7. darbs. Mitohondriju iekrāsošana
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Rhodamine

From Wikipsdia, the free encyclopedia

Rhodamine (&' /roudamicn) is a farmily of related chemical compounds, fluorone dyes.
Exarmples are Rhodamine 66 and Rhodamine B. They are used as a dye and as a dye laser
gain medium. It is often used as a tracer dye within water to determine the rate and direction of
flow and transport. Rhodamine dyes fluoresce and can thus be detected easily and inexpensively
with instruments called fluororeters. Rhodarnine dyes are used extensively in bictechnology
applications such as fluorescence microscopy, flow cytometry, fuorescence cortelation
spectroscopy and ELISA.

Rhodamine dyes are generally toxic, and are soluble in water, methanal and ethanol
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The laser dye thodarmine 123 is also used in biochemistry to inhibit rmitochondrion function. Rhadamine 123 seerns to bind to the
ritochondrion mermbranes and inhitit transport processes, especially the electron transport chain, thus slowing down inner respiration.
is a substrate of P-glycoprotein (Pgp), which is usually overexpressed in cancer cells. Recent reports indicate that thodamine 123 may
be also a substrate of multidrug resistance-associated protein (MRP), or more specifically, MRP1




Mitotracker Green FM
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Paraugu sagatavošana

Katra grupa sagatavo 3 paraugus.Uz priekšmetstikla uzpilina 20 mikrolitrus Murishage&Skoog bazālās barotnes. 

Sīpola epidermas gabaliņus (2 x 3mm) novieto uz priekšmetstikla. (2-3 gabaliņi uz priekšmetstikla)

Paraugu krāsošana

A. Uzpilina 10 mikrolitrus Mitotracker Green FM. 

Samaisa ar adatas galu. 

Krāso 10-30 min. 

Uzpilina 10-20 mikrolitrus silikātu līmi, pārsedz ar segstiklu.

B. Uzpilina 10 mikrolitrus Mitotracker Green FM. 

Samaisa ar adatas galu. 

Krāso 15 min. 

Atsūc krāsvielu un skalo ar krāna ūdeni. 

Fiksē ar acetometanolu 5-10 min. 

Skalo ar krāna ūdeni 5-10 min 

Krāso ar 15 mikrolitriem propīdija jodīda 5-30 min. 

Uzpilina 10-20 mikrolitrus silikātu līmi, pārsedz ar segstiklu.

C. Uzpilina 10 mikrolitrus Rhodamine 123. 

Samaisa ar adatas galu. 

Krāso 10-30 min. 

Uzpilina 10-20 mikrolitrus silikātu līmi, pārsedz ar segstiklu.

D. 

Preparāta kvalitātes vērtējums. Paraugs A

a) Vai visas griezuma daļas ir līdzīgi nokrāsotas?

b) Vai redzami atsevišķi mitohondriji? 

c) Vai redzams mitohondriju tīklojums?

d) Vai redzama mitohondriju kustība?

e) Kāds filtrs vislabāk piemērots mitohondriju novērošanai?

f) Kādu mikroskopēšanas veidu vislabāk izvēlēties, kāpēc (palielinājums, mikroskopa veids)?

g) Vai parauga detaļas ir piemērotas fotografēšanai?

h) Nosauciet 3 iespējamos uzlabojumus griešanas, paraugu pārnešanas un krāsošanas procesā.

	

	

	

	

	

	

	

	


Preparāta kvalitātes vērtējums. Paraugs B

a) Vai visas griezuma daļas ir līdzīgi nokrāsotas?

b) Vai redzami atsevišķi mitohondriji? 

c) Vai redzams mitohondriju tīklojums?

d) Vai redzama mitohondriju kustība?

e) Kāds filtrs vislabāk piemērots mitohondriju novērošanai?

f) Kādu mikroskopēšanas veidu vislabāk izvēlēties, kāpēc (palielinājums, mikroskopa veids)?

g) Vai parauga detaļas ir piemērotas fotografēšanai?

h) Nosauciet 3 iespējamos uzlabojumus griešanas, paraugu pārnešanas un krāsošanas procesā.

	

	

	

	

	

	

	

	


Preparāta kvalitātes vērtējums. Paraugs C

a) Vai visas griezuma daļas ir līdzīgi nokrāsotas?

b) Vai redzami atsevišķi mitohondriji? 

c) Vai redzams mitohondriju tīklojums?

d) Vai redzama mitohondriju kustība?

e) Kāds filtrs vislabāk piemērots mitohondriju novērošanai?

f) Kādu mikroskopēšanas veidu vislabāk izvēlēties, kāpēc (palielinājums, mikroskopa veids)?

g) Vai parauga detaļas ir piemērotas fotografēšanai?

h) Nosauciet 3 iespējamos uzlabojumus griešanas, paraugu pārnešanas un krāsošanas procesā.

	

	

	

	

	

	

	

	


