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Bu derleme makale, patoloji laboratuvarlarinda siklikla kullanilan molekiiler
yontemler hakkinda bilgi vermek amactyla yazilmistir. Immunohistokimyasal
(IHC) ve immunfloresans (IF) boyama teknikleri, hiicrelerde ve dokularda
bulunan spesifik proteinleri ve molekiilleri tespit etmek i¢in yaygm olarak
kullanilmaktadir. THC, antijenlerin spesifik antikorlarla etkilesimiyle
hiicrelerdeki proteinlerin gdrsel olarak tespit edilmesini saglar. IF boyama ise
benzer sekilde floresan etiketli antikorlar kullanarak proteinlerin yerini belirler.
Her iki yOntem de antijen-antikor etkilesimleri sayesinde protein
ekspresyonunun belirlenmesine yardimci olur. Western Blot (WB) yontemi,
hiicre ve doku drneklerinden proteinlerin ayrilmasini ve tanimlanmasini saglar.
Bu yontem, proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasina ve ardindan
hedef proteinlere karsi antikorlarla isaretlenmesine dayanir. PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) yontemi, DNA'nin ¢ogaltilmasinda kullanilan temel bir
tekniktir. /n Situ Hibridizasyon (ISH) ise hiicrelerdeki niikleik asit dizilerinin
tespit edilmesini saglayan bir tekniktir. Bu yontemlerin her biri, biyolojik
orneklerin detayli incelenmesinde dnemli araglar olarak kullanilir ve hiicresel
analizlerden genetik incelemelere kadar genis bir yelpazede uygulama alani
bulur.
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This review article is written to provide information about the molecular
techniques frequently used in pathology laboratories. Immunchistochemical
(IHC) and immunofluorescence (IF) staining techniques are commonly used to
detect specific proteins and molecules found in cells and tissues. IHC allows
the visual detection of proteins in cells through the interaction of antigens with
specific antibodies. Similarly, IF staining uses fluorescently labeled antibodies
to determine the location of proteins. Both methods help in identifying protein
expression through antigen-antibody interactions. The Western Blot (WB)
technique enables the separation and identification of proteins from cell and
tissue samples. This method relies on separating proteins according to their
molecular weight, followed by labeling the target proteins with antibodies.
Polymerase Chain Reaction (PCR) is a fundamental technique used for DNA
amplification. In Situ Hybridization (ISH) is a technique that enables the
detection of nucleic acid sequences in cells. Each of these methods serves as
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an important tool for the detailed examination of biological samples and has a
wide range of applications, from cellular analysis to genetic investigations.

To Cite: Atasever A, Mendil AS, Giingér A., 2025. Patoloji laboratuvarinda kullanilan molekiiler yontemler. Kadirli
Uygulamali Bilimler Fakiiltesi Dergisi, 5(1): 213-228.

Giris

Molekiiler patoloji, gen ifadesini morfolojiyle karsilastirarak uygulamaya g¢alisan bir
alandir ve ¢ok sayida hedefin dogrulugunu teyit etmek i¢in gen ifadesi analizlerini kullanir
(Sterchi ve Astbury, 2013). Patoloji alaninda kullanilan immunohistokimya, in situ
hibridizasyon, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Western blot ve dizileme yo6ntemleri,
molekiiler degisikliklerin tespiti i¢in yaygin olarak bagvurulan tekniklerdendir (Netto ve ark.,
2003; Mahmood ve Yang, 2012; Sarioglu, 2021). Molekiiler patoloji teknikleri; Tiiberkiiloz,
HIV, hepatit B gibi bir¢ok bulagici hastaligin tan1 ve tedavi rejimlerinin izlenmesinde klinik
laboratuvarlarda siklikla kullanilmaktadir (Netterwald, 2006). Bu molekiiler teknikler,
hastaligin fenotipini degerlendirmeksizin doku analizi ve dogrudan taniya ulasmamizi saglayan
gliclii yontemlerdir. RNA veya DNA diizeyindeki anormallikleri tespit etmeye olanak tanirlar.
Yiiksek hassasiyet ve oOzgiilliik ozellikleri tagiyan bu teknikler, gliniimiizde neoplastik
hastaliklar, enfeksiyon hastaliklar1 ve genetik hastaliklarin kimlik tespiti i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ergin, 2004).

Bu derlemede, patoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan molekiiler yontemler
arasinda yer alan immunohistokimyasal ve immunofloresans boyama, Western Blot, PCR ve in

situ hibridizasyon teknikleri hakkinda kapsamli bilgi sunulmasi amaglanmistir.

1. Immunohistokimyasal ve Immunfloresans Boyama

Immunohistokimyasal (IHC) ve Immunfloresans (IF) boyama hiicrede veya dokuda
bulunan bazi endojen ve eksojen maddelerin ¢esitli kimyasal yollarla tepkimeye sokularak
bulundugu dokuda goriiniir hale getirilmesi amaciyla yapilmaktadir (Demir, 2001; Rosali,
2004). Hiicre ve dokuda yer alan protein, aminoasit, karbonhidrat, lipid, enzim ve pigmentler
bu boyama yontemiyle histolojik kesitler alinarak gosterilmektedir (Mills, 1992). Bu maddeler
disinda IHC ve IF boyamada hiicre ve dokuda yer alan antijenik yapilarin epitop bdlgelerine
0zgii spesifik antikorlarin baglanmasi sonucu hiicre ve dokuda goriiniir hale getirilmesi esasina
dayanmaktadir (Korgun, 2001; Weiss ve Gorg, 2008).
Hiicre ve dokulardan salinan protein ekspresyonunun siddetini belirlemek ve dokudaki varligini
kanitlamak ic¢in kullanilan giiglii tekniklerdir (Crowe ve Yue, 2019). IHC ve IF boyama
teknikleri direkt yontem ve indirekt yontem seklinde uygulanmaktadir. Direkt yontem hiicre ve

dokuda bulunan proteinin spesifik primer antikor ile baglanmasi sonucu gergeklesmektedir.
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Indirekt yontemde ise dokuda ekspre edilen antijenin primer antikor ile isaretlendikten sonra
sekonder antikor kullanilarak primer antikora baglanmasi esasina dayanmaktadir. Direkt
yontem indirekt yonteme gore daha az duyarliliga sahip oldugu i¢in indirekt yontem daha
yaygin kullanilmaktadir. Genel olarak hem IHC hem de IF yontemde indirekt yontemler
kullanilmaktadir (Eugenio, 1998).

1.1. immunohistokimyasal (IHC) Boyama Prosediirii

Dokulara deparafinizasyon ve dehidrasyon islemi i¢in ksilol-alkol serilerinden gegirilerek
distile su ile yikanir. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesi dnlemek i¢in %3’liikk Hidrojen
Peroksit‘de 10 dakika bekletilir. Bu prosediirde dahil olmak iizere her basamaktan sonra Fosfat
buffer soliisyonunda (PBS) yikanir. 10 mM citrate buffer soliisyonunda 10 dakika boyunca
mikrodalga firinda kaynatilir. Kesitlerin iizerine bloking soliisyonun dokiiliir ve 10 dakika
beklenir. Primer antikor ile inkubasyona birakilir (Inkubasyon siiresi iiretici firmaya gore
degismektedir). Biyotinlenmis sekonder antikor ile 30 dakika inkubasyona birakilir.
Streptavidin antikor ile tekrar 30 dakika inkubasyona birakilir. DAB substrat+ DAB
(Diaminobenzidine) Kromojen soliisyonu ile renklendirme yapilir. Daha sonrasinda
Hematoksilen ile zit boyama yapilarak ¢esme suyunda yikama islemine alinir. Son olarak
kesitler alkol-ksilol serilerinden de gegirilerek, etellan damlatilip mikroskopta altinda incelenir
(Anonim, 2024b).
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Sekil 1. IHC boyama yéntemi ile T. Gondii’nin kegi karacigerinde gosterimi(ok), (100um), (Ozkaraca
ve ark., 2016).
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1.2. immunfloresans (IF) Boyama Prosediirii

Dokulara deparafinizasyon ve dehidrasyon islemi i¢in ksilol-alkol serilerinden gegirilerek
su ile yikanir. Kesitler mikrodalga firinda 10 mM sodium citrate buffer (pH 6,0) ile 10 dakika
kaynatilir. Distile su ile 5 dakika yikanir. Kesitler igerisinde %3 H20>’de bulunan methanol’de
15 dakika bekletilir. 5 dakika siireyle 2 kere yikanir. Kesitler igerisinde %0,4 Triton X-100
(PBS-T) ve %1’lik normal goat serum bulunan PBS ile 10’ar dakika 2 kere yikanir. %5 normal
goat serum bulunan PBS-T ile oda 1sisinda 30 dk bekletilir. Primer antikor ile inkubasyona
birakilir (Inkubasyon siiresi iiretici firmaya gore degismektedir). PBS ile yikanir. %1 normal
goat serum bulunan PBS-T ile 10’ar dakika siireyle 2 kere yikanir. FITC baglh bu sekonder
antikorlar icerisinde %1 normal goat serum bulunan PBS-T ile uygun oranda diliie edilerek oda
1is1sinda 1,5 saat inkube edilir. Tekrar %21 normal goat serum bulunan PBS-T ile 10’ ar dakika

stireyle 2 kere yikanir. DAPI damlatilarak mikroskopta incelenir (Anonim, 2024a).

Sekil 2. IF boyama yontemi ile T. Gondii’nin koyun dalaginda gosterimi(ok), (100um), (Ozkaraca ve
ark., 2016).

2. Western Blot (WB) Yontemi

Western Blot (WB) yontemi hiicre ve ya dokularda meydana gelen yapisal proteinleri
belirlemek amaciyla uygulanan yaygin bir yontemdir (Brianna, 2017). Dokularda yer alan
karmasik proteinlerin belirlenmesi, molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi, membrana transfer
edilmesi ve istenilen primer ve sekonder antikorlarla isaretlenmesi esasina dayanmaktadir
(Hubélek, 2009). Bu yontem dokuda yer alan hedef proteinlerin varligini, molekiiler agirligini,

karmasik proteinlerin yapisini  ve modifikasyonunu belirlemek i¢in rutin olarak
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kullanilmaktadir (Lin ve ark., 1985; Kurien ve Scofield, 2006; Bio-Rad Laboratories, 2011).
Western blot yontemi orneklerin hazilanmasi, protein miktar tayini ve denetiirasyonu, jel
elektroforezi ile proteinlerin yiiriitilmesi, Proteinlerin membrana transferi ve Blokasyon,
Primer ve Sekonder antikorla inkiibasyon, goriintiileme ve analiz gibi asamalardan

olusmaktadir (Sean ve ark., 2013).

2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Dokudaki proteinleri homojen hale getirebilmek igin 6ncelikle bir doku pargalayicisi
olarak bilinen Tissue Lyser ile dokular kii¢iik parcalara ayrilmaktadir (Angell ve ark., 2004;
Wilson ve ark., 2007). Daha kii¢iik pargalara ayrilan dokular hiicre ve doku lizisi i¢in RIPA
(Radio Immun Precipitation Assay) adi verilen lizis tampon ¢6zeltisinde proteaz inhibitérleri

ile birlikte ¢ozlinerek 6rnekler hazirlanmaktadir (Cordwell, 2008; Weiss ve Gorg, 2008).

2.2. Protein Miktar Tayini ve Denatiirasyonu

Hazirlanan oOrneklerde protein miktarlarini belirlemek i¢in Bradford veya BCA
(Bicinchoninic Acid) yontemleri kullanilmaktadir. BCA yontemi spektrumu daha genis olmasi
ve Bradford yontemine gore daha giivenilir sonu¢ vermesi sebebiyle daha ¢ok tercih
edilmektedir. BCA yonteminde Orneklerdeki total protein miktrarlart oOlgiilmekte ve
hesaplanmaktadir (Friedenauer ve Berlet, 1989; Walker, 1994). Protein miktarlar1 hesaplanan
ornekler protein denatiirasyonunu saglamak i¢in igerisinde [-merkaptoetanol, gliserol,
bromfenol mavisi, Tris-HCI (Trisaminomethane- Hydrochloric acid) ve SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate) i¢eren bir ylikleme tampon ¢ozelti hazirlanir ve 6rneklerdeki proteinler denatiire olarak

biiyiikliiklerine gore ayrilmaktadir (Hnasko ve Hnasko, 2015).

2.3. Jel elektroforezi ile Proteinlerin Yiiriitiilmesi

Western Blot yonteminde jel elektoforezi icin PAGE (Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis) yontemi kullanilmaktadir. PAGE yontemi yiikleme ve yliriitme jellerinden
meydana gelmektedir. Kit halinde satilan bu jellerin igerisine APS (ammonium Persulfate),
TEMED (Tetra Methyl Ethylene Diamine) ve Akrilamid gibi ¢ozeltiler eklenerek
polimerizasyon saglanmaktadir. Olusan 6rnekler igerisinde yiiriitme tampon ¢ozeltisi ( Tris+
SDS+ Distile su) bulunan Western Blot jel elektroforez tankina protein belirteciyle ( B-actin, -
tubulin veya GAPDH) beraber kuyucuklara yiiklenerek belirli sicaklik, zaman ve voltajda

yiriitme islemi gergeklestirilmektedir. Yiirlitmedeki amag¢ negatif yiike sahip olan denatiire
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proteinlerin uygulanan pozitif yiiklii voltaj sayesinde yavaslamasi ve pozitif yone dogru

ilerlemesi esasina dayanir ( Mahmood ve Yang, 2012).

2.4. Proteinlerin Membrana Transferi ve Blokasyon

Blotlama membrani i¢in genellikle Nitroseliiloz ve PVDF (Polyvinylidenefluoride)
membranlar kullanilmaktadir. Nitroseliiloz membranlar hassas ve yirtilmaya daha yatkin
olduklar1 i¢cin PVDF membran daha ¢ok tercih edilmektedir. Kullanilan PVDF membran ve
filtre kagitlart membrana transfer dncesinde transfer tampon ¢ozeltisi igerisinde ( Tris+ Glisint+
Metanol+ Distile su) inkiibe edilir. Transfer islemi yari-islak yontemle gerceklestirilmektedir.
Jelde yer alan yiiriitiilen proteinler yari-islak transfer sistemi i¢in kullanilan cihaza uygun
sekilde (alt kisimda filtre kagidi, lizerine PVDF membran, membran iizerinde proteinler
yliriitiilen jel ve {ist kisimda filtre kagidi) koyularak belirli siire, sicaklik ve voltajda transfer
islemi gergeklestirilmektedir. Transfer isleminden sonra primer antikorun hedef proteine
baglanmasi igin ve nonspesifik baglanmay1 engellemek i¢in blokasyon islemi uygulanmaktadir.
Blokasyon i¢in yagsiz siit tozu veya BSA (Bovine Serum Albumin) tercih edilmektedir.
Transfer edilen membran daha 6nceden hazirlanmis PBS-T (Photphate Buffered Saline- Twenn
20), yagsiz siit tozu veya BSA ile olusturulan ¢ozeltide inkiibe edilerek blokasyon islemi
gerceklestirilmektedir (Kurien ve Scofield, 2006).

2.5. Primer ve Sekonder Antikorla Inkiibasyon

Primer ve sekonder antikor ftretici firmanin Onerdigi konsantrasyonda ve uygun
diliisyonda hazirlanmalidir. Istenilen proteini isaretlemek amacryla membrana uygun
diliisyonda hazirlanan primer antikor iiretici firmanin 6nerdigi sekilde membranda inkiibe
edilerek antikorun hedef proteine baglanmasi gergeklestirilmektedir. Inkiibasyondan sonra
membran PBS ile yikanir ve primer antikora baglanmasi i¢gin HRP (Horseradish Peroksidaz) ile
konjuge sekonder antikor {iretici firmanin 6nerdigi sekilde inkiibe edilmektedir (Sandhu ve ark.,

1991; Dubitsky ve ark., 2002; Alegria-Schaffer ve ark., 2009).

2.6. Western Blot Prosediirii

2.6.1. Cozelti ve Tamponlarin Hazirlanmasi

a) Lizis Tampon Cozeltisi: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM Sodyum Kloriir, 1%
Nonidet P-40 (NP-40) or 0,1% Triton X-100 0,5% sodium deoxycholate, 0,1% sodium dodecyl
sulphate (SDS) 1 mM sodium orthovanadate, I mM NaF, Proteaz inhibitorii tablet (Roche)
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b) Yiikleme Tampon Cozeltisi; 4% SDS, 10% 2-mercaptoethanol, 20% glycerol,
0,004%c)Bromfeneol mavisi, 0.125 M Tris-HCI, (pH 6,8 olmal1)

¢) Yiiriitme Tampon Cozeltisi; 25 mM Tris, 190 mM glycine 0,1% SDS

d) Transfer Tampon Cozeltisi; 25 mM Tris, 190 mM glycine, 20% methanol, (80kD
agirligindan daha biiyiik proteinler icin ekstra olarak 0,1%.SDS ilave edilmeli)

e) Twenn-20 ve Tamponlu Tris Tampon Cozeltisi; 20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl
0,1% Tween 20

) Bloklama Tampon Cozeltisi; 3% bovine serum albumin (BSA) in TBST

g) SDS-Jel Tampon Cozeltisi; 20 ml 10% SDS, 12,5 ml 0,5 M Tris HCI, (pH 6,8), 67, 5 ml

ultra saf su, 0.8 ml 2-mercaptoethanol

2.6.2. Orneklerin Hazirlanmas1 (Hiicre Kiiltiirii)

Hiicre kiiltiiri tabagini buza yerlestirin ve hiicreleri, buzlu ortamda Tris tamponlu tuz
(TBS) ile yikaymn. TBS ortami1 uzaklastirilir ve soguk RIPA tamponu (100 mM tabak basina 1
ml) eklenir. Yapisan hiicreler, soguk bir plastik hiicre kaziyici kullanarak tabaktan kazinir ve
hiicre silispansiyonu, onceden sogutulmus bir mikrosantrifiij tiipline yavasca aktarilir. Tiip,
4°C'de 30 dakika boyunca sabit ¢alkalamaya birakilir. 16.000 x g’de 20 dakika santrifiij edilir.
Santrifiij tlipli nazik¢e ¢ikarilir ve buz lizerine konulur. Bir protein testi yapmak i¢in kiiciik bir
hacimde (10-20 pl) lizat alinir. Her hiicre lizat1 i¢in protein konsantrasyonu belirlenir. Her
numuneden 20 pg alinir ve esit hacimde 2x Laemmli numune tamponu eklenir. Her hiicre lizati,
numune tamponunda 95°C’de 5 dakika kaynatilir. 16.000 x g’de 1 dakika mikrosantrifiijde

santrifiij edilir.

2.7. Protein Ayirma ve Jel Elektroforezi

Molekiiler agirlik belirtecleri mini (8 x 6,7 cm) veya orta (13,3 x 8,7 cm) 6lgekli SDS-
PAGE jel kuyucuklarina esit miktarda protein (20 pg) yiiklenir. Jeli, 50 V’da 5 dakika calistirin.
Calismayi yaklasik 1 saat iginde bitirmek i¢in voltaji 100-150 V’a yiikseltin.

2.8. Protein Jelden Membrana Aktarilmasi

Jel, 10-15 dakika boyunca 1x transfer tamponunda bekletilir. Transfer kaseti monte edilir
ve kasette hava kabarcig1 kalmadigindan emin olunmalidir. Ayrica, blot katot iizerinde ve jel
anot tlizerinde olmalidir. Kaset, transfer tankina yerlestirilir ve tanka bir buz blogu konulur.

Soguk odada 10 mA sabit akimda bir gece aktarilir (Alternatif olarak transfer, 30 dakika ile 2
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saat arasinda 100 V’da yapilabilir, ancak yontemin farkli boyutlardaki proteinler i¢in optimize

edilmesi gerekmektedir).

2.9. Antikor Inkiibasyonu

Membrani suyla kisa bir siire durulayin ve transfer kalitesini kontrol etmek i¢in Ponceau
S soliisyonuyla boyayin. Ponceau S soliisyonu, TBS-T ile ii¢ kez yikanarak durulanir. 1 saat
boyunca oda sicakliginda TBS-T i¢inde %3 BSA kullanarak blokasyon yapilir. Hedef proteine
kars1t primer antikor ¢ozeltisi, 4°C’de gece boyunca inkiibe edilir (Antikorun tutunma
olasiligina bagl olarak oda sicakliginda 1-3 saat inkiibasyon yapilabilir). Blot, 3-5 kez TBS-T
ile 5 dakika boyunca yikanir. HRP-konjuge sekonder antikor ¢6zeltisiyle 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edilir. Blot, 3-5 kez TBS-T ile 5 dakika boyunca yikanir.

2.10. Goriintiileme ve Veri Analizi

Ureticinin ~ 6nerilerine  gdre  kemiliiminesan  substrat, membrana uygulanr.
Kemiliiminesan sinyalleri, CCD kamera tabanli bir goriintiileyici tarafindan goriintiilenir.
Hedef proteinlerin bant yogunlugu, goriintii analiz yazilimi kullanilarak degerlendirilir ve bant
yogunluklar1, molekiiler agirliklarina gére detayl olarak inceleme altina alinmaktadir (Anonim,

2024¢).

3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu yontemin ismi, DNA Polimeraz enzimi kullanilarak DNA’nin bir pargasini in vitro
olarak g¢ogaltilmasindan almaktadir. PCR yonteminde birka¢ farkli diizenlemeyle {iretilen
DNA’nin ¢ogaltilmis milyonlarca kopyas1 arasindan, istenilen kisma ait DNA parcasinin bir ya
da birkag kopyasini elde edilmesi miimkiindiir (Bottore ve ark., 2003). Bu yontemde kan, deri,
sag, tiikiirtik, viriis, bakteri gibi ajanlar olmak iizere farkli tipteki materyaller DNA kaynagi
olarak kullanilmaktadir. PCR i¢in gerekli olan yeterli miktarda DNA miktarinin elde edilmesi
ve elde edilen kopya DNA f{irlinlerinin analiz edilmesi laboratuvar yontemleri ile saglanir. Bu
nedenle PCR hassas bir yontemdir (Gabrilyan ve Avashia, 2013). Y6ntemin uygulanmasinda
‘Termal Cycler’ cihazi kullanilmaktadir. Termal Cycler belirli bir siraya sahip DNA igeren
orneginin 1sitilmasi ve sogutulmasi lizerine kurulu bir sistemdir. Bu sistem; DNA’nin erime
sicakligina gelerek, DNA replikasyon enzimleri i¢in 1sitma ve sogutma reaksiyonlarinin tekrar
tekrar uygulanmasi, 1siya dayanikli DNA Polimeraz enzimi, primer dizi ve dNTP
(Deoxynucleoside triphosphate) karisimi kullanilmasina dayanir. islem sonunda, milyonlarca

kopya DNA’nin c¢ogaltilmasi saglanir. Denatiirasyon, baglanma ve uzatma islemleriyle
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istenilen DNA bolgesine baglanabilen primer ile yeni-kopya DNA iplikler sentezlenmesine
devam edilir ve DNA’dan yeni kopyalar iiretilir (Sharkey ve ark., 1994; Elizabeth, 2007).

3.1. Konvansiyonel PCR

PCR’1n ilk yontemi olan konvansiyonel PCR, 1980'lerde Kary Mullis tarafindan
gelistirilmis ve 1994°te Nobel o6diilii almistir (Bruce ve ark., 1999). Yontem hastaliklarin
teshisinden, genetik degisimlere kadar tiim temel biyolojik siire¢lerin ortaya konmasi agisindan
gercek anlamda bir devrim yaratmistir (Spolidorio ve Spolidorio, 2005). Ug asamay takip eder.
Bunlar;

3.1.1. Denatiirasyon

Sicakhigin yiikseltilmesiyle elde edilen iki DNA ipliginin ayrilmasi asamasidir. ilk
periyotta, denatiirasyon sicaklig1 olarak adlandirilan 94°C'lik bir sicaklikta gergeklestirilir. Bu
sicaklikta, replikasyon sirasinda matris gorevi goren matris DNA denatiire edilir. ¢ift sarmallt

DNA, tek sarmalli DNA'ya denatiire edilir.

3.1.2. Hidridizasyon

Ikinci asama hibridizasyondur. Primer hibridizasyon sicaklig: olarak ta adlandirilan bu
asamada, genellikle 40 ila 70°C arasindaki bir sicaklikta gerceklestirilir. Sicakligin
diisiiriilmesi, hidrojen baglarinin yeniden olugmasina ve dolayisiyla tamamlayici seritlerin
hibridize olmasina izin verir. Primerler, amplifiye edilecek DNA'y1 c¢evreleyen bolgeleri
tamamlayan kisa tek sarmalli diziler, uzun sarmalli matris DNA'dan daha kolay melezlenir.

Hibridizasyon sicaklig1 ne kadar yiiksekse hibridizasyon o kadar segici, o kadar spesifiktir.

3.1.3. Elongasyon

Ucgiincii ve son asama olan bu kisim, uzama sicaklig1 olarak adlandirilan 72°C'lik bir
sicaklikta gergeklestirilir. Tamamlayict ipligin sentezidir. 72°C'de Taq polimeraz, hazirlanmig
tek sarmalli DNA'lara baglanir ve reaksiyon karisiminda bulunan Deoksiriboniikleosit
trifosfatlar1 kullanarak replikasyonu katalize eder. Primerlerin asagi akisindaki sablon DNA
bolgeleri bdylece secgici bir sekilde sentezlenir. Bir sonraki dongiide, onceki dongiide
sentezlenen fragmanlar sirayla matristir ve birkag dongiiden sonra baskin tiirler, primerlerin
melezlendigi bolgeler arasindaki DNA sekansina karsilik gelir. Analiz edilebilir miktarda
DNA'y1 (yaklasik 0,1 pg) sentezlemek 20—40 dongii alir. Her dongii teorik olarak Onceki
dongiide bulunan DNA miktarini iki katina ¢ikarir (Pelt ve ark., 2008; Kadri, 2019).
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3.2. Konvansiyonel PCR Protokolii

0,2 ml duvar kalinligindaki PCR tiipleri i¢in 96 kuyucuklu bir plaka soguk ortama
yerlestirilir (PCR reaktiflerinin soguk ortamda PCR tiiplerine eklenmesi, niikleaz aktivitesini
ve nonspesifik primer baglanmalarin1 6nlemeye yardimci olacaktir).
Steril su, 10X PCR buffer, dNTPs, MgCl», primer ve template DNA, 0,2 ml duvar kalinligindaki
PCR tiipleri igerisinde karistirilir. PCR tiipii icerisine negatif kontrol hari¢ tiim reagent’ler
aktarilir. Ek olarak bilinen bir DNA 6rnegini igeren diger bir tiip ise pozitif kontrol olarak
kullanilmalidir. Kullanilacak olan Taq DNA polimeraz % 50 gliserol soliisyonunda muhafaza
edilmektedir. Diger PCR reaktifleri ile 20 kere pipetaj yapilarak iyice karigmasi saglanir. Bu
islem yapilirken kabarciklarin olusmamasina 6zem gosterilmelidir. PCR tiipii gerekli program

ayarlandiktan sonra, Thermal Cycler cihazina yerlestirilerek islem baslatilir.

4. In Situ Hibridizasyon (ISH)

In Situ Hibridizasyon yontemi hiicre ve dokularim iginde yer alan niikleik asit dizilerini
ve morfolojisini incelemeye dayanmaktadir. Hiicrelerdeki kromozomal evreler, tiimoral
olgular, kromozom analizleri ve birgok sitogenetik ¢alismalar i¢in uzun yillar bu teknik
kullanilmistir (Moter ve Gobel, 2000). Bu yontem hiicrelerde gen ekspresyonu yapilabilen en
yaygin yontemlerden birisidir. Kullanilan yontemdeki amag¢ digsardan sentezlenen bir niikleik
asit probunun hiicredeki niikleik asit dizilimine mRNA sekansi ile hibridizasyon olayinin
gerceklesmesine dayanmaktadir (Wilcox, 1993). Hedef DNA ve RNA sekanslarina dogrudan
hibritlendigi i¢in bu yontem biiylik bir avantaj saglamaktadir (De Bault ve Gu, 2012).
Hibritlenen niikleik asit dizilimleri kromojen in situ hibridizasyon (CISH) ve floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yontemleri ile tespit edilmektedir (Jensen, 2014).

4.1. Kromojen In Situ Hibridizasyon ve Floresan In Situ Hibridizasyon

Kromojen /n Situ Hibridizasyon ydnteminin amac1 dokuda yer alan gen tespit edilerek bir
kromojen olan digoksigenin bagli bir prob ile hibritlenmesi ve peroksidasyon saglanmasina
dayanmaktadir. Floresan In Situ Hibridizasyon ydntemi ise ayn1 amac1 kapsamaktadir fakat bu
yontemde Floresan bagli bir prob kullanilmaktadir ve floresan mikroskop gerekmektedir
(Fischer ve ark., 2008). CISH yonteminin bir avantaji1 avidin-biyotin kompleksi kullanildig1 i¢in
orneklerin uzun siire saklanabilir ve rutin analizlerde 151k mikroskobunda incelenebilir
olmasidir. FISH yontemi ise son derece hassas olmasi ve spesifik olmasi avantaj saglamaktadir.

Fakat FISH yonteminde floresan 1s1§ina maruz kalmasi sonucu solmasi ve uzun siireli
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incelenmemesi dezavantaj saglamaktadir (Cremers ve ark., 1987; Cornelese-ten Velde ve ark.,

1989; Robben ve ark., 1994; Kanda ve ark., 1998).

Sekil 3. FISH yontemi ile meme kanseri tanis1 (Kabake1 ve ark., 2016).

4.2. In Situ Hibridizasyon Protokolii

Parafin veya dondurulmus kesitler hazirlanir.

4.2.1. On Islemler

Dondurulmus kesitler oda sicakliginda 1sitilir ve 50°C de 15 dakika kurutulur. 2. Parafin
kesitleri ise deparafinizasyon (15 dakika boyunca 2 kez ksilen ile muamele) ve rehidrasyon ( 5
dakika boyunca sirastyla %100, %95, %90, %80, %70 etenol ve distile su) islemi yapilir. Not:
Eger dokularda dokiilme olursa 60°C de 1-2 saat 1sitilir.

4.2.2. Hibridizasyon

Dokular 20 dakika oda sicakliginda DEPC-PBS (Diethyl Pyrocarbonate Phosphate-
Buffered Saline) i¢inde %4 liik paraformaldehit ile sabitlenir. 2. Dokular oda sicakliginda
DEPC-PBS ile 5 dakika boyunca yikanir. Dokular 10pg/ml Proteinaz-K ile 37°C de 8-15 dakika
boyunca muamele edilir. Dokular DEPC-PBS i¢inde oda sicakliginda yikanir ve %4 liik
paraformaldehit ile tekrar sabitlenir. Dokular 6n hibridizasyon soliisyonu i¢inde 50°C de 3-4

saat hibridizasyon yapilir. Hibridizasyon soliisyonu i¢inde hibritlenen dokular + Prob
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(Digoksigenin isaretli prob: 2-4 ng/ul hibridizasyon soliisyonunda) 45°C de 12-16 saat
hibritlenir (Eger FISH yontemi uygulanicaksa Floresan isaretli prob gerekmektedir).

Not: Pre-hibridizasyon, hibridizasyon ve bloke edici soliisyon hacmi dokuyu kaplayacak
sekilde olmalidir. Dokular Immegde Pen ile daire i¢ine alinmalidir. Buharlagmayi 6nlemek igin

su ile 1slatilmis kagit havlu kullanilmalidir.

4.2.3. Yikama
Dokular 2x SCC ile 45°C de 10 dakika yikanir. Dokular 1,5x SCC ile 45°C de 10 dakika
yikanir. Dokular iki kez 0,2x SCC ile 37°C de 20 dakika yikanir. Dokular 1x bloklama

soliisyonunda 1 saat inkiibe edilir.

4.2.4. Digoksigenin’in Antikor ile Baglanmasi

Probun hassasiyetine gére dokulart 1: 100 ve ya 1: 1000 oraninda seyreltilmis PBS ile
Alkalen fosfataz (AP) -konjuge anti-digoksigenin antikoruile 1-4 saat boyunca ya da 4°C de
gece boyunca inkiibe edilir. Dokular oda sicakliginda 3 kez 1x PBS ile 10 dakika yikanir.
Dokular oda sicakliginda 1x Alkalen Fosfotaz tampon ¢6zeltisinde 2 kez 5 dakika boyunca
yikanir. Dokuda yer alan hedef RNA’nin yogunluguna gore 1ml 1x Alkalen Fosfotaz tampon
cozeltisine 6,6 ul NBT ve 3,3 ul BCIP eklenir ve oda sicakliginda 2-20 saat aras1 inkiibe edilir.
NBT/BCIP (Bromo chloro fosfat indolyl/Nitro mavi tetrazolium )karisimi uzaklastirilir ve
dokular distile su ile yikanir. Dokulara eger gerekliyse Zit boyama yapilir. Dokular kapatilarak
mikroskopta incelenir (Anonim, 2024d).

Arastirmacilarin Katki Oram Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye benzer oranda katki saglamis olduklarini beyan ederler.

Cikar Catismasi1 Beyani

Makale yazarlar1 herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan ederler.
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