Hybrydyzacja kwasow nukleinowych in sitw.
od ISH do DIRVISH

Jolanta Matuszynska
Katedra Anatomii i Cytologii
Uniwersytet Slaski

Katowice

1. Wprowadzenie

ybrydyzacja kwasow nukleinowych in situ (ISH) polega na #gczeniu zna-

kowanego polinukleotydu zwanego sondg z komplementarnymi sekwen-

cjami kwasow nukleinowych w komorce. Metoda ta pozwala na wykrywa
i lokalizacje specyficznych sekwencji DNA lub RNA w komorce, jadrze lub
chromosomach. Data ona poczgtek cytogenetyce molekularnej przez tgczne
zastosowanie technik biologii molekularnej i cytogenetyki.

Hybrydyzacja in situ zostala opisana, po raz pierwszy, w 1969 r. przez
Pardue i Gall (1). Jako sonde stosowano wtedy DNA znakowane izotopem,
a miejsca hybrydyzacji wykrywano autoradiograficznie. Na poczgtku stosowa-
no te metode do lokalizacji powtarzajgcych sie sekwencji DNA w chromoso-
mach roslinnych i zwierzecych. Po udoskonaleniu procedury stato sie mozliwe
wykorzystanie ISH do mapowania sekwencji unikatowych. Mimo wysokiej czu-
tosci, radioaktywna ISH ma wiele wad. Po pierwsze, czas ekspozycji, czesto
kilkutygodniowy, wydtuza znacznie trwanie eksperymentu. Po drugie, praco-
chtonne liczenie ziaren srebra, w celu odréznienia sygnatéw specyficznej hy-
brydyzacji od ziarnistosci tta sprawity, ze opisana przez Bauman i wspét. (2)
w 1980 r. metoda nieradioaktywnej hybrydyzacji in situ znalazta szybko wielu
zwolennikow.

Metoda nieradioaktywnej ISH polegajgca na znakowniu sondy najczesciej
naturalnymi heptanami, biotyng (witamina) lub digoksygening (steroid izolo-
wany z ro$liny Digitals purpurea), a nastepnie wykrywaniu hybrydowego DNA
immunocytochemicznie, ulegata wielu modyfikacjom. Dzieki dostarczaniu
przez firmy coraz nowszych przeciwciat potaczonych z réznymi fluorochroma-
mi oraz udoskonaleniu mikroskopdéw fluorescencyjnych, szczegélnie szerokie
zastosowanie znalazta metoda immunofluorescencyjnego wykrywania miejsc
hybrydyzacji, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH).
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FISH znajduje coraz szersze zastosowanie w genetyce i hodowli roélin,
w badaniach dotyczacych organizacji genomu i cytotaksonomii molekularnej.
Na szczegélne podkreslenie zastuguje wykorzystanie FISH w medycynie za-
rowno w badaniach podstwowych jak i klinicznych. W dalszej czesci artykutu
przedstawiono wykorzystanie réwniez innych technik fluorescencyjnej DNA-
DNA hybrydyzacji in situ do tokalizacji sekwencji DNA w chromosomach i ja-
drach interfazowych, gtéwnie komdrek roslinnych.

2. Metoda FISH

Hybrydyzacja in situ moze by¢ prowadzona na rutynowo wykonanych pre-
paratach, zgniatanych, rozmazowych, skrawkach parafinowych i eponowych.
Materiat musi by¢ jednak tak przygotowany, aby zapobiegat utracie DNA,
zachowywat strukture jadra i chromosoméw oraz umozliwiat swobodne prze-
nikanie sondy (rys.l).
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Rys. 1. Schemat przebiegu hybrydyzacji DNA-DNA in situ. DNA* oznacza sonde znakowana
biotyng, digoksygening lub innym nieradioaktywnym znacznikiem.
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DNA, stuzacy jako sonda, moze by¢ znakowany z wykorzystaniem enzymu
DNA polimerazy/DNazy {nick translation), Klenow DNA polimerazy {random
priming) lub telomerazy {end labelling). Ostatnio wykorzystuje sie réwniez do
tego celu taricuchowa reakcje polimerazowa (PCR). Najczesciej do znakownia
uzywa sig nukleotydy potaczone z fluorochromem (fluorescein-11-dUTP), bio
tyng (biotin-11-UTP) lub digoksygening (digoxigenin-l 1-UTP). Petne zestawy
odczynnikéw potrzebnych do przeprowadzenia reakcji sg dostarczane przez
wiele firm, np. Amersham International, Boehringer Mannheim lub BRL Life
Technologies.

W celu przeprowadzenia hybrydyzacji, zdenaturowang sonde umieszcza sie
na preparacie zawierajacym uprzednio zdenaturowane chromosomy i inku-
buje przez 12-16 godzin w 37°C. Warunki hybrydyzacji i posthybrydyzacyj-
nego ptukania pozwalajg optymalizowac specyficzng hybrydyzacje oraz usu-
wac niespecyficzne hybrydy, ktére sa mniej stabilne, a tym samym zmniejszac
niepozadane tto.

W zalezno$ci od rodzaju znakowania sondy, miejsca hybrydyzacji mozna
obserwowac badZ bezposrednio w mikroskopie fluorescencyjnym, nastepuje to
w przypadku znakowania fluorochromem, badZ dopiero po immunochemicz-
nym wykryciu znacznikéw, takich jak biotyna lub digoksygening. Do wykry-
wania biotyny stosuje sie zwykle avidyne lub streptoavidyne, do wykrywania
digoksygeniny przeciwciato, antydigoksygenine, pofgczone z réznimii fluoro-
chromami (FITC — Jluorescein isothiocyanate; rodamina; Texas Red itp). Syg-
naty fluorescencji w miejscach hybrydyzacji obserwuje sie w epifluorescen-
cyjnym mikroskopie wyposazonym w odpowiedni zestaw filtrow (fot. 1-6).

Mozliwe jest rownoczesne stosowanie dwoch lub wiecej sond, odmiennie
znakowanych i nastepnie wykrywanych z uzyciem roznych fluorochromoéw.
Specjalne filtry pozwalajg na rownoczesng obserwacje roznej fluorescencji
(fot. 4) (3, 4, 5). Obraz mikroskopowy moze by¢ fotografowany lub przekazany
do pamieci komputera za pomocg CCD kamery {charge coupland device) albo
mikroskopu konfokalnego. Szeg6towe opisy metody in situ hydrydyzacji mozna
znalezé w wielu oryginalnych publikacjach jak i specjalnych opracowanich
(6, 7) czy tez broszurach wydawanych przez firmy komercyjne (np. Boehringer
Mannheim).

3. Zastosowanie FISH

Mozliwos¢ lokalizacji sekwencji DNA w chromosomach roélinnych na dro-
dze hybrydyzacji in situ ma coraz wigksze znaczenie w réznych dziatach bio-
logii molekularnej. ISH nie tylko dostarcza informacji o pozycji okreslonych
gendéw lub sekwencji DNA, ale réwniez 0 wzajemnym ich potozeniu w chro-
mosomie czy nawet w jadrze intrefazowym. Daje to mozliwo$¢ poréwnania
map fizycznych chromosomoéw z mapami genetycznymi (8), okre$lenia zwiaz-
kéw miedzy badang sekwencjg DNA a struktura genomu i aktywnoscig genow
(9, 10). Sekwencje DNA, ktore zostaty zmapowane na drodze ISH obejmujg






Fot. 1-6. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ. Na zdjeciach a i b przedstawiono ten sam
obiekt: a — fluorescencja FITC (fluorescein isothiocyanate) w miejscach hybrydyzacji, b — nie-
bieska fluorescencja DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol™ barwigca catos¢ DNA. Powiekszenie:
Fot. 1-4i 6 — 3000x: Fot. 5 — 2000x.

1. Lokalizacja rDNA w chromosomach metafazowych i jgdrze interfazowym Arabidopsis tha-
liana, widoczne cztery loci rRNA gendéw. rDNA znakowane biotyng, wykrywanie avidyna potaczong
z fluorochromem FITC.

2-3. Lokalizacja centromerowego DNA (sonda pALI znakowana digoksygening) w jadrze in-
terfazowym (2) i chromosomach metafazowych (3) Arabidopsis thaliana, wykrywanie antydigo-
ksygening potaczong z FITC. Na obu zdjeciach uwidoczniono dziesie¢ sygnatow fluorescencji
w miejscach hybrydyzacji.

4. Podwojna hybrydyzacja in situ w pojedynczym chromosomie Arabidopsis thaliana. Jako
sonde zastosowano rDNA znakowany biotyng i wykrywany avidyng-Texas red (pomaranczowa
fluorescencja) i centromerowy DNA, pALl, znakowany digoksygening i wykrywane antydigoksyge-
ning — FITC (z6ka fluorescencja).

5. Wykrywanie genéw rRNA w B chromosomach Crepis capillaris. rDNA znakowany biotyng
hybrydyzuje z DNA w jednej parze chromosoméw standardowych (wieksze sygnaty fluorescencji)
i z DNA w chromosomach B. Widoczne we wszystkich czterech chromosomach B zo6tte punkty
fluorescencji FITC odpowiadajg potozeniu gendw rRNA.

6. Pojedynczy chromosom Crepis capillaris z organizatorem jaderka (NOR). Zoétta fluorescencija,
po hybrydyzacji in situ, odpowiada potozeniu rDNA. Pomaranczowa fluorescencja dtugiego ramie-
nia jest wynikiem barwienia bromkiem etidium.
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geny powtarzalne i unikatowe jak réwniez sekwencje nietranskiybowane, wy-
stepujace tandemowo lub rozproszone.

Lokalizacja sekwencji powtarzajacych sie, szczegllnie typu tandem, jest
znacznie tatwiejsza niz sekwencji wystepujgcych w jednej lub kilku kopiach.
Jest jednak kilka doniesibr o lokalizacji unikatowych sekwencji w chromo-
somach roélinnych (11, 12, 13, 14). Nasuwa sie pytanie jak dtugie odcinki
DNA moga byé wykrywane na drodze hybrydyzacji in situ. Przy obecnej czu-
tosci metody, mozliwe jest wykrywanie pojedynczych sekwencji o dtugosci
okoto 10 kz w chromosomach roélinnych (14) i 2,5-5 kz, a czasem mniejszych
w chromosomach czlowieka (15).

Dla sekwencji lub genéw powtarzajacych sie, hybrydyzacja in situ, jak sie
wydaje, jest najlepsza metodg do ich mapowania. Geny lybosomalnego RNA
wystepujg w genomie roslinnym w setkach lub nawet tysigcach kopii, w jed-
nym lub kilku loci zwigzanych z regionem organizatora jaderka (NOR) (fot. 6).
Stosujac jako sonde rDNA (geny kodujace 18S-5,85-26S rRNA) wykiyto i zlo-
kalizowano geny rRNA u wielu gatunkéw roslin, takich jak: pszenica (16),
soja (17), jeczmien (18), cebula (19), tyton (20), ryz (21). W wielu przypadkach,
szczegOlnie u gatunkéw z matymi chromosomami, gdzie tradycyjne metody
cytogenetyczne zawodza, byta to jedyna droga ustalenia liczby i pozycji rDNA.
Do takch gatunkow nalezy przede wszystkim Arabidopsis thaliana, modelowa
roslina w biologii molekularnej i genetyce roslin, u ktérej zlokalizowano geny
rRNA w dwdch parach chromosomoéw (fot. 1) (4). Podobnie ustalono liczbe
rRNA loci u trzech innych gatunkéw z rodzaju Arabidopsis (22). FISH pozwo-
lita wykry¢ obecnos¢ gendéw rybosomalnego RNA nie tylko w chromosomach
standardowych Crepis capillaris, ale réwniez w chromosomach dodatkowych
zwanych chromosomami B (fot. 5, 6) (23).

Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych in situ stanowi pozadane uzupetnie-
nie wynikdéw badan molekularnych, tak konieczne dla petniejszego zrozumie-
nia struktury genomu. Na przykiad, na podstawie Southern hybrydyzacji,
ustalono catkowitg liczbe kopii rDNA u diploidalnych i amfidiploidalych ga-
tunkdw rodzaju Brassica (24). Zastosowanie FISH pozwolito ustali¢ liczbe loci
rDNA u poszczegblnych gatunkéw i dostarczyto dodatkowych danych o prze-
mianach chromosomowych w czasie ewolucji tych gatunkéw (25). Na drodze
hybrydyzacji in situ wykazano, ze wyizolowane z jeczmienia, powtarzajace sie
sekwencje BISI typu retrotranspozon, sg rozproszone wzdtuz chromosomoéw
z wyjatkiem odcinkéw centromerowych, telomerowych i organizatora jgderka
(26). Podobnie, wyizolowana z Arabidopsis thaliana i scharakteryzowana mo-
lekularnie powtarzajgca sie sekwencja pALI (27), zostata zlokalizowana na
drodze hybrydyzacji in situ w centromerowych odcinkach wszystkich dziesie-
ciu chromosoméw tego gatunku (fot. 2, 3) (4).

Sygnaty hybrydyzacji in situ mogg by¢ znakomitym markerem poszczegol-
nych chromosomoéw, szczeg6lnie gdy rdéznice morfologiczne miedzy nimi sg
niewielkie. Daje to mozliwo$¢ identyfikacji chromosoméw w zmienionym czy
mieszancowym kariotypie, liniach translokacyjnych czy substytucyjnych (28,
29). Wyjatkowg zaletg tej techniki jest mozliwos¢ lokalizacji sekwencji DNA
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w jadrach interfazowych, a tym samym, identyfikacji i $ledzenia potozenia
danego ehromosomu w nie dzielagcym sie jadrze. Na przykiad, hybrydyzaeja
eentromerowego DNA w jadraeh Arabidopsis, pozwala okresli¢ poliploidalnos¢
roslin bez konieeznosci otrzymania dobrych metafazowych chromosomow (4)
(fot. 3a).

,»Cytogenetyka jadra interfazowego” otworzyta nowe moztiwosei badania
struktury i organizaeji przestrzennej jadra komérkowego. Badania wzajemne-
go utozenia chromosomdéw w okresie kiedy sg one zdekondensowane, ale maja
najwieksza aktywnos¢ transkrypcyjna, powinny przyezynic sie do petniejszego
zrozumienia funkejonowania genomu i jego uzaleznien od architektury jadra
(10, 30). Najczeseiej stosowang w tych badaniach technikg jest lokalizaeja
sekwencji DNA w trojwymiarowej rekonstrukcji jadra komérkowego. Kompu-
terowa rekonstrukeja sporzadzana jest na podstawie kolejnyeh skrawkéw mi-
krotomowych jadra komoérkowego (31) badz jego przekrojow optyeznyeh otrzy-
manyeh zg pomoeg mikroskopu konfokalnego (32, 33, 34).

Znaezng eze$¢ genomu roslinnego stanowig sekweneje niekodujace zawarte
gtéwnie w heteroehromatynie. Wiele tych sekwencji petni funkcje strukturat-
ne. Jedng z najlepiej molekularnie seharakteryzowanyeh takieh sekweneji jest
DNA telomerowe, zbudowane z krétkieh odcinkéw (6-7 par zasad), powtarza-
jacych sie tandemowo kilkaset razy i stanowigcych fizyczny koniec kazdego
ehromosomu. Telomerowe sekwencje zostaty ztokatizowane, na drodze FISH,
u kitku gatunkéw roélin (35, 36). Okazato sie, ze sekwencje te mogg réwniez
wystepowaé w przycentromerowych i interstyejalnych odcinkaeh niektorych
chromosomoéw (37, 38), co moze odzwierciedlaé wezesniejsze przemiany stru-
kturalne u tyeh gatunkow, np. fuzje chromosomoéw telocentrycznych.

Innym przykiadem nietranskrybowanej, powtarzajgeej sie sekweneji, jest
DNA — pSell9 — wyizolowany z zyta (39). Sekweneja ta byta ztokalizowa-
na w mitotyeznych (3), a nastepnie mejotyeznyeh chromosomaeh zyta (40).
Przez wietu autoréw klon pScll9 jest wykorzystywany jako marker chromo-
somow zyta i uzywany do ich wykrywania w genomie pszeniey (28, 29).

Pozytywny wynik transformaeji rosélin, uzyskiwanej stosujac rézne metody,
jest zwykle ustalany na podstawie ekspresji wprowadzonyeh genéw, np. opor-
nosei na antybiotyki ezy gendw reporterowyeh, jak (3-glukuronidazy (GUS)
lub lucyferazy. Na tej podstwie nie mozna jednak wnioskowac¢ o lokalizaeji
,»obcego DNA” w transformowanym genomie. Uwaza sie, ze hybrydyzacja in
situ stanowi jedyna obeenie metode umozliwiajgea genomowa lokalizaeje zain-
korporowanego DNA. Nieradioaktywna ISH (sonda znakowana biotyng) zostata
z powodzeniem zastosowana do potwierdzenia transformacji i identyfikacji
miejsca inkorporacji T-DNA w chromosomach korzeni Crepis capillaris, otrzy-
manyeh w wyniku transformacji za pomocg Agrobacterium rhizogenes (11).
Prace dotyczgce tokalizaeji T-DNA tub genu opornosci na kanamycyne, wpro-
wadzonego na drodze bezposredniej transformacji, byty wczesniej przeprowa-
dzone na transformowanyeh ro$linaeh tytoniu metoda radioaktywnej hybry-
dyzaeji in situ (41, 42). Podobnie, stosujage in situ hybiydyzaeje do okrestenia
liezby sekwencji kodujacych leghemoglobine w brodawkach korzeniowych Lu-
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piniLS luteiLS, stwierdzono wieksza liczbe miejsc hybrydyzacji w jadrach ko-
morek brodawkowych niz w niezainfekowanych komorkach korzenia. Na pod-
stawie tych badan przypuszcza sie wystepowanie, indukowanej przez bakte-
roid, amplifikacji genu leghemoglobiny (43).

4.Genomowa hybrydyzacja in situ — GISH

Genomowa hybrydyzacja in situ jest metoda, w ktorej jako sonde do hybry-
dyzacji uzywa sie catkowity genomowy DNA okre$lonego gatunku (np. AA). Umo-
zliwia ona identyfikacje chromosoméw danego gatunku (A) w mieszancach mie-
dzygatunkowych czy gatunkach allopoliploidalnych (np. AABB). Specidiczno$¢
genomowej hybrydyzacji mozna zwiekszy¢ przez uzycie nieznakowanego geno-
mowego DNA, pochodzgcego z dmgiego gatunku (BB) jako blokujgcego [compe-
titor) DNA. Nieznakowany DNA znacznie szybciej hybrydyzuje z chromosomami
dawcy (B) niz znakowany DNA pochodzacy od drugiego gatunku (44, 45). Uzy-
wajgc genomowy DNA zyta do hybrydyzacji z chromosomami heksaploidalnego
pszenzyta odmiany Lasko, mozna byto fatwo odrézni¢ chromosomy dwoch ro-
dzicietskich gatunkoéw, zyta i pszenicy (46). Stosujac genomowy DNA Nicotiana
syluestris rozrézniono chromosomy obu ancestralnych genoméw amfidiploidalne-
go gatunku Nicotiana tabacum (20), czy uzywajac genomowy DNA Brassica cam-
pestris wyrozniono chromosomy pochodzace od tego gatunku w genomie Bras-
sicajuncea (Matuszynska, dane nie publikowane).

GISH pozwala nie tylko odréznia¢ rodzicielskie genomy mieszancow, ale
rowniez $ledzi¢ ich zachowanie si¢ w jadrach interfazowych i w poszczegdl-
nych fazach cyklu komoérkowego. Genomy rodzicielskie mieszanca miedzyga-
tunkowego, Hordeum vulgare x Secale gfricanum, zostaty zidentyfikowane na
drodze hybrydyzacji in situ z genomowym DNA S. africanum. Tréjwymiarowa
rekonstrukcja jadra, na podstwie skrawkdéw mikrotomowych komérek mery-
stematycznych korzeni po hybrydyzacji in situ, pozwolita zanalizowa¢ wza-
jemne potozenie genomoéw w jadrze interfazowym mieszanca (31, 44). Podo-
bnie hybrydyzacja in situ z genomowym DNA Hordeum bulbosum pozwolita
(Zaobserwowaé zachowanie sie genoméw rodzicielskich w krzyzéwce H. vulgare
‘X H. bulbosum, tak czesto uzywanej do otrzymywania haploidéw jeczmienia
(47). W obu przypadkach, genomy rodzicielskie zachowywaty swoja odrebno$¢
i wykazywaly, przez caty cykl mitotyczny, specyficzng separacje. Badania te
dostarczajg nowych danych o nieprzypadkowym potozeniu chromosomow
w jadrze i wnoszg istotny wkilad w zrozumienie architektury i organizacji
jadra komdérkowego.
| Innym zastosowaniem GISH, majacej réwniez istotne znaczenie w bada-
jniach genetycznych i hodowli roslin, jest identyfikacja i lokalizacja pojedyn-
czych chromosoméw lub ich fragmentéw wystepujacych w obcym genomie.
JjW wyniku hybrydyzacji poszukiwany chromosom wyréznia sie od pozostatych
jjasna fluorescencjg, jak bytby pomalowany, stad okreSlenie dla tej metody
chromosome painting.
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Wiele waznych, z punktu widzenia hodowli roélin, genéw odpornosci na
choroby czy warunki stresowe wystepuje u dzikich gatunéw. Geny te moga
by¢ przenoszone do genomu odmian uprawnych wraz z catym chromosomem
lub jego fragmentem na drodze krzyzowania. Niektdre odmiany uprawne psze-
nicy zawierajg translokacje segmentu chromosomu zyta IR w diugim ramie-
niu chromosomu IB pszenicy (IB/IR). Stosujgc konwnecjonalne metody
cytogenetyczne trudno jest ustali¢ wystepowanie tej translokacji. Zastosowa-
nie hybrydyzacji in situ z genomowym DNA zyta pozwala na identyfikacje
translokacji oraz dokiladne ustalenie punktu pekniecia chromosomu (48).
GISH byia stosowana w badaniach wielu odmian pszenicy zawierajacych roz-
ne translokacje z dzikich gatunkéw roélin zbozowych (49, 50). Nalezy pod-
kredli¢, ze metoda ta umozliwia wykrycie obcego chromosomu lub odcinka
chromosomu badanego genomu, réwniez w jadrach interfazowych. Metoda
genomowej hybrydyzacji in situ jest szybka i bardzo precyzyjna, a przez to
przydatna zaréwno w cytogenetycznych badaniach podstawowych jak i w pro-
gramach hodowli roslin.

5. PRINS i PCR-PRINS

PRINS (PRImed IN Situ labeling) jest to metoda, ktéra wykorzystuje tancu-
chowg reakcje polimerazy (PGR) do wykrywania kwaséw nukleinowych in situ
(51). Polega ona na taczeniu nieznakowanych oligonukleotydow, petnigcych
funkcje starteréw, ze zdenaturowanym DNA chromosomow i nastepnie ich
inkubacji z mieszaning zawierajgcg znakowane nukleotydy i polimeraze DNA
(Klenow lub Tagi). Podczas inkubacji nastepuje specyficzna synteza nowego
odcinka DNA, ktoéry zawiera znakowane nukleotydy i moze by¢ wykryty jak
w tradycyjnej metodzie in situ hybrydyzacji (52).

Metoda ta ma kilka zalet w poréwnaniu do konwencjonalnej hybrydyzacji
in situ. Procedura jest znacznie krétsza. Sygnaty hybrydyzacji sg wieksze gdyz
nowo zsimtetyzowane, znakowane odcinki DNA moga by¢ dituzsze niz poszu-
kiwane sekwencje, a tym samym, wieksza czuto$¢ metody. Réwniez niespe-
cyficzne tto na preparacie jest znacznie mniejsze. PRINS znalazta zastosowanie
w cytogenetyce cztowieka znacznie utatwiajgc mapowanie genéw (53). Sa tez
piei*wsze proby wykorzystania tej metody do sporzadzania fi*cznych map
chromosomoéw roslinnych (54).

tancuchowa reakcja polimerazy zostata jeszcze bardziej wykorzystana
w ostatnio opracowanej metodzie PCR-PRINS, gdzie preparaty chromosomowe
na miniaturowych szkietkach mikroskopowych umieszcza sie w probdéwkach
z mieszaning hybrydyzacyjng i inkubuje w urzadzeniu do PGR. W kolejnych
cyklach reakcji nastepuje amplifikacja, z rownoczesnym znakowaniem, po-
szukiwanej sekwencji DNA, ktdéra jest nastepnie wykrywana jak w innych
metodach hybrydyzacji in situ (55). Metoda ta jest szczegblnie przydatna do
lokalizacji krotkich sekwencji, wystepujacych w pojedynczych kopiach (56)
lub do wykrywania nawet pojedynczych kopii obcego DNA, np. wirusa (57).
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Jest to mozliwe przez akumulacje amplifikowanego, specyficznie znakowanego
DNA.

6. DIRVISH

DIRVISH (DIRect VISual Hybridization® daje nowe mozliwosci mapowania
sekwencji DNA w chromosomach i jadrach interfazowych. W metodzie tej wy-
korzystuje sie to, ze DNA w formie zdespiralizowanej [relaxed duplex) osigga
dtugos¢, ktéra moze by¢ obserwowana w mikroskopie $wietinym (np. 5kz moze
osiggng¢ dtugos¢ 1,7]im). Z taka nicig DNA, ,,rozciggnietg” na preparacie mi-
kroskopowym, hybiydyzuje nastepnie znakowana sonda. Tak zatem prowadzac
hybrydyzacje ze zdekondensowanym DNA, zwigksza sie znacznie rozdzielczos¢
mapowanych sekwencji. Z zastosowaniem tej metody zmapowano réwnoczes$nie
kilka cosmid lub YAC klonéw w chromosomach zwierzecych (58).
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Nucleic acid in sifu hybridization; from ISH to DIRVISH
Summary

In situ hybridization (ISH) provides a highly sensitive method for the detection of specific
nucleic acid sequences in cells, nuclei and metaphase chromosomes. This technique has been
improved continuously since it was first established in 1969. Especially fluorescent in situ hy-
bridization (FISH) rapidly replaced radioactive procedures and became a conventional tool in
cytogenetic research. ISH plays an increasingly important role in a variety of research areas of
medicine, genetics and plant breeding. It has been successfully applied for chromosome or
chromosome fragments identification, chromosomal abnormalities detection, gene mapping or
specific DNA sequences localization.
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