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Zuverlassigkeit wissenschaftlicher und praklinischer Daten

Modellsysteme

Translationale Forschung

Diagnoseverfahren
zielgerichtete Therapeutika

Verbesserung der
allgem. Gesundheit
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Qualitatskriterien von Zelllinien

ldentitat

e Authentizitat
e Kreuzkontaminationen
e falsch bezeichnete Zelllinien

e falsch klassifizierte Zelllinien

Database of Cross-Contaminated or Misidentified Cell Lines

Amanda Capes-Davis and R. lan Freshney
http://www.hpacultures.org.uk/media/E50/3B/Cell_Line_Cross_Contaminations_
v6_0.pdf

Table 1. Cross-contaminated or Misidentified Cell Lines
. Claimed _ Contaminating . Misidentification | Reference
Cell Line . Claimed Cell Type . Actual Species|Actual Cell T
Species YR Cell Lineg P ype Reported By PubMed ID
2474/80 Human Gastric carcinoma HT-29 Human Coion carcinoma MacLeod ot al, 1009 10503404
2563 (MAC-21) Human Lung carcinoma Hela Human Cerical Nelson-Rees etal.  |a451529
' adenccarcinema 1881
2057190 Human Gastric carcinoma HT-29 Human Coion carcinoma MacLeod ot al, 1009 10503404
05180 Human Gastric carcincma HT-28 Human Colon carcinoma MacLeod st al. 1982 10505484
41M Human Ovarian carsinoma  |DAW 28 Human Ovarian carcinoma  |Wilson =t al, 1298
ADLC-5M2 Human Lung carcinoma Hela Human Cenica MacLeod & 1089
adenccarcingma
- Gre=n= etal, 1972,
I i aes ,
Aedesaegyptl. e ot specifed Unknepim ath. Antneraes |y ot specifid NelscrnRess et i,
s clone sucalypti \eet
Greene etal, 1972;
Aedes vexans ) _— . Math, Antheraea - 8. 4402510,
it Mosquite Not specified Unknown cunshpt Mot specifisd :4:els1‘n Ressstal,  [oooo
AG-F Human Lymphoma, Hodgkin -~ |CCRE-CEM Human Leukerria. soute Draxler et al, 12502342
Iymphabiastic, T c=ll
AKI Human Melanoma HeLa Human Cervieal Yoshina et al, 2008  |16843807
adenccarcinema
van Bokhowen et al, 11 .
Human Prostate carinoma  |PC-3 Human Prostate carcinoma (2001, Varela-Garcia | 15o o
etal, 2 ==
van Bokhoven =t 3l |, =
Human Prostate cainoma  |PC-3 Human Frostate carcinoma | 200 - Fanetal 2000y yappay
Varells-Garcia et al, (430501
11433852
2001
Human Prostate carcinoma PC-3 Human Frostate carcinoma E;E_Bnkhﬂ“'an elal 14518029
2003
Human Prostate carsinama  |PC-2 Human Prostate carcinoma ;;EBE""‘""“E” =3l agsan00
AMDURI Human Skin LLC-PK1 Pig r:lze"" nomal renal |y onesi et al, 201 14505435
A0 Human [Amnion HeLa Human Cervieal Melsen-Rees etsl oigioze
adenccarcinema 1881
ARCE1-1 Human hyroid, anaplastic |7 o0 Human Colon carcinoma Schweppe et al, 2008 18713817
carcinoma
Av3 Human Amnion Hela Human Cervical Nelson-Res etal,  |g459028
adenccarcinema 1881
oA - Cervical _ - P
BOC1/KMG Human Sasal cell carcnema |Hela Human . Macleod =t al, 1202 |10503404
adenczarcinema
BE-12 Human Ledkemis, scute PEER Human eukamia. acuiz Drexler etal, 2003 [12522342
ymphoblaste, T cal lymphoblastic. T c2ll
BHP 10-2 Human hyraid, papillary TPC-1 Human Thyroid, papiliary Sohweppe et 3, 2008 18712817
carginoma carsinoma
BHP 14-9 Human hyroid, papilary M4 Human Melanoma Schweppe et al, 2008 18713817
carcinema
[Thyroid, papilary o SIS
BHP 17-10 uman wrale. papilary M4 Human Welanoma Schweppe et al, 2008 18713817
carcinoma
Thyraid, papilary o Thyraid, papili O I
BHF 2.7 Human yrol. paplisry Fo-1 Human yrowd. papliany Schweppe et al, 2008 18713817
|carcinemsa carcinoms
BHP 518 Human hyroid, papilary M4 Human Melanoma Schweppe et al, 2008 18713817
carcinema
BHP 7-13 Human hyroid, papilary Human Thyroid. papiliary Schweppe et al, 2008 (13713817
|carcinoma Carcinoma
BLIN-1 {also Leukemia, acute Leukamia, acute
o Human ymphotlastic, B ozl [NALM-S Human lymphobiastic, B cell  |Drexler etal, 2002 (12522342
subclone 1E3)
precursar precursor
BM-1604 Human Prostate carcinoma DU-145 Human Prostate carcinoma MacLeod stal, 1982 10505484
Nelsor-Rees and
) R Ceniics Flandermeyer, 1677; |557237,
BrGAS Human Breast carcinoma Hela Human adenccarcinema Melson-Rees et al, 8451628
1881
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http://www.hpacultures.org.uk/media/E50/3B/Cell_Line_Cross_Contaminations_

Qualitatskriterien von Zelllinien

Kontaminationen und Infektionen

e |angsam wachsende Bakterien (z.B. Mykoplasmen)

e \iren

Stabilitat von Zelllinien

e genetische Stabilitat

e epigenetische Stabilitat
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Pravalenz von Zellkulturkontaminationen (DSMZ)

£

Hefen und Pilze: ~ 2%

,Konventionelle” Bakterien: ~ 2%
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int. control —

— 500 bp

Viren in latenter Phase: ca. 8%
(z.B. EBV, HBV)

Aktive Viren: ca. 5%
(z.B. EBV, HHV-8, HPV, C-Typ-Retroviren)

Kreuzkontaminationen: ca. 15%
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Ausmal’ von Kreuz- und Mykoplasmakontaminationen

607 Leukamie-Lymphom Zelllinien

69%
authentisch und mykoplasmafrei

6%
falsch und
Mykoplasmen
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Verifikation der Authentizitat von Zelllinien

e Spezies: PCR, Isoenzymanalyse
e |ndividuum: DNA-ProfiI
Z _.)E:UU
- Wi
“‘“ MJ Ll H,‘L ‘\ L \ JH\ nil !‘I\‘ t )
e Gewebe/Tumor: Immunphanotypisierung Genexpression Zytogenetik

“R-ABI
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Nonaplex Single-Locus DNA Typisierung von STRs

Allel 6
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Vom Signal zur Datenbank

ACC Cell Line Lot Datum D5 D5' D13 | D13 D7 D7’ D16 | D16 | VWA VWA' THO1 THOL' TPOX TPOX' CSF1 CSF1' Amel Amel’
57 HELA Referenz 11.1.2000 11 12 12 14 8 12 9 10 16 18 7 7 8 12 9 10 X X
57 HELA 12 17.4.2005 11 12 12 14 8 12 9 10 16 18 7 7 8 12 9 10 X X
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Mykoplasmen auf HELA Zellen

Mycoplasma fermentans

Mycoplasma hyorhinis




Protokoll fur die Detektion von Mykoplasma-Kontaminationen

Zelllinie: Ankunft

l

Quarantane Kulturlabor

l wenigstens zwel
Eliminierun Mykoplasmatestun sensitive Detektions-
T J A/y P \gA methoden
Mykoplasma positiv Mykoplasma negativ

l

Sterilkultur-Labor

Zelllinie: kontinuierliche Kultur

_ l eine schnelle und
Monatliche Mykoplasmatestung sensitive Detektions-
methode
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Behandlung von Mykoplasmainfektionen
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Uphoff & Drexler, In Vitro Cell Dev Biol 38: 86-89 (2002)

Updated 2010




Virusdiagnostik

aktive Viren integrierte und zellulare Virusformen
Uberstand Zellen Zellen
Ultrazentrifugation RNA-Praparation Praparation von zellularer DNA
DNA-Praparation cDNA Synthese PCR
PCR PCR »EBV (latent/lytisch)
>HIV-1/-2
S HBY SHCV »>HTLV-1/-1I

(HHV-8, HPV, SMRV, TTV, XMRV)
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Zellkultureinrichtung

Ausstattung flir aseptische Arbeiten in der entsprechenden biologischen Sicherheitsstufe
- zertifizierte mikrobiologische Sicherheitswerkbanke Klasse Il
- Inkubatoren
- Wasserbader, Zentrifugen, Glas- und Plastikwaren etc.
- monatliche Reinigung der Oberflachen

Zugangsbeschrankung:  keine Versuchstierhaltung

nicht authorisierte Personen

Sterilitat: chemische Desinfektion vor und nach Benutzung

zentrale Sterilisationseinrichtung
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Anwender

Befolgung strenger aseptischer Techniken und guter Laborpraxis
(Grundregeln guter mikrobiologischer Technik)

Laborprotokolle fiir jede Zellkultur

Keine Gesprache wahrend der Arbeit mit Zellkulturen
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Zellkulturen

Bezug von Zellkulturen von anerkannten Zellkultursammlungen

Expansion neuer Zellkulturen und Kryokonservierung (“master” und “working cell bank”)
RegelmiaRige Uberpriifung der Zellkultur auf Infektionen und Identitit

AusschlieBliche Nutzung von Medien und Reagenzien fir jeweils eine Zelllinie

Vermeidung der Uberpassagierung von Zellkulturen

Kein prophylaktischer Einsatz von Antibiotika
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Qualitatskontrolle

Zuverlassige Mykoplasma-Detektionsverfahren etablieren und regelmafiig durchfiihrten

Identitat von Zellkulturen sollte vor Projektbeginn bestatigt werden

Medienbestandteile sollten auf Sterilitat getestet werden
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Zusammenfassung

e Kreuzkontaminationen und Kontaminationen mit Mykoplasmen gehoren zu den
haufigsten und hartnackigsten Probleme in der Zellkulturtechnik

e Regelmaliige Testung der Zellkulturen ist von eminenter Bedeutung

e Bei Einhaltung der Regeln der guten Zellkulturtechnik lassen sich Kontaminationen
zuverlassig vermeiden

e Viruskontaminationen und die Freisetzung der Viren sind im Allgemeinen
risikobestimmend fir die Zellkulturen
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Zusammenfassung

Review

The costs of using unauthenticated, over-passaged
cell lines: how much more data do we need?

Peyton Hughes!, Damian Marshall2, Yvonne Reid!, Helen Parkes2, and Cohava Gelber!

BioTechniques 43:575-5860 (November 2007)
doi 10.2144/000112598
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Vielen Dank fur lhre Aufmerksamkeit

Kontakt:  Dr. Cord Uphoff
Bereich Menschliche und Tierische Zellkulturen
Tel: 0531-2616156
E-Mail: cord.uphoff@dsmz.de
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