Sanu pétidanas
mikroskopiskas metodes
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Kursa struktira

* levadlekcija mikroskopija.
¢ Lekcija luminiscences pamatprincipos.

* Laboratorijas darbi — metodikas teorétiska
dala un praktiska paraugu gatavoSana un
analize.

¢ Kontroldarbi:

Metodes gaismas mikroskopija, praktiskie
aspekti.

Metodes elektronmikroskopija, atomspéku
mikroskopija un luminiscences mikroskopija.

Eksamens.

Mikroskopisko prepaitu
pagatavoSanas metodes

Fiksacija.
GrieSana.
KrasoSana.
NovietoSana uz priekSmetstikdi.
Pagaidu un pasiigie prepaati.
AtidenoSana.
Prepaiita iestgSana.

Fiksacija

* Nelielu audu gabaju ievieto fiksatoi.

* Tur &anas tiekatri noravétas un to
sasivdau uzhive neizmaias!!!

* Fikse ar glutaraldetdu, paraformaldatu,
etanola un eltiskabes maigumu u.c.
vielam. Fikst var ar sasaldjot &idra
slapeKa temperatra.

Fiksacija

Aldehtdi (olbaltumvielas).

Osmijs (liptdi).

Kalija permanganats (augiem).
Fiksatoru priekSrocibas un trakumi.

Fiksacijas ilgums

* Augstaka temperatdra paatrina
fiksaciju.

* Zemaka temperatiira samazina
fiksacijas artefaktus.

* Fiksatora koncentracija nosaka
fiksacijas artefaktus un fiksacijas
atrumu.




Buferi

* Fosfatu buferis.

* Natrija kakodilata buferis.

* Veronala acetata buferis.

* HEPES.

* Buferu priekSrocibas un trakumi.

AtudenoSanas veidi

* Acetons.
* Etanols.
* Ksilols.

KrasoSana
Kraso olbaltumvielas, nukieskabes (DNS vai RNS),

lipidus vai polisahadus(ciete vai celuloze).

Tajas §inu zors, kas satur vaik So vielu, samazis
gaismas caurlaitia un tiek iegts kontrastains &ts.

EoZns —olbaltumvielu KisoSanai (gaiSi sarkanas).
Kl - cietes kiisoSanai (violeta vai pat melna).

Acetoors@ns - hromosomu EsoSanai (tumsi
sarkans).

Felgena kasviela - DNS kiisoSanai (spilgti sarkana).

Sudins Il - lipidu kiasoSanai (dzelteni).

Osmija un svina&i absorlg un noliec elektronus
elektronu mikroskop lezme lipidus un
olbaltumvielas.

KrasoSana

* Vairaku krasvielu izmantoSana
histologija.
* Krasvielas elektronmikroskopija.

Dzivnieku audu preparatu
ileslégSana un grieSana
* Parafins.
* Rotéjosais mikrotoms.

GrieSana
Mikroskopiskos paraugus griez ar splcileti,
iesaldjot ledus pirada, ieskdzot paraia vai
svekos. Saciajusu bloku var sagriezt &asSu
grieSanas ielttu — mikrotomu. le@stno 5 u m
[idz 50 pm biezus griezumus. Tlas|j
mikroskoga red#t asu aglu.

RofejoSais mikrotoms.




leslégSana un grieSana
elektronu mikroskopija

¢ Metilakrilats.

* Epons.

* Polistiréns.

* Polietilénglikols.

¢ Ultramikrotomi.

¢ Ultramikrotomu nazi.

Ultramikrotoms. Griezuma biezums 100 nm.

Atbalsta pléve un sietini

* Formvars.
* Oglekla pléve.
* Sietinu izméri un veidi.

NovietoSana uz
priekSmetstikha.
Pagaidu un pas®figie prepaiti

* Ar otinas vai prepa&jamas adatas padzibu
griezumus prnes uz priekSmetstikia.

* Pagaidu prepata gadjuma uz priekSmetstikiia
uzpilinatdens pilienu unéham parsedz ar
segstikliju. Paraugs iist 15 min. laik.

* Pasivigo prepaitu gadjuma griezumus d@deno,
t.i., aizvietotdeni ar acetonu, tad aizvieto ar
iz8kiduSiem svkiem un @rsedz ar segstiklu.
Tadu paraugu var uzglabvairakus gadus.

Tirs Selga. LU Augui#u biolagijas laboratorija.

Tabakas lapu zede parenimas 4 . e
Sina. 1. - #nas sienja, 2. - Univerdilais gaismas mikroskops ZEISS
hloroplasti, 3. - citoplazma, 4. - NU2.

kodols. ledéas garums - 10 UM. - vjiroskopa maksimiais palielirgiums: 1500

reizes.

Sagaidimais dAvnieku audu pagatavoSanas rezuits

Gludo muskiu sinas.




Sagidamais davnieku audu pagatavoSanas rezuits

Sirds muskiu &inas.

Sagidamais davnieku audu pagatavoSanas rezuits

Plakanais epitijs.

Sagidaimais augu audu pagatavoSanas rezdlts

Mitoze augu 8nas.

Sagidamais augu audu pagatavoSanas rezdalts

Lapas griezums.

GFP un hlorofila luminiscence lapar.

Luminiscences mikroskopija

Putek&u anaize.

Transmisijas elektronu mikroskops Philips 301.
Palielirajums 200 000 reizu. Mikroskopa ld&speja 1x10*°m.
Rada dinu sastvdalas %ersgriezuna.




Transmisijas elektronu mikroskops Philips 301.
Datu iediSanas un apgiles datorprogramma Keen View.

Augu Fina &ersgriezuna. Redzami mitohondriji un Goldzi
kermentis. M-mitohondrijs, G-GoldZi kermentis, SS-sinas
sienpa, PM-plazmatisk membéna. Vienbas garums 0,5 pm.

d Filarwents (katods)

Filaments atdala elektronus. Tie TN
veido kili, kas m@rvietojas uz leju e onderoma s
cauri paraugam. Elektronuilk J— ——komdensora apertira

reguk ar gredzenveida magtem.

Objekts tiek kiisots ar smagajiem e
metliem. Tas Sinas déas, kas

pievienos meilu uz luminis&josa, T
ekrana ks tumsas, jo mali nolieks | —— opjerwa apertma
vai absorbs elektronus. #gjas

daas ir gaidas. _
=T Gizsarglecas

P ——

ekrans

SkergjoSais elektronu mikroskops

Kodols un mitohondriji.

Atvarsrites uzlive.

Konfokalais lazerskergjoSais mikroskops LEICA TCS-SL

detektors

diafraguas

— apertima

gaistaas kil
sadalosais spogulits

gaismas avots
— zeris|

dinfragmas
apertira

objekiiva léca

porangs T el sugstus A

ASS ATTELS NEASS ATTELS

Konfokala lazerskegjo% mikroskopa optiskskema.

Mikroskopa priekSroba ir sggja biez paraug izveléties pinu
slaniti, uz kuru fokust lazera staru un ierautdzasu aglu.




Dzva (in vivo) tabakas lapu epidermas &na

Goldzi
kermentis

kodols
vakuola

hloroplast

Konfokalais lazerskegjoSais
mikroskops paida objektos
eso$o vielu fluorescenci.

Ka zau mes redzam visu, kas
satur z¢o fluorescento protau.
Ka sarkanu res redzam visu, kag
satur hlorofilu. Tars Selga. LU Auguu biolgzijas laboratorija.
Tapec var [Etit dzvas,

nekiasotas 8nas

Konfokalais lazerskegjosais
mikroskopslauj €rijveida skeret atelu.
Tadgjadi var izveidot aniraciju ar
augstu atla izXirtspeju.
Videokameras dod stipri maku at€la
iz&irtspeju.

Redzama 5 atlu <trija, kas attlo
GoldZikermenSu f@rvietoSanosina.
Animacija redzama, ja atiu aktive ar
datora peli.

Atomspeku mikroskops.

DNS struktiru veidoSaas. Eritrat.

Laboratorijas darbi

* Pastavigais preparats “Augu audi”.

* Pastavigais preparats “Dzivnieku audi”.

* Preparats caurstarojoSai elektronu
mikroskopijai.

* Preparats skenéjoSai elektronu mikroskopijai.

* Mikroskopisko preparatu analizes veidi
gaismas un elekronmikroskopija.

* Preparatu pagatavo3ana un analize ar
fluerescences mikroskopu!

Laboratorijas darbu saraksts

1-Augw un dzivnieku audufiksacijao

2.+Augu un dzivnieku-audw atideno¥ana.n

3.~Audw jeslégiana Epona-svekos- vai'parafina.c

4.+Augu un dzivnieku-audu grieana - Sal dgjamais mikrotoms, rot&joSais- mikrotoms -
ultramikrotoms.ci

5.+Augu un dzivniekw audwkrasoSanac

6.+Vara sietipu sagatavo$ana elektronu mikroskopijai.z

7 +Pastavigo preparatukvalita i mikroskopas
§.+Pastavigo preparatw analizes-pamati- skeng&jo¥aja elektronu mikroskopa.
9.-Preparatwkvalita artaj tarojosaja-elektronuw mikroskopa un digitala-

attehr analize.
10.-+ Preparatw sagatavo$ana darbanr ar atomspéku mikroskopuun digitala-attélw anahze.c
11.-+ Preparatw sagatavoiana-fluorescences-mikroskopijai-un digitala attelu anahze.:
12.-+ Fluorescence-un: preparatw analizes-prohlemas.c




