FISH

Fluorescensin situ hibridizacié
(Amann et al. 1990, Manz et al. 1992)

FISH moédszer kidolgozédsa talaj mikroorganizmusok vizsgalatara, kulonos tekintettel
szerves szennyezdanyagok degradacigjara képes mikroorganizmusok valamint
nehézfémtar 6 mikrobék detektalasara, mennyiségi és mindségi meghatér ozasér a.
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mennyisegi meghatarozasat természetes kornyezetikben. A mikroszképos andizis
legfontosabb elGnye a tébbi molekularis bioldgiai technikaval szemben, hogy informéciét ad a
mikroorganizmusok  morfologiai  jellemzbirdl,  szerkezetérdl, szamardl, térbdli
elhelyezkedésérdl. A modszer elve, hogy a fluoreszcens festékkel jeldlt oligonukleotid préba
a sgt morfolégiganak vatoztatdsa nélkil bejut a setbe, ahol specifikusan két a
komplementer target szekvenciahoz. Ezutan a jeldlt oligonukleotid préba hibridizacidja
mikroszkoppal vizsgahatd. Abban az esetben, ha az emittalt fény eltérd hulldmhosszisagu,
egyszerre tobb, kiilonbozd festékkel jeldlt oligonukleotid proba hibridizéciojais detektal hato.

A modszer 1épései a kdvetkezok:
1. A mintafixadésa
2. Hibridizacié
3. A nem hibridizalt prébak eltévolitasa mosassal
4. Mintak értékelése mikroszkoppal, dokumentacid

1) Targylemez elokészitése

A targylemezeket 1 dérara 90% Etanol, 10% szilard KOH elegyébe tesszik, hogy a zsirt
leoldjuk réla, majd széritas utan zsel atinbevonatot képeziink rajtuk.

A zsdlatinbevonathoz 300 ml 70°C-os desztilldt vizben feloldunk 0,225 g zselatint. Ha
teljesen feloldddott beoldunk 0,03 g Kalium-krom-szulfétot (12 kristalyvizet tartalmaz).

Az elkészillt oldatba a tiszta targylemezeket belemartogatjuk, majd sterilboxban |égaram alatt
sz&ritjuk, hogy afellletére ne ragadjon por, v. egyéb szennyezddés.

0,075%-0s zsdlatin:

300 ml desztillalt viz
0,225 g zsdlatin

0,03 g KCF(SO4)2.12 H,O




2) Sejtek fixalasa

A hibridizéci6 elott szikség van a mikroorganizmusok fixaéséra a sejt &jérhatova tételére a
fluoreszcens probdk szamara, a sejt épségének fenntartéséra, valamint az RNS-ek védelmére,
lebomlasuk megakaddlyozasira. Fixdni lehet a mikrobakat kicsapOszerekkel, mint pl.
etanollal, metanollal vagy keresztkotéseket |étrehozd agensekkel, pl. adehidekkel. Gram-
negativ. baktériumok vizsgldata esetén dtaldban 34 v/v%-os formadehid vagy
paraformaldehid megfeleld  fixdlast Dbiztosit, mig Gram-pozitiv  baktériumok
meghatarozéséhoz etanol (50%), etanol/formalin, (9:1v/v) vagy hdkezelés valamint tovébbi,
permeabilitast nbveld |épés szilkséges (Roller et al., 1994).

Sejtszuszpenzié mosasa

Egy 1,5 ml-es Eppendorf-csdbe nem tul 6reg (1-4 napos) sejtszuszpenzidbol 20/50/100 mi-t
pipettazunk, hozzéadunk 200 m 1" PBSt, mad 5 percig 4500-as fordulatszamon

centrifugdljuk. A fellluszot ledntjik, felvesszik a sejteket Ujabb 200 M 1" PBS-ben és
centrifugdjuk.

a) Paraformaldehiddel térténd (PFA) fixalas (G — sejtek meghatar ozasar a)
4% PFA készitése

Erlenmeyer-lombikba 33 ml steril desztilldlt vizet mériink, majd 60-70°C-ra melegitjik fel.
Belemérjik a 2 g paraformaldehidet, és hozzéadunk 30-40 mi 10M NaOH-ot.

Ha feloldddott a paraformaldehid, hozzéadjuk a steril 3" PBS-t, ha szikséges a pH-t 20°C-on
7,2-7,4 kdzé dlitjuk be HCI-Idl.

4%-0s PFA: 1" PBS (Phosphate-buffered saline):
33 ml steril desztilldlt viz 8 g NaCl
2 g paraformaldehid 0,2 g KCl
30-40 i steril 10M NaOH 1,44 g NagHPO,
16,5 ml steril 3" PBS 0,24 g KHPO4
pH=7,2- 7,4 (HCI) 1000 ml desztillalt viz
pH=7,4 (HCI)
Fixalas

Még egyszer mossuk 200 m 1" PBS-sel, majd centrifugaléas és a felulisz ledntése utan a
sejteket felvesszik 200 m 1" PBS-ben és 600 M PFA-ban. 3 dran & szobahdmérsékleten,
vagy egy €szakén é 4°C-on hitdszekrényben hagyjuk alni.

b) Etanolosfixalas (G + sgjtek meghatér ozsar a)

A sejteket felvesszik 200 Ml 1" PBS-ben és 200 m 0 °C-os absz. etil-alkoholban és dlni
hagyjuk kb. 5 percig.



3) Hibridizacio

A vizsgdni kivant RNS-sel komplementer fluoreszcens jel6léssel ellatott probét el dmelegitett
hibridizéciés pufferben kell nagyon pontosan meghatarozott korilmények kodzott a mintéhoz
adni. A legfontosabb hibridizéaciot befolyasold korlilmények a formamid koncentrécidja és a
hibridizacié hdmérséklete. Formamid adagolésanak hatésara a hidrogén-hidak gyengitése
révén csokken a nukleinsav olvadéaspontja. Alacsonyabb hdmérsékleten nagy pontossaggal
megy végbe a hibridizécio.

Sejtszuszpenzi6 rdgzitése

A fixat sejtszuszpenziot lecentrifugdljuk, afelliliszot ledntjik, majd a sejteket felvesszik 200
m 1" PBS-ben. Vortexelés utan a sejteket Ujra lecentrifugajuk, majd 200 m 1" PBS-ben

felvesszilk. Az elokészitett targylemez hatoldaldra kb. 1 cm amérdja kort rajzolunk, oda
cseppenttink 10 m-t a sejtekbdl. 46°C-os termosztatban 10 percig széritjuk.

Hibridpuffer készitése

Elkészitjlk a hibridizacidohoz szilkséges formamidos puffert. 2 ml-es eppendorf-csdbe
bemériink 360 | 5M NaCl-ot, 40 «| 1M Tris/HCI-t, 700 m 35%-0s formamidot, 900 ni steril
desztillalt vizet és 4 «| 10%-0s SDS-t ebben a sorrendben.

Hibridizaci6s puffer: 1M Tris/HCI, pH=8,0
360 « | 5M NaCl 121,1 g Tris

40«1 1M TrisHCI (pH=8,0) 800 ml desztilldlt viz
700 m formamid 42 ml koncentrélt HCI
900 i steril desztillélt viz feltolteni 1000 ml-re

4 +| 10%-0s SDS pH-t ellendrizni
10%-0s DS

100 g SDS (Natrium lauryl szulfét)

900 ml H,O

68°C-on feloldjuk
pH=7,2 (néhany csepp cc.HCI)
feltdlteni 1000 ml-re

Sejtek dehidratécidja

A minta rogzitését koveti a sejitek dehidratécioja 50, 80 és 100 %-os etanolban, 3-3 percen
keresztll. Az egyes oldatok kozott megszéritjuk a térgylemezeket. Ezaatt felolvasztjuk az
oligonukleotid-probét (EUB338).

Hibridizacio

A rogzitett és dehidratdlt mintahoz, a sejtek érintése nélkil 10 | hibridizécios puffert és
abban eloszlatva 1 <1 (30 ng/e| Cy3 festékkel jeldlt) oligonukleotid prébat pipettazunk. A
targylemezt Falcon csobe helyezve 46°C-on 1,5 o6ran & inkubdjuk. A megfeleld
nedvességtartalmat a szintén a Falcon csBbe helyezett a hibridizéciés puffer maradékaval
megnedvesitett papirvattaval biztositjuk.



M osOpuffer elkészitése

Térgylemezenként a kovetkezd pufferoldatot allitjuk tssze 50 mi-es Falcon-csdben:

1 ml Tris’HCI (pH=8,0)

700 m 5M NaCl

500 m 0,5M EDTA

50 m 10%-0s SDS

desztillélt vizzel kiegésziteni 50 ml-re

0,5M EDTA (Ethylendiamine-tetraacetate.2H,0)

186,12 g EDTA

800 ml desztillalt viz

kb. 20 g siléard NaOH a pH dlitashoz
pH=8,0 (csak itt oldddik)

M osas

A hibridizacio ideje alatt elkészitett, és 48°C-ra felmelegitett mosod puffer kis részével
ledblitetjik a sejteket, majd a maradékot Falcon-csdbe toltjik és beledlitva a téargylemezt 10
percig 48°C-os vizflrdGben inkubdjuk. A mosd puffert jéghideg csapvizzel tavolitjuk €,
majd széritjuk.

DAPI festés

Az adkamazott univerzalis DNS-hez kotddd fluoreszcens festék a (DAPI) 4',6—-diamidino—2—
fenilindol (Merck).

A térgylemezen rogzitett sejtekre 20 1 0.1 » g/ml DAPI oldatot pipettédztunk, 10 perc 25°C-on
sotétben torténd inkubdlaas utdn PBS pufferrel majd ultra tiszta vizzel (MQ) mostuk a
sejiteket. A DAPI-val festett sejteket DAPI (Nikon, Japan) filterrel vizsgatuk.

Mikroszkopos vizsgél at

A FISH prepardumot a fényérzékeny festék fluoreszcens fényének fakulasat gétlé anyaggal,
Citifluorral (Citifluor Ltd., London, UK) vonjuk be, majd mikroszkdppal vizsgéaljuk a mintét.
A preparatumokat Episcopic Fluorescent Attachment V-FM-feltéttel ellatott Nikon Eclipse
E400-as mikroszkoppal vizsgdjuk. Az UV fényforrast nagynyomasi Hg-gdzlampa biztositja
(Nikon, Japan). A hibridizéaciés préba jelét a G2-A (EX 510-560nm, DM 575nm, BA 590nm)
sz(rd segitségével, a DAPI dtal jelzett sejteket a DAPI szlrdvel (EX 340-380, DM 400, BA
435-485) detektdljuk 40x Plan Fluor (Nikon, Japan) és 100x Plan Fluor (Nikon Japan)
objektivekkel. A képeket SPOT INSIGHT Color (Diagnostic Instruments Inc., Michigan,
USA) kameraval készitjik és a kamerdhoz tartozo szoftverrel értékeljik.



