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Oz: Bu calisma, ¢ok fazli polimer sistemlerinde, nanoparcacik ihtiva eden insan servikal kanser Hela
hiicrelerinin, hiicreler arasindaki yogunluk farkina dayanilarak ayristirilmasi tizerinedir. Sulu ¢ok fazh
sistemler, suda ¢oziinen polimer ve/veya siirfaktanlarin ¢esitli kombinasyonlarinin karistirilmasini takiben
faz ayrismasiyla olusur. Sistemin fazlar1 yogunluklarina gore st tiste dizilirler ve birbirine komsu her iki
fazin arasinda yogunluk-adimi olarak hareket edebilen bir interfaz bulunur. Bu interfaz, nesneleri
yakalayabilecek bir bariyer gérevi goriir ve faz ayrigmasiyla olustugu i¢in kararlidir. Bu sistemler
hazirlandiktan ve ayristirma icin eniyilendikten sonra, hiicrelerin sisteme eklenmesi ve sentrifiigasyon
yardimi ile ayristirma saglanir. Bu ¢alismada, altin nanopargaciklariyla kontrollii sekilde etkilesen HelLa
hiicrelerinin, yogunluklarindaki degisime istinaden, sulu c¢ok fazli sistemlerde ayristirilmalari
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cok fazl sistemler, hiicre ayrigtirmasi.
Cell Separation with Aqueous Multiphase Systems

Abstract: This study investigates the use of multiphase systems for density-based separation of cervical
cancer HelLa cells that contain nanoparticles. Aqueous multiphase systems (MuPSs) are prepared by
mixing the various combinations of water-soluble polymers and/or surfactants followed by phase
separation. The phases of the system are sorted according to their density and in between neighboring
phases there exists an interface that can act as a step-in-density. This interface is also thermodynamically
stable since it is formed through phase separation. Subsequent to preparation and optimization of these
systems, cells are added to the systems and separation of cells is achieved through centrifugation. In this
work, the separation of HelLa cells that interacted with gold nanoparticles, hence experienced a change in
their density, was demonstrated.

Keywords: Multiphase systems, cell separation.
1. GIRIS

Gliniimiizde, yogunluk-bazli ayrigtirmalar i¢in  “yogunluk gradyent sistemleri”
kullanilmaktadir (Ren ve dig., 2015). Yogunluk gradyent sistemlerinin kullanimi; bakteri, tek
hiicreliler ve hatta karbon nanotiiplerin ayrilmasi (Mortimer ve dig., 2016) ve yiizey gerilimi
modelleme ¢aligmalarinda (Liang ve dig., 2016) 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu sistemler, tek
bir ¢esit kimyasalin ¢esitli konsantrasyonlardaki ¢6zeltilerinin {ist liste eklenmesi ile hazirlanir.
Farkl1 konsantrasyondaki ¢ozeltiler farkli yogunlukta olduklari igin iist {iste konulmus iki ¢ozelti
arasinda bir yogunluk-adimi olusmaktadir. Her ne kadar kullanim alanlar1 yaygin olsa da, bu
sistemler, termodinamik olarak kararli degillerdir; dolayisiyla olusturulan yogunluk-adimi
zamanla Ozelligini kaybeder. Bu durum hem ayristirmanin Kalitesinin diismesine hem de
ayristirmadan sonra Orneklerin toplanmasinda zorluk yasanmasina sebep olur. Ayrica, hiicre
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ayristirmalarinda, siikroz gradyent sistemlerinin, stres proteinlerinin salinmmimi da etkiledigi
diisiiniilmektedir (Henderson ve Pockley, 2012). Bu sebeplerden dolayi, kararli, saklanabilir,
kolaylikla hazirlanabilir yogunluk-adimlarindan olusan ve giivenilir ayristirmalarin Oniinii
acacak sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sulu ¢ok fazli sistemler faz ayrigsmasiyla olustuklari i¢in termodinamik olarak kararlidirlar,
fazlarin arasinda olusan interfaz molekiiler seviyede bir yogunluk adimi saglar (Mace ve dig.,
2012). Cok fazli sistemlerin hazirlanmasi bir matriks baz alinarak yapilmaktadir. Ornegin, A, B
ve C suda ¢oziinen kimyasallar iken; eger A/B, B/C ve A/C iki-fazli sistemler olusturuyorsa,
A/B/C sisteminin 3-fazli olmasi beklenmektedir. Bu liste ayristirmalarin yapilabilecegi
sistemlerin genisligini gostermesi agisindan onemlidir. Mace ve dig., (2012)’nin ¢alismasinda
23 polimer ve 11 siirfaktan kullanilarak, birbirleriyle faz ayrigsmasina gidip gitmeyecekleri
gbzlenmistir (561 adet ikili karisim denemistir). Yine bu ¢alismada gosterilmis olan 5-fazli
sistem, poli(etil oksazolin) (PEOZ), poli(etilen glikol) (PEG), Fikol, Dekstran ve poli(vinil
alkol) (PVA) polimerlerinin karigtirtlmasini takiben faz ayrigmasiyla olusturulmustur. Bu
sisteme 6 adet yogunluk-standardi boncuk eklenmistir. Boncuklar yogunluklarini ¢evreleyen
interfazlara yerlesmislerdir. Bu sistemlerde fazlar yogunluklarina gore dizildikleri igin iist tiste
iki faz arasinda yer alan interfaz bir yogunluk-adimi gibi hareket edebilmekte ve maddeleri
yogunluklarina gore tutabilmektedir. Ozetle, interfazlar molekiiler seviyede belirgin yogunluk
adimlar olustururlar ve mekanik olarak sarsildiklarinda baslangigtaki 6zelliklerine sahip olacak
sekilde kendiliginden tekrar olusabilirler. Bu 6zellikleriyle, yogunluk gradyent sistemlerine gore
daha tstiin davranirlar. Homojen hiicre popiilasyonlar1 elde etmek i¢in ¢ok fazli sistemlerde
biyolojik kokenli nesnelerin yogunluk-temelli ayristirilmast da bu sebeple 6nemli bir konudur
(Kumar ve dig., 2014).

Cok fazli sistemlerin kararli yogunluk-adimlar1 olarak degerlendirilmeleri tamamiyla
yenidir (Mace ve dig., 2012a, Mahmoudi ve dig., 2012 ve Akbulut ve dig., 2011). Bu
sistemlerin kararliliklar1 baska sistemlerin gosteremeyecegi, 1) nesneleri aralarinda 1 mg/cm®
yogunluk farkina kadar ayristirabilme, 2) istenen hacimde ve kolay hazirlanma ve 3) dnceden
hazirlanip saklanabilme gibi 6zelliklere sahip olmalarimi saglar. Bu nedenle, hiicre ayristirmast
icin bu sistemlerin kullanilmasi uygun goriilmiistiir.

Hiicre boliindiikten sonra biiyiirken yogunluk degisime ugrar (Cooper, 2000 ve Shortman ve
dig., 1967); cok fazli sistemlerin fazlar1 bu yogunluk farkini ayristirabilecek yogunluk-
adimlarimi (interfaz) ihtiva edecek sekilde olusturulmus ve istatistiksel veri analizinin
yapilmasimi saglayabilecek hacimde ayristirma yapilmistir. Daha sonra, bu hiicreler
nanoparcaciklarla etkileserek yiiksek islem hacmiyle ve herhangi bir isaretleme gerekmeden
(fliioresan veya manyetik gibi) yogunluk-bazli ayristirilmistir. Canli-kdkenli malzeme
ayristirmast i¢in bu sistemlerin pH degerinin, ozmolaritesinin, yogunluklarinin fizyolojik
kosullara benzeyecek sekilde eniyilenmesi gereklidir. Bu ¢alismada, hiicrelerin ayristirildiktan
sonra yasayabilirlikleri de incelenmistir. Hiicre zarmmin bu islem sonunda zarar goriip
gormedigine bakilmustir.

Hiicreleri kimyasal metotlarla senkronize etmek hiicre fonksiyonlarinda degisiklige yol
acabilecegi igin tercih edilmemektedir. Bu ¢alismada kullanilan HeLa hiicreleri, genetik olarak
farklilastirilmig; hiicrelerin, hiicre dongiisii degisimlerini gdsterecek antifaz salinimli proteinler
(antiphase oscillating proteins) salgilamalar1 saglanmistir (Shang ve dig., 2014 ve Sakaue-
Sawano ve dig., 2008). Bu proteinler, hiicrelerin G1 fazindaki ¢ekirdegini kirmiziya ve
S/G2’deki gekirdegini yesile boyamaktadirlar. Gl’den S’e gecerken sari renk de
gozlenmektedir, M fazi ise renksizdir.

Bir diger ayrigtirma ise nanoparcaciklarla etkilesmis hiicrelerin ig¢erdikleri nanopargacik
miktartyla orantili olarak degisen yogunluklarina gore smiflandirilmasidir. Yakin gelecekte
nanoparcaciklarin gerek hastalik tanis1 koymada gerek hastalik tedavisinde siklikla kullanilmasi
ongoriilmektedir (Kimling ve dig., 2006). Son zamanlarda One c¢ikan nanotoksikoloji
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konusundaki aragtirmalar da bu tiir siniflandirmalara ihtiya¢ duymaktadir (Pappas ve dig., 2007
ve Chithrani ve dig., 2007).

Sonug olarak, hiicre ayrigtirmasinin, ekonomik, her laboratuvarda bulunan ekipmanlarla
yapilabilecek ve kolay kullanilabilir metotlara ihtiyact vardir. Varolan metotlar ya pahalidirlar
ya da performanslart diisiiktiir. Her ne kadar tek fazli gradyent sistemlerinde hiicre ayristirmasi
daha once calisiimigsa da, bu yontem fazlar arasindaki yogunluk araliginin fazla olmasi
sebebiyle hiicre yasam dongiisii kontaminasyonunu engelleyememistir. Bdylece toplanan
hiicrelerde bagka dongiilerden hiicrelere rastlanma riski artmustir. (Everson ve dig., 1973). Bu
sorun, birden fazla polimer kullanilarak olusturulan ve yogunluk araliklar istenilen siklikta
ayarlanabilen ¢ok fazli sistemlerle giderilmistir. Cok fazl sistemler yiiksek hacim ve hassaslikta
hiicre ayristirmasina olanak saglamistir, bu da daha Once yapilamayan siniflandirmalara
erisilmesine imkan vermektedir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1.HeLa Hiicre Kiiltiirii
2.1.1. Sisplatin ile Hiicre Dongiisii Belirleme

Ayrigtirma yapilacak HeLa hiicrelerinin hiicre dongiisliniin hangi fazinda oldugunun
bulunmasi i¢in islem gérmemis hiicreler iizerinde fliioresan-aktivasyonlu hiicre siniflandirmasi
(Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) yapilmustir. HeLa hiicreleri 48 saat boyunca, % 10
FBS (fetal bovine serum)(Sigma-Aldrich), 2 mM glutamin (Sigma-Aldrich), 100 U/ml penisilin
(Sigma-Aldrich) ve 10 pg/ml streptomisin (Sigma-Aldrich) eklenmis DMEM’de (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) (Sigma-Aldrich), %5 CO, inkiibatoriinde 37°C’de biiyiitiilmiistiir.
1x10° hiicre 0.5 puM sisplatine maruz birakilarak, hiicrelerin G2 fazinda durdurulmalar:
saglanmustir (Hu ve dig., 2017, Sui ve dig., 2016). Daha sonra HeLa hiicreleri, FACS islemi i¢in
1000 rcf’de 5 dakika boyunca santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiigtiir. 1.5 mL’lik santrifiij tiipiiniin
dibindeki ¢okmiis hiicreler, 2 defa HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) (Sigma-Aldrich) ile
yikanmustir. Bu yikama sonucunda 300 pl su ile FACS ile hiicre dongiisii ayristirmasi
gerceklestirilmistir.

2.1.2. Altin Nanoparcacik Uygulanmasi

Sentezi ve karakterizasyonu tamamlanmis altin nanopargaciklar, HeLa hiicrelerine yasam
besiyerlerinde, belirli konsantrasyon ve zaman parametreleriyle uygulanmistir (Khan ve dig.,
2007). Daha sonra ayrigtirma sistemine katilmak fiizere tripsin (Sigma-Aldrich) ile bagh
olduklart petri kabindan ayrilip satrifiijlenerek sisteme eklenmislerdir.

2.1.3. Tripan Mauvisi ile Hiicre Canhihigi Calismasi

Hiicreler yikandiktan sonra, canliliklari tripan mavisi (Sigma-Aldrich) boyasini iglerine alip
almamalarina gore degerlendirilmistir; bu boya hiicre zarinin saglamligimi test etmek igin
kullanilir. Hiicreler zarlarinda bir bozulma yoksa bu boyayi iglerine almazlar (Strober, 2001).
Bu degerlendirme 151k mikroskobuyla yapilmustir.

2.1.4. MTT ile Hiicre Canliligi Calismasi

Altin nanopargaciklarin HeLa hiicrelerindeki sitotoksisitesi, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetazolyum bromid)) (MTT) canlilik testi ile gdsterilmistir (Chauhan ve dig., 2017). Bu
testte, formazan MTT molekiiliiniin hiicredeki mitokondriyal aktiviteye bagli olarak enzimatik
azalma sebebiyle kolorimetrik 6l¢iimii yapilmaktadir. 96 kuyucuklu plakada HeLa hiicreleri,
kuyucuk bagma 10,000 hiicre yogunlugunda ekilerek 37°C, %5 CO, inkiibatorde 24 saat
boyunca biiylimeye birakilmigtir. Daha sonra, zamana bagh (1, 3 ve 6 saatlik) ve azalan
konsantrasyonlarda (0.6 nM, 1.2 nM, 3 nM, 4.8 nM ve 6 nM) altin nanopargacik uygulamasi
yapilarak 10 um MTT soliisyonu (Sigma-Aldrich) eklenerek tekrar 2 saat inkiibe edilmislerdir.
Bu inkiibasyonun ardindan, sisteme deterjan soliisyonu (Sigma-Aldrich) eklenmis, karanlikta 2
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saat beklenilmis ve mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri 630 nm ve 570 nm’de
Olciilmiistiir. Nanoparcacik uygulamasi yapilan hiicrelerin absorbans degerleri, yapilmamis
olanlarla kiyaslanmustir.

2.2. Nanoparcacik Sentezi ve Karakterizasyonu
2.2.1. Altin Nanoparcacik Sentezi

Hiicrelerle etkilestirmek icin altin nanopargaciklar literatiirde uzun yillardir bulunan
Turkevich metoduna gére sentezlenmistir (Kimling ve dig., 2006); parcaciklarin stabilitesi ve
biyo uyumlulugu goéz Oniinde bulundurularak, sitrat kapli pargacik sentezlenmesine karar
verilmistir. Ozetle, 0.3 mM kloroaurik asit 20 mL distile suda ¢dziilmiistiir. Suyun kaynama
sicakligina 1sitilan soliisyona 28.8 mM 2 mL trisodyum sitrat hizlica eklenmistir. Sitrat tuzu
eklenmesiyle soliisyonun siyah renkten saydamlagmasi, sonraki 30 dakika i¢inde de koyu
kirmiz1 bir renge ulagsmasiyla sentezin basarili oldugu dogrulanmistir.

2.2.2. Altin Nanoparcacik Karakterizasyonu (DLS, UV-Vis Spektroskopsi)

Parcaciklarin kantitatif olarak boyut analizinde dinamik 1sin sa¢ilimi (Dynamic Light
Scattering, DLS) kullanilmustir. Ekstinksiyon katsayisi, dinamik 151k sagilma 6l¢iimii ile elde
etmis oldugumuz parcacik boyutu verisi ve spektroskopide goriinen parcacik dalga boyu
sonuglart birlestirilerek, literatiirde Lambert — Beer yasasi ile analizlenmis olan ekstinksiyon
katsayis1 1.07 x 10° mol/L ile absorbans — konsantrasyon egrisi baz alinarak (Haiss ve dig.,
2007) soliisyondaki altin nanopargacik konsantrasyonu hesaplanmustir (Liu ve dig., 2007).
Hiicrelere uygulanan optimal konsantrasyon sec¢imi yine literatiirden degerlendirilerek, kademeli
dilisyonla hedef nanopargactk miktar1 UV-Vis spektroskopisi (Shimadzu, UV-3150, Kyoto,
Japan) ile MTT deneyleri igin belirlenmistir (Lee ve dig., 2009). Alinan sonuglara gore
hiicrelerin 3 nM nanopargacik soliisyonuna 3 saat maruz birakilmasina karar verilmistir.

2.3. Polimer Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Hicrelerle etkilesmesinde sorun olmayan polimerler/siirfaktanlar belirlenmistir. Bunun i¢in
fizyolojik pH ve uygun ozmolaritedeki polimer ve siirfaktan ¢ozeltilerinde (herhangi bir
ayristirma amact olmaksizin) hiicreler bir siire santrifiijlenerek bekletilmistir. Daha sonra tripan
mavisi boyamasi ile canlilik testi yapilmistir. Fikol, Dekstran ve PVP (poli(vinil prolidon))
farkli konsantrasyonlarda suda c¢oziilerek, polimer soliisyonlart hazirlanmigtir. Polimer
soliisyonlarinin ozmolaritesi sodyum kloriir soliisyonu ilavesiyle, pH degerleri ise hidroklorik
asit veya sodyum hidroksit soliisyonlarinin ilavesiyle ayarlanmaktadir. Sisteme bir kimyasal
kullanmak yerine su eklenerek, yogunluk adimlarinin araliklar1 ayarlanmistir. Ozmolarite ve
yogunluk Ol¢iimleri yapilarak, hiicrelerin eklendiginde fizyolojik ortamlarina yakin bir sistem
olusturulmasi saglanmistir. BOylece tek fazli, iki fazli ve g¢ok fazli ayristirma sistemleri
olusturularak, HeLa hiicrelerinin yogunluklar belirlenmistir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA
3.1.Fliioresanla Modifiye Edilmis HeLa Hiicrelerine Ulasilmasi

Miyawaki (2008) grubunun genetik olarak degistirilerek hiicre dongiisii degisimlerini
gosterecek antifaz salimiml proteinler salgilayan HeLa hiicrelerinin kullanilmasiyla baska bir
isaretlemeye gerek duymadan hiicrelerin siniflandirilmasi imkani dogmustur. Modifiye edilmis
hiicreler G1 fazinda kirmizi, G1-S fazi arasinda sari, diger fazlarda ise yesil renkte
goriilmektedir. Hiicre modifikasyonunun yapildigi makalede (Sakaue-Sawano ve dig., 2008)
fliioresan-aktivasyonlu hiicre siniflandirmasinda farkli hiicre fazlarindaki hiicreler gosterilmistir
(Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS).

Elde edilen modifiye edilmis hiicrelerin biiylime performansinin takip edilmesi igin, hiicre
DNA’sina ¢apraz baglanarak, hiicre 6liimiine sebep olan bir kemoterapi ilaci olan sisplatin

68



Uludag Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Dergisi, Cilt 22, Sayi 1, 2017

degisen miktarlarda 24 saat siire ile hiicrelere uygulanmustir. Sekil 1°de sisplatin ilacina maruz
kalan hiicrelerin, FACS sonuglar1 gériilmektedir. FACS sonuglar ilagtaki artigla gériilen hiicre
sayisindaki azalmayir ve hiicrelerin boliinmelerine engel olunmasini gostermektedir. Normal
hiicre diingiisiine sahip HeLa hiicrelerinin bir kismi kontrol 6rnegi olarak birakilarak, diger
kismi1 ise 0.5 pM sisplatine maruz birakilarak, hiicrelerin G2 fazinda durdurulmalari saglanmas;
bu sayede hiicre dongiisii ve FACS ayristirma optimizasyonu yapilmustir.

a ' b 14 mAG1, mKO2 subset mAG1, mKO2
MAG1, mKO2 subset MAG1, mKO2 B 5,65
460 2
4 4
i ¥ 107 MAG1
X 3 - 61,3

Sekil 1:
a) Hela hiicrelerinin baslangi¢ dagilimi, b) 0.5 uM sisplatinle etkilesen hiicrelerin
dagilimi; hiicreler beklenildigi gibi G2 fazinda kalmuslardir.

3.2. Hiicrelerin Polimer Sistemleriyle Ayristirma Calismalari

HeLa hiicrelerini ayristirma igin Fikol-Dekstran-PVP polimer sistemi kullanilmistir.
Sistemlerin yogunlugu sistemi olusturan kimyasallarin konsantrasyonu degistirilerek veya su
yerine D,0O ve suda ¢oziinen tuzlar eklenerek yapilabilir (Mace ve dig., 2012). Bu gibi sonradan
eklenen kimyasallar, her faza esit dagilmadiklari igin sistemlerin yogunluklari hassasiyetle
ayarlanabilir. Ancak, biyolojik ayristirmalarin yapilacagi sistemlerde bu iki metodu da
kullanmak miimkiin degildir (Waber ve Sakai, 1974, Rothstein ve dig., 2006). Canli hiicrelerin
canliligimi korumak, ayristirma isleminde dnem tagimaktadir. Bu sebeple, sistemin yogunlugu
icin su ve 3 farkli polimer kullanilarak istenilen yogunluk araliginda iki fazli sistem elde
edilmistir. Bu sayede hassas yogunluk adimlarina sahip ¢ok fazl sistemlerde, hiicre dongiisiiniin
farkli evrelerindeki hiicreler ayrigtirilabilmistir.

PEOZ, PEG ve PVP, Fikol-Dekstran ¢6zeltisine degisen miktarlarda eklendiginde, 3. bir faz
olusturmamakta, ancak her iki fazin da yogunlugunu arttirabilmektedir. Oncelikle, hiicrelerin bu
polimerlerin varliginda nasil davrandigi incelenmistir. PEOZ bulunan soliisyonlara maruz kalan
hiicreler tripan mavisi ile boyandiginda hiicrelerin boyay1 iglerine aldiklari dolayisiyla hiicre
zar1 biitlinligiiniin bozuldugu tespit edilmistir. PEG’de ise istenen ozmolarite seviyelerine
ulagmakta problem yasanmistir. PVP’de hiicrelerin graniileritelerinde ufak bir artig
gbozlemlenmis ve pH ayarlamasi esnasinda daha fazla sodyum hidroksit kullanilmasi
gerekmistir.

Bu durumda, ayristirmaya ve hiicre canliligina 6nemli bir etkide bulunmadigi i¢in PVP’nin
kullanilmas1 uygun gortlmistiir. Cok fazli sistemlerin en gliglii yonii, fazlar arasindaki
yogunluk farkinin ¢ok az olabilmesi ve bu sayede ayristirmanin ¢dziiniirliigiiniin yiikselmesidir.
Ancak, PVP ile yogunlugu arttirma esnasinda alt ve iist faz arasindaki fark da agilmistir. Tablo
1’de PVP eklenen Fikol-Dekstran sistemlerinin alt ve iist faz yogunlugu verilmektedir. Sistemi
hazirlamak i¢in kullanilan soliisyonlarin i¢indeki polimer miktarlar1 Fikol %21, Dekstran %20
ve PVP %30 seklindedir.

Fikol-Dekstran farkli oranlarda kullanilarak yogunluk farki azaltilmaya c¢alisilmis,
gerektiginde su da eklenerek iki fazin yogunlugunun birbirine yakinlasmasi saglanmistir (Tablo
1). Tablo 1’in 2-5 siitunlari sistemin tamaminda sirasiyla Fikol, Dekstran, PVP ve suyun hangi
oranda oldugunu belirtmektedir. Ornegin {iciincii siradaki sistem, 1 mL Fikol, 1.5 mL Dekstan,
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1 mL PVP ve 0.5 mL su karistirtlarak hazirlanmistir. Faz ayrismasindan sonra, alt ve {ist fazin
yogunluklari 6l¢iilmistiir (Anton-Paar DMA 35). Bu metotla istenilen yogunluk seviyesinde ve
yogunlukluklar1 birbirine yakin olan iki fazdan olusan bir sistem hazirlanabilmistir; “*” ile
gosterilen siralardaki yogunluk oranlari ayristirma deneylerinde kullanilmisgtir.

Tablo 1. Fikol-Dektran sistemine PVP eklendikten sonraki alt ve iist faz yogunlugu

Ust/Alt Faz
Yogunlugu Fikol (%21) | Dekstran (%20) | PVP (%30) H,O (mL)
gr/cm®
1.045/1.059 1 1 1 -
*1.048/1.050 1 15 1 -
*1.049/1.051 1 15 1 0.5
1.052/1.059 1.2 1.2 1 0.1
*1.050/1.052 15 1 1 0.5
1.047/1.050 1.2 1.2 1 0.5

Literatiirde, uzun yillardan beri kullanilan HeLa hiicrelerinin yasamasi igin en iyi
ozmolaritenin 290+15 mOsm araligi ve en iyi pH’in da 7.4 oldugu belirtilmektedir (Stubblefield
ve Mueller, 1960)—bu degerler kan i¢in de aynmidir (Stadler ve dig., 2008). Bu ozmolarite ve
pH’taki polimer soliisyonunda santrifiijlenen HeLa hiicrelerinin yasayip yasamadigi tripan
mavisi ile boyanarak tespit edilmistir. Bu ¢alisma, ayristirmada kullanilan biitiin polimerler i¢in
yapilmigtir. Sekil 2a’da hiicrelerin Fikole maruz birakilmadan onceki Sekil 2b’de ise sonraki
halleri goriilmektedir. Isik mikroskopisinde gozle yapilan sayimlarda hiicrelerin %95-99
oraninda yasadikar tespit edilmistir.

Sekil 2:
HelLa hiicrelerinin Fikole a) maruz birakilmadan, b) maruz birakildiktan sonraki tripan
mavisiyle boyanmasinin 151k mikroskopisiyle goriintiileri

Elde edilen HeLa hiicrelerinin yogunluklari laboratuvarimizda empirik olarak belirlenmistir.
Hiicreler yogunlugu bilinen Fikol soliisyonunda, 2000 rcf’de 1 saat santrifiijlenmistir. Hiicreler
yogunlugu 1.048 gr/cmolan %17 Fikol soliisyonunda ¢Skmiislerdir, %18.5 Fikol igeren ve
yogunlugu 1.053 gr/cm®olan soliisyonun iginde ise ilerleyememislerdir. 1.048-1.053 gr/cm?
araliginda ise bir kisim hiicrenin soliisyonda ilerleyemedigi bir kisminin asili kaldigi, bir
kisminin ise ¢oktiigli gozlemlenmistir.

HeLa hiicrelerini farkli fazlardaki gruplarina gore ayristirmak igin gerek hiicre
yogunluklarinin yakalanmasi gerekse hiicrelere zarar vermedikleri igin Fikol-Dekstran sistemi
secilmistir. Bu sistemlerin hazirlanmasi icin farkli konsantrasyondaki (agirlik/hacim) Fikol ve
Dekstran ¢ozeltileri karigtirthp, faz ayrigmasindan sonra alt ve st fazlarin yogunluklari
6l¢iilmiistiir. HeLa hiicrelerinin ayristirilmasi igin tist fazinin yogunlugu 1.048-1.059 gr/cm?® ve
alt fazinin yogunlugu 1.049-1.062 gr/cm® arasinda degisen sistemler hazirlanmustir. Tablo 2°de
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agirlik/hacim yiizdeleri verilen Fikol ve Dekstran sistemlerinin faz ayrigtirmasindan sonraki alt
ve iist fazlarinin yogunluklar1 verilmektedir.

Tablo 2. Fikol (%16- 20) ve Dekstran (%016-20) iki fazh sistemlerinin alt/iist faz
yogunluklari (gr/cm®)

Ust/Alt
FaZ 1 (o) (0) (0) (0) 0,
Yogunlugu Fikol (%16) |  (9617) (%18) (%19) (%20)
gr/cm®
D?;:;g‘;‘” 1.048/1.049 | 1.049/1.050 | 1.050/1.053 | 1.051/1.053 | 1.051/1.064
(%17) 1.049/1.050 | 1.051/1.052 | 1.051/1.054 | 1.053/1.054 | 1.053/1.056
(%18) 1.051/1.052 | 1.052/1.053 | 1.053/1.057 | 1.054/1.057 | 1.055/1.058
(%19) 1.052/1.054 | 1.053/1.055 | 1.055/1.059 | 1.057/1.059 | 1.057/1.060
(%20) 1.054/1.056 | 1.055/1.057 | 1.057/1.062 | 1.059/1.061 | 1.059/1.062

3.3. Altin Nanoparcaciklarin Aynistirma Uzerindeki Etkileri
3.3.1. Altin Nanoparcacik Sentez Ve Karakterizasyonu

Oncelikle, altin nanopargaciklarin HeLa insan servikal kanser hiicreleri {izerindeki
sitotoksisite degenlendirilmesi yapilmistir. Altin nanopargaciklar, diger nanopargaciklara gore
daha biyo uyumlu olduklari i¢in tercih edilmistir (Geha ve dig., 1973). Dinamik 151 sagilimi
deneyleri sonucunda sitrat kapli altin nanoparcaciklarin ortalama hidrodinamik c¢ap1 18
nanometre olarak bulunmustur. Bundan daha biiyiik boyuttaki pargaciklar, fliioresan
molekiiliinden daha fazla emisyon yapacaklar1 i¢in FACS verilerinin etkilenecegi diistiniilmiis;
deneyler ilk asamada sadece bu pargacik boyutuyla yapilmistir.

Nanoparc¢aciklarin boyutlar1 hiicre membranindan nasil gegecegini dogrudan etkilemektedir.
Hiicreler, bu nanopargaciklarin boyutlarina goére hiicre disi sividan fagositoz, pinositoz ve
makropinositoz ile hiicreye kabul edilmektedir (Everson ve dig., 1973). Altin nanopargaciklar
literatiirde HeLa hiicreleri ile siklikla etkilesime sokulmustur (Fratoddi ve dig., 2015). 20-80
nm boyutundaki altin nanopargaciklarla etkilestirilen HeLa hiicrelerinin, parcacik boyutu
arttikca hiicrelerin daha az parcacik aldigi goriilmistiir (Pappas ve dig., 2007). 14-100 nm
boyut aralifindaki altin nanopargaciklarda 50 nm boyutunda en yiiksek hiicreye almim
gbzlenmistir (Markx, 1994); ancak 15-25 nm boyutundaki pargaciklar daha az sitotoksisite
yaratmaktadir (Hartwell, 1970). Hiicrelerin tiplerine ve hiicre dongiisiine gore nanopargaciklarin
hiicrelere giris miktarinin degistigi de bilinmektedir. Dinamik 151 saginimi deneyi ile pargacik
boyutlar1 gozlemlenmistir (Sekil 3a).

Kademeli diliisyon ile MTT hiicre canlilik testleri (Sekil 3b) ve UV-VIS spektroskopi
absorbans degerleri (Sekil 3¢) sonucunda hiicrelerin 3 nM nanoparcacik soliisyonuna 3 saat
maruz birakilmasina karar verilmistir. HeLa hiicreleri yogunlugu ayarlanmis Fikol
soliisyonlarinda (tek fazli sistem), 1700 rcf’de 50 dakika santrifiijlenerek, yogunluk ayristirma
deneyleri yapilmistir. FACS deneyleri sonucu farkli hiicre dongiisiiniin farkli fazlarindaki
ayristirma yiizdeleri belirlenmistir.

3.3.2. Nanoparcaciklarla Etkilesmis Hiicrelerin Tek Fazh Sistemlerde Ayristirma
Calismalar (FACS)

Daha 6nceki ¢alismalarda HeLa hiicrelerinin yogunlugunun 1.048-1.052 gr/cm® araliginda
oldugu tespit edildigi icin tek fazli deneylerde 1.046, 1.048 ve 1.050 gr/cm® yogunluguna sahip
Fikol ¢ozeltileriyle calistimasi uygun goriilmistir. Yogunlugu disiik olan 1.046gr/cm’

71



Akbulut O.: Cok Fazli Sistemlerde Hiicre Ayrigtirimasi

sisteminde, nanopargaciklarla etkilesmis hiicrelerin tamami kabin altina inerken (alt int.),
yogunlugu 1.048 ve 1.050 gr/cm? sistemlerde parcaciklarin bir kismu iistte (iist int.) kalmuslardur.
Interfaz olarak belirtilen kisim ise iki polimer fazinin arasindaki yerdir.

a Yogunluk Dagilin b MTT
100 - 1 T - - T T T
g 90
7 AU NPs _ 20
26 ]
S £ 60
= o
=4 g % =1h
S 2 40 w3h
? T o3
B
2 20 sh
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6nM
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Sekil 3:

a) Dinamik isin sagimimu ile altin nanopar¢acik boyutu tespiti, b) Farkl
konsanstrasyondaki nanopar¢aciklara maruz birakilan Hela hiicrelerinin zamana bagh
sitotoksisite deney sonuglari, C) Sentezlenen nanopargaciklarin konsantrasyonun tayini

i¢in yapilan UV-Vis spektroskopisi

Tablo 3. Farkh miktarda Fikol iceren ¢ozeltilerin yogunluklar:

Cozeltideki Fikol yiizdesi Fikol yogunlugu (gr/cm?)
%24 1.065
%22 1.060
%20 1.054
%18 1.052
%17 1.050
%16 1.048
%15 1.046

Sekil 4°te ise, 1.048 gr/cm’yogunluklu sistemde %7’den %38’e, 1.050 gr/cm®lik sistemde
ise %9 seviyesinden %91 seviyesine bir artis goriilmektedir. Bu sonuglara bakarak M/G1
hiicrelerinin, nanopargacik etkilesimi sonucunda yogunluklarinin arttigi ve bu yogunluk artigiyla
icerisinde nanopargacik olan M/G1 hiicrelerinin bir hayli zenginlestirilebilecegi soylenebilir.

3.3.3. Nanoparcaciklarla Etkilesmis Hiicrelerin Cok Fazhh  Sistemlerde
Ayristirllmasimin FACS ile Incelenmesi

Oncelikle yogunluk araliklar1 1.048-1.052 gr/cm® yakinhginda olan ¢ok fazli sistemler
olusturulmustur. Alt fazin yogunlugu, hiicrelerin interfazda asili kalmalarin1 saglamak amaciyla
1.052 gr/cm® olarak belirlenmistir. Daha 6nce tek fazli Fikol sisteminde 18 nm altin
nanoparcaciklarla etkilesen hiicrelerin, yine aymi boyuttaki nanopargaciklarla etkilesim
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zamanina baglh degisikliklerini incelemek amactyla hiicreler 1 ve 3 saat boyunca bu pargaciklara
maruz birakilmistir. Yine tek fazli Fikol, tek fazli Dekstran ve iki fazli Fikol/ Dekstran/PVP/su
sisteminde nanoparcaciklara maruz birakilmis ve kontrol grubu olarak nanopargaciklara maruz
birakilmamusg hiicreler, 1700 rcf’de 50 dakika boyunca santrifiijjlenerek, HBSS soliisyonunda
yikanip FACS’la ayristirma oranlart incelenmistir. Dekstranin tek fazda ayristirmada belirgin
bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.
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E| 124 261 126

a b
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Sekil 4:
Nanopargaciklarla etkilesmis HeLa hiicrelerinin a)Baslangi¢ (ayristirilmamuis) popiilasyonu
iist ve (b) alt interfaz, ¢) Yogunlugu 1.048 gricm?® olan sistemin iist ve (d) alt interfazindan
alinan hiicrelerin ayristirma sonuglari, e)Yogunlugu 1.050 gricm®olan sistemin iist ve (f) alt
interfazindan alinan hiicrelerin ayristirma sonuglar

Parcaciklarla etkilesmemis hiicreler aynistirildiginda M/G1 araligindaki  hiicrelerin
popiilasyonu (FACS’taki sol alt kuadrant, yogunluk deneylerindeki en yogun hiicre) %9
civarinda iken, Sekil 5°te goriilen 1 saatlik nanopargacik etkilesiminde (f) %22 civarina
cikmustir.

Bu sonuglara bakarak, Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazli sisteminde diger tek fazli sistemlere
kiyasla farkli olarak hiicre dongiisiiniin G1 fazindaki hiicrelerin, nanoparcacik etkilesimi siire
artisi sonucunda yogunluklarinin arttigi gozlemlenmistir. Tiim sistemlerde hiicreler bir faz
asagiya dogru ilerlemistir. Bu sayede hiicrelerin bu boyuttaki nanopargaciklarla etkilesiminin
oldugu da dogrulanmistir. Turkevich metoduna gore sentezlenmis, sitrat kapli nanopargaciklarin
sentez sonlandirma siiresi, farkli boyuttaki nanoparcaciklarin elde edilmesini saglamaktadir.
Nanopargacik boyutunun, pargaciklarin hiicre igine girisindeki etkilerini de goézlemlemek igin
123 nm ve 58 nm boyutlarindaki pargaciklarin tek ve iki fazli ayristirma sistemlerindeki etkileri
incelenmigtir. 1,700 rcf’de 50 dakika santrifiijleyerek, yogunluk-temelli ayristirma deneyleri
yapilmistir. Yine FACS deneyleri igin HBSS soliisyonuyla yikama gergeklestirilmistir. Bu
deneyler sonucu farkli hiicre dongiisiiniin farkli fazlarindaki ayristirma yiizdeleri asagidaki
gibidir:
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Sekil 5:
HeLa hiicrelerinin 1.048 — 1.052 grlcm? Fikol tek fazli sistemindeki, a) Nanoparcaciklarla
etkilesmemis iist ve (D) interfazindan alinan popiilasyonu, ¢) Nanopar¢aciklarla 1 saat
etkilesmis tist ve (d) interfazindan alinan hiicrelerin, €) Nanoparcaciklarla 3 saat etkilesmis
interfaz ve (f) alt fazindan alinan hiicrelerin ayristirma sonuglart
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Sekil 6:
HeLa hiicrelerinin 1.048-1.052 gr/cm?® Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazli sistemindeki
a) Nanopargaciklarla etkilesmemis tist ve (b) interfazindan alinan popiilasyonu,
C) Nanopar¢aciklarla 1 saat etkilegmis interfaz ve (d) alt fazindan alinan hiicrelerin,
e) Nanopar¢aciklarla 3 saat etkilegmis alt fazindan alinan hiicrelerin ayristirma sonuglart
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Sekil 7:
Nanoparcaciklarla etkilesmemis HeLa hiicrelerinin 1.048—1.052 gricm®a) Fiko! tek fazli
sistemindeki iist fazindan alinan popiilasyonu, b) Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazli sistemindeki
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Yapilan bu deneylerde, sadece Dekstranin oldugu tek fazli sistemlerin hiicre ayristirmasinda
etkili olmadig1 gozlemlenmistir. Hiicrelerin sadece {ist ve interfazda kaldigi, asagi faza
inemedigi FACS sonuglarinda agikca goriilmiistiir. M/G1 hiicrelerinin, nanoparcacik etkilesimi
sonucunda yogunluklarinin arttig1 ve boylece, hiicre dongiisiinde M/G1 fazinda olan hiicrelerin

nanoparcaciklarla etkileserek iki fazli sistemlerle ayristirilabildigi goézlemlenmistir.

123

nm’deki pargaciklarla 1 saatlik etkilesime maruz kalmig hiicrelerde, bu artisin sebebi
nanoparcaciklarin toksisite 6zelligi gostermeden, hiicre icine, hiicre zarlarindaki reseptore bagl
endositoz yoluyla alinarak hiicre yogunluklarmi biiylik olgiide arttirp M/G1  fazim
zenginlestirmesi olarak bulunmustur.
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Sekil 8:

123 nm boyutundaki altin nanoparcaciklarla etkilesmis Hela hiicrelerinin 1.048—1.052
gricm’a) Fikol tek fazli sistemindeki iist ve b) alt fazindan alinan hiicrelerin ayristirma
sonuglar, c¢) Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazli sistemindeki iist ve d) alt fazindan alinan
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Sekil 9:

58 nm boyutundaki altin nanopar¢aciklarla etkilesmis HeLa hiicrelerinin 1.048—1.052
gricm®a) Fikol tek fazli sistemindeki iist ve b) alt fazindan alinan hiicrelerin ayristirma
sonuglari, ¢) Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazli sistemindeki iist ve d) alt fazindan alinan

hiicrelerin ayristirma sonuglar

4. SONUC

Bu calismanin amaci, heterojen hiicre popiilasyonlarini yogunluklarina gore ayristirabilen
bir sistemin gelistirilmesidir. Hiicre ayristirmasini, giivenilir, Olceklenebilir ve kolay
kullanilabilir sistemlerde, hiicre isaretlemesi olmadan yapilabilmesi, bir¢cok analizin Oniinii
acacaktir. Polimerlerin faz ayrismasiyla olusturulan yogunluk adimlarmin hiicre
ayristirmasindaki  performansi incelenmistir.  Nanopargaciklarla etkilesmis hiicrelerin
ayrigtirllmasinda  yiiksek basar1 elde edilmistir. Parcaciklarla etkilesmemis hiicreler
ayristirildiginda M/G1 araligindaki hiicrelerin popiilasyonu (FACS’taki sol alt kuadrant,
yogunluk deneylerindeki en yogun hiicre) ancak %2 civarindan %11 civarina arttirtlmistr. Sekil
6°da ise, 1.048 sistemde %7’den %38’e, 1.050’lik sistemde ise %9 seviyesinden %91 seviyesine
bir artig goriillmektedir. Bu sonuglara bakarak M/G1 hiicrelerinin, nanopargaciklarla
etkilesimleri sonucunda yogunluklarinin arttigi ve bu fazdaki hiicrelerin ayristirildigi sonucuna
varilmustir.

Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazli sisteminde diger tek fazli sistemlere kiyasla farkli olarak
hiicre dongisiiniin G1 fazindaki hiicrelerinin, nanopargacik etkilesimi siire artis1 sonucunda
yogunluklarinin arttigr ve bu yogunluk artisiyla igerisinde nanoparcacik olan G1 hiicrelerinin
artis1 gézlemlenmigtir. Tiim sistemlerde hiicreler bir faz agagiya dogru ilerlemistir. Bu ilerleme,
hiicrelerin nanopargaciklari iclerine alarak yogunluklarini arttirdiklarini gostermektedir. Tek
fazli sistemlerde, Dekstran tek basia kullanildiginda herhangi bir hiicre ayristirilmasi verisine
rastlanamamustir. Hiicrelerin sadece iist ve interfazda kaldigi, asagi faza inemedigi FACS
sonuglarinda agik¢a goriilmistir. Cok fazli sistemlerin kullanilmasinin en biiylik avantaji,
sistemin istenilen yogunluk araliklarinin rahatlikla olusturulabilmesidir. Bu sayede, hiicrelerin
az miktardaki yogunluk degisimleri dahi incelenebilmektedir. Sekil 8 ve 9’da iist ve interfazdan
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toplanan hiicrelerin, her iki boyuttaki nanoparcacik etkilesimi sonrasinda, neredeyse ayni
kuadrant yiizde degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak, 58 nm ve 123 nm boyutundaki
nanoparcaciklarla etkilesime giren HelLa hiicrelerinin hem Fikol tek fazli sisteminde hem de
Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazli sistemindeki alt fazindan toplanan hiicrelerin yiiksek O6l¢iide
ayrigtirilldigr  goriilmiistiir.  Bu  hiicreler aynistirildiginda M/G1  araligindaki  hiicrelerin
popiilasyonunda (FACS’taki sol alt kuadrant, yogunluk deneylerindeki en yogun hiicre) ancak
%6’dan %80 civarina artig goriilmektedir. Hiicre dongisiiniin farkli fazlarindaki hiicre
popiilasyonlarini ayirabilmek, bir¢ok ¢alismanin konusu olmustur. Bu makalede Gnerilen iki
fazli sistemlerle, ve hiicrelerde toksik oOzellik gostermedigi belirlenen boyut ve
konsantrasyondaki altin nanoparcaciklarin sayesinde, Hela servikal kanser hiicreleri biiyiik
Olciide ayrigtirilmustir.

5. TESEKKUR

Bu calismanin tamanm TUBITAK-MAG grubu, 3501 Ulusal Geng Arastirmaci Destekleme
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desteklerinden dolay1, Ozge Akbulut (TUBITAK) Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
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