınlanmıştır12,13,16-18. Bu nedenle hücre kültürlerinin 

sık ve gizli bir kontaminantı olan hücre duvarı bulunmayan mikoplazma hücre kültür çalışmaları 

için önemli bir tehdittir14,15,19. 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ve Hoechst işaretleme, 

Polymerase Chain Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), q-PCR ya da kit kullanımları 

mikoplazma tespitinde sıklıkla kullanılmaktadır19-24.  

Çapraz kontaminasyon ile hücre kültürü farklılaşma riski ise ilk olarak 1957'de kabul edilmiştir. 

Günümüze değin karyoloji, transplantasyon ve hemaglutinasyon deneyleri, immünofloresans ve 

DNA parmak izi ile çapraz kontaminasyon tespit edilmiştir. 1966'da izoenzim polimorfizmi 

genetik bir belirteç olarak kullanılmış ve Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) polimorfizmi 

HeLa hücre kontaminasyonu problemini netleştirmiştir. İzoenzim polimorfizminin biyokimyasal 

analizi, hücre çizgisi tanımlama ve kesişme noktalarının kontaminasyonunun kalite kontrolünde 

standart yöntem olarak kabul edilmektedir ve hücrelerarası çapraz kontaminasyon tespiti için 

DNA parmak izi ile birlikte rutin olarak dünyadaki 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 tarafından 

kullanılmaktadır9. Çok az sayıda laboratuvar, testlerin maliyeti ve karmaşıklığı nedeniyle düzenli 

olarak izoenzim analizleri veya parmak izi çalışmaları yapmaktadır. Buna ek olarak ve belki de en 

önemlisi, dergi editör kurulları, çalışma grupları ve araştırmaları destekleyen kuruluşlar, hücre 

hatlarının tür ve köken bilgilendirmesinin çalışma bilgisine dahil edilmesinde ısrar 

etmemektedir9. 
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Günümüze kadar kültüre edilmiş hücrelerin kimliğini ve saflığını kontrol etmek için çeşitli 

yöntemler ve işaretler kullanılmıştır5,9,14 ancak hücre kültürlerinin kalite kontrollerinde mtDNA 

çalışmaları da son zamanlarda yaygınlaşmıştır. Günümüzde mitokondriyal DNA'nın dizi analizi 

çapraz kontaminasyonun saptanmasında önemli bir araç olarak görülmektedir3,4. Laboratuvara 

getirilen her yeni hücre hattının, henüz başlangıç aşamasında elde edilen ve referans olarak 

kullanılabilecek mtDNA dizisi olmalıdır. Hücre hattının kimliğini, mtDNA değişikliklerini ve 

çapraz kontaminantların yokluğunu doğrulamak için, ilerleyen pasajlarda subkültüre edilmiş 

hücrelerin mtDNA'sı tekrar dizilenebilir. Bu sayede mtDNA verileri sadece çapraz kontaminasyon 

gösteren hücrelerin saptanması ve tanımlanması için değil, aynı zamanda hücre hattı kimlik 

doğrulaması için de kullanılabilecektir. Mitokondriyal DNA yüksek mutasyon oranına sahiptir ve 

memeli hücrelerinde yüzlerce hatta binlerce kopya halinde bulunur. Bununla birlikte hücre 

hatları, potansiyel kontaminantları izlemek için kullanılabilecek "mtDNA markerleri" olarak işlev 

gören çok spesifik mtDNA dizilerine sahiptir3,4.  

Günümüzde, PCR ile DNA analizi, ilgi konusu genlerin bölgelerinin amplifiye edilmesine izin 

verdiği için, türlerin tanımlanmasında rutin olarak kullanılan bir yöntem haline gelmiştir25-27. 

Belirtilen analizler, en temel düzeyde hücre kültür tesislerinde bile kalite kontrol programlarını 

güçlendirmek için kolayca eklenebilir niteliktedir9. Primer tasarımına uygun korunmuş bölgeler, 

tür tanımlamasında evrensel primer setlerinin kullanımına izin verir. İdeal bir tür belirteci için 

kriter, türler arasında yeterli değişkenlik gösteren ve tür içi varyasyonsuz veya çok az çeşitlilik 

gösteren bir dizi olmasıdır28,29. Türlerin tanımlanmasında uluslararası olarak önerilen iki 

mitokondriyal bölge bulunmaktadır: sitokrom B (CYTB) ve sitokrom c oksidaz alt birim I geni 

(COI). CYTB ve COI bölgeleri evrensel primerler tarafından tanınan bazı stabil dizilere, 

kimliklendirmeyi sağlayacak birtakım dizi çeşitliliklerine sahiptir, bu nedenle bu nükleotid 

dizileri türe özgü bilgiler içerir9,27. 

Belirtilen hücre hatlarının (HeLa, HL-60, L929, MDCK, Neuro-2a); mikoplazma kontaminasyon 

kontrollerinin yapılması, hücresel köken kimlik doğrulamalarının gerçekleştirilmesi ve 

klonalitelerinin belirlenmesi çalışmanın temel amacını oluşturmaktadır. 

Bu amaca yönelik olarak gerçekleştirilecek deneysel çalışmalarla; hücre kültürlerinin gizli 

kontaminantlarından olan mikoplazma varlığının hücrelerin Bisbenzimid (Hoechst 33258) 

boyaması ile değerlendirilmesi hedeflenmiştir. Ek olarak, türler arası çapraz kontaminasyon 

şüphesi olduğunda ya da tarama amacıyla, söz konusu hücre hatlarının türe özgü sekans 

göstermesi beklenen CYTB ve COI gen bölgelerine spesifik olarak olarak dizayn edilmiş evrensel 

primer çiftlerinin kullanıldığı sistemle, hücre hattının farklı türde bir hücre hattı tarafından 

kontamine edilip edilmediği ya da yanlış etiketleme olma olasılığı belirlenmeye çalışılmıştır. 
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Gereç ve Yöntem 

Bu çalışmada üç farklı türe ait beş hücre hattı kullanılmıştır. Bu hücre hatları, teşhis ve araştırma 

amaçlı en yaygın kullanılanlar arasında yer alan bazı insan ve hayvan hücre hatlarıdır, çalışma bu 

yönüyle etik kurul izni gerektirmemektedir. 

Hücre Hatlarının Üretilmesi 

Dondurulmuş hücrelerden, çözme, pasajlama ve stoklama işlemleri beş farklı hücre tipi için 

literatürdeki protokollere uygun şekilde yapılmıştır30. Hücreler Tablo 1’de belirtilen koşullardaki 

besiyerlerinde, 37°C’de ve %5 CO2 ortamında üretilmiş, ardından ilgili analizler yapılmıştır. 

Tablo 1. Kullanılan hücre hatları için genel bilgiler 

Hücre Hattı / Temin Edilen Kaynak / Pasaj 

numarası 

Besiyeri Bileşimi 

HeLa (Erzurum Teknik Üniversitesi, Hücre 

Kültürü Laboratuvarı, P/25) 

EMEM (EBSS) + 2mM Glutamin + %1 Esansiyel 

Olmayan Amino Asitler (NEAA) + %10 Fetal Sığır 

Serumu (FBS). 

HL-60 (Aksaray Üniversitesi Moleküler 

Metabolizma Laboratuvarı, P/38) 

RPMI 1640 + 2mM Glutamin + %10-20 FBS. 

L929 (Şap Enstitüsü, HÜKÜK Kayıt No: 

92123004, P/18) 

DMEM + 2mM Glutamin +%10 FBS. 

MDCK (Şap Enstitüsü, HÜKÜK Kayıt No: 

98011601, P/8) 

EMEM (EBSS) + 2mM Glutamin +%1 NEAA +%10 

FBS. 

Neuro-2a (Hacettepe Üniversitesi Moleküler 

Biyoloji Anabilimdalı Hücre Kültürü 

Laboratuvarı, P/36) 

EMEM (EBSS) + 2mM Glutamin +%1 NEAA +%10 

FBS.  

 

Hücre Hatlarının Mikoplazma Kontrollerinin Gerçekleştirilmesi 

Çalışılan tüm hatların mikoplazma kontrollerinin gerçekleştirilmesi çalışmanın ön hazırlık 

safhasını oluşturmuştur. Bisbenzimid (Hoechst 33258) ile DNA floresans işaretlemesi yapılarak 

mikoplazma kontaminasyonu kontrolleri gerçekleştirilmiştir. Bunun için direkt yöntemle; en az 

3 pasajı antibiyotiksiz ortamda üretilen hücre hatları (antibiyotik içeren besiyerinde üretilen 

hücreler kontrol grubu olarak kullanılmıştır), ikişer adet 48 kuyulu hücre kültürü plaklarında 

başlangıç hücre sayısı 3. 104-105 olacak şekilde ekilmiştir. Ertesi gün besiyeri uzaklaştırılarak 1x 

(Fosfat tamponlu tuz çözeltisi) PBS yıkaması ve ardından %4 paraformaldehit ile 15 dakika 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/M2279
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/G7513
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/M7145
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/M2279
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/G7513
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/M7145
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fiksasyon gerçekleştirilmiştir. Tekrar üç kez 1xPBS yıkaması yapılmıştır. Hücreler, üretici 

firmanın bakteri ve sabit hücre boyaması için belirttiği koşullara uyumlu olarak 1 µg/mL ve 5 

µg/mL konsantrasyonlarda Bisbenzimid (Hoechst 33258) ile 15-20 dakika inkübe edilmiştir. 

Fazla boyanın uzaklaştırılması için tekrar 1X PBS yıkaması yapılarak hücreler flouresan 

mikroskop yardımıyla görüntülenmiştir. HL-60 hücresi için, % 4’lük paraformaldehit 

fiksasyonunu takiben, 1X PBS yıkaması olacak şekilde revize protokol uygulanmıştır31. Tüm 

işlemler antibiyotik içeren besiyerinde üretilen hücreler için de aynı şekilde gerçekleştirilmiştir ve 

bu gruplar kontrol olarak kabul edilmiştir. 

Hücre Hatlarından DNA İzolasyonlarının Gerçekleştirilmesi  

Dondurulmuş stok hücre hatları, 37°C'de çözdürülerek %10 (Fetal sığır serumu) FBS içeren 

besiyeri ile seyreltilmiştir. Ardından dilusyon 180xg'de santrifüj edilerek, elde edilen pelet 200 µl 

1X PBS'te çözülmüştür veya hali hazırda açık olan hücre hatlarından 6-well platelere ekim 

gerçekleştirilerek Tissue & Bacterial DNA Purification Kit (cat no: E3551) ile, DNA ekstraksiyonu 

üretici firmanın tavsiye ettiği protokole göre yapılmıştır. 

CYTB ve COI Bölge Amplifikasyonlarının Gerçekleştirilmesi & DNA Dizi Analizi 

Elde edilen DNA örneklerinden CYTB geninin bir fragmanını çoğaltmak için L14816 (5'-

CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3') ve H15173 (5'-CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-

3') primerleri; COI geninin bölgesel amplifikasyonu için LCO 1490 (5′-

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3′) and HCO 2198 (5′-

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') primerleri kullanılmıştır. PCR amplifikasyonu için, 

1,0 μl ileri ve 1,0 μl geri primer (10 pmol/μl), 1,0 μl dNTP mix (2,5 mM), 2,5 μl 10X PCR buffer 

(2,5 mM MgCl2), 0,5 μl kalıp DNA ( ̴ 60 ng/ μl), 1 μl Taq DNA polimeraz (5U/μl) içeren karışım 

0,2 ml PCR tüpleri içerisinde 17,5 μl dH2O ile toplam 25 μl olarak hazırlanmıştır.  

Amplifikasyon koşulu, denatürasyon için 94°C’de 4 dakika, ardından 94°C'de 30 s, 51/58°C'de 30 

s (COI ve CYTB), ve 72°C’de 30 s için ve 72°C'de 5 dakika son uzama şeklindedir. PCR ürünleri, 

elektroforez ile %1,5 agaroz jel üzerinde yürütülmüştür. PCR ürünleri sekanslamadan önce 

enzimatik saflaştırma (Exo-SAP) yöntemiyle saflaştırılmıştır. Saflaştırılmış PCR ürünlerinin 

sekanslanması, Big Dye Terminator Cycle Sequencing v3.1 kiti (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, ABD) kullanılarak yapılmıştır. Reaksiyon koşulu olarak, 96°C'de 10 saniye, 50°C'de 5 saniye 

ve 60°C'de 4 dakika programı 25 döngü olarak kullanılmıştır. Daha sonra ürünler etanol/sodyum 

asetat çökeltme yöntemi kullanılarak saflaştırılmış ve ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer 

cihazında yürütülmüştür. İlgili bölgelerin dizileme çalışmaları çift yönlü okuma şeklinde 

gerçekleştirilmiştir.   
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İlgili Amplifikasyonların DNA Dizi Analizi Sonuçlarının Biyoinformatik Analiz ile 

Değerlendirilmesi 

Sekans verilerine ilişkin ileri (forward) ve geri (revers) okumalar BioEdit programı ile bir araya 

getirilmiş daha sonra oluşturulan dizi, referans dizisi ile NCBI-Blast ile karşılaştırılmıştır. İlgili 

analizler ait sonuçlar aşağıdaki tabloda verilmiştir. 

Bulgular 

Çalışılan tüm hatların mikoplazma kontrollerinin gerçekleştirilmiştir. Bisbenzimid (Hoechst 

33258) ile DNA floresans işaretlemesi yapılarak mikoplazma kontaminasyonu kontrolleri 

yapılmıştır. Aşağıda uygulama ve kontrol gruplarına ait 40x büyütmelerde alınan görüntüler 

verilmiştir, mikoplazma kontaminasyonuna rastlanılmamıştır (Şekil 1). 

Şekil 1.  HeLa, HL-60, L929, MDCK, Neuro-2a hücrelerinin antibiyotik içeren ve içermeyen 

besiyerlerinde üretilen pasajlarının farklı konsantrasyonlarda Bisbenzimid (Hoechst 33258) ile 

DNA floresans işaretlemesinin 40x büyütmedeki görüntüsü 
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Elde edilen DNA örneklerinden CYTB geninin bir fragmanını çoğaltmak için L14816 ve H15173 

primerleri; COI geninin bölgesel amplifikasyonu için ise LCO 1490 ve HCO 2198 primerleri 

kullanılmıştır. PCR ürünleri % 1,5'luk agaroz jelde yürütülmüş ve her hücre hattı için elde edilen 

CYTB (358 bp) ve COI (710 bp) bölgelerine ait sonuçlar aşağıda verilmiştir32,33 (Şekil 2).  

Şekil 2. İzole edilen her hücre hattı için elde edilen CYTB (a) ve COI (b) bölgeleri amplifikasyon 

görüntüleri 
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Şekil 3. HeLa, b. HL-60, c. L929, d. MDCK ve e. Neuro-2a hücrelerinin CYTB (sol) ve COI (sağ) 

gen bölgeleri DNA dizi analizi kromatogramları 

          

İlgili bölgelerin dizileme çalışmaları sonucunda oluşturulan biyoinformatik veri tabanları 

kullanılarak gerçekleştirilen analizlerine ait sonuçlar aşağıdaki tabloda verilmiştir (Tablo 2). 
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Tablo 2. CYT B ve COI bölgeleri için referans gen bölge bilgileri ve benzerlik oranı 

 CYTB COI 

Hücre 

hattı 

Erişim (Accession) 

numarası 

Benzerlik 

(%) 

Erişim (Accession) 

numarası 

Benzerlik 

(%) 

HeLa 

AF254896.1 

98 

MZ816965.1 

95 

HL-60 97 99 

L929 

KX790793.1 

98 LC228823.1 96 

Neuro-2a 98 

MK461177.1 

96 

MDCK AJ441334.1 98 98 

 

Şekil 4. CYT B bölgesi için elde edilen sekansların referans dizilerle hizalama sonucu (NCBI-

Blast) ( HeLa, HL-60, L929, Neuro-2a ve MDCK sırasıyla verilmiştir) 
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Şekil 5. COI bölgesi için elde edilen sekansların referans dizilerle hizalama sonucu (NCBI-Blast) 

(HeLa, HL-60, L929, Neuro-2a ve MDCK sırasıyla verilmiştir). 

 

 

Tartışma 

Mikoplazmalar nispeten esnek hücre zarına sahip, çok küçük organizmalar oldukları için  (0,3–

1 μm) yaygın olarak kullanılan 0,45 µm mikrobiyolojik filtrelerden geçebilirler ve potansiyel 

olarak laboratuvardaki tüm kültürlere yayılabilir20. Bu organizma hücre fizyolojisi ile ilgili pek çok 

parametreyi değiştirebilir, bu da kontamine hücrelerle yapılan deneyleri değersiz hale getirir34. 

Halihazırda kültüre edilen hücrelerin %10-15’inin mikoplazma ile kontamine olduğu tahmin 

edilmektedir19. Mikoplazma kontaminasyonunun hücre büyümesi, amino asit metabolizması, 

kromozomal anormalliklerin indüksiyonu, lenfosit aktivasyonunun indüksiyonu veya 

inhibisyonu, sitokinlerin indüksiyonu veya baskılanması ve hatta sinyal transdüksiyonu üzerinde 

etkisi vardır ve hücre kültürü çalışmaları açısından önemli bir tehdittir20,35. Mikoplazma 

tespitinde 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ve Hoechst işaretleme, PCR, q-PCR ya da kitler 

sıklıkla kullanılmaktadır21-23. 
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Çalışma kapsamında Hoescht 33258 ile direkt işaretleme metodu kullanılmış olup, söz konusu 

hatlarda mikoplazma kontaminasyonuna rastlanılmamıştır. Bununla birlikte uygulamış 

olduğumuz teknik ucuz ve hızlı olması gibi avantajlarının yanı sıra; sonuçların yorumlanması 

konusunda zorluk ve tespit hassasiyetinin düşük olması gibi dezavantajlara sahiptir. 

Laboratuvara giren tüm yeni hücre kültürlerinin ve tüm hücre bankalarının mikoplazma varlığı 

için test edilmesi esastır. Ön değerlendirme olarak çalışmada olduğu gibi, direkt işaretleme 

metodu ile çalışılması, ek olarak ihtiyaç halinde, çalışmanın diğer parametresi olan PCR temelli 

belirleme yapılması, uygulamanın hızı ve duyarlılığı sebebiyle önerilmektedir. İndirekt 

işaretleme, agar ve broth kültürü uygulamaları da önerilen diğer yöntemler arasında yer 

almaktadır. Bununla birlikte indirekt işaretleme, agar ve broth kültürü çalışmaları hassasiyet 

derecesi yüksek olan ancak, zaman alan uygulamalardır, agar ve broth kültürü ek olarak uzmanlık 

gerektirmektedir, her laboratuvarda rutin kullanımı yapılamamaktadır22. 

Türleri teşhis edebilmek ve türler arası ilişkileri belirleyebilmek, biyoloji, ekoloji, evrim, 

sistematik, yaban hayatı yönetimi, koruma ve adli tıp bilimlerinde birincil derecede 

önemlidir. Tipik olarak filogenetik çalışmalar, COI ve/veya CYTB gen bölgelerinin veya daha 

genel olarak bir kısmının sekanslanmasına ve ardından veri tabanlarında yer alan DNA 

sekanslarıyla karşılaştırmasına dayanır. Bu karşılaştırmalar kayıtlı sekans verilerinin, doğru 

olduğunu ve sekansın başka bir türe ait olmadığını veya hatalar içerdiğini varsayabilir (1), nadir 

bir alt tür veya bireysel varyasyon örneği olmaktan çok, türün her temsilcisi için teşhis yapabilir 

(2), bir türün tüm bireylerinin aynı veya çok benzer DNA dizilerine sahip olduğunu gösterir (3)36. 

Mevcut çalışmada, ilgili genlerin üniversal primerlerle çoğaltılan amplikonları hücre kültür 

hatlarının tanımlaması için araştırılmış olup, bu amaçla incelenen türlerin CYTB ve COI gen 

dizileri DNA veri tabanlarında bulunmuştur. Elde edilen ileri ve geri okumalardan korunmuş dizi 

oluşturulmuştur. Oluşturulan korunmuş diziler ile veri tabanlarından elde edilen dizilerin 

karşılaştırılması belirli erişim numaralarına spesifik referans diziler kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmada CYTB gen bölgesi için veritabanında yer alan referans dizi ile 

yapılan karşılaştırma sonucu HL-60 için %97; "HeLa, L929, MDCK, Neuro-2a” hücre hatları için 

ise %98 oranında benzerlik bulunmuştur. COI gen bölgesi için ise bu benzerlik oranları sırasıyla 

%95, %99, %96, %96 ve %98 olarak bulunmuştur. Sekans dizileri ile veri tabanlarından elde 

edilen dizilerin karşılaştırılma sonuçlarının %95’in üzerinde benzerlik verdiği görülmüştür. Aynı 

türün iki üyesinin CYTB'de ya da COI’da neredeyse %100 kimliğe sahip olması beklenir. Özdeşlik 

eşleşmesi % 100'den az ise, o zaman ya bazı tür içi farklılıklar vardır ya da karşılaştırılan dizi 

bilinmeyen ancak yakından ilişkili bir türden gelir37.  

Yapılan bir çalışmada hücre hatları arasında çapraz kontaminasyonun belirlenmesi için 

multipleks PCR tabanlı uygulamayı takiben, daha geniş çeşitlilikteki hücre hatlarının 

tanımlanması için, COI geninin korunmuş dizilerini hedef alan evrensel bir primer karışımı 
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kullanarak, genellikle "barkod bölgesi" olarak tanımlanan 648-bp'lik bir bölgeyi amplifiye edilmiş 

ve dizilenmiştir ve bu bölgenin sekanslanmasıyla % 100’e yakın benzerlik elde edildiği 

bildirilmiştir 38. CYTB bölgesi temelinde RFLP tekniği ile gerçekleştirilen çalışmada elde edilen 

ek bantlarla bazı hatlar için klonaliteden farklılaşmalar olduğu tespit edilirken1, aynı bölge için 

yuvalanmış PCR tekniği ile gerçekleştirilen çalışmada kullanılan hücre hatlarında çapraz 

kontaminasyon olmadığı bildirilmiştir39. Bu çalışmalarda ilgili gen bölgeleri ile gerçekleştirilen 

çalışmaların izoenzim profillemesinden daha duyarlı olduğu ve bu tekniğe önemli alternatif 

oluşturduğu bildirilmiştir1,39. CYTB40,41 ve COI41 bölgelerine tür spesifik primerlerle 

gerçekleştirilen çalışmalarda çapraz kontaminasyon tespit edilemediği çalışmalar mevcut iken, 

aynı metodoloji ile her iki gen bölgesinin çalışıldığı benzer bir çalışmada PCR ürünlerinin aynı 

zamanda sekanslandığı ve çalışılan hücre hatlarının tür kökenlerinin kesin olarak tespit edildiği 

bildirilmiştir9. 

İlgili hatlardan laboratuvarlar arası transferler ile elde edilme durumu ve pasaj sayılarındaki artış 

gibi durumların klonal farklılaşmayı tetiklediği ve beraberinde kaynak türlerle benzerlik düzeyini 

düşürdüğü öngörülmüştür. Bununla birlikte hatların temin edildiği ilk izolatların sekans analiz 

verilerinin olmaması, farklılaşmanın zamana bağlı kullanım ile olan ilişkisi konusundaki hipotez 

kurulmasını zorlaştırmaktadır. Yine elde edilen verilerin, çalışmakta olunan hücre hatlarının 

kimliklendirilmesine ilişkin ilk çalışma verileri olması, aynı kaynak kökenine sahip hatların 

kullanımı ile başka klonalite çalışmalarının yapılmamış olması karşılaştırma yapabilme olasılığını 

sınırlı kılmıştır.  

Sonuç 

Sonuç olarak, benzerlik düzeyleri açısından izolatlardan elde edilen DNA’lardan sekans 

reaksiyonlarının tekrarlanması olasıdır. Ayrıca, hücrelerin morfolojik karakterizasyonunun 

köken alınan hücrelerle benzerliği, mikoplazma negatifliği göz önüne alındığında hatların 

çalışmalarda kullanılabilirliği sonucuna varılmıştır. Bununla birlikte hücrenin yaşlanmaya gitme, 

oksidatif stres vs. gibi nedenlerle mtDNA’sında ortaya çıkan dizi farklılıklarının tümüyle analiz 

edilebilmesi için mtDNA dizilemesi yapılabileceği de öngörülmüştür. 

Teşekkür 

Bu çalışmanın verileri ilk yazarın yüksek lisans tezinden alınmıştır. İlgili çalışma 2019-007 

numaralı proje ile Aksaray Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Birimi tarafından desteklenmiştir. 

Şekillerin oluşturulmasında katkı sunan Sinem Sönmez’e teşekkür ederiz. 
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