9. darbs. PCD-¥pola sinas

Viens no dzvnieku $inu programratas bojejas veidiem ir
apoptoze. thas kodola DNS fragmegjas. Kodoli
fragmengjas. Sinas izveidojas lielas autadiskas vakuolas.
Siana veido burblveida izaugumus, kuri dadit satur kodola
fragmentus.

1. at€ls. Apoptoze cilgka cilmdinu kultira. Zds —
endomemlanu lipidi (plazmatisk membéna, ET,Goldzi),
sarkans — kodola DNS. Ielda garums — 50 mikrometri.

Viendigllapjiem rakstuiga $inu polaritite. Lapas augSanas gatirmas diferenctjas lapas apitas
daas $inas. \&lak izveidojas medila dda un visbeidzot diferengjas bazlas ddas $inas. Augu
aug3anas gailapa pakpeniski noveco. $u bofeja ir programréta. Tas noung, ka
endonukl@zes kodolu DNS fragmeaxhapneram 200 kb garos fragmentos.

Programmata bopeja vispirms iegjas apak§a stava lapas apidas ddas $inas. Viswlak PCD
iestjas aug§ja stiva lapas baitas ddas $inas.

Misu gadiuma nepiecieSams atrast kodolus, kas satur fragineBINS. Kodoli tiks kisota ar
metilenzilo un DNS ar projalija jodidu resursu tadpas notikos. (mikroskopiski DNS fragmentu
klatbatni pieradit var ar TUNEL metodi)

Pettjumu meérkis ir noskaidrot vaia) sipola glatdSanas procassinas ir dazvas un cik lied mera
taja ir sacies programm@tas $inu bopejas procesd)) kuras §ola zonas iitu Verts etit, izmantojot
TUNEL metodi.

Eksperimenta struktira
Pozitiva kontrole — rada, ka finas satur §iamo objektu vai arizmantojan krasviela ir
krasotsggjiga.

Negatva kontrole - rada, ka izmantojamkrasviela vai metode ir specifiskagv noerojami
artefakti, troki, krasojami viela nav izkuvusi no atbilstoSajiem orgafiem, netiek nokisoti citi
objekt)

Eksperimenta varianti - rada, ki mairas sinu/organ@du uzliive unkimiskais sag/s vai ar
petamas vielas koncenicija un novietojums atk@ya no genotipa, diferengtijas virziena un etapa
vai audzSanas apskliem.

Jautajumi, kas miasu eksperiment liek izmantot dazadus kontroles veidus:
Vai sipola epidermas psung sinas ir dzvas un nebajas?

Vai &inas satur kodolus?

Vai fiksacija ar acetometanolu neladgodola morfolgiju?

Vai krasoSana ar pragija jodidu neboj kodola morfolgiju?

Vai propadija jodids kiaso tikai kodola DNS?

Pozitiva kontrole - nefikatas un fikstas spola epidermasifias kisotas ar meghzilo.
(Sanas kasotas ar methzilo pieiada, ka 8nas ir kodoli.

KrasoSana ar pragija jodidu pietida, ka §inas pirms fik8Sanas ir dwas un profija jodids $inas
neielast.)

Negaltva kontrole — nefikstas $inas kisotas ar praplija jodidu

Viena un i paSa 8nas fragmenta apsk&ana caurej@sgaisna un UV gaism Jauj pieadit, ka tikai
kodoli ir nokiasoti ar propdija jodidu.



Metode

1. grupaArgjas zvnlapas apiklas ddas epiderma.
2. grupaArgjas zvnlapas bazas ddas epiderma.

3. grupa. lek§as zvinlapas medilas ddas epiderma.

Katra grupa sagatavo divus paraugus:tiksin nefikstu Spola epidermas psumu. Laukums
maziks par 0,5 crh
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Ar skalpeli atdala vajadgo zvnlapu.

Ar Zileti vai skalpeli veic iegriezumu
zvinlapa.

Pinceti ievieto griezuma vigun nopés
epidermu.

Pleésumu novieto uz priekSmetstikialens
piliena.

Ar prepagjamas adatas un ziletes
palidzibu iedist pareiza izrera un gludu
paraugu.

Nodic adeni ar filtrpafru.

Uzpilina 30 — 50 mikrolitrus metihzila
Skiduma un kiso 5 — 10 min.

Skalo ar kinatdeni.

Apskata mikroskopa caurejos gaismi.
Uzpilina 30 mikrolitrus proplija jodida
un kraso vismaz 5 min. #sedz ar
segstiklu.

Apskata mikroskopa caurejos gaisma.
Apskata mikroskopa luminiscences
reZzima.

o Ar skalpeli atdala vajadgo zvnlapu.

o Ar Zileti vai skalpeli veic iegriezumu
zvinlapa.

o Pinceti ievieto griezuma vigun nopés
epidermu.

o Plesumu novieto uz priekSmetstikla
adens piliea.

o Ar prepagjamas adatas un ziletes
palidzibu iedist pareiza izrera un gludu
paraugu.

o Nosic adeni ar filtrpagru.

o Uzpilina 50 — 100 mikrolitrus
acetoetanola un fiksvismaz 5 min
mitraja kamea.

o Skalo ar kiinatadeni.

o Uzpilina 30 — 50 mikrolitrus methzila
Skiduma un kiso 5 — 10 min.

o Skalo ar kiinatudeni.

o Uzpilina 30 mikrolitrus profija jodida
un kraso vismaz 5 min. #sedz ar
segstiklu.

o Apskata mikroskopa caurejo&
gaisma.

o Apskata mikroskopa luminiscences
reZima.

2. atels. Nefikstu gpola epidermasiiu
kodolu morfolgija. Krasots ar meténzilo un
propdija jodidu. Kreisi puse - kodols ar
kondenstu hromainu; lala puse — kodola
atrasans vieta. DNS nav noksota.

Zal$ — autoluminiscence.

3. attls. Fikstu gpola epidermasifiu kodolu
morfologija. Fiksts ar acetometanolu. ksots
ar metienzilo un propdija jodidu. Kreis puse -
kodols ar organdiem; lala puse — kodols ar
kondenstu un fragmerdtu DNS. Sarkans-
kodola DNS, zB — autoluminiscence.

NOVEROJUMI

Vai dinas satur kodolus? Cik %?
Vai krasoSana ar pragija jodidu nebaj kodola morfolgiju?
Kada ir kodolu forma?

Kads ir heterohroma@ta daudzums?
Vai fiksacija ar acetometanolu neladgodola morfolgiju?

Vai gpola epidermas psunt sinas ir dzvas un nebajas?

Vai propdija jodids kiaso tikai kodola DNS?

Vai erojama kodola fragmetija? Kas ir redzams?

Saidziniet kodolu skaitu, formu un fragmeétd kodolu skaitu starp gram.




