FLUORESZCENS IN SITU
HIBRIDIZACIO



Modszer elve

Fluoresence In Situ Hybridization

Fluoreszcens
festékkel jelolt
oligonukleotid
proba a sejt
morfologiajanak
valtozasa nelkul
bejut a sejtbe, ahol
specifikusan kot a
komplementer
target
szekvenciahoz

Labeling with
fluorescent dye

N




Alkalmazasa

e Mikroorganizmusok gyors és pontos
mennyisegi es mindsegi meghatarozasra
alkalmas

e Specialis gének expresszidjara

e Morfologiardl, szerkezetrol,terbeli
elhelyezkedésrol ad informaciot



Alkalmazasanak elonyel

e Lathatd, de nem tenyesztheto
mikroorganizmusok vizsgalata

e Lassan szaporodo, tobbihez kepest metabolikus
hatranyban levo sejtek is detektalhatok, bar a
fluoreszcencia intenzitasa kisebb

e Kulonbozob fluoreszcens festékkel egyszerre
tobbfele mikrobakozosség vizsgalhato

e MRNS-ek hibridizalasaval bizonyos enzimek
termeléset végzo sejtek detektalhatok



Alkalmazasanak hatranyai

Lassu anyagcsereju mikroorganizmusoknal kis
iIntenzitasu jelet kapunk

ElS és holt sejteket nem tudunk
megkulonboztetni

Mikroorganizmusok és a kornyezetuk (pl.: talaj)
autofluoreszcenciaja gondot okoz - specialis
szUrok

rRNS haromdimenzios strukturaja miatt a
hozzaféerés nem azonos valoszintisegl

Festekek fakulasa( csokkentése: fakulast gatlo
anyagok, fotostabil festék: cianin alapu, keskeny
savu filter)



Hibridizacido menete

1. A minta fixalasa
Sejt atjarhatova tétele
Sejt épsegenek fenntartasa
RNS-ek védelme

2. Specialis mintaelokeészités, targylemezhez
rogzites
Sejtek bevondanyaggal kezelt targylemezre
cseppentes

dehidratacio (alkoholban 50, 80, 100%-0s)



Hibridizacido menete

3. Hibridizacio
A fluoreszcens festéekkel jelolt a komplementer
proba mintahoz adasa

4. A nem hibridizalt proba eltavolitasa
mosassal

48°C-os mosopufferrel, jeghideg csapvizzel
mosas, majd szaritas

5. A mintak értékelése mikroszkoéppal

Keskeny savu filterrel felszerelt hagyomanyos
mikroszkoppal, kameraval a kepek
digitalizalasa



Fluoreszcens festékek

e Fluoreszcein szarmazekok (pl.: fluoreszcein
izotiocianat)

e Rhodamin szarmazekokj(pl.: tatrarhodamin
izotiocianat)

e Cianin szarmazekok: Cy3 — rRNS-hez kotodik,
gerjesztes: 550 nm, emisszio: 570 nm




Hibridizalt Escherichia coli



Hibridizalt Eschenichia coli




T22 (Saccharomyces cerevisiae) es
Bacillus cereus FISH-el



