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OZET

Hematopoetik kok hicreler (HKH) basta kemik iligi (Ki) olmak
Uzere cesitli hematopoetik organlarda, kordon kaninda (KK),
aferez materyalinde ve periferik kanda cok az sayida bulun-
maktadir (1-100 hicre/ml). Bu hicrelerin saflastirilarak diyabet,
kanser, kalp, nérolojik hastaliklar, kas ve eklem sorunlar olan
hastalara nakledilmesi fonksiyonu bozulan doku ve organlarin
rejenerasyonunu saglayacaktir. Kanser hastalarinda otolog kok
hicrelerin transplantasyonunda en énemli sorun malign hicre
kontaminasyonudur. Allojenik transplantasyonda ise hucreler
farkl kisilerden alindigi igin, alicida meydana gelen immiin reak-
siyonlar ve doku reddi bu alanin en dnemli sorunudur. Dolayisiyla
transplant materyalinin timor hicrelerinden ve immun hicrel-
erden temizlenmesi nakledildigi dokuda uzun streli ve saglikli
rejenerasyonu saglayacaktir. Klinik kullanim icin bu hicrelerin
saflagtinlmasinda uzun vyillar cesitli teknikler gelistiriimesine
ragmen halen uygun ve etkili bir yéntem bulunmamaktadir.
Son yillarda gelistirilen mikroakiskan sistemler (mikrogipler) ko-
lay, ucuz ve yiksek verimli olmasi nedeni ile arastinlmaktadir.
Cesitli mikrokapiller, mikrosttunlar, mikroporlarla dizayn edilen
bu sistemlerde hiicrelerin boyut, mekanik esneklik, deform-
abilite, hicre adezyonu ve elektrik yikleri gibi ozelliklerine
dayal saflastirma yapiimaktadir. Baslangicta ¢cok az sayida bu-
lunan dolasimdaki timér hicrelerini (DTH) yakalamak amaciyla
gelistirilen bu sistemler simdi cesitli hicrelerin, mikrovezikiller-
in ve eksozomlarin saflastirilmasi ve tanisi icin kullanilmaktadir.
Bu derleme, geleneksel ve gelismekte olan hematopoetik kok
hicre izolasyon yontemleri ile bu yontemlerin avantajlar ve de-
zavantajlarini agiklamayi amaclamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kék hiicre izolasyonu, mikroakiskan sistem-
ler

ABSTRACT

Hematopoietic stem cells are the rare cells in various hematopo-
ietic organs which are found in small numbers (1-100 cells/ml).
When these cells are transferred to patients suffering from dia-
betes, cancer, heart diseases, muscle and joint problems, they
will help the patients’ bodies with the regeneration of impaired
tissues. While the most important problem in the transplantati-
on of autologous stem cells is malignant cell contamination in
cancer patients, in allogeneic transplantation, it is immune reac-
tions and tissue rejections. Therefore, clearing of the transplant
material from tumour cells and immune cells may support the
long-term healthy regeneration of the tissue to which they are
transplanted. Although various techniques have been deve-
loped for the purification of these cells in terms of clinical use
over many years, there is still no sufficiently effective method.
In recent years, researchers have shown an increased interest in
microfluidic systems because they are easy to use, cheap and
highly efficient. In these types of systems designed with vari-
ous microcapillaries, micropillars and micropores; purification
is carried out according to the properties of cells such as size,
deformability, cell adhesion and electrical charges. This review
aims to explain traditional and emerging hematopoietic stem
cell isolation methods and their advantages and disadvantages.
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GiRiS

Hucrelerin ve biyomolekillerin davraniglan ve ozellikleri,
doku ve organlarin fonksiyonlar hakkinda bize 6nemli bil-
giler sunar. Hicreler ve biyomolekdller tzerindeki detayli
analizler biyolojik ¢calismalarda ve klinik tanida biyik éne-
me sahiptir (1). Bu analiz basamaklarindan biri de hiicre izo-
lasyonudur. Hiicre izolasyonu, bir¢ok biyolojik ve biyome-
dikal arastirmalarda, klinik tedavi ve tanida yaygin olarak
kullaniimaktadir. Klinik kullanim acisindan terapétik hiicre
izolasyonu, hastaya zenginlestirilmis hiicre populasyonla-
rinin verilmesini saglar. Lokositlerin aferezle ayristinimasi
veya hematopoetik kdk hicreler (HKH) imminomagnetik
ayirma ile zenginlestiriimesi buna érnektir (2). HKH nakli,
kemik iligi (Ki) hasar gérmiis hastalarda kemik iligi fonksi-
yonunun yeniden yapilandirlmasi amaciyla intravendz ya
da oral yiksek doz kemoterapi veya radyoterapiyi takiben
yapilan uygulamadir. ilk kez 1939'da aplastik anemi teda-
visinde uygulanmistir. 1950'de hematolojik kanserlerin te-
davisinde kullanilmaya baslanmis ancak iyi bir sonug elde
edilememistir. 1968'de insan I8kosit antijenlerinin kesfedil-
mesiyle allojenik-kék hiicre nakli ilk kez Minnesota Univer-
sitesinde basaryla gerceklestirilmistir (3).

Kok hicre uygulamalarindaki ilerlemeler; daha verimli,
basitlestirilmis, kullanima hazir ve son derece islevsel kdk
hicreler elde etmek icin bircok doku tipine genis capta
uygulanabilen kék hicre izolasyon yontemlerine duyulan
ihtiyacr arttirmistir (4). Bu yontemler doku mihendisligi ve
rejeneratif tip alanlarinda oldugu gibi biyokimya, elektrik
muhendisligdi, fizik ve malzeme bilimi gibi bir¢cok alanda da
kullanilmaktadir (2). Ticari olarak gegerli ve yaygin olarak
kullanilmis bircok kék hiicre izolasyon teknikleri olmasina
ragmen, etkinlikleri ve 6zgullukleri hala yetersizdir (4). Ayni
zamanda pahali ve zaman alma, gelismis ekipmanlara ve
uzman personele ihtiyag duyma gibi dezavantajlar da var-
dir (5). Bu derleme, geleneksel ve gelismekte olan hema-
topoetik kdk hicre izolasyon yontemleri ile bu yéntemlerin
avantajlan ve dezavantajlarini agiklamayr amaglamaktadir.

HEMATOPOETiK KOK HUCRELERIN KLiNiK UYGULA-
MADAKI YERI

Kok hicreler, 6zellesmis hicrelere farklilagsabilen ve in-
san vicudundaki bir¢ok farkli doku veya organin kendini
onarmasini saglayan benzersiz hiicrelerdir (6). Doku, kan
ve Ki'nde bulunan kék hiicrelerin rejeneratif potansiye-
li kesin olarak belirlenmistir. Kék hicre calismalari, son
yillarda biyolojinin temel sorunlarini incelemek ve has-
taliklarin tedavisinde yeni secenekler sunmak Uzere en
cok aragtirmanin yapildigr bir alandir (4). Kok hicre nakli,
|6semi ve lenfoma gibi bazi malign kan hastaliklari, Ki-
yetmezlikleri ile dogumsal kan hastaliklarinin tedavisinde
siklikla bagvurulan hayat kurtarici yéntemlerden biridir (7).
Bu hastaliklara ek olarak diyabette; deri kaybi, otoimmin,
norolojik, eklem ve kas hastaliklarinda, kardiyovaskiler
hastaliklarda, bazi kanser tirlerinde de genis uygulama

alani bulmaktadir (8-10). Ayrica iskemi ve reperflizyon
hasarinin tedavisinde kék hicrelerin kullanilmasi ile asiri
inflamasyonun baskilandigi ve hiicre hasarinin onanldigi
gosterilmistir (11).

Hematopoez, HKH'den tim kan hiicre tiplerinin olustugu
hiyerarsik farklilasma strecidir. HKH'ler kendini yenileme
ve ¢ok yonlu farklilasma yetenegine sahip hicrelerdir (12).
K&k hiicre terapisinde, klinik kullanimda daha ¢ok bu hiic-
reler tercih edilmektedir. HKH'ler mobilize periferik kan
(MPK), kordon kani (KK) ve Ki'den elde edilmektedir (13).
HKH, kemik iliginde 1:10.000-15.000 iken dolasan kanda
bu oran 1:100.000'dir (14). Heterojen bir stispansiyondan
HKH popdlasyonlarinin izole edilmesi, klinik uygulama
ve temel arastirmalarin olmazsa olmaz 6n kosuludur (4).
Uzun yillardan beri kdk hucrelere, izolasyon yontemleri
uygulanmustir. Kok hiicre izolasyon yéntemleri hicrelerin
fiziko-kimyasal, biyo-fiziksel ve immun-afinite 6zellikleri ile
tanimlanan prensiplere gére gruplandinlabilir (Tablo 1).

Tablo 1: K&k hicre izolasyon yontemleri (15)*

Yéntem Hiicresel 6zellikler

1. Fiziko-kimyasal bazli

izolasyon
Santrifligasyon
Membran filtrasyonu

Boyut, yogunluk ve yapisma
ozelliklerine gore

2. immiin-afinite bazli
izolasyon
FACS
MACS
Afinite
kromatografisi
Sulu iki fazli afinite
izoloasyonu

3. Biyo-fiziksel bazli
izolasyon(etiketsiz)
FFF
DEP

4. Mikroakigskan yontem  Cesitli ézelliklere gore
ile izolasyon (fiziksel, afinite, biyolojik vs.)
FACS: Floresansla Aktiflestirilmis Hlcre Ayirma, MACS: Manyetik

Boncuklarla Aktiflestirilmis Hiicre Ayirma, FFF: Alan Akigli
Fraksiyon, DEP: Dielektroforez. *Kaynak 15'ten duzenlenmistir.

Yizey belirteclerinin
ekspresyon dizeyine gore

Elektriksel, ataletsel/ataletsel
olmayan gibi ozellikler

KOK HUCRE iZOLASYON YONTEMLERI

1. Fiziko-kimyasal bazli izolasyon yéntemleri

Sedimantasyon teknigi ile hiicre fraksiyonlama

Santrifij ile sedimantasyon, cesitli tipteki hicrelerin ve
hiicre pargaciklarin izolasyonunda sik¢a kullanilmistir. Bu
metod ile heterojen bir hiicre karigimi, hiicre boyut ve/
veya yogunlugu ile iliskili cokelmeye dayanan birkag alt
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popiilasyona bolinebilir (Sekil 1). Ozellikle, polimorfo-
nikleer (PMN) ve mononikleer hicrelerin (MNH) esza-
manl zenginlestirilmesi icin yaygin olarak uygulanmistir
(5). Santrifijlu bir alanda bir kirenin sedimantasyon (¢o-
kelme) hizi asagidaki denklemle bulunur:

v= (dz (ﬁp - m)/ 18*:) X g,

Burada v, d, p,, p, n ve g sirasiyla, sedimantasyon hiz,
partikil capi (hidrodinamik esdeger kire), partikil yogun-

Qr10g/mt Q) r1o9g/ml 105 gfmi

santrifiigasyen
107
w
santrifiigasyon zamani
(a) (b)

Sekil 1: a) Diferansiyel peletleme; hiicreler, temel olarak
boyut farkliliklarina gére ayrilir ve hiicre ortami homojen b)
Yogunluk gradyanli (6r. 1.07 g/ml yoGunluklu Fikol ile) san-
trifGgasyon; hicreler temel olarak yogunluk ya da boyut
farkliliklarina gére aynlir ve hiicre ortami  heterojendir.
Kaynak 5ten dizenlenmistir.

lugu, sivi yogunlugu, ortamin viskozitesi ve merkezkag
kuvvetini ifade etmektedir.

Genel olarak, santrifij ile sedimantasyon diferansiyel
peletleme, yodunluk gradyanl santrifigasyon (YGS) ve
zit-akigl santrifijli yikama olmak Gzere Gg ana teknikten
olusur (5, 16). Diferansiyel peletlemede, hicreler temel-
de boyutlarina gore ayrilsa da yogunluk farklliklan da bu
ayrnismada bir rol oynayabilir. Hicreleri iceren ortam, yo-
Junluk agisindan homojendir. Hicre pelletleme, hemen
hemen tim hicre toplama ve yodunlastirma islemlerinde
ilk adim olarak kullanilmistir. Bu teknikte peletlenmis hiic-
reler ve sispanse hicreler olarak iki fraksiyon elde edilir.
ilk olarak kék hiicrelerin izolasyonu icin kullanilan ve daha
verimli bir hiicre ¢cokeltme yontemi olan YGS ise, hiz-zonal
ve izopiknik (esit yogunluk) olmak lzere iki alt kategoride
incelenebilir. Hiz-zonal santrifigasyonda ayristirma med-
yumun yodunludu, sedimente olacak hiicre/materyalin
minimum yogunlugundan daha duslktir (5). Santrifigal
kuvvet etkisi ile partikiller yukarida belirtilen 6zelliklerine
bagl olarak farkli yogunluktaki sollsyon icerisinde belirli
bélgelerde toplanirlar. izopiknik santrifligasyonda kullani-
lacak medyumun yogunlugu aynstirlacak hiicre/materya-
lin yogunlugundan fazladir. Hicre canliligs, safligi ve verimi
icin ayristirma medyumunun dogru sec¢imi, saglam hucre
populasyonlarinin izolasyonunda énemli bir rol oynar. Uy-

gun bir medyumun iki dnemli 6zelligi osmolaritesi ve vis-
kozitesidir. Hayvan hicrelerinin hiicre duvar olmadigiicin,
canlilik ve yogunluklari osmolarite dalgalanmalarindan ol-
dukga etkilenir. Fikol, sakaroz, sigir serum albimini (BSA),
perkol ve iyodin bilesenleri gibi farkli ayristirma medyumu
turleri bugline kadar sayisiz arastirmada kullanilmistir. Fi-
kol, en yaygin sekilde kullanilan YGS medyumlarindan bi-
ridir; oldukga hidrofiliktir ve normal fizyolojik osmolaliteyi
asmadan maksimum 1.2 g/mL yogunluga sahip bir yogun-
lugu kapsayan %50'ye kadar konsantrasyonlari hazirlamak
icin kullanilabilir (5). Periferik kan MNH'lerin rutin olarak
ayrilmasinda, Ficoll-Paque™ (yogunluk: 1.077 g/mL) yay-
gin olarak kullanilmaktadir (4, 5).

Zit-akigh santrifGjl yikama, hiicreleri boyut ve yogunlugu-
na gore ayirnr. Bu yontem kaldirma kuvveti prensibine da-
yanir ve islemler kapali sistemde gerceklesir. 1970'lerden
beri 6zellikle beyaz kan ve kdk hiicrelerin toplanmasinda
ve plazmaferezde kullaniimaktadir. Konik santriflj hazne-
sindeki hiicre, disa dogru santrifligal kuvvete ve ice dogru
akigskan kuvvete maruz birakilir (16). Hicreler santrifigal
bir kuvvete maruz birakilirken, secilen bir ortamda sirek-
li olarak merkezcil bir ydnde akar. Yikama bdélmesinde,
her hicre, sedimantasyon hizinin sivinin akis hizi ile tam
olarak dengelendigi bir bélgeye gé¢ etme egilimindedir.
Haznenin geometrisi (konik) bir uctan diger uca farkl akis
hizlar gradyani Urettiginden, sispansiyonda cok cesitli
sedimantasyon hizina sahip hicreler tutulabilir. Yikama
sivisinin akis hizini adim adim arttirarak veya rotor hizini
azaltarak, homojen boyuttaki hicrelerin ardigik populas-
yonlari hazneden elde edilebilir (17).

Membran filtrasyonu

Hicre izolasyonu; sadece hiicrenin boyutuna ve memb-
ran por boyutuna gdre gerceklesmez, ayni zamanda ay-
nstirma membranina hiicre yapismasinin diferansiyel yo-

Sekil 2: PU membranlarin SEM gdrintileri. (a,b) kan per-
measyondan sonra ortalama gdzenek capi: 5.2 pm; (c,d) or-
talama gdzenek capr: 12 um. Kaynak 18'den dizenlenmistir.
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Jgunluguna da bagl olabilir. Hizli, basit bir ydontemdir ve
filtrasyon iglemi sirasinda sterilite kolayca korunabilir (15).

Sekil 2'de taramali elektron mikroskobu (SEM) ile gorin-
tilenen HKK (CD34(+) hicreler) izolasyonunda kullanilan
PU (politiretan) membranlar gosterilmektedir. Yukarndaki
sekilde PU memranlarindan kan hucrelerinin gegirilme-
sinde, HKK'nin (CD34(+) hucreler) sizilme (permeas-
yon) hizinin en dustk oldugu tespit edilmistir. Bu durum
CD34(+) hucrelerinin kirmizi kan hiicrelerinden (eritrosit,
trombositler, T ve B hicreleri) daha yapiskan &zellige sa-
hip oldugunu dustindirmustir. Kordon kanindan veya
kemik iliginden ilkel HKK ve progenitor hiicrelerin izo-
lasyonunda membran filtrasyonunun MACS veya FACS
yontemlerinden daha etkili oldugu séylenilmektedir (18).
Membran filtrasyonlari, kan transflizyonu esnasinda AIDS
ve hepatit C gibi viral enfeksiyonlar dnleyen I6kositleri
aynistirmak icin de kullanilir (19). Bu teknikle kan hicre-
lerinin diginda, Fatanat ve arkadaslari sican beyin doku-
sundan nadir oligodendrosit progenitor hicreleri basa-
riyla izole etmislerdir (20). Burada 5 pm capinda membran
porlar kullanilarak %99'dan fazla verim elde edilmistir.

lyi bir performans icin membran filtrelerin dikkatli tasarlanma-
si dnemlidir. Hicre izolasyonu verimini, dogrulugunu ve has-
sasiyetini en Ust diizeye ¢ikarmak icin, membranlann dogru
ve diizglin gézenek/por geometrisine sahip olmasi ve termal
ve mekanik olarak kararli olmasi gerekir. Gozenek/por capinin
dogru secimi, hedef hicreleri ayirmak icin cok énemli tasanm
parametresidir. Temel olarak basit bir ydntem olmasina rag-
men, gdzenek/porlann tikanmasi ya da hicrelerin pargalan-
masi gibi dezavantajlan da mevcuttur (21).

2. immiino-afinite bazl izolasyon yéntemi

Floresansla Aktiflestirilmis Hlicre Ayirma (FACS)
FACS, bir akis sitometrisi yontemi kullanilarak gercekles-
tirilen etkili bir hiicre ayirma yontemidir. Akis sitometride
hicreler boyut, sekil, DNA ve RNA icerigi, sitoplazmik
graniller agisindan tanimlanir. Bu amacla, hedeflenen
hiicre 6nce floresan madde (florofor) ile isaretli bir antikor
kullanilarak isaretlenir; ardindan hiicre stispansiyonu, akig
sitometriden gecirilir. FACS da florofor konjuge antikorun
varligina ve yogunluguna goére hicreleri siralar (21). FACS
ile hicre izolasyonunda, florofor ile konjuge antikorlar
hicre ylzeyi antijenlerine baglanir ve lazer iginiyla uyaril-
diklarindan (ekstra enerji yiklenmis oldugundan) floresan
15191 yayarlar (2). Heterojen suspansiyondaki etiketlenen
hicreler merkezi kanaldan hava basinci ile sivi icinden tek
sira halinde lazer 1sin1 boyunca kanaldan gecirilir. Paralel
yayilan isin hicre blyUkligu (forward scatter chanel, FSC
cizgisi), dikey aci ile yayilan isin hiicrelerin graniler igerik-
leri ve i¢ yapisi (side scatter chanel, SSC ¢izgisi) hakkinda
bilgi verir (Sekil 3). Bu fiziksel parametreler; tek basina
graniler PMN hucreler, MNH'ler ve kirmizi kan hicreleri
(RBC) belirgin bir sekilde tanimlayabilir (22).

akigkandsaki flofor-etiketli
e etiketsiz hiicre
langimi

verilerin grafik gasterimi

B | sksaghmave

floresan dedektdrieri
i (Dulh :
bilgisayar @ ©

floresanyoguniuzu  floresan yogunlugu

titregimli skis hijeresi

flaresan yogunlugu

4
sarj halkast la

(@) hicreiceren
‘damlaciklar

- ) -
) @ ¥ et
saptirma levhast ® ) '_\ saptirma levhas
B @ Fs) "‘ 7_,,7-""

siralanan hiicreler

Sekil 3: Etiketlenmis (yUklU) ve etiketlenmemis hicreler
iceren sivinin lazer 1ginlarindan gecirilmesi ile hicre sirala-
ma, Kaynak 5ten diizenlenmistir.

\i

FACS, kok hicre biyolojisinde ve imminolojide genis
uygulama alanina sahiptir. ilk olarak lenfositlerin karakte-
rizasyonu ve siralanmasi icin kullanilmistir (HIV izlenmesi
icin CD4(+) T hucresi) (23). FACS; kék hicre, nadir hiicre
(<= 9%0,1), MNH ve PMN hlcre, lenfosit, trombosit, dola-
simdaki fetal hiicre, sperm hicre gibi bircok hicrenin saf-
lagtinlmasinda tercih edilen bir ydntemdir (24-27).

Manyetik Boncuklarla Aktiflestirilmis Hiicre Ayirma
(MACS)

Manyetik boncuklarla aktiflestirilmis hicre saflagtinimasi,
genellikle hiicreleri izole etmek icin manyetik boncuk ile
konjuge antikorlarin kullanildigi bir yéntemdir. Basit bir
izolasyon ile 10-45 dakikada 2x10" hicre saflastirilabilir
ve hedef hiicre 100 kat zenginlestirilebilir (5). Hicreleri
etiketlemek ve ayirmak igin, bircok tipte manyetik mikro
boncuklar ve nano boncuklar gelistirilmistir. MACS yon-
teminde, hlcreler manyetik boncuklarla etiketlendikten
sonra bir miknatis ile, isaretli hiicreler tlp ceperinde tu-
tularak istenmeyen hicreler atilir (2). MACS'ta hiicrelerin
zenginlestirilmesi, pozitif veya negatif isaretleme yoluyla
gerceklestirilir. Pozitif isaretleme, hedef hicreler dogru-
dan manyetik boncukla konjuge antikor ile etiketlenir ve
daha sonra bu hiicreler toplanir; negatifte ise, manyetik
boncukla etiketlenmis hiicreler atilir ve etiketlenmeyen
hicreler toplanir (16). Sekil 4'de manyetik boncuklarla ak-
tiflestirilmis, pozitif ve negatif isaretleme ile hiicre ayirma
yontemi gdsterilmektedir.

MACS uygulamasinin basanli érnekleri arasinda hastalar-
da, kemik iligi transplantasyonu yerine insan KK'dan veya
MPK'dan izole edilen nadir progenitér hicrelerin kullanil-
masidir (28). MACS ile sitototoksik T hiicreler elimine edile-
rek, kemik iligi naklinde greft-versus host hastaligi (GVHH)
gelisme riski azaltilir. Kritik ekstremite iskemisinin tedavisi
icin planlanan Faz I klinik calismada, MACS ile saflastinimig
otolog CD34 (+) hiicreler ile olumlu sonuglar elde edilmis-
tir (29). Ayrica KK veya Ki'den, MACS ile entegre, yogunluk
gradyanli santrifigasyon kullanilarak CD34 (+) hematopo-
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Sekil 4: Manyetik boncuklarla aktiflestirilmis hicre ayir-
manin gorinimdi, Kaynak 5ten diizenlenmistir.

etik kok hiicreler veya progenitor hicreler hemato-onko-
lojik hastaliklarin tedavisi icin izole edilmistir (30).

Afinite kromatografisi

Hedef biyomolekil ile spesifik ve geri dontsimlu olarak
kompleks olusturabilen ligandin, ¢cézinmeyen bir destek
materyali (matriks) Gzerine immobilize edilmesine dayali
glicll bir ayirma yontemidir. Hedef olmayan biyomolekl
afinite matriks kolonundan ayrilir (5). Daha sonra hedef

[ proteina g hiicre karisimi

kriyojel matriks ’\, )

protein A-eslesmis kolon

“0 @
[car0od 5

baglanmayan fraksiyon

Sekil 5: Hicre afinite kromatografisi. Antikor-etiketli ve
etiketlenmemis hicrelerin, protein A eslesmis kolona
ylklenmesi, Kaynak 5'ten dizenlenmistir.

biyomolekil pH'si degistirilerek veya bir tuz ¢ozeltisi ek-
lenerek iyonik glcini degistirerek kolondan ayrilir (31)
(Sekil 5).

Bu yontem protein, enzim, karbonhidrat, vitamin gibi pek
cok molekilin ayrilmasinda, antijen ve antikor saflagtiril-
masinda ve hicre izolasyonunda kullanilmaktadir (5, 32).
Hucre izolasyonu icin en yaygin olarak kullanilan spesifik
ligand, protein A'dir (PrA). Hucrelerin kolondan gegcisi si-

rasinda, daha 6nce hedef hiicrelere eklenmis olan spesi-
fik 19G, Fc bélgesinden PrA'ya baglanir. PrA kolonu hiicre
izolasyon etkinligini arttirir ve her hiicre tipi icin spesifik
bir kolonun hazirlanma ihtiyacini ortadan kaldinr (5). Li-
gandin uygun secilmesi ve kolon matriksinin hidrofilik,
blylk gozenekli, sert (rigid), kimyasallara karsi stabilite
gibi 6zelliklere sahip olmasi izolasyonda basariyr artir-
maktadir (33). Literatlrde afinite kromatografi ydntemiyle
CD34 (+) hucrelerin izole edildigi bildirilmektedir (5).

Sulu iki fazl sistemler

Sulu iki fazli sistemler (SIFS), biyolojik iiriinlerin ve hiicre-
lerin saflagtinlmasinda yaygin olarak kullanilan bir sivi-sivi
fraksiyonlama yontemidir. SIFS, polimer-polimer veya po-
limer-tuz seklinde siniflandinlir. Cogunlukla polimer ola-
rak polietilen glikol (PEG) ve dekstran; tuz olarak fosfatlar,
silfatlar ve sitratlar kullaniimaktadir. Sulu ¢cok fazl sistem-
ler, suda ¢dzlinen polimerin cesitli kombinasyonlarinin
kanistirlmasini takiben "faz” ayrnismasiyla olusur. Sistemin
fazlar yogunluklarina gére Ust Uste dizilirler ve birbirine
komsu her iki fazin arasinda yogunluk-adimi olarak hare-
ket edebilen bir interfaz bulunur. Bu interfaz, nesneleri
yakalayabilecek bir bariyer gérevi gorir (15).

Molekdllerin ya da hcrelerin afinitesi iki fazdan birinde
hidrofobik, boyut ve net ylizey yuki gibi 6zelliklere gére
tanimlanir. Ayrica 6zgiin SIFS stratejileri ile antikor-bagli
polimerler kullanilarak hiicreler izole edilir. Bu yontem ile
ilk defa CD34 antijeni eksprese eden akut miyeloid 16semi
hicreleri elde edilmistir. (15). immiino-afinite sulu iki fazli
sistem ile insan kordon kanindan CD34 (+) hicreler %95
geri kazanim ile saflastinlmistir (34). Bu ayristirma yontemi
ile HKH saflagtirmasinin kolaylasacagi umut edilmektedir.

3. Biyo-fiziksel bazl etiketsiz izolasyon yéntemleri

Alan Akigli Fraksiyon (FFF)

K&k hicrelerin etiketlenmesini gerektirmeyen verimli bir
hicre ayirma ydntemidir. FFF'de hucreler, farkli zaman
araliklarinda kollektérlere boyut ve morfolojiye gére ha-
reket eden ataletsel veya ataletsel olmayan kuvvetlere
maruz birakilir (4).

Dogrusal kanallarda molekil/parcaciklara striklenme ve
kaldirma kuvvetleri olmak tzere iki kuvvet etki etmektedir.
Surtklenme kuvveti, parcaciga akis yoninde etki ederek
parcacigin hizlanmasini; kaldirma kuvveti ise, akisa dik bir
eksende parcaciga etki ederek parcacigin ayrismasini sag-
layan kuvvetlerdir. Dogrusal kanallarda bir parcaciga direkt
etki eden kuvvetler; 1-kayma gradyani kaynakl kaldirma
kuvveti, 2-duvar etkisi kaynakl kaldirma kuvvetleri olarak
tanimlanir. Egrisel kanallarda ise parcacida direkt etki et-
meyen kuvvetler bulunmaktadir (35). Ataletsel kuvvet ile
diz kanallarda kayma gradyani kaynakl kaldirma kuvveti
ve duvar etkisi kaynakli kaldirma kuvvetlerinin denge pozis-
yonu, hiicrelerin boyutsal olarak farkli noktalara odaklama-
sini ve dolayisiyla ayristirmanin etkin bir sekilde yapilmasini
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saglar (Sekil 6) (36). FFF odakli aynstirmada s6z konusu
olan alandaki akis yercekimsel, santrifligal, elektriksel veya
manyetiksel kuvvetlerin etkisiyle olabilir (36).

Bu yontemdeki ayrisma, hicrelerin kitle, yik, boyut, yo-
Junluk, sekil ve rijidite gibi biyofiziksel ézelliklerine gére
gerceklesir. FFF, bos bir kilcal kanal icinde, hareketli fazin
laminer akisinin ve akisa dik olarak uygulanan bir alanin
kombine hareketi ile elde edilir. En basit varyanti, yerce-
kimi alanini kullanan yercekimsel FFF'dir (15). Yercekimsel
FFF yontemiyle, fetal membrandan ve amniyonik memb-
randan elde edilen epitelyal hiicrelerden insan mezenki-
mal kék hicrelerin, aferez Griini kandan insan hemato-
poetik kok hiicrelerin izole edildigi bildirilmistir (37, 38).

Dielektroforez (DEP)

DEP, degisken (non-uniform) bir elektrik alanina yerlestirildi-
ginde dielektrik partikiil/hiicre tzerinde bir kuvvetin indik-
lenmesi prensibine dayali yontemdir. Hicreler yikstzdur,
ancak degisken alanda polarize edilir. Polarize hicreler, DEP
kuvveti olarak adlandirlan translasyonal kuvvete maruz ka-
lirlar. Bu kuvvet, hiicreyi maksimum alan kuvveti bdlgesine
dogru ¢eken (pozitif DEP) ya da bu bdlgeden iten (negatif
DEP) kuvvettir. Hiicreler tarafindan elde edilen polarizasyon,
hicresel iletkenlige ve gecirgenlige, sivinin dogal polarizas-
yonuna ve ayrica uygulanan elektrik alaninin biyukligine
ve frekansina baglidir. Elektrik alan gradyanini ve hiicreler
Uzerinde induklenen kuvveti arttirmak igin, hiicre karigimina
siklikla serbest elektrolitli sivi cozeltiler eklenir (21). DEP ile
aynstinlan ilk kék hiicreler periferik kan veya Ki'nden elde
edilen CD34 (+) HKK'dir (39). Etiketsiz olmanin yani sira DEP,
izolasyon sirasinda hicreleri dogrudan konsantre etmek
icin de kullanilabilir. Bununla birlikte, hiicre blyikligi ve
dielektroforetik potansiyel farki, kok hicreleri kok olmayan
hicrelerden ayirmak icin genellikle yeterli degildir ve DEP
ile saflagtinlmig kok hicreler genellikle istenmeyen hiicreler
tarafindan kontamine olur (4). Sekil 7'de elektroforez ve DEP
ile yonlendirilen hticreler gosterilmektedir.

Pozitif veya negatif DEP kuvveti; kullanilan elektrotla-
rin sekillerinden (silindirik, halka, Gg¢gen vs.), elektrotlar
arasindaki mesafeden ve elektrotlarin diziliminden (egik
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Sekil 7: (a) Elektroforez: yUkli ve notr hicre (b) DEP:
dizgiin olmayan bir elektrik alaninda nétr bir hiicre, Kay-
nak 40'tan dizenlenmistir.

veya dizlemsel) etkilenir. Elektrotlar altin, karbon veya
silikondan yapilabilir. Yeterli DEP kuvvetleri Gretmek igin
yUksek elektriksel alanlara ihtiyag vardir, ancak bu durum
hicreler Gzerinde membran stresi yaratabilir ve hiicre 61G-
mune yol agabilir (21).

Mikroakigkan sistemler ile izolasyon yéntemi
Geleneksel hicre izolasyon yontemleri; ylksek saglam-
lik, dogruluk ve verim &zelliklerinden dolayi endustriyel
ve laboratuvar ortamlarinda bir¢ok yarar saglamakta-
dir. Bununla birlikte, biylk o&lcekli érnek hacimlerine
olan ihtiyag, ylksek reaktif tiketimi, érneklerin capraz
kontaminasyonu ve pahali ekipman maliyeti gibi baz
dezavantajlar kullanimi engellemektedir. Bu sinirlama-
larin Ustesinden gelebilmek icin mikroakiskan sistemler
(Cip-Ustii-Laboratuvar, CUL) gelistirilmektedir. (21). Tablo
2'de bazi geleneksel kék hicre izolasyon yontemlerinin
avantaj ve dezavantajlar verilmektedir.

Mikroakiskanlara dayanan mikromanipulasyon teknikleri
ile tani ve tedavi icin cesitli hiicreler izole edilebilir. Ge-
leneksel yontemlerle karsilastinldiginda, mikroakigkan
cihazlar, yiksek verim ve hassasiyet gibi 6zelliklere sa-
hiptir (5). Bu sistemler basit, hizli ve ylksek oranda saf-
lastinlmig hicreler elde etmek icin tasarlanan yontemler
olarak ortaya ¢ikmistir. Numune enjeksiyonu, akis ve
toplama iglemlerinin tamami tek bir ¢ip Uzerinde ger-
ceklesmektedir. Hicre saflastinimasinda mikroakigkan
sistemler son on yilda oldukga etkin bir arastirma ala-
ni olmustur. Bu sistemler, konsantre numunelerde nadir
hicrelerin izolasyonunda ylksek verim elde edilmesi,
dustk kimyasal tuketimi, ucuz olma, entegrasyon ko-
layligi, tekrarlanabilme ve daha ylksek kék hicre geri
kazanimi &zellikleri nedeni ile kullaniimaktadir (4). Cesitli
mikrokapiller, mikrosttunlar, mikroporlarla dizayn edilen
bu sistemlerde hucrelerin boyut, mekanik esneklik, de-
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Tablo 2: Geleneksel hiicre izolasyon yontemlerinin avantajlan ve dezavantajlar (5)

Yoéntem

Avantajlan

Dezavantajlari

Santrifiijli sedi-
mantasyon

Floresansla
aktiflestirilmis
hiicre ayirma

Manyetik
boncuklarla
aktiflestirilmis
hiicre ayirma

Hiicre afinite
kromatografisi

- Basit, hizli, ucuz bir ydntemdir.

- Birden fazla hiicre tipi ayni anda izole edilebilir.

- Spesifik bir isaretleyiciye ihtiyag yoktur.

- Steril kosullar altinda hiicre aynmi gerceklestirilir.
-Islem tekrari ile yiiksek saflik saglayabilir.

- Hizli, yiksek saflikta, yiksek verimle, ylizey veya hiicre ici
proteinlere dayali izolasyon yapabilir.

- Birden fazla hiicre tipi ayni anda izole edilebilir.

- Farkli belirte¢ ekspresyon seviyelerine sahip hiicreler, izole
edilebilir.

- Coklu parametre analizinde gerekli olan érnek ve reaktif
miktari azalmistir.

- MACS ile karsilastinldiginda daha verimli bir izolasyon tek-
nigi olarak gorulebilir.

- Basit, hizli, nisbeten ucuz bir yéntemdir.

- Yiksek saflikta ve verimde izolasyon saglanir.

- Nadir hiicre populasyonunun izolasyonunda etkindir.

- Sterilite ve geri kazanma kapasitesi ylksektir.

- Canlilik ve fenotip blylk dl¢tde etkilenmez.

- Biyolojide kullanilan tekniklere uyumludur.

- Pozitif secimde yiksek oranda saf hicreler elde edilebilir
(saflik: %95-99; verim: %60-99).

- Gen ekspresyon profilinin belirlenmesinde ve sinyal iletim
deneylerinde faydalidir.

- Basit, ucuz ve yiksek saflikta izolasyon saglar.

- Sadece kiguk bir situna ihtiya¢ duyan, en ucuz ve en basit
hicre ayirma tekniklerinden biridir.

- Kolayca optimize edilebilir.

- Saflagtinlmig hicre orani dusUktur.
- Yiksek hiza bagli olarak hicrelere
zarar verebilir.

- Prosedur uzun bir stire devam
ederse tim hicreler peletlenebilir.

- Pahalidir.

- Uzman personele ihtiyag vardir.

- Homojen bir stispansiyon hazirla-
mak kritik bir dnkosuldur.

- Nadir hicrelerin izolasyonu gere-
kiyorsa, 6n zenginlestirme yontem-
leri gerekebilir.

- Aseptik kosul olusturmak zordur,
antibiyotik kullanimi gerekir.

- Cihaz kullanimindan énce her
seferde dekontaminasyon islemi
gereklidir.

- Hidrodinamik basing stresi hiicre
canlihgini etkileyebilir.

- FACS ile karsilastinldiginda daha
dusuk saflik ve verim elde edilir.

- Hicreler tek seferde sadece bir
isaretleyici ile etiketlenebilir.

- Yizey belirtecleri sinirlidir, istenen
hlcre ylzeyi antijenleri icin spesifik
antikor bulunamayabilir.

- Antikorun hlcre ylzeyi resep-
torlerine baglanmasi, hicre igi
sinyallesmeyi istenmeyen sekilde
etkileyebilir.

- Manyetik boncuk yogunlugunun
cok yiksek oldugu durumlarda,
hicre biyimesine ve baglanmasi-
na engel olabilir.

- Hucrelerin kolon materyaline
baglanmasi ve spesifik olmayan
etkilesimler akisi azaltabilir.

- Sonraki yikama (ellsyon) islemleri,
hicrelere zarar verebilir.

formabilite, adezyon ve elektrik yikleri gibi 6zelliklerine
dayali saflastirma yapilmaktadir (21).

Mikrofiltrasyon, ataletsel yontem, DEP, akustoforez, FACS,
MACS, membran filtrasyonu, sulu iki fazli sistem veya bunla-
rnn kombinasyonlari ile yapilan izolasyonla farkli hiicre ve par-
tikiller aynlabilmektedir (5, 21, 36). Baslangicta ¢cok az sayida
bulunan DTH'leri yakalamak amaciyla gelistirilen bu sistem-
ler simdi cesitli hticrelerin, mikrovezikillerin ve eksozomlarin
saflastinlmasi ve tanisi icin kullaniimaktadir (41). Bu stratejiler
aynica saf HKK'leri ayinp geri kazanabilmektedir (42)

Mikroakiskan sistemlerden izole edilen hicreler genel-
likle etiketsizdir ve canlidir. Bununla birlikte, mikroa-
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kiskanlar tamamen dezavantajlardan yoksun degildir.
Ornegin, mikroakiskan sistemlerde kiiglik &lcekli nu-
munelerle calismak klinik kullanima uygun olmayabilir
ve biyolojik protokolleri ve sistemlerin 6lgeklendirilme-
sini degistirmek zor olabilir. Ek olarak, mikrobilesenle-
rin tasarimi, mikrokanallardaki sivilarin performansini
modelleyebilen yazilimlarin gelistirilmesini gerektirir.
Diger yandan, farkl hicrelerin analizi, hicrelerin ke-
sin olarak tanimlanmasi ve verilerin yorumlanmasi igin
karmasik ve pahali optik sistemlerin tasarlanmasini ge-
rektirir (5). Tablo 3'de bazi geleneksel yontemler ile ge-
listirilen mikroakigkan sistemler ve izole edilmis hicre
tirleri verilmistir.




Hematopoetik kdk hiicre izolasyonu

istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi ® J Ist Faculty Med 2021;84(3):415-24

Tablo 3: Geleneksel izolasyon yontemleri ile gelistirilen mikroakiskan cihazlar (21)

pAtaletsel pSantrifiij ve PFF  pAkustoforez
Yéntem HFACS HMACS pDEP ayristirma (boyut ve (yogunluk ve
(boyut) yogunluk) sikistinlabilirlik)
Ozellik Floresan Kalici miknatis Polarizasyon Ataletsel Santrifigasyon Ses dalgasi
bagl Elektromiknatis  (dielektroforetik kuvvet PFF (akustik kuvvet)
antikor Kendinden kuvvet) Dean kuvvet
montajli miknatis
Hiicre Makrofaj Lokositler DTH RBC DTH Apoptotik hiicre
E. Coli DTH RBC DTH Lokosit Prostat kanseri
Fibroblast Kok hicreler Trombosit Sitmayla Tam kan hicre hicre
Sitokin salgilayan Lokosit enfekte Plazma Insan trombosit
hicreler Patojenler hicreler ekstraksiyonu Lokosit
MCF-7 hicre hattt - PC3 hiicre hatti Virls
HIV/AIDS ile ilgili  Sperm hicresi  Aerosoller
epitoplar MG-63 hiicre HPET
E. Coli hatti Plazma
CDA4(+) lenfositler  NIH-3T3 hiicre CHO
hatti Hela hiicre

u: Mikroakigkan sistem/cihaz, MCF-7: Meme kanseri hiicre hatti, PC3: Prostat kanseri hiicre hatti, MG-63: Fare osteosarkom hiicre hatti,
NIH-3T3: Fare fibroblast hiicre hatti, RBC: Kirmizi kan hicre, DTH: Dolagimdaki timér hicre, HPET: Insan Prostat Epitelyal timor hicre,
CHO: Cin Hamsteri Yumurtali@i hiicre hatti, PFF: Sikistinlmis akis fraksiyonlama

Tabloda belirtilen yFACS sistemlerinin distk verime sa-
hip oldugdu; akustik kuvvet ve dielektroforetik kuvvet gibi
diger kuvvetler tarafindan calistinlan mikro-sistemlerin
10-100 kat daha fazla verime sahip oldugu bildirilmistir.

SONUC

HKH kaynaklarindan elde edilen kék hicrelerin hemato-
poetik rejenerasyonu saglayabilmesi icin kg basina belli
bir sayida olmasi (en az 3,5x10®° MNH/kg ya da 2-6x10¢
CD34 (+) hicre/kg) ve adirlikli olarak pluripotent potan-
siyelli kék hucreler olmasi gerekir (43). KK ve Ki'nden
HKH edilmesinde ve kullaniminda hala bazi sorunlar
vardir. KK'nda bulunan kék hiicre sayisi yetiskinlerde sa-
yisal olarak yetersizdir. Bu nedenle KK nerdeyse sadece
cocuklarda kullanilabilmektedir (44). Ki anestezi altinda
genellikle arka iliak kanattan toplanmaktadir. Bircok has-
ta icin Ki aspirasyonu rahatsizlik vermenin yani sira endi-
se uyandirici invazif bir uygulamadir (45). Ayrica kanser
hastalarinda otolog Ki kullaniminda, her ne kadar Ki re-
misyonda toplansa da, timér kontaminasyonu riski yiik-
sektir. Otolog k&k hiicre nakline aday hastalarin énemli
bir kisminda kemik iliginin malign hicrelerle tutulmus
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle son yillarda otolog ke-
mik iligi transplantasyonunun (KiT) yerini bugiin periferik
kok hicre transplantasyonu (PKHT) almistir. Her ne kadar
otolog PKHT’de tiimér kontaminasyonu otolog KiT'den
daha azsa olsa da aferez Urlinlerinin dnemli dl¢tide timor
hicreleri icerdigi gosterilmistir. Evre IV meme kanserli ol-
gularda bu oran %20, evre Il yiksek riskli olgularda %11
olarak bulunmustur (46). Bu kontaminasyon Hodgkin ve
non-Hodgkin lenfomali hastalarda %30 ve %5, néroblas-

tomlu olgulardaise %15'dir (47, 48). Timor kontaminasyo-
nunu azaltmak ve CD34 (+) HKH'leri izole etmek amaciyla
piyasada ¢esitli cihazlar bulunmaktadir. CD34 (+) hicreler
immunoadsorbsiyon, imminomanyetik ve akim sitometri
yontemleri ile degisik performanslarda izole edilebilmek-
tedir. Akim sitometri teknigi ylksek oranda timér hicre
deplesyonu yapmasina karsin, biytk hacimli islemler igin
pratik olmadigindan (sterilizasyon agisindan) cok sinirl
kullanilmaktadir (49). Ayrica CD34 antijenin birgok malign
timorde bulunmasi nedeniyle bu antijene gdre yapilan
seleksiyonun timér kontaminasyonunu elimine etmedi-
gini géstermektedir.

Periferik kok hicre transplantasyonunda karsilagilan bir
diger problem, nadir ama ¢ogu zaman dlimle sonugla-
nabilen bir komplikasyon olan Greft-versus host hastali-
gini olusma riskinin olmasidir. GVHH'yi engellemek igin
transflize edilen bilesendeki immunolojik yonden aktif
hicrelerin (T lenfositleri) cogalmasini dnlemek gerekir ve
bunun icin gama isinlama (irradiyasyon) yapilir. irradiyas-
yon iglemi de plazma potasyum dlzeyini banka kanini iki
katina cikararak hiperpotaseminin ve kardiyovaskiler ra-
hatsizliklarin olusmasina neden olabilmektedir (50). K&k
hicre arastirmalar ve tedavilerindeki bu engeller nede-
niyle kolay uygulanabilir, distk maliyetli, hizl ve yiksek
verimlilikle rejeneratif potansiyeli ylksek kék hicre elde
edilmesini saglayacak, kdk hiicre izolasyon yéntemlerine
olan ihtiyacin artmasina yol agmistir. Ginimuzde mikro-
akiskan sistemlerin (CUL) bu ihtiyaci karsilayacadi ve yu-
karida bahsedilen kisitlamalarin Ustesinden gelebilecegi
tahmin edilmektedir.
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