Mikroskopijas metodes
1. Video un konfokala lazerskergjoSa
mikroskopija

1 kp. - 16 stundas

Lekcijas - 4 stundas

Praktiskie darbi - 10 stundas

Semirars — 2 stundas

Patsivigais darbs — datu apadle un prezegtija semiara
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Saturs

1.  Videomikroskopijas pamati.

2. Konfoklais lazerskegjoSais mikroskops urat
sagatavoSana darbam.

3. lazeru un filtru iz¢le. Fluorohromu izsle
prepaétu anaizei.

4.  Konfokla lazerskegjo% mikroskopa prepatu
ateli un to abeicijas.

5.  Programmnodro&ijums konfokilaja
lazerskegjoSaj mikroskopip un & izmantoSana atiu

PRy

un videomateailu redigeéSanai un rerjumu iediSanai.

6.  Semiars "Videomikroskopija un konfaita
lazerskagjo3a mikroskopija”.

Videomikroskopijas pamati

* Videomikroskopijas priekSrabas.
* Digitalas foto un video iektas.

* lekartu piestgSana mikroskopam un
datoram.

* Attela iegaSana.

* Datorprogrammas un to izmantoSana
videomikroskopij.

* Attelu redigeSana.

Videomikroskopijas priekSrocibas

» Kvalitativu un Etu at€lu vai videofilmu ied@iSana.
Cik izmaks viena publieSanai pierarota krasaina
fotografija, viena fotogdfija no fotoplates un viens
fails, ja nornali iegast vienuipasi kvalitatvu atélu
no 100 nofotogratiem?

* Attéls ir zimatnisks fakts.

* Videofilmu izmanto orgaridu, $inu un organismu
kustibu, citoskeleta aktivites, gnu ekspresijas u.c.
dokumentSanaireala laika, nodroSinokvalit ati.

* Videofilmas ir atrodamas Zuilu elektroniskajos
pielikumos.

Digitalas foto un video ielartas

* Digitalais fotoapaats.
* Videokamera.
* CCD kamera.




Digitalais fotoapaits

* PriekSrocibas

Saldzinosi liels
punktu skaits.

Videokamera
* PriekSrocibas
Liels dziuma asums.
Vidgja cena.

Zema cena. lesggja ilgstosi filmet.
e Trakumi: lesgja ekspordt video
Mazs dziuma asum attelu digitala formata.
Troki : ._.:.__.Acsu_.“
SaidzinoSi mazs punktu
skaits.
Trok3i.
CCD kamera

* PriekSrocibas
Liels dziluma asums.
Maz troksu.

Specilas atélu apstides
un nerisanas
programmas.

e Trakumi:
Augsta cena.

SaidzinosSi mazs punktu
skaits.

\ﬁmliu‘m'

lekartu pieslegSana mikroskopam un
datoram

* Mikroskopa adapteris.
* Attelu “graberis’ jeb “viva’ karte.
* “Firewaré'.

Mikroskopa adapteris

Veidots no gaismas
necaurlaidgas caurules un
okulara lecu komplekta, kas  §
pieskiivéjams pie mikroskopa
foto izejas vai ievietojams
okulara vies.

* Pie mikroskopa adaptera
nepiecieSams nekagt fikset
foto/video ielartu.

* Svalgs ir kcas diametrs.

Vélams, lai gaismas stari ietu
paraéli.

“vivo’ karte analog sigrala parvérSanai par
digitalo.




Fireware

* Tair datora karte, kas
nodroSina lielu datu
parraidiSanastrumu.

* Foto/video iekrtu var
regukt no datora (afta
asums u. c.).

* Foto/video iekrtas ar
Sadu reguéSanu ir reik
pieejamas unatgakas.

Attéla iegaSana
* Attelu pirms ierakgBanas apskata uz datora
monitora ré@la laika.

» Attelu ieraksta foto/video iektas atmna
(velams izmantotalvadibas pulti).

* Attélu ieraksta datora atmi ar atbilstoSu
datorprogrammu.

Monohromatiskas abefacijas
Veidojas no nepareizi savienota fotoapamun
mikroskopa adaptera, mikroskopa adapteca lai
mikroskopa objekva nepiergrotibas rezuklta.

Astigmatisms — simetriska
objekta radila vai tangentila
izstiepSaas.

Hromatiskas abe#acijas
Veidojas no neatbilstoSu mikroskopa objeltvai
mikroskopa adapteradu izmantoSanas.
VEélams izmantot planapohromatiskus objels un
adapter bezgaiba verstu okufira lecu komplektu.

a- izteikta hromatiskabeécija, b — hromatisk abeécija nav
redzama, ¢ — mak izteikta hromatisk abeécija ka “a” piemera.

chromatic achromatic

foeus shift

400 500 600 FOO 400 500 600 700

apochromatic superachromatic

foeus shift

400 500 00 Foo 400 500 00 700
wavelength (nm) wavelength (nm)

Cilveka acs visvaiik uztver z¢o gaismu. Epec, ja
hromatiskasdcas ir fokustas uz zfo spektra da, tad
zilais un sarkanais spektrs fistass. Fotoigtu lecam
veic hromatisko korekciju zilajun sarkanajspektra
dda.

oC
korekcija uz

bezgaibu / ‘
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hromatisk Skaitliska Segstikla
Apohronatisks apertira biezums
Plakans redzes Palielingjums Garums

lauks




Datorprogrammas un to izmantoSana
videomikroskopija
* Brivpieejas programmas:

“Virtual Dub”, “Inter Video Win DVD creator”, “Pait
Shop Pro”.

PriekSrotbas: bezmaksas, mazs apjoms uz digka,
darliba.

Trukumi: ierobeZotas atfa apstides iespjas.
* Licenzetas programmas:
“ImagePro” u.c.

PriekSrotbas: plaskas attla apstides iespjas, veido
savas datudzes.

Trakumi: dargas, liels apjoms uz disk&nla darlba.

Datorprogrammas un attéla ierakstiSana

* leraksta foto/video iedtta un [Ersita uz
datoru.

* Nav nepiecieSams izmantot programmas,
kas uz monitora pada mazu un
nekvalitatvu atelu.

“Virtual Dub” izmantoSana atla kontrolei
un ieraksSanai

alDub 1.5.4 - capture mode [C:Docu

udio Wideo Capture Help

* Attéla
U _ e U _‘m.%(m.: PN [Video Format

File/Capture e

Digital Image: F
AVI. i ] Size ytes
£ LIy 829440
* Attéla
iz8kirtspejas
regukSana.

i3 _ Cancel

rtualDub 1.5.4 - capture mode [C:\Documents and Settings\, Tur]

° _H__Bmwmjm.m e Audio snmu_ﬂ,gaxmﬁ
rezms.

Test videa capture (Internal

Settings...
Preferences...
Stop conditions. .
Timing.

Disk /0.
Capture drives...

Log events
Display capture log. ..

Hide on capture
Display large timer
Show information panel

: Améba

2 virtualDub 1.5,4 - [ISEC-min.avi]
Fie Edt | video Audi Options Tools Help
Filters.

Video formati un
faila
mmmb_mwmjm Select Range.

Direct stream capy
Fask recompress
Normal recompress
Full processing mode

Chi+F

Copy saurce frame to dipboard  Cirl+L
board  Ctrl+z
Scan video stream
Error mode. ..

Izvéles motvi:
*Datu glafaSana un
parneSana.
*Kvalitate.

*Redige3anas iespas.
*Filmas atérSana ar citu

[ ok | cencel

datorprogrammu.

Attélu izgrieSana

rtualDub 1.5.4 - [ISEC-min.avi]

File | Egt Video Audio Options' Tools Help

Beginring ChrlLeft =
End Chrl+Right

Previous frame Left

Next frame Right

Previous keyframe
Mext keyframe ShiFt+Right
Back 50 frames Alt+Left
Fotward 50 Frames Alt+Right
Previous drop frame {

Next drop frame }

Previous range =

Mext range =

Move ko selection start [

Maove ko selectionend ]

Gota... k-G
Delete selection Del
Set selection start Home

Set selection end End
Mask selected frames
Unmask selected frames
Reset frame subset




Attelu redigeSana

igPaint Shop Pro - Imageb

SIEEIE btwm@ 2\ [Z[=w w| x|

Piks&u skaits.

* Attéla publieSanai
vismaz 600 punkti uz
collu .

* Sanu neridanai un

skaitSanai

apneram150 punkti uz

1024 x 872 256 x 218 64 x 55 16 x 14

Edt  Vew Image FEffects Mask Object Movie Web

7

Kontrasts p2al

BEc @ -

R

Minimals kontrasts pie liela
palielimajuma, \aja
apgaismojuma, bieza parauga
u.c.

Kontrastu palielina, lai:

eattels batu saprotams un
drukajams;

*Sina/organadi bitu saskaitmi

ange Compr

N
9=

jession | 235 24

T
ar datorprogrammas pe#ibu. |-

o] o | o

optimals maksirgls mininals

Spilgtums

Minimals spilgtums ir grojams pie liela optisk
palielinagjuma, \aja apgaismojuma, bieza parauga u.c.
Spilgtumu palielina, lai:

eattels butu saprotams un drajams;

*Sinas/organdi bitu saskaitmi ar datorprogrammas
palidzibu.

optimals maksirils mininals

A

Krasas

lesggjami 1, 4, 8, 16, 24 un 32 bitu &tt

Tas nommg, ka ir redzami 2 22, 28, 24, 28, attiedgi
krasas tai.

lesigjami 3 kiasu kaali. Tadgjadi var iedit:
28x2x2=16,777,216 lasas taus.

Labakas fotoielkartas piedva 24 bitu késu dzlumu.
Parasti ir 16 biti vai mak.

Krasas un faila lielums

512 x 512 punkti, 8-bitu &t = 262 KB
1024 x 1024 punkti, 8-bitu @ts = 1,049 KB
1024 x 1024 punkti, 12-bitu ats = 1,573 KB
2048 x 2048 punkti, 16-bitu ats = 8,389 KB

Histogram Equalization

HELE)

Krasas

Channel
RGE Channels |
RiGE els

Red Channel

Green Channel

Blue Channel

5 = ¥ Automaticaly

e

I" Histogram Model Histagram Limit

_ ‘\ =l ‘\Esmq 0 H_a\.v Upper | 100 WT.\U
_

[

_ Preview Resat oK Cancel i Help _

zilais karils sarkanais kails zdais kals




MeériSanai un publigSsanai izmanto peko krasu
skalu.

Cilveka acs parasti var uztvert 30Qtrs starp
absotiti baltu un absaiti melnu.

Postsovietiskas tipodgfijas darbinieki neradz
nodroSirat pekko krasu skalu, piegram, ateli
centraliztajos eksmenos u.c.

Sianu un organadu izméru merisana

File Edi Options Process | Analyze Special Stacks Windows Help
. a

iz
ctibeH
=3

| RedoMessurement.

Delets Measursmert.

e3792.00 120180

Sinu un organadu blivuma merisana

Edt Options Process Anayee Specal Stacks Windows Help

=

hrlle / BFQw30
+ S & Do

<

Integrated Density: 000
Background Level: 000

Siinu un organddu kustibasatruma mérisana

Konfokalais lazerskergjoSais mikroskops
un ta sagatavoSana darbam

Konfokala skergjoa galva

Lazeru
o ieskgSanas

m.ﬁm.ﬂm:_.mxm_m atsEga
digitalais
luminiscences
mikroskops

Lazeru

bloks

Leica DM RA-2 microskops ar konfalo skergjoSo galvu
TCS-SL (Leica Microsystems, Bannockburn, IlI).

Gaismas avots

Argona kzeris, vinu garums 458 nm, 476
nm, 488 nm, 514 nm, 533 nm.

Helija-Neona hzeris, vinpu garums 633 nm




Optiska skema

Leica TCS SPZ ADBS

detekiors

spilgtums - g

AOBS stara sadalitijs | =23

spilgtums

paraugs  Teas

paraugs
455 ATTELS NEASS ATTELS

paraugs

detektors

Stara sad#thjs

AOBS lauj preézi sadait dazda vinu
garuma eméto gaismu.

Nav gartraukumu ikng.

Prizmas spektroforometrs
* Lauj nerit un reguét emittas gaismas
diapazonu.

* Var at¥irt Iiknes, kuru emisijas maksimumi
atXiras tikai par 5 nm.

* NodroSina par&lu skergSanu 4 kadliem.

Izmantojanas kiasas

Fluo cells (Molecular Probes). Zila: Phalloidiniact
Alexa Fluor 568.

Zala: Mucus of goblet cells, Alexa Fluor 350.
Sarkana: Nucleic acid stain, Sytox Green.

Sagatavojot darbam:
* lesledz mikroskopu.
* leskedz lazeru bloku.
* leskedz He-Ne un Ardzerus.

Darbu beidzot:

* lzsledz lazerus.

* |zsledz mikroskopu.

* Dze< lazerbloku 10 min.
* lIzsledz lazerbloku.

Lazeru un filtru izv éle. Fluorohromu izvele
preparatu analizei

* Lazerus iz¢las, atbilstoSi izmantojamajam
fluoroforam (viela, kura no gaismas
uznemto enetiju izstaro ar zermku vilna
garumu).

* Filtrus (emisijas) iz&las, atbilstoSi
izmantojamajam fluoroforam .




Tipiskakie krasvielu ierosiraSanas diapazoni

350 457488 514 610 632 «——
300 nm 400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

PI

||
1

PE

F PE-TR konj.
________‘ Teksas sarkanais

Etidija bromids

FITC

cis-Parinarskabe

Fluorohromu absorbcija un emisija

Molekula

\

Intensitate

1 Molekula

Fluorescence \

Vilpu garums

AKCEPTORS

2
Fluorescence

Fluoroforu piemeri prote inu

ieZiImeésanai

ierosiraSana
FITC 488 [N
Texas Red 610 [ ]
Tetramethylrhodamine-amines 550 [
CY3 (indotrimethinecyanines) 540 [ ]
CY5 (indopentamethinecyanines) 640 [ |

emisija  azera
nija

s24l 488

630l 633

57590 533

575 533
70l 633

Fluoroforu pieméri DNS ieameSanai

YOYO-1

Acridine Orange (RNA)
Acridine Orange (DNA)

Ethidium Bromide
PI (uvlvis)

7-Aminoactinomycin D

ierosiraSana

emisija azera

Iinija

491 [ 509
460 N 650 HHIm
502 N 536

(7AAD)

pH un oksidavie indikatori Fluorohromu pieméri organellu iezime3anai
Probe Site Excitation  Emission
orosi in e BODIPY Golgi s05 [ 511
lerosirasana emisija NN.. ra NBD _ . 488 I 595 I
kinija DPH Lipid 350 [ 420 )
SNARF-1 I 43 575 488 TMA-DPH Lipid 350 [ 420 m
BCECF BN oS 525/620 Rhodamine 123 Mitochondria 488 [ 525 [
DCFH-DA  (H,0,) [ 488 I 525 DIO Lipid 433 | 500
HE ©,) H 432 I 59 dil-Cn-(5) Lipid 550 [ 565
DHR123  (HO) B s Bl s di0-Cn(3) Lipid R —




Fluorescentie protani Fluorescentie protani

http://www.microscopyu.com/articles/livecellimaging/fpintro.html http:/iwww.microscopyu.com/articles/livecellimaging/fpintro.html
Protein . Quantum in vivo -
(Acronym) Structure Yellow Fluorescent Proteins
EYFP 514 527 83,400 061 Monomer* 151
24,000 . Monomer*

Topaz 514 527 94,500 060 Monomer* 169
EGFP o e ERmD 0 mood D Venus 515 528 92,200 057 Monomer* 156
AcGFP 480 505 50,000 0.55 Monomer* 82 mCitrine 516 529 77,000 0.76 Monomer 174
TurboGFP 482 502 70,000 0.53 Monomer* 10 YPet M7 530 104,000 0.7? Monomer* 238
Emerald 487 509 57,500 0.68 Monomer* Ll PhiYFP 525 537 124,000 0.39 Monomer* 14
Azami Green 492 505 55,000 0.74 Monomer hril ZsYellow1 529 539 20,200 042 Tetramer 25
ZsGreen 493 505 43,000 0.9 Tetramer M"i mBanana 540 553 6,000 Lrg Monomer 13

Cyan Fluorescent Proteins Kusabira Orange 548 559 51,600 060 Monomer 92
ECEE, b 416 32500 040 Maonomer* » morange 518 562 71,000 069 Monomer 126
maFe 3 8 =51l 140 Monomer = dTomato 553 581 69,000 069 Dimer 122
Cerulean b e = 0:62 Manomer ™ dTomato-Tandem 554 581 138,000 069  Monomer 283
CyPet 435 an 35,000 051  Monomer 53
DsRed 553 583 75,000 079 Tetramer 176
AmCyant 458 489 4000 024 Tetramer 3
idoriishi Cyan an 495 27,300 0.90 Dimer 8

Konfokala lazerskergjoSa mikroskopa

_ L o ProgrammnodroSinajums konfokalaja
preparatu atteli un to aberacijas

lazerskergjoSaja mikroskopija un ta
izmantoSana attlu un videomaterialu

Aksiala izkirtspgja: . . . L .
Pa Z-asijparbauda redzes lauka fluorescencs intétesjpie 50 %. _.mQ_Mawm.sm._ un nerjumu iegasanal
Redzes lauka plakanums:
A

Visa redzes lauk nepiecieSams viaéds asums, praa gadjuma LCS Lite.Ink
Z-ass informcija bas nepretza. lzpgmums ir augu lapas u.c., Saji sadda jus tiksiet iepastinati ar Leikas

saka# ar da#da biezuma paraugu. datorprogramm, jo &S izmanto rsu
Hromatiskas abemcijas: lazerskegjoais mikroskops.
Parbauda vai vis redzes lauk emisija ir konstanta, t.i., nav
noverojama radila vai tangentdla intensiste, kas veidojas no
objekivu lecu hromatisks abeicijas.
Z-ass preciziite: parbauda vai vis redzes lauk Z-ass rarjjumi
paida vieradu rezuliitu, mikrometra desmitdas atgiribas 50
mikrometru biez paraug uzskaima par lielu kidu.

HC PL APO CS 10x 0.4 TMM

HC PL APO 20x 0.7 IMM/CORR

* Mikroskopa program@sana darbam

HCX PL APO Ibd BL 63x 1.4 OIL

* |zvelas atbilstoSu objektu

[amene

s st 1612000043 0% 0% 2500 0% O 13%

lemiem:

e

458 476 488 514 543 633 [om]

. T SetTaser settings for backoround

Add new Objective with No.: 160

I

oo [




1.

Izvelas fluoroforam
atbilstoSasazera

[Tnijas un to intensiti
a.).

Izvélas fluoroforam
atbilstoSu absorbcijas
diapazonu (2.). |

Izvelas pozxciju uz stara’
‘sadaitaja. I

puT2 puT3

,
.<m:N3m:8:mu:m_mm 7
eksperimenta V

uzstdijumus (1.).

* Var izmantot ieprieldo
paraugu uzgtijumus (2).
Atver datu fzi, aktive

[ Leica Confocal Software

Fie \View Macro Tools Winc

ENEACICI

attlu, un iz\elas funkciju
“Apply”.

@ ;220

[ T3
verscnd 2174 2 "] oo

[ 023 (812 KB)
[ 024 (512 KB)
[ 025 (512 KB) N
Drfozes1zke) 2,

[ 027 (512 KB)

Preparata ievietoSana
* Novieto priekSmetstiklu
uz priekSmetgalda.

* Pac¢ priekSmetgaldu a
elektronisko skivi (2.)
vai ar makroskavi (3.).

* les@da priekSmetgalda '

0 robezu (1.).

* Gaismas filtru (4.)
ies@ida pozcija 3.

* leskdz caurejoSo
gaismu (5.) un, griezot =
makroskiivi,
mikroskop atrod
mekEjamo objektu.

Aktive funkciju “Continuous”. @

Continuous|

Griez mikroskopa mikroskwi
vai ar bulthu noadito Z-ass
regukcijas sédzi un atrod
mekEkjamo objektu.

Ja nepiecieSams
pastiprirat sigralu,
uz monitora regal

funkciju:

b) “Gain”,

c) pastiprinadzera
jaudu.

Veélams, lai diafragmas
(pinhole) atérums
nefrsniegtu 1
mikrometru.

458 476 488 514 543 633 [om]

T 5ot tarer settngs For backorsand

Fotogra#Sana E

Izvélas attla iegiSanai
nepiecieSal@s asis.

4

Al

TS T
Obj|l Mode Format| Zo
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[z

xzy
xt
xyt

xzt




Izvélas funkciju

3D attela iegiSana

X skergéSana pa xvz setting 2/Y-Position for Spatial Image Series! X
“Aver” vai ( asi) paxy m_ ki - :
“Accu”un
“\mmm_mgmo Continuous| &w_w_@& single Scan ZWU_QO_QWWBM i 37 W X 512 | ”
skerg3anas skertt atglus 8 | T e ] |
reizu skaitu W.<m_m§m parauga i f
fotografijas iezum. N W
_m@mmm:_m_. Ar mikroskopa [ : f
pakdzbu izelas - |
W_Amawm—._mm : ﬁw\ Setting Z/Y-Position for Spatial Image Series u %&m
sakuma un beigu - =
punktu.
* SkereSana pa xyt vai xytz asi.
2 * |zvelas skedSanas laika ilgumu un
i} , . intervalu starp reizm. Nevar filngt
* Izvelas griezumu D g qmma_w. _m_ﬂ.m_ arp reizm. Nevar Tiine
=i o e a al
skergjamo atélu - |

skaitu.

‘_b
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| v|optimzed )
Others...
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Datu apstrade ar LCS Lite.
Kanali un to apvienoSana

Display images of
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J¥ Leica Confocal Software
Fle Window Help

1%

SHC N e

PEER R

[) Image206 (512 KB).~
£ Turs-deltkod-3d (6

Quantification

Hold the mouse painter

(9 Turs-dzelt-pukit-eyt

over 3 folder to get information about the functional group. Click on the falder to continue
navigation and select a function

Generate Report _

Em Viewer E E Statistics

Histogram

Calculating a histogram.

— Channel Selection

708 Counts 103
£ atvarsnite-3d (47.5 [vichannel T s L
[ Preview218 (512K [vchannel 2 - Channel 1
S Tesdeelt-puk el Profile Histogram Stack Profile Material
1 Series073 (45 MB) o
pukite0-45mkm 1y e
[ Preview001 (256 K 5 = o
PH N ’ . 0
Checlcall | uncheck al
D e - . L1 , | , , ,
" - o " ) 00 5o o 2o
5 /=] Quantification Tools wi‘isa_m Frame
" Profile Colnts™[1043]
Histogram L
las Stack Profile Channel 2
laa Material
Checkall | unchack sl
© Channelsort 5o ) B3 o
" ROI Sort
N View o Process
Histogram Histogram

Generate Report H

B viewer V™ Graphs

Calculating a istogram.

[E statistics

~ Channel s

[“ichannel 2

~ ROX Selection

[Fwhale Frame

okt | undcat

© Channel Sort

& ROTSort

Counts™103]

Whole Frame

00 150 200 260

Generate Report _

Calculating a histogram,

@ Viewer

_ E Graphs

w |E5| statistics

— Channel Selection

[#Channel 1
[wchannel 2

Gheckall | Uncheck all

Variance

Channel 1 A
Whole Frame
485,36 ym
26214400
054
5385384.00

— ROX Selection
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Semirars "Videomikroskopija un
konfokala lazerskargjosa

mikroskopija”.

Prezer redigetu:

a) videofilmu;

b) aninaciju;

c) 3D rekonstrukciju.




