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BÖLÜM 5

HÜCRE AYIRMA STRATEJİLERİ

Bakiye GÖKER BAĞCA1 
 Çığır BİRAY AVCI2

GİRİŞ

Biyolojik uygulamaların çalışma örnekleri kan, doku ya da tümör kitlesi gibi yük-
sek heterojeniteye sahip yapılardan oluşmaktadır. Heterojen yapılardaki farklı 
hücre tiplerinin ya da topluluklarının belirlenebilmesi ve ayrılması (cell sorting) 
moleküler hücre biyolojisinde, tanı ve tedavi alanlarında kritik öneme sahiptir. 
Hücreler, boyut, morfoloji, yüzey proteinleri gibi hücre dışı ya da DNA, RNA ve 
protein molekülü gibi hücre içi özelliklerine göre ayrılabilmektedir. Hücre ayırma 
stratejileri, farklı özellikteki hücreleri içeren karışık popülasyonları kesin sınırlarla 
birbirinden ayırmayı ve ayrılan hücrelerin elde edildikleri aşamalardaki durum-
larını korumayı içeren iki temel basamağı içermektedir. Hücre dışı yapıları, man-
yetik ya da floresans etiketler kullanarak işaretlemeyi ve ayırmayı sağlayan, akış 
sitometrisi temelli yaklaşımlar mevcut uygulamalardaki popülerliğini korumakla 
birlikte; mikroakışkan teknolojilerini etiketsiz hücre ayrım statejileri ile birleşti-
ren güncel yaklaşımlar taşıdıkları potansiyel ile yeni araştırmalarda yerini almaya 
başlamıştır.

KONVANSİYONEL HÜCRE AYIRMA STRATEJİLERİ

Konvansiyonel hücre ayırma stratejileri, akış sitometrisinden (flow cytometry) 
köken alan yöntemlerdir. Konvansiyonel hücre ayırma yöntemleri, temel olarak 
yüzey antijenleri gibi eksternal yapıları hedefleyen etiket ve işaretçilere bağlı ola-
rak hücre ayrımını gerçekleştiren “floresans temelli hücre ayrıma” ve “manyetik 
temelli hücre ayrıma” yöntemlerini içermektedir (1-3).

AKIŞ SİTOMETRİSİ

Elektrolit çözelti içindeki partikül ve hücrelerin iletkenlik değerlerine bağlı olarak 
sayılması ve büyüklüklerinin belirlenmesini sağlayan Coulter sayacının 1950’li 
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yılların ortalarında icat edilmesi, bugünün akış sitometrilerinin temelini atarak 
biyoloji ve tıp alanlarında dönüm noktası olmuştur. Bu öncül sistemde, hücreler 
basınç aracılığıyla farklı elektrolitlerden oluşan hazneler arasında geçiş yapmak-
ta ve meydana gelen elektrik iletkenlik değer değişiminin hesaplanması ile hüc-
re sayısının belirlenmesi sağlanmaktadır (4). Günümüzün akış sitometrileri ise 
farklı ihtiyaçlara yönelik geliştirilen değişken sistemleri içermekle birlikte, genel 
prensipleri süspansiyon içindeki hücrelerin tek sıra halinde lazer önünden geçi-
rilmesi ile elde edilen sinyalin analizi aracılığıyla, heterojen popülasyon içindeki 
belirli tipteki hücrelerin ya da hücre popülasyonlarının belirlenmesi ya da saflaş-
tırılarak elde edilmesini içermektedir. Bu sistemler genel olarak; numunenin baş-
langıç haznesinden okumaların gerçekleştirileceği ve atık ya da ayrım haznesine 
ulaştırılmasını sağlayan “akışkan (fluidics)” numunenin analizinde kullanılacak 
ışık sinyalinin üretildiği ve sinyalin alındığı lazer ve filtrelerden oluşan “optik” ve 
dedektörlerden gelen sinyalleri bilgisayar tarafından okunabilen dijital sinyalle-
re dönüştüren “elektronik” mekanizmalar olarak üç temel bileşeni içermektedir. 
Ayrıca bu hücrelerin spesifik olarak elde edilmesini sağlayan ayırma (sorting) 
mekanizmasını içeren sistemler de bulunmaktadır (5). Elde edilen sinyalin ana-
lizi aracılığıyla, heterojen popülasyon içindeki bireysel hücrelerden çok sayıdaki 
parametreden yararlanarak immüno-fenotipleme, ploidi analizleri, hücre sayımı, 
apoptotik veya nekrotik hücrelerin ayrımı, hücre döngüsü gibi analizlerin yapıl-
masına olanak tanınmaktadır.

FLORESANS TEMELLİ HÜCRE AYRIMA

Floresans temelli hücre ayrıma, 1960’ların sonlarında, ilgilenilen hücre tipini, 
komplementer florokrom bağlı antikorları kullanarak etiketleme prensibinden 
yararlanılarak geliştirilmiştir (Şekil 1). Temel olarak 355 nm ve 800 nm arasındaki 
ışık spektrumundaki lazerleri kullanmakla birlikte genellikle bu prensibi kullanan 
cihazlar 405 nm (mor), 488 nm (mavi) ve 640 nm (kırmızı) dalga boylarında işlev 
göstermektedir. Bu lazerlerin farklı dalga boylarında uyarım- yayılım (excitation- 
emission) yapabilen florokromlar ile birleştirildiği sistemleri içermektedir (6). Bu 
sistemde solüsyon içindeki partiküller ışık önünden geçerken ışığın iki farklı da-
ğılım paternini gösteren “side” ve “forward” saçılımları (“scatter”) aracılığıyla sı-
rasıyla boyut ve granülosite özelliklerine göre analiz edilebilmektedir. Ayrıca hüc-
relerin elektriksel olarak yüklenmesi aracılığıyla ayrım gerçekleştirilmektedir (7).
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Şekil 1. Akış sitometrisi kullanılarak floresans temelli hücre ayrıma yaklaşımının şema-
tize görünümü

 

MANYETİK TEMELLİ HÜCRE AYRIMA

Manyetik temelli hücre ayrıma yaklaşımları ilk olarak 1975 yılında eritrositlerin 
manyetik özellikleri aracılığıyla diğer kan hücrelerinden ayrılabileceğinin keş-
fi ile başlamıştır. İlgilenilen hücrelerin üzerindeki yüzey belirteçlerine spesifik 
antikor-konjüge edilmiş manyetik boncuklar hücre ayrımında kullanılmaktadır. 
Manyetik boncuk taşıyan kolonları içeren daha temel sistemlerin yanı sıra flo-
rokromlar ile hibrit şekilde akış sitometrisi ile birlikte kullanımını içeren yakla-
şımlar, özellikle hedef hücrenin zenginleştirilebilmesini sağlaması bakımından 
önemli bir stratejiyi oluşturmaktadır. Bu sistemlerde dış manyetik alanın oluştur-
duğu kuvvet ile etiketli hücreler toplama ünitesine alınabilmekte ve ileri analizler 
için kullanılabilmektedir (3, 8, 9).
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GÜNCEL HÜCRE AYIRMA STRATEJİLERİ VE  
MİKROAKIŞKAN SİSTEMLERİ

Güncel hücre ayırma stratejilerinin temelinde hücrelerin eksternal etiketlere ihti-
yaç duymaksızın ayrıştırılmasnı sağlayan, mikroakışkan teknolojisi bulunmakta-
dır. Minyatür cihaz ve reaktörler iki binli yılların başından bu yana ilgi çekmeye 
başlayan bir alan olmuştur. Genellikle “çip üstündeki laboratuvar” (lab-on-chip) 
aygıtları içeren mikroakışkan cihazları içeren araştırmalar; örnek hazırlanması, 
akışkanların taşınması, mikroreaktörler, ayırma sistemleri ve hücre kültürü ko-
nularının entegrasyonunu içermektedir. Cihazlar immünolojik testleri, DNA ana-
liz sistemlerini, tanı ya da tedavi seyrinin kontrolü amaçlı görüntülemeyi içeren 
çeşitli medikal amaçlarla kullanılmaktadır. Mikrocihazlar, makro boyutlardaki 
eşdeğerlerine göre pek çok avantaja sahiptir. Büyük ve yüksek maliyetli sistem-
leri küçük ölçeklere sığdıran bu sistemlerin avantajları yüksek performans, esnek 
tasarım, portatifleşme ve otomasyondur. Ayrıca cihaz boyutunun küçülmesi daha 
az reaktif ve örnek harcanmasına olanak vererek ekonomik avantaj da sağlamak-
tadır. Bunun yanında enjekte edilebilir boyut ve yapıda olanlar, in vivo kullanım 
ile gerçek-zamanlı veri eldesine olanak tanımakta, klinik kullanımda ise konvan-
siyonel yöntemlere göre müdahalede hızını arttırma potansiyeli taşımaktadır (10- 
13).

Çiplerin üretiminde silikon türevi materyallerin yanı sıra polistiren, polivi-
nil klorür, polimetil metakrilat (PMMA), polikarbonat ve polidimetilsiloksan 
(PDMS) gibi bileşikler yaygın olarak kullanılmakta ve bu materyallerin işlenme-
sinde fotolitografi, yumuşak litografi, film biriktirme, aşındırma, yapıştırma ve üç 
boyutlu yazdırma mikrofabrikasyon tekniklerinden yararlanılmaktadır. Elektro-
nik bileşenlerinin üretim sürecinde yirminci yüzyılın son dönemlerinde ortaya 
çıkan fotolitografi teknolojisi kullanılmaktadır. Bu teknoloji daha etkin ve daha 
küçük elektronik cihazların geliştirilmesinde bir kritik bir süreci oluşturmuş, 
elektronik bileşenlere sahip biyolojik sistemlerin ”biyolojik-mikro-elektro-meka-
nik-sistemlerinin (MEMS)” ortaya çıkmasını sağlamıştır (14, 15).

ETİKETSİZ HÜCRE AYIRMA STRATEJİLERİ

Güncel uygulamalar, hücre ayrımını gerçekleştirmek için ekstra etiket kullanımı-
na ihtiyaç duyan yöntemlerin yerine intrinsik biyobelirteçlerin kullanıldığı, mik-
roakışkan tekniklerine yönelmiştir. Bu yöntemler, ayırma kuvvetleri tarafından 
manipüle edilebilen, hücre boyutu, şekli, elektriksel kutuplanabilirlik, empedans, 
yoğunluk, manyetik duyarlılık ve hidrodinamik gibi hücrelerin fiziksel özellikle-
rini kullanmaktadır (16, 17).
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MİKRO- ÖLÇEKLİ FİLTRELER

Hücre ayrımında en yaygın yöntem boyutun kullanıldığı filtrasyon uygulaması-
dır. Mikro- ölçekli filtrelerin por boyutlarının tamamen kontrol altında tutulabilir 
olması bu filtrelerin seperasyonda etkin kullanılmasını sağlamaktadır (18, 19).

HİDRODİNAMİK FİLTRASYON

Şekil ve boyuta bağlı olarak ayırma yapan bir yöntemdir. Akımdaki partikülle-
rin dışarıdan bir kuvvet etki etmediği sürece akış doğrultusunda hareket edeceği 
prensibine dayanmaktadır. Sıvı akışı tek başına, giriş ve çıkış kanallarının sayısı-
nın, geometrisinin, konfigürasyonun değiştirilmesi ile boyut- tabanlı hücre ay-
rımı gerçekleştirebilmektedir. Bu yöntemde kullanılan mikroakış kanalı, akışın 
sıkıştırıldığı bir bölge ya da birden fazla dallanma bölgesi kullanarak ayrımı ger-
çekleştirmektedir (20, 21).

DETERMİNİSTİK LATERAL YER DEĞİŞTİRME

Boyuta bağlı olarak ayrım gerçekleştiren bir diğer yöntemdir. Dikey akışta bulu-
nan hücrelerin akış tarafından belirlenen şekilde yer değiştirmesi esasına dayan-
maktadır. Kritik boyuttan küçük hücreler, akım doğrultusunda devam ederlerken 
daha büyük hücreler fraksiyonel bir şekilde istenilen doğrultuda manipüle edil-
mekte ve ayrılabilmektedir (22, 23).

AKUSTOFOREZ

Ses alanındaki partiküllerin göçü prensibine dayanmaktadır. Akış içindeki hüc-
relere akustik alan uygulanması hücreler üzerine akustik radyasyon oluşturmak-
tadır. Kontrast faktörü olarak adlandırılan bu kuvvet, hücrelerin birbirlerinden 
veya içinde bulunduğu ortamın yoğunluk ve sıkıştırılabilirlik farkından kaynak-
lanmaktadır (24, 25).

DİELEKTROFOREZ

Tek tip olmayan elektrik alanda partiküllerin hareketinin kontrolü prensibine da-
yanmaktadır. Elektrik alanın farklılaşması ile yüklü partiküllerin yanı sıra yüksüz 
haldeki hücrelerin polarize hale geçirilerek hareket ettirilmesi sağlanmaktadır. Bu 
sistemde hücreler büyüklük, iletkenlik, elektriksel geçirgenlik, yüzey morfolojisi 
özelliklerine bağlı olarak ayrılmaktadır (26, 27).
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SONUÇ

Akış sitometrisini içeren konvansiyonel yöntemler, yüksek verimlilik, hızlı sonuç 
eldesi ve çok sayıda farklı uygulama ile elde dilen verilerin çeşitliliği gibi avantajla-
ra sahip olmakla birlikte, kullanılan cihazların kompleks yapısı, kullanıcı uzman-
lığını sağlamak için gereken eğitim süresi ve masrafı, sistemlerin yüksek maliyeti 
ve kullanılan reaktif ve örnek hacminin yüksekliği, antikor ya da florokromların 
hücre davranışını manipüle edebilir özellikler taşıması gibi kısıtlayıcı faktörlere 
de sahiptir. Mikroakışkan sistemlerini içeren ve hücrelerin herhangi bir dış etikete 
ihtiyaç duyulmadan ayrılmasını sağlayan güncel stratejiler ise bu dezavantajların 
üstesinden gelebilmenin yanında biyouyumlu olarak üretilerek in vivo kullanım 
potansiyeli sunmaktadır.
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