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Organizacni zalezitosti
S

jarni semestr 2014 — 13 vyuc€ovacich tydnu

3 skupiny — A, B, C; cviCeni kazdy treti tyden
A:18.2.,11.3.,1.4.,22.4.
B: 25.2, 18.3., 8.4., 29.4.

C:4.3.,25.3.,,154.,6.5.

Exkurze na OLG FN Brno

Univerzitni kampus, A13, Bohunice — Kamenice

pavilon A36/209

pavilon A3, 3. poschodi, pracoviste Molekularni cytogenetiky



Organizacni zalezitosti

 Podminky pro udéleni zapoctu:
e pritomnost na kazdém cviceni

e soustredéene pracovani a zakladni znalosti na
kazdéem cvicCeni
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Pouceni o bezpecnosti pri praci
S

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 je;
dodrzujeme. Smime provadét pouze prace, které jsou nafizeny a povoleny vyucujicim a
pod jeho dohledem.

3) Pfed zacatkem vlastni prace zkontrolujeme stav pracovisté, pracovnich pomucek a
pristroju. VeSkeré zavady a nedostatky (a to i béhem vyucovani) jsme povinni nahlasit
vyucujicimu.

4) Se zafizenim u€ebny, pomuckami a pfistroji zachazime opatrné a Setrné dle pokynu
vyucujiciho.

5) V uCebné je zakazano jist a pit, zachovavame zde klid a poradek.

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

9) Kazdou mimoradnou udalost (vysypani &i vyliti latky, zasazeni oCi a kize, poziti,
nadychani, uraz aj.) okamzité hlasime vyuc€ujicimu, ktery zajisti potfrebna opatreni.

11) Po skonceni prace pomucky omyjeme a uklidime na stanovené misto, uklidime
pracovisté, vypneme elektrické pfistroje, nepouzité chemikalie vratime vyucujicimu k
ulozeni.



Cviceni z cytogenetiky - osnova

1. Zaklady mikroskopické techniky - svételna mikroskopie.
Serizeni mikroskopu dle Kohlerova principu, prace se suchym a
imerznim objektivem. Pozorovani chromozomu Vicia faba, zivoCiSnich
a lidskych chromozomu.

2. Klasicka cytogenetika Cloveka.

Priprava cytogenetickych preparatu z periferni krve, kostni drené.
Barveni chromozomu. ldentifikace chromozomu. Karyotyp ¢lovéka,
numerické a strukturni zmény chromozomu ¢lovéka. Nomenklatura
ISCN.

3. Molekularni cytogenetika.

Principy fluorescencni hybridizace in situ (FISH) a jeji vyuziti

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

4. Pokrocilé metody molekularni cytogenetiky.

Technika CGH, SKY, array-CGH.



Cviceni 1
Zaklady mikroskopické techniky -
svételna mikroskopie.




Ukol 1: Mikroskop CX31- Olympus
Serizeni mikroskopu dle Kohlerova
principu
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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 muze vést k vaznému poskozeni mikroskopu!

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



Uvedeni mikroskopu do provozu

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

Teprve po zapnuti spinaCe je mozné zvySovat napéti
(otacCeni potenciometru ve sméru Sipky) a tedy intenzitu
emitovaného svétla. OtoCny potenciometr pouzivejte i v
prubéhu mikroskopovani k upravé svételné intenzity,
napf. vzdy pfi zméné objektivu.
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Serizeni mikroskopu

1

1 Nastaveni vzdalenosti okulara

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

N 2 Dioptricka korekce

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

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



Serizeni mikroskopu podle Kohlerova
principu

« pro optimalizaci osvétleni v mikroskopu

« optimalni vyuziti optickeho potencialu
mikroskopu, numerické apertury objektivu a
tim i jeho rozliseni

« Vysledkem Kohlerova nastaveni by melo byt
rovnomérné a maximalni osvetleni
pruhledného preparatu, leziciho v
predmeétove roviné. SoucCasné by méla byt
dosazena nejlepsi kombinace mezi
rozlisovaci schopnosti a kontrastem.

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



Serizeni mikroskopu podle Kohlerova
principu

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

Na pracovni stolek mikroskopu
vlozte pripraveny preparat tak,
Ze pomoci packy (1) odklonite
drzak preparatu (3). Zaostrete
na preparat pomoci ostriciho
Sroubu (2).




Serizeni mikroskopu podle Kohlerova principu

» Nastavte objektiv 10x (pripadné ocCistéte objektiv od
imerze) a zaostiete bunky 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.

= Zaostrete obraz polni clonky tim, ze snizujete nebo
zvysujete polohu kondenzoru.

» Vycentrujte obraz polni clonky tak, aby byl presné
ve stiredu zorniho pole pouzitim centrovacich Sroubu
na obvodu kondenzoru.

= Oteviete clonu; pFi 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 Kohlerova
principu

Aperturni clonka - umisténa na kondenzoru. Jeji
otevienost nastavte pomoci packy maximalné na
hodnotu NA objektivu, ktery pravé pouzivate. —
NejlepsSich vysledkll byva dosazeno pri nastaveni =
aperturni clony na 70 az 80 % NA.

S postupnym uzaviranim aperturni clony se zvySuje

hloubka ostrosti a zvySuje kontrast, postupné vSak

vystupuji i rizné necistoty nebo nezadouci vrstvy

bunék.

Co kdyz na kondenzore neni stupnice?
Vyjméte okular a priviete aperturni clonu, az ji uvidite na zadni ) |
strané ¢oc€ky objektivu. Oteviete aperturni clonu tak, aby
odpovidala 70 — 80% plochy maximalniho zorného pole.

orné
.
90% BO% b6% Obrézek &. 22

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




Clona pole

Obrazek ¢. 21

Obraz
aperturni clony
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Stupnice
numerické

Obrazek ¢. 23

Clona pole

Irisové clona pole zmenguje primeér svazku
paprsku, ktery vstupuje do kondenzoru,
tim omezuje svétlo, které se na tvorbé

obrazu nepodili a tak zlepsuje kontrast
obrazu. Primér clony pole yt
pfizptisoben zvetSeni objektivu tak aby

pozorované pole. Pri fotografovam je
vhodné uzavfit clonu tak, aby osvétlené
pole bylo jen o mélo vétsi nez
odpovidajici formét filmu (4).

Apertuni clona

° Aperturm’ irisova clona kondenzoru
ur€uje numerickou aperturu
osvétlovaci s soustavy, ktera by pro
dosazeni lep$iho rozliseni, vyssiho
kontrastu a také vétsi hloubky
“ostrostiméla souhlasit’
s numerickou aperturou objektivu.
e Protoze preparaty byvaji obvykle
mélo kontrastni, doporucuje se
nastavit clonu kondenzoru jen
na 70 az 80% numerické apertury
pouZitého objektivu.

Nastaveni numerické apertury

Nastavte numerickou aperturu
kondenzoru (1) na asi 80% hodnoty
na objektivu (2).

Napfiklad: Pro objektiv Plan 40x (NA 0,65)
nastavte na stupnici
hodnotu 0,5 (0,65 x 0,8 = 0,5).




Mame serizeny mikroskop!
S

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

Ted uz se bude menit jenom aperturni clonka —
pri kazde vymene objektivu ji musime nastavit na
70 — 80% hodnoty NA daného objektivu !



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



Postup pri praci se suchym objektivem

¢ preparat ulozime tak, aby prohlizena Cast byla ve stredu

* kondenzor snizime dle pouzitého objektivu (Cim je
zvetSeni mensi, 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 doostrime
mikroSroubem



Pozorovani chromozomu V. faba
suchym objektivem

e Sklo polozte (bufikami nahoru!) na stolek  E7&" & @8
mikroskopu a prohlizejte objektivem o " :"‘ o'..iﬂ
malém zvétSeni (4x—10x). '.0 s ¥ 6o +©

e Spogitejte 100 bunék a uréete mitoticky ¥ =% .; Q%L

index. oo i"

e Po zaostfeni na vhodnou mitdzu pouzijte & =& ‘% o
objektiv s vySSim zvétsenim (nejlépe 40x- [®IT5T
45x) — pozor pfi zaostrovani (nebezpeci
posSkozeni preparatu a znehodnoceni
objektivu!)

e Najdéte jednotlivé faze mitozy v
preparatech V. faba.



Pozorovani chromozomu V. faba
suchym objektivem


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e1/Illustration_Vicia_faba1.jpg

Postup pri praci s imerznim objektivem

¢ preparat ulozime tak, aby prohlizena Cast byla ve stredu
¢ upravime hodnotu aperturni clony otevreme
¢ na preparat kapneme imerzni olej (pokud pracujeme s dvojitou

imerzi, kapneme olej také na CoCku kondenzoru — jesté nez ho
zvedneme nahoru)

° makrosroubem snizujeme tubus a pozorovanim ze strany
sledujeme, kdy se €ocka objektivu spoji s olejovou kapkou
(zablesk na hrané podlozniho skla), dale objektiv nesnizujeme
divame se do okulari a jemnym otacenim makrosroubu
zvedame tubus, jakmile se objevi preparat, doostrime
mikroSroubem

¢ po skonceni pozorovani zvedneme tubus, preparat odsuneme a
pokud nepokracCujeme v praci s imerzi, ihned radné ocCistime
objektiv (i kondenzor, pokud pracujeme s dvojitou imerzi).



Pozorovani chromozomu V. faba
imerznim objektivem

e Po zaostreni na vhodnou mitdozu pouzijte objektiv se
zvetSenim 100x — pozor pri zaostrovani (nebezpeci
posSkozeni preparatu a znehodnoceni objektivul!)

e Kolik chromozomu ma bob?

Spravna odpoved je: v

12 (nebo 6 paru) \,,m

Tt -.:"
v 'm}"!é



(hrmnticd 11: 6764, KR,
0 190 Kleewrr Aredrmic Pabdibers Pristed in dbe Sethenkosd. L

Alteration by centric fission of the diploid chromosome number in Vicia fuba L.

I. Schabert & R. Rieger
Zentralinstious fir Generik: und Kulturpflanzenforschung, AdW, DDR-4325 Gasersieben. G.D.R.

Becrived 1150509  Aoospeed 27.1.19%0

Abrtract

An individual with a diplosd chromosome complemsent of 2ns=14 instead of 2n=12 i described for the brosd bean
Ficka fabar L. This karyotypic deviation resulted from ‘centromere splitting” of the wildiype metacentnic sxtellite
chromosome pair as demonstrated by Giensa banding pattern, [tis the first case of eentric fissson observed in this
species, Our dats ssppon the hiypotbetic mochanmsm of Robertsonn rearrangemenis suggesied by Holmguist snd
Diancis (Genetica 52-53: 151-163, 1980).
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NejCastejsi zavady

¢ nedostateCné osvetlené zorné pole — spatné serizené
svetlo, snizeny kondenzor, zuzena clona

* presvetlené zorne pole — zvyseny kondenzor, prilis
otevrena clona a intenzivni svétlo

¢ objektiv neni pretoCen presne do opticke osy

¢ coCky objektivu nebo okularu jsou znecistény

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

imerznim olejem nepruhlednou emulzi.



Ukol 3:

Pozorovani zivoc€isnych
chromozomu
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Pozorujte pod mikroskopem chromozomy byka, zirafy,
nosorozce, sitatungy, kudu velkého, hyeny, orangutana a
pokuste se priradit jednotlivé preparaty danemu zivoCisnému
druhu.

.
g b f, e I-. .‘s_.-;&;((‘l\



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

Hyena skvrnita
(Crocuta crocuta)
2n =40

Zirafa sitovana

(Giraffa camelopardalis Nosorozec cerny

(Diceros bicornis)

reticulata

2rl1 li 3()) 2n = 84

Kudu velky

(Tragelaphus Nosorozec bily

strepsiceros) (tuponosy)

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

2n = 82

Sitatunga Orangutan

(Lesori bahenni) (Pongo pygmaeus)

2n =48

(Tragelaphus spekeii)
2n =30




Tur domaci 1
(Bos taurus)
2n = 60 (akrocentrické chromozomy)
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Sitatunga (Leson bahenni) 2
(Tragelaphus spekeii)
2n = 30
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Hyena skvrnita 3
(Crocuta crocuta)
2n =40
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http://placentation.ucsd.edu/spottedhyenafs.htm Karyotypes of spotted hyenas from Hsu & Benirschke, 1968.
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Giraffa camelopardalis giraffa
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Zirafa sitovana
(Giraffa camelopardalis reticulata)

2n = 30
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Kudu velky

- Y/13: 13
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5

(Tragelaphus strepsiceros)
2n =32 9, 314 (1(13;Y))
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Orangutan 6

(Pongo pygmaeus)

Orangutan bornejsky (P.p.pygmaeus)
Orangutan sumatersky (P.p.abelii)
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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¢ Heseas, il
ipRAgEdannsxas,

White Rhinoceros original range [orange: Northern (C. s. LQ‘ “ ‘ b a ' a . o ' “ o “

cottoni), green: Southern (C. s. simum)].

Porovnani dle velikosti dospélych jedinci nosorozeu A “ o “ 0 ° “ . ‘ ° “ .
Nosorozec (hmotnost, délka, vySka) J

Indicky (1,6-2,6t, 420cm, 190cm)
Bily (1,8, 450cm, 180cm)

Cerny (1,5t, 350cm, 170cm)
Javsky (2t, 300cm, 170cm)

Sumatrh (1, e, ) LS‘ GRACEAGAABAADAS

PAAADANGDAGARRSS
/

_

FIG. 1. Chromosomes of a black rhinoceros (acquisition 114M). Satellites (arrow)
were consistently seen on one small acrocentric chromosoine. Scale indicates

10 .

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


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9a/Leefgebied_zwarte_neushoorn.JPG
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Mapa_distribuicao_original_white_rhino.png

Ukol 4:

Pozorovani lidskych chromozomu
pod fazovym kontrastem a v prochazejicim
svetle
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Fazovy kontrast

Pfi prachodu svétla nezbarvenym biologickym objektem dochazi k
fazovému posunu v téch mistech, které se liSi optickou hustotou

-

A

r
‘ Phaze-plate —
A9 Refracted or diffracted
light (phase altered
Figura 2. As imagens de contraste de fase sfio gemdas com o sinal (r) b W SpEC iI'I'IEI'I:I

detectado no emo x por um amplificador tpo lock-in. Dependendo do
dangulo de fase adotado micualmente (B} enire a oscilagio da sonda e a
leitura do fotodetector, o sinal x pode aumentar ou diminuir para a mes-
ma variagdo de fase (Al).
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Zarizeni pro fazovy kontrast - PHACO
objektivy, fazovy kondenzor




Pozorovani lidskych neobarvenych
chromozomu pomoci fazového kontrastu




Typy barveni lidskych chromozomu

e Klasické barveni

e G-pruhovani 2,” 114
(VYT ¥ NIYENl
Rt A
e R-pruhovani |
e C-pruhovani YN ogels
- \f*;; = 5" %




Pozorovani lidskych chromozomu pod
mikroskopem

e Preparaty byly ziskany z délicich se lymfocytu
lidské periferni krve.

e Krev jsme po odbéru kultivovali v médiu, kde byly
bunky prinuceny k mitotickemu déleni.

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



Pozorovani lidskych chromozomu 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 mitézu zakreslete a zkuste spocitat
chromozomy.









velké metacentry

malé metacentry

velké akrocentry
malé akrocentry

zbytek -
submetacentry




