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Öz: Bu çalışma, çok fazlı polimer sistemlerinde, nanoparçacık ihtiva eden insan servikal kanser HeLa 

hücrelerinin, hücreler arasındaki yoğunluk farkına dayanılarak ayrıştırılması üzerinedir. Sulu çok fazlı 

sistemler, suda çözünen polimer ve/veya sürfaktanların çeşitli kombinasyonlarının karıştırılmasını takiben 

faz ayrışmasıyla oluşur. Sistemin fazları yoğunluklarına göre üst üste dizilirler ve birbirine komşu her iki 

fazın arasında yoğunluk-adımı olarak hareket edebilen bir interfaz bulunur. Bu interfaz, nesneleri 

yakalayabilecek bir bariyer görevi görür ve faz ayrışmasıyla oluştuğu için kararlıdır. Bu sistemler 

hazırlandıktan ve ayrıştırma için eniyilendikten sonra, hücrelerin sisteme eklenmesi ve sentrifügasyon 

yardımı ile ayrıştırma sağlanır. Bu çalışmada, altın nanoparçacıklarıyla kontrollü şekilde etkileşen HeLa 

hücrelerinin, yoğunluklarındaki değişime istinaden, sulu çok fazlı sistemlerde ayrıştırılmaları 

gösterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Çok fazlı sistemler, hücre ayrıştırması. 

 

Cell Separation with Aqueous Multiphase Systems 

 

Abstract: This study investigates the use of multiphase systems for density-based separation of cervical 

cancer HeLa 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 HeLa cells that interacted with gold nanoparticles, hence experienced a change in 

their density, was demonstrated. 

Keywords: Multiphase systems, cell separation. 

1. GİRİŞ  

Günümüzde, yoğunluk-bazlı ayrıştırmalar için “yoğunluk gradyent sistemleri” 

kullanılmaktadır (Ren ve diğ., 2015). Yoğunluk gradyent sistemlerinin kullanımı; bakteri, tek 

hücreliler ve hatta karbon nanotüplerin ayrılması (Mortimer ve diğ., 2016) ve yüzey gerilimi 

modelleme çalışmalarında  (Liang ve diğ., 2016) önemli bir rol oynamaktadır. Bu sistemler, tek 

bir çeşit kimyasalın çeşitli konsantrasyonlardaki çözeltilerinin üst üste eklenmesi ile hazırlanır. 

Farklı konsantrasyondaki çözeltiler farklı yoğunlukta oldukları için üst üste konulmuş iki çözelti 

arasında bir yoğunluk-adımı oluşmaktadır. Her ne kadar kullanım alanları yaygın olsa da, bu 

sistemler, termodinamik olarak kararlı değillerdir; dolayısıyla oluşturulan yoğunluk-adımı 

zamanla özelliğini kaybeder. Bu durum hem ayrıştırmanın kalitesinin düşmesine hem de 

ayrıştırmadan sonra örneklerin toplanmasında zorluk yaşanmasına sebep olur. Ayrıca, hücre 
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ayrıştırmalarında, sükroz gradyent sistemlerinin, stres proteinlerinin salınımını da etkilediği 

düşünülmektedir (Henderson ve Pockley, 2012). Bu sebeplerden dolayı, kararlı, saklanabilir, 

kolaylıkla hazırlanabilir yoğunluk-adımlarından oluşan ve güvenilir ayrıştırmaların önünü 

açacak sistemlere ihtiyaç duyulmaktadır.  

Sulu çok fazlı sistemler faz ayrışmasıyla oluştukları için termodinamik olarak kararlıdırlar, 

fazların arasında oluşan interfaz moleküler seviyede bir yoğunluk adımı sağlar (Mace ve diğ., 

2012). Çok fazlı sistemlerin hazırlanması bir matriks baz alınarak yapılmaktadır. Örneğin, A, B 

ve C suda çözünen kimyasallar iken; eğer A/B, B/C ve A/C iki-fazlı sistemler oluşturuyorsa, 

A/B/C sisteminin 3-fazlı olması beklenmektedir. Bu liste ayrıştırmaların yapılabileceği 

sistemlerin genişliğini göstermesi açısından önemlidir. Mace ve diğ., (2012)’nin çalışmasında 

23 polimer ve 11 sürfaktan kullanılarak, birbirleriyle faz ayrışmasına gidip gitmeyecekleri 

gözlenmiştir (561 adet ikili karışım denemiştir). Yine bu çalışmada gösterilmiş olan 5-fazlı 

sistem, poli(etil oksazolin) (PEOZ), poli(etilen glikol) (PEG), Fikol, Dekstran ve poli(vinil 

alkol) (PVA) polimerlerinin karıştırılmasını takiben faz ayrışmasıyla oluşturulmuştur. Bu 

sisteme 6 adet yoğunluk-standardı boncuk eklenmiştir. Boncuklar yoğunluklarını çevreleyen 

interfazlara yerleşmişlerdir. Bu sistemlerde fazlar yoğunluklarına göre dizildikleri için üst üste 

iki faz arasında yer alan interfaz bir yoğunluk-adımı gibi hareket edebilmekte ve maddeleri 

yoğunluklarına göre tutabilmektedir. Özetle, interfazlar moleküler seviyede belirgin yoğunluk 

adımları oluştururlar ve mekanik olarak sarsıldıklarında başlangıçtaki özelliklerine sahip olacak 

şekilde kendiliğinden tekrar oluşabilirler. Bu özellikleriyle, yoğunluk gradyent sistemlerine göre 

daha üstün davranırlar. Homojen hücre popülasyonları elde etmek için çok fazlı sistemlerde 

biyolojik kökenli nesnelerin yoğunluk-temelli ayrıştırılması da bu sebeple önemli bir konudur 

(Kumar ve diğ., 2014). 

Çok fazlı sistemlerin kararlı yoğunluk-adımları olarak değerlendirilmeleri tamamıyla 

yenidir (Mace ve diğ., 2012a, Mahmoudi ve diğ., 2012 ve Akbulut ve diğ., 2011). Bu 

sistemlerin kararlılıkları başka sistemlerin gösteremeyeceği, 1) nesneleri aralarında 1 mg/cm
3 

yoğunluk farkına kadar ayrıştırabilme, 2) istenen hacimde ve kolay hazırlanma ve 3) önceden 

hazırlanıp saklanabilme gibi özelliklere sahip olmalarını sağlar. Bu nedenle, hücre ayrıştırması 

için bu sistemlerin kullanılması uygun görülmüştür. 

Hücre bölündükten sonra büyürken yoğunluk değişime uğrar (Cooper, 2000 ve Shortman ve 

diğ., 1967); çok fazlı sistemlerin fazları bu yoğunluk farkını ayrıştırabilecek yoğunluk-

adımlarını (interfaz) ihtiva edecek şekilde oluşturulmuş ve istatistiksel veri analizinin 

yapılmasını sağlayabilecek hacimde ayrıştırma yapılmıştır. Daha sonra, bu hücreler 

nanoparçacıklarla etkileşerek yüksek işlem hacmiyle ve herhangi bir işaretleme gerekmeden 

(flüoresan veya manyetik gibi) yoğunluk-bazlı ayrıştırılmıştır. Canlı-kökenli malzeme 

ayrıştırması için bu sistemlerin pH değerinin, ozmolaritesinin, yoğunluklarının fizyolojik 

koşullara benzeyecek şekilde eniyilenmesi gereklidir. Bu çalışmada, hücrelerin ayrıştırıldıktan 

sonra yaşayabilirlikleri de incelenmiştir. Hücre zarının bu işlem sonunda zarar görüp 

görmediğine bakılmıştır. 

Hücreleri kimyasal metotlarla senkronize etmek hücre fonksiyonlarında değişikliğe yol 

açabileceği için tercih edilmemektedir. Bu çalışmada kullanılan HeLa hücreleri, genetik olarak 

farklılaştırılmış; hücrelerin, hücre döngüsü değişimlerini gösterecek antifaz salınımlı proteinler 

(antiphase oscillating proteins) salgılamaları sağlanmıştır (Shang ve diğ., 2014 ve Sakaue-

Sawano ve diğ., 2008). Bu proteinler, hücrelerin G1 fazındaki çekirdeğini kırmızıya ve 

S/G2’deki çekirdeğini yeşile boyamaktadırlar. G1’den S’e geçerken sarı renk de 

gözlenmektedir, M fazı ise renksizdir. 

Bir diğer ayrıştırma ise nanoparçacıklarla etkileşmiş hücrelerin içerdikleri nanoparçacık 

miktarıyla orantılı olarak değişen yoğunluklarına göre sınıflandırılmasıdır. Yakın gelecekte 

nanoparçacıkların gerek hastalık tanısı koymada gerek hastalık tedavisinde sıklıkla kullanılması 

öngörülmektedir (Kimling ve diğ., 2006). Son zamanlarda öne çıkan nanotoksikoloji 
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konusundaki araştırmalar da bu tür sınıflandırmalara ihtiyaç duymaktadır (Pappas ve diğ., 2007 

ve Chithrani ve diğ., 2007). 

Sonuç olarak, hücre ayrıştırmasının, ekonomik, her laboratuvarda bulunan ekipmanlarla 

yapılabilecek ve kolay kullanılabilir metotlara ihtiyacı vardır. Varolan metotlar ya pahalıdırlar 

ya da performansları düşüktür. Her ne kadar tek fazlı gradyent sistemlerinde hücre ayrıştırması  

daha önce çalışılmışsa da, bu yöntem fazlar arasındaki yoğunluk aralığının fazla olması 

sebebiyle hücre yaşam döngüsü kontaminasyonunu engelleyememiştir. Böylece toplanan 

hücrelerde başka döngülerden hücrelere rastlanma riski artmıştır. (Everson ve diğ., 1973). Bu 

sorun, birden fazla polimer kullanılarak oluşturulan ve yoğunluk aralıkları istenilen sıklıkta 

ayarlanabilen çok fazlı sistemlerle giderilmiştir. Çok fazlı sistemler yüksek hacim ve hassaslıkta 

hücre ayrıştırmasına olanak sağlamıştır, bu da daha önce yapılamayan sınıflandırmalara 

erişilmesine imkân vermektedir. 

2. MATERYAL VE METOT 

2.1. HeLa Hücre Kültürü 

2.1.1. Sisplatin ile Hücre Döngüsü Belirleme 

Ayrıştırma yapılacak HeLa hücrelerinin hücre döngüsünün hangi fazında olduğunun 

bulunması için işlem görmemiş hücreler üzerinde flüoresan-aktivasyonlu hücre sınıflandırması 

(Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) yapılmıştır. HeLa hücreleri 48 saat boyunca, % 10 

FBS (fetal bovine serum)(Sigma-Aldrich), 2 mM glutamin (Sigma-Aldrich), 100 U/ml penisilin 

(Sigma-Aldrich) ve 10 μg/ml streptomisin (Sigma-Aldrich) eklenmiş DMEM’de (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium) (Sigma-Aldrich), %5 CO2  inkübatöründe 37°C’de büyütülmüştür. 

1×10
6
 hücre 0.5 μM sisplatine maruz bırakılarak, hücrelerin G2 fazında durdurulmaları 

sağlanmıştır (Hu ve diğ., 2017, Sui ve diğ., 2016). Daha sonra HeLa hücreleri, FACS işlemi için 

1000 rcf’de 5 dakika boyunca santrifüjlenerek çöktürülmüştür. 1.5 mL’lik santrifüj tüpünün 

dibindeki çökmüş hücreler, 2 defa HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) (Sigma-Aldrich) ile 

yıkanmıştır. Bu yıkama sonucunda 300 µl su ile FACS ile hücre döngüsü ayrıştırması 

gerçekleştirilmiştir. 

2.1.2. Altın Nanoparçacık Uygulanması 

Sentezi ve karakterizasyonu tamamlanmış altın nanoparçacıklar, HeLa hücrelerine yaşam 

besiyerlerinde, belirli konsantrasyon ve zaman parametreleriyle uygulanmıştır (Khan ve diğ., 

2007). Daha sonra ayrıştırma sistemine katılmak üzere tripsin (Sigma-Aldrich) ile bağlı 

oldukları petri kabından ayrılıp satrifüjlenerek sisteme eklenmişlerdir.  

2.1.3. Tripan Mavisi ile Hücre Canlılığı Çalışması 

Hücreler yıkandıktan sonra, canlılıkları tripan mavisi (Sigma-Aldrich) boyasını içlerine alıp 

almamalarına göre değerlendirilmiştir; bu boya hücre zarının sağlamlığını test etmek için 

kullanılır. Hücreler zarlarında bir bozulma yoksa bu boyayı içlerine almazlar (Strober, 2001). 

Bu değerlendirme ışık mikroskobuyla yapılmıştır. 

2.1.4. MTT ile Hücre Canlılığı Çalışması 

Altın nanoparçacıkların HeLa hücrelerindeki sitotoksisitesi, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetazolyum bromid)) (MTT) canlılık testi ile gösterilmiştir (Chauhan ve diğ., 2017). Bu 

testte, formazan MTT molekülünün hücredeki mitokondriyal aktiviteye bağlı olarak enzimatik 

azalma sebebiyle kolorimetrik ölçümü yapılmaktadır. 96 kuyucuklu plakada HeLa hücreleri, 

kuyucuk başına 10,000 hücre yoğunluğunda ekilerek 37°C, %5 CO2 inkübatörde 24 saat 

boyunca büyümeye bırakılmıştır. Daha sonra, zamana bağlı (1, 3 ve 6 saatlik) ve azalan 

konsantrasyonlarda (0.6 nM, 1.2 nM, 3 nM, 4.8 nM ve 6 nM) altın nanoparçacık uygulaması 

yapılarak 10 µm MTT solüsyonu (Sigma-Aldrich) eklenerek tekrar 2 saat inkübe edilmişlerdir. 

Bu inkübasyonun ardından, sisteme deterjan solüsyonu (Sigma-Aldrich) eklenmiş, karanlıkta 2 



Akbulut Ö.: Çok Fazlı Sistemlerde Hücre Ayrıştırılması 

68 

 

saat beklenilmiş ve mikroplaka okuyucuda absorbans değerleri 630 nm ve 570 nm’de 

ölçülmüştür. Nanoparçacık uygulaması yapılan hücrelerin absorbans değerleri, yapılmamış 

olanlarla kıyaslanmıştır. 

 

2.2. Nanoparçacık Sentezi ve Karakterizasyonu 

2.2.1. Altın Nanoparçacık Sentezi 

Hücrelerle etkileştirmek için altın nanoparçacıklar literatürde uzun yıllardır bulunan 

Turkevich metoduna göre sentezlenmiştir (Kimling ve diğ., 2006); parçacıkların stabilitesi ve 

biyo uyumluluğu göz önünde bulundurularak, sitrat kaplı parçacık sentezlenmesine karar 

verilmiştir. Özetle, 0.3 mM kloroaurik asit 20 mL distile suda çözülmüştür. Suyun kaynama 

sıcaklığına ısıtılan solüsyona  28.8 mM 2 mL trisodyum sitrat hızlıca eklenmiştir. Sitrat tuzu 

eklenmesiyle solüsyonun siyah renkten saydamlaşması, sonraki 30 dakika içinde de koyu 

kırmızı bir renge ulaşmasıyla sentezin başarılı olduğu doğrulanmıştır. 

2.2.2. Altın Nanoparçacık Karakterizasyonu (DLS, UV-Vis Spektroskopsi) 

Parçacıkların kantitatif olarak boyut analizinde dinamik ışın saçılımı (Dynamic Light 

Scattering, DLS) kullanılmıştır. Ekstinksiyon katsayısı, dinamik ışık saçılma ölçümü ile elde 

etmiş olduğumuz parçacık boyutu verisi ve spektroskopide görünen parçacık dalga boyu 

sonuçları birleştirilerek, literatürde Lambert – Beer yasası ile analizlenmiş olan ekstinksiyon 

katsayısı 1.07 × 10
−9

 mol/L ile absorbans – konsantrasyon eğrisi baz alınarak (Haiss ve diğ., 

2007) solüsyondaki altın nanoparçacık konsantrasyonu hesaplanmıştır (Liu ve diğ., 2007). 

Hücrelere uygulanan optimal konsantrasyon seçimi yine literatürden değerlendirilerek, kademeli 

dilüsyonla hedef nanoparçacık miktarı UV-Vis spektroskopisi (Shimadzu, UV-3150, Kyoto, 

Japan) ile MTT deneyleri için belirlenmiştir (Lee ve diğ., 2009). Alınan sonuçlara göre 

hücrelerin 3 nM nanoparçacık solüsyonuna 3 saat maruz bırakılmasına karar verilmiştir.  

2.3. Polimer Solüsyonlarının Hazırlanması 

Hücrelerle etkileşmesinde sorun olmayan polimerler/sürfaktanlar belirlenmiştir. Bunun için 

fizyolojik pH ve uygun ozmolaritedeki polimer ve sürfaktan çözeltilerinde (herhangi bir 

ayrıştırma amacı olmaksızın) hücreler bir süre santrifüjlenerek bekletilmiştir. Daha sonra tripan 

mavisi boyaması ile canlılık testi yapılmıştır. Fikol, Dekstran ve PVP (poli(vinil prolidon)) 

farklı konsantrasyonlarda suda çözülerek, polimer solüsyonları hazırlanmıştır. Polimer 

solüsyonlarının ozmolaritesi sodyum klorür solüsyonu ilavesiyle, pH değerleri ise hidroklorik 

asit veya sodyum hidroksit solüsyonlarının ilavesiyle ayarlanmaktadır. Sisteme bir kimyasal 

kullanmak yerine su eklenerek, yoğunluk adımlarının aralıkları ayarlanmıştır. Ozmolarite ve 

yoğunluk ölçümleri yapılarak, hücrelerin eklendiğinde fizyolojik ortamlarına yakın bir sistem 

oluşturulması sağlanmıştır. Böylece tek fazlı, iki fazlı ve çok fazlı ayrıştırma sistemleri 

oluşturularak, HeLa hücrelerinin yoğunlukları belirlenmiştir. 

3. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

3.1.Flüoresanla Modifiye Edilmiş HeLa Hücrelerine Ulaşılması 

Miyawaki (2008) grubunun genetik olarak değiştirilerek hücre döngüsü değişimlerini 

gösterecek antifaz salınımlı proteinler salgılayan HeLa hücrelerinin kullanılmasıyla başka bir 

işaretlemeye gerek duymadan hücrelerin sınıflandırılması imkanı doğmuştur. Modifiye edilmiş 

hücreler G1 fazında kırmızı, G1–S fazı arasında sarı, diğer fazlarda ise yeşil renkte 

görülmektedir. Hücre modifikasyonunun yapıldığı makalede (Sakaue-Sawano ve diğ., 2008) 

flüoresan-aktivasyonlu hücre sınıflandırmasında farklı hücre fazlarındaki hücreler gösterilmiştir 

(Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS). 

Elde edilen modifiye edilmiş hücrelerin büyüme performansının takip edilmesi için, hücre 

DNA’sına çapraz bağlanarak, hücre ölümüne sebep olan bir kemoterapi ilacı olan sisplatin 
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değişen miktarlarda 24 saat süre ile hücrelere uygulanmıştır. Şekil 1’de sisplatin ilacına maruz 

kalan hücrelerin, FACS sonuçları görülmektedir. FACS sonuçları ilaçtaki artışla görülen hücre 

sayısındaki azalmayı ve hücrelerin bölünmelerine engel olunmasını göstermektedir. Normal 

hücre düngüsüne sahip HeLa hücrelerinin bir kısmı kontrol örneği olarak bırakılarak, diğer 

kısmı ise 0.5 μM sisplatine maruz bırakılarak, hücrelerin G2 fazında durdurulmaları sağlanmış; 

bu sayede hücre döngüsü ve FACS ayrıştırma optimizasyonu yapılmıştır. 

 

 
 

Şekil 1: 

a) HeLa hücrelerinin başlangıç dağılımı, b) 0.5 μM sisplatinle etkileşen hücrelerin 

dağılımı; hücreler beklenildiği gibi G2 fazında kalmışlardır. 

 

3.2. Hücrelerin Polimer Sistemleriyle Ayrıştırma Çalışmaları 

      HeLa hücrelerini ayrıştırma için Fikol-Dekstran-PVP polimer sistemi kullanılmıştır. 

Sistemlerin yoğunluğu sistemi oluşturan kimyasalların konsantrasyonu değiştirilerek veya su 

yerine D2O ve suda çözünen tuzlar eklenerek yapılabilir (Mace ve diğ., 2012). Bu gibi sonradan 

eklenen kimyasallar, her faza eşit dağılmadıkları için sistemlerin yoğunlukları hassasiyetle 

ayarlanabilir. Ancak, biyolojik ayrıştırmaların yapılacağı sistemlerde bu iki metodu da 

kullanmak mümkün değildir (Waber ve Sakai, 1974, Rothstein ve diğ., 2006). Canlı hücrelerin 

canlılığını korumak, ayrıştırma işleminde önem taşımaktadır. Bu sebeple, sistemin yoğunluğu 

için su ve 3 farklı polimer kullanılarak istenilen yoğunluk aralığında iki fazlı sistem elde 

edilmiştir. Bu sayede hassas yoğunluk adımlarına sahip çok fazlı sistemlerde, hücre döngüsünün 

farklı evrelerindeki hücreler ayrıştırılabilmiştir. 

PEOZ, PEG ve PVP, Fikol-Dekstran çözeltisine değişen miktarlarda eklendiğinde, 3. bir faz 

oluşturmamakta, ancak her iki fazın da yoğunluğunu arttırabilmektedir. Öncelikle, hücrelerin bu 

polimerlerin varlığında nasıl davrandığı incelenmiştir. PEOZ bulunan solüsyonlara maruz kalan 

hücreler tripan mavisi ile boyandığında hücrelerin boyayı içlerine aldıkları dolayısıyla hücre 

zarı bütünlüğünün bozulduğu tespit edilmiştir. PEG’de ise istenen ozmolarite seviyelerine 

ulaşmakta problem yaşanmıştır. PVP’de hücrelerin granüleritelerinde ufak bir artış 

gözlemlenmiş ve pH ayarlaması esnasında daha fazla sodyum hidroksit kullanılması 

gerekmiştir.  

Bu durumda, ayrıştırmaya ve hücre canlılığına önemli bir etkide bulunmadığı için PVP’nin 

kullanılması uygun görülmüştür. Çok fazlı sistemlerin en güçlü yönü, fazlar arasındaki 

yoğunluk farkının çok az olabilmesi ve bu sayede ayrıştırmanın çözünürlüğünün yükselmesidir. 

Ancak, PVP ile yoğunluğu arttırma esnasında alt ve üst faz arasındaki fark da açılmıştır. Tablo 

1’de PVP eklenen Fikol-Dekstran sistemlerinin alt ve üst faz yoğunluğu verilmektedir. Sistemi 

hazırlamak için kullanılan solüsyonların içindeki polimer miktarları Fikol %21, Dekstran %20 

ve PVP %30 şeklindedir.  

Fikol-Dekstran farklı oranlarda kullanılarak yoğunluk farkı azaltılmaya çalışılmış, 

gerektiğinde su da eklenerek iki fazın yoğunluğunun birbirine yakınlaşması sağlanmıştır (Tablo 

1). Tablo 1’in 2‒5 sütunları sistemin tamamında sırasıyla Fikol, Dekstran, PVP ve suyun hangi 

oranda olduğunu belirtmektedir. Örneğin üçüncü sıradaki sistem, 1 mL Fikol, 1.5 mL Dekstan, 
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1 mL PVP ve 0.5 mL su karıştırılarak hazırlanmıştır. Faz ayrışmasından sonra, alt ve üst fazın 

yoğunlukları ölçülmüştür (Anton-Paar DMA 35). Bu metotla istenilen yoğunluk seviyesinde ve 

yoğunluklukları birbirine yakın olan iki fazdan oluşan bir sistem hazırlanabilmiştir; “*” ile 

gösterilen sıralardaki yoğunluk oranları ayrıştırma deneylerinde kullanılmıştır. 

 

Tablo 1. Fikol-Dektran sistemine PVP eklendikten sonraki alt ve üst faz yoğunluğu 

Üst/Alt Faz 

Yoğunluğu 

gr/cm
3
 

Fikol (%21) Dekstran (%20) PVP (%30)       H2O (mL) 

1.045/1.059 1 1 1 - 

       *1.048/1.050 1 1.5 1 - 

*1.049/1.051 1 1.5 1 0.5 

1.052/1.059 1.2 1.2 1 0.1 

*1.050/1.052 1.5 1 1 0.5 

1.047/1.050 1.2 1.2 1 0.5 

 

Literatürde, uzun yıllardan beri kullanılan HeLa hücrelerinin yaşaması için en iyi 

ozmolaritenin 290±15 mOsm aralığı ve en iyi pH’ın da 7.4 olduğu belirtilmektedir (Stubblefield 

ve Mueller, 1960)—bu değerler kan için de aynıdır (Stadler ve diğ., 2008). Bu ozmolarite ve 

pH’taki polimer solüsyonunda santrifüjlenen HeLa hücrelerinin yaşayıp yaşamadığı tripan 

mavisi ile boyanarak tespit edilmiştir. Bu çalışma, ayrıştırmada kullanılan bütün polimerler için 

yapılmıştır. Şekil 2a’da hücrelerin Fikole maruz bırakılmadan önceki Şekil 2b’de ise sonraki 

halleri görülmektedir. Işık mikroskopisinde gözle yapılan sayımlarda hücrelerin %95–99 

oranında yaşadıkarı tespit edilmiştir. 

 

 
 

Şekil 2: 

HeLa hücrelerinin Fikole a) maruz bırakılmadan, b) maruz bırakıldıktan sonraki tripan 

mavisiyle boyanmasının ışık mikroskopisiyle görüntüleri 

 

Elde edilen HeLa hücrelerinin yoğunlukları laboratuvarımızda empirik olarak belirlenmiştir. 

Hücreler yoğunluğu bilinen Fikol solüsyonunda, 2000 rcf’de 1 saat santrifüjlenmiştir. Hücreler 

yoğunluğu 1.048 gr/cm
3
olan %17 Fikol solüsyonunda çökmüşlerdir, %18.5 Fikol içeren ve 

yoğunluğu 1.053 gr/cm
3
olan solüsyonun içinde ise ilerleyememişlerdir. 1.048–1.053 gr/cm

3 

aralığında ise bir kısım hücrenin solüsyonda ilerleyemediği bir kısmının asılı kaldığı, bir 

kısmının ise çöktüğü gözlemlenmiştir. 

HeLa hücrelerini farklı fazlardaki gruplarına göre ayrıştırmak için gerek hücre 

yoğunluklarının yakalanması gerekse hücrelere zarar vermedikleri için Fikol-Dekstran sistemi 

seçilmiştir. Bu sistemlerin hazırlanması için farklı konsantrasyondaki (ağırlık/hacim) Fikol ve 

Dekstran çözeltileri karıştırılıp, faz ayrışmasından sonra alt ve üst fazların yoğunlukları 

ölçülmüştür. HeLa hücrelerinin ayrıştırılması için üst fazının yoğunluğu 1.048–1.059 gr/cm
3 

ve 

alt fazının yoğunluğu 1.049–1.062 gr/cm
3 

arasında değişen sistemler hazırlanmıştır. Tablo 2’de 
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ağırlık/hacim yüzdeleri verilen Fikol ve Dekstran sistemlerinin faz ayrıştırmasından sonraki alt 

ve üst fazlarının yoğunlukları verilmektedir.  

 

Tablo 2. Fikol (%16– 20) ve Dekstran (%16–20) iki fazlı sistemlerinin alt/üst faz 

yoğunlukları (gr/cm
3
) 

Üst/Alt 

Faz 

Yoğunluğu 

gr/cm
3
 

Fikol (%16) (%17) (%18) (%19) (%20) 

Dekstran 

(%16) 
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. Altın Nanoparçacıkların Ayrıştırma Üzerindeki Etkileri 

3.3.1. Altın Nanoparçacık Sentez Ve Karakterizasyonu 

Öncelikle, altın nanoparçacıkların HeLa insan servikal kanser hücreleri üzerindeki 

sitotoksisite değenlendirilmesi yapılmıştır. Altın nanoparçacıklar, diğer nanoparçacıklara göre 

daha biyo uyumlu oldukları için tercih edilmiştir (Geha ve diğ., 1973). Dinamik ışın saçılımı 

deneyleri sonucunda sitrat kaplı altın nanoparçacıkların ortalama hidrodinamik çapı 18 

nanometre olarak bulunmuştur. Bundan daha büyük boyuttaki parçacıklar, flüoresan 

molekülünden daha fazla emisyon yapacakları için FACS verilerinin etkileneceği düşünülmüş; 

deneyler ilk aşamada sadece bu parçacık boyutuyla yapılmıştır.  

Nanoparçacıkların boyutları hücre membranından nasıl geçeceğini doğrudan etkilemektedir. 

Hücreler, bu nanoparçacıkların boyutlarına göre hücre dışı sıvıdan fagositoz, pinositoz ve 

makropinositoz ile hücreye kabul edilmektedir (Everson ve diğ., 1973). Altın nanoparçacıklar 

literatürde HeLa hücreleri ile sıklıkla etkileşime sokulmuştur (Fratoddi ve diğ., 2015). 20–80 

nm boyutundaki altın nanoparçacıklarla etkileştirilen HeLa hücrelerinin, parçacık boyutu 

arttıkça hücrelerin daha az parçacık aldığı görülmüştür (Pappas ve diğ., 2007). 14–100 nm 

boyut aralığındaki altın nanoparçacıklarda 50 nm boyutunda en yüksek hücreye alınım 

gözlenmiştir (Markx, 1994); ancak 15–25 nm boyutundaki parçacıklar daha az sitotoksisite 

yaratmaktadır (Hartwell, 1970). Hücrelerin tiplerine ve hücre döngüsüne göre nanoparçacıkların 

hücrelere giriş miktarının değiştiği de bilinmektedir. Dinamik ışın saçınımı deneyi ile parçacık 

boyutları gözlemlenmiştir (Şekil 3a). 

Kademeli dilüsyon ile MTT hücre canlılık testleri (Şekil 3b) ve UV-VIS spektroskopi 

absorbans değerleri (Şekil 3c) sonucunda hücrelerin 3 nM nanoparçacık solüsyonuna 3 saat 

maruz bırakılmasına karar verilmiştir. HeLa hücreleri yoğunluğu ayarlanmış Fikol 

solüsyonlarında (tek fazlı sistem), 1700 rcf’de 50 dakika santrifüjlenerek, yoğunluk ayrıştırma 

deneyleri yapılmıştır. FACS deneyleri sonucu farklı hücre döngüsünün farklı fazlarındaki 

ayrıştırma yüzdeleri belirlenmiştir.  

3.3.2. Nanoparçacıklarla Etkileşmiş Hücrelerin Tek Fazlı Sistemlerde Ayrıştırma 

Çalışmaları (FACS) 

Daha önceki çalışmalarda HeLa hücrelerinin yoğunluğunun 1.048–1.052 gr/cm
3
 aralığında 

olduğu tespit edildiği için tek fazlı deneylerde 1.046, 1.048 ve 1.050 gr/cm
3
 yoğunluğuna sahip 

Fikol çözeltileriyle çalışılması uygun görülmüştür. Yoğunluğu düşük olan 1.046gr/cm
3
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sisteminde, nanoparçacıklarla etkileşmiş hücrelerin tamamı kabın altına inerken (alt int.), 

yoğunluğu 1.048 ve 1.050 gr/cm
3
 sistemlerde parçacıkların bir kısmı üstte (üst int.) kalmışlardır. 

İnterfaz olarak belirtilen kısım ise iki polimer fazının arasındaki yerdir. 

 

 
 

Şekil 3: 

a) Dinamik ışın saçınımı ile altın nanoparçacık boyutu tespiti, b) Farklı 

konsanstrasyondaki nanoparçacıklara maruz bırakılan HeLa hücrelerinin zamana bağlı 

sitotoksisite deney sonuçları, c) Sentezlenen nanoparçacıkların konsantrasyonun tayini 

için yapılan UV-Vis spektroskopisi 

Tablo 3. Farklı miktarda Fikol içeren çözeltilerin yoğunlukları 

Çözeltideki Fikol yüzdesi Fikol yoğunluğu (gr/cm
3
) 

%24  1.065  

%22 1.060  

%20 1.054  

%18 1.052  

%17 1.050  

%16 1.048  

%15  1.046  

 

Şekil 4’te ise, 1.048 gr/cm
3
yoğunluklu sistemde %7’den %38’e, 1.050 gr/cm

3
’lik sistemde 

ise %9 seviyesinden %91 seviyesine bir artış görülmektedir. Bu sonuçlara bakarak M/G1 

hücrelerinin, nanoparçacık etkileşimi sonucunda yoğunluklarının arttığı ve bu yoğunluk artışıyla 

içerisinde nanoparçacık olan M/G1 hücrelerinin bir hayli zenginleştirilebileceği söylenebilir. 

3.3.3. Nanoparçacıklarla Etkileşmiş Hücrelerin Çok Fazlı Sistemlerde 

Ayrıştırılmasının FACS ile İncelenmesi 

Öncelikle yoğunluk aralıkları 1.048–1.052 gr/cm
3 

yakınlığında olan çok fazlı sistemler 

oluşturulmuştur. Alt fazın yoğunluğu, hücrelerin interfazda asılı kalmalarını sağlamak amacıyla 

1.052 gr/cm
3
 olarak belirlenmiştir. Daha önce tek fazlı Fikol sisteminde 18 nm altın 

nanoparçacıklarla etkileşen hücrelerin, yine aynı boyuttaki nanoparçacıklarla etkileşim 
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zamanına bağlı değişikliklerini incelemek amacıyla hücreler 1 ve 3 saat boyunca bu parçacıklara 

maruz bırakılmıştır. Yine tek fazlı Fikol, tek fazlı Dekstran ve iki fazlı Fikol/ Dekstran/PVP/su 

sisteminde nanoparçacıklara maruz bırakılmış ve kontrol grubu olarak nanoparçacıklara maruz 

bırakılmamış hücreler, 1700 rcf’de 50 dakika boyunca santrifüjlenerek, HBSS solüsyonunda 

yıkanıp FACS’la ayrıştırma oranları incelenmiştir. Dekstranın tek fazda ayrıştırmada belirgin 

bir etkisi olmadığı gorülmüştür. 

 

 
Şekil 4: 

Nanoparçacıklarla etkileşmiş HeLa hücrelerinin a)Başlangıç (ayrıştırılmamış) popülasyonu 

üst ve (b) alt interfaz, c) Yoğunluğu 1.048 gr/cm
3
 olan sistemin üst ve (d) alt interfazından 

alınan hücrelerin ayrıştırma sonuçları, e)Yoğunluğu 1.050 gr/cm
3
olan sistemin üst ve (f) alt 

interfazından alınan hücrelerin ayrıştırma sonuçları 

Parçacıklarla etkileşmemiş hücreler ayrıştırıldığında M/G1 aralığındaki hücrelerin 

popülasyonu (FACS’taki sol alt kuadrant, yoğunluk deneylerindeki en yoğun hücre) %9 

civarında iken, Şekil 5’te görülen 1 saatlik nanoparçacık etkileşiminde (f) %22 civarına 

çıkmıştır.  

Bu sonuçlara bakarak, Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazlı sisteminde diğer tek fazlı sistemlere 

kıyasla farklı olarak hücre döngüsünün G1 fazındaki hücrelerin, nanoparçacık etkileşimi süre 

artışı sonucunda yoğunluklarının arttığı gözlemlenmiştir. Tüm sistemlerde hücreler bir faz 

aşağıya doğru ilerlemiştir. Bu sayede hücrelerin bu boyuttaki nanoparçacıklarla etkileşiminin 

olduğu da doğrulanmıştır. Turkevich metoduna göre sentezlenmiş, sitrat kaplı nanoparçacıkların 

sentez sonlandırma süresi, farklı boyuttaki nanoparçacıkların elde edilmesini sağlamaktadır. 

Nanoparçacık boyutunun, parçacıkların hücre içine girişindeki etkilerini de gözlemlemek için 

123 nm ve 58 nm boyutlarındaki parçacıkların tek ve iki fazlı ayrıştırma sistemlerindeki etkileri 

incelenmiştir. 1,700 rcf’de 50 dakika santrifüjleyerek, yoğunluk-temelli ayrıştırma deneyleri 

yapılmıştır. Yine FACS deneyleri için HBSS solüsyonuyla yıkama gerçekleştirilmiştir. Bu 

deneyler sonucu farklı hücre döngüsünün farklı fazlarındaki ayrıştırma yüzdeleri aşağıdaki 

gibidir: 
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Şekil 5: 

HeLa hücrelerinin 1.048 – 1.052 gr/cm
3
 Fikol tek fazlı sistemindeki, a) Nanoparçacıklarla 

etkileşmemiş üst ve (b) interfazından alınan popülasyonu, c) Nanoparçacıklarla 1 saat 

etkileşmiş üst ve (d) interfazından alınan hücrelerin, e) Nanoparçacıklarla 3 saat etkileşmiş 

interfaz ve (f) alt fazından alınan hücrelerin ayrıştırma sonuçları 

 
Şekil 6: 

HeLa hücrelerinin 1.048–1.052 gr/cm
3
 Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazlı sistemindeki  

a) Nanoparçacıklarla etkileşmemiş üst ve (b) interfazından alınan popülasyonu,  

c) Nanoparçacıklarla 1 saat etkileşmiş interfaz ve (d) alt fazından alınan hücrelerin,  

e) Nanoparçacıklarla 3 saat etkileşmiş alt fazından alınan hücrelerin ayrıştırma sonuçları 
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Şekil 7: 

Nanoparçacıklarla etkileşmemiş HeLa hücrelerinin 1.048–1.052 gr/cm
3
a) Fikol tek fazlı 

sistemindeki üst fazından alınan popülasyonu, b) Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazlı sistemindeki 

üst fazından alınan popülasyonu 

Yapılan bu deneylerde, sadece Dekstranın olduğu tek fazlı sistemlerin hücre ayrıştırmasında 

etkili olmadığı gözlemlenmiştir. Hücrelerin sadece üst ve interfazda kaldığı, aşağı faza 

inemediği FACS sonuçlarında açıkça görülmüştür. M/G1 hücrelerinin, nanoparçacık etkileşimi 

sonucunda yoğunluklarının arttığı ve böylece, hücre döngüsünde M/G1 fazında olan hücrelerin 

nanoparçacıklarla etkileşerek iki fazlı sistemlerle ayrıştırılabildiği gözlemlenmiştir.  123 

nm’deki parçacıklarla 1 saatlik etkileşime maruz kalmış hücrelerde, bu artışın sebebi 

nanoparçacıkların toksisite özelliği göstermeden, hücre içine, hücre zarlarındaki reseptöre bağlı 

endositoz yoluyla alınarak hücre yoğunluklarını büyük ölçüde arttırıp M/G1 fazını 

zenginleştirmesi olarak bulunmuştur.  

 
Şekil 8: 

123 nm boyutundaki altın nanoparçacıklarla etkileşmiş HeLa hücrelerinin 1.048–1.052  

gr/cm
3
a) Fikol tek fazlı sistemindeki üst ve b) alt fazından alınan hücrelerin ayrıştırma 

sonuçları, c) Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazlı sistemindeki üst ve d) alt fazından alınan 

hücrelerin ayrıştırma sonuçları 
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Şekil 9: 

58 nm boyutundaki altın nanoparçacıklarla etkileşmiş HeLa hücrelerinin 1.048–1.052 

gr/cm
3 
a) Fikol tek fazlı sistemindeki üst ve b) alt fazından alınan hücrelerin ayrıştırma 

sonuçları, c) Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazlı sistemindeki üst ve d) alt fazından alınan 

hücrelerin ayrıştırma sonuçları 

 

4.  SONUÇ  

Bu çalışmanın amacı, heterojen hücre popülasyonlarını yoğunluklarına göre ayrıştırabilen 

bir sistemin geliştirilmesidir. Hücre ayrıştırmasını, güvenilir, ölçeklenebilir ve kolay 

kullanılabilir sistemlerde, hücre işaretlemesi olmadan yapılabilmesi, birçok analizin önünü 

açacaktır. Polimerlerin faz ayrışmasıyla oluşturulan yoğunluk adımlarının hücre 

ayrıştırmasındaki performansı incelenmiştir. Nanoparçacıklarla etkileşmiş hücrelerin 

ayrıştırılmasında yüksek başarı elde edilmiştir. Parçacıklarla etkileşmemiş hücreler 

ayrıştırıldığında M/G1 aralığındaki hücrelerin popülasyonu (FACS’taki sol alt kuadrant, 

yoğunluk deneylerindeki en yoğun hücre) ancak %2 civarından %11 civarına arttırılmıştr. Şekil 

6’da ise, 1.048 sistemde %7’den %38’e, 1.050’lik sistemde ise %9 seviyesinden %91 seviyesine 

bir artış görülmektedir. Bu sonuçlara bakarak M/G1 hücrelerinin, nanoparçacıklarla 

etkileşimleri sonucunda yoğunluklarının arttığı ve bu fazdaki hücrelerin ayrıştırıldığı sonucuna 

varılmıştır.  

Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazlı sisteminde diğer tek fazlı sistemlere kıyasla farklı olarak 

hücre döngüsünün G1 fazındaki hücrelerinin, nanoparçacık etkileşimi süre artışı sonucunda 

yoğunluklarının arttığı ve bu yoğunluk artışıyla içerisinde nanoparçacık olan G1 hücrelerinin 

artışı gözlemlenmiştir. Tüm sistemlerde hücreler bir faz aşağıya doğru ilerlemiştir. Bu ilerleme, 

hücrelerin nanoparçacıkları içlerine alarak yoğunluklarını arttırdıklarını göstermektedir. Tek 

fazlı sistemlerde, Dekstran tek başına kullanıldığında herhangi bir hücre ayrıştırılması verisine 

rastlanamamıştır. Hücrelerin sadece üst ve interfazda kaldığı, aşağı faza inemediği FACS 

sonuçlarında açıkça görülmüştür. Çok fazlı sistemlerin kullanılmasının en büyük avantajı, 

sistemin istenilen yoğunluk aralıklarının rahatlıkla oluşturulabilmesidir. Bu sayede, hücrelerin 

az miktardaki yoğunluk değişimleri dahi incelenebilmektedir. Şekil 8 ve 9’da üst ve interfazdan 
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toplanan hücrelerin, her iki boyuttaki nanoparçacık etkileşimi sonrasında, neredeyse aynı 

kuadrant yüzde değerlerine sahip olduğu görülmüştür. Ancak, 58 nm ve 123 nm boyutundaki 

nanoparçacıklarla etkileşime giren HeLa hücrelerinin hem Fikol tek fazlı sisteminde hem de 

Fikol/Dekstran/PVP/su iki fazlı sistemindeki alt fazından toplanan hücrelerin yüksek ölçüde 

ayrıştırıldığı görülmüştür. Bu hücreler ayrıştırıldığında M/G1 aralığındaki hücrelerin 

popülasyonunda (FACS’taki sol alt kuadrant, yoğunluk deneylerindeki en yoğun hücre) ancak 

%6’dan %80 civarına artış görülmektedir. Hücre döngüsünün farklı fazlarındaki hücre 

popülasyonlarını ayırabilmek, birçok çalışmanın konusu olmuştur. Bu makalede önerilen iki 

fazlı sistemlerle, ve hücrelerde toksik özellik göstermediği belirlenen boyut ve 

konsantrasyondaki altın nanoparçacıkların sayesinde, HeLa servikal kanser hücreleri büyük 

ölçüde ayrıştırılmıştır.  
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