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Oz

Gen aktivitesinin hiicreye 6zgii ¢oztimii 6zel gelisimsel olaylarn anlagilmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Bunun yaninda, genomik se-
viyede boyle yiiksek ¢oziiniirliiklii verilerin elde edilmesi spesifik hiicrelerin izole edilmesini gerektirdigi i¢in oldukca zordur. Ayni organ
ya da dokunun komsu hiicrelerinden spesifik hiicrelerin izole edilebilmesi igin en etkili yontem FACS (Fluorescence-activated cell sortin-
g=Floresans tarafindan aktive edilmis hiicrelerin ayrilmasi) yontemidir. izole edilen hiicreler genomik analizler icin kullanilabilmektedir.
Bu derlemede GFP (Green flourescent protein=Yesil floresans protein) ile isaretlenmis transgenik Arabidopsis thaliana bitkilerinin yap-
raklarinda FACS uygulamasi hakkinda bilgi verilmis olacaktir.
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Abstract

Cell-specific resolution of gene activity is critical to understand specific developmental events. However, such high resolution data have
been difficult to obtain at a genomic level because specific types of cell need to be isolated. One of the most efficient method to isolate spe-
cific cells from neighboring cells in the same organ or tissue is FACS. The isolated cells can be used for genomic analysis. In this review,

it will be given information about FACS in transgenic Arabidopsis thaliana leaves which are labelled with GFP.
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I. GIRIS
Bitkiler gibi ¢ok hiicreli organizmalar farkli fonksiyonlar
yerine getirebilmek icin son derece 6zellesmis hiicrelere
sahiptirler. Ornegin yapraklar birgok farkli hiicre tipinden
olusmus kompleks bir organdir. Ayn1 zamanda biiyiiyen bir
yaprak gelisimin farkli sathalarindaki hiicreleri igermektedir
(petiyol olusumu ile baslayip, genislemenin durmasi ve se-
nesense maruz kalma gibi) (Sekil 1). Yapragi olusturan hiic-
relerin, hiicre tipine gore farkli gelisimsel agsamalarda olmasi
genomik calismalarin yapilmasinda zorluklar olusturmakta-
dir. Elde edilen verilerin analizinde farkli gelisimsel asama-
lardaki hiicrelerden gelen sinyaller kafa karisikligina neden
olmakta ve hatali sonuclarin olusma riski artmaktadir. Bu

durumun bertaraf edilebilmesi i¢in hiicreye 6zgii gen anla-
timina olanak saglayacak degisik metodlarin gelistirilmesi
zorunlulugu dogmustur. Ozellikle RNA amplifikasyon tek-
niklerindeki gelismeler ¢ok kiigiik miktarlardaki RNA nin
analiz edilmesini miimkiin kilmigtir [1]. Bir diger asilmasi
gereken problem ise tek hiicre analizinin etkili olabilmesi
icin bitki dokusundan hedef hiicrenin kusursuz bir sekilde
cikarilabilmesidir. Bitki hiicrelerinin genig vakuol ve hiicre
duvarma sahip olmasi bu islemi zorlastirmaktadir. Bunun
yaninda, son yillarda yeni tekniklerin gelistirilmesi ile tek
hiicre seviyesindeki gen anlatimi ¢alismalar1 artmistir [2].
Hiicre tipine 6zgii analiz yontemi olarak adlandirilan bu me-
todlar;
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« Laser tarafindan tutulmus hiicrelerin mikrodiseksi-
yonu =Laser capture microdissection (LCM)

«  Cevrilen ribozom afinite saflastirilmasi=Translating
ribosome affinity purification (TRAP)

«  Cekirdeksel izolasyon=Nuclear isolation

+ Floresans ile aktive edilmis hiicrelerin toplanmasi=F-
luorescence-activated cell sorting (FACS) dur.

Bu yontemlerin 6zelliklerini gosteren 6zet bilgiler Tablo
1 de verilmistir.

Sekil 1: Farkli gelisimsel agsamalardaki Arabidopsis thaliana
bitkisinin 7. yapraginin gériiniimii (http://www2.warwick.ac.uk/

fac/sci/lifesci/people/1/vbuchanan-wollaston/systems)

1.1 Floresans tarafindan aktive edilmis hiicrelerin
ayrilmasi (Fluorescence-activated cell sorting =FACS)

Floresans tarafindan aktive edilmis hiicrelerin ayrilmasi
(Florescence-activated cell sorting=FACS) karisik bir
hiicre populasyonunun floresans 6zelliklerini temel alarak
ayrilmasina ve analiz edilmesine izin veren bir ¢esit flow
sitometri teknigidir [4]. Ayni organ ya da dokunun komsu
hiicrelerinden spesifik hiicrelerin izole edilebilmesi igin
en etkili yontem FACS yontemidir. Bu metod lazer mikro-
diseksiyon (Laser capture microdissection=LCM) yon-
temine alternatif olarak gelistirilmis yliksek verimlilikde
transkript analizine izin veren bir yiintemdir. FACS da flo-
resans isaret¢inin anlatiminin oldugu transgenik hatlar kul-
lanilmaktadir ve LCM ye oranla daha az zaman alan bir
yontemdir. Bitkilerde hiicre toplanmasinda ki ilk anahtar
gelisme hiicre gruplarindaki floroforlarin anlatiminin old-
ugu transgenik bitkilerin elde edilebilirliginin artmas-
1dir. Bitkilerde, GFP hatlarinin bulunabilirliginden dolay1,
baskin olarak GFP kullanimi olsada herhangi bir floro-
for da FACS igin bitkileri isaretlemede kullanilabilir [5].
Bitki hiicrelerinde FACS uygulamasini kolaylagtirmak i¢in
ikinci anahtar 6ge koruyucu hiicre duvari varliginin tistesin-
den gelmektir. Bu amagla protoplast olusturmak i¢in, bitki
koklerindeki hiicreleri ayirmada hiicre duvarini pargalayici
hidrolitik enzimler kullanilarak metodlar gelistirilmistir

Tablo 1: Hiicre tipine 6zgii analiz metodlarinin karsilastirtlmali 6zeti [3]

Profili ¢cikari-  Ozellikler

Kisitlamalar

Yontem Izole edile-  izolasyon metodu

cek hedef lacak hedef
Lazer Mikrodi- Doku ke- Histolojik doku kesitlerin- Hiicrelerin
seksiyon sitlerinden  den lazer yardimu ile hiicre- igindeki tiim

hiicreler lerin alimmasi mRNAlar
Floresansile  Floresans Dokularin  pargalanmasini Hiicrelerin
aktive edilmis  ile isaretlen- takiben flow sitometri te- igindeki tim
hiicrelerin top- mis protop-  melli protoplast izolasyonu mRNAlar
lanmast lastlar
Cevrilen ribo-  Afinite-e- Ilgili mRNAlar ile bir- Cevirisi olmus
zom afinite saf- tiketli poli-  likte etiketli poliribozomal mRNAlar
lagtiriimasi zomlar kompleksin immiinosaflas-

tirilmasi

Cekirdeksel Floresans Cekirdeksel izolasyon ve Cekirdeksel
izolasyon isaretliya  floresans ile aktive edilmis mRNAlar

da afinite-e-
tiketli nuk-
leuslar

toplamaya dayal1 zenginles-
tirme ya da afinite-temelli
saflastirma

Hiicreler kesitteki goriiniim
ve lokasyonlarina gore segilir,
tek genetik hat gerektirmez

Anlatim1 olmus floresans pro-
teinler esas alinarak hiicrele-
rin toplanmasi, kimyasal ve
mekanik protoplast izolasyo-
nunu igerir

Cevrilen (translating) mRNA
profili i¢in polizomlarin hiic-
re-spesifik  saflastirilmast,
nispeten hedef mRNAnmn
yiiksek verimi, nispeten dii-
siik maliyet

Hiicreye ozel olarak isaretli
nukleuslarin izolasyonu, pro-
toplast izolasyonuna ihtiyag
duymaz

Elde edilen hedef hiicrelerin sayist sinirlt
oldugu i¢in RNA amplifikasyonuna ihti-
yag duyar, 6zel cihazlar gereklidir

Protoplast izolasyonu ve hiicre toplama
transkripsiyon profilini olumsuz etkiler.
Elde edilen hedef hiicrelerin sayisinin si-
nirlt olmast nedeniyle RNA amplifikas-
yonuna ihtiya¢ duyar, bitkilerin yogun
genetik manipiilasyonuna ihtiya¢ duyar,
hiicre-spesifik promotorlere ihtiyag du-
yar

Bitkilerin yogun genetik manipiilasyo-
nuna ihtiyag duyar, hiicre-spesifik pro-
motorlere ihtiyag duyar

Sitoplazmik mRNAlar belirlenemez, bit-
kilerin yogun genetik manipiilasyonuna
ihtiya¢ duyar, hiicre-spesifik promotor-
lere ihtiyag duyar, nukleuslarin toplan-
mast icin 6zel ekipmanlar gereklidir.
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[6]. Uciincii 6nemli kisim ise genom seviyesinde analiz
i¢cin, az miktardaki izole edilmis hiicre tiplerinden eclde
edilen kii¢liik miktardaki RNAnin miktariin artirilmasidir.
Bunun i¢in de RNA miktar artirict kitler (amplifikasyon
kitleri) bulunmaktadir [4]. Bu derlemede FACS ile ilgili
detayli bilgi GFP (Green flourescent protein) ile isaretlen-
mis transgenik Arabidopsis thaliana bitkilerinin yaprakla-
rinda FACS uygulamasi 6rnegi lizerinden verilecektir.
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Sekil 2: Arabidopsis yapraklarinda hiicre tipine 6zgii analiz

yonteminin sematik gosterimi [7]

1. Bir GFP (Green fluorescent protein =Yesil floresan pro-
tein) anlatimi olan Arabidopsis hattindan alinan yaprak-
lar kullanilir. Bunun i¢in GFP anlatimi olan transgenik
hatlarin yapraklarindan alinan kesitler konfokal mikros-
kop altinda incelenir ve GFP anlatiminin yapragin hangi
hiicresinde oldugu tespit edilir. Bu inceleme sonucunda

secilen bitkilerin yapraklart hasat edilir.

Sekil 3: Konfokal mikroskop altinda GFP (+) hiicrelerin
goriintimil 8]

Yapraklar | mm olacak sekilde hizlica kesilir, protoplast
izolasyonu yapilacak ¢ozeltiye alinir ve vakum yapilir.

3. Ornekler 3-4 saat calkalayici {izerinde inkiibe edilir.

Protoplast solusyonu 70 um capindaki elekten siiziiliir
ve santrifiij edilir.
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5. Protoplastlar resuspanse edilir ve 50 pm ¢apindaki filt-
reden siiziilerek toplama tiipiine alinir.
6. GFP (+) ve GFP (-) canli protoplastlar FACS cihazi
yardimu ile ayrilir.
7. Elde edilen protoplastlar qPCR, NGS ve mikroarray
teknikleri kullanilarak analiz edilebilirler.
I1. SONUC

FACS, bitki biiylimesini ve gelisimini hiicresel seviyede ¢a-
lismaya olanak saglayan c¢ok giiglii bir tekniktir. Yapilan ¢a-
lismalar protoplast izolasyonu ve FACS uygulamasi ile ge-
nomik calismalar i¢in kullanilacak hedef hiicrelerin yeterli
saflikta ve miktarda elde edilebilecegini gostermektedir [8].
Ayrica bu hiicreler ile yapilacak genomik analizler tiim bir
organi kullanarak yapilan analizlerden daha net sonuglar
elde edilmesine de olanak saglayacaktir.
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