Vorlesung Mikroskopische Bildgebung
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Tell 1 — Praparationsmethoden

Teill 2 — Farbemethoden
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Mikroskopische Gemiiths- und Augen- Ergotzung
Frobenius 1719-1769
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Schnellschnittuntersuchung

Eninahme des
Gewebes im
Operationssaal

Entscheidungshilfe
fir den Operateur

Telefon/Fax

Zuschnitt
Gefrierschnitt
Begutachiung
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Diagnose

FParaffin-
block

Pathologie
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Pedro Velica
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Zelle: kleinste Organisationseinheit des Kdrpers

/ Zellmembran

Zellkern
(9)

Zytoplasma
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Wheel of death: Beobachten von Immunfunktion
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Ausstrich (Blut)

Giemsa-Farbung
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Ausstrich (Blut)
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Cytospin
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Biopsie
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Zellkultur
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Natives Material — lebendes Material

Limitationen

Austrockung
Nahrstoffmangel
Osmolaritat

pH

Temperatur
Fototoxitat

UV Strahlung
pO2, pCO2
Keime
Oberflachen

CZICHOS

Sie vermehren sich ein-
fach viel schneller als wir.

Verunreinigungen in Zellkulturen werden oft zu spat erkannt.
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Zellkultur
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Hangender Tropfen
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Gewebekulturen
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Live cell imaging
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LFAI-ICAMI
VLA4-VCAMI
a,B,-integrin-MADCAMI

SRCkinases |
- 4 PI3K MACI
Chemokines VAVI, VAV2, VAV3 ICAMI

Activation —

Paracellular and transcellular
transmigration
Sléw Adhesion 8
rolling strengthening,  Intravascular
= spreading crawling

m - Transcellular

Rolling Paracellular

Blood capillary

Phagocytosis

Splinter
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Cell sorting
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(Hémozytoblast)
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Zelle
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MACS sorting

15t magnetic
labeling

R Rl
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Magnetic
tivated cell
sorting

what does
MACS

stand for?

Magnetic bar (MACS separator) to hold the
columns and attracted to the metal plate
(shown black in colour above)

MACS Columns used to contain the
specimen of interest
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http://textbookhaem atology4medical~scientisi.blogspot.sg/

2nd magnetic separation
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2nd magnetic
labeling

Release of
magnetic particles
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1st magnetic separation
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FACS sorting

= physical separation of defined cell
populations withowt cultivation

deflection
plates
@
-_.‘l ‘
sorted i sorted

v;aste
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Fixierung

Warum? To conserve!

) Proteolytische Enzyme
1) Mikroorganismen

i) Mechanische Struktur
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Generelle Fixierungsverfahren

Physikalisch
« Trocknung
« Hitze

« Mikrowelle
» Gefrieren

Chemisch

* Immersion
= |njektion

= Auftropfen
= Perfusion
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Schnittpraparation

Warum ? Konsistenz!

Nativ oder Paraffin/Kunststoff oder gefroren
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Einbetten in Paraffin
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Einbetten in Paraffin

Auswaschen Leitungswasser 3h
50% Alkohol 2h
70% Alkohol 3h
96% Alkohol 4h
100% Alkohol 4h
100% Alkohol 4h
Methylbenzoat 2h
Methylbenzoat 2h
Xylol 2h
Xylol-Paraffin 1:1 1h
Paraffin 60°C 8h
Gesamtzeit 47h
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Einbetten in Paraffin

+ Fest bel RT

+ Unbegrenzt haltbar

+ sehr dlinne Schnitte moglich
+ Serienschnitte moglich

+ Effiziente Verarbeitung, hohe Qualitat

- Schrumpfung bis 20%
- Giftige Substanzen (Arbeitsschutz)

- Hohe Temperatur
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Kryopréaparation

... daher schnell
und kleine Probe
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Kryopraparation

+ keine Schrumpfung
+ Gute Substanzerhalt

- Muss in Tiefkuhler gelagert werden
- Begrenzte Haltbarkeit

- Fehlerquellen
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2P-Mikroskopie
200-800 pm
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unexplored
continents and
great stretches

of unknown |
. _territory. 4

1040

Karl Deisseroth

\

~ Fraunhofer

1Z1






Fraunhofer

AN

Z

2P-Mikroskopie
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Gewebe schneiden Freihand

Mikrotom
Vibratom

Kryostat
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Vibratom

+ FUr Frischgewebe oder lebendes Gewebe
+ Keine Paraffin-Einbettung notig

+ weniger Autofluoreszenz, weniger Artefakte

- schwierig
- Dickere Schnitte
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Schlittenmikrotom

Rotationsmikrotom
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Mikrotome
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Kryostat — fur gefrorene Gewebe
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Kryostat — fur gefrorene Gewebe
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| m| - Cryostat Cutting

(to Keane,
of course)

=
~ Fraunhofer
1Z1



Laser capture microdissection

it IL-18
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— L-18
— B-actin
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ElektronenMikroskopie
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Besondere Anforderungen TEM:

Vakuumfest = Wasserfrel

Thermische Stabilitat ‘

Elektronendurchlassigkeit
Kontraste

Entwassern
Einbetten

Schneiden

Kontrastieren
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Kontrastierung

TEM
Elektronen

Probe

Leuchtschi

Negativ-Kontrastierung

Positiv-Kontrastierung

— EM-Netzchen

Adsorption der Probe

————

Inkubation in Schwermetalllosung
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Gefrierbruchreplika

Anordnung + Verteilung von Membranproteinen
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Besondere Anforderungen REM:

1) Gereinigte Oberflache (Pressluft, Losungsmittel)
) Vakuum-stabll
i) Leitfahige Oberflache (Sputtern)

« Stabilitat gegen Elektronenbeschuss
* Reduziert Aufladung

» Verbessert Emission der Sekundarelektronen Kathode /
. _ _ _ : : Plasma
« Verringert Eindringtiefe des Elektronenstrahls ' ' o '
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