BOLUM 5

HUCRE AYIRMA STRATEJILERI

Bakiye GOKER BAGCA'
Cigir BIRAY AVCI?

GIRIS

Biyolojik uygulamalarin ¢alisma drnekleri kan, doku ya da tiimor kitlesi gibi yiik-
sek heterojeniteye sahip yapilardan olusmaktadir. Heterojen yapilardaki farkl
hiicre tiplerinin ya da topluluklarinin belirlenebilmesi ve ayrilmasi (cell sorting)
molekiiler hiicre biyolojisinde, tan1 ve tedavi alanlarinda kritik 6neme sahiptir.
Hiicreler, boyut, morfoloji, yiizey proteinleri gibi hiicre dis1 ya da DNA, RNA ve
protein molekiilii gibi hiicre i¢i 6zelliklerine gore ayrilabilmektedir. Hiicre ayirma
stratejileri, farkli 6zellikteki hiicreleri igeren karisik popiilasyonlar1 kesin sinirlarla
birbirinden ayirmayi ve ayrilan hiicrelerin elde edildikleri agamalardaki durum-
larin1 korumayi igeren iki temel basamag: icermektedir. Hiicre dis1 yapilari, man-
yetik ya da floresans etiketler kullanarak isaretlemeyi ve ayirmayi saglayan, akis
sitometrisi temelli yaklagimlar mevcut uygulamalardaki popiilerligini korumakla
birlikte; mikroakiskan teknolojilerini etiketsiz hiicre ayrim statejileri ile birlesti-
ren giincel yaklagimlar tagidiklar: potansiyel ile yeni arastirmalarda yerini almaya
baglamustir.

KONVANSIYONEL HUCRE AYIRMA STRATEJILERI

Konvansiyonel hiicre ayirma stratejileri, akis sitometrisinden (flow cytometry)
koken alan yontemlerdir. Konvansiyonel hiicre ayirma yontemleri, temel olarak
ylizey antijenleri gibi eksternal yapilari hedefleyen etiket ve isaretgilere bagli ola-
rak hiicre ayrimini gergeklestiren “floresans temelli hiicre ayrima” ve “manyetik
temelli hiicre ayrima” yontemlerini igermektedir (1-3).

AKIS SITOMETRISI

Elektrolit ¢ozelti i¢indeki partikiil ve hiicrelerin iletkenlik degerlerine bagli olarak
sayllmas1 ve biiyiikliiklerinin belirlenmesini saglayan Coulter sayacinin 1950’li

' Ars. Gor. Dr., Aydin Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji AD.,
bgbagca@adu.edu.tr
2 Dog. Dr., Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji AD., cigir.biray@ege.edu.tr

-57-



Gtincel Tibbi Biyoloji ve Genetik Calismalari 11

yillarin ortalarinda icat edilmesi, bugiiniin akis sitometrilerinin temelini atarak
biyoloji ve tip alanlarinda doniim noktasi olmustur. Bu 6nciil sistemde, hiicreler
basing araciligiyla farkl: elektrolitlerden olusan hazneler arasinda gegis yapmak-
ta ve meydana gelen elektrik iletkenlik deger degisiminin hesaplanmast ile hiic-
re sayisinin belirlenmesi saglanmaktadir (4). Giliniimiiziin akis sitometrileri ise
farkli ihtiyaclara yonelik gelistirilen degisken sistemleri icermekle birlikte, genel
prensipleri siispansiyon i¢indeki hiicrelerin tek sira halinde lazer 6niinden gegi-
rilmesi ile elde edilen sinyalin analizi araciligiyla, heterojen popiilasyon i¢indeki
belirli tipteki hiicrelerin ya da hiicre popiilasyonlarinin belirlenmesi ya da saflas-
tirllarak elde edilmesini igermektedir. Bu sistemler genel olarak; numunenin bas-
langi¢ haznesinden okumalarin gergeklestirilecegi ve atik ya da ayrim haznesine
ulagtirilmasini saglayan “akigskan (fluidics)” numunenin analizinde kullanilacak
151k sinyalinin iretildigi ve sinyalin alindig1 lazer ve filtrelerden olusan “optik” ve
dedektorlerden gelen sinyalleri bilgisayar tarafindan okunabilen dijital sinyalle-
re doniistiiren “elektronik” mekanizmalar olarak ti¢ temel bileseni icermektedir.
Ayrica bu hiicrelerin spesifik olarak elde edilmesini saglayan ayirma (sorting)
mekanizmasini igeren sistemler de bulunmaktadir (5). Elde edilen sinyalin ana-
lizi araciligryla, heterojen popiilasyon igindeki bireysel hiicrelerden ¢ok sayidaki
parametreden yararlanarak immiino-fenotipleme, ploidi analizleri, hiicre sayimi,
apoptotik veya nekrotik hiicrelerin ayrimi, hiicre dongiisti gibi analizlerin yapil-
masina olanak taninmaktadir.

FLORESANS TEMELLI HUCRE AYRIMA

Floresans temelli hiicre ayrima, 1960’larin sonlarinda, ilgilenilen hiicre tipini,
komplementer florokrom baglh antikorlar1 kullanarak etiketleme prensibinden
yararlanilarak gelistirilmistir (Sekil 1). Temel olarak 355 nm ve 800 nm arasindaki
151k spektrumundaki lazerleri kullanmakla birlikte genellikle bu prensibi kullanan
cihazlar 405 nm (mor), 488 nm (mavi) ve 640 nm (kirmizi) dalga boylarinda islev
gostermektedir. Bu lazerlerin farkli dalga boylarinda uyarim- yayilim (excitation-
emission) yapabilen florokromlar ile birlestirildigi sistemleri icermektedir (6). Bu
sistemde soliisyon icindeki partikiiller 151k 6niinden gegerken 151g1n iki farkl: da-
gilim paternini gosteren “side” ve “forward” sagilimlar1 (“scatter”) araciligiyla si-
rastyla boyut ve graniilosite 6zelliklerine gore analiz edilebilmektedir. Ayrica hiic-
relerin elektriksel olarak yiiklenmesi araciligiyla ayrim gergeklestirilmektedir (7).
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Sekil 1. Akis sitometrisi kullanilarak floresans temelli hiicre ayrima yaklagiminin sema-
tize gorunimi

MANYETIK TEMELLI HUCRE AYRIMA

Manyetik temelli hiicre ayrima yaklagimlari ilk olarak 1975 yilinda eritrositlerin
manyetik Ozellikleri araciligiyla diger kan hiicrelerinden ayrilabileceginin kes-
fi ile baslamigtir. Ilgilenilen hiicrelerin tizerindeki yiizey belirtelerine spesifik
antikor-konjlige edilmis manyetik boncuklar hiicre ayriminda kullanilmaktadir.
Manyetik boncuk tagtyan kolonlar: iceren daha temel sistemlerin yani sira flo-
rokromlar ile hibrit sekilde akis sitometrisi ile birlikte kullanimini iceren yakla-
simlar, ozellikle hedef hiicrenin zenginlestirilebilmesini saglamasi bakimindan
onemli bir stratejiyi olugturmaktadir. Bu sistemlerde dis manyetik alanin olustur-
dugu kuvvet ile etiketli hiicreler toplama {initesine alinabilmekte ve ileri analizler
i¢in kullanilabilmektedir (3, 8, 9).
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GUNCEL HUCRE AYIRMA STRATEJILERI VE
MIKROAKISKAN SiSTEMLERI

Giincel hiicre ayirma stratejilerinin temelinde hiicrelerin eksternal etiketlere ihti-
yag¢ duymaksizin ayristirilmasni saglayan, mikroakigkan teknolojisi bulunmakta-
dir. Minyatiir cihaz ve reaktorler iki binli yillarin basindan bu yana ilgi ¢ekmeye
baslayan bir alan olmustur. Genellikle “cip tistiindeki laboratuvar” (lab-on-chip)
aygitlar1 iceren mikroakiskan cihazlari iceren arastirmalar; 6rnek hazirlanmasi,
akiskanlarin tasinmasi, mikroreaktorler, ayirma sistemleri ve hiicre kiltiirii ko-
nularinin entegrasyonunu igermektedir. Cihazlar immiinolojik testleri, DNA ana-
liz sistemlerini, tani ya da tedavi seyrinin kontrolii amagli goriintiilemeyi iceren
gesitli medikal amaglarla kullanilmaktadir. Mikrocihazlar, makro boyutlardaki
esdegerlerine gore pek ¢ok avantaja sahiptir. Biiyiik ve yiiksek maliyetli sistem-
leri kiigiik 6l¢eklere sigdiran bu sistemlerin avantajlar1 yiiksek performans, esnek
tasarim, portatiflesme ve otomasyondur. Ayrica cihaz boyutunun kiigiilmesi daha
az reaktif ve 0rnek harcanmasina olanak vererek ekonomik avantaj da saglamak-
tadir. Bunun yaninda enjekte edilebilir boyut ve yapida olanlar, in vivo kullanim
ile gergek-zamanli veri eldesine olanak tanimakta, klinik kullanimda ise konvan-
siyonel yontemlere gore miidahalede hizini arttirma potansiyeli tasimaktadir (10-
13).

Ciplerin tiretiminde silikon tiirevi materyallerin yani sira polistiren, polivi-
nil kloriir, polimetil metakrilat (PMMA), polikarbonat ve polidimetilsiloksan
(PDMS) gibi bilesikler yaygin olarak kullanilmakta ve bu materyallerin islenme-
sinde fotolitografi, yumusak litografi, film biriktirme, asindirma, yapistirma ve iig
boyutlu yazdirma mikrofabrikasyon tekniklerinden yararlanilmaktadir. Elektro-
nik bilesenlerinin @iretim siirecinde yirminci yiizyilin son dénemlerinde ortaya
¢ikan fotolitografi teknolojisi kullanilmaktadir. Bu teknoloji daha etkin ve daha
kiigiik elektronik cihazlarin gelistirilmesinde bir kritik bir siireci olusturmus,
elektronik bilesenlere sahip biyolojik sistemlerin "biyolojik-mikro-elektro-meka-
nik-sistemlerinin (MEMS)” ortaya ¢ikmasini saglamistir (14, 15).

ETIKETSIZ HUCRE AYIRMA STRATEJILERI

Giincel uygulamalar, hiicre ayrimini gergeklestirmek icin ekstra etiket kullanimi-
na ihtiya¢ duyan yontemlerin yerine intrinsik biyobelirte¢lerin kullanildigi, mik-
roakiskan tekniklerine yonelmistir. Bu yontemler, ayirma kuvvetleri tarafindan
manipiile edilebilen, hiicre boyutu, sekli, elektriksel kutuplanabilirlik, empedans,
yogunluk, manyetik duyarlilik ve hidrodinamik gibi hiicrelerin fiziksel 6zellikle-
rini kullanmaktadir (16, 17).
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MIKRO- OLCEKLI FILTRELER

Hiicre ayriminda en yaygin yontem boyutun kullanildig: filtrasyon uygulamasi-
dir. Mikro- 6l¢ekli filtrelerin por boyutlarinin tamamen kontrol altinda tutulabilir
olmasi bu filtrelerin seperasyonda etkin kullanilmasini saglamaktadir (18, 19).

HIiDRODINAMIK FILTRASYON

Sekil ve boyuta bagli olarak ayirma yapan bir yontemdir. Akimdaki partikiille-
rin digaridan bir kuvvet etki etmedigi siirece akis dogrultusunda hareket edecegi
prensibine dayanmaktadir. Siv1 akisi tek basina, giris ve ¢ikis kanallarinin sayisi-
nin, geometrisinin, konfigiirasyonun degistirilmesi ile boyut- tabanli hiicre ay-
rim1 gergeklestirebilmektedir. Bu yontemde kullanilan mikroakis kanali, akisin
sikistirildigr bir bolge ya da birden fazla dallanma bélgesi kullanarak ayrimi ger-
ceklestirmektedir (20, 21).

DETERMINIiSTiK LATERAL YER DEGISTiRME

Boyuta bagl olarak ayrim gergeklestiren bir diger yontemdir. Dikey akista bulu-
nan hiicrelerin akis tarafindan belirlenen sekilde yer degistirmesi esasina dayan-
maktadir. Kritik boyuttan kii¢iik hiicreler, akim dogrultusunda devam ederlerken
daha biiyiik hiicreler fraksiyonel bir sekilde istenilen dogrultuda manipiile edil-
mekte ve ayrilabilmektedir (22, 23).

AKUSTOFOREZ

Ses alanindaki partikiillerin go¢ii prensibine dayanmaktadir. Akis icindeki hiic-
relere akustik alan uygulanmasi hiicreler iizerine akustik radyasyon olusturmak-
tadir. Kontrast faktorii olarak adlandirilan bu kuvvet, hiicrelerin birbirlerinden
veya i¢inde bulundugu ortamin yogunluk ve sikistirilabilirlik farkindan kaynak-
lanmaktadir (24, 25).

DIELEKTROFOREZ

Tek tip olmayan elektrik alanda partikiillerin hareketinin kontrolii prensibine da-
yanmaktadir. Elektrik alanin farklilasmasi ile yiikli partikiillerin yani sira yiiksiiz
haldeki hiicrelerin polarize hale gecirilerek hareket ettirilmesi saglanmaktadir. Bu
sistemde hiicreler biiyiikliik, iletkenlik, elektriksel gegirgenlik, yiizey morfolojisi
ozelliklerine bagli olarak ayrilmaktadir (26, 27).
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SONUC

Akis sitometrisini igeren konvansiyonel yontemler, yiiksek verimlilik, hizli sonug
eldesi ve ok sayida farkli uygulama ile elde dilen verilerin ¢esitliligi gibi avantajla-
ra sahip olmakla birlikte, kullanilan cihazlarin kompleks yapisi, kullanici uzman-
ligin1 saglamak igin gereken egitim siiresi ve masrafi, sistemlerin yiiksek maliyeti
ve kullanilan reaktif ve 6rnek hacminin yiiksekligi, antikor ya da florokromlarin
hiicre davranisin1 manipiile edebilir 6zellikler tasimasi gibi kisitlayici faktorlere
de sahiptir. Mikroakiskan sistemlerini iceren ve hiicrelerin herhangi bir dis etikete
ihtiya¢ duyulmadan ayrilmasini saglayan giincel stratejiler ise bu dezavantajlarin
tistesinden gelebilmenin yaninda biyouyumlu olarak iiretilerek in vivo kullanim
potansiyeli sunmaktadir.
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