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Organiza €ni zalezitosti
—

e jarni semestr 2012 — 13 vyudovacich tydnua (12 tydnu - 9.4.
Velikono¢ni pondéli)

o 3skupiny — A, B, C; cviceni kazdy treti tyden
e A:20.2.,12.3., 2.4.,30.4.
e B:27.2.,19.3,,16.4., 7.5.
« C:5.3,26.3.,234.,145.

« Univerzitni kampus, A13, Bohunice — Kamenice
e ILBIT, pavilon A3, 3. poschodi, pracovisté
Molekularni cytogenetiky



Organiza €ni zalezitosti
-

Podminky pro ud éleni zapo €tu:
e pritomnost na kazdéem cviCeni
« soustfedéné pracovani a zakladni znalosti na

kazdém cviceni
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Pouceni o bezpe ¢nosti p Fi praci
—

1) Do laboratofe vstupujeme jen se souhlasem vyucujiciho a v pracovnim odévu.

2) Pred zaCatkem vlastni prace se seznamime s pracovnim navodem a béhem prace jej dodrzujeme.
Smime provadét pouze prace, které jsou nafizeny a povoleny vyucujicim a pod jeho dohledem.

3) Pred zacatkem vlastni prace zkontrolujeme stav pracovisté, pracovnich pomucek a pristroju.
Veskeré zavady a nedostatky (a to i béhem vyuc€ovani) jsme povinni nahlasit vyuc€ujicimu.

4) Se zafizenim u€ebny, pomuckami a pfistroji zachazime opatrné a Setrné dle pokynu vyucujiciho.
5) V u€ebné je zakazano jist a pit, zachovavame zde klid a pofadek.

6) Na pracovisti udrzujeme poradek a Cistotu, chovame se ukaznéné, pracujeme soustfedéné podle
navodu a pokynu vyuc€ujiciho a pouzivame potfebné osobni ochranné pracovni prostfedky na ochranu
Zivota a zdravi.

9) Kazdou mimofadnou udalost (vysypani €i vyliti latky, zasazeni o€i a kGize, poziti, nadychani, Uraz
aj.) okamzité hlasime vyucujicimu, ktery zajisti potfebna opatfeni.

11) Po skonc&eni prace pomucky omyjeme a uklidime na stanovené misto, uklidime pracovisté,
vypneme elektrické pfistroje, nepouzité chemikalie vratime vyucujicimu k uloZeni.



Cviceni z cytogenetiky - osnova
c- ]

1. Zaklady mikroskopicke techniky - sv  ételna mikroskopie.
Sefizeni mikroskopu dle Kohlerova principu, prace se suchym a
imerznim objektivem. Pozorovani chromozomdu Vicia faba, zivocisSnich
a lidskych chromozomd.

2. Klasicka cytogenetika ¢lov éka.

Priprava cytogenetickych preparatl z periferni krve, kostni dfené.
Barveni chromozomd. Identifikace chromozomu. Karyotyp ¢lovéka,
numerické a strukturni zmény chromozomu ¢lovéka. Nomenklatura
ISCN.

3. Molekularni cytogenetika.

Principy fluorescenéni hybridizace in situ (FISH) a jeji vyuziti

v prenatalni, postnatalni a nadorové cytogenetice. Zaklady vyuziti
pocitaCove analyzy obrazu v cytogenetice.

4. Pokro ¢ilé metody molekularni cytogenetiky.

Technika CGH, SKY, array-CGH.



Cviceni 1
Zaklady mikroskopické techniky -
sv etelna mikroskopie.




Transport mikroskopu

Pfi jakémkoli pfemistovani je nutné mikroskop drzet obéma rukama na dvou
uréenych mistech (1, 2). Jakykoli jiny zpusob pfemistovani ¢i posunovani po
pracovni desce stolu maze vést k vaznému poskozeni mikroskopu!

http://www.sci.muni.cz/~anatomy/mikroskop/olympus_cx31.htm



Opticky mikroskop.

( max. rozliSovaci schopnost j= 0,2 um )

4 3

A: MECHANICKA CAST.

- stativ (u novéjsich typu se zabudovanym osvétlovacim zafizenim Zirovka 6V, popf-.
halogenové vybojky)

- makrometricky a mikrometricky Sroub

- tubus (nejéastéji binokuldrni)

- stolek (kiizovy vodi¢ preparatii)

- objektivovy revolver

B: OSVETLOVACI ZARIZENL
- svételny zdroj

- kondenzor

- zrcatka

- irisové clonky

C: OPTICKE CASTI.
- okuldry
- objektivy

PRISLUSENSTVI.

- zafizeni pro zhotovovani mikrofotografii
(fototubus, prqjﬂgﬁvy, fotoaparit, poloautomatické ¢i automatické expozicni zafizeni)

- prisluSenstvi pro flporescenénj mikroskopii (svételna skiiii - vysokotlaka rtutova
vybojka, sada budicich a zavérnych filtri)

- prisluenstvi pro pozorovani v tmavém poli (kondenzory)

- pi’-isl'uﬁenswfpro pozorovini pomoci fazového kontrastu (koudenzory a objektivy
PHACO, pomocny okulir)

- polarizacni ,,zﬂﬁ?ﬂ“' (polarizator a analyzator)
- projekéni nastavec, statistické zafizeni

- CCD kamera, barevny monitor




Popis sv etelneho mikroskopu
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http://kfrserver.natur.cuni.cz/studium/prednasky/mikro



Ukol 1:
Serizeni mikroskopu dle Kohlerova
principu



Uvedeni mikroskopu do provozu
-

Pred zapnutim mikroskopu kolébkovym spinacem !
(1) se presvédcte, ze napéti privadéné ke
svételnému zdroji je stazeno na minimum, tedy ze
oto¢ny potenciometr (2) je nastaven na hodnotu

1. Teprve po zapnuti spinace je mozné zvySovat
napéti (otaeni potenciometru ve sméru Sipky) a
tedy intenzitu emitovaného svétla. Otocny
potenciometr pouzivejte i v prabéhu mikroskopovani
k Upravé svételné intenzity, napf. vzdy pfi zméné
objektivu.




Serizeni mikroskopu

U

Wiy

S

1 Nastaveni vzdalenosti okulara

Upravte $itku binokuldrniho nastavce tak,
aby pfi pohledu do okulérl bylo dobre
vidét levym i pravym okem totéz zorné
pole. Stupnice napoméhd tomu, abyste
mohli mikroskop znovu snadno sefidit.

2 Dioptricka korekce

1 Divejte se pravym okem do pravého
okuldru a hrubym i jemnym posuvem
presné zaostrete.

2 Pak pfi pohledu levym okem do levého
okuldru zaostrete obraz pomoci
krouzku dioptrické korekce (1).



Serizeni mikroskopu podle Kdhlerova
principu

* pro optimalizaci osvétleni v mikroskopu

o optimalni vyuziti optického potencialu
mikroskopu, numericke apertury objektivu a
tim i jeho rozliSeni

« Vysledkem Ko6hlerova nastaveni by mélo byt
rovhnomeérné a maximalni osvétleni
pruhledného preparatu, leziciho v
predmétove roviné. Soucasné by méla byt
dosazena nejlepsSi kombinace mezi
rozliSovaci schopnosti a kontrastem.

http://kfrser\)er. natur.cuni.cz/studium/prednasky/mikro



Serizeni mikroskopu podle Kdhlerova
principu

e Musime mit preparat — trvalé preparaty Vicia faba
(dobfe kontrastni)

Na pracovni stolek mikroskopu
vlozZte pfipraveny preparat tak,
Ze pomoci packy (1) odklonite
drzak preparatu (3). Zaostrete
na preparat pomoci ostficiho
Sroubu (2).




Serizeni mikroskopu podle Kohlerova principu

= Nastavte objektiv 10x (p Fipadn é ocist éte objektiv od
imerze) a zaost rete bu Aky preparatu.

= Zaviete polni clonku tak, az uvidite jeji obrys v
zorném poli. Obraz polni clonky (svétly kotoucek) v této
fazi nemusi byt ve stfedu zorného pole a nemusi mit
zaostrené okraje.

= Zaost fete obraz polni clonky tim, Ze snizujete nebo
zvysSujete polohu kondenzoru .

= \Vycentrujte obraz polni clonky tak, aby bylp  fesné
ve stfedu zorniho pole pouzitim centrovacich Sroub 0
na obvodu kondenzoru

= Otevrete clonu; p Fi spravném vycentrovani se

okraje budou kryt s okrajem zorného pole.

- zaostfeny preparats - polni clona po
pFivienou polni clonou... zaostfeni...

- .. a vycentrovani

http://kfrserver.natur.cuni.cz/studium/prednasky/mikro



Serizeni mikroskopu podle Kdhlerova

principu

Aperturni clonka - umist éna na kondenzoru. Jeji

otev fenost nastavte pomoci pa €ky maximaln é na

hodnotu NA objektivu, ktery prav € pouzivate. e

L . S . . , I
Nejlepsich vysledk 0 byva dosazeno p Fi nastaveni EJL

aperturni clony na 70 az 80 % NA.

S postupnym uzaviranim aperturni clony se zvysuje
hloubka ostrosti a zvySuje kontrast, postupné vsak
vystupuiji i rizné necistoty nebo nezadouci vrstvy
bunék.

Co kdyz na kondenzore neni stupnice?

Vyjm éte okular a p Fiviete aperturni clonu, az ji uvidite na zadni
stran é ¢o€ky objektivu. Otev Fete aperturni clonu tak, aby
odpovidala 70 — 80% plochy maximalniho zorného pole.

.

http://kfrserver.natur.cuni.cz/studium/prednasky/mikro

Obraz

aperturni clony

Zorné pole

Obrazek é. 22




Mame serizeny mikroskop!
—

...ale pouze pro danou kombinaci objektivu
a okularu.

Ted uz se bude ménit jenom aperturni clonka —
pfi kazdé vyméné objektivu j| musime nastavit na
70 — 80% hodnoty NA daného objektivu.



Ukol 2:
Pozorovani chromozom U Vicia faba, prace se
suchym a imerznim objektivem



Postup p i praci se suchym objektivem

° preparat ulozime tak, aby prohlizena ¢ast byla ve stfedu
kondenzor snizime dle pouzitého objektivu (Cim je
zvétSeni mensSi, tim je kondenzor nize), aperturni clonu
otevieme (na velikost numerické apertury objektivu)

° makroSroubem snizujeme tubus a v okularu
sledujeme, kdy se objevi zablesk obrazu a doostfime
mikroSroubem



Pozorovani chromozom u V. faba

suchym objektivem

Sklo polozte (burikami nahoru!) na stolek

P .' o‘ o~ .".. e 7
- o L seo Py .7 %o
mikroskopu a prohlizejte objektivem o 56 o)ty F

z Vo s |.¢C$’ e e i
malém zvétseni (4x—10x). oy T :J’ 4
Spoitejte 100 bun ék a ur €ete mitoticky !:“ﬁ;; - @ "ﬂ .;;;fﬁﬁ:@
I » "f L m%.’-';" & %
index. o N 3 .;a..‘ﬁ,?,._ - 0*‘%?;‘
Po zaostreni na vhodnou mitozu pouzijte & &5 e g@l‘,:’e s "¢
objektiv s vy33im zvétSenim (nejlépe 40x- BT80S 8 Ths &

45x) — pozor pfi zaostrovani (nebezpeci
poskozeni preparatu a znehodnoceni
objektivu!)

Najd éte jednotlivé fazy bun ééného cyklu
v preparatech V. faba.



Pozorovani chromozom u V. faba
suchym objektivem



Postup p Fi praci s imerznim objektivem

preparat ulozime tak, aby prohlizena ¢ast byla ve stfedu
upravime hodnotu aperturni clony otev feme

na preparat kapneme imerzni olej (pokud pracujeme s dvojitou
imerzi, kapneme ole] také na ¢oCku kondenzoru — jesté nez ho
zvedneme nahoru)

° makroSroubem snizujeme tubus a pozorovanim ze stran y
sledujeme, kdy se ¢€oc€ka objektivu spoji s olejovou kapkou
(zablesk na hran é podlozniho skla), dale objektiv nesnizujeme
divAme se do okular G a jemnym ota ¢enim makroSroubu
zvedame tubus, jakmile se objevi preparat, doost  Fime
mikroSroubem

° po skoncéeni pozorovani zvedneme tubus, preparat odsuneme a
pokud nepokracujeme v praci s imerzi, ihned fadné ocistime
objektiv (i kondenzor, pokud pracujeme s dvojitou imerzi).



Pozorovani chromozom u V. faba
iImerznim objektivem

e Po zaostreni na vhodnou mitdzu pouzijte objektiv se
zvétsSenim 100x — pozor pri zaostfovani (nebezpedi
poskozeni preparatu a znehodnoceni objektivu!)

e Kolik chromozom u ma bob?

Spravna odpov ed’ je: v
12 (nebo 6 par 0) \‘ﬁ

e —~
..’. JA“:‘

Al e



NejCaste|Si zavady
S

° nedostate¢né osveétlené zorné pole — Spatné sefizené
svétlo, snizeny kondenzor, zGzena clona

° presvétlené zorné pole — zvySeny kondenzor, prilis
oteviena clona a intenzivni svétlo

° objektiv neni pretoCen presné do optické osy
coCky objektivu nebo okularu jsou znedistény

° preparat neni zcela suchy — i malé zbytky vody vytvareji s

imerznim olejem nepruhlednou emulzi.



Ukol 3:
Pozorovani zivo €isnich a lidskych
chromozom U



Pozorujte pod mikroskopem chromozomy byka, zirafy,
nosorozce, sitatungy, kudu velkeho, hyeny, orangutana a pokuste
se prifadit jednotlivé preparaty danému zivoc€isnimu druhu.




Tur domaci
(Bos taurus)
2n =60
(akrocentrické
chromozomy)

Hyena skvrnita
(Crocuta crocuta)
2n =40

Zirafa si tovana

(Giraffa camelopardalis Nosorozec cerny

(Diceros bicornis)

reticulata

on = 30) 2n =84

Kudu velky

(Tragelaphus Nosorozec bily

strepsiceros) (tuponosy)

2n =32 9, 313 (t(13;Y)) (Ceratotherium simum)

2n =82

Sitatunga Orangutan

(Lesori bahenn) (Pongo pygmaeus)

2n =48

(Tragelaphus spekeii)
2n = 30




Tur domaci 1
(Bos taurus)
2n = 60 (akrocentrické chromozomy)

VUVL, Brno



Sitatunga (Leso n bahenni) 2
(Tragelaphus spekeii)
2n = 30

Sitatu vua aJ o

:] cEItaIn
B sossibie

14 15

VUVL, Brno



http://placentation.ucsd.edu/spottedhyenafs.htm

Hyena skvrnita
(Crocuta crocuta)

2n =40

05 H TR
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A 6 A& Ax AR xn
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Karyotypes of spotted hyenas from Hsu & Benirschke, 1968.
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Zirafa si tovana

A

(Giraffa camelopardalis reticulata)

EEEODEEEN

Giraffa camelopardalis giraffa
G.
G.

. rothschildi

~ tippelskirchi

. reficulata

. camelopardalis
. dntiquorun

. peralta

7. C. thornicrofti

VUVL, Brno




Kudu velky
(Tragelaphus strepsiceros)
2n =32 9, 314 (1(13;Y))

g 237
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1

VUVL, Brno
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http://www.carolguze.com/text/442-4-chromosome_analysis.shtml



Nosorozec Cerny
(Diceros bicornis) 7

2n = 84

Nosorozec bily (tuponosy)
(Ceratotherium simum) 8

2n = 82

8¢ ssean 11
§hRAEEdanasRas,

White Rhinoceros original range [orange: Northern (C. s. a. 6 ‘ ' a ' . . o . “ a “
cottoni), green: Southern (C. s. simum)]. |_
Porovnani dle velikosti dospélych jedincii nosoroZei h a b a 0 ° o ‘ ‘ ° “ .
Nosorozee (hmotnost, délka, vyika) J
Indicky (1_,6-2,6!,'4202m. 190¢m)
Bily (1,81, 450¢m, 180¢em)

Cerny (1,5, 350¢m, 170cm)
Javsky (2t, 300cm, 170cm)
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FIG. 1. Chromosomes of a black rhinoceros (acquisition 114M). Satellites (arrow)

were consistently seen on one small acrocentric chromosoine. Scale indicates
10u.

http://www.jstor.org/pss/2458963 http://fen.wikipedia.org/wiki/White_Rhinoceros



Typy barveni lidskych chromozom

e Klasické barveni

e G-pruhovani

e R-pruhovani |

e C-pruhovani N L gels




Pozorovani lidskych chromozom u pod
mikroskopem

e Preparaty byly ziskany z délicich se lymfocyt
lidské periferni krve

e Krev jsme po odbéru kultivovali v mediu, kde byly
bunky pfinuceny k mitotickému déleni.

e Vzniklou suspenzi jsme fixovali, nakapali na skla a
napruhovali pomoci G-pruhu (blizSi postup v dalSim
cviceni)



Pozorovani lidskych chromozom u pod
mikroskopem

e Sklo polozte (bunkami nahoru!) na stolek
mikroskopu a prohlizejte objektivem o malém
zvetseni (10x).

e Po vyhledani vhodné mitdzy pouzijte objektiv
S vySSim zvétsenim (nejlépe 100x) a pozorujte
chromozomy barvené G-pruhovanim.

e Vhodnou mitozu zakreslete a zkuste spocitat
chromozomy.









velké metacentry

malé metacentry

velké akrocentry
malé akrocentry

zbytek -
submetacentry




