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Derleme / Review

Arastirmalarda tanimlanmig hucre hatlarinin
kullanilmasinin onemi

The importance of utilization of authenticated cell lines in researches

Alper AKCALI'

'Canakkale 18 Mart Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Canakkale

Ilk olarak 1951 yilinda HeLa hiicre hatlarinin kiiltiiriiniin ya-
pilabilmesi bilimsel aragtirmalarda ¢ok dnemli ilerleme sagla-
mustir. Giinliimiizde kanser aragtirmalarinda ve viroloji alanin-
da hiicre kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, kirk
bes yili agkin siiredir pek ¢ok hiicre hattinin ¢apraz kontami-
ne oldugu veya yanlis tanimlandig: bilinmesine ragmen, bilim-
sel literatiirde halen bu durumdan habersiz, gegersiz sonugla-
rin yer aldigi yayinlar yapilmaktadir. Bu durum biiyiik zaman
ve maddi kayiplara yol agmaktadir. Ayrica, sonuglart kabul edi-
lemeyecek caligmalar aragtirmacilari ve dergi editorlerini ile-
ride zor durumda birakacaktir. Yapilacak ¢aligmalarda tanim-
lanmus hiicre hatlarinin kullanilmasi ve eldeki hiicrelerin cesitli
testlerle 6zelliklerinin saptanmast ile bu problemin 6niine geg-
mek miimkiin olabilecektir. Ancak arastirmacilarin bu konudan
haberdar olmas1 ve ¢éziim yollarini bilmesi gerekmektedir. Bu
yazida konuya dikkat cekmek amaciyla hiicre hatlarinin ¢apraz
kontaminasyonu ve yanlis tanimlanmasinin tarihg¢esinden, ola-
st sebeplerinden ve bunlar1 6nleme yollarindan bahsedilmistir.

Anahtar sozciikler: Hiicre hatti; medikal onkoloji; tanimlanma; vi-
roloji; yanlis saptanma.

A very significant progression in scientific researches has
been provided with the performance of the first cultures of
HeLa cell lines in 1951. Currently, cell cultures are common-
ly utilized in cancer investigations and the field of virology.
Although it has been known that cell lines are contaminated
cross-wise or misidentified over a 45-year period, publica-
tions by those unaware of this condition with invalid results
are still being seen in the scientific literature. This condition
reflects a loss of time and money. Furthermore, investigators
and journal editors will face controversy due to the unaccept-
able results of these studies. This problem can be avoided
with the utilization of authenticated cell lines and identifica-
tion of properties of available cells in future studies. How-
ever, investigators should be made aware of this issue and
of the solutions. A short history of cross-contamination and
misidentification of cell lines, the possible causes and means
of prevention are discussed in this letter to call attention to
this issue.

Key words: Cell line; medical oncology; authentication; virology;
misidentification.

Arastirmalarda Tanimlanms Hiicre
Hatlarinin Kullanilmasimin Onemi

Canlilarin, memelilerin bilimsel deneylerde
kullanilmasinin miimkiin oldugunca kisitlanma-
st gerekliligi, biyomedikal ¢aligmalarin farkli pek
cok alaninda hiicre kiiltiirlerinin gelistirilmesi ve
kullanilmasina yol agmistir. Hiicre kiiltiirleri mik-
robiyolojide 6zellikle viriislerin iiretilmesi ve ta-
nimlanmasi, ayrica virlis asilarinin {iretimi ama-
ciyla kullanilmaktadirlar. Yeni yiizyilda ise kanser

arastirmalarinin hiz kazanmasi ile 6zellikle kanser
ilaglarinin gelistirilmesinde, etkilerinin saptanma-
sinda hiicre kiiltiirleri 6zellikle biiyiik 6nem kazan-
mugtir.

[k defa 1951 yilinda Amerika Birlesik Devlet-
leri (ABD) Baltimore’da servikal kanser nedeniyle
takip edilen Afrika kokenli Amerikali bir hastanin
kanser dokularinin laboratuvarda kiiltiirii basarila-
bilmistir. Henrietta Lack adindaki hasta kanserin
yayilmasi sonucu 6lmiis ancak 6liimsiiz hiicreleri-
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nin kiiltlirti adina atfen HeLa adu ile diinya genelin-
deki laboratuvarlara talep nedeniyle dagitilmistir.
Bu olay ilging diger yani ailesinin uzun yillar bu
hiicrelerin tiim diinya genelinde yasamaya devam
ettiginden haberdar olmamalaridir. Kanser hiicre-
lerinin 6liimsiiz olmasi ve ¢ok kolay tretilebilme-
leri ¢alismalarda hiicre kiiltiirii gerektiren arastir-
malara hiz kazandirmistir. Ancak, ilerleyen siire
icerisinde yaptig1 caligmalar ile Stanley Gartler
1966°da Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (Ame-
rican Type Culture Collection=ATCC) kurumunda
saklanan 20 insan hiicresinin 18’inin kromozomal
ve biyokimyasal olarak HeLa hiicreleri ile tipatip
ayni oldugunu bildirmistir. ATCC kayitlarina gore
bu hiicreler beyaz irktaki bireylerden saglanmis go-
ziikmelerine ragmen, siklikla Afrika kokenli Ame-
rikalilarda bulunan A tipi glikoz 6 fosfat dehidroge-
naz enzimi aktivitesi gostermeleri, kurumda sakla-
ma islemleri sirasinda bu hiicrelerin HeLa hiicreleri
ile kontamine oldugunu gostermistir. Gartler 1968
yilinda Nature dergisinde bu durumu yayinlamis-
tir.># Bilimsel arastirmalarda kullanilan hiicre kiil-
tiirleri i¢in bu saptama 6nemli bir sorunun haberci-
si olmustur. Ilging olan bu tarihteki saptamaya rag-
men kontamine veya yanlig tanimlanmis oldugu bi-
linen pek ¢ok hiicrenin halen yanlis sekilde arastir-
malarda kullanilmasinin devam etmesidir.[5¢

Bu yaz ile lilkemizde hiicre kiiltiirleri ile ¢a-
lisma yapan arastirmacilarin bilgilendirilmesi ve
caligmalarinda tanimlanmis, onaylanmis (authen-
ticated) hiicre serilerinin kullanimimin 6neminin
vurgulanmasi, ayrica hiicre kiiltiirleri ile ¢calisirken
temel “iyi uygulamalarin” 6zetlenmesi amaglan-
mustir. Bu konuda galigmalar yiiriitecek aragtirma-
cilarimizin, kabul edilebilir ve dogru sonuglar elde
edebilmeleri miimkiin olacaktir.

Yanhs Tanimlanmis Hiicre Hatlar:

Uzun yillardir bazi hiicre hatlarmin kontamine
oldugu ve koken aldig1 hiicre tiirlerini artik temsil
etmedigi bilinmektedir. Bu yanlis tanimlanmis hiic-
re hatlarina yenileri de eklenmektedir. Capraz kon-
taminasyon (cross-contamination) olarak ulusla-
raras1 nomenklatiirde kabul gérmiis olan tanimla-
ma, mikrobiyolojik bir organizma kontaminasyonu-
nu degil; bir hiicre hattinin yanls tanimlama ile bir
baskasi olarak isimlendirilmesini ifade etmektedir.”’
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Masters yaptigi arastirma ile kullanimda olan
hiicre hatlarinin %20 kadarinin ilk tanimlandikla-
r1 Ozellikte olmadiklarini bildirmistir.®! Buehring
ve arkadaglart PubMed’den yaptiklar1 aragtirma-
da 1969-2004 yillar1 arasinda HeLa hiicresi oldu-
gu bilinen yanlis tanimlanmis hiicre hatlarinin 220
kere kullanildigini saptamiglardir.™

KB hiicreleri oro-laringeal skuamdz karsino-
ma hiicrelerine drnek gosterilmesine ragmen kirk
yil Once aslinda bir servikal adenokarsinom hiic-
resi olan HeLa hiicreleri oldugu gosterilmistir. I1-
ging olarak son bes yilda 525 kere yanlis atif al-
miglardir. Yine insan epidermoid larinks karsino-
ma hiicresi olarak tanimlanmis Hep-2 hiicrele-
ri de HeLa hiicreleridir ve son bes yilda 667 kere
yanls atif almiglardir.”’ MCF-7/Adr hiicrelerinin
MCF-7 meme karsinomu hiicrelerinin ilaca direng-
li varyantlar1 olmadigi, OVCAR-8 ovaryan karsi-
noma hiicreleri oldugu gdosterilmis olmakla birlik-
te, literatlirde yaklasik ii¢ yliz yayinda ilaca direng-
li meme karsinomu hiicresi olarak atif almislardir.
(191 Yanlig tanimlanmis veya ¢apraz kontamine olan
hiicre hatlarinin listeleri ¢esitli kaynaklardan bulu-
nabilir. Ozellikle, ATCC, Coriell Enstitiisii, Avrupa
Hiicre Kiiltiirii Kolleksiyonu (ECCC), Japon Hiic-
re Saklama Bankasi (JCRB) ve Alman Hiicre Ban-
kas1 Merkezi (DMZB) gibi uluslararasi hiicre ban-
kalar1 stoklarindaki hiicrelerin incelemelerini yap-
makta, yanlis tanimlananlari duyurmaktadir.?¥ Bu
hiicre hatlarindan siklikla yanlis kullanilanlarmn bir
kisminin listesi, ilk izolasyonu yapildigindaki 6zel-
likleri ve kontaminasyonu belirlenen hiicreleri Tab-
lo 1°de siralanmustir. Detayl listeler ve agiklama-
lar kaynaklardaki yayinlardan bulunabilir. Verilen
orneklerden de goriilecegi gibi yanlis tanimlanmis
hiicre hatlarinda yapilmis ¢caligmalar ile elde edilen
sonuglar ilgili hastalik ve tedavi i¢in gegersiz ola-
caktir.

Capraz kontaminasyon veya yanlis tanimlama
farkli sebepler ile gerceklesebilir. Bunlar siralana-
cak olursa: Hiicre hatlarinin muamelesinde dikkat-
sizlik sonucunda, bir hiicre hattinin bagka bir hiicre
hattinin vasatina veya kiiltiir sisesine bulastiriimasi
ile (kontamine eden hiicrelerin ireme hizlar1 daha
yiiksek ise, daha yavas iireyen hiicre hattina baskin
gelerek tamamen kendisi yer alir), kiiltiir siseleri-
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Tablo 1

Siklikla yanlis tanimlamalarla kullanilan bazi hiicre hatlar™*

Hiicre hatt1 ada ilk atfedilen koken

Gercek icerik

Chang karaciger Karaciger hiicreleri

Girardi kalp Atriyal miyoblast hiicreleri

Hep-2 veya (H.Ep.-2) Larinks karsinoma hiicreleri

INT 407 Emriyonik bagirsak hiicreleri

J111 Monositik 16semi hiicresi

KB Oral epidermoid karsinoma hiicreleri

NCTC2544 Deri epiteli hiicreleri (keratinositler)

WISH Amnion hiicreleri

RPMI-8402 T hiicre 16semi

IM-9 Multiple myeloma hiicreleri

HBL-100 Meme transforme ancak tiimdrojenik degil

TSU-Prl Prostat kanseri hiicreleri

ECV-304 Spontan transforme olmus umblikal kord
endotelyal hiicreleri

MGH-U2 Mesane kanseri

HU456 Mesane kanseri

JCA-1 Prostat kanseri hiicreleri

PPC-1 Prostat kanseri hiicreleri

ALVA-31 Prostat kanseri hiicreleri

SK-N-MC Noroblastoma hiicreleri

DAMI Megakaryosit

HS-Sultan Plazma hiicreleri (multiple myeloma)

HeLa hiicreleri (serviksin glandiiler kanseri)
HeLa

HeLa

HeLa

HeLa

HeLa

HeLa

HeLa

Bilinmemekte

Epstein-Barr viriis transfekte edilmis B hiicreli
lenfoblastoid seri

Bilinmemekte ancak Y kromozumu igermedigi
bulunmustur.

T24 hiicreleri (mesane kanseri)

T24 hiicreleri

T24 hiicreleri

T24 hiicreleri

T24 hiicreleri

PC-3 hiicreleri (prostat kanseri)
PC-3 hiicreleri

Ewing ailesi tiimor hiicreleri
HEL hiicreleri (erythroleukemia)
Jijoye hiicreleri (Burkitt lenfoma)

nin yanls etiketlenmesi, sivi nitrojen depolarinin
muamelesinde dikkatsizlik (etiketlenme ve envan-
ter kayitlarindaki dikkatsizlik) sonucu yanlis hiicre
sisesinin hatal1 sekilde bagkasinin yerine ¢ozdiiriil-
mesi, hiicre serilerini hazirlayanlarin yeni bir hiic-
re hatt1 gelistirmedeki asir1 heyecanlari, yeni hiic-
re hatlarinin yeterli tanimlanmasini1 gélgede bira-
kabilmesi, bir laboratuvardan baskasina hiicrelerin
aktarilmasi sirasinda alicinin hiicrelerin yeterli ta-
nimlanmalarint ihmal etmesi."!

Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Dikkat
Edilmesi Gerekenler

Hiicre kiiltiirlerinde asepsiyi saglamanin ve
hiicre hattinin igeriginin korunmasi i¢in asagidaki
bazi temel kurallara uyulmasi gerekir.”’

1. Her hiicre hatt1 i¢in ayr1 bir vasat ve tripsin
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gibi reajenler ayr1 olarak kullanilmalidir.

. Hiicre kiiltiir flasklari, vasatlar1 ve reajen si-

seleri ayn1 anda birden fazla hiicre hatti i¢in
acik tutulmamalidir.

. HeLa gibi hizli biiyliyen hiicre hatlar1 yalniz

basina isleme alinmali ve ¢alismalar1 diger
hiicre hatlarinin sonrasinda gerceklestirilme-
lidir.

. Hi¢bir zaman ayni1 pipet farkli hiicreler i¢in

kullanilmamalidir.

. Hiicre igeren bir flaska sokulan pipet asla va-

sat siselerine geri konulmamalidir.

6. Her zaman tikagli pipetler kullanilmalidir.

7. Tikagli uglar olmadan pipetleyiciler kullanil-

mamalidir.
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8. Subkiiltiir 6ncesinde ve sonrasinda hiicrele-
rin yapisi degerlendirilmeli, standart fotog-
raflar ile kiyaslanmalidir.

9. Hiicre hatlarinin mikoplazma kontaminasyo-
nu ag¢isindan kontrol edilmelidir.

10.Hiicre hattinin igerigi dondurulmadan 6nce
ve ¢ozdiirilmeden 6nce mutlaka dogrulan-
malidir.

[lk defa 1911°de Peyton Rous tarafindan sap-
tanan, onkojenik etkisi oldugu tespit edilen “Rous
sarkoma viriisii”, viriislerin onkoloji alaninda ilgi
cekmesine yol agmistir. Onkojenik etkileri olan vi-
rlsler yaninda, kanserli olgularda viriislerle olu-
san enfeksiyonlar 6nem tasidigindan, hem arastir-
ma hem de tan1 amaciyla viriislerle ¢calismalar ya-
pilirken hiicre kiiltiirti kullaniminda bazi noktalara
dikkat edilmesi gereklidir. Molekiiler yontemlerin
giderek popiilerlesmesine ragmen virolojide hiic-
re kiiltlirii halen temel yontemdir. Virolojik calis-
malarda tanimlanmig hiicre hatlarinin kullaniminin
yaninda, bu tanimlanmais hiicre hatlarinin aranacak
viriisleri iiretebilme kapasitelerinin de belirlenmis
ve takip ediliyor olmasi gereklidir. Bu durum kul-
lanilan hiicrelerin 6zellikle aranacak viriisler i¢in
duyarliligimin saptanmasiyla belirlenebilmektedir.
Duyarlilig1 olmayan hiicrelerde klinik 6rnekte vi-
riis bulunsa bile iiretilmesi veya sitopatik etkinin
saptanmas1 miimkiin olmayacaktir. Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan yiiriitiilen Polio Laboratuvar Ag1
calismasinda hiicre hatlarinin duyarlilig1 en ¢ok iis-
tiinde durulan konulardan birisidir. Bu amagla tit-
resi kullanilan hiicre hattinda énceden belirlenmis
referans Sabin tipi polio viriisleri hazirlanir. Belir-
li araliklarla veya farkli bir lireticinin vasati kulla-
nilmasi gibi zamanlarda viriis titresi o hiicre hat-
tinda tekrar saptanir. Belirlenen virtis titresinde 0,5
logl0’dan fazla sapma olmaz ise hiicrenin bu vi-
rlisiin saptanmasinda kullanilabilecegi kabul edi-
lir."! Benzer uygulama klinik 6rneklerden viriis
izolasyonu c¢alisan laboratuvarlarda farkli viriisler
icin de kullanilabilir. Boylece kullanilan hiicreler-
de veya kimysallarda bir uygunsuzlugun saptan-
mas1 miimkiin olabilecektir.

Hiicre hatlarinin takibinde dikkat edilmesi ge-
reken diger nokta hiicrelerin pasajlanma sayisidir.
Stirekli hiicre hatlar1 olan kanser hiicrelerinde pa-
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sajlanma sayis1 arttikca morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerde sapmalar gozlenmektedir. Bu nedenle
caligmalar sirasinda pasaj sayisi takip edilmeli, ka-
yit altinda tutulmalidir. Belirli bir say1 gecildikten
sonra saklanmis olan ana hiicre stoklarindan yeni
hiicre hatlar1 hazirlanmalidir.['?

Hiicre hatlarinda ¢apraz kontaminasyonun be-
lirlenmesi i¢ini izoenzim analizleri, karyotiplendir-
me, HLA tiplendirme ve amplifiye fragman uzun-
lugu polimorfizmi (AFLP) yontemleri kullanilmis-
tir. Giincel olarak “short tandem repeat=STR” ana-
lizi daha duyarli ve hizli sekilde sonug verebilmek-
tedir.”? STR analizinde ticari primer dizi setleri
kullanilarak polimorfik STR lokuslar1 ¢ogaltilmak-
ta ve olusan bantlar floresan temelli sinyal saptama
cihazlari ile belirlenmektedir. Sonug olarak, her lo-
kusta ¢ogaltilmis olan tek bir kodon hassasligin-
da PZT tirtinleri uzunluklar ile sayisal bir kod elde
edilir. Bu yontem ile laboratuvarlar kendileri hiicre
tanimlamalarin1 saglayacaklar1 gibi 200 USD gibi
bir maliyetle ticari olarak da bu testi yaptirabilirler.
(12,131 Masters ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada
uluslararasi hiicre bankalarindan elde edilmis 253
hiicre hattinda STR analizinin hiicre tanimlamada
basari ile kullanilabilecegi gosterilmistir.l'*! Yapi-
lacak arastirmaya baslamadan once eldeki hiicre-
lerin bu gibi testlerle tanimlanmis olmasina dikkat
edilmelidir.

Roland M. Nardone 6nderliginde bir grup bilim
adami1 bu konuya dikkati ¢ekmek i¢in 2008 Mayis
aymi “Cell Line Authentication Global Awareness
Month” (Hiicre hatlar1 tanimlanmasi global far-
kindalik ay1) ilan etmisler ve http://cellid.cua.edu/
web sitesini konu ile ilgili glincel bilgi amaciyla
hazirlamislardir.

Ozet olarak, arastirmalarinda hiicre kiiltiirii kul-
lanacaklarin, tanimlanmis hiicre hatlarin1 kullan-
malar1 son derece Onemlidir. Arastirmalarindan
once ilgili hiicre hattinin tiim bilgisi elde edilmeli
ve deney modellerini temsil ettiginden emin olma-
lidirlar. Hiicre hatlar1 mikoplazma benzeri bakte-
ri kontaminasyonu ag¢isindan kontrol edilmeli, pa-
saj sayist sinirli tutulmalidir. Virolojik ¢aligmalar-
da hiicrelerin duyarhiliklar1 takip edilmelidir. Hiic-
re bankalar1 disinda, arastirma ve deney laboratu-
varlarindan hiicre hatlarinin temin edilmesinden
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kagmilmalidir. Arastirmacilar ¢aligmalari sirasinda
ciceklerini seven bahg¢ivanlar gibi dikkatli olmali-
dirlar. Aksi takdirde bosa harcanan para ve zaman
ile tutarsiz sonuglar iireten bilim adamlar1 olarak
bilim diinyasinda yerlerini alacaklardir.
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