Šūnu bioloģijas metodes
Parafīna bloku griešana gaismas mikroskopijai

Pagatavojamie preparāti (katram savi preparāti)

1. puspatstāvīgais preparāts sagriezts ar rotējošo mikrotomu

2. puspatstāvīgais preparāts sagriezts ar ultramikrotomu

1. Parafīna bloku sagatavošana

· Saloca 2 papīra veidņus un tos ievieto statīvā;

· Katru no veidņiem līdz pusei piepilda ar parafīnu no porcelāna tīģeļa;

· Nedaudz atdzesē līdz daļējai parafīna sacietēšanai veidnī;

· Ar pinceti izņem paraugus un novieto uz sacietējušā parafīna;

· Pārlej paraugus ar atlikušo parafīnu;

· Uz 15 min statīvu ar paraugiem ievieto ledusskapī.

Parafīna bloku sagatavošana
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Paraugs pārliets ar parafīnu un ievietots statīvā.
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Parafīna bloks.
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Nosmailināts parafīna bloks.
	Bloka kvalitāte:

1.

2.

3.

4.


Koka paliktnīšus ievieto termostatā un sasilda;
Izņem sastingušo veidni un ar žileti izgriež bloku;

Siltam koka paliktnītim uzpilina šķidru parafīnu;

Ar sveci uzkarsē parafīna bloka apakšējo daļu un piestiprina pie paliktnīša;

Ar žileti apgriež bloka augšējo daļu piramīdas formā tā, lai līdz objektam paliktu apmēram 1mm.

2. Parafīna bloku griešana ar rotējošo mikrotomu un preparāta pagatavošana
	· Bloku klucīša vietā iestiprina mikrotomā;
· Griež līdz parādās griezumi ar paraugu;
· Novieto zem mikrotoma priekšmetstikliņu un turpina griešanu, līdz sakrājas 4-5 griezumi; 

· Ja griezumi paliek uz naža, tad tos noņem ar smalku otiņu un pārnes uz priekšmetstikliņa.

· Priekšmetstikliņu sasilda uz spirta lampiņas līdz sāk kust griezumu parafīns;
· Pilinot paraugus pārsedz ar ksilolu un uz 5 min ievieto kamerā;
· Atsūc ar filtrpapīru šķīdumu;
· Pilinot paraugus pārsedz ar etanolu 96% un uz 10 min ievieto kamerā;
· Atsūc ar filtrpapīru šķīdumu;
· Pilinot paraugus pārsedz ar etanolu 70% un uz 10 min ievieto kamerā;
· Atsūc ar filtrpapīru šķīdumu;
· Iegremdē paraugu Petri platē ar ūdeni uz 5 min.
· uzpilina 2- - 50 mikrolitrus krāsu A, krāso 1 min.
· ar filtrpapīru atsūc krāsu, uzpilina ūdeni, un atsūc šķīdumu
· uzpilina krāsu B, krāso 1 min

· skalo paraugu kā iepriekš un pārsedz ar segstiklu
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4. attēls. Parafīna bloku ievietošana mikrotomā un griešana


Preparāta kvalitātes vērtējums

a) Vai griezums ir vienādā biezumā?

b) Vai visas griezuma daļas nokrāsotas līdzīgi?

c) Vai redzama audu anatomiskā uzbūve? 

d) Vai šūnas ir saplēstas?

e) Vai saskatāmi šūnu kodoli, kodoliņš, heterohromatīns(eļļas imersijas objektīvs)?

f) Vai parauga detaļas ir piemērotas fotografēšanai?

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

	

	

	

	

	

	

	


3. Parafīna bloku griešana  ar rotējošo mikrotomu un pastāvīgā preparāta pagatavošana
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1. attēls. Ultramikrotoms TESLA. 1. – stikla nazis, 2. – naža nostiprināšanas skrūve, 3. – paraugu turētāja un epona bloka nostiprināšanas vieta, 4. – paraugu turētāja nostiprināšanas skrūve, 5. naža pārvietošanas skrūve griešanas procesā, 
6. - naža pārvietošanas skrūve regulēšanas procesā.
	· Ieslēdz ultramikrotoma apgaismojumu;
· Noasinātu parafīna piramīdu ievieto ultramikrotoma turētājā;

· Iestiprina stikla nazi;

· Ar skrūvju palīdzību noregulē naža un piramīdas smailes novietojumu tā, lai piramīdas smaile gandrīz skartu asmeni;

· Piepilda stikla nazi ar ūdeni tā, lai būtu redzams sudrabains ūdens meniska ieliekums, kas visās vietās pieskaras pie naža asmens;

· Ieslēdz motoru un vēro piramīdas kustību;

· Ar rokas skrūvi tuvina naža smaili piramīdai;

· Sakrāj 10 labus griezumus.

· Pieliek nazi pie ūdens pliena uz priekšmetstikla un griezumi aizpeld uz priekšmetstikla.

· Pilienam pievieno 1 pilienu kālija permanganāta šķīduma. Krāso līdz griezumi top gaiši brūni (apmēram 5 min).
· Ar filtrpapīru atsūc krāsvielu.

· Skalo ar 50% etanolu.

· Skalo ar 70% etanolu.

· Skalo ar 96% etanolu.

· Uzpilina vienu pilienu eponu maisījuma.

· Pārsedz ar segstikliņu.

· Segstikliņa malas nolako ar nagu laku.


Preparāta kvalitātes vērtējums   
a) Vai griezums ir vienādā biezumā?

b) Vai visas griezuma daļas nokrāsotas līdzīgi?

c) Vai saskatāmas šūnu sieniņas?

d) Vai šūnas ir saplēstas?

e) Vai saskatāmi zedeņu un čauganās parenhīmas šūnu kodoli, kodoliņš, heterohromatīns(eļļas imersijas objektīvs)?

f) Vai saskatāmi šo šūnu hloroplasti un to granas (eļļas imersijas objektīvs)?

g) Vai parauga detaļas ir piemērotas fotografēšanai?

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

	

	

	

	

	


