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OzeT

Bu ¢alismada, giiniimiizde siklikla kullanilan In situ hibridizasyon teknikleri, ¢esitleri ve kullanim alanlarina yer
verilmistir. In situ melezleme belirli bir niikleik asit dizisinin doku veya hiicre icerisinde bulundugu yeri tespit
etmeye yonelik bir tekniktir. In Situ melezleme 6zel DNA veya RNA dizilerine baglanabilen, isaretli ve
tamamlayict DNA/RNA niikleik asit ipliklerinin kullanildigi hibridizasyon yontemidir. Tek iplikli niikleik asit
molekiillerinin uygun kosullar altinda tamamlayict dizileri ile eslestirilerek hibrit molekiiller olusturulmasi
temeline dayanir. Boylece, RNA veya DNA molekiilleri {izerindeki 6zgiin dizilerin belirlenmesi saglanir.
Histolojik dokularda hedef mRNA’nin igaretlenmis niikleik asit probu ile hibridizasyonu saglanarak dengeli
hibridler olusturulmasi ve bdylece probun yerinin goriiliir kilinmasi saglanir. Bu teknoloji ayr tiirlerdeki hiicre
populasyonlarinda gen anlatimi ¢aligmalarinda kullanilan kesin bir metottur. Gilinimiizde kanser
arastirmalarinda, toksikolojik ¢aligmalarda ve kromozom anomalilerinin tespitinde genetik tani yontemi olarak
kullanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: In situ hibridizasyon, Prob, Genetik tani yontemi

In situ Hybridization Techniques
ABSTRACT

In this study, a review was presented about in situ hybridization techniques, types and areas of usage. In situ
hybridization is a technique intended to detect locations of a particular nucleic acid sequence in cells or tissues.
In situ hybridization is a method that labelled and antisense use of DNA/RNA nucleic acid strands, bind to
specific DNA or RNA sequences. The technique based on to form hybrid molecules by coupling single-stranded
nucleic acid molecules with complementary sequences under optimal conditions. This ensures the identification
of specific sequences on DNA or RNA molecules. In histological tissues target mRNA is hybridized with
labelled nucleic acid probe to ensure forming of stable hybrids and thus the location of the probe is allowed to be
seen. This technology is precise method used for gene expression studies in cell populations in different species.
Today, this method is used as a diagnostic tool in cancer researches, toxicological studies and determination of
chromosome anomalies.
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l. GiRris

GECMiSI 30 yildan Oncesine dayanan bir yontem olan In situ hibridizasyon (ISH), hiicresel
incelemelerde islevsel protein kodlayan DNA dizilerinin kromozomlardaki yerini belirlemede
islevsel bir yontemdir. Son 15 yil iginde yardimci floresan tekniklerin gelismesiyle birlikte, bu
teknigin uygulanmasinda bir artis gozlenmistir. Niikleik asit dizilerinin sitolojik ve histolojik
preparatlarda belirlenmesini saglayan ve esasen ¢ift iplikli DNA veya RNA zincir olusumunu temsil
eden bir yontemdir [1, 2, 3].

Islevsel bir proteinin olusumunda o proteini iiretecek genden sorumlu mRNA’nin sentezi gereklidir.
Eger incelenen preparatta ilgili mRNA bulunuyorsa, o sitolojik veya histolojik kesitlerde ilgili genin
ifade edildigi anlagilmaktadir. mRNA’nin tespit edilmesi hangi genin translasyona ugradigini bulmada
kolaylik saglar. Sekil 1’de de goriildiigii gibi hibridizasyon basamaklari tamamlayici zincirdeki
niikleotid siralart bulunduran tek zincirli DNA veya RNA arasinda olusabilir [4].

Hedef DNA

Hedef DNA'nin
denatiirsayonu
sonucu prob ile
birlesmesi

loresan etiket

Hedef DNA
floresan olarak
goriiniir hale gelir

DNA probu
floresan etiketler
ile reaksiyona girer

Sekil 1. In situ hibridizasyonun prensibi

Teknigin uygulanabilmesinde, belirlenmek istenilen niikleik asit siralarma tamamlayict olan tek
zincirli DNA veya RNA dizileri kullanilir. Kullanilacak DNA veya RNA dizileri radyoaktif veya
radyoaktif olmayan bir etiket ile isaretlenmektedir. Bu etiketleme ile melezleme sonucu olusan ¢ift
zincirli molekiil tamimlanabilmektedir. Arastirilan niikleik asit dizisine tamamlayic1 olan ve belirteg
gorevi yapan tek zincirli 6zgilin niikleik asit pargalarina prob adi verilir. In situ hibridizasyonda
tekniginde kullanilan problarin belirlenmesinde bazi onemli noktalar bulunmaktadir. Prob olan
spesifik niikleik asidin cinsi ve uygun etiketleme ¢esidi bu segimde rol oynar [5,6].

A. KULLANILAN PROBLAR

In situ hibridizasyonda kullanilan DNA problari, yiiksek oranda 6zgiil aktivasyon 6zelligindedir ve
kullanim 6ncesinde denatiirasyon islemi yapilmalidir. RNA problari ise en yiiksek stabiliteye sahiptir
ve RNaz’larla kolaylikla yok edilebilirler. 15-50 niikleotidden olusan oligoniikleotid problari hedef
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diziye antisense tasarlamalari yapilir ve oldukga stabildirler. Nispeten ufak boyutlarindan dolay:
hedeflenen bolgeye kolaylikla girebilirler [7, 8, 9].

B. KULLANILAN ETIKETLER

En sik kullanilan etiket Digoxigenindir ve baglanma antikorlar yardim ile olur. Biotin etiketi ise
avidin ile beraber kullanilir. Floresan bir etiketleme olanagi saglar. Kullanilan etiketlerde en hassa
gortntiilemeyi baz1 memeli dokularinda bulunan alkalin fosfataz saglar [9].

C. UYGULANAN ISLEMLER

Hibridizasyon oncesi, probun hedef olan bolge disindaki molekiillere baglanmasini 6nlemek ve diger
yapisal elemanlar ile 6zgiil olmayan etkilesimleri indirgemek amaciyla preparatlara bazi iglemler
uygulanir. DNA dizilerini belirlemek igin yapilan islemlerde intraselliilar RNA molekiillerini prob ile
hibridizasyonu onlenir ve endojen RNA’nin ortamdan uzaklastirilarak istenmeyen zemin boyanmasi
azaltilmis olur. Asetilasyon islemi RNA ile RNA In situ hibridizasyonu i¢in uygun bir basamaktir ve
boylece endojen biyotin ortamdan uzaklastirilmig olur [10, 11].

Dokunun gecirgenligini arttirmak {izere proteazlar, hedef niikleik asitleri maskeleyen proteinleri
sindirerek etiketlerin ve problarin dokuya rahat bir sekilde girebilmesini saglar. Eger uygulanan
proteaz konsantrasyonu yeterli olmazsa standartin altinda hibridizasyon olusur ve bu durumda
kullanilan proteaz konsantrasyonu arttirilmalidir. Preparatlardaki morfolojinin  zarar gormesi
durumunda konsantrasyon tekrar diigiiriilmelidir. Triton-X ve Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) en sik
kullanilan deterjan ajanlaridir. Prob olarak kullanilan enzim varliginda ise preparattaki endojen enzim
denatiire edilmelidir [12].

Proteaz uygulamasini takiben preparatlari tekrar fikse etmek gerekebilir. Hibridizasyon oncesi
fiksasyon preparattaki niikleik asitlerin daha sonraki kullanimlar igin kaybin1 6nlemektedir. DNA ile
DNA arasindaki In situ hibridizasyon i¢in hedef DNA dizilerinin ve probun denatiire olmas1 gerekir.
Denatiirasyon islemi alkali, 1s1 ya da asit muamelesi yapilmaktadir. Denatiirasyon igslemleri sonucunda
cogunlukla morfolojik kayiplar s6z konusudur [13].

En 6nemli basamak olan melezlemede hedef niikleik asitler ve prob DNA ile DNA hibridleri igin
37°C’de ve RNA ile RNA hibridleri i¢in de 50-55°C'de 1 gece inkiibe edilir. Bu sicakliklar, cift
zincirli DNA’nin yarisinin denatiire olmasi igin gerekli sicaklik degerinin (Tm) 20-25°C altindadr.
Prob uzunlugu ile konsantrasyon arasinda dogru orant1 bulunmaktadir. Etiketli niikleik asit problari,
formamid, dekstran siilfat, bloke edici DNA veya tRNA, SDS, sigir serum albumini ve ¢esitli tuzlar
iceren bir hibridizasyon karisimina konur. Formamid denatiirasyonu dokuda meydana gelecek
bozulmalar1 6nlemek icin reaksiyonun uygun bir sicaklikta gerceklesmesini saglar. Dekstran siilfat,
melezlenme oranim artirir. SDS, dokunun permeabilitesini arttirir ve bdylece prob dokuya daha hizl
girer. S1gir serum albiimini ise probun doku harici spesifik olmayan baglanmalarin1 azaltmaktadir.
Hibridizasyon islemi ortalama 3 ile 5 saatte tamamlanabilir ve bir gece inkiibasyona birakma islemin
kesinligini arttirir [14, 15].

Melezleme sonrast yikamalar zayif baglanan probu temizlemek ve sadece dogru eslesmis olanlar
birakmak amaciyla uygulanir. RNA ile RNA hibridizasyonu igin son bir islem daha uygulanmasi
gereklidir. RNA problar1 yapismaya egilimlidir; bu nedenle yogun zemin sinyali olusturduklari igin
posthibridizasyon islemi olarak RNaz uygulamasi yapilabilir [16].
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Il. FLORESAN InN siTU HIBRIDIZASYON

Klasik sitogenetik donemden, modern molekiiler sitogenetik doneme gecis kalitimin temel unsuru olan
deoksiriboniikleik  asit (DNA) molekiillerinin  teknolojik  gelismeyle orantili  olarak
goriintiilenebilmesiyle iki asamada gerceklesmistir. Ik adim, hiicre igerisindeki kromozomlarin dogal
yapisint bozmadan diger bir ifadeyle, In situ sartlarda hibridizasyon yapabilme kabiliyetinin
gelistirilmesiyle baslamistir. Bu amaglar dogrultusunda yontemlerdeki bazi modifikasyonlar ile ¢esitli
teknikler gelistirilmigtir [17].

Molekiiler sitogenetikteki hizli ilerlemeler, bantlama ve boyama tekniklerinin hizli gelisimiyle
saglanmistir. Standart bantlama teknikleri yalmizca bir denemede bir hiicre i¢in tim genomu
sorgulamada yetersiz kalmaktayken, floresan In situ hibridizasyon (FISH), genleri ve kromozomlari
boyamada floresan molekiillerin kullanildig1 bir yontem olarak bantlama teknikleriyle birlikte iyi bir
degerlendirme aracidir. Floresan isaretleme, In situ hibridizasyon prensibine gore, prob ve ornek
arasinda melez bir yapt meydana gelmesiyle sinyale doniisen bir islemdir. FISH, Southern blot
tekniginin analogudur. FISH, floresan isaretlerle etiketlenen, tamamlayici DNA’ya, bu DNA
dizilerinin yerlesimini gorebilmek i¢in hibridizasyona ugrayan veya baglanan tek zincirli DNA (prob)
kisa dizilerini gerektiren bir yontemdir. Bu yontem gen haritalanmasinda ve kromozom
aberasyonlarinin tanimlanmasinda kullanilir. Kromozomlarin ¢alisilmasinda kullanilan bir¢ok teknik,
aktif olarak boliinen hiicreleri gerektirirken (metafaz kromozomlari), FISH ayn1 zamanda boliinmeyen
hiicrelere de uygulanabilir (interfaz niikleusu). Metafaz delesyonlarinin belirlenmesinde ve interfaz
evresinde genelde kromozomlarin yeniden diizenlenmesinin ve kromozom sayilarinin belirlenmesinde
kullanilir. FISH ile sitogenetik ¢aligmalara yardimci olan ve iyi tanimlanmis uygulamalar gelistirilmis
olmasina ragmen, amaca uygun prob ve filtre se¢imi dogru yapilmaz ise hatali ve zaman alici
denemeler ortaya ¢ikmaktadir [18, 19].

Etiketlenmis
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Sekil 2. Floresan in situ hibridizasyon prosediirii
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Sekil 2’de goriildigii gibi floresan In situ hibridizasyon teknigi de birtakim islemler gerektirmektedir.
Metafaz kromozomlar1 veya interfaz nukleusu kullanilarak preparatlarin hazirlanmasi gerekir. Etanol
icinde dehidrasyonun ardindan 70°C’de DNA denatiire edilir. Etiketli probun denatiirasyonu ile
birlikte hibridizasyon i¢in 37°C’de 4-16 saatlik inkiibasyon siireci uygulanir [20].

FISH metodunu temel alan bazi uygulamalar gelistirilmistir:
A. SPEKTRAL KARYOTIPLEME

Bir floresan In situ hibridizasyon ¢esidi olan spektral karyotiplemede teknik, her biri 5 florokromun
cesitli varyasyonlari ile hazirlanmig 24 farkli prob ile 24 kromozomun ayni zamanl melezlemesi ve
floresan mikroskobu ile goriintiilenmesine dayanir. Bu yontem ile 31 degisik hedefin ayirt edilebilmesi
saglanir. Preparasyonda ayni zamanda metafaz plagindaki tiim kromozomlarin farkli renklerde
goriintiilenmesi miimkiindiir. Isinim emisyonlarinin Sl¢iilmesi hibridizasyonun degerlendirilmesine
olanak saglar. Kromozomlar kendine ait farkli karakteristik bir dalga boyunda veya floresansta izlenir.
Spektral karyotipleme ile 1,5 megabazdan daha diisiik par¢a degisimleri saptanabilmektedir. Kansere
yol acan genom degisimleri klinik bantlama ydntemlerine oranla daha hassas bir sekilde anlagilabilir.
Kromozomda veya niikleik asit dizilerinde meydana gelen yeniden diizenlenmeler kolay bir sekilde
belirlenebilmektedir [21, 22].

B. /KI RENKL/ FISH

Bir ya da iki farkli prob DNA kullanilmast ile bir-renkli veya iki-renkli FISH yapilmast miimkiindiir.
Iki-renkli FISH analizinde iki farkli prob DNA's1 iki farkli modifiye niikleotitle isaretlenebilir. Bu
problarin bir arada ayni metafaz kromozomlar1 {izerinde hibridize olmasi saglanir. Bdylelikle
birbirinden bagimsiz iki farkli DNA'nin ayni kromozom seti tizerindeki dagilimi ve lokalizasyonu
tespit edilebilir. Bu sekilde yapilacak bir analiz bagka hi¢bir yontemle tespit edilemeyecek
organizasyon ve iliskiyi belirleme imkani saglamaktadir [23].

Sekil 3. Iki renkli FISH ile soya metafaz kromozomlart iizerinde sitogenetik haritalama
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C. FIBER FISH

Interfaz evresinde kisalip kalmlagmaya yeni baslayan kromatin iplikler kullanilarak DNA
fragmentlerinin floresan boyalarla etiketlenmesi ile yiiksek ¢oztniirlikli kromozom haritalamasi
yapilabilmektedir. Interfaz durumunda birkac¢ yiiz kilobazlik uzaklikta bulunan etiketler farkli
renklerde boyalar ile isaretlendiklerinde birbirlerine gore siralarini  belirlemek miimkiin
olmaktadir. Fiber FISH teknigi ile arastirilan genin etrafindaki genlerin belirlenmesi sonucu o genin
orada var oldugu hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir [24].

D. COBRA FISH

Diger FISH yontemlerine benzemekle beraber 4 florokrom kullanilmasi, 24 kromozomun 12’si bir
gruba diger 12’si diger gruba ayirabilmesini saglamasiyla farklihk gostermektedir. Ilk grup 3
florokromla hibridlestirilirken, 2. grup ek olarak dordiincii florokrom ile muamelesi yapilir. Bu metod,
5. florokrom i¢in, kollara 6zgii boyama veya Mulicolor FISH (M-FISH) ile lokusa 6zgii proba gegis
icin kullanilmustir [25].

E.RxFISH

Gibbon kromozomlar1 prob olarak kullanilir. Gibbon ve insan kromozomlariin homolojisi yaklasik %
98 dir. RXFISH ile yalnizca kromozomlar arasi par¢a degisimleri degil, ayn1 zamanda kromozom igi
degisimler de belirlenebilmektedir (delesyon, inversiyon). G-bantlama teknigi ile birlikte
kullanildiginda 400 kat daha hassas sonuglar vermektedir [26].

I11. GENOMIK IN SiTU HIBRIDIZASYON

Genom boyunca DNA dizisindeki kopya sayis1 degisimlerini inceleyen bir molekiiler sitogenetik
tekniktir. Bu teknik, kazanim (duplikasyon, insersiyon veya amplifikasyon) veya net kayip (delesyon)
gibi kromozom anomalilerinin siniflandirilmasina olanak saglar. Bu yontem ile kopya sayisindaki
farkliliklar ya da iki farkli DNA ornegi arasindaki belirli kromozom pargalarinin miktarini belirlemek
mimkiindiir ve bdylece kromozomlar veya DNA iizerinde monozomik ve trizomik bdlgelerin
saptanabilmesi miimkiin olmaktadir [27].

A. KARSILASTIRMALI GENOMIK HIBRIDIZASYON (CGH)

Ik defa Kallioniemi ve arkadaslari tarafindan tanimlanan yontem sayesinde kromozomal bozukluklar
daha detayli ve kapsamli tespit etmek miimkiin olmustur [28]. CGH teknigi; temeli FISH’e dayanan,
farkli floresan boya ile boyanmis test (hasta) ve referans DNA orneklerinin normal kromozomlara
baglanmasi ile elde edilen floresan renk farkliliklarini gosteren bir sitogenetik yontemdir. Yontem ile
hasta DNA’sinda kromozomal kayip (loss) veya belli bir blgenin amplifikasyonu (gain) gosterilir. Iki
renkli goriintiileme sistemi kullanilmas1 sonucunda metafaz plagi {izerinde kromozom anomalilerinin
normal karyotip analizine gére daha giivenilir saptanabilmesi ve en az iki genomun birbirleri ile
karsilagtirilmasina olanak saglamasi bakimindan M-FISH (Multiplex in situ hibridizasyon 24-renkli
karyotipleme teknigi —kromozomlar aras1 kompleks yeniden diizenlenmeler tespit edilir) yonteminden
daha avantajlidir. Test ve referans hiicrelerden genomik DNA eldesi ve elde edilen DNA 6rneklerinin
farkli renkte florokromlarla [Cy3 (yesil) ve Cy5 (kirmizi)] isaretlenmesi, art arda tekrarlanan
bolgelerden kaynaklanabilecek hatali eslesmeleri dnlemek i¢in insan Cot-1 DNA ile muamelesi,
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normal hiicrelerden metafaz plagi eldesi ve denatiirasyonu, farkli renkte florokromlarla isaretli test ve
referans hiicrelerden elde edilen DNA materyalleri ile metafaz plaginin birlikte melezlenmesi ve son
olarak da metafaz plagi {izerinde florokromlardan kaynaklanan renk farkliliklarina gore
kromozomlardaki kayiplarin veya amplifiye bolgelerin tespiti ile karsilastirmali  genomik
hibridizasyon gerceklestirilmis olur (Sekil 4).

CGH i¢in prob olarak ¢cok miktarda IRS (serpistirilmis tekrarl diziler) i¢ceren genomik DNA kullanilir.
IRS’ lerden gelen 6zgiin olmayan hibridizasyon sinyallerini baskilamak i¢in DNA problar1 Cot 1 DNA
ile kombine edilirler. Kromozomal DNA’ nin preparat iizerinde denatiirasyonu yeterli degilse iyi bir
hibridizasyon elde edilemez. Floresan sinyaller konvansiyonel epifloresan mikroskopi ile izlenir ve
uygun bir kamera sistemi ile goriintiilenir.

Metafazlarin Test ve Kontrol DNA
Hazirlanmas) H Ekstraksiyonu
p iyb
/ wH ; DNA larin isaretlenmesi
* Test DNA Kontrol
Preparatlarin 6n ﬂl!in. .. ‘. DNA Dig
vikamas: DENATURASYON /

DENATURASYON +
LT
v

P 5 g
§—

DNA nin incelemesi
3

Sekil 4. Karsilagtirmali genomik hibridizasyon basamaklar

Hibridizasyon

B. ARRAY TEMELLI GENOMIK HIBRIDIZASYON (CGH)

Ik olarak 1997 de Solinas-Toldo ve arkadaslar1 hedef diziyi cam matriks {izerine immobilize ederek
array temelli genomik hibridizasyon i¢in asama kaydetmiglerdir [29]. 1999 yilinda ise Pollack ve
arkadagslar1 ise array platformu iizerine cDNA dizisini immobilize ederek genom diizeyinde DNA’daki
kopya sayis1 degismelerini incelemislerdir [30].
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Sekil 5. Array temelli genomik hibridizasyon

Sekil 5° de goriildugii gibi bu teknigin uygulanmasi ise test ve referans hiicrelerden genomik DNA
izolasyonu, izole edilen bu DNA materyalinin farkli renkte florokromlarla [Cy3 (yesil) ve Cy5
(kirmiz1)] isaretlenmesi, art arda tekrarlanan bolgelerden kaynaklanabilecek hatali eslesmeleri
onlemek i¢in insan Cot-1 DNA ile muamelesi, BAC, PAC, kosmid, cDNA, oligonukleotid ve PCR
tiirevli problarin cam matriks {izerine immobilizasyonu, melezleme asamasi ve bilgisayar ortaminda
cesitli analiz programlari ile floresan sinyallerin tanimlanarak sonucun yorumlanmasi basamaklarindan
olusur.

V. SoNuC

In situ hibridizasyon verilerinin dogru bir sekilde analiz edilmesi yontemin giivenilirligi agisindan ¢ok
onemlidir. Bu amagla sonuglarin kesinligini belirlemede bazi kontrollerin yapilmasi gereklidir.
Melezleme asamasinda hedef olmayan niikleik asit dizileri ile problarda homolojilerden dolay1
istenmeyen sonuglar ortaya ¢ikabilir. Ayrica probun G-C bakimindan zengin bélgeleri ile hedef
olmayan niikleik asitler arasindaki melezlemede yanlis sonug verebilir. Boyle hatali melezleme
reaksiyonlarinin 6nlenmesi igin prob dizisinin ¢ok dikkatli se¢ilmesi ve kontrol problarin kullanilmasi
gereklidir.

Hizli sonug verme avantaji ile ISH, DNA'nin dizi bilgisiyle kromozom biyolojisi arasindaki iliskinin
anlagilmasinda son derece aydinlaticidir. Bu iligki, oOzellikle immunofloresan ve FISH ile
birlestirildiginde, gen ekspresyonunun kontrolii ile kromatin yapisinin 6zelliklerini birlestirebilir.
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