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Zasady bezpieczenstwa pracy w pracowni Biologii medycznej

1.

Kazdy student zobowigzany jest do zapoznania si¢ z Zasadami
Bezpieczenstwa Pracy w pracowni biochemicznej i stosowania si¢ do nich
podczas pracy w laboratorium.

W czasie pracy laboratoryjnej student zobowigzany jest do stosowania
odpowiedniej odziezy ochronnej (zapiety czysty fartuch laboratoryjny,
rekawiczki jednorazowe, obuwie na ptaskim obcasie).

Student zobowigzany jest do dbatosSci o sprzet oraz szklo laboratoryjne
wykorzystywane w trakcie zajec.

Nalezy zachowa¢ szczegdlng ostrozno$¢ przy pracy z materialem
biologicznym, a zuzyty sprzet jednorazowego uzytku (np. koncowki)
umieszcza¢ w specjalnie do tego celu przeznaczonych, oznakowanych
pojemnikach.

Stezone roztwory kwasoOw 1 zasad odmierzamy uzywajac do tego
specjalnych pipet, wykonujagc wymienione powyzej czynnosci pod sprawnie
dziatajacym wyciagiem.

Do kazdego rodzaju roztworu pobieranego z butelki nalezy stosowac
oddzielne jednorazowe koncowki.

Ze wzgledu na zagrozenie zanieczyszczeniem nigdy nie nalezy wlewac
z powrotem do butelki roztworu uprzednio z niej pobranego.

W przypadku oparzenia lub skaleczenia nalezy natychmiast zglosi¢
zaistniaty fakt do asystenta prowadzacego ¢wiczenie.

Nalezy zachowac¢ szczegolng ostroznos¢ w trakcie pracy z wirowkami
— nieprawidlowe rownowazenie probowek lub zatrzymywanie wirowki

podczas pracy grozi trwatym okaleczeniem!



10.

I1.

12.

13.

W trakcie zaje¢ laboratoryjnych student powinien zachowaé czystos¢
1 porzadek w miejscu pracy (na stotach laboratoryjnych moga znajdowac
si¢ wylacznie materialy niezbedne do pracy).

Torby 1 plecaki oraz kurtki/ptaszcze powinny by¢ pozostawiane w miejscach
specjalnie do tego przeznaczonych.

W laboratorium obowigzuje bezwzgledny zakaz spozywania positkow, picia
napojow oraz palenia papierosow.

Po zakonczeniu zaje¢ student powinien starannie uporzadkowac miejsce
pracy, umyc¢ 1 schowac szklo, przetrze¢ blat stotu woda, wytrze¢, zdjac

rekawiczki, fartuch roboczy 1 natychmiast umy¢ rece.



CZESC PRAKTYCZNA



Instrukcja obslugi pipety automatycznej krok po kroku:

Pipeta automatyczna, jest jednym z podstawowych narzedzi laboratoryjnych,
stuzagcym do precyzyjnego odmierzania i przenoszenia cieczy. Prawidlowe jej

uzycie ma kluczowe znaczenie dla doktadnosci wynikow oraz trwatosci sprzetu.

1. Dobierz odpowiednig pipete

N @ 20-200 o Wybierz pipete o zakresie odpowiadajagcym
N _ ttoczek

objetosci, ktorg chcesz odmierzy¢ (np. 20200 pl
7 lub 100-1000 pl).

Uwaga! Objetos¢ pipety umieszczona jest
na powierzchni tloczka i cz¢sto oznaczona

- innym kolorem tloczka.

2. Ustaw zadang objetos¢

o Obro¢ pokretto regulacji do momentu
az na wyswietlaczu pipety pojawi si¢ wlasciwa

wartosc.

S0pL  125pL 200 pL

P20 .
E o] [ [2
2 B2l
pZ2Rojojo

2pL  125pL 204l




Uwaga! Objetos¢ nalezy ustawia¢ wylgcznie w zakresie roboczym danej

pipety (np. P 1000 ul, P200 itd.)

Zabrania si¢ ustawiania objetosci poza dopuszczalnym zakresem, gdyz

moze to prowadzi¢ do trwalego uszkodzenia mechanizmu pipety.
Regulacji dokonuje si¢ ptynnie, unikajac gwaltownych ruchow pokrettem.
3. Zat6z koncowke (tip)

o  Wcisnij koncoéwke na stozek pipety, mocno dociskajac, aby zapewnic

szczelnose.

—
LJ —
N 2.0 - 200 pl
| 1 e —
U =T5.0-300
50 - 1000 pl

Do ro6znych pojemnosci pipety dopasowane s3 odpowiednie koncowki.
Kolor przycisku pipety najczesciej odpowiada kolorowi opakowania koncowek,

co ulatwia dobdr odpowiedniego rozmiaru (np. zolty przycisk = zotte koncowki).
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Systemy kolorow moga sie nieznacznie rézni¢ w zaleznosSci

od producenta pipet

Uwaga! Koncowki nalezy wymienia¢ po kazdym uzyciu, aby unikna¢

kontaminacji (zanieczyszczenia probki).

4. Pobranie cieczy
o Nacisnij ttok do pierwszego oporu (pozycja pobierania).
o Zanurz koncowke pipety w cieczy (2-3 mm ponizej powierzchni)
utrzymujac pipete¢ pionowo.

o Powoli zwolnij ttok, aby nabra¢ ciecz do koncowki.

pozycja opor opor
poczatkowa pierwszy drugi

¥y - b e

ull

5. Dozowanie cieczy

Ustaw pipete w pozycji pionowej nad naczyniem
o Umies¢ koncowke nad naczyniem docelowym.

o Nacisnij ttok do pierwszego oporu, aby odda¢ zaplanowang objetosc.

11



o Nastgpnie nacis$nij ttok do drugiego oporu, aby usuna¢ resztki cieczy
z koncowki.
o  Wyjmij pipete z naczynia 1 pus¢ ttok.
6. Wyrzucenie koncowki

o Nacisnij przycisk do wyrzucania tipéw nad pojemnikiem na odpady.

7. Dobre praktyki

Po wykonaniu pracy przechowuj pipete pionowo na statywie.

https://manuals.plus/pl/fmcg/pipetdu-pro-micro-volume-pipette-manual
Instrukcja obstugi — MLPettePlus 2013.12.cdr

12



Rozdzial 1.

Mikroskopia Swietlna — analiza morfologii bakterii

Cel ¢wiczen:
» Utrwalenie umiej¢tnosci postugiwania si¢ mikroskopem
» Nauka przygotowania preparatu w kropli sptaszczone;j
» Obserwacja komorek bakteryjnych z uzyciem olejku immersyjnego
» Nauka wykonywania dokumentacji graficznej obrazu mikroskopowego
» Obserwacja komorek bakteryjnych wystepujacych w probiotykach
oraz jogurcie
» Zebranie podstawowych informacji dotyczacych funkcji i sktadu mikrobiomu

w organizmie cztowieka

Zajecia z biologii medycznej rozpoczynamy od mikroskopowania.
Mikroskopia stanowi jedno z podstawowych narzedzi wspodlczesnej biologii
1 medycyny. Umozliwita odkrycie mikroorganizmow oraz rozwd¢j kluczowych
dziedzin nauki, takich jak mikrobiologia, histologia, cytologia czy immunologia.

Wynalezienie mikroskopu:

1. Umozliwilo odkrycie mikroorganizmow
Dzieki mikroskopowi Antoni van Leeuwenhoek (XVII w.) jako pierwszy
zobaczyt bakterie, pierwotniaki, plemniki 1 komorki krwi. Rozpoczat sie
rozw0] mikrobiologii 1 obalono wczesniejsze poglady (np. teori¢
samorddztwa).

2. Rozwingelo teori¢ komorkowa
Mikroskop pozwolit Schleidenowi 1 Schwannowi w XIX w. sformutowac

teorie, ze komorka jest podstawowg jednostkg budowy organizmow.
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To podejscie zmienito sposdb patrzenia na organizm czlowieka z poziomu
organow 1 tkanek na poziom komorkowy.

3. Pozwolilo bada¢ tkanki i komorki
Nastapit rozwdj histologii 1 cytologii i mozliwo$¢ diagnozy chorob
poprzez badanie wycinkow tkanek, co stalo si¢ podstawa dzisiejsze;j
diagnostyki histopatologicznej.

4. Doprowadzilo do zrozumienia chorob zakaznych
Obserwacje mikroskopowe umozliwiajg identyfikacje patogenow. Robert
Koch 1 Louis Pasteur wykorzystali mikroskop do udowodnienia,
ze choroby zakazne s3 powodowane przez mikroorganizmy.

5. Rozwoj diagnostyki laboratoryjne;j
Obserwacja komorek krwi, moczu, preparatéw tkanek stata si¢ mozliwa
w rutynowej diagnostyce. Badania mikroskopowe staty si¢ podstawowym
narzedziem w hematologii, parazytologii, mikrobiologii.

6. Umozliwilo lepsze zrozumienie procesow biologicznych
Dzieki mikroskopowi odkryto mitoze, mejoze, organelle komorkowe,
a to pozwolito wyjasni¢ mechanizmy dziedziczenia, rozmnazania
1 powstawania nowotworow.

7. Przyspieszylo rozwéj nowych terapii i szczepionek
Identyfikacja patogenow pozwolila na opracowanie szczepionek

1 antybiotykow ukierunkowanych na konkretne mikroorganizmy.

Budowa mikroskopu Swietlnego i zasady mikroskopowania

Podczas ¢wiczen z biologii medycznej wykorzystywac bedziemy mikroskopy
swietlne. Zapoznanie si¢ z budowa i1 funkcjami poszczegélnych elementéw
mikroskopu pozwoli na sprawne wykonywanie zadan oraz uzyskanie dobrych

obrazow ogladanych preparatow.

14



Czes¢ praktyczna: Rozdziat 1

. . Oblektywy achromatyczne
Stolik z uchwytami 4x, 10x, 40x | 100x

____._._.—---"ﬁ;;odne pokretio
Wspolosliowa regulacfa | przesuwuy preparatu

mikro/makro

Kondensor 2 przysiona

Oswietlenle diodowe z | B 1 |

regulacja jasnosci

Ryc. 1. Budowa mikroskopu

Przed rozpoczgciem obserwacji nalezy delikatnie oczysci¢ szkietko
z preparatem stalym oraz okulary 1 obiektywy.

Preparat staty lub preparat przyzyciowy umieszczamy na stoliku szkietkiem
nakrywkowym skierowanym do gory. Preparat mocujemy na stoliku za pomoca
metalowych uchwytow.

Po wilaczeniu zrodta swiatla, przy uzyciu pokretta przesuwu preparatu
ustawiamy szkietko, tak, aby wigzka $wiatta przechodzita przez jego Srodek.
Ustawienie ostroSci nalezy rozpocza¢ od ustawienia najkrotszego obiektywu
o powigkszeniu 5x. Nastgpnie obracajac pokrettem makro (Sruba makrometryczna)
nalezy ustawi¢ wysokos¢ stolika tak aby otrzymany obraz byt wyrazny.

Dla uzyskania optymalnego powigkszenia obrazu ustawiamy kolejne
obiektywy: 10x, 40x 1 100x. Obserwujac jednoczesnie obraz przez wybrany
obiektyw, za pomoca S$rub makrometrycznej 1 mikrometrycznej ustawiamy

ostros¢ obrazu.
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Precyzyjnego ustawienia ostrosci nalezy dokona¢ przy pomocy pokretta
ruchu drobnego (Sruba mikrometryczna). Ruch $rubg makrometryczng przy
zastosowaniu obiektywow o duzych powigkszeniach tj. 40x czy 100%, gdy
preparat znajduje si¢ blisko obiektywu, grozi zniszczeniem preparatu
1 uszkodzeniem soczewki obiektywu. W takim przypadku nalezy postugiwac si¢
sruba mikrometryczna.

Przy pomocy pokretla dioptryjnego lewego okularu mozemy dostosowac
jakos¢ obrazu do wzroku uzytkownika.

Obiektyw do stosowania z olejkiem immersyjnym oznaczony jest jako
,»OIL” a jego powigkszenie wynosi 100%. Po przesuni¢ciu glowicy rewolweru
niewielkg ilos¢ olejku immersyjnego (1 kropla) nalezy nanies¢ na szkietko
nakrywkowe 1 ustawi¢ obiektyw na wyjsciowej pozycji, tak, aby soczewka
obiektywu zanurzyta si¢ w kropli olejku. Immersja jest przyktadem techniki, ktora
na drodze fizycznej zwigksza zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu optycznego.
Immersja polega na umieszczeniu miedzy preparatem a obiektywem kropli
specjalnego olejku o wspodtczynniku zatamania $wiatta podobnym do szkta
(1,5-1,6). Dzigki temu Swiatto nie rozprasza si¢ na granicy szkto-powietrze, lecz
przechodzi ptynnie do soczewki. Powstaje wyrazniejszy obraz, bo rosnie apertura
numeryczna obiektywu — czyli zdolno$¢ mikroskopu do rozrdézniania drobnych
szczegolow. Po zakonczonej obserwacji nalezy kazdorazowo usunagé olejek

immersyjny z obiektywu 1 preparatu.

Budowa i klasyfikacja bakterii

Wedtug wspoélczesnego systemu taksonomicznego, opartego na genetycznym
stopniu pokrewienstwa, organizmy klasyfikuje si¢ do jednej z 3 domen: bakterie,
archeony, eukarionty. Organizmy nalezace do domeny Bacteria 1 Archaea
nie posiadaja wyodrgbnionego jadra komodrkowego. Ich materiat genetyczny

(pojedyncza, kolista, 2-niciowa czasteczka DNA) znajduje si¢ w obszarze
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 1

komorki okreslanej jako nukleoid. Ze wzgledu na typ budowy komorkowe;,
bakterie 1 archeony, nalezg zatem do grupy Procaryota (prokarionty).

Budowa komorki bakteryjnej a szczegdlnie struktura sciany komorkowej
wplywa na ksztalt bakterii. Ze wzgledu na morfologi¢ bakterie mozna podzieli¢

na 3 podstawowe grupy:

Ziarenkowce o kulistym ksztatcie komorek

Pateczki 1 laseczki o ksztalcie wydluzonym

Kretki, charakteryzujace si¢ spiralnym ksztattem komorek.

Niezaleznie od ksztattu bakterie moga wystepowac w potaczeniu, tworzac
charakterystyczne skupiska. Kiedy po podziatach, komorki bakterii nie rozchodza
sig, lecz sklejaja dzigki adhezji powierzchniowej 1 obecnosci lepkiej warstwy
polisacharydow tworzacych otoczke Sluzowa, powstaja charakterystyczne dla

poszczegbdlnych gatunkow skupiska.

ziarniak dwoinka dwoinka otoczkowa gronkowiec
paciorkowiec pakietowiec tetrada
{(czworaczek)

Ryc. 2. Formy skupisk bakterii (https://pl.wikipedia.org/wiki/Kszta%C5 %82t _bakterii-)

Charakterystyczne konfiguracje, jak grona, lancuszki czy pakiety maja

istotne znaczenie diagnostyczne 1 taksonomiczne.
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Tabela 1. Formy skupisk bakterii z przyktadami gatunkow

Opis Przyklad bakterii

Dwoinki Neisseria meningitidis
Paciorkowce Streptococcus pyogenes
Gronkowce Staphylococcus aureus
Tetrady Micrococcus luteus
Pakietowce Sarcina ventriculi

Protoplast komorki bakteryjnej od $rodowiska zewngtrznego chroni,
zbudowana glownie z polisacharydow, galaretowata otoczka Sluzowa
(glikokaliks). Jej sktad jest zrdznicowany 1 decyduje o wilasciwosciach
antygenowych. Otoczka §luzowa chroni komorki przed utratg wody, ale takze
hamuje fagocytoze przez makrofagi. Lepka konsystencja otoczki pozwala
na tworzenie kolonii, przyleganie (adhezja) do struktur gospodarza oraz
tworzenie biofilmu na rdéznych powierzchniach. Biofilm bakterii zwigksza

opornos$¢ na dziatanie mechanizmow obronnych gospodarza i1 antybiotykow.

Otoczka
Sciana komorkowa

Btona komdrkowa

nukleoid

. - Rybosom
Pilus -

plazmid

Ryc. 3. Schemat budowy komorki bakteryjnej https://app.biorender.com/biorender-
templates/figures/all/t-5ffdfb47420acf00a02c5e5 3-structural-overview-of-a-bacterial-cell
— modyfikacja autora

Kluczowym elementem utrzymujacym ksztatt komorki jest S$ciana

komorkowa. Rusztowanie sciany komorkowej bakterii zbudowane jest z polimeru
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 1

— peptydoglikanu, zwanego mureing. Peptydoglikan sklada si¢ z tahncuchow
polisacharydowych, utrzymywanych przez mostki peptydowe (sieciowanie).
Lancuchy polisacharydowe zbudowane sg z N-acetyloglukozaminy 1 kwasu
N-acetylomuraminowego, potaczonych wigzaniem [-1,4-glikozydowym.
Do wytworzenia wigzan poprzecznych w peptydoglikanie niezbedne s3
aminokwasy diaminowe. Wigzanie poprzeczne jest wytwarzane mi¢dzy wolng
aming, np. L-lizyny a D-alaning w czwartej pozycji kolejnego tancucha. Peptyd
taczacy jest produkowany enzymatycznie bez udzialu rybosomow. Jego synteza
jest skomplikowana, przebiega etapowo, a uczestniczg w niej enzymy, takie jak
transglikolazy, transpeptydazy, DD-karboksypeptydazy. Te ostatnie sg okreslane
mianem bialek wigzacych penicyling, poniewaz sg celem dla penicyliny 1 innych
antybiotykow [-laktamowych. Na wszystkich etapach sieciowania S$ciany
komorkowej specyficzne antybiotyki moga blokowac proces, dzigki czemu
mozliwe jest zatrzymanie wzrostu lub S$mier¢ komorek bakteryjnych.
Peptydoglikan jest konieczny do utrzymania struktury komorki bakteryjnej,

rozmnazania i przezycia w zréznicowanych warunkach srodowiskowych.
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Peptydoglikan
przestrzen peryplazmatyczna

Wewnetrzna btona
komérkowa

Cytosol

Kwas tejchojowy

{ Kwas lipotejchojowy

Peptydoglikan

Przestrzen

"R *ae |

i Litih peryplazmatyczna
0"..'.“Q‘...n&""'o&‘ﬂ‘.“.ﬂ' 0.".&‘3‘0...0..'.‘ - B*ona komérkowa

Cytosol

Biatko blonowe

Ryc. 4. Roznice pomiedzy bakteriami: a. G (<) i b. G (+)
https://app.biorender.com/illustrations/686c20542cc776¢c057cec695 — modyfikacja autora

Liczba warstw peptydoglikanu oraz pozostate sktadniki §ciany komorkowe;
sa podstawa do podzialu bakterii na dwie grupy Gram-dodatnich (G+)
i Gram-ujemnych (G-). Bakterie Gram(+) charakteryzuja sie gruba (150-500A)
sciang komorkowa, ktora sklada si¢ glownie z wielowarstwowego
peptydoglikanu otaczajacego btone cytoplazmatyczng. W przeciwienstwie
do bakterii Gram(+), bakterie Gram(-) poza cienka warstwa peptydoglikanu
(stanowigce] 5—10% masy catej Sciany komorkowej) sa dodatkowo otoczone
btong zewnetrzng, ktora stanowi unikatowa dla tego typu bakterii strukture.

Réznice pomiedzy tymi grupami bakterii majg znaczenie w mikrobiologii
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 1

klinicznej 1 s3 wykorzystywane w metodzie opisanej przez dunskiego lekarza
Chrystiana Grama a znanej jako barwienie Grama. Barwienie Grama jest szybka,
wiarygodng 1 prosta metoda. Jej wykonanie zajmuje ok. 10 minut.

Ze wzgledu strukture i r6znice w budowie pomiedzy grupami bakterii, Sciana
komoérkowa jest najwazniejszym elementem diagnostycznym oraz decydujagcym
o doborze terapii. Bakterie Gram (-), w metodzie Grama, barwig si¢ na kolor
ro6zowy lub czerwony, natomiast bakterie z grupy Gram (+) na kolor fioletowy.
W barwieniu Grama fiolet krystaliczny z jodem tworzy duze kompleksy 1 zostaje
zatrzymany w grubej warstwie peptydoglikanu. Aceton uzywany w nast¢pnym
etapie, niszczy zewnetrzng blong bakterii Gram (-) 1 wymywa krysztaty fioletu

z cienkiej warstwy peptydoglikanowe;.

Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
Fiolet krystaliczny goztwéfjodu ) Alkohol lub aceton Czerwona safranina
] arwnik fést mnlef rozpuszezalny i ) . . L
Barwnik pods_rewo wy o‘oda_'_ny do Zostaje ‘uwieziony" w usieciowionei (_Jd_.‘:anwacg usuwa bar_wmk ze Ban»weme_kontrasr_o we pqz;_sra!a na
rozZmazu zawiesiny bakterii. Strukturze Sotany Fomdrkowet scian komorek Gram-ufemnych. przyfeganie barwnika do scian
4 - komodrek Gram-ujemnych.
Barwnik 7 / f
Probka
1 min 1 min 10s 1 min

@ Gram (+): ficletowy @ Gram (+): fioletowy @ Gram (+): fioletowy ® Gram (+): fioletowy
%, Gram (-): fioletowy %, Gram (-): fioletowy Gram (-): bezbarwny % Gram (-): czerwony

Created in BioRender.com bio

Ryc. 5. Schemat barwienia Grama,; utworzono w BioRender.com

Bakterie Gram (-) zostajg zabarwione przez drugi barwnik, jakim jest
czerwona safranina. W jezyku angielskim funkcjonuje okreslenie "P-Purple-
Positive", czyli fioletowy — dodatnie, ktory ulatwia zapamigtanie wynikow

barwienia w metodzie Grama.
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Réznice w budowie $ciany komorkowej bakterii majg wplyw takze
na mechanizmy chorobotwdrczosci oraz odpornos$¢ na terapie antybiotykowe.
Bakterie Gram (-) z powodu ztozonej struktury $ciany komorkowej, sg bardziej
oporne poprzez utrudniony dostep lekow, jak 1 zdolnos¢ do aktywnej neutralizacji
antybiotykow. Zewnetrzna blona komorkowa tych bakterii stanowi bowiem
fizyczng barier¢ ograniczajacg transport duzych hydrofobowych czasteczek
a obecne w blonie poryny utrzymujg selektywny transport zwigzkow. Dodatkowo
pomiedzy btong zewnetrzng a blong cytoplazmatyczng znajduje si¢ przestrzen
peryplazmatyczna. W przestrzeni peryplazmatycznej bakterii Gram(-) znajduja
si¢ enzymy — [-laktamazy, ktore rozkladaja antybiotyki [-laktamowe
(np. penicyliny, cefalosporyny). Istotng rolg¢ w potaczeniu obu czgsci blony
odgrywaja dwuwartoSciowe kationy magnezu 1 wapnia. Dlatego $rodki
chelatujace jak np. kwas etylenodiaminotetraoctowy — EDTA Iub niektore
antybiotyki (polimyksyny) maja zdolnos$¢ przerwania cigglosci blony zewnetrzne;.
Specyficzna czg$S¢ zewnetrzna blony komorkowej sklada sie glownie
z lipopolisacharydu (LPS). LPS jest uwalniany, gdy bakteria obumiera lub ulega
rozpadowi (np. podczas leczenia antybiotykami), intensywnie stymuluje
wrodzong 1 nabyta odpowiedZ immunologiczng, dlatego okreslany jest jako
endotoksyna. W organizmie aktywuje limfocyty B, makrofagi, komorki
dendrytyczne, co skutkuje uwolnieniem wielu niespecyficznych markerow stanu
zapalnego, takich jak interleukina (IL-1, IL-6) czy czynniki martwicy
nowotworow (TNF). Uwolnienie duzych ilosci endotoksyny do krwioobiegu
prowadzi do reakcji rozsianej koagulacji wewnatrznaczyniowej (reakcja
Shwartzmana) 1 wstrzasu septycznego, niewydolnosci narzagdowej a nawet Smierci.

W sktad czasteczki LPS wchodzg trzy podjednostki:

* lipid A
* polisacharydowy rdzen
* antygen O
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 1

Lipid A ma najistotniejsze znaczenie dla przezycia bakterii oraz determinuje
aktywnos¢ endotoksyczng. Jego szkielet sklada si¢ z ufosforylowanych
disacharydow glukozaminowych oraz z kwasow tluszczowych. Kwasy tluszczowe
umozliwiajg zakotwiczanie w blonie, a fosforany tgcza jednostki LPS w agregaty.

Rdzen sktada si¢ z 912 czasteczek cukrow.

Lipid A | Rdzen oligosacharydowy ‘ Powtorzenia antygenu O

N '

Ryc. 6. Schemat budowy jednostki LPS. Obraz zmodyfikowany z BioRender.com

Do rdzenia przymocowany jest rowniez antygen O wychodzacy na zewnatrz
komorki. Antygen O pod wzgledem chemicznym jest liniowym polisacharydem
zbudowanym z ok. 50—100 cukrow. Im krotszy tancuch antygenu O (np. w rodzaju
Neisseria), tym wyzsza wrazliwos¢ bakterii na sktadniki uktadu dopelniacza.
Ponadto cukry w tancuchu bocznym determinujg rdéznice antygenowe.
Endotoksyny bakteryjne sg stosowane jako podstawowy induktor stanu zapalnego
w warunkach in vitro.

W skiad Sciany komoérkowej bakterii Gram (+) poza peptydoglikanem
wchodza zwigzane kowalencyjnie kwasy tejchojowe 1 lipotejchojowe oraz
ztozone wielocukry (tzw. wielocukry C). Kwasy tejchojowe sg polimerami
fosforanow polioli (np. glicerolu) o charakterze anionowym, natomiast kwasy
lipotejchojowe posiadajg reszte kwasu tluszczowego zakotwiczong w blonie

cytoplazmatycznej. Sg one antygenami powierzchniowymi wykrywanymi przez
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specyficzne przeciwciata. Dzigki temu jest mozliwa identyfikacja serotypu
bakteryjnego. Kwasy tejchojowe 1 lipotejchojowe nie wystepuja w Scianie bakterii

Gram(-).

Tabela 2. Elementy tworzqce zewnetrzng ochrone komorek bakterii Gram (=) i ich funkcje

Warstwa Sktad Funkcja
Btona zewnetrzna Lipidy, fosfolipidy, biatka (np. poryny), Bariera dla antybiotykéw, odpornosé
LPS chemiczna, immunogennos¢

LPS (lipopolisacharyd) Lipid A (toksyczny), rdzen cukrowy, Dziata jako endotoksyna — goraczka,
wstrzas

Peptydoglikan Cienka warstwa miedzy btonami Ochrona mechaniczna, zachowanie ksztattu

Przestrzen peryplazmatyczna Enzymy (B-laktamazy), transportery Degradacja lekow, detoksykacja

Btona cytoplazmatyczna Fosfolipidy, biatka Transport, synteza ATP

(wewnetrzna)

Bakteryjna blona cytoplazmatyczna — to pOtprzepuszczalna bariera, uczestniczy
w oddychaniu 1 transporcie. Od wewnatrz w sklad blony wchodzg aktynopodobne
filamenty utrzymujace ksztalt bakterii 1 wytwarzajace Sciang poprzeczng podczas
podzialu komorkowego.
Cytoplazma — z rybosomami 1 nukleoidem (DNA), w ktorym zlokalizowany jest
chromosom bakteryjny wystepujacy w postaci pojedynczej, dwuniciowej
struktury kolistej. W cytoplazmie bakterii wystepuja plazmidy, czyli male,
koliste, pozachromosomalne struktury DNA, obecne glownie u bakterii Gram-
ujemnych. Bakterie nie majg histonéw ani uformowanych nukleosomow.
Rybosom bakteryjny (70S) — zbudowany jest z dwoch jednostek o masie
sedymentacji 30S 1 508, jest celem lekow przeciwbakteryjnych.
Struktury powierzchniowe — jak rzeski, fimbrie, otoczki — czgsto zwigzane
z chorobotwdrczoscig (wirulencja):

* Rzeski przypominajg bicze o srednicy 15-20 nm, sg zbudowane z helikalnie

skreconych podjednostek biatkowych zwanych flagelinami, ktore sg napedzane

sifa potencjalu blonowego. Dzigki zakotwiczeniu za pomocag ciatka
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podstawowego, rzgski umozliwiajg ruch komoérki w kierunku sktadnikéw
odzywczych (chemotaksja) 1 oddalanie od czynnikéw toksycznych

Fimbrie (pili, syn. adhezyny) — rodzaj witdkien zbudowanych z biatka — piliny,
maj3 Srednicg 3—8 nm, a przy tym moga osigga¢ dlugos¢ przekraczajaca
dtugos¢ komorki (15-20 um). Pili umozliwiajg adhezje do innych komorek
bakteryjnych lub komorek gospodarza, a takze wymiang¢ fragmentow

bakteryjnych chromosomow

Przetrwalniki s3 formami bakterii w stanie u$pienia, ktoére powstaja

w niesprzyjajacych warunkach srodowiskowych (podwyzszona temperatura,

promieniowanie, srodki chemiczne) z komorek w stanie wegetatywnym. Czesto

sa charakterystycznie zlokalizowane w komorce, co pozwala na identyfikacje

szczepu. Przetrwalniki s3 odwodnionymi strukturami, w ktorych znajdujg sie:

kompletna kopia chromosomu
minimalna ilos¢ biatek 1 rybosomow
wysokie stezenie jonOw wapnia
btona wewngetrzna

dwie warstwy peptydoglikanowe

otoczka zewnetrzna zawierajgca bialko podobne do keratyny

W obrazie mikroskopowym od przetrwalnikow odbija si¢ sSwiatto, dlatego

widac je jako jasne elementy.

Wirulencja bakterii (inaczej: zjadliwos¢) to zdolnos¢ do wywotywania

choroby u gospodarza. Im wyzsza wirulencja, tym bakteria jest bardziej

agresywna, tatwiej pokonuje mechanizmy obronne organizmu i wywoluje ciezsze

objawy infekc;i.

Wirulencja zalezy od obecnosci tzw. czynnikow wirulencji, ktore:

pomagaja bakteriom przylega¢ do komorek gospodarza
unika¢ czynnikow uktadu odpornosciowego

uszkadza¢ tkanki lub wytwarzac¢ toksyny
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Wirulencj¢ mozna mierzy¢ np. jako LDso (dawka Smiertelna dla

50% zakazonych zwierzat). Im nizsze LDso, tym wyzsza wirulencja.

Tabela 3. Mechanizm dziatania poszczegolnych czynnikow wirulencji

Czynnik wirulencji Funkcja wirulencyjna Przyklad

Streptococeus pneumoniae,

Otoczka Chroni przed fagocytoza . i
P EORHIRAR Klebsiella pneumoniae

Umozliwiajg przyczepianie si¢ do
nablonka

Ruchliwos¢ — kolonizacja i penetracja

Fimbrie (pile adhezyjne) E. coli

Rzeski (Mlagella) tkenek Helicobacter pylori

Toksyny (np. LPS, egzotoksyny) Uszkadzaja komorki gospodarza Clostridium botulinum, Vibrio cholerae
Enzymy (proteazy, kolagenazy) Niszczenie bariery tkankowej Streptococcus pyogenes
Peptydoglikan i kwasy tejchojowe Dzialanie prozapalne Staphylococcus aureus

Obserwacja preparatow stalych i dokumentacja

Wigkszos¢ bakterii ma srednice od 0,2 do 2,0 um i dtugos¢ od 2 do 8 um.
Miarg uzywang dla mikroorganizmow jest mikrometr (um); 1 pm = 0,001 milimetra;
I nanometr (nm) = 0,001 um. Dlatego podczas obserwacji bakterii bedziemy

uzywac najwigkszego powigkszenia mikroskopu ustawiajgc obiektyw 100x.
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Viruses  Mycoplasma Bacteria Yeasts Eukaryotic cells Mycelia
0.05-0.7 pm 0.1-0.5 pm 1-10 pm 3-10pm 10-100 pm 100 pm-several metres

~

F

IJ'}I;? 4 J."'I:-‘.‘:f.::-\\\\ [+ = 5 o : ,~ | =S .
O I." o/ .'. ¢ | { 52 ‘? 7 '@ o I ‘\

A

0.05 pm 0.1 pm 0.5 pm 1pm Spm 10 pm 50 pm 100 pm > 500 pm
® | Naked eye |
-
1‘* Light microscopy
i ‘__-:. » —
282 | Electron microscopy

o 4 el Created with Rbh

Biology Chemistry EDER
Notes Notes : Templates

Ryc. 7. Porownanie wielkosci wirusow, bakterii, drozdzy i komorek cztowieka
https://microbeonline.com/size-of-bacteria/

W obserwacji preparatow pod mikroskopem pewnych trudnosci dostarczaja
artefakty. Artefakty mikroskopowe to struktury lub zaklocenia, ktore nie sa
czeScig obserwowanego preparatu biologicznego, ale moga by¢ blednie
zinterpretowane jako elementy komorkowe. Powstajg one zazwyczaj w wyniku
btedow podczas przygotowywania preparatu, nieprawidlowego uzytkowania

mikroskopu lub zanieczyszczen.
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Ryc. 8. Pateczka duru (Salmonella Typhi) — rozne powigkszenia: a. 120, b. 480%; c. 1200x.
Strzatki wskazujq obecne w polu widzenia artefakty

Na rycinie 8, pokazano zdjecia preparatu paleczki duru w 3 rd6znych
powiekszeniach. Mozemy zaobserwowac, ze obecne artefakty utrudniajg obserwacje
szczegOlnie przy najwigkszym powigkszeniu. Dlatego w obserwacjach
mikroskopowych bardzo wazne jest odroznienie obecnych w polu widzenia
zaktocen od wlasciwego obrazu oraz dokladne przygotowanie preparatu.

Podczas obserwacji preparatow nalezy zwraca¢ uwage na: ksztatt komorek

(ziarenkowce, paleczki), utozenie (tancuszki, skupiska, pojedynczo) oraz wielkos¢
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 1

1 proporcje. Forma zapisu danych z obserwacji jest rysunek. Pozwala on utrwali¢

obserwacje, pomaga odr6zni¢ istotne struktury od artefaktow (poniewaz zmusza

do uwaznej analizy obrazu), uczy rozpoznawania cech diagnostycznych, takich

jak: ksztatt bakterii, sposob ulozenia, obecnos¢ przetrwalnikow.

z regulami rysunku biologicznego:

schematycznie i proporcjonalnie

dokonano obserwacji, zaobserwowane struktury

wiernie oddajacy obserwowane cechy

> '

Wybdr fragmentu 1. Zaznaczamy ksztalt skupiska

do rysowania i wrysawujemy tylko kilkanascie komaorek

pojedynczej komorki

2. Wybieramy niewielkie skupisko

i rysujemy je w calosci, zwracajgc OO

uwage na ksztalt komérek ich uloienie

oraz to e kaida posiada swojq sciane -3
komérkowa

Zachowujgc proporcje wielkosci, oraz ksztatt

Ryc. 9. Instrukcja wykonania rysunku obrazu oglgdanego pod mikroskopem

Dlatego dokumentacja rysunkowa powinna by¢ wykonana zgodnie

z odpowiednimi podpisami: nazwa preparatu, powigkszenie, pod ktorym
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Rysuj ty[ko to, co faktycznie widzisz, unikaj dodawania struktur,
ktove sg tylko domniemane

Analiza skladu gatunkowego i morfologii bakterii wystepujacych
w probiotykach

Preparaty przyzyciowe nalezy przygotowac¢ wedtug ponizszej instrukcji.
1. Na szkietko podstawowe nanies$ krople wody
2. W kropli rozprowadz roztwor zawierajacy bakterie probiotyczne
3. Przyl6z szkietko nakrywkowe 1 nakryj krople zmniejszajgc kat nachylenia
szkietka, uwazajac, aby nie uwiezi¢ pod szkietkiem pecherzykow

powietrza

Ryc. 10. Etapy przygotowania preparatu w kropli sptaszczonej
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Rozdzial 2.

Budowa i funkcje tkanek zwierzecych — analiza mikroskopowa

Cel ¢wiczen:
» Ocena struktury, ksztattu, wielko$ci 1 wzajemnego uktadu komorek
w wybranych tkankach zwierzgcych
» Utrwalenie wiadomosci o budowie i funkcjach tkanek: nabtonkowej,
miegsniowej, Iacznej wlasciwej, thuszczowej, chrzgstnej, kostnej i nerwowe;j

» Analiza struktury tkanek wplywajacej na ich funkcje

W organizmie czlowieka sa setki roznych komorek, rdéznigcych sie
rozmieszczeniem, wielkos$cig, ksztattem, budowa 1 funkcjg. Skrawki tkanki
ogladane pod mikroskopem beda wygladaly inaczej w zaleznosci od sposobu ich
przygotowania (barwienia, ci¢cia) oraz powigkszenia.

Ludzki narzad wzroku jest wrazliwy na zmiany intensywnosci 1 czestotliwosci
swiatta, dlatego bez odpowiedniego barwienia nie ma mozliwosci zobrazowania

poszczegolnych struktur komorkowych ogladanych pod mikroskopem $wietlnym.

Techniki przygotowywania preparatow mikroskopowych

Tkanki przeznaczone do badania histologicznego utrwala si¢ natychmiast
po pobraniu. Utrwalanie ma na celu zdenaturowanie lub wytracenie bialek,
a takze unieczynnienie enzymow. W przeciwnym przypadku nastgpuje proces
autolizy, czyli samostrawienia, spowodowany aktywno$cia enzymow
hydrolitycznych 1 proteolitycznych. Pobrany wycinek tkanki powinien by¢

odpowiedniej wielkosci 1 grubosci, aby utrwalacz szybko 1 roéwnomiernie
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penetrowal tkanke¢. Natomiast stosowane metody utrwalania nie utrwalajg
lipidow. Dzialanie utrwalaczy polega na:

* odwodnieniu tkanek 1 usunigciu substancji ttuszczowych

* tworzeniu soli 1 utwardzeniu tkanek

e obnizeniu pH 1 zmianie stopnia uwodnienia bialek, ich zZelowaniu

1 wytrgcaniu
* usieciowaniu biatek
W efekcie material zostaje utrwalony bez naruszenia jego struktury

1 czgSciowe zachowanie tresci komorkowe;.

rozpuszczalniki
organiczne (aceton,
alkohol)

substancje tworzace z

bialkami sole (sublimat

chlz_. KQCTQO';. kwas
pikrynowy)

utrwalacze proste

kwasy (octowy,

trifluorocotowy,

sulfosalicylowy,
chromowy)

utrwalacze sieciujgce
(formalina)

mieszaniny utrwalaczy
utrwalacze zloZzone e prostych z lub bez
formaliny

Ryc. 1. Klasyfikacja utrwalaczy

Formalina — wodny roztwor formaldehydu, jest utrwalaczem uniwersalnym.
Proces utrwalania polega na utworzeniu struktury sieciowej migdzy czasteczkami
biatka z preparatu oraz mostkow metylowych miedzy formaldehydem a tymi
biatkami. Formalina dobrze utrwala jadra komorkowe 1 cytoplazme oraz tkanki
bez nadmiernego obkurczania oraz optymalnie je utwardza w zaleznosci od czasu

1 zastosowanego stgzenia.
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 2

Alkohol absolutny (spirytus bezwodny, tj. o niewielkiej zawartosci wody
<0,2%) pozwala na szybkie utrwalenie, zmienia struktur¢ tkanek na skutek
odwodnienia, a takze rozpuszcza cukry. Podobne dziatanie wykazuje etanol 95%,
ktory jest uzywany wraz z formaling czy lodowatym kwasem octowym (kwas
octowy o stezeniu 99,5%). Ten ostatni moze by¢ wykorzystywany w badaniach
morfologicznych sktadnikow komorkowych, np. jadra komérkowego.

Innymi metodami utrwalania s3:

+ liofilizacja tkanek (odwadnianie gwattownie zamrozonych tkanek w prozni
poprzez sublimacje krysztatkow lodu)

* mrozenie tkanek (tworzenie duzych krysztalow lodu, ktore rozrywaja
komorki)

Srodowisko, w ktorym zanurzony jest badany materiat ma istotne znaczenie
dla przeswietlenia, czyli rozjasnienia preparatu. Mozliwe jest to dzigki zmianom
warunkow fizycznych zwigzanych z wysokim wspoélczynnikiem zatamania
swiatta lub dziatania chemicznego, ktére pozwala na rozpuszczenie niektorych
sktadnikéw w preparacie lub tez odbarwienie.

Odczynniki, ktore poprzez dzialanie chemiczne umozliwiajg obserwacje
cienkich, przejrzystych tkanek nazywane sg przeSwietlaczami. Woda jako
przeswietlacz jest ciecza obojetng, w ktorej zostaja zachowane ksztalt, wielkos¢,
struktura 1 barwa tkanek. Innym przykladem przeswietlacza jest roztwor
wodzianu chloralu, ktory z kolei szybko przenika przez tkanki, wypiera
powietrze, rozpulchnia i rozjasnia tkanki ciemno zabarwione, a takze rozpuszcza
ziarna skrobi czy biatka; tluszcze najpierw zbierajg si¢ w krople, a nastepnie

roZpuszczaja si¢; nie rozpuszcza krysztatow, np. szczawianu wapnia.

Analiza struktur komoérkowych, przy uzyciu mikroskopu

Bez odpowiedniego barwienia nie ma mozliwosci zobrazowania poszczegolnych
struktur komorkowych ogladanych pod mikroskopem $wietlnym. Odpowiedni

dobor barwnikow oraz ich selektywna absorpcja przez poszczegolne struktury
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komorkowe umozliwia uwidocznienie charakterystycznych elementow komorki.
W typowym barwieniu histologicznym uzywane sg 2 barwniki o roéznych
wlasciwosciach: hematoksylina (H — barwigca struktury na kolor fioletowy)

1 eozyna (E — barwigca na kolory od czerwonego do r6zowego).

OH
[ 1
HO
‘ OH
HO OH
Hematoksylina

Ryc. 2. Struktury chemiczne hematoksyliny i eozyny

W srodowisku wodnym zwigzki te dysocjuja. W zaleznosci od oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy jonami barwnika, a strukturami komorki, struktury
te, uzyskuja odpowiednie zabarwienie. Fioletowe, jesli oddziatujg z kompleksami
hematoksyliny (charakter zasadowy) i1 r6zowe z anionami eozyny (charakter
kwasowy). Struktury komorki barwigce si¢ hematoksyling okreslane sa jako
zasadochlonne (bazofilne) a barwiagce si¢ eozyng kwasochlonne (eozynofilne).
Obserwowane na preparacie zabarwienie struktur komorkowych dostarcza
informacji o chemiczne; naturze budujacych je zwiazkow oraz pozwala
na rozroznienie poszczegolnych organelli komorkowych.

Jadro komorkowe barwi sie, przy udziale hematoksyliny na kolor niebiesko-
fioletowy, ze wzgledu na zawartos¢ kwasow nukleinowych z ujemnie
natadowanymi resztami kwasu fosforowego. Natomiast cytoplazma, ze wzgledu
na obecnos$¢ biatek obdarzonych fadunkiem dodatnim, oddzialujacych z anionami

eozyny barwi si¢ na kolor r6zowy.
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 2

Ryc. 3. Fot. Komorki nablonka szesciennego tarczycy — wida¢ wybarwione na kolor fioletowy
Jjadro komorkowe — a, oraz rozowo zabarwiong cytoplazme — b. Powigkszenie x 480

Do przeprowadzania reakcji mikrochemicznych, ktore pozwalaja na
wykrycie specyficznych zwigzkow chemicznych obecnych w tkankach czy,
np. w upostaciowionych elementach moczu, stosowane s3 m.in. odczynniki,
takie jak:

Plyn Lugola (wodny roztwor jodu w KI) — ziarna skrobi przyjmujg zabarwienie
niebieskofioletowe,

Jodyna (roztwor jodu, zwykle 1-3%, w stezonym etanolu 90° z dodatkiem KI
jako srodka stabilizujacego) — barwi glikogen na kolor ciemnobragzowy.

Sudan III, Sudan IV — barwig krople tluszczu na kolor pomaranczowoczerwony,
czerwony lub r6zowy,

Safranina —barwi struktury komorkowe 1ich sktadniki, w barwieniu Grama petni
role barwnika kontrastowego, pozwalajacego na zréznicowanie bakterii Gram (+)
1 Gram (-),

Fiolet krystaliczny — umozliwia obserwacje struktur komorkowych, w metodzie
Grama sluzy do r6znicowania bakterii,

Bl¢kit metylenowy — barwi $luzy na niebiesko, wybiorczo barwi jadra

komoérkowe 1 inne elementy komorkowe,
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Czerwien obojetna —barwi sluzy nar6zowo, stuzy do barwienia tkanek w sposob
zroznicowany w zaleznosci od pH,

Barwnik Sedi-Stain — roznicuje komorki zywe od martwych, uwidacznia
ziarnistosci w komorkach, zwlaszcza w leukocytach (metoda Sternheimera-
Malbina).

Trudnos$cig w interpretacji pod mikroskopem obrazu jest obserwacja tylko
skrawka tkanki. Przygotowanie preparatu, jego grubo$¢ oraz sposob ciecia maja
wplyw na roznice w wygladzie komoérek ogladanych pod mikroskopem.

Doskonalym sposobem analizy obserwowanego pod mikroskopem
preparatu jest wykonanie rysunku. Jest on nie tylko dokumentacja obrazu, ale
takze daje mozliwos¢ ujecia wszystkich charakterystycznych elementoéw tkanki,
zrozumienia wzajemnego utozenia komorek w narzadzie, czyli przeniesienie

dwuwymiarowego obrazu mikroskopowego na tréjwymiarowg rzeczywistosc.

ptaszczyzna przeciecia \

skrawek preparatu tkanki miesniowej
r-.‘_'__————-' jadro komdrkawe —©

schematyczny widok komarki

Created in BioRender.com bio

Ryc. 4. Roznice w wyglqgdzie preparatu oraz komorek tkanki migsniowej szkieletowej
wynikajgce z roznego sposobu przygotowania preparatu
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 2

Jadro kemdrkowe

Ryc. 5. Dokumentacja rysunkowa preparatu tkanki miesnia gtadkiego z uwzglednieniem cech
charakterystycznych: ksztattu komorek i jgdra komorkowego

Budowa i funkcje tkanek

Tkanka — wyspecjalizowane grupy komorek wystepujace u organizmow wyzszych,
przystosowane do pelnienia okreslonej funkcji, zalezne od innych tkanek. Grupy
tkanek s3a wzajemnie potaczone tworzac narzady. W organizmie ludzkim

wystepuja cztery podstawowe tkanki: nablonkowa, tagczna, nerwowa 1 migsniowa.

Tkanka nablonkowa
Tkanka nablonkowa (epithelium) stanowi jedng z podstawowych tkanek
organizmu czlowieka i odgrywa kluczowaq role w:
e tworzeniu zewnetrznej pokrywy ciala 1 ochronie przed wplywem
srodowiska zewnetrznego (naskorek),
* wysScietaniu jam 1 narzagdoéw wewnetrznych,
* wydzielaniu (sekrecja) zwigzkow chemicznych, hormonow, enzyméw
(nabtonek gruczotowy),

* wechlanianiu (absorpcja) 1 transporcie sktadnikéw odzywczych,
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Ryc. 6. Nabtonek walcowaty jelita. Obraz pod mikroskopem 480 x

Komorki tkanki nabtonkowej sg Scisle ulozone, tworzac zwarte warstwy
oddzielone od lezacych ponizej tkanek tacznych cienkg btong podstawng (basal
lamina), ktora pelni funkcje podporowa i filtracyjng. Charakterystyczng cechg jest
brak lub niewielka ilo$¢ substancji miedzykomorkowej. Powierzchnia komorek
nabtonkowych pokryta jest r6znej grubosci glikokaliksem zbudowanym z biatek
1 polisacharydow. W zaleznos$ci od funkcji, powierzchnia komoérek moze by¢
wyposazona w specjalne aparaty, takie jak mikrokosmki, rzgski lub stereocilia.
Ponadto dzigki wyspecjalizowanym strukturom mozliwe sg $ciste polaczenia
miedzy przylegajacymi komorkami, z btong podstawna, a takze funkcjonalna
komunikacja migedzykomodrkowa. Potaczenia zamykajace (Sciste tight junctions)
znajduja si¢ w goémych czesciach komorek, wzdhuz ich obwodu. Potaczenia
zwierajace (adhering junctions) sa bardzo oporne na rozrywanie 1 umozliwiajg
tagodzenie skutkéw dziatania sit mechanicznych. Przykladem potaczen
zwierajacych sg plamki zwierajace: desmosomy, laczace sgsiednie komorki
ze sobg 1 hemidesmosomy, laczace komorke nabtonkowa z blona podstawng.
Trzeci typ polaczen miedzy komorkami nabtonka to potgczenia komunikujace
(nexus) pozwalajace na wymiang¢ jonOw nieorganicznych 1 czasteczek

rozpuszczalnych w wodzie. W nabtonkach nie wystgpuja naczynia krwionos$ne,
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a zakonczenia nerwowe (czuciowe) znajduja si¢ pomigdzy komorkami nabtonka.
Odzywianie odbywa si¢ na drodze dyfuzji z naczyn krwionosnych znajdujacych
si¢ w tkance taczne;.
Tkanki nabtonkowe klasyfikuje si¢ wedlug pelnionej funkcji, liczby warstw
komorek oraz ksztaltu komorek powierzchniowych:
Ze wzgledu na gltdéwng funkcje:
* Nablonek pokrywajacy (wyscietajacy)
* Nablonek gruczolowy
Ze wzgledu na liczbe warstw:
1. Nablonek jednowarstwowy — zbudowany z pojedynczej warstwy komorek,
zwykle pelnigcy funkcje filtracyjne, resorpcyjne 1 wydzielnicze;
* nablonek wielorzedowy — to nablonek jednowarstwowy zawierajacy
komorki, ktorych jadra znajduja si¢ na réznych wysokosciach;
2. Nablonek wielowarstwowy — zbudowany z wielu warstw, zapewnia
ochrong mechaniczng.
Ze wzgledu na ksztatt komorek:
* Plaski — komorki szerokie 1 cienkie (np. srédbtonek, optucna)
* Szescienny — komorki rownej wysokosci 1 szerokosci (np. nablonek
kanalikow nerkowych)
* Walcowaty — komorki wysokie, czesto z mikrokosmkami lub rzeskami
(np. nabtonek jelita cienkiego)
Ze wzgledu na charakter powierzchni:
* Urzesiony — na powierzchni komorek nabtonkowych znajdujg si¢ rzeski
* Zrogowacialy — zewnetrzna warstwa komorek nabtonka wielowarstwowego
ptaskiego ulega zrogowaceniu
Dodatkowo wyrdznia sig:
* Nablonek przejsciowy — charakterystyczny dla dréog moczowych,

o zmiennym ksztalcie komorek w zaleznosci od stopnia wypetnienia
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narzadu; komorki na powierzchni sg duze, szescienne, czesto dwujadrzaste
(tzw. komorkami baldaszkowatymi)
* Nablonek wielorzedowy — wszystkie komorki spoczywaja na blonie

podstawnej, ale nie wszystkie osiggaja powierzchni¢ (np. nablonek dréog

oddechowych)
) ) nablonek wielorzedowy urzesiony
nabtonek jednowarstwowy plaski nabtonek wielorzedowy
nablonek wielowarstwowy plaski nabtonek wielowarstwowy walcowaty

Ryc. 7. Rodzaje nablonkow; utworzone w BioRender.com

Pod mikroskopem swietlnym rézne typy nablonka r6znig si¢ liczbg warstw,
wysokoscig komorek 1 obecnoscig specjalnych struktur. W barwieniu
hematoksyling i1 eozyng (H&E) cytoplazma komoérek nablonkowych barwi sie
na rozowo, a jadra, zlokalizowane najczgSciej u podstawy komorek,
sg ciemnoniebieskie. Komorki nablonka jednowarstwowego walcowatego
charakteryzuja si¢ wyrazng polaryzacjg struktur — siateczka srodplazmatyczna
gtadka, aparat Golgiego 1 pecherzyki wydzielnicze w poblizu powierzchni
komoérki, w przeciwienstwie do jadra 1 mitochondriow zlokalizowanych
u podstawy komorki. Komorki nablonka wielorzedowego leza na blonie
podstawnej, ale nie wszystkie siegaja powierzchni, dlatego jadra komoérkowe

wystepuja na réznych poziomach.
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Ryc. 8. Obraz spod mikroskopu 3 typy tkanki nabtonkowej z zaznaczonymi
charakterystycznymi cechami dla funkcji poszczegolnych tkanek. Powigkszenie 480 %, biatym
kolorem oznaczono bltong komorkowq, niebieskim — jgdro komorkowe. a. Nabtonek,
wielowarstwowy, ptaski rogowki — komorki wydtuzone, lezg w wielu warstwach scisle

do siebie przylegajq, duze, sptaszczone jgdro komorkowe, b. nabtonek, jednowarstwowy,

szescienny tarczycy — komorki scisle przylegajq, owalne jgdro komorkowe zajmuje prawie
catg komorke, ktora na przekroju przypomina ksztattem kwadrat, c. nabltonek
wielowarstwowy skory — wiele warstw ciasno utozonych komorek

Wystepowanie i funkcje tkanki nablonkowej determinowane sg przez cechy

budowy.
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Tabela 1. Glowne rodzaje nabtonkow wystepujgcych w organizmie ludzkim

Rodzaj nablonka Wystepowanie Funkcja
jednowarstwowy naczynia krwionosne, transport prostych zwigzkéw chemicznych,
plaski naczynia limfatyczne, wymiana gazowa,

pecherzyki ptucne, filtracja
jamy ciata
jednowarstwowy przewod pokarmowy, wchianianie i wydzielanie
walcowaty macica, jajowod
jednowarstwowy odcinki wydzielnicze wydzielanie,
szescienny wielu gruczotow (np. aktywny transport jonow
tarczycy), kanaliki nerkowe
wielorzedowy drogi oddechowe przemieszczanie $luzu, zanieczyszczen,
(najczesciej patogendw, komorek jajowych, plemnikow;
rzeskowy) produkcja §luzu (komorki kubkowe)
wielowarstwowy skora, rogowka ochrona
plaski
wielowarstwowy spojowka oka, ochrona
walcowaty przewody wyprowadzajace
np. $linianek i gruczotu
mlekowego
gruczolowy gruczot tarczycy, $linianki | wydzielanie

Nablonkowe linie komorkowe w badaniach naukowych

Komorki nabtonkowe maja duza zdolno$¢ do regeneracji 1 r6znicowania,
co znajduje zastosowanie w badaniach nad nowotworzeniem, gojeniem ran
1 inzynierig tkankowg. Zastosowanie linii komdérkowych umozliwia rowniez
prowadzenie badan toksykologicznych, farmakologicznych, a takze testowanie
biokompatybilnosci nowych materiatdw 1 substancji biologicznie czynnych.

W badaniach in vitro powszechnie wykorzystuje si¢ ustalone linie
komorkowe nabtonkowe, ktore stanowig cenne narzedzie w modelowaniu
procesow fizjologicznych 1 patologicznych:

* HaCaT - linia keratynocytow ludzkiej skory, wykorzystywana w badaniu
starzenia si¢ komorek, produkcji cytokin 1 profili ekspresji genow
zwigzanych ze starzeniem si¢ i chorobami przewlektymi

* Caco-2 — ludzkie komorki nablonka jelita grubego, uzywane do badania

absorpcji lekow 1 toksyn
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« HeLa — linia wyizolowana w 1951 r. z komoérek raka szyjki macicy
Henrietty Lack, linia nieSmiertelna tj. zdolna do nieskoficzonych
podzialow mitotycznych; najczesciej stosowana w badaniach biologii
komorek nowotworowych, komorki tej linii znacznie rd6znig si¢

od komorek prawidtowych nablonka szyjki macicy

Ryc. 9. Linia komorkowa HaCaT (Cytion) jako przyktad czesto wykorzystywanej linii
komorkowej w badaniach naukowych, a. obraz w mikroskopie stereoskopowym kontrastowo-
fazowym, b. obraz w mikroskopie fluorescencyjnym w celu wizualizacji struktur
komorkowych; Niebieski kolor — jgdra komorkowe przy uzyciu DAPI (4',6-diamidyno-2-
fenyloindol), ktory wigze si¢ z DNA; Zielony kolor — cytoszkielet (Phalloidyna sprzezona

z fluorochromem np. FITC) — wigze sie z filamentami aktynowymi.
https://www.cytion.com/pl/Komorki-HaCaT/300493

Tkanka mie¢Sniowa

Tkanka mig$niowa to wysoce wyspecjalizowana tkanka zwierzgca, ktorej
gltdéwng funkcja jest generowanie sity 1 ruchu poprzez skurcz. Sklada si¢
z komorek migsniowych (miocytdw), ktore cechujg si¢ obecnoscig miofilamentow:
aktyny 1 miozyny, umozliwiajagcych aktywny skurcz. Tkanka mig¢sniowa bierze
udziat nie tylko w ruchach calego ciata, ale takze w czynnosciach narzadow

wewngetrznych (np. perystaltyce jelit, skurczu naczyn, czynnosci skurczowej
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serca). Pomiedzy komdrkami migsniowymi wystepuja elementy tkanki taczne;,

gdzie docierajg naczynia krwionos$ne, naczynia wlosowate oraz nerwy.
Podstawowymi strukturami w komodrce migsniowej (z grec. ,,sdrx” cialo,

miegsnie) sg:

Sarkolemma — blona komoérkowa,

Sarkoplazma — cytoplazma,

Siateczka sarkoplazmatyczna — gtadka siateczka srodplazmatyczna.

Sarkopenia z kolei oznacza zespo6t charakteryzujacy si¢ utrata masy mig¢sniowe]

1 funkcji migsni szkieletowych, wystepujacy zwykle u 0séb powyzej 60 r.z.

Wyrdznia si¢ trzy podstawowe rodzaje tkanki migsniowe;:
* Tkanka mi¢eSniowa poprzecznie pragzkowana szkieletowa

Zbudowana z dhugich, cylindrycznych 1 wielojadrzastych wtokien
miesniowych. Jadra polozone s3a peryferyjnie bezposrednio pod blong
komoérkowsg. Glownym skladnikiem widkna migsniowego jest aparat kurczliwy
utworzony z rownolegle utozonych wtokienek migsniowych (miofibryle), ktorych
podstawowa jednostka strukturalng jest sarkomer. Pomiedzy miofibrylami
wystepuja mitochondria, siateczka sarkoplazmatyczna, ziarna glikogenu, krople
lipidow oraz nieliczne lizosomy. Miofibryle, utworzone z miofilamentow,
utozone sg wzdluz dlugiej osi wtokna migsniowego. Skurcz tkanki migsniowe]
szkeletowej jest zalezny od woli. Obecna w migs$niach szkieletowych

odpowiedzialnych za ruchy ciala.
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Miesien szkieletowy

- i widkno miesniowe

‘ P——

Prazek | Prazek A  Prazek|

Linia M

Miofilament cienki  Miofilament gruby Filament elastyczny
(aktyna) (miozyna) (tytyna)

Sarkomer

Ryc. 10. Schemat budowy wiokna miesniowego. Tkanka miesniowa charakteryzuje sig
wyraznym poprzecznym prgzkowaniem widocznym w mikroskopie Swietlnym, wynikajgcym
z regularnego uktadu miofilamentow cienkich i grubych i roznego przechodzenia swiatla
przez te struktury. Te charakterystyczne odcinki zwane prgzkami wystepujq w obregbie
sarkomeru. Wyroznia sie prqzki: I, A, H, M, Z, ktore poza aktyna i miozyng sq zbudowane
ze specyficznych bialek, m.in. a-aktynina, desmina, biatka M i C, nebulina. Obraz

z BioRender zmodyfikowany
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Ryc. 11. Schemat mechanizmu skurczu migsnia. Obraz z BioRender zmodyfikowany

W obrebie sarkomerow wystepuja rowniez biatka regulatorowe, takie jak

troponiny:

* troponina C — wigze wapn

* troponina I — hamuje wigzanie aktyny do miozyny

e troponina T — wigze si¢ z tropomiozyng, ktéra w czasie rozkurczu

zapobiega wigzaniu si¢ glowek miozynowych z miofilamentem aktynowym

Troponiny zapewniaja prawidlowy mechanizm skurczu komorki migsniowe;.

Sercowe izoformy troponin T 1 I (¢TnT 1 cTnl) odgrywaja kluczowa role

w diagnostyce uszkodzenia mig¢snia sercowego, np. w zawale serca.
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Miofilamenty

cienkie (= aktynowe) zbudowane grube (= miozynowe) zbudowane
z biatka aktyny z miozyny Il

zbudowane z dwoch skeconych czasteczka miozyny |l sktada sie z
wokoét siebie taricuchow dwochtancuchow ciezkich
fibrylarnej aktyny F (utworzonej z (gtoéwka; wigzanie aktyny;
globularnej aktyny G, wigzacej aktywnosc¢ ATPazy) i dwoch par
miozyne) tancuchow lekkich (szyjka)

Ryc. 12. Rodzaje miofilamentow

* Tkanka mi¢Sniowa poprzecznie prazkowana serca

Wystepuje w $cianie przedsionkoéw i1 komor serca. Zbudowana z krotkich,
rozgalezionych komoérek jedno- lub dwujadrzastych, tepo zakonczonych,
potaczonych wstawkami (interkalowanymi dyskami). W obrebie wstawki
znajduja si¢ specyficzne potgczenia miedzykomorkowe: obwddki przylegania,
desmosomy oraz polaczenia szczelinowe (neksus, ang. gap junction)
umozliwiajace szybki przeptyw impulsow elektrycznych miedzy komorkami.
Komorki migsnia sercowego nazywane sg tez kardiomiocytami (wiokna
miesniowe sercowe). Aparat kurczliwy widkna migsniowego sercowego tworza
miofibryle zbudowane z sarkomeréw. W odroznieniu od migsni szkieletowych
miofibryle moga rozgalezia¢ si¢ 1 taczy¢ z sgsiadujagcymi miofibrylami.
W przypadku uszkodzenia kardiomiocyty majg ograniczone mozliwosci
regeneracji.

Prazkowanie jest widoczne, jednak komorki s3 mniej regularne niz
w miegsniach szkieletowych. Skurcze sa rytmiczne 1 niezalezne od woli,

kontrolowane przez uktad bodzcotworczo-przewodzacy serca. W migsniu
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sercowym mozna rowniez wyrdzni¢ zmodyfikowane kardiomiocyty, czyli
wlokna Purkinjego oraz komoérki mioendokrynowe w prawym przedsionku serca

(w ziarnistos$ciach — przedsionkowy czynnik natiuretyczny).

Poprzeczne prazkowanie

Ryc. 13. Kardiomiocyty obraz spod mikroskopu powigkszenie 480 % i schemat budowy
komorek miesnia serca. Obraz schematu z BioRender zmodyfikowany

* Tkanka mi¢sniowa gladka
Zbudowana z wrzecionowatych komorek jednojadrzastych, bez widocznego
prazkowania. Obecna w mocnych 1 elastycznych $Scianach narzadow wewngtrznych

jelita, pecherz, macica, naczynia krwionosne). Jej glowng funkcjg jest
p y
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wzmacnianie narzagdoéw oraz czynnos$¢ skurczowa. Skurcz jest niezalezny od woli
1 moze by¢ wywoltywany m.in. przez bodzce hormonalne lub autonomiczny
uktad nerwowy.

Komorki migéni gladkich zwane miocytami majg wrzecionowaty ksztatt.
Jadro jest zlokalizowane w centrum komorki. Komorki otoczone sg blong
podstawng. Pomigdzy nimi wystepuja synapsy elektryczne (neksus). Pod
mikroskopem nie obserwuje si¢ poprzecznego pragzkowania. Aparat kurczliwy
wykazuje uporzadkowang budowe r6znigcg si¢ od sarkomerowej. Miofilamenty
biegna skosnie do osi komdrki. Miofilamenty s3 zakotwiczone dzigki taSmom
gestym, zlokalizowanym po wewngtrznej stronie btony komorkowej oraz ciatkom
gestym, znajdujacym si¢ w cytoplazmie wewnatrz komorki. Tasmy oraz ciatka
geste zbudowane sg ze specyficznych biatek, takich jak a-aktynina, filamina
1 winkulina. Ponadto sarkolemma komorki migsniowej gladkiej wytwarza
niewielkie wpuklenia w glab cytoplazmy, tzw. jamki, ktore utatwiajg przeniesienie
sygnatu z powierzchni komoérki do cytoplazmy. Szczegdlnie rozbudowana jest
siateczka Srodplazmatyczna, ktora stanowi magazyn jondw wapnia niezbednych

do skurczu 1 zwigzania z kalmoduling (w migs$niach gtadkich brak troponin).
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Ryc. 14. Obraz pod mikroskopem tkanki migsniowej szkieletowej powigkszenie 480 x; biatym
kolorem oznaczono blone komorkowq, niebieskim, jgdro komorkowe, a. i migsniowej
gladkiej b. z zaznaczonymi cechami charakterystycznymi,; Miesnie szkieletowe: widoczne
poprzeczne prgzkowanie, wielojgdrzaste komorki utozone rownolegle. Migsnie gltadkie:
jednorodne, wrzecionowate komorki z centralnym jgdrem, brak prgzkowania

Linie komorkowe tkanki mi¢sniowej w badaniach naukowych
Tkanka migsniowa odgrywa kluczowa role w fizjologii czlowieka 1 stanowi
wazny obiekt badan patologii miesni, choréb metabolicznych, starzenia oraz
odpowiedzi na terapi¢ farmakologiczng. W histologii jest jednym z podstawowych
tematow stuzacych do nauki strukturalno-funkcjonalnej organizacji organizmu.
W badaniach in vitro powszechnie stosuje si¢ ustalone linie komorkowe
mig$niowe, m.in.:
* C2C12 — mysie mioblasty, najczescie] wykorzystywana linia do badan
roznicowania komoérek migsni szkieletowych.
* L6 — szczurze mioblasty; linia komorkowa stuzgca do badan rozwoju,
regeneracji 1 fizjologii miegs$ni, a takze metabolicznych, dotyczacych

wychwytu glukozy 1 szlakow sygnatowych insuliny; wykazuja ekspresje
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receptorow insuliny 1 moga by¢ wykorzystywane do badania mechanizmow
molekularnych lezacych u podstaw insulinoopornosci i1 cukrzycy.

« RD - komorki ludzkich miesni prazkowanych, pochodzace
z mig$niakomigsaka, stosowane w badaniach patogenezy miesniakow.

« SKMC - ludzkie pierwotne komorki migsni szkieletowych, dobrze

odzwierciedlajace warunki in vivo.

Tkanka laczna

Tkanka faczna stanowi jedng z podstawowych tkanek zwierzecych 1 pehni
zroznicowane funkcje strukturalne, metaboliczne, transportowe oraz obronne.
W przeciwienstwie do innych tkanek, sktada si¢ z niewielkiej liczby komorek
osadzonych w obfitej substancji (istocie, macierzy) miedzykomorkowej, ktorg
tworza wiokna (kolagenowe, sprezyste i siateczkowe) oraz istota podstawowa,
zbudowana z glikozaminoglikanow, proteoglikandw, glikoprotein. Roznorodnos¢
sktadu i proporcji tych elementow decyduje o typie 1 wlasciwosciach specyficznej
tkanki tacznej. W preparatach histologicznych kolagen typu I zwykle barwi si¢
kwasochtonnie (eozynofilnie), a kolagen typu III we wildknach siateczkowych
mozna zwizualizowa¢ za pomocg soli metali (argentofilnie). W celu obserwacji
wldkien sprezystych wykonuje si¢ barwienie rezorcyng lub orceing, gdyz wtokna
te s3 oporne na dziatanie kwasoéw 1 zasad, nie uwidaczniajg si¢ podczas
rutynowego barwienia histologicznego.
Do funkcji tkanki tacznej naleza:

* tworzenie szkieletu organizmu

* tworzenie zrgbu wiekszosci narzadow

* modelowanie oraz utrzymywanie ksztattu narzagdoéw

* ochrona mechaniczna narzagdow 1 innych tkanek

* hematopoeza (wytwarzanie erytrocytow, leukocytow, trombocytow)

 transport substancji odzywczych i produktow metabolizmu

* ochrona organizmu przed zwigzkami chemicznymi 1 patogenami
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Tkanke laczng dzieli si¢ na cztery glowne grupy:

1. Tkanka laczna wlasciwa

Pelni funkcje podporowe, odzywcze, regeneracyjne i obronne. Dzieli si¢ na:
tkanke laczng wlasciwg luzna (wiotka) — bogata w komorki (fibroblasty,
makrofagi, komorki tuczne), zawiera cienkie wilokna kolagenowe
1 sprezyste. Pod mikroskopem widoczna jest w postaci komorek 1 wtokien
utozonych luzno, w sposdb  nieuporzadkowany; przestrzenie
miedzykomorkowe sa obszerne. Tkanka ta gromadzi si¢ wokdl naczyn,
nerwOw 1 narzadow (przetyk), dzigki czemu zapewnia im pewng
ruchomos$¢. Wystepuje rowniez w przestrzeniach migedzykomorkowych
w btonach sluzowych (warstwa wewngtrzna np. przewodu pokarmowego),
tkance podskornej lub w blonach surowiczych (optucna, otrzewna, osierdzie).
tkanke laczng wlasciwg zbitg o utkaniu regularnym lub nieregularnym
— charakteryzuje si¢ obecno$cig nieznacznej ilosci istoty podstawowe;j
1 komorek, natomiast licznych, $cisle upakowanych widkien, glownie
kolagenowych.

o tkanka zbita o utkaniu regularnym buduje Sciggna, wigzadta oraz

powiezie; wtokna utozone sg w rownolegte, $cisle upakowane w peczki
zbudowane z widkien kolagenowych typu I. Pomiedzy peczkami
znajduja si¢ w szeregach gtownie dojrzale fibroblasty produkujace
bialka macierzy zewnatrzkomorkowej (kolagenazy, metaloproteinazy).
Wiokna sprezyste wystepuja w niewielkiej ilosci.

o tkanka zbita o utkaniu nieregularnym wystepuje w warstwie siateczkowatej

skory wlasciwej oraz tworzy torebki narzadow wewnetrznych; widkna
utozone sg w sposob nieuporzadkowany; wystepuja wtokna sprezyste

1 komorki migdzy peczkami.

2. Tkanka laczna tlhuszczowa — sklada si¢ z komorek magazynujacych lipidy.

Komorki tluszczowe nazywane s3 adipocytami. Migedzy grupami adipocytow

znajduje si¢ tkanka faczna wlasciwa luzna, naczynia krwiono$ne oraz nerwy.
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Do funkcji tkanki tluszczowej naleza:

* magazynowanie energii — komorki tluszczowe przechowuja nadmiar

energit w postaci triglicerydow, ktére moga by¢ uwalniane w trakcie

glodzenia lub wysitku fizycznego

* izolacja termiczna — tkanka tlhuszczowa dziata jako izolator w tkance

podskornej, utrzymujac temperature ciata 1 zapobiegajac utracie ciepta

* ochrona narzadow wewnetrznych — chroni przed urazami mechanicznymi

narzady, takie jak nerki, serce czy jelita

* regulacja metabolizmu - tkanka tluszczowa pelni takze funkcje

endokrynne, wydzielajac hormony, takie jak leptyna, adiponektyna, ktore

maja wptyw na apetyt, metabolizm oraz insulinoopornos¢

Rodzaje tkanki thuszczowej

Tkanka tluszczowa dzieli si¢ na dwa gtowne typy: tkanke tluszczowa z06tta,

brunatng, a dodatkowo wyro6znia si¢ tkanke bezowa.

o

Tkanka tluszczowa zZolta (biata) — jest najpowszechniejszym rodzajem

tkanki tluszczowej u dorostych, u ktorych magazynuje energie
1 odpowiada za izolacje termiczng w tkance podskornej. W obrazie
makroskopowym ma barwe z0ta, dzigki barwnikom zwanym
lipochromami. W obrazie mikroskopowym obserwuje si¢ adipocyty
(uformowane z preadipocytow) z jedng duza kropla tluszczu
wypychajaca organelle komorkowe w tym jadro komorkowe, aparat
Golgiego, siateczke Srodplazmatyczng 1 gladka na obwod komorki.
Podczas rutynowego barwienia kropli thuszczu nie wida¢, poniewaz
ulega on wyplukaniu przez rozpuszczalniki organiczne. Wowczas
wewnatrz komorek thuszczowych widaé puste miejsce. Jest rozmieszczona
nierownomiernie w organizmie, modelujac w ten sposob ksztalt ciala.
W obrebie tkanki thuszczowej zachodza procesy metaboliczne, takie jak

lipogeneza — tworzenie lipidow, lipoliza — rozktad thuszczow. Lipidy sa
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transportowane w postaci zwigzanej z biatkkami — chylomikronow lub
lipoprotein. Procesy zachodzace w tkance tluszczowej zottej podlegaja
regulacji hormonalnej: adrenalina 1 glukagon aktywuja lipolize,
a insulina — hamuje j3. Tkanka tluszczowa produkuje rowniez cytokiny

(adipokiny), np. leptyne, ktora hamuje apetyt.

Tkanka tluszczowa brunatna (brgzowa) — wystgpuje glownie
u noworodkéw 1 niemowlat, chociaz w mniejszej ilosci moze by¢
obecna takze u dorostych, zwlaszcza w obrebie okolic topatek, szyi,
srodpiersia oraz duzych tetnic. Komorki tej tkanki zawieraja liczne
mniejsze krople thuszczu oraz duzg liczbe mitochondriow, ktore nadajg
jej charakterystyczng brazowa barwe. Tkanka tluszczowa brunatna
pelni wazng funkcje w termogenezie, generujac ciepto w wyniku
rozktadu thuszczu, co pomaga w utrzymaniu cieptoty ciata. W procesie
termogenezy istotng role odgrywa termogenina — biatko kanalowe
UCP-1. Tkanka tluszczowa brunatna jest bardziej rozwinigta u o0sob
szczuptych, a jej komorki nie pochodza z preadipocytow, ale maja
wspolne pochodzenie z miocytami.

Tkanka tluszczowa bezowa — towarzyszy zwykle tkance tluszczowe;j

zottej, tworzac wysepki w jej obrebie. Posiada cechy tkanki zotte;
1 brunatnej: adipocyty charakteryzuja si¢ obecnoscia w cytoplazmie
licznych kropli tluszczu, duzej liczby, mitochondriow oraz niskim
stezeniem termogeniny. Powstaja w procesie transdyferencjacji pod
wplywem dhugotrwatej ekspozycji na niskg temperaturg, wysitek

fizyczny, hormony lub leki przeciwcukrzycowe.
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Ryc. 15. Obraz pod mikroskopem tkanki ttuszczowej powigkszenie 480, biatym kolorem
oznaczono btong komorkowq, niebieskim — jgdro komorkowe, zottym krople lipidow a. tkanka
tuszczowa brunatna b. tkanka thuszczowa zZotta z zaznaczonymi cechami charakterystycznymi

l. Tkanka laczna — podporowa

Odpowiada za funkcje mechaniczne 1 szkieletowe.

Tkanka chrzestna — jest jednym z typow tkanki 1aczne;,
charakteryzujacym si¢ wysokg elastycznoscig i zdolnoscig do amortyzacji
wstrzasow, dzigki czemu peilni wazng role w strukturach podporowych
organizmu. Tkanka ta nie zawiera naczyn krwiono$nych ani nerwow
(tkanka awaskularna). Jej gtowna funkcjg jest wspieranie innych tkanek,
umozliwienie ruchu stawdéw oraz ochrona przed urazami mechanicznymi.
Tkanka chrzgstna wystepuje w krazkach miedzykregowych, chrzastkach
stawowych, nosowych 1 usznych, a takze w strukturach szkieletowych
w okresie rozwoju.

Tkanka chrzestna sktada si¢ z komorek zwanych chondrocytami, ktore sa
osadzone w substancji miedzykomdrkowej — macierzy chrzgstnej. Macierz
ta jest zbudowana z wodnego zelu, ktory zawiera witdkna kolagenowe,
elastynowe oraz proteoglikany. Ulozone w grupach komorki chrzgstne
otoczone s3 tkance

substancja miedzykomorkowa, ktora nadaje

elastycznos¢, twardos$c 1 sprezystos¢. Chondroblasty to mtode chondrocyty,

55



ktore rozpoczynaja produkcje chrzastki, natomiast chondroklasty to
komorki resorbujace macierz chrzestng.

Pod mikroskopem komorki chrzgstne sa owalne lub okragle, z jadrem
lezacym centralnie w obrgbie komorki. W zaleznosci od rodzaju chrzastki,
macierz migdzykomdérkowa moze by¢ bardziej gesta (jak w chrzastce
szklistej) lub bardziej luzna (jak w chrzastce sprezystej).

Tkanka chrzestna pelni w organizmach zwierzecych (w tym u cztowieka)

nastepujace funkcje:

amortyzacja 1 ochronna — dzigki swojej elastycznosci 1 zdolnosci do
odksztalcania si¢, chrzastka dziata jak amortyzator, chronigc stawy przed
uszkodzeniami mechanicznymi

podpora strukturalna — chrzastka stanowi wazny element budulcowy wielu
struktur szkieletowych, takich jak nos, uszy, krtan czy czesci szkieletu
zarodkowego

zapewnienie ruchomosci stawéw — w chrzastkach stawowych, zwtaszcza
w chrzastce szklistej, zmniejsza si¢ tarcie pomiedzy powierzchniami
stawowymi, co pozwala na swobodny ruch stawow

roznicowanie 1 wzrost — w okresie wzrostu organizmu chrzastka petni role
materiatu przejsciowego pomiedzy tkanka chrzestng a kostng, uczestniczac

w tworzeniu kosci (np. w miejscach wzrostu kosci dtugich)

Rodzaje tkanki chrzestnej

Tkanka chrzestna dzieli si¢ na trzy gldwne typy, ktore roznig si¢ miedzy soba

sktadem macierzy oraz funkcjami:
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o Tkanka chrzestna szklista — jest najczgsciej wystepujacym rodzajem
tkanki chrzestnej. Wystepuje w miejscach, gdzie wymagane jest
zapewnienie elastycznosci oraz amortyzacji, takich jak powierzchnie
stawowe, chrzastka nosowa, chrzastki zeber, a takze w niektorych

odcinkach drég oddechowych (krtan, tchawica). Macierz tej tkanki jest
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gtadka, przezroczysta i zawiera gesto upakowane wtokna kolagenowe
typu II. Chondrocyty sa rozmieszczone w grupach (izogenicznych)
w obrgbie tzw. jam chrzestnych (lacunae). W obrazie mikroskopowym
chrzastka szklista ma charakterystyczny, jednorodny wyglad, z mato
wyraznymi wioknami kolagenowymi. Komorki w chrzastce maja
zmienng wielko$¢ 1 ksztalt w zaleznosci od ich utozenia. Male komorki
o wrzecionowatym ksztalcie wystepuja na obwodzie, a komoérki duze
1 kuliste zlokalizowane s3 we wnetrzu. Na powierzchni chrzastki
wystepuje ochrzestna, ktora jest tkankg taczng wtasciwg zbitg o utkaniu
nieregularnym.

Tkanka chrzestna widknista — wystepuje w miejscach, ktore wymagaja

wyjatkowe] wytrzymalosci na rozcigganie 1 Sciskanie (krazki
miedzykregowe, lgkotki stawowe, spojenie tonowe). Charakteryzuje
si¢ obecnoscig licznych, grubo upakowanych widkien kolagenowych
typu I, ktore zapewniaja jej odpornos¢ na napre¢zenia mechaniczne.
Komorki chrzestne sa rozmieszczone w regularnych rzedach,
oddzielone grubymi witdknami kolagenowymi. Pod mikroskopem
tkanka ta wyglada na bardziej wtdknista i ma widoczne, szerokie pasma
wlokien kolagenowych.

Tkanka chrzestna sprezysta — wystgpuje w strukturach, ktore wymagaja

elastycznosci, takich jak matzowina uszna, trabka stuchowa, naglosnia,
oraz w niektorych czesciach drog oddechowych. Charakteryzuje sig
obecnoscig widkien sprezystych (elastynowych), ktore nadaja jej duza
elastycznos¢. W porownaniu do chrzastki szklistej, macierz chrzgstna
sprezysta zawiera wigcej wlokien sprezystych, ktore nadaja tkance
zdolnos¢ do powrotu do pierwotnego ksztaltu po rozciggnieciu. Widkna
kolagenowe typu II sg cienkie. W obrazie mikroskopowym wyraznie
widoczna jest sie¢ widkien sprezystych, ktore sg bardziej rozproszone

niz wilokna kolagenowe w innych typach tkanki chrzestne;.
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Rozmieszczenie chondrocytow jest podobne jak w tkance chrzgstnej

szklistej, cho¢ grupy izogeniczne s3 mniej liczne.
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Ryc. 16. Obraz pod mikroskopem tkanki chrzestnej, powiekszenie %480, biatym kolorem
— oznaczono blone komorkowq, niebieskim — jgdro komorkowe, pomaranczowym — jamke
chrzestng; a. chondrocyty tkanki chrzestej szklistej; b. chondrocyty tkanki chrzestnej
sprezystej z zaznaczonymi cechami charakterystycznymi

Tkanka kostna — stanowi podstawowa czg¢s$¢ szkieletu, zapewniajac
wsparcie strukturalne, ochron¢ narzadéw wewnetrznych (klatka piersiowa,
czaszka), a takze umozliwia ruch. Jest rOwniez miejscem magazynowania
zwigzkéw mineralnych (wapnia) 1 pelni role w hematopoezie, tworzac
mikrosrodowisko do tworzenia komorek krwi w szpiku. Tkanka kostna
sktada si¢ z komorek kostnych osadzonych w zorganizowanej macierzy
migedzykomorkowej, ktora zawiera skladniki organiczne (osteoid) oraz
nieorganiczne skladniki mineralne, gltéwnie fosforan wapnia w postaci
krysztaltow hydroksyapatytu. W sklad bezpostaciowej substancji
organiczne] wchodza proteoglikany oraz biatka niekolagenowe
(osteonektyna, osteokalcyna). Zewnetrzng powierzchni¢ kosci pokrywa

tkanka tgczna wlasciwa, zwana okostng.
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Komorki kostne dzielg si¢ na trzy glowne typy: osteoblasty, osteocyty,
osteoklasty. Dodatkowo wyrdznia si¢ komorki osteogenne, ktore jako
komorki progenitorowe maja zdolnos¢ do réznicowania si¢ w osteoblasty
1 odgrywaja kluczowaq rolg w procesie regeneracji kosci.

Macierz kostna, zwana takze substancja migedzykomorkowa, jest gtownie
zlozona z kolagenu typu [ oraz substancji nieorganicznych. Pod
mikroskopem, w preparacie histologicznym, tkanka kostna wykazuje
charakterystyczng strukture. W dojrzatej tkance kostnej zbitej, widkna
utozone sg scisle a koncentryczne warstwy zmineralizowanej macierzy
kostnej (blaszki kostne) tworza kanal Haversa w ktorym przebiegaja

naczynia krwionosne oraz nerwy.

Tkanka kostna pelni szereg kluczowych funkcji w organizmach

zwierzecych:

podpora strukturalna — ko$ci stanowig szkielet, ktory utrzymuje ksztatt
ciala 1 umozliwia prawidtowe utozenie narzadow wewnetrznych

ochrona narzadéw — tkanka kostna peini role ochronng, zwlaszcza
w przypadku kosci czaszki, zeber czy miednicy, chronigc mozg, serce,
phuca 1 inne narzady wewngetrzne przed urazami mechanicznymi
magazynowanie mineralow — kosci przechowuja zwiagzki mineralne, w tym
wapn 1 fosfor, ktére moga by¢ uwalniane do krwi w razie potrzeby, co jest
kluczowe dla utrzymania homeostazy mineralnej

tworzenie mikrosrodowiska dla hematopoezy — w szpiku kostnym, ktory
znajduje si¢ w przestrzeniach koSci gabczastej, zachodzi produkcja
komorek krwi — erytrocytow, leukocytow 1 trombocytow

ruch — kosci, w potgczeniu z mig$niami, stanowig dzwigni¢ umozliwiajaca

wykonywanie ruchdw, co jest podstawg funkcjonowania uktadu ruchu
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Osteoblasty (komorki kosciotworcze)

Komorki odpowiedzialne za synteze macierzy kostnej, w tym kolagenu typu I oraz bialek, ktore tworzg
tzw. istote miedzykomorkowa. Osteoblasty syntetyzuja réwnieZ substancje nieorganiczne. ktére w
pozniejszym etapie procesu mineralizacji prowadza do utworzenia tkanki kostnej. Posiadaja
pecherzykowate jadro i rozbudowane organelle cytoplazmatyczne.

Osteocyty (komorki kostne)

Komorki dojrzale, powstale z osteoblastow, ktére pozostaja osadzone w tzw. jamkach kostmych w
obrebie macierzy kostej. Osteocyty sq odpowiedzialne za utrzymanie struktury kosci. wymiane
substancji odzywczych oraz komunikacje z innymi komoérkami kostnymi poprzez system kanalikow.
Posiadaja wiele wypustek cytoplazmatycznych.

Osteoklasty (komorki kosciogubne)

odpowiedzialne za resorpcje (rozpad) tkanki kostnej, co jest kluczowe dla utrzymania
réwnowagi miedzy tworzeniem i degradacjg kosci. Sg duzymi. wielojadrowymi komorkami powstatymi
z fuzji monocytow/makrofagow. Wyksztalcaja rabek szczoteczkowy. W cytoplazmie znajduja sie liczne
lizosomy. pecherzyki czy wakuole, gdyz osteoklasty uwalniaja enzymy uczestniczace w rozkladaniu
macierzy kosci oraz fagocozie.

Ryc. 17. Rodzaje i funkcje komorek tkanki kostnej

Rodzaje tkanki kostnej
Tkanka kostna dzieli si¢ na dwa gldéwne typy w zaleznosci od struktury
1 funkcji:

o Tkanka kostna zbita — jest gesta, twarda 1 stanowi gtowng czes¢ trzondw

kosci dlugich oraz zewnetrzng warstwe innych kosci (ptaskich). Jest to
najbardziej zorganizowana posta¢ tkanki kostnej. W kosci zbite]
widoczny jest tzw. system Haversa — osteon, w ktorym centralne
miejsce stanowi kanal Haversa (kanat osteonu)

o Tkanka kostna ggbczasta — ma luzniejszg strukture 1 wystepuje

w nasadach kosci dtugich, w krgegach oraz wewnatrz kosci ptaskich.
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Z rozgaleziajacych si¢ blaszek kostnych tworza si¢ beleczki, ktore
sa odpowiedzialne za wytrzymato§¢ mechaniczng przy jednoczesnym
zmniejszeniu masy kosci. W tej tkance przestrzenie migedzy beleczkami

wypelnione sg szpikiem kostnym, w ktorym zachodzi hematopoeza

Kanal Haversa

Maczynie krwionosne

f /

Tl — - Blaszki kostne

AL “'—'——Fi.. i

Osteocyt _‘*

Osteon

Ryc. 18. Budowa osteonu. Obraz pod mikroskopem tkanki kostnej zbitej z widocznymi
osteonami. Schemat budowy osteonu BioRender — obraz zmodyfikowany

4. Krew — tkanka laczna plynna

Krew jest tkankg laczng ptynna, pelnigca fundamentalng role w organizmach
zwierzecych, szczegdlnie w zakresie transportu gazow oddechowych, substancji
odzywczych, metabolitow oraz hormonow. Dodatkowo krew uczestniczy
w obronie organizmu przed patogenami, w procesach krzepniecia oraz w regulacji
temperatury ciata. Krew sktada si¢ z osocza, w ktorym zawieszone sg elementy

morfotyczne, w tym krwinki czerwone, biate oraz plytki krwi.
* Osocze — stanowi okoto 55% objetosci krwi 1 jest plynem zlozonym
gtownie z wody (okoto 90%), elektrolitow, biatek osocza (w tym albumin,

globulin, fibrynogenu), substancji odzywczych (glukoza, aminokwasy,
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thuszcze), hormonow oraz produktéw przemiany materii (mocznik, kwasy
thuszczowe, kreatynina). Osocze uczestniczy w transporcie, umozliwiajac
rozpuszczanie 1 dostarczanie substancji do réznych tkanek i narzadow.

Surowica to plyn, ktory powstaje w wyniku oddzielenia od krwi wszystkich
elementow morfotycznych (krwinek, ptytek krwi) oraz fibrynogenu, biatka

odpowiedzialnego za krzepnigcie. Jest to osocze, w ktére pozbawione jest

skladnikow odpowiedzialnych za proces hemostazy (krzepniecia).

Surowica zawiera wigc wszystkie biatka osocza z wyjatkiem fibrynogenu
oraz elementy rozpuszczone w osoczu, takie jak elektrolity, hormony,
produkty przemiany materii czy przeciwciata.

Elementy morfotyczne krwi — stanowig okolo 45% objetosci krwi
1 obejmuja:

o Erytrocyty (krwinki czerwone)

o Leukocyty (krwinki biate)

o Trombocyty (ptytki krwi)

Krew petni w organizmach szeregi istotnych funkcji, w tym:
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transport gazow oddechowych — erytrocyty transportuja tlen z pluc
do tkanek 1 dwutlenek wegla z tkanek do ptuc

obrona organizmu — leukocyty uczestnicza w odpowiedzi immunologiczne;,
eliminujac patogeny 1 komorki nowotworowe

hemostaza — trombocyty sg kluczowe w procesach krzepnigcia, zapobiegajac
utracie krwi po uszkodzeniu naczyn krwionosnych

regulacja temperatury ciata — krew transportuje energi¢ cieplng wytworzong

w migsniach, pomagajac w utrzymaniu stalej temperatury ciala
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Tabela 2. Podstawowe roznice miedzy osoczem a surowicq
‘ OSOCZE SUROWICA
Obecnos¢ fibrynogenu

Osocze zawiera wszystkie biatka krwi, w tym | Surowica to ptyn, w ktérym fibrynogen oraz
fibrynogen, ktory odgrywa kluczowa role widkna fibryny zostaty usuniete, poniewaz
w procesie krzepniecia krwi. fibrynogen zostal zuzyty w procesie krzepnigcia.

Proces pozyskiwania

Osocze uzyskuje si¢ przez odwirowanie Surowica jest produktem uzyskiwanym

pelnej krwi z antykoagulantem po naturalnym procesie krzepnigcia krwi, w wyniku
(np. heparyna), dzieki czemu krew nie ulega | czego krew tworzy skrzep, a plynna czgs¢,
krzepnieciu, a wszystkie jej skladniki, w tym | po oddzieleniu skrzepu, stanowi surowice.
fibrynogen, pozostaja w plynnej postaci.

Zawartos$¢ skladnikow

Osocze zawiera fibrynogen, inne bialka Surowica jest ptynem pozbawionym fibrynogenu

osocza, elektrolity, hormony, produkty iinnych bialek zwigzanych z krzepnigciem.

przemiany materii oraz rozpuszczone gazy. |Zawiera jednak elektrolity, hormony, metabolity
Oraz rozpuszczone gazy.

Zastosowanie
Osocze wykorzystywane jest gléwnie Surowica wykorzystywana jest glownie
w terapii transfuzjologii, szczegélnie w diagnostyce laboratoryjnej, zwlaszcza w testach
do uzupelnienia czynnikow krzepniecia lub | serologicznych (np. wykrywanie przeciwcial) oraz
w przypadkach ciezkich oparzen oraz w badaniach biochemicznych, poniewaz jest
w diagnostyce laboratoryjnej np. do oceny | pozbawiona sktadnikéw zaangazowanych
wydolno$ci szlakéw Kkrzepniecia. w krzepnigcie.

Podsumowanie

Osocze to plynna cze$é krwi, ktéra zawiera | Surowica to ptyn powstaly po krzepnigciu krwi,
wszystkie skladniki, w tym fibrynogen, pozbawiony fibrynogenu oraz elementéw bioracych
odpowiedzialny za proces krzepnigcia. udziat w krzepnieciu.

Elementy morfotyczne krwi

o  Erytrocyty (krwinki czerwone)

Sa najliczniejszymi komorkami krwi (4,5-5,5 x 10%/pl).

Ich charakterystyczny dwuwklesty ksztalt zapewnia duza powierzchnie
do wymiany gazow oddechowych. Erytrocyty sg pozbawione jadra, a ich
cytoplazma wypetniona jest hemoglobing, ktoéra wigze tlen. Erytrocyty
nie posiadajg aparatu Golgiego, siateczki srodplazmatycznej, mitochondridow
1 rybosomow. Mtode postaci erytrocytow (retikulocyty) zawieraja czasem

agregaty rybosomow, ktore z barwnikami zasadowymi tworzg obraz siateczki.
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Pod mikroskopem erytrocyty sa okraglymi, elastycznymi komorkami

o $rednicy okolo 7-8 um, ktore w preparatach barwionych metoda

May-Grunwalda-Giemsy, majg charakterystyczny pomaranczowo-czerwony

kolor; najczgsciej erytrocyty mozna obserwowaé juz pod malym

powickszeniem 10x.

Proces aglutynacji erytrocytow to hemaglutynacja, a uszkodzenie krwinek

z towarzyszacym wydostawaniem si¢ z nich hemoglobiny — hemoliza.
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e Leukocyty (krwinki biate)

Pelnig funkcje¢ obronng organizmu, uczestniczac w odpowiedzi

immunologicznej, usuwajac patogeny, martwe komorki 1 inne substancje

szkodliwe. Do grupy leukocytow zaliczane sg rézne typy komorek,

r6znigcych si¢ morfologia 1 funkcja:

O

Neutrofile (granulocyty oboj¢tnochlonne) — sg najliczniejszym typem
leukocytow (do 70%), odpowiedzialnymi za fagocytoze bakterii
1 drobnoustrojow; ich jadro jest wieloklapowane (zlozone z kilku /2—5/
potaczonych ptatow); cytoplazma jest jasna, zawiera liczne ziarnistosci
(widoczone w powigkszeniu 100x), ktére wybarwiajg si¢ na r6zowo

Eozynofile (granulocyty kwasochtonne) — uczestnicza w reakcjach
alergicznych 1 obronie przed pasozytami (stanowig tylko ok. 3%);
charakterystyczng cecha jest jadro dwuplatowe, zlozone z dwodch
platow potaczonych pasemkiem chromatyny oraz obfita cytoplazma,
w ktorej znajduja sie kwasochtonne ziarnistosci zabarwione na kolor
ré6zowo-czerwony, znacznie wigksze od ziarnistosci neutrofilowych

Bazofile (granulocyty zasadochlonne) — biorg udziat w reakcjach
alergicznych, wuwalniajagc  histaming 1 heparyng; maja duze,
zasadochtonne ziarna barwy ciemnofioletowe; w cytoplazmie oraz
male, nierowne jadro, ktore moze by¢ przestonigte ziarnistoSciami
cytoplazmatycznymi; bazofile s3 trudne do znalezienia w obrazie

mikroskopowym (1 bazofil na 200 granulocytow)
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Limfocyty (ok. 30-35% populacji leukocytow) — stanowig kluczowy
element odpowiedzi immunologicznej specyficznej; dzielg si¢ na
limfocyty T, B oraz komorki NK, ktére rozpoznaja antygeny
1 produkujg przeciwciala; limfocyty sa malymi komérkami o okragtym
jadrze w kolorze niebiesko-fioletowym 1 waskim pasie cytoplazmy
(jasnoniebieska)

Monocyty (ok. 5-8% populacji leukocytow) — pelnig funkcje fagocytarne,
a ich rdéznicowanie w makrofagi umozliwia usuwanie patogenow
1 zniszczonych komorek; sg wigksze od erytrocytow 1 limfocytow;
charakteryzuja si¢ obecnoscig duzego, nerkowatego lub owalnego jadra
z zaglebieniami; jadra barwig si¢ mniej intensywnie niz jadra

limfocytow; cytoplazma (jasnoniebieska) wystepuje w znacznej ilosci

Trombocyty (phvtki krwi) — sa fragmentami cytoplazmy megakariocytow,

odpowiedzialnymi za procesy krzepnigcia (koagulacja). Srednio ich liczba

wynosi 150-450 x 10°/ul. Uczestnicza w tworzeniu skrzepéw (struktury

zbudowane z sieci widkien fibryny, czyli wtoknika), ktore zapobiegaja

krwawieniu z uszkodzonych naczyn. Trombocyty sg bezjadrzaste 1 maja

nieregularny ksztatt. W obrazie mikroskopowym (wigksze powiekszenie,

ok. 40x%) sg to mate, owalne lub okragte struktury; srednica ptytki stanowi

ok. 1/5 $rednicy erytrocytu). Srodkowa czesé¢ ptytki jest zasadochtonna,

a obwodowa — kwasochtonna.
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Elementy
morfotyczne krwi

Krwinki czerwone Krwinki biale Krwinki
(erytrocyty) (leukocyty) ptytkowe
| (trombocyty)
[ |
Granulocyty Agranulocyty
neutrofile t limfocyty
eozynofile monocyty
bazofile

Ryc. 19. Klasyfikacja elementow morfotycznych krwi
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Ryc. 20. Schematyczny obraz (cytogram) rozktadu elementow morfotycznych krwi

w zaleznosci wielkosci komorek FSC (ang. forward scatter channel — rozproszenie przednie)
i obecnosci ziarnistosci SSC (ang. side scatter channel — rozproszenie boczne) uzyskany

w cytometrze przeplywowym. Zrédto: Stachurska A., Fabijariska-Mitek J. ,, Zastosowanie
cytometrii przeplywowej w immunohematologicznej ocenie krwinek czerwonych”.

Postepy Nauk Medycznych 7/2012, 583—-588
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Limfe (chtonke) klasyfikuje si¢ jako tkanke taczng plynng. Limfa to ptyn
tkankowy, ktory powstaje w przestrzeniach migdzykomoérkowych jako przesacz
osocza krwi. Nastepnie jest on odprowadzany przez naczynia limfatyczne.
Zawiera wode, elektrolity, biatka (nizsze st¢zenie bialek, w tym fibrynogenu,
nizw osoczu), tluszcze gldwnie w postaci chylomikronéw a takze limfocyty

1 makrofagi (brak erytrocytow).

Glownymi funkcjami limfy sa:

1. Odtwarzanie objetosci krwi — zwraca do ukladu krwionos$nego ptyn
tkankowy, biatka 1 inne sktadniki, ktore przedostaly si¢ do przestrzeni
miedzykomorkowych

2. Transport thuszczow — przenosi chylomikrony wchlonigte w jelicie
cienkim do krwi

3. Funkcja immunologiczna — limfa przenosi limfocyty i antygeny do weztow
chtonnych, gdzie dochodzi do aktywacji odpowiedzi odpornosciowe;j

4. Utrzymanie homeostazy — reguluje gospodarke ptynowa w organizmie

1 zapobiega obrzgkom

Linie komorkowe tkanki lacznej stosowane w badaniach naukowych
Tkanka taczna, ze wzgledu na swoja réznorodnos¢, stanowi wazny element
strukturalny 1 funkcjonalny organizmu. Jej znajomos$¢ jest niezbgdna do
zrozumienia wielu procesow fizjologicznych 1 patologicznych, co czyni
ja istotnym przedmiotem badan naukowych oraz praktyki kliniczne;.
W badaniach eksperymentalnych wykorzystuje si¢ m.in.:
 NHDF — pierwotne normalne ludzkie fibroblasty skorne wykorzystywane
w badaniach proceséw gojenia ran czy dermatologicznych w zakresie chordb
takich jak twardzina, widkniakomigsak, zwtdknienie, skora pergaminowata

barwnikowa; istotne dla badan nad rakiem, regeneracja tkanek
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NIH/3T3 — fibroblasty mysie, powszechnie stosowane do badan proliferacii,
apoptozy 1 ré6znicowania

MG-63, SaOS-2 — linie komorek osteoblastycznych pochodzenia
nowotworowego, stosowane w badaniach nad nowotworami kosci
1 modelowania proceséw kostnienia

CHON-001 — linia chondrocytow stosowana w badaniach chrzastki
RAW264.7 — linia komorkowa mysich makrofagdw pochodzaca z guza
myszy, wywolana przez wirus bialaczki mysiej Abelsona. Sg powszechnie
stosowane w badaniach nad stresem oksydacyjnym, stanami zapalnymi
1 aktywnosScig przeciwbakteryjng

THP-1 — spontanicznie unieSmiertelniona linia komoérek podobnych
do monocytéw pochodzgca z krwi obwodowej jednorocznego pacjenta
z Dbialaczka monocytowg, jest wykorzystywana w badaniach
immunologicznych 1 nowotworowych, m.in. funkcji monocytow
1 makrofagow, mechanizmow, szlakoéw sygnatowych, w tym aktywacji
cytokin 1 modulacji immunologicznej, a takze w badaniu transportu
sktadnikow odzywczych 1 lekow; komorki THP-1 moga ulegaé polaryzacji
do makrofagéw M1 lub M2

3T3-L1 — pochodzace z mysiego adipocytu, powszechnie uzywane
do badania procesow roznicowania komorek ttuszczowych

hMSCs — pochodzace z ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych,

ktore moga roznicowac si¢ w adipocyty
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Ryc. 21. Przyktadowe linie komorkowe czesto wykorzystywane w badaniach naukowych;
obraz w mikroskopie kontrastowo-fazowym,; a. NHDF — Normal Human Dermal Fibroblast
(PromCell) promocell.com/us_en/normal-human-dermal-fibroblasts-nhdf-html; b. THP-1
(Cytion) cytion.com/pl/Komorki-THP-1/300356, c. 3T3-L1 (Cytion) cytion.com/pl/komorki-
373-L1/400107

Tkanka nerwowa

Tkanka nerwowa jest wyspecjalizowang tkanka, ktora umozliwia komunikacje
pomigdzy réznymi czeSciami ciala, a takze koordynacje dziatan fizjologicznych.

Tkanka nerwowa pelni szereg istotnych funkcji w organizmach
zwierzgcych:

* przewodzenie impulsow nerwowych — neurony sg odpowiedzialne za
przekazywanie sygnalow elektrycznych, ktore pozwalaja na szybka
komunikacje pomigdzy narzadami

« przetwarzanie informacji — neurony wchodza w interakcje, tworzac sieci,
ktore przetwarzaja informacje sensoryczne 1 motoryczne, np. integracja
sygnatow w mozgu w celu podjecia czynnosci motorycznych

« utrzymywanie homeostazy — komorki glejowe, zwlaszcza astrocyty, petnia
role w utrzymaniu odpowiedniego Srodowiska jonowego, odzywianiu

neurondw oraz usuwaniu zbednych produktow metabolicznych
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* izolacja i przyspieszanie przewodzenia impulsow — komorki glejowe, takie
jak oligodendrocyty 1 komoérki Schwanna, wytwarzaja ostonki mielinowe,

ktore przyspieszaja przewodzenie impulsow elektrycznych w aksonach

Tkanka nerwowa sktada si¢ glownie z dwoch typow komorek: neuronow

oraz komorek glejowych.

_ jadro
E ¥ Komérkowe Akson | 4
. — | A V=N
Perykar:on\;ﬁr« Wi VY A .
) . - = s _ = & s zakonczenia
. g - : ;
=== > -’ & aksonu
- & A - i \\, Tﬂ ../_',..
| B | przewezenie  komdrka otoczka
. 4 Ranviera  Schwanna mielinowa

kierunek przewodzenia impulsu

Ryc. 22. Budowa neuronu: Ciato komorki nerwowej (perykarion) — zawiera jgdro komorkowe
oraz organelle niezbedne do funkcjonowania komorki. Ciato komorki nerwowej jest zazwyczaj
owalne lub nieregularne. Dendryty — rozgatezione wypustki cytoplazmatyczne, ktore odbierajq
bodzce z innych komorek nerwowych lub receptorow sensorycznych. Akson — pojedyncza, diuga
wypustka osiowa komorki nerwowej, ktora przewodzi impulsy nerwowe od ciata komorki

do innych neuronow lub efektorow (np. miesni, gruczotow). Akson moze by¢ otoczony
ostonkq mielinowq, co przyspiesza przewodzenie impulsow. Komorki Schwanna (lemocyty)
— odpowiedzialne za wytwarzanie mieliny w obwodowym uktadzie nerwowym. Kazda
komorka Schwanna tworzy ostonke mielinowg wokot jednego aksonu. BioRender — obraz
zmodyfikowany

W obrazie mikroskopowym, tkanka nerwowa prezentuje si¢ jako gesto
upakowane komorki o r6znej wielkosci 1 ksztatcie. Komorki nerwowe barwig si¢
czterotlenkiem osmu na fioletowo, natomiast pecherzykowate jadro pozostaje

stabo wybarwione.
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Komorki glejowe — stanowig wsparcie strukturalne, odzywcze oraz ochronne

dla neurondow.

mozg doroslego czlowieka

Oligodendrycyty
03

Neuron § \ = 5
_ 3 9—<

2N Mikroglej ./ N

Ryc. 23. Komorki glejowe OUN: Astrocyty — komorki o gwiazdzistym ksztalcie (liczne
wypustki), ktore petniq role w utrzymaniu homeostazy jonowej, regulacji przepbywu krwi

w mozgu, odzywianiu oraz ochronie neuronow przed toksynami; Oligodendrocyty — komorki,
ktore w osrodkowym uktadzie nerwowym wytwarzajg mieline, tworzqc ostonki mielinowe
wokot aksonow, co zwigksza szybkosc¢ przewodzenia impulsow nerwowych. Mikroglej
(mezoglej) — komorki petnigce funkcje obronng, dziatajgc jako makrofagi w osrodkowym
uktadzie nerwowym, usuwajqc zniszczone komorki oraz patogeny BioRender — obraz
zmodyfikowany

Linie komorkowe wykorzystywane w badaniach naukowych

Badania na modelach komdérek nerwowych sa kluczowe dla zrozumienia
mechanizmow chordb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona,
stwardnienie rozsiane, a takze w kontekscie badan nad regeneracja nerwow.
W badaniach naukowych w zakresie neurobiologii stosuje si¢ rozne linie
komorkowe, ktore pozwalajg na badanie mechanizmow neurobiologicznych oraz

testowanie potencjalnych terapii.
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 PC12 — linia komérkowa pochodzaca z guza chromochtonnego rdzenia
nadnerczy szczura; stanowi mieszaning komorek neuroblastycznych
1 eozynofilowych; syntetyzuje, przechowuje i1 uwalnia noradrenaling
1 dopaming; stosowana w badaniach nad proliferacjg 1 réznicowaniem
komorek nerwowych oraz neuroplastycznoscia

« C6 — typ komorek glejowych o morfologii fibroblastow 1 pochodzi
z glejaka szczura Wisthar-Furth; jest czgsto wykorzystywana w badaniach
neuro-onkologicznych

* OLN-93k — linia komorek oligodendrogleju pochodzaca z pierwotnych
kultur glejowych mozgu szczura; wykorzystywana do badania
specyficznych mechanizméw regulujacych proliferacje 1 réznicowanie
oligodendrocytow w warunkach in vitro oraz oddziatywan molekularnych

z innymi komorkami uktadu nerwowego

Ryc. 24. Przyktadowe linie komorkowe wykorzystywane w badaniach naukowych z zakresu
neurobiologii; obraz w mikroskopie kontrastowo-fazowym, a. PC12 (Cytion)
cytion.com/pl/Komorki-PC-12/500311; b. C6 (Cytion) cytion.com/pl/Komorki-C6/500142

Znaczenie osmozy w komorkach zwierzecych

Osmoza jest podstawowym zjawiskiem warunkujacym zycie komorek.
W komorkach zwierzecych proces ten jest szczegOlnie istotny, poniewaz brak

sciany komodrkowe] czyni je bardziej wrazliwymi na zmiany Srodowiska

72



Czes¢ praktyczna: Rozdziat 2

osmotycznego. Zrozumienie mechanizmoéw osmozy 1 roli akwaporyn (kanaty
wodne) 1 innych kotransporterow ma kluczowe znaczenie nie tylko dla fizjologii,
ale takze dla diagnostyki i terapii zaburzen gospodarki wodno-elektrolitowe;.
Proces osmozy stanowi jedno z fundamentalnych zjawisk fizjologicznych
warunkujacych homeostaze komoérek w organizmach zywych. Szczegolne
znaczenie ma on w odniesieniu do erytrocytow, ktore jako pozbawione jadra
1 organelli komorki sg wyjatkowo wrazliwe na zmiany ci$nienia osmotycznego

otaczajacego srodowiska.

Ryc. 25. Rola procesu osmozy w organizmie

Polprzepuszcezalna btona erytrocytow umozliwia swobodny przeptyw wody,
przy jednoczesnym kontrolowanym transporcie jonow, co pozwala na utrzymanie
ich charakterystycznego, dwuwklestego ksztaltu oraz elastycznoS$ci niezbednej
do prawidlowego funkcjonowania w krazeniu.

Osmoza to proces fizykochemiczny polegajacy na spontanicznym przemieszczaniu

si¢ czasteczek rozpuszczalnika (najczescie] wody) przez btone potprzepuszczalng
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Z roztworu o nizszym stezeniu substancji rozpuszczonej (hipotonicznego)
do roztworu o wyzszym stgzeniu (hipertonicznego). Btona potprzepuszczalna
przepuszcza wodg, natomiast ogranicza transport wielu czgsteczek 1 jonow
rozpuszczonych w wodzie. Podstawg tego procesu jest gradient stezen substancji
rozpuszczonych oraz ci$nienie, ktore nalezy uzy¢ do zahamowania dalszego
przyrostu wody, okreslane jako ci$nienie osmotyczne. W wyniku ro6znicy stezen
substancji rozpuszczonej po obu stronach blony uktad dazy do wyrd6wnania tych
stezen, co prowadzi do osiggnigcia stanu rownowagi osmotycznej — wOwczas
przeplyw wody ustaje, poniewaz ci$nienie osmotyczne po obu stronach blony
jest wyrownane. Inaczej mowiagc, jesli komorka otoczona jest stezonym
roztworem, w jej wnetrzu powstaje ci$nienie osmotyczne, od ktorego zalezy sita
pobierania wody. W roztworze hipertonicznym traci wode, kurczy sie 1 ulega
odwodnieniu. W roztworze hipotonicznym komorka pecznieje 1 moze ulec
osmolizie. Utrzymanie prawidtowej objetosci komorki jest mozliwe dzigki
aktywnemu transportowi jondéw (np. pompa Na'/K*-ATPaza) oraz kanalom

wodnym — akwaporynom.

0 Roztwor hipertoniczny: Roztwor izotoniczny: Roztwor hipotoniczny:
SMozZa 5 B
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Ryc. 26. Istota procesu osmozy przez btong polprzepuszczalng. a, b, ¢ procesy zachodzgce

w erytrocytach znajdujgcych sie w roznych roztworach. Proces osmoregulacji na przyktadzie
krwinek czerwonych. Utworzone w https://BioRender.com. Zaburzenia rownowagi
osmotycznej prowadzq do istotnych zaburzen morfologicznych i czynnosciowych krwinek.

W srodowisku hipotonicznym erytrocyty ulegajq obrzekowi i hemolizie, natomiast w warunkach
hipertonicznych dochodzi do ich odwodnienia, kurczenia sie i utraty zdolnosci transportowych.
Strzatki pokazujq kierunek przeptywu wody. BioRender — obraz zmodyfikowany
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Procesy osmotyczne stanowig nie tylko podstawowy mechanizm
fizjologiczny, ale takze istotny element w diagnostyce 1 patofizjologii chorob.
Zjawisko osmozy jest wykorzystywane w terapii nerkozastepczej, zarOwno
na drodze hemodializy, kiedy krew pacjenta jest przepompowywana poza ustroj
do dializatora (tzw. sztuczna nerka), jak i na drodze dializy otrzewnowej, w ktore;j
otrzewna jest wykorzystywana jako blona dializacyjna — wowczas do jamy
otrzewne] wprowadza si¢ plyn dializacyjny o odpowiednim skladzie
osmotycznym (np. roztwory glukozy).

Poza ogromnym znaczeniem terapii nerkozastgpcze] osmoza wywotana
dializa otrzewnowg moze pomdc w leczeniu przecigzenia ptynami u pacjentow

z oporng na leczenie niewydolnoscig serca.

Tabela 3. Znaczenie warunkow izoosmotycznych w procedurach laboratoryjnych

Dlaczego wazne sa warunki

Procedura izoosmatyczne? Nastepstwa btedow
Hemoliza in vitro - fatszywie
Zachowanie prawidtowego ksztattu i | podwyzszony poziom K*, LDH,
Pobieranie krwi do probowki objetosci erytrocytow; unikanie enzymow watrobowych;
hemolizy juz w momencie pobrania. | niemoznos¢ wykonania czesci
badan.

Obrzek erytrocytow, hemoliza;

Utrzymanie stabilnosci erytrocytow i . oy ..
Y Eyhatyy zafatszowanie wynikow morfologii

P howywani obki krwi } ;
rzecho anie probid krwi parametrow hematologicznych.

(MCV ™, Het ¥).
Erytrocyty muszg zachowac Zmiany artefaktowe: obrzek,
Przygotowanie rozmazow krwi naturalny ksztatt do oceny fragmentacja, trudnosc w ocenie
morfologiczne;. mikroskopowej.

Roztwory barwigce powinny by¢
izotoniczne, aby nie wywotac
osmotycznych zmian w

Pecznienie lub kurczenie sie

Barwienie preparatéw krwinek, artefakty w obrazie

erytrocytach. barwienia.
Badania biochemiczne Pfamdtovfra lntegrglncéc o Hgmollzg > fg{szywe wyniki N
erytrocytow zapobiega uwolnieniu (hiperkaliemia, wzrost aktywnosci

osocze/serum o ; :
( ) sktadnikéw wewnatrzkomaérkowych. | enzymoéw).

Z osmozg jest takze zwigzany transport wody w jelicie, gdzie woda jest
transportowana przez nabtonek przy braku przezblonowych rdznic cis$nienia

osmotycznego. Ze wzgledu na rozpad biatek 1 cukréw osmolarno$¢ w jelicie
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po positku moze osiggna¢ wartosci wyzsze od osmolarnosci osocza krwi. Mimo
to woda przemieszcza si¢ ze Swiatla jelita do krwioobiegu i dziennie u cztowieka
w jelitach wchtaniane jest ok. 8 1 wody oraz 1 mol D-glukozy. Uwaza sig,
ze to glukoza, stymulujac transport sodu przez blong szczoteczkowg enterocytow
(kotransport Na" i D-glukozy przez kotransporter SGLT1), napedza tzw. lokalng
osmoze. Woda podaza zatem za transportem cukru 1 soli do krwioobiegu.
Te wzajemne powigzania miedzy transportem glukozy, soli 1 wody stanowia
podstawe terapii stosowanej w leczeniu biegunek wydzielniczych w przebiegu
cholery czy doustnej terapii nawadniajgcej. W takich przypadkach stosuje si¢
doustne roztwory soli fizjologicznej zawierajace glukoze. Kotransporter sodowo-
glukozowy 1 (SGLT1) moze wptywac¢ na transport wody, a przepuszczalnosé
wody przez SGLTI jest niezalezna od wielkosci 1 kierunku gradientu. Szacuje sie,
ze w kazdym enterocycie znajduje si¢ ok. 250 tys. kopii tego biatka.

Stres osmotyczny moze takze petni¢ funkcje regulatora prawidtowego
funkcjonowania komorek. W odpowiedzi na zmiany w srodowisku osmotycznym
dochodzi bowiem do zmiany ekspresji genow 1 aktywnos$ci metabolicznej
komoérek. Zmiany osmolalnosci zewnatrzkomorkowej zmieniajg objetose
komorki, a w konsekwencji — stezenie wewnatrzkomorkowych makroczgsteczek,
ktore jest kluczowym parametrem wplywajacym na organizacj¢ przestrzenng
icisnienie w jadrze komorkowym. Stres hiperosmotyczny kurczy jadro
komoérkowe 1 powoduje, ze przyjmuje ono nieregularny ksztatt, podczas gdy stres
hipoosmotyczny powoduje jego pe¢cznienie do rozmiaru ograniczonego przez
rozciggniecie blaszki jadrowej 1 nadaje mu gladki, okragly ksztalt. Indukowane
osmotycznie zmiany w strukturze wewnetrznej 1 ukladzie chromatyny, a takze
zmiany w blonie jadrowej 1 porach jadrowych, prawdopodobnie wptywaja
na transkrypcje genow 1/lub transport jadrowo-cytoplazmatyczny. Taki mechanizm
regulacyjny funkcjonuje w celu ochrony tkanek i narzagdéw uktadu migsniowo-
szkieletowego, nerek, ukladu sercowo-naczyniowego 1 ptuc, a takze komorek

poddanych urazowi osmotycznemu, np. po urazie mechanicznym. W celu
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wyjasnienia tego procesu i reakcji komorek na zmiany osmolalno$ci w badaniach
czesto wykorzystuje sie komorki tkanki chrzestnej. Tkanka chrzestna reaguje na
sygnaty fizyczne, a chrzastka wrecz wymaga obcigzenia stawow w celu
zachowania homeostazy. Wykazano, ze stres osmotyczny poza zmiang ekspresji
gendw, zmienia organizacje aktyny oraz sygnalizacje wapniowg w chondrocytach
stawowych 1 moze generowac transdukcje obcigzenia mechanicznego w aktywnos¢
biologiczng. Stres osmotyczny moze takze oddzialywa¢ na jadro poprzez
demontaz cytoszkieletu aktynowego w wyniku stresu hipoosmotycznego. Mozna
zatem wnioskowac¢, ze istnieje fizyczne polaczenie miedzy macierza
zewnatrzkomorkowg a genomem, a stres osmotyczny moze rowniez oddziatywac
na genom poprzez bezposredni szlak biofizyczny. Konsekwencja jest zmiana

kondensacji chromatyny, a tym samym zmiany w transkrypcji genow.
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Rozdzial 3.

Biochemiczne podstawy diagnostyki laboratoryjnej

Cel ¢wiczen:

» Zapoznanie si¢ z historig testow diagnostycznych
» Zapoznanie si¢ z podstawowymi zasadami pracy w laboratorium

» Wykonanie podstawowych reakcji identyfikujacych zwiagzki organiczne

Diagnostyka laboratoryjna okreslana mianem medycyny laboratoryjnej,
analityki medycznej, analityki klinicznej jest dyscypling medycyny, ktorej
zadaniem jest analiza sktadu chemicznego 1 parametrow fizykochemicznych
krwi, moczu, wymazow czy wydzielin oraz innych materiatow pobranych od
pacjenta. Celem diagnostyki jest dostarczenie obiektywnych danych niezbednych
do podjecia odpowiedniej profilaktyki, diagnozowania, monitorowania terapii
1 prognozowania chorob. Rozwo0j tej dziedziny odzwierciedla postep wiedzy
biochemicznej, technologicznej 1 medycznej. Niniejszy rozdzial przedstawia
najwazniejsze odkrycia 1 wynalazki, ktére uksztaltowaty te dyscypling,
od starozytnych obserwacji po nowoczesne techniki biologii i chemii.

Poczatki chemii klinicznej siggaja starozytnosci. Analiza plynow
ustrojowych, glownie moczu (tac. urina) byla pierwsza formag diagnostyki.
Hipokrates byt jednym z pierwszych uczonych, ktory podjat si¢ proby
wyjasnienia zaleznosci pomiedzy wiasciwosciami plyndw ustrojowych a stanem
zdrowia cztowieka. Zajmowal si¢ wtasciwosciami moczu w kontekscie teorii
humorow zakladajacej, ze wzajemne stosunki, pomiedzy istniejagcymi czterema
plynami ciata (humorami) — krwia, zolta zo6tcia, sluzem (flegma) 1 czarng z6lcia
wypetniajacymi ludzki organizm, determinujg zdrowie cztowieka. W zaburzeniach

te] roOwnowagi upatrywano przyczyn¢ wielu chordéb. U podstaw metod
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diagnostycznych moczu lezala ocena wygladu, zapachu, a nawet smaku moczu,
ktory wskazywac miata na lokalizacje schorzenia 1 stan chorego.

W odroznieniu od Hipokratesa, Galen wysungt $mialy jak na tamte czasy
wniosek, ze mocz jest filtratem krwi powstajacym w nerkach. Pomimo tak
nowoczesnych tez w swych badaniach opierat si¢ tylko na obserwacji cech
fizycznych moczu, a nie na analizie jego sktadu chemicznego.

Wynalezienie na przelomie XVI 1 XVII wieku pierwszych mikroskopow
optycznych, oraz ich udoskonalenie przez Antoniego van Leeuwenhoeka
1 Roberta Hooke, pozwolito pozna¢ $wiat komorek i1 mikroorganizmow.
Stworzyto takze mozliwos¢ mikroskopowej analizy ptynow ustrojowych m.in.
moczu. W XVIII 1 XIX wieku mikroskopowe badanie moczu zaczelo si¢ rozwijac
jako standardowa procedura diagnostyczna. Mozliwa byla identyfikacja
poszczegbdlnych elementow upostaciowanych w osadzie moczu np. erytrocytow,
leukocytow, komorek nabtonka, wateczek (odlewy kanalikow nerkowych)
czy krysztatow 1 bakterii.

Kolejny przetlom w diagnostyce nastgpit dopiero w XVIII 1 XIX wieku, kiedy
to prace Antoine Lavoisier 1 wielu innych chemikéw potozyto podwaliny pod
chemi¢ ilosciowa. Wynikiem tego byla mozliwos¢ przeprowadzania
precyzyjniejszych analiz, pozwalajacych dokonywac identyfikacji i pomiaru
konkretnych substancji chemicznych, takich jak np. biatka, glukozy, elektrolitow
w plynach biologicznych (krwi, moczu i innych). To wlasnie wtedy chemia
kliniczna zaczeta wyodrgbnia¢ sie jako samodzielna dyscyplina na pograniczu
medycyny 1 chemii. W Niemczech w pierwszej potowie XIX wieku chemia
kliniczna zaczgla by¢ praktykowana stajac si¢ w 1840 roku przedmiotem
akademickim. W tym okresie rozpoczeto prace nad badaniami skladu krwi
np. oznaczaniem zelaza 1 bialek. Pod koniec XIX wieku w wielu klinikach
1 szpitalach zaczely powstawac¢ dedykowane laboratoria kliniczne. XIX wiek
to takze czas pojawienia si¢ prostych testow chemicznych do oznaczania

podstawowych sktadnikow krwi 1 moczu.
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Wspotczesnie chemia kliniczna, bedac jedng z podstawowych dziedzin
diagnostyki laboratoryjnej, zaymuje si¢ precyzyjng oceng sktadu biochemicznego
plynéw ustrojowych 1 tkanek organizmu ludzkiego. Najczesciej badanymi
materiatami sg krew oraz mocz. Do monitorowania przebiegu chordb oraz oceny
skutecznos$ci leczenia zastosowanie znalazly takze inne materialy biologiczne
wykorzystywane w chemii klinicznej takie jak plyn mozgowo-rdzeniowy,
wydzieliny 1 wydaliny (np. kat 1 pot) czy rzadziej stosowane fragmenty tkanek.
Wyniki badan laboratoryjnych pomagaja pozna¢ ogdlny stan zdrowia pacjenta
1w razie potrzeby, zaplanowac leczenie. W XX wieku nastgpit prawdziwy rozwoj
medycyny laboratoryjnej. Wynalezienie fotometrii, metod elektroforetycznych,
chromatografii umozliwilo szybsza 1 precyzyjng analiz¢ parametrow
biochemicznych. Ostatnie lata XXI wieku, spowodowane dalszym rozwojem
technologii m.in. wynalezienie najnowszej generacji mikroskopow elektronowych
oraz zautomatyzowanie analizatorow laboratoryjnych, spowodowaty skrocenie
oczekiwania na wyniki z jednoczesng mozliwoscig wykrywania 1 identyfikacji
sladowych ilo$ci parametrow biochemicznych w badanym materiale klinicznym.

Pierwsze testy diagnostyczne opieraly si¢ na reakcjach chemicznych
zachodzacych w materiale biologicznym, takich jak mocz czy krew. Juz w XVII
wieku zauwazono, ze obecnos¢ biatka w moczu moze swiadczy¢ o chorobie nerek
— zjawisko to opisat Dekkers Leiden, obserwujac powstawanie osadu biatkowego
po dodaniu kwasu octowego. W wieku XIX Johann Florian Heller opracowat
klasyczny test pierscieniowy Hellera, w ktorym po dodaniu st¢zonego kwasu
azotowego na granicy cieczy pojawia si¢ biaty pierscien, Swiadczacy o obecnosci
albuminy w moczu. Podobnie w diagnostyce cukrzycy ogromne znaczenie miaty
reakcje redukcji miedzi. Karl Trommer 1 Hermann Fehling opracowali proby
Trommera 1 Fehlinga, oparte na redukcji jonow Cu** do Cu* przez cukry
redukujace, co prowadzito do powstania czerwonego osadu tlenku miedzi(l).
Dzigki tym reakcjom po raz pierwszy mozliwe byto potwierdzenie obecnosci

glukozy w moczu pacjentow z cukrzycg. W potowie XIX wieku Ferdinand Rose
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1 niezaleznie od niego polski fizjolog Gustaw Piotrowski opisali reakcje
biuretowa, polegajaca na tworzeniu kompleksu jonéw miedzi (II) z wigzaniami
peptydowymi w Srodowisku alkalicznym. Fioletowe zabarwienie roztworu stato
si¢ podstawg do ilosSciowego oznaczania bialek w surowicy krwi i do dzi$ stanowi
jeden z klasycznych testow biochemicznych. Reakcje te staly si¢ fundamentem
metod kolorymetrycznych, a nastepnie spektrofotometrycznych, ktore w XX
wieku zrewolucjonizowaly diagnostyke laboratoryjna.

Dzisiejsze badanie ogolne moczu zgodnie z zalecaniami towarzystw
diagnostyki laboratoryjnej obejmuje ocen¢ paskowa (tzw. ,,sucha chemia”) oraz
ocen¢ mikroskopowa osadu. Obecnie podstawa badania moczu w kazdym

laboratorium sg testy paskowe.

Ryc. 1. Paskowy test moczu. Fot. Ajay Kumar Chaurasiya

Testy paskowe sktadaja si¢ z dwoch elementow: paska z tworzywa
sztucznego (niereaktywnego chemicznie) oraz naniesionych na niego poél
testowych. Zmiany zabarwienia pol testowych sg wynikiem reakcji zachodzacych
pomiedzy odczynnikami (pokrywajacymi pola testowe) a konkretnymi zwigzkami
zawartymi w analizowanym materiale. W laboratoriach do rutynowego badania

moczu stosowane s3 paski zawierajace 10 pol odczynnikowych, dzigki ktorym
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mozna oznaczy¢: ciezar wlasciwy pH, krew, esteraze leukocytowa, azotyny,

biatko, glukoze, ketony, bilirubing i urobilinogen.

[ d.

Ryc. 2. Analiza mikroskopowa moczu, mikroskop swietlny, powiekszenie 400 %

a. Erytrocyty (1) i drozdzaki (2) widoczne w moczu pod mikroskopem. fot. Ajay Kumar Chaurasiya.
https.//pharmacopola.pl/mikroskopowe-badanie-moczu/;

b. Leukocyty widoczne w moczu pod mikroskopem, preparat niebarwiony; Zrédlo: Zalecenia
Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej dotyczqce badania upostaciowanych elementow
moczu w medycznym laboratorium diagnostycznym,

¢. komorki nablonka ptaskiego widoczne w moczu pod mikroskopem Preparat niebarwiony,

d. Wateczki szkliste Komorki nablonka plaskiego widoczne w moczu pod mikroskopem Preparat
niebarwiony. Zrédlo: Zalecenia Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej dotyczqce
badania upostaciowanych elementow moczu w medycznym laboratorium diagnostyczny
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Tabela 1. Przyktadowe rodzaje materiatow biologicznych i wybrane parametry
wykorzystywane w diagnostyce laboratoryjnej

Material kliniczny Rodzaj Przykladowe parametry

wykonywanych
badan

krew morfologia Krwinki czerwone (erytrocyty), krwinki biate
(leukocyty — z podziatem na 5 frakcji: neutrofile,
limfocyty, monocyty, eozynofile, bazofile), ptytki
krwi (trombocyty), wraz z wskaznikami ich
wielkosci (MCV, MCH, MCHC), ilosci
hemoglobiny (Hb), hematokrytu (HCT)

i parametrow ptytek (MPV, PDW, P-LCR)

badania biochemiczne |poziom glukozy, kreatyniny, lipidogram,

uktad krzepnigcia koagulogram

mocz badanie ogdlne parametry fizyczne (barwa, przejrzystosc, cigzar
wiasciwy, pH), chemiczne (biatko, glukoza, ciata
ketonowe, bilirubina, urobilinogen, azotyny) oraz
elementy morfotyczne i mikrobiologiczne

w osadzie (erytrocyty, leukocyty, nabtonki,

posiew bakterie, krysztaty, wateczki, grzyby)
kat badanie ogdlne krew utajona, stany zapalne

badania

mikrobiologiczne bakterie, pasozyty
slina badanie ogdlne hormony (kortyzol, progesteron, estrogeny),

monitorowanie niektorych lekow

plyny ustrojowe (pltyn |badanie ogdlne biatko, glukoza, sod, potas,
mozgowo-rdzeniowy, magnez, jony chlorkowe, pH
plyn stawowy, limfa) erytrocyty, leukocyty
wymazy (material badanie identyfikacji patogenoéw
pobierany z gardta, mikrobiologiczne
nosa, ran czy drog
rodnych)
wydzieliny badanie tresci sluz, 761¢, soki trawienne (zotadkowy,
z przewodu trzustkowy), krew lub rope w kale
pokarmowego
(sok zotadkowy
dwunastniczy,
trzustkowy, 761¢)
fragmenty tkanek badania ocena zmienionych chorobowo komorek i tkanek
(biopsje histopatologiczne

icytologiczne

Badanie ogdlne moczu pozwala oceni¢ prace nerek i drog moczowych.

Pomaga wykry¢ cukrzyce, choroby watroby i1 inne schorzenia. Badanie
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bakteriologiczne moczu (test mikrobiologiczny, posiew) pozwala wykry¢
bakterie (lub grzyby) w moczu. Przeprowadzenie posiewu moczu jest szczegolnie
istotne w przebiegu chorob infekcyjnych. Jest on kluczowym badaniem
w diagnozowaniu zakazen drog moczowych (ZUM).

Podobnie jak w przypadku moczu, ocena laboratoryjna innych pltynoéw
ustrojowych, takich jak np. krew, plyn mézgowo-rdzeniowy, opieraja si¢ na
badaniach fizykochemicznych i mikroskopowych. Dzigki tym badaniom mozemy
dokfadnie oceni¢ stgzenie biatka, glukozy, ciat ketonowych, bilirubiny,
kreatyniny, aktywnoS$¢ enzymow, a takze sprawdzi¢ obecnos¢ elementow
upostaciowanych (komorki 1 krysztaty).

Nowoczesne systemy laboratoryjne pozwalaja szybko bada¢ enzymy,
elektrolity, lipidy 1 inne parametry metaboliczne. Dzigki temu mozliwa jest
szybka ocena stanu zdrowia pacjenta oraz potwierdzenie lub wykluczenie
choroby. Badania plynow ustrojowych sg szeroko wykorzystywane w diagnostyce
laboratoryjnej. Pomagaja w rozpoznawaniu 1 ocenie przebiegu chorob
neurologicznych, reumatologicznych oraz nowotworowych.

Badanie kalu jest nieinwazyjng analiza stolca. Wykonujac analizg
makroskopow3a, mikroskopow3a i chemiczng tego materiatu biologicznego ocenia
si¢ prawidtowos¢ funkcjonowania uktadu pokarmowego. Badanie to jest
kluczowym narzedziem diagnostycznym w wykrywaniu problemow jelitowych
przy biegunkach, boélach brzucha czy podejrzeniu raka jelita grubego czy trzustki.
Pozwala ono wykry¢ pasozyty, bakterie, krwawienia, stany zapalne.

Interpretacja wynikow badan z zakresu chemii klinicznej wymaga dobre;j
znajomosci fizjologii 1 patofizjologii procesOw metabolicznych. Odchylenia
od wartosci referencyjnych moga wskazywac na zaburzenia funkcji narzadow,
procesy zapalne, choroby metaboliczne, zatrucia lub inne stany patologiczne.
Chemia kliniczna odgrywa kluczowa role w diagnostyce chordb watroby, nerek,

serca, trzustki oraz zaburzen endokrynologicznych i metabolicznych.
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Tabela 2. Kalendarium kamieni milowych w chemii klinicznej (1694—XXI w.) K. Klimasz,

PJ. Tomasik ,, Kamienie milowe w chemii klinicznej”

‘ Rok / Okres Odkrycie / Postaé Znaczenie dla diagnostyki laboratoryjnej
1694 Dekkers Frederik Zaobserwowal, ze mocz zawierajacy biatko
tworzy osad podczas gotowania z kwasem
octowym — poczatek badan nad biatkomoczem
1674-1776 Thomas Willis / Matthew Wykazali obecnos$¢ cukru w moczu chorych
Dobson na cukrzycg — narodziny biochemicznej
diagnostyki cukrzycy
1789 Antoine Francois de Odkrycie cholesterolu — poczatek chemii lipidow
Fourcroy
1830-1833 Gerardus Mulder, Ferdinand Opisanie reakcji biuretowej — pierwsze ilosciowe
Rose oznaczenie biatka
1841-1849 Karl Trommer, Hermann Proby Trommera i Fehlinga — klasyczne reakcje
von Fehling wykrywania cukréw redukujacych w moczu
1844 Johann Florian Heller Opracowat test pierscieniowy Hellera
do wykrywania albuminy w moczu
1847 Henry Bence Jones Odkrycie biatka Bence Jonesa w moczu
— poczatek diagnostyki szpiczaka mnogiego
1850 Carl Schmidt Jedne z pierwszych analiz skladu elektrolitowego
krwi— oznaczenia potasu, sodu, fosforu i wapnia;
wprowadzenie pojecia rownowagi elektrolitowe;j
1854 Jules Duboscq Budowa pierwszego kolorymetru — poczatek
obiektywnego pomiaru barwy
1868 Max Jaffé Reakcja Jaffego — kolorymetryczne oznaczanie
kreatyniny; podstawa oceny czynnosci nerek
1884 Paul Ehrlich Reakcja bilirubiny z kwasem diazowym
— poczatki oznaczania bilirubiny w diagnostyce
chor6b watroby
1901-1906 Paul Ehrlich, Richard Bauer Wprowadzenie testow na urobilinogen i galaktoze
— ocena funkcji watroby i metabolizmu
weglowodanow
1904-1922 Otto Knut Folin Wprowadzit kolorymetri¢ do chemii klinicznej;
opracowat ilo§ciowe metody oznaczania
mocznika, kwasu moczowego, kreatyniny i biatka
1910 A. Grigaut (reakcja Pierwsza metoda kolorymetryczna oznaczania
Liebermanna-Burcharda) cholesterolu
1930 Hubert D. Kay Pierwsza metoda oceny aktywnosci fosfatazy
alkalicznej — poczatek enzymologii klinicznej
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Rok / Okres Odkrycie / Postaé Znaczenie dla diagnostyki laboratoryjnej

1938 Michael Samogyi Opracowanie metody oznaczania amylazy
— diagnostyka chorob trzustki

1940-1955 Wréblewski, LaDue, Opracowanie metod oznaczania ALT, AST, LDH

Karmen i CPK — podstawowe enzymy w diagnostyce serca

i watroby

1949 Alf Lund Fluorymetryczna metoda oznaczania adrenaliny
— poczatek endokrynologii laboratoryjnej

1980-1990 Metody Skrocenie czasu oznaczen, wzrost czutosci

immunoturbidymetryczne
(np. CRP)

1 specyficznosci metod

Koniec XX w. Wprowadzenie metod Rozwoj chromatografii, elektroforezy kapilarnej
immunochemicznych i spektrometrii mas — rewolucja w toksykologii
i fizykochemicznych i biochemii klinicznej
XXT w. Proteomika, metabolomika, Przejscie od analizy pojedynczych parametrow
diagnostyka molekularna do systemowego obrazu funkcjonowania
organizmu
XXT w. wprowadzenie diagnostyki umozliwienie wykonywania badan przy t6zku
Point-of-Care Testing (POCT) pacjenta lub w warunkach ambulatoryjnych
(np. glukometry)
obecnie systemy Informacji komputeryzacja laboratoriow i cyfryzacja
Laboratoryjnej (LIS) wynikow badan (wyniki dostepne online)
usprawnily zarzadzanie danymi i komunikacje
z lekarzem i pacjentem
obecnie rozwoj sztucznej inteligencji wsparcie w interpretacji ztozonych wynikow

(AD) i bioinformatyki
w diagnostyce, rozwoj
diagnostyKi in vitro

1 identyfikacji nowych biomarkerow
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Rozdzial 4.
Genetyczne i biochemiczne podstawy wybranych

chordb genetycznych

Cel ¢wiczen:

» Zapoznanie si¢ z etiologig wybranych chorob genetycznych

» Analiza mechanizméw powstawania objawOw w enzymopatiach

1 proteinopatiach
» Metody diagnostyki wybranych choréb
» Zapoznanie si¢ z mi¢dzynarodowg klasyfikacja enzyméw CE
Choroby genetyczne stanowig zroznicowang grup¢ jednostek chorobowych,

ktorych wspolnym mianownikiem jest obecno$¢ zmian (mutacji) w materiale
genetycznym. Mutacja obecna w DNA komorek rozrodczych jest przekazywana
potomstwu, prowadzac do zaburzenia funkcjonowania komorek, tkanek lub
catych uktadéw. Ta sama choroba genetyczna u r6znych pacjentow moze wynikac
z réznych mutacji w obrgbie danego genu (lub nawet w kilku ré6znych genach),
co prowadzi do zmiennego obrazu klinicznego. Dlatego choroby genetyczne
czesto cechuje duza roznorodno$¢ mutacji 1 zmienno$¢ objawodéw. Pacjentow
ze wszystkimi zaburzeniami genetycznymi, takze z chorobami rzadkimi
o podtozu genetycznym, przyjmuja poradnie genetyczne. Wizyta w poradni
genetycznej wymaga skierowania do poradni genetycznej od lekarza POZ lub
lekarza specjalisty. Liste poradni oraz wiadomosci niezbgdne do przygotowania
si¢ do wizyty w poradni genetycznej mozna znalez¢ na stronie:

https://chorobyrzadkie.gov.pl/pl/swiadczeniodawcy/poradnie
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W zaleznosci od przyjetego kryterium choroby genetyczne mozna podzieli¢

na kilka gtownych grup:

Klasyfikacja wedlug ilosci genow wplywajacych na pojawienie
sie choroby
* Choroby jednogenowe (monogenowe) — spowodowane mutacja
w pojedynczym genie. Moga by¢ dziedziczone w sposob autosomalny lub
sprzgzony z chromosomem X
* Choroby wielogenowe (wieloczynnikowe) — wynikaja z interakcji wielu

gendw 1 czynnikéw srodowiskowych

Klasyfikacja wedlug sposobu dziedziczenia choroby

* Dziedziczenie autosomalne dominujace, objawy choroby pojawiajg si¢
przy obecnosci jednej kopii zmutowanego genu (plasawica Huntingtona,
zespol Marfana)

* Dziedziczenie autosomalne recesywne, choroba ujawnia si¢ tylko wtedy,
gdy obecne s3 dwie kopie zmutowanego allelu (fenyloketonuria,
galaktozemia, tyrozynemia)

* Dziedziczenie sprz¢zone z chromosomem X:

o Recesywne, gtownie u mezczyzn (hemofilia, dystrofia migSniowa
Duchenne’a)

o Dominujace, moga dotyczy¢ obu plci, ale czgsto ciezszy przebieg
u mezezyzn (np. zespot famliwego chromosomu X)

* Dziedziczenie mitochondrialne zwigzane z mutacjami w mtDNA, ktore
przekazywane sg tylko przez matke. Choroby te dotycza tkanek o wysokim
zapotrzebowaniu energetycznym (uktad nerwowy, migsnie)

Dwie wazne grupy chorob genetycznych stanowig enzymopatie 1 proteinopatie.
Enzymopatie to grupa choréb genetycznych spowodowanych defektami
w genach kodujacych enzymy. Enzymopatie moga by¢ przyczyng wielu chorob

np. fenyloketonuria, alkaptonuria czy glikogenoz. Mutacja w genie kodujacym
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bialko enzymatyczne, prowadzi do produkcji niefunkcjonalnego, czg¢sciowo
funkcjonalnego enzymu lub catkowitego jego braku. W ten sposob dochodzi
do =zaburzenia szlakoéw metabolicznych 1 gromadzenia si¢ toksycznych
intermediatow lub niedoboru niezbednych produktow.

W opisach choréb spowodowanych mutacja w genie kodujacym biatko
enzymatyczne obok nazwy enzymu znajduje si¢ jeszcze kod liczbowy — numer
EC w postaci: EC x.x.x.x

Jest to sposob klasyfikacji enzymoéw EC (Enzyme Commission), ktory
opisuje je wedtug reakcji, jakg katalizuja. Kazda cyfra kodu oznacza inny poziom
klasyfikacji:

1. Pierwsza cyfra — gtowna klasa enzymu (rodzaj reakcji):

o 1 — oksydoreduktazy (reakcje utleniania 1 redukcji)

o 2 —transferazy (przenoszenie grup chemicznych)

o 3 —hydrolazy (reakcje hydrolizy)

o 4 —liazy (rozktad bez udzialu wody)

o 5 —izomerazy (przeksztalcanie w izomery)

o 6 —ligazy (faczenie czasteczek z udzialem ATP)

o 7 —translokazy (transport jonow lub czgsteczek przez blony)
2. Druga cyfra — podklasa (bardziej szczegdtowy typ reakcji)
3. Trzecia cyfra — podpodklasa (doktadniejsze okreslenie substratow/grup)
4. Czwarta cyfra — numer porzadkowy enzymu w tej kategorii
Proteinopatie to choroby wynikajace z nieprawidlowej budowy, faldowania
lub agregacji biatek. Moga dotyczy¢ zarowno biatek enzymatycznych, jak
1 strukturalnych czy sygnatlowych. W wielu proteinopatiach, szczegolnie
neurodegeneracyjnych, nieprawidtowo sfatdowane biatka tworza nierozpuszczalne
agregaty, ktore odktadajg si¢ w tkankach, zaktocajac ich funkcje 1 prowadzac

do uszkodzenia komorek.
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Genetyczne podstawy wybranych chorob

Niedokrwistos¢ sierpowata

Niedokrwisto$¢ sierpowata to wrodzona choroba krwi, charakteryzujaca si¢

nieprawidlowa budowag hemoglobiny,

czerwonych krwinek.

prowadzaca do zaburzen funkcji

mRNA-prawidiowe

Glu

. chromosom11
I Gen B-globiny

—o—m

il

» TEELL

Sierpowaty
ksztalt krwinek

, Zatory,
uszkodzenia naczyn

Ryc. 1. Molekularny mechanizm powstawania objawow w anemii sierpowatej

W anemii sierpowatej, punktowa mutacja w genie kodujacym tancuch B-globiny

w strukturze hemoglobiny (HbA), prowadzi do powstania hemoglobiny S (HbS).

Mutacja polegajagca na zastgpieniu Glu (kwas glutaminowy, aminokwas

o charakterze hydrofilowym) — Val (waling, aminokwasem o charakterze

hydrofobowym) w tancuchu  hemoglobiny, powoduje odstonigcie hydrofobowych

powierzchni 1 prowadzi do wzajemnego ,sklejania si¢” czasteczek HbS

1 powstawania dtugich wtokien (polimeréw) deformujacych erytrocyty, nadajac

im ksztatt sierpa.
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Objawy choroby
Sierpowate erytrocyty sa mniej elastyczne, tatwiej ulegaja hemolizie
1 blokujg naczynia krwionosne, prowadzac do udaréw, niedotlenienia tkanek,

niewydolnosci nerek.

Choroba Huntingtona

Choroba Huntingtona to postgpujace, schorzenie neurodegeneracyjne. Objawy
zazwyczaj ujawniaja si¢ miedzy 30 a 50 rokiem zycia. Za rozwdj choroby
odpowiada mutacja w genie HTT — kodujacym huntingtyne — kluczowe biatko dla
rozwoju uktadu nerwowego. Gen HTT znajduje si¢ na chromosomie 4. W wyniku
mutacji powstaje wiele nadmiernych powtoérzen sekwencji CAG w genie HTT.
Powstala w ten sposob patologiczna posta¢ biatka — huntingtyny, gromadzi si¢
w neuronach, prowadzac do ich degeneracji. Choroba dziedziczona jest

autosomalnie dominujaco.

Objawy choroby

Poczatkowo wystepuja subtelne problemy poznawcze, emocjonalne oraz
lekkie zaburzenia ruchowe. Wraz z postgpem choroby pojawiaja si¢ mimowolne
ruchy (plasawica), problemy z koordynacja, spowolnienie ruchowe, a takze
zaburzenia zachowania 1 otepienie. U mlodszych pacjentdow czesciej dominuje

sztywno$¢ miesni 1 spowolnienie, bez typowych ruchow plasawiczych.

Fenyloketonuria

Fenyloketonuria (PKU) to genetyczna choroba metaboliczna dziedziczona
autosomalnie recesywnie. Powstaje wskutek mutacji genu kodujacego enzym
hydroksylaze fenyloalaninowg PAH (EC 1.14.16.1), niezbedng do przemiany
aminokwasu fenyloalaniny w tyrozyne. Defekt enzymatyczny (tzw. blok
enzymatyczny — sytuacja, w ktorej dzialanie danego enzymu w szlaku
metabolicznym jest zahamowane) prowadzi do alternatywnego metabolizmu

fenyloalaniny, w wyniku ktorego powstaja toksyczne zwigzki takie jak,
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kwas fenylopirogronowy, kwas fenylooctowy. Nagromadzenie tych substancji
powoduje objawy choroby 1 prowadzi do zaburzenia neuroprzekaznictwa

1 rozwoju umystowego.

Objawy choroby

Objawy choroby wynikajace z niedoboru tyrozyny oraz nagromadzenia si¢
toksycznych zwigzkoéw alternatywnego metabolizmu fenyloalaniny dotycza
zaburzen neurologicznych takich jak: niepelnosprawnos¢ intelektualna,
opdznienie rozwoju motorycznego, napady padaczkowe, zaburzenia chodu
i postawy, hipotonia migSniowa, oraz ze strony ukladu pokarmowego.
Charakterystyczny ,mysi” zapach ciala 1 moczu powstaje w wyniku
nagromadzenia si¢ kwasu fenylopirogronowego i1 fenylooctowego. U kobiet
z fenyloketonurig, ktore nie przestrzegaja diety w cigzy, moze dojs¢

do uszkodzenia ptodu: matogtowia, wad serca 1 opoZnienia rozwoju.

Phe Tyr
g Hydroksylaza fenyloalaninowa

0,

PAH ‘

*  zmniejszenie syntezy b-dek NADH Q-BH2 H.O

*  mniejszenie syntezy neuroprzekoinikéw

*  2mniejszenie cktywnoodci enzyméw
glikolizy:heksokinazy | kinazy pirogronianowe

*  2mniejszenie metabolizmu energetycznege mézgu

*  2wigkszenie stresu oksydaocynego

*  uszkodzenie otoczek mielinowych

Ryc. 2. Molekularny mechanizm powstawania objawow w fenyloketonurii
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Alkaptonuria

Alkaptonuria (AKU) to rzadka choroba genetyczna spowodowana zaburzeniem
metabolizmu tyrozyny. Powstaje w wyniku mutacji w genie HGD,
zlokalizowanym na chromosomie 3, kodujacego enzym: oksydaze kwasu
homogentyzynowego (EC 1.13.11.5). Mutacje te prowadza do bloku
enzymatycznego 1 gromadzenia si¢ kwasu homogentyzynowego (HGA)

w organizmie. Choroba dziedziczona jest autosomalnie recesywnie.

Objawy choroby

Pierwszym  zauwazalnym symptomem jest ciemnienie = moczu
po pozostawieniu go na powietrzu. W dorostym wieku u chorych pojawia si¢
ochronoza niebieskawo-czarne przebarwienia tkanki lacznej, szczegolnie
w skorze 1 chrzastkach, a takze zmiany zwyrodnieniowe stawow, glownie duzych
1 kregostupa, prowadzace do bolu 1 ograniczenia ruchomosci. Moga wystapic
takze zwapnienia zastawek serca 1 tkanek miekkich oraz przebarwienia

twardowek oczu.

Tyrozynemia
Tyrozynemia to rzadka choroba metaboliczna dziedziczona autosomalnie
recesywnie, wynikajaca z zaburzen rozktadu aminokwasu tyrozyny. Wyrdznia si¢
trzy typy choroby:
* Typ I (watrobowo-nerkowy) najczestszy, zwigzany z brakiem hydroksylazy
fumaryloacetooctanowej (FAH)
* Typ II (oczno-skorny, zespol Richnera-Hanharta) deficyt aminotransferazy
tyrozynowej (TAT)
« Typ III bardzo rzadki spowodowany blokiem enzymatycznym
dioksygenazy kwasu 4hydroksyfenylopirogronowego (HPD)
Za tyrozynemig typu I odpowiadajag mutacje w genie FAH, kodujacym
hydrolazg fumaryloacetoocnatowa (FAH, EC 3.7.12), znajdujacym si¢
na 15 chromosomie. Typ II jest efektem wad w genie TAT, kodujagcym
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aminotransferaze (EC 2.6.1.5) (chromosom 16), natomiast typ III wynika z mutacji
w genie HPD, kodujacym dioksygenaze kwasu 4-hydroksyfenylopirogronowego
(EC1.13.11.27).

Objawy choroby

Typ I: gromadzenie toksycznych metabolitow powoduje uszkodzenia watroby
1 nerek. U niemowlat moga wystapi¢ wymioty, biegunki, zottaczka, powigkszenie
watroby, zaburzenia wzrostu 1 krzepnigcia. W podzniejszym okresie grozi
marskos$¢ i1 rak watrobowokomorkowy.

Typ II: ostre zmiany skorne (bolesne nadzerki na dioniach i stopach) oraz objawy
okulistyczne (fotofobia, zaczerwienienie 1 owrzodzenia rogowki), czesto
z uposledzeniem umystowym.

Typ III: zaburzenia neurologiczne, takie jak drgawki, ataksja 1 opdznienie

rozwoju intelektualnego.

Albinizm

Albinizm to genetyczne zaburzenie polegajace na catkowitym lub czgSciowym
braku melaniny, barwnika odpowiedzialnego za kolor skory, wtosow 1 teczowek.
Choroba jest dziedziczona autosomalnie recesywnie, najczesciej zwigzana
zmutacjami w genie kodujagcym enzym tyrozynaze (EC 1.14.18.1), kluczowy
w produkcji melaniny. W efekcie melanocyty wystgpuja, ale melanina nie jest
prawidlowo wytwarzana. Wyrdznia si¢ kilka typow albinizmu, réznigcych sie

stopniem 1 rodzajem niedoboru pigmentu.

Objawy choroby

Glowne symptomy dotyczg skory 1 oczu. Skora jest bardzo jasna, a brak
ochrony pigmentowej powoduje wysoka wrazliwos¢ na promieniowanie UV,
czeste oparzenia 1 zwigkszone ryzyko raka skory. W obrebie oczu obserwuje si¢
Swiatlowstret, oczoplas, zaburzenia ostro$ci widzenia 1 zmiany anatomiczne

siatkowki oraz nerwu wzrokowego.

94



Czes¢ praktyczna: Rozdziat 4

fenyloalanina

BH i hydroksylaza Phe

VW Fenyloketonuria
tyrozyna

BH " hydroksylaza Tyr

k.
dihydrofenyloalanina (DOPA)

Albinizm

melaniny

Ryc. 3. Uproszczony schemat metabolizmu fenyloalaniny z zaznaczonymi blokami
enzymatycznymi powodujgcymi fenyloketonurie i albinizm

Hemofilia

Hemofilia to dziedziczna choroba krwi z grupy osoczowych skaz krwotocznych,
spowodowana wrodzonym brakiem lub niedoborem czynnikdéw krzepnigcia.
Czynniki krzepnigcia to bialka (glownie enzymy) 1 inne substancje obecne
we krwi, ktore biorg udziat w kaskadzie krzepniecia, prowadzac do powstania
stabilnego skrzepu 1 zatrzymania krwawienia. Wigkszo$¢ z nich to nieaktywne
proenzymy produkowane w watrobie, ktore aktywuja si¢ kolejno jeden po drugim

w reakcji tancuchowe;.
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Ryc. 4. Schemat dziedziczenia hemofilii A — choroby sprz¢zonej z plcig. Rysunek
zmodyfikowany za https.//simple.wikipedia.org/wiki/Haemophilia

Mutacje w genach czynnika VIII (hemofilia A) i czynnika [X (hemofilia B)
powodujg brak odpowiednich czynnikow krzepnigcia i s3 chorobami sprz¢zonymi
z chromosomem X. Hemofilia C dziedziczona jest autosomalne recesywne 1 jest

zwigzana z mutacjg genu dla czynnika XI na chromosomie 4.
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skrzepu

Ryc. 5. Schemat przedstawiajqcy wzajemne relacje czynnikow w kaskadzie oraz powiazanie
niedoboru czynnikow krzepnigcia ze skazq krwotoczng
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Objawy choroby

U zdrowych osob uszkodzenie naczyn prowadzi do szybkiego tworzenia
skrzepu zapobiegajacego krwawieniu. U os6b z hemofiliag ten proces jest
zaburzony, co skutkuje wydluzonym krwawieniem — zarowno zewngtrznym,
jak 1 wewnetrznym. Hemofilia jest klinicznie niejednorodna 1 ma rdézny stopien
nasilenia, zalezny od stezenia czynnika krzepnigcia w osoczu: lagodna,
ze stezeniem od 6 do 30% normy; umiarkowana, ze stezeniem od 2 do 5% normy;
oraz ci¢zka, ze stezeniem ponizej 1% normy. Pacjenci z tagodng hemofilig zwykle
krwawig nadmiernie tylko po urazach lub operacjach, podczas gdy pacjenci
z cigzka hemofilig majg srednio 20-30 epizodow spontanicznego lub nadmiernego

krwawienia rocznie po niewielkich urazach, szczegolnie w stawach 1 migsniach.

Talasemia

Talasemia, zwana rowniez niedokrwistoscig Srédziemnomorska, to wrodzona
choroba krwi, polegajaca na zaburzonej syntezie hemoglobiny. Wystepuje glownie
w krajach regionu Morza Srédziemnego, Azji Potudniowo-Wschodniej, Afryki
1 Bliskiego Wschodu, a takze w innych czesciach swiata w wyniku migracji.
Choroba wynika z mutacji gendéw odpowiedzialnych za produkcje

tancuchow globiny: alfa lub beta. Dziedziczona jest autosomalnie recesywnie.

Objawy choroby

Nasilenie objawow zalezy od liczby mutacji w genach dla globin.
Do najczestszych objawdw naleza: przewlekta anemia, zmeczenie, bole migsni
1 konczyn, powigkszenie watroby, §ledziony oraz we¢ztow chtonnych. W cigzkich
postaciach moga wystepowac deformacje kosci, kamica nerkowa 1 zaleznos¢

od transfuzji krwi.

Galaktozemia

Galaktozemia to rzadka choroba metaboliczna ujawniajaca si¢ juz w okresie

noworodkowym. Choroba dziedziczona jest autosomalnie recesywnie. Najciezsza
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posta¢ galaktozemii wynika z mutacji w genie GALT (urydylilotransferaza
galaktozo-1-fosforanu EC 2.7.7.12) — zlokalizowanym na chromosomie 9,
kodujacym enzym niezbedny do dalszego metabolizmu galaktozy. Lzejsze formy
zwigzane sg z mutacjami w genach GALKI1 (galaktokinaza EC2.7.1.6), GALE
(epimeraza UDP-galaktoza/UDP-glukoza EC 5.1.3.2 ) lub GALM (mutarotaza

galaktozowa EC 5.1.3.3), ktore rowniez biorg udziat w przemianach galaktozy.

Objawy choroby
Pierwsze symptomy pojawiajg si¢ zwykle kilka dni po urodzeniu: wymioty,
biegunki, zottaczka, powigkszenie watroby, zaburzenia krzepnigcia. U dzieci

nieleczonych moze dojs¢ do uszkodzenia mozgu, zaCmy, a nawet $mierci.

Choroba Taya-Sachsa

Choroba Taya-Sachsa to rzadka, dziedziczna choroba neurodegeneracyjna
z grupy lizosomalnych chordb spichrzeniowych. Schorzenie jest wynikiem mutacji
w genie HEXA, odpowiedzialnym za synteze¢ enzymu beta-heksozaminidazy A
(EC 3.2.1.52), biorgcego udzial w rozktadzie gangliozydu GM2. W wyniku
niedoboru enzymu substancja ta gromadzi si¢ w neuronach, powodujac ich

uszkodzenie. Dziedziczenie ma charakter autosomalny recesywny.

Objawy choroby

Pierwsze symptomy pojawiaja si¢ zwykle migdzy 3 a 6 miesigcem zycia
1 obejmuja spowolnienie rozwoju ruchowego, ostabienie migsni, utrate wzroku
oraz nadmierng drazliwos¢. W miare postepu choroby dochodzi do drgawek,
trudnosci w przetykaniu 1 oddychaniu. W badaniu okulistycznym czesto stwierdza
si¢ charakterystyczny objaw ,,czerwonej wisienki” na siatkdwce. Rzadsza posta¢
choroby moze wujawnia¢ si¢ w wieku mlodzienczym lub dorostym,

z tagodniejszym przebiegiem.
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Glikogenozy

Glikogenozy, czyli choroby spichrzania glikogenu, to grupa dziedzicznych
zaburzeh metabolicznych, w ktdrych dochodzi do nieprawidlowego gromadzenia
glikogenu w komorkach. Przyczyna tych chorob sag mutacje w genach kodujacych
enzymy biorgce udziat w syntezie lub rozktadzie glikogenu, co prowadzi do jego
nadmiernego odktadania si¢ lub niemoznosci jego prawidtowego przetwarzania.
W zaleznosci od tego, ktory enzym jest uszkodzony, glikogen gromadzi si¢
gtobwnie w watrobie lub mig$niach, powodujac zaburzenia gospodarki
energetycznej organizmu.

» Glikogenoza typu I (choroba von Gierkego, GSD I)

Choroba dziedziczona jest autosomalnie recesywnie. Mutacja w genie
G6PC- kodujacym glukozo-6-fosfataze (EC 3.1.3.9), powoduje brak mozliwosci
przeksztatcenia glukozo-6-fosforanu w glukoze 1 eksportu jej z watroby do
komorek ciata w stanie glodu. Blok enzymatyczny prowadzi do cigzkich zaburzen

gospodarki weglowodanowej 1 lipidowe;.

Objawy choroby

Pojawiaja si¢ zwykle w niemowlectwie 1 dotycza zaburzeh gospodarki
weglowodanowej 1 lipidowej takich jak: kwasica mleczanowa, hiperurykemia,
hiperlipidemia. Dzieci czesto maja ,,okragla twarz”, niski wzrost, cienkie
konczyny i1 powigkszony brzuch — objaw wynikajacy z powigkszenia watroby
hepatomegalia. Nieleczona choroba prowadzi do cigzkiej hipoglikemii, kwasicy
1 powiktan wielonarzadowych.

» Choroba Pompego (Glikogenoza typu II, GSD II)

Choroba dziedziczona jest autosomalnie recesywnie. Spowodowana
mutacjami genu GAA, kodujacego kwasng a-glukozydaze (EC 3.2.1.20).

Enzym ten katalizuje rozktad glikogenu w lizosomach komorek tkanki
migsniowej. Skutkiem mutacji jest gromadzenie glikogenu wewnatrz lizosomow,

zwlaszcza w migsniach.

99



Objawy choroby

Objawy zaleza od wieku wystgpienia 1 obejmuja: ostabienie migs$ni
(hipotonia), kardiomiopatie, trudnosci w jedzeniu 1 oddychaniu. W postaci
niemowlecej bez leczenia rokowanie jest zte (zwykle zgon w 1. roku zycia).
Obecnie jednak zastosowanie enzymatycznej terapii zastepcze] — glukozydazy

alfa znacznie poprawia przezywalnos¢ 1 funkcjonowanie migsni.

Daltonizm

Daltonizm to zaburzenie widzenia barw, polegajace najczesciej na trudnosci
z rozréznianiem koloru czerwonego 1 zielonego. Najczesciej daltonizm jest
dziedziczny 1 wynika z mutacji genow odpowiedzialnych za barwniki wzrokowe
znajdujacych si¢ na chromosomie X. Z tego powodu mezczyzni chorujg znacznie
czgscie] niz kobiety. Mutacje te zaburzajg dziatanie czopkoéw siatkowki

odpowiadajacych za percepcje barw szczegdlnie czerwieni 1 zieleni.

Objawy choroby

Typowym objawem jest trudnos¢ w odroznianiu barw, najczesciej zielonej
od czerwonej. Osoby z lagodniejszymi postaciami moga nie by¢ swiadome
zaburzenia. W najciezsze] postaci (monochromatyzm) $wiat odbierany jest

w odcieniach szarosci.

Zespol kociego krzyku (Cri du Chat)

Zespot kociego krzyku (Cri du Chat) to rzadka choroba genetyczna, ktorej nazwa
pochodzi od charakterystycznego, wysokotonowego placzu niemowlat
przypominajacego miauczenie kota. Przyczyng choroby jest czeSciowa utrata
materialu genetycznego na krotkim ramieniu chromosomu 5 (delecja 5 p).
Wielkos¢ ubytku bywa zmienna, im wigkszy, tym powazniejsze objawy.
W regionie tym znajduja si¢ m.in. geny zwigzane z rozwojem mozgu 1 uktadu

nerwowego.
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Objawy choroby

Noworodki z zespolem wykazuja obnizone napiecie migsniowe, trudnosci
z karmieniem, niskg mas¢ urodzeniowq i problemy z oddychaniem. Typowy jest
wysoki, monotonny placz, ktory zmienia si¢ po kilku tygodniach. Smiertelno$é
jest wysoka, cho¢ cze$¢ pacjentdow dozywa dorostosci, charakteryzujac sig

gteboka niepelnosprawnoscig intelektualng 1 matoglowiem.

Zespol tlamliwego chromosomu X

Zespot tamliwego chromosomu X to najczgstsza genetyczna przyczyna
uposledzenia umystowego. Przyczyng choroby jest mutacja dynamiczna w genie
FMRI1, znajdujacym si¢ na dtugim ramieniu chromosomu X. Mutacja polega na
nadmiernym powieleniu sekwencji trojnukleotydowej CGG. Osoby zdrowe maja
do 54 powtdrzen, premutacja obejmuje zakres 55-200, a petlna mutacja
przekracza 200 powtorzen. Gen FMRI1 koduje biatko FMRP, wazne dla
funkcjonowania neuronow. Jego niedobdr powoduje objawy neurologiczne

1 poznawcze.

Objawy choroby

U chtopcow z pelng mutacjg obserwuje si¢ zwykle umiarkowang lub gleboka
niepelnosprawnos¢ intelektualng, op6znienie rozwoju mowy 1 ruchowego, cechy
autystyczne oraz charakterystyczne rysy twarzy (wydluzona twarz, duze uszy,
wystajaca zuchwa). Typowe s3 takze powickszone jadra, obnizone napigcie
mig$niowe 1 objawy neurologiczne, takie jak drzenie czy ataksja w starszym
wieku. U dziewczynek objawy sa zazwyczaj tagodniejsze, moze wystapic lekkie
uposledzenie umystowe, problemy z koordynacja, trudnosci jezykowe 1 zaburzenia

hormonalne prowadzace do nieptodnosci.

Aberracje chromosomowe liczbowe — aneuploidie

Aneuploidie powstaja gtdwnie w wyniku bledow podczas podziatow komorkowych,

przede wszystkim w mejozie. Najczestszym mechanizmem powstawania aneuploidii
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jest nondysjunkcja — proces polegajacy na nieprawidtlowym rozchodzeniu si¢

chromosomow lub chromatyd siostrzanych do komoérek potomnych.

Tabela 1. Choroby genetyczne powstajqce w wyniku mutacji wptywajgcych na liczbe

chromosomow

Nazwa choroby

Rodzaj aberracji

Najwazniejsze objawy

Rokowanie

Zespol Downa (trisomia 21)

+1 chromosom 21

ObniZone napigcie miesni,
charakterystyczna twarz, wady serca.
niepelnosprawnosé¢ intelektualna o
rdZnym stopniu

Stosunkowo dobre; wigkszosé
choryeh dozywa doroslosei

Zespol Edwardsa (trisomia 18)

+1 chromosom 18

Niska masa urodzeniowa, wady serca,
nerek, charakterystyczna pozycja dloni,
cigzka niepelnosprawnosé

Bardzo zle: wiekszoé¢ dzieci
umiera w 1. roku Zycia

Zespol Pataua (trisomia 13)

+1 chromosom 13

Ciezkie wady OUN, rozszczepy twarzy,
wady serca, polidaktylia

Bardzo zle: zgony zazwyczaj w
pierwszych miesigcach zycia

Zespdl Turnera (45,X)

monosonia
chromosomu X

Niski wzrost, nieprawidlowy rozwaj
Jjajnikéw, bezplodnosé. obrzeki
limfatyczne, wady serca

Dobre; prawidlowa inteligencja,
normalna dlugosé zycia przy
leczeniu, bezplodnosé

Zespol Klinefeltera (najczestszy-
47,XXY ponadto 48, XXXY; 49,

Zwielokrotnienie .

chromosomow X u

Wysoki wzrost, ginekomastia.
hipogonadyzm. nieplodnosé

Bardzo dobre: normalna dlugosé
zycia, bezplodnosc

XXXXY: mozaikowy 46,XY/47.XXY) meZczyzn
Trisomia F i i . : i
Zespol XXX (47,XXX) I ———— Czesto brak Dbjill\vow, mozliwe trudnosci D‘?b}'& plra‘mdlowa plodnosé u
4 w nauce, wysoki wzrost wiekszosel
kobiet
Trisomia Wysoki wzrost, czasem trudnosci w Diciied ivrmiona plodaatt
Zespol XYY (47.XYY) chromosomu Y u uczeniu sig, zwykle brak powaznych o
: s dlugosc zycia
mezezyzn objawow

Kiedy =zaburzenie nastagpi w [ podziale mejotycznym 1 nie dojdzie

do rozdzialu chromosoméw homologicznych:

* jedna gameta otrzymuje oba chromosomy homologiczne

* druga gameta nie dostaje zadnego

Jesli nieprawidlowosci nastapig w Il podziale mejotycznym — brak rozdziatu

chromatyd siostrzanych spowoduje zmieniong liczbe chromatyd siostrzanych

w gametach. W obu przypadkach po zaptodnieniu:

* powstaja trisomie (2 od jednego rodzica + 1 od drugiego)

* lub monosomie (brak chromosomu od jednego rodzica)
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hA i
1 i

Ryc. 6. Schemat przedstawiajqcy procesy nieprawidiowego rozchodzenia si¢ gamet podczas
podziatow mejotycznych — nondysjunkcji oraz ich nastepstwa w tworzeniu gamet. BioRender

— obraz zmodyfikowany

Diagnostyka chorob genetycznych opiera si¢ na potaczeniu badan
przesiewowych, testow molekularnych, cytogenetycznych i1 biochemicznych,
ktore pozwalaja wykrywac zarowno nieprawidlowosci w liczbie chromosomow,
jak 1 mutacje w obrebie pojedynczych gendw. W Polsce szczegdlng role petnig
badania przesiewowe noworodkéw, obejmujace kilkadziesigt chorob
metabolicznych oraz SMA, dzigki czemu mozliwe jest rozpoznanie wielu
zaburzen jeszcze przed pojawieniem si¢ objawow klinicznych. Istotne znaczenie
maj3 rowniez przesiewowe badania prenatalne, takie jak USG, czy nieinwazyjne
testy NIPT, ktore oceniajg ryzyko wystagpienia aneuploidii 1 innych wad
rozwojowych u plodu. Ostateczne potwierdzenie chordb genetycznych wymaga
jednak metod bardziej precyzyjnych, takich jak analiza kariotypu, badania
molekularne — PCR 1 techniki FISH wykorzystywane do oceny struktury

chromosomow. Uzupetieniem tych procedur s3 badania biochemiczne,

103



ktore okreslajg aktywnos¢ enzymow 1 stezenie metabolitow, co jest szczegodlnie
wazne w diagnostyce chordéb metabolicznych. Dzigki potaczeniu tych metod
mozliwe jest zarOwno wczesne wykrywanie nieprawidlowosci, jak 1 precyzyjne

ustalenie typu mutacji odpowiedzialnej za dang chorobe.

Tabela 2. Porownanie metod diagnostycznych wybranych chorob genetycznych

Choroba Materiat biologiczny Metody diagnostyczne
Zespot XYY (Jacobsa) Krew obwodowa (limfocyty)
Zespot Turnera Krew obwodowa (limfocyty)
Zespot Klinefeltera Krew obwodowa (limfocyty)
Trisomia chromosomu X (XXX) Krew obwodowa (limfocyty) Wykrywanie aberracji liczbowych i
Zespot Downa Krew obwodowa, kosmowka, amniocyty strukturalnych, ‘

; : skupia sig na analizie kariotypu lub
Zespot Edwardsa Krew obwodowa (limfocyty) technikach cytogenetycznych np.
Trisomia 16 Kosmowka, amniocyty FISH
Trisomia chromosomu 15 Krew obwodowa, kosmowka
Zespot Pataua Krew obwodowa (limfocyty)

Zespot kociego krzyku (Cri du Chat) Krew obwodowa (limfocyty)
Daltonizm Krew obwodowa Identyfikacja mutacji w
Choroba Huntingtona Krew obwodowa pojedynczych genach, identyfikacja
- konkretnych wariantow
Hemofilia Krew obwodowa pi
genetycznych z uzyciem metody
Albinizm Krew obwodowa PCR i sekwencjonowania
Galaktozemia Krew z piety, krew obwodowa Diagnostyka biochemiczna
Tyrozynemia Krew z piety, mocz aktywnosci enzymow i stgzenia
Alkaptonuria Mocz, krew obwodowa metaboliow {seceesoli s W
badaniach przesiewowych
Fenyloketonuria (PKU) Krew z piety noworodkow)

Techniki diagnostyczne w genetyce — wyjasnienie nazw

FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) — technika, w ktorej do chromosomow w komorkach
przytgcza sie fluorescencyjnie znakowane sondy DNA, specyficzne dla okreslonych fragmentow

genomu. Dzigki temu mozna szybko sprawdzi¢ obecnosc/nieobecnosé danego chromosomu, delecyi,
duplikacji czy translokacji.

PCR (Polymerase Chain Reaction — reakcja tancuchowa polimerazy) — stuzy do powielania
okreslonego fragmentu DNA w probowce. Uzyskane miliony kopii danego genu, stuzq do dalszej
analizy (np. mutacji).

Sekwencjonowanie DNA — polega na ustaleniu doktadnej sekwencji nukleotydow (4, T, G, C)
w badanym genie lub genomie. Pozwala wykrywac¢ mutacje punktowe, insercje, delecje.

Test enzymatyczny — badanie aktywnosci konkretnego enzymu w krwi, surowicy, fibroblastach lub
leukocytach.

Analiza kariotypu — polega na analizie zestawu chromosomow (liczby i struktury) w komorkach
pacjenta. Najczesciej wykonuje sie je na limfocytach krwi obwodowej, ktore sq stymulowane

do podziatu i zatrzymywane w metafazie. Chromosomy barwi a nastegpnie liczy i ocenia pod kqtem
aberracji.
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Rozdzial 5.
Pasozyty czlowieka — przystosowania, cykle rozwojowe

i diagnostyka

Cel ¢wiczen:
» Poznanie podstawowych rodzajow pasozytnictwa oraz najwazniejszych
grup pasozytow cztowieka
» Nauka rozpoznawania form inwazyjnych i diagnostycznych pasozytow
» Analiza cykli zyciowych pasozytow z wykorzystaniem schematoéw i rycin
» Zapoznanie z typowymi drogami zakazenia oraz wybranymi mechanizmami

patogenezy chorob pasozytniczych

Kryteria klasyfikacji pasozytnictwa
Pasozyty mozna klasyfikowa¢ na podstawie roéznych cech. Ponizej

przedstawiono najwazniejsze kryteria podziatu pasozytow.

1. Relacja przestrzenna pasozyt-zywiciel

* Pasozyty zewnetrzne (ektopasozyty) bytujg na powierzchni ciata zywiciela,
lub przebywaja w jamach komunikujacych si¢ ze sSrodowiskiem zewngtrznym
(np. jama ustna, jamy skrzelowe) np. wszy, pchty, pijawki, kleszcze

* Pasozyty wewnetrzne (endopasozyty) zyja wewnatrz organizmu zywiciela,
w jego narzadach lub tkankach, np. watrobie, krwi, migsniach
(np. Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis)

* Parazytoidy typowe dla niektorych owadoéw, np. muchdéwek sktadajacych
jaja w ciele larw innych owadow larwy parazytoidow rozwijajg si¢ w ich

wnetrzu, zywig si¢ tkankami gospodarza
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2. Stopien uzaleznienia od zywiciela

Pasozyty obligatoryjne (bezwzgledne) niezdolne do zycia poza
organizmem zywiciela. Muszg przebywa¢ w ciele gospodarza przez caly
cykl zycia. Przyklady: tasiemce (7aenia saginata), owsik ludzki
(Enterobius vermicularis)

Pasozyty fakultatywne (wzgledne) moga okresowo prowadzi¢ zycie
pasozytnicze, ale nie jest ono konieczne do ich przetrwania. Przyktady:

komary, kleszcze przebywaja na zywicielu jedynie w celu pobrania pokarmu

3. Czas trwania relacji pasozyt — zywiciel

Pasozyty stale pozostaja zwigzane z gospodarzem przez cate swoje zycie
(np. wszy, niektdre tasiemce)

Pasozyty czasowe kontakt z zywicielem nastepuje jedynie na czas pobierania
pokarmu (np. doroste komary, pijawki). Ich larwy moga prowadzi¢ zycie
wolnozyjace

Pasozyty okresowe pasozytniczy tryb zycia prowadza tylko w wybranych
etapach cyklu rozwojowego. Przyktadowo, niektore owady pasozytuja

wylacznie jako larwy, a doroste formy prowadza zycie wolne

4. Liczba gatunkow zywicieli

Monokseniczne pasozytujace wytacznie na jednym gatunku zywiciela.
Przyktad: owsik ludzki, wystepujacy tylko u czlowieka

Oligokseniczne moga zy¢ na kilku spokrewnionych gatunkach gospodarzy.
Przyklad: tasiemiec nieuzbrojony (7aenia saginata), ktérego postac¢ larwalna,
rozwija si¢ w organizmie bydta domowego (np. krowa), a ostatecznym
zywicielem jest cztowiek

Polikseniczne zdolne do bytowania na szerokim spektrum gatunkow.
Przyktad: pijawki, mogace zerowac na cztowieku, psie, ptakach

Pasozyty, w =zaleznosci od swojego cyklu zyciowego 1 wymagan

srodowiskowych, mogg zasiedla¢ bardzo r6zne miejsca w organizmie zywiciela.
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Miejsce to okresla si¢ mianem ontohabitatu. Ontohabitat to konkretne miejsce,
w ktorym pasozyt zyje.

Zasiedlenie organizmu przez pasozyta moze prowadzi¢ do rozwoju choroby,
okreslanej jako parazytoza. Dla jej wystgpienia konieczne jest wczesniejsze
wnikniecie pasozyta do organizmu, czyli tzw. inwazja pasozytnicza.
Do zakazenia dochodzi przez okreslone wrota zakazenia, takie jak jama ustna
(np. w wyniku spozycia skazonego pokarmu lub wody, tzw. droga per os), skora
(np. przez uktucie owada), a takze btony §luzowe. Zrédtami zakazenia moga byé
skazona woda, brudne rece, sier§¢ zwierzat, zanieczyszczona odziez lub posciel.

W wielu przypadkach istotng role w przenoszeniu pasozytow odgrywaja
wektory, czyli organizmy, ktore same nie wywotujg choroby, lecz posrednicza
w transmisji pasozyta. Najczesciej s to stawonogi (np. komary, muchy, kleszcze,
wszy, pchty). Niektore tylko mechanicznie przenosza pasozyta a inne sg tez
niezbednym elementem jego cyklu zyciowego. Aby pasozyt mogt skutecznie
zainfekowaé organizm gospodarza, musi wystgpowaé w odpowiedniej postaci,
zwanej forma inwazyjng. Moze nig by¢ np. trofozoit: aktywna, ruchliwa forma
zdolna do odzywiania si¢ 1 rozmnazania, lub cysta: forma przetrwalna, odporna
na dziatanie niekorzystnych czynnikow S$rodowiskowych, umozliwiajaca

przetrwanie poza organizmenm.
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Pasozytnicze protisty czlowieka

Rzesistek pochwowy (Trichomonas vaginalis)

Klasyfikacja Pierwotniaki (Protozoa)
Wystepowanie Kosmopolityczny
Ontohabitat U kobiet: pochwa, szyjka macicy, cewka moczowa; u mezczyzn: zotadz,

napletek, cewka, prostata, nasieniowody

Droga zakazenia

Kontakty seksualne; rzadziej posrednia (r¢czniki, posciel, narzedzia
ginekologiczne); mozliwa transmisja okotoporodowa

Przystosowanie
do pasozytnictwa

5 wici i blona falujaca; aksostyl; zdolnos$¢ adhezji do nabtonka

Forma inwazyjna Trofozoit
Forma diagnostyczna  Trofozoit
Choroba Rzgsistkowica

Material/Metodyka
diagnozy

Preparat bezposredni (wydzielina pochwy/cewki), hodowla, barwienie
Giemsy testy antygenowe, material: wydzielina z pochwowy lub cewki
moczowej

Trichomoniasis

(Trichomonas vaginalis)

A= Forma zakaima
A= Forma diagnostyczna

Trichomanas vaginalis

o Trofozoit w o Roannaia sig preez podiuzuy Trofozoit w pochwie

wydzichimie podzial binamy lub orworze cewki
pochwy i prostaty MOSTOWE)
0raz Mmoczi

Ryc. 1. Cykl zyciowy rzesistka pochwowego (Trichomonas vaginalis) https://pl.wikipedia.org/
wiki/Rz%C4%99sistek_pochwowy#/media/Plik:Trichomoniasis_01.png zmodyfikowana
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Ameba (Entamoeba histolytica)

Klasyfikacja Pierwotniaki (Protozoa)
Wystepowanie Kosmopolityczna, czestsza w krajach o niskiej higienie
Ontohabitat Jelito grube; postacie tkankowe w watrobie, ptucach, mozgu

Droga zakazenia

Droga pokarmowa (cysty w zywnosci, wodzie)

Rozmnazanie

Bezpiciowe (podziat komorki na trofozoity)

Przystosowanie
do pasozytnictwa

Tworzenie odpornych cyst,

Forma inwazyjna

Cysta

Forma diagnostyczna

Cysty i trofozoity w kale; trofozoity w ropniach

Choroba

Pelzakowica jelitowa i pozajelitowa

Material/Metodyka diagnozy

Badanie katu, testy antygenowe, PCR

Swidrowce (Trypanosomatidae)

Kategoria Informacje
Klasyfikacja Pierwotniaki (Protozoa)
Wystepowanie Afryka, Azja, Ameryka
Ontohabitat krew

Droga zakazenia

Wektor: mucha tse-tse

Rozmnazanie Bezpiciowe

Przystosowanie Kinetoplast, zmiennos$¢ antygenowa
Forma inwazyjna Trypomastigota

Forma aktywna Trypomastigota

Forma diagnostyczna Trypomastigota

Choroba

Spiaczka afrykanska (T, gambiense i T. rhodesiense), choroba
Chagasa (T cruzi), choroba surra (7. evansi)

Material/Metodyka diagnozy

Krew, ptyn mézgowo-rdzeniowy
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Tsetse (mucha tse-tse) gryzie

Eplmastigoty dociecajy do o czlowieka — stadium infekeyjne

gruczolow slinowych,
przekszialcajg sie w metacykliczne

trwogtisory /—5 - /%

e%

Procyklicame trypomastigoty

/\ Trypomastigoty

przemieszczaja sie we
krwi i chlonce

Nammnazanie si¢ trypomastigotrow we krwi,
chlonce 1 plynie mozgowo-rdzeniowym
Trypomastigoty dziela sie przez podhuzny
podzial we wszystkich plynach ustrojowych

opuszczaja jelito i przeksztalcaja sie
epimastigoty

Mucha tse-tse
pobiera zakazona

\
o~ %

Trypomastigoty trafiaja do jelita

S ot

srodkowego muchy 7 I o Trypomastigoty we krwi
W jelicie srodkowym przeksztalcajq sie

w procykliczne trypomastigoty i

namnazaja sig przez i Y.

A = Stadium infekcyine
A- Stadium diagnostyczne

Ryc. 2. Cykl zyciowy swidrowca gambijskiego (Trypanosoma gambiense)
https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Trypanosoma_African_life cycle CDC jpg
modyfikowane

L)
poo " Shnaon S
NN :‘... - Qe
Ryc. 3. Swidrowce (Trypanosomatidae) strzatkami oznaczono postacie trypomastigota obecne
w rozmazie krwi, obraz spod mikroskopu, powigkszenie 480 x
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Zarodzce (Plasmodium)

Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Plasmodium to rodzaj jednokomorkowych protistow. Sa to obligatoryjne

pasozyty wewnatrzkomorkowe, ktorych cykl zyciowy przebiega z udzialem

dwoch zywicieli: owada (samicy komara z rodzaju Anopheles) oraz kregowca,

w tym czlowieka. Pig¢ gatunkéw zarodzca powoduje rézne rodzaje malarii

(zimnicy), r6znigce si¢ przebiegiem oraz objawami.

Kategoria Informacje
Klasyfikacja Pierwotniaki (Protozoa)
Rodzaj: Plasmodium
Gatunki wywolujace Zarodziec sierpowy (Plasmodium falciparum)

malari¢ u czlowieka

Zarodziec ruchliwy (Plasmodium vivax)
Zarodziec pasmowy (Plasmodium malariae)
Zarodziec owalny (Plasmodium ovale)

Zarodziec malpi (Plasmodium knowlesi)

Wystepowanie wystepuje endemicznie w regionach tropikalnych
i subtropikalnych, glownie w Afryce Subsaharyjskiej
(90% przypadkéw), Azji Poludniowo-Wschodniej oraz
Ameryce Potudniowej i Srodkowej

Ontohabitat Hepatocyty, krew

Droga zakazenia

Komar z rodzaju: Anopheles

Rozmnazanie Bezplciowe, plciowe, z niektorych merozoitdw tworza si¢
gametocyty, a z nich gamety: meskie 1 zenskie
Przystosowanie Obecnos¢ apicoplastu i kompleksu apikalnego, zdolnosé

do unikania odpowiedzi immunologicznej

Forma inwazyjna

Sporozoit (dla czlowieka)

Forma diagnostyczna

Trofozoity, schizonty, gametocyty we krwi obwodowej

Choroba

P. falciparum — malaria tropikalna (ztosliwa)
P vivax — malaria trzydniowa

P ovale — malaria trzydniowa (tagodna)

P. malariae — malaria czterodniowa

P knowlesi — malaria odzwierzgca

Material/Metodyka diagnozy

Krew
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Ryc. 5. Zarodziec pasmowy (Plasmodium malariae), strzatkq oznaczono merozoit rozrywajgce

krwinke, obraz spod mikroskopu, powigkszenie 480 x
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Toxoplasma (Toxoplasma gondii)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Pierwotniaki (Protozoa)

Wystepowanie Kosmopolityczne

Ontohabitat Zywiciel ostateczny: kotowate (enterocyty jelita cienkiego).

Zywiciele posredni: cztowiek oraz inne ssaki/ptaki (migsnie,
mozg, siatkowka, tkanki narzadowe)

Droga zakazenia

Spozycie oocyst z zanieczyszczonej gleby/wody/warzyw;
spozycie cyst tkankowych w surowym lub niedogotowanym
migsie; transmisja przeztozyskowa; rzadziej transfuzje lub

transplantacje

Rozmnazanie Bezpiciowe (endodyogonia) w zywicielu posrednim; rozmnazanie
plciowe w enterocytach kotowatych

Przystosowanie Tworzenie przetrwalnych cyst tkankowych, modulacja

odpowiedzi immunologicznej gospodarz

Forma inwazyjna

Dla czlowieka: oocysta (zawierajaca sporozoity) lub cysta
tkankowa (bradyzoity)

Forma diagnostyczna

Tachyzoity (rzadko widoczne w tkankach), cysty tkankowe;
najczgsciej wykrywa sie jednak przeciwciata [gM/IgG lub DNA
pasozyta

Choroba Toksoplazmoza
Metodyka/Metodyka Krew (serologia, PCR), ptyn owodniowy (PCR), rzadziej tkanki
diagnozy z biopsji
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Toxoplasmosis

(Toxoplasma gondii )

J: DR

Oocysty kalowe
A @ . /

Zaréwno oocysty. jak i cysty tkankowe
przeksztalcaja sie w tachyzoity wkrotce po
spozyciu. Tachyzoity lokalizuja sie w tkance
nerwowej i miesniowej oraz rozwijaja si¢ w
cysty tkankowe z bradyzoitami. Jesli kobieta w
ciazy zostanie zakaZzona. tachyzoity moga
zainfekowaé plod przez krwiobieg.

A= Stadium infekcyjne
A: Stadium diagnostyczne

A(‘.ysty tkankowe

Surowica.
(PMR)

A Diagnostic Stage

1) Diagnostyka serologiczna

2) Bezposrednia identyfikacja pasozyta z krwi obwodowej.
phynu owodniowego lub w preparatach tkankowych.

Ryc. 6. Cykl zyciowy toksoplazmy (Toxoplasma gondii),
(https://en.wikipedia.org/wiki/Toxoplasma_gondii#/media/File:Toxoplasma _gondii Life cycl
e PHIL 3421 lores.png modyfikowana)
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Przywry (Trematoda)

Przywry to pasozyty z grupy ptazincow, ktore moga zakaza¢ ludzi 1 zwierzeta.
Charakteryzuja si¢ skomplikowanym cyklem rozwojowym z udzialem zywicieli
posrednich 1 ostatecznych. Zwykle bytuja w watrobie, jelitach lub naczyniach
krwiono$nych. Sg obojnakami i posiadaja przyssawki, dzieki ktorym przyczepiaja
si¢ do tkanek gospodarza.

Przyktady gatunkoéw przywr:

* Przywra watrobowa (Fasciola hepatica)

Zakazenie nastepuje po spozyciu skazonej wody lub roslin wodnych. Larwy
przemieszczaja si¢ do watroby, gdzie moga uszkadza¢ migzsz i drogi zotciowe,
prowadzac do zapalen, krwotokow, a nawet marskosci.

* Przywra krwi (Schistosoma haematobium)

Pasozyt bytuje w naczyniach krwionosnych cztowieka. Zakazenie mozliwe
gtownie w rejonach tropikalnych. Larwy przenikajg przez skore w czasie kontaktu
z woda.

* Przywra jelitowa (Fasciolopsis buski)

Wystepuje glownie w Azji Potudniowo-Wschodniej. Zakazenie nastepuje

droga pokarmowag. Pasozytuje w jelitach, osiggajac duze rozmiary.
* Przywra chinska (Clonorchis sinensis)

Zakazenie nastepuje przez spozycie niedogotowanych ryb stodkowodnych.

Pasozyt bytuje w przewodach zotciowych 1 moze prowadzi¢ do przewleklych

problemoéw trawiennych, a nawet raka watroby.
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Motylica watrobowa (Fasciola hepatica)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Plazince (Platyhelminthes)

Wystepowanie kosmopolityczne

Ontohabitat Zywiciel ostateczny: ssaki ro$linozerne (gtéwnie bydto, owce),

cztowiek — drogi z6tciowe, watroba.
Zywiciel posredni: §limaki wodne (gtéwnie Galba truncatula)

Droga zakazenia

Spozycie surowych roslin wodnych, wody skazonej metacerkariami

Rozmnazanie

Piciowe (obojnak)

Przystosowanie

Przyssawki (ggbowa i brzuszna) do przytwierdzania si¢ w drogach
z6tciowych, zdolnos¢ do penetracji tkanek watroby, odpornos¢ larw
na $rodowisko wodne, produkcja licznych jaj

Forma inwazyjna Metacerkaria
Forma diagnostyczna Jaja

Choroba Fascjoloza
Metodyka /Metodyka Kat, serologia
diagnozy

=
i

Jelito

e
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e . B
o SR ?l- /--// é
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Macica z jajami
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Ryc. 7. Motylica wgtrobowa (Fasciola hepatica) przekroj poprzeczny, obraz spod mikroskopu

powiekszenie 120 %
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Przywra krwi (Schistosoma haematobium)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Plazince (Platyhelminthes)

Wystepowanie Afryka oraz Bliski Wschod

Ontohabitat Zywiciel ostateczny (cztowiek): zyly miednicy matej, gléwnie splot

zylny pecherza moczowego.
Zywiciel poéredni: §limaki wodne z rodzaju Bulinus

Droga zakazenia

Aktywna penetracja skory przez cerkarie podczas kontaktu czlowieka
Z zanieczyszczong woda

Rozmnazanie Piciowe w naczyniach zylnych cztowieka — produkcja jaj wydalanych
Z moczem
Przystosowanie Rozdzielnopiciowo$¢ (samiec i samica), wydtuzony ksztatt

umozliwiajgcy pasozytowanie w naczyniach krwiono$nych, zdolnos¢
do unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza (maskowanie
antygenow), aktywna penetracja skory przez cerkarie

Forma inwazyjna

Cerkarie (wolno ptywajace larwy w wodzie)

Forma diagnostyczna

Jaja

Choroba Schistosomoza uktadu moczowego (bilharcjoza moczowa).
Dhugotrwate zakazenie moze prowadzi¢ do widknienia pgcherza,
kamicy, a w konsekwencji — do raka ptaskonablonkowego pecherza

Materialy/Metodyka Mocz (badanie osadu); w przewlektych infekcjach pomocne sg testy

diagnozy serologiczne, cystoskopia, USG pecherza
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o Wolno plywajace

cerkarie uwalniane s

wody%@\ e Cerkarie penetruja skore
czlowieka

W §limaku

rozwijaja sie - N b -
sporocysty (kolej e o Cerkarie traca ogon podczas
_ generacje) : i \ wnikania i przeksztalcaja sie w
— NN Ve ) schistosomule
‘ . e Kraza z krwia

Miracidia penetruja
tkanki $limaka Migracja do'kraZenia
= w.qducgo._ el o wrotnego w watrobie i

—\~ dojrzewanie do postaci
P o Jaja wydalane przez doroslyc
m zakazonego czlowieka ¢

WEE - d z kalem zmoczem
o.laja wylegaja sig\" :

uwalniaja miracidia

® Dorosle robaki (w parach) migruja do:
PN Zyly krezkowe jelita i odbytnicy
; (S. mansoni, 8. japonicum, §. mekong?)
@ Stadium infekeyjne Skiadaja jaja, ktdre trafiaja do watroby i sa wydalane z
kalem
5 Stadium diagnostyczne ¢ Splot ylny pecherza moczowego
(5. haemarobium) Jaja wydalane z moczem

Ryc. 8. Cykl zyciowy przywry krwi (Schistosoma haematobium)
https://www.cdc.gov/dpdx/schistosomiasis/index.html modyfikowana

Ryc. 9. Przywra krwi (Schistosoma haematobium)
a. przekroj poprzeczny. a. samiec, b. samica

-

e Obraz spod mikroskopu powigkszenie 480%. Samce

i samice tworzg trwate pary (w kopulacji) na cate

zycie, wyglgdajgc jak pojedynczy, cylindryczny robak.
Samiec: — plaszczone cialo tworzy c. kanat

\ ginekoforalny, rowek, w ktorym przebywa samica.

Samica-cylindryczne ciato, zyje zwinigta w kanale

samca.

118



Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Wiosoglowka ludzka (7richuris trichiura)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Nicienie (Nematoda)

Wystepowanie Strefa tropikalna i subtropikalna

Ontohabitat Jelito grube, gtdownie katnica i wyrostek robaczkowy

Droga zakazenia

Droga oralna — potknigcie inwazyjnych jaj obecnych w glebie,
na nieumytych warzywach lub rekach

Rozmnazanie

Piciowe

Przystosowanie

Przednia cze$¢ ciata umozliwia wnikniecie w blone §luzowa
jelita; zdolno$¢ do dlugiego przezywania jaj w Srodowisku

Forma inwazyjna Jajo
Forma diagnostyczna Jaja
Choroba Trichurioza
Metodyka/Metodyka Kat
diagnozy
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- 6 zarodki jajowe sa potykane

zaawansowane stadium

9 bmzdkoV

Au Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Larwy wylegaja
sig w jelicie
cienkim

W glebie jaja rozwijaja
ste w stadium 2-
komorkowe O . T
Niezaplodnione jaja sa wydalane
wraz z kalem
Dorosli formy w jelicie slepym

Ryc. 10. Cykl Zyciowy wlosogtowki ludzkiej
https:/ipl.wikipedia.org/wiki/Plik: Trichuriasis_lifecycle.jpg modyfikowana
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Owsik ludzki (Enterobius vermicularis)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Nicienie (Nematoda)

Wystepowanie Kosmopolityczny

Ontohabitat Czlowiek — jelito grube, glownie katnica, wyrostek robaczkowy oraz

okolice odbytu (gdzie samice sktadajg jaja)

Droga zakazenia

Droga oralna, rzadko inhalacyjna — potkniecie lub wdychanie jaj;
autoinwazja przez drapanie okolicy odbytu i przeniesienie jaj na rgkach

Rozmnazanie Piciowe — samice wedruja noca do okolicy odbytu, gdzie sktadaja
tysigce jaj

Przystosowanie Krotkie cykle zyciowe, duza liczba jaj, sktadanie jaj w okolicy
odbytu (fatwe rozprzestrzenianie), bardzo lekkie i lepkie jaja

Forma inwazyjna Jajo

Forma diagnostyczna Jaja

Choroba Owsica

Metodyka /Metodyka
diagnozy

Wymaz z okolicy odbytu (test tasmy celofanowej); rzadziej jaja lub
doroste osobniki widoczne na bieliznie lub skorze

Jaja z larwami polknigte
preez celowicka

Larwy wewnatrz jaj
dojrzewaja w ciggu

o Jaja na faldach

okoloodbytniczych

@\ Stadium infekeyjne
_d Stadium diagnostycene

Larwy wylegajq si¢ w
jelicie crenkim

—1

Zaplodnona samica migruje w
nocy do okolicy
okoloodbytnicze), aby zlozyé

Dorosle osobniki w Swietle
katnicy

Ryc. 11. Cykl rozwojowy owsika ludzkiego (Enterobius vermicularis)

https://www.cdc.gov/dpdx/enterobiasis/index.html!

121



Wilosien krety (Trichinella spiralis)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Nicienie (Nematoda)
Wystepowanie Kosmopolityczny
Ontohabitat Jelito cienkie — doroste osobniki

Migsénie poprzecznie prazkowane — larwy otorbione (L1)

Droga zakazenia

Spozycie surowego lub niedogotowanego zakazonego migsa (najczesciej
wieprzowiny lub migsa dzika) zawierajacego larwy w cystach

Rozmnazanie Piciowe w jelicie cienkim czlowieka

Przystosowanie Tworzenie odpornych cyst w migs$niach; zdolnos¢ larw do migracji
przez $ciang jelita i uktad krwionosny

Forma inwazyjna Larwa

Forma diagnostyczna Larwy

Choroba

Wilosnica (Trichinelloza)

Materialy/Metodyka
diagnoz

Krew (serologia), bioptat migsniowy; w kontroli weterynaryjnej
— probki migsa badane metodg trawienia
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Lm'aotm‘_bﬂmawmgéniu A' Stadivm infekeyine

. A= Stadium diagnostyezns
s
[

Ryc. 13. Cykl Zyciowy wilosnia kretego (Trichinella spiralis)
https://www.cdc.gov/dpdx/trichinellosis/index.html!

Ryc. 13.a. Wiosien krety (Trichinella spiralis) larwy w miesniach. Obraz spod mikroskopu
powigkszenie 480 x
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Glista ludzka (Ascaris lumbricoides hominis)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Nicienie (Nematoda)

Wystepowanie Kosmopolityczna

Ontohabitat Czlowiek — jelito cienkie (posta¢ dorosta).

Larwy migruja przez watrobeg, serce i pluca

Droga zakazenia

Droga pokarmowa — potknigcie jaj inwazyjnych obecnych
w glebie, wodzie lub na zanieczyszczonych warzywach

Rozmnazanie

Piciowe

Przystosowanie

Produkcja ogromne;j liczby jaj; gruba, odporna otoczka jaj
przetrwajaca w glebie; zdolno$¢ larw do migracji przez
tkanki gospodarza

Forma inwazyjna

Jajo

Forma diagnostyczna

Jaja w kale

Choroba

Glistnica (askarioza)

Materialy/Metodyka diagnozy

Kat (badanie koproskopowe)
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

A- stadium chorobotwircze
Polknigcie lrwy ), = stadium diagnostyczne

_ " Niezaplodrione jajo nie
jajo przejdzie rozwoju

Ryc. 14. Cykl Zyciowy glisty ludzkiej (Ascaris lumbricoides)
https:/ipl.wikipedia.org/wiki/Plik: Glista_ludzka.GIF

Ryc. 15. Glista ludzka (Ascaris lumbricoides hominis) przekroj poprzeczny. Widoczne
przekroje przez jajnik i macice oraz jelito. Obraz spod mikroskopu, powigkszenie 120 %
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Tasiemce (Cestoda)

Tasiemce (Cestoda) to pasozytnicze plazince, ktore w stadium dorostym bytuja
w jelicie cienkim kregowcow, w tym czlowieka. Tasiemczyce (teniozy) to choroby
pasozytnicze wywotywane przez rézne gatunki tasiemcow. Wyrdzniamy wiele
gatunkow tasiemcow, ktore roznig si¢ budowa, cyklem zyciowym 1 lokalizacja
W organizmie.

Rodzaje tasiemcow chorobotworczych dla cztowieka:

* Tasiemiec uzbrojony (7Zaenia solium) osiaga do 3 m dlugosci,
wyposazony w haczyki i przyssawki. Do zakazenia dochodzi po zjedzeniu
migsa wieprzowego zawierajacego larwy (wagry).

* Tasiemiec nieuzbrojony (7aenia saginata) wickszy (do 5 m), pozbawiony
haczykéw. Zarazenie nastgpuje po spozyciu niedogotowane] wotowiny
zawierajace] wagry. W Polsce odpowiada za wigkszos¢ przypadkow
tasiemczycy.

* Tasiemiec karlowaty (Hymenolepis nana) maly pasozyt (ok. 3—4,5 cm),
do organizmu trafia z zanieczyszczong zywnoscig lub przez brudne rece.

* Bruzdoglowiec szeroki (Diphyllobothrium latum) najwickszy tasiemiec
ludzkiego przewodu pokarmowego (nawet do 15 m). Zrédtem zakazenia sa
surowe lub niedogotowane ryby bedace zywicielami posrednimi tego
tasiemca.

* Bablowiec (Echinococcus) jego larwy wywotuja bablowice, ktora moze
przybiera¢ forme¢ jedno- lub wielokomorowg. Choroba rozwija si¢
najczescie] po spozyciu jaj pasozyta wydalanych przez psy lub lisy.
Zakazenie prowadzi do tworzenia torbieli w roéznych narzadach
np. w watrobie, ptucach.

Tasiemce s3 pasozytami wewng¢trznymi ich doroste formy bytuja w jelicie
cienkim a larwalne w réznych narzadach. Nie maja przewodu pokarmowego,
pobieraja substancje odzywcze catg powierzchnig ciata pokryta mikrokosmkami.

Ciato sktada si¢ z gtowki (scolex) z narzadami czepnymi, szyjki oraz cztonowego
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

tulowia (strobila) z dojrzatymi proglotydami zawierajacymi narzady rozrodcze.

Pasozyty te moga zy¢ w organizmie cztowieka nawet kilkadziesiat lat.

Ryc. 16. Czlon tasiemieca Taenia ssp., przekroj poprzeczny, powigkszenie 480x

S

G
L

\

Onkosfera

Ryc. 17. Jaja tasiemca. Taenia ssp., przekroj poprzeczny, powigkszenie 120 %
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Tasiemiec uzbrojony (7aenia solium)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Plazince (Platyhelminthes)

Wystepowanie Kosmopolityczne

Ontohabitat U czlowieka (zywiciel ostateczny): jelito cienkie — posta¢ dorosta.

W przypadku zjedzenia jaj tego gatunku, nie wagrow znajdujacych
si¢ w migsie, czlowiek staje si¢ zywicielem posrednim a larwy
osadzaja si¢ w tkankach takich jak: np. migsnie, mozg, oko, zamiast
rozwijac si¢ w dojrzatego pasozyta w jelicie.

U $wini (zywiciel posredni): mig$nie — larwy (cysticerci)

Droga zakazenia

Zjedzenie migsa wieprzowego zawierajagcego larwy (wagry)

Rozmnazanie

Piciowe (obojnaki)

Przystosowanie

Obecnosc skoleksa z podwojnym uzbrojeniem (haczyki +
przyssawki); zdolno$¢ produke;ji licznych proglotydow i jaj;
odpornos¢ jaj na warunki srodowiska; zdolnos¢ larw do penetracji
tkanek i otorbiania si¢

Forma inwazyjna

Dla tasiemczycy: larwa (wagier) w migsie $wini

Forma diagnostyczna

Tasiemczyca: jaja i proglotydy w kale

Choroba

Tasiemczyca (obecnos$¢ dorostego tasiemca).
Wagrzyca (Cysticercosis)

Materialy/Metodyka diagnozy Kat (koproskopia), proglotydy; krew (serologia)
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Taeniasis

Onkosfery wylegaja sig,
penetruja Sciang jelita i
przedostajg si¢ do migsni

2]

A Onkosfery rozwijajg sig w
cysticerki w migsniach
= Czlowiek zakaza sig przez spoiycie
= = surowego lub niedogotowanego zakaZzonego
= migsa

4]

T saginata  T. solium

atl\ltlﬁ prryczepia sie do jelita
cienkiego

Bydlo (T. saginata) oraz Swinie (I7 solium)
zakaZajy sig, spozywajge roslinnosé
skazong jajami lub proglotydami

macicznymi

!

T. saginata  T. solium

/
o Postacie dorosle w jelicie ™
cienkim

Az Stadium infekeyjne
A= Stadium disgnostyczne

Ryc. 18. Cykl Zyciowy tasiemca uzbrojonego (T. solium) i nieuzbrojonego (T. saginata)
https:/ipl.wikipedia.org/wiki/Tasiemiec nieuzbrojony#/media/Plik:Taenia_solium_Life cycle.t

if modyfikowany

Tasiemiec nieuzbrojony (7aenia saginata)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Plazince (Platyhelminthes)

Wystepowanie Kosmopolityczne

Ontohabitat Zywiciel ostateczny (cztowiek): jelito cienkie — forma dorosta.

Zywiciel poséredni (bydto): mig$nie — larwy (cysticerci)

Droga zakazenia

Spozycie surowej lub niedogotowanej wolowiny zawierajacej larwy
(wagry)

Rozmnazanie

Piciowe (obojnaki)

Przystosowanie

Silne przyssawki skoleksa (brak haczykéw —,nieuzbrojony”),
wydhuzone i splaszczone ciato utatwia absorpcje pokarmu, masowa
produkcja proglotydow

Forma inwazyjna Wagier
Forma diagnostyczna Jaja i proglotydy w kale
Choroba Tasiemczyca

Materialy/Metodyka
diagnozy

Probka katu (badania koproskopowe), proglotydy; mozna takze bada¢
mieso bydta (kontrola weterynaryjna)
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Tasiemiec bablowcowy (Echinococcus granulosus)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Plazince (Platyhelminthes)

Wystepowanie Kosmopolityczne

Ontohabitat Zywiciel ostateczny: pies i inne psowate — jelito cienkie (posta¢ dorosta).

Zywiciele posredni: owce, bydlo, $winie, — narzady wewnetrzne
(watroba, pluca) — torbiele bablowcowe.
Cztowiek jako zywiciel przypadkowy

Droga zakazenia

Potknigcie jaj znajdujacych si¢ w srodowisku skazonym katem psa
(gleba, siers¢, zywnos¢, woda)

Rozmnazanie

Piciowe

Przystosowanie

Tworzenie torbieli bablowcowych zawierajacych protoskoleksy,
dlugotrwale przezywanie jaj w srodowisku, zdolno$¢ larw do penetracji
tkanek i rozwoju w duza, wielokomorowg zmiang torbielowata

Forma inwazyjna

Jajo

Forma diagnostyczna

U cztowieka: torbiel bablowcowa widoczna w badaniach
obrazowych; protoskoleksy i elementy torbieli w materiale
biopsyjnym

Choroba Bablowica jednojamowa (echinokokoza typu cystowego)
Materialy/Metodyka Badania obrazowe (USG, CT, MRI), surowica (testy serologiczne),
diagnozy material operacyjny z torbieli

Ryc. 19. Przekroj przez cyste larwalng Echinococcus (torbiel bgblowcowg, inaczej cyste hydatidowg).
Obraz z pod mikroskopa powigkszenie 48 X. Torbiel larwalna (cysta bgblowcowa) — cata centralna

struktura, warstwa laminowana — zewnetrzna, gruba, rozowa warstwa sciany torbieli, warstwa

rozrodcza — cienka warstwa tuz pod warstwg laminowang, Torebki lggowe — wewnetrzne pofatdowane
struktury w swietle torbieli
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Czes¢ praktyczna: Rozdziat 5

Bruzdoglowiec szeroki (Diphyllobothrium latum)

Kategoria Informacje

Klasyfikacja Plazince (Platyhelminthes)

Wystepowanie Kosmopolityczne

Ontohabitat Zywiciel ostateczny (cztowiek, ssaki rybozerne): jelito

cienkie — posta¢ dorosta.
Zywiciele posredni: skorupiaki (Cyclops) — procerkoid.
ryby stodkowodne — plerocerkoid

Droga zakazenia Spozycie surowej lub niedogotowanej ryby zawierajacej
plerocerkoid
Przystosowanie Dhugos¢ ciata siegajaca nawet 10-15 m; bruzdy

przyssawkowe (botria) do przytwierdzania; produkcja
ogromnej liczby jaj; zlozony cykl z dwoma zywicielami

posrednimi
Forma inwazyjna Plerocerkoid
Forma aktywna Dorosty tasiemiec w jelicie cienkim cztowieka
Choroba Difylobotrioza
Rozmnazanie Piciowe
Forma diagnostyczna Jaja w kale; czasem proglotydy
Materialy/Metodyka diagnozy Kat (koproskopia, wykrycie jaj lub czlonéw tasiemca)
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Instrukcje ¢wiczen laboratoryjnych

Cwiczenie 1

@
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Cwiczenie 2




Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna

Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM Cwiczenie 1

podpis asystenta

Imie i nazwisko data

Nr albumu

CWICZENIE 1.
OBSERWACJE MIKROSKOPOWE

— MORFOLOGIA BAKTERII

Cel:

e Identyfikacja ksztattow komorek bakteryjnych i ich uktadow przestrzennych

e Nabycie umiejetnosci rozpoznawania bakterii na preparatach statych i przyzyciowych
mikroskopowych

e Potwierdzenie obecnosci zywych kolonii bakterii w jogurcie oraz w pobiotyku

Przygotowanie mikroskopu: sprawdzenie czystosci optyki, ustawienie o§wietlenia, rozpoczecie
obserwacji od malego powi¢kszenia.

1. Obserwacje morfologii przy uzyciu mikroskopu $wietlnego na preparatach barwionych

Kazda obserwacja powinna by¢ udokumentowana w formie rysunku biologicznego. Rysunek powinien
by¢ odpowiednio duzy, centralnie umieszczony i zachowaé rzeczywiste proporcje.
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Cwiczenie 1

Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna
Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM

NI 1. Nazwa gatunku. ......oovviiiiiitiit e eeeeee

Powigkszenie

134

Informacje dotyczgce
rozpoznanego ksztattu komorek
i ich utozenia

Informacje dotyczgce
rozpoznanego ksztattu komorek
i ich utozenia



Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna

Z . . 1
Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM Cwiczenie

NI 3. Nazwa atunKu. .....o.vvueiiiiiit e eeeeeees
Informacje dotyczgce
rozpoznanego ksztattu komorek
i ich utozenia
Powigkszenie:............
NI 4. Nazwa atunku. ......ooveiniiiiiteit i eeeees
Informacje dotyczgce
rozpoznanego ksztattu komorek
i ich utozenia
Powigkszenie:....................
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Ciczenie 1 Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna
g Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM

NI 5. Nazwa gatunku. ......vvviiiitit e eee e

Informacje dotyczgce
rozpoznanego ksztattu komorek
i ich utozenia

2. Analiza skladu bakterii w jogurcie i w probiotyku

2.1.Nanie$ krople roztworu jogurtu na szkietko podstawowe i przykryj szkietkiem nakrywkowym,
uwazajac, aby usung¢ powietrze z preparatu. Narysuj obserwowane ksztalty bakterii

Czy sq obecne zywe kultury
bakterii?

Jakie formy komorek mozna
zaobserwowac?

1le roznych form mozna
zaobserwowac?
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Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna

Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM Cwiczenie 1

2.2.Nanies$ krople roztworu probiotyku na szkietko podstawowe i przykryj szkietkiem
nakrywkowym, uwazajac, aby usungc powietrze z preparatu. Narysuj obserwowane
ksztalty bakterii

Czy sq obecne zywe kultury
bakterii?

Jakie formy komorek mozna
zaobserwowac?

1le roznych form mozna
zaobserwowac?
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Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna

Cwiczenie 2 Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM

podpis asystenta

Imie i nazwisko data

Nr albumu

CWICZENIE 2.
OBSERWACJE MIKROSKOPOWE
_ BUDOWA I FUNKCJE

TKANEK ZWIERZECYCH

Cel:

e Doskonalenie umiejgtnosci obserwacji przy uzyciu mikroskopu swietlnego
e Doskonalenie umiejgtnosci dokumentacji obrazu spod mikroskopu

e Opis i interpretacja obserwowanych struktur

e Powigzanie budowy komorek z funkcjami jakie pelni tkanka

Przygotowanie mikroskopu: sprawdzenie czystosci optyki, ustawienie o§wietlenia, rozpoczecie
obserwacji od malego powi¢kszenia.
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Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna

Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM Cwiczenie 2

1. Obserwacja i dokumentacja struktury podstawowych typow tkanek
1.1 Tkanka nabtonkowa: nalezy zwroci¢ uwage na liczbe warstw komorek, ksztalt komorek, ilo§¢

substancji miedzykomorkowej oraz wielkosc i ksztalt jadra komoérkowego. Zaznacz strzatka
i podpisz na rysunku cechy charakterystyczne dla obserwowanego preparatu

NaAZWaA. .o
Funkcja tkanki:..........cocevvveennnnen.
Cechy charakterystyczne..............
Powigkszenie:...........ooviiiiiiiii,
NaAZWaA. .o
Funkcja tkanki:..........cooevvveennnnn.
Cechy charakterystyczne..............
Powigkszenie:.........ccoovviiiiiii
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Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna

Cwiczenie 2 Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM

1.2 Tkanka faczna: nalezy zwroci¢ uwage na ksztalt i utozenie komorek, obecnosé, umiejscowienie,
wielkos¢, ksztatt i ilos¢ jader komorkowych, odstepy migdzy komoérkami wskazujace na ilos¢
istoty migdzykomorkowe;.
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Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna
Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM

Cwiczenie 2
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Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna

Cwiczenie 2 Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM

NaAZWaA. oo
Funkcja tkanki:........cccocovvveennnnnn..
Cechy charakterystyczne..............
Powigkszenie:.........ccoovviiiiiii
NaAZWa. .o
Funkcja tkanki:..........cocovvveennnen..
Cechy charakterystyczne..............
Powigkszenie:..........coovviiiiiiiii
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Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna
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1.3. Tkanka mig$niowa: nalezy zwroci¢ uwage na ksztatt komorek i1 utozenie komorek, umiejscowienie
1 liczbe jader komoérkowych, wystgpowanie prazkow.

NaAZWaA. .o
Funkcja tkanki:..........cocevvvrennnnen.
Cechy charakterystyczne..............
Powigkszenie:.........ccooeviiiiiiiii
NaAZWa. oo
Funkcja tkanki:.........ccccevvveeennnen..
Cechy charakterystyczne..............
Powigkszenie:.........ccooviiiiiiiii

143



Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna

Cwiczenie 2 Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM

144



Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna
Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM

Cwiczenie 2
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podpis asystenta

Imie i nazwisko data

Nr albumu

CWICZENIE 3.
OBSERWACJE MIKROSKOPOWE

— PODZIALY KOMORKOWE

Cel:

e Doskonalenie umiejgtnosci obserwacji przy uzyciu mikroskopu swietlnego

e Doskonalenie umiejgtnosci dokumentacji obrazu spod mikroskopu

e Rozpoznawanie charakterystycznych cech faz podzialu mitotycznego i mejotycznego
e Identyfikacja struktur odpowiedzialnych za gametogeneze

e Rozrdznianie stadiow rozwojowych komorek ptciowych

Przygotowanie mikroskopu: sprawdzenie czystosci optyki, ustawienie o§wietlenia, rozpoczecie
obserwacji od malego powi¢kszenia.
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1. Obserwacja i dokumentacja podzialu mitotycznego

Cwiczenie 3

Narysuj pojedyncza komorke z charakterystycznym utozeniem chromosomoéw i wpisz cechy
charakterystyczne, po ktéorych mozna rozpoznac tg faze

Profaza

Metafaza

Anafaza

Telofaza

Cechy
charakterystyczne

Cechy

charakterystyczne

Cechy

charakterystyczne

Cechy
charakterystyczne
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2. Obserwacja i dokumentacja podzialu mejotycznego

Narysuj pojedyncza komorke z charakterystycznym utozeniem chromosomoéw i wpisz cechy
charakterystyczne, po ktorych mozna rozpoznac tg faze.

Profaza | Metafaza | Anafaza [ Telofaza |
Cechy Cechy Cechy Cechy
charakterystyczne charakterystyczne charakterystyczne charakterystyczne

Profaza I1 Metafaza I1 Anafaza II Telofaza 11
Cechy Cechy Cechy Cechy
charakterystyczne charakterystyczne charakterystyczne charakterystyczne
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3. Budowa anatomiczna jadra i jajnika
3.1. Preparat histologiczny: jadro (przekrdj poprzeczny). Obserwacje nalezy rozpocza¢ od

powigkszenia 40x—60% i stopniowo przechodzi¢ do wigkszych powigkszen, identyfikujac
struktury od ogdInych do szczegétowych. Rysujac nalezy zachowac proporcije.

Powigkszenie 40x—60x

Oznaczenie:
zrazikowa budowa jadra
liczne kanaliki nasienne krgte

Powigkszenie 400x—480x

Oznaczenie:

spermatogonia (przy blonie
podstawne;j)

spermatocyty

spermatydy

plemniki w $wietle kanalika
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3.2. Preparat histologiczny: jajnik (przekr6j poprzeczny) Obserwacje nalezy rozpocza¢ od
powiekszenia 40x—60% i stopniowo przechodzi¢ do wigkszych powigkszen, identyfikujac
struktury od ogdlnych do szczegdtowych. Rysujac nalezy zachowac proporcje

Powigkszenie 40x—60x
Oznaczenie:

Liczne pgcherzyki jajnikowe w réznych stadiach

Powigkszenie 400x—480x
Oznaczenie:

szczegoty budowy pecherzyka:
oocyt

ostonka przejrzysta (zona pellucida)
komorki ziarniste

jama pecherzyka (antrum)

ciatko zotte (jesli obecne)
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podpis asystenta

Imig i nazwisko data

Nr albumu

CWICZENIE 4.
REAKCJE BARWNE W IDENTYFIKACJI

ZWIAZKOW ORGANICZNYCH

Cel:

e Poznanie chemicznych podstaw reakcji barwnych (ninhydrynowe;j, biuretowej, Molischa,
Trommera i Legala)

e Rozrdznianie zwigzkoéw organicznych (aminokwasy I- i [I-rzedowe, biatka, cukry redukujace
i nieredukujace, ketony, lipidy) na podstawie ich wlasciwosci chemicznych

e Uswiadomienie znaczenia diagnostycznego wykrywania biatka, cukrow i ciat ketonowych
(acetonu) w materiale biologicznym (moczu) w konteks$cie jednostek chorobowych
(np. cukrzyca, nefropatie)

1. Wykrywanie aminokwasow i bialek w materiale biologicznym

Reakcja ninhydrynowa

Ninhydryna jest zwigzkiem o wlasciwos$ciach silnie utleniajacych, prowokujacym reakcje
oksydacyjnej dekarboksylacji i dezaminacji aminokwasow. Produktami reakcji sa:
aldehyd krotszy o jeden atom wegla od aminokwasu podlegajacego przemianom, CO-,
NH3 oraz zredukowana forma ninhydryny (deoksyninhydryna). Wiekszo$¢ aminokwasow
w reakcji z ninhydryng tworzy produkty o barwie fioletowo-niebieskiej. Takie zabarwienie
swiadczy o obecnosci w strukturze aminokwasoéw I-rzgdowych grup aminowych.
Aminokwasy, ktore posiadajg Il-rzedowa grup¢ aminowa, np. prolina, podczas reakcji
zninhydryng tworza produkty o barwie zoltej. Hydroksyprolina tworzy kompleks
o barwie rézowej.
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0} 0]
H
H.N-CH-COOH + O —2> HN=C—COOH +
= ||a OH
R o) 0
aminokwas ninhydryna iminokwas ninhydryna
zredukowana

_0O
HNz(I:—COOH +HO —3> (l::H + NH, + CO,

R R

iminokwas aldehyd

o o o Q

H RS N
+2NH, + O | — C—N= ¥4

§ OH z =

o) o 0 o]
ninhydryna ninhydryna niebieskofioletowy produkt
zredukowana -

Powstajacy ostatecznie barwny produkt jest wynikiem reakcji nastepczej, w ktorej czasteczki
powstalej deoksyninhydryny tworza barwnik azowy z czasteczkami ninhydryny utlenionej,
zastosowanej w nadmiarze, oraz z uprzednio powstalym amoniakiem.

Przygotuj 6 probowek i postepuj zgodnie z ponizszg tabels:

odczynnik 1 ) 3 4 5
woda destylowana 0,5 ml - - - -
roztwor glicyny - 0,5 ml - - -
roztwor proliny — — 0,5 ml — —
roztwor albuminy — — — 0,5 ml —
badana probka moczu - - - - 0,5 ml
1% roztwor ninhydryny 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
w acetonie

probowki ogrzewaj w termobloku przez 5 minut

Po zakonczeniu ogrzewania, w przypadku pozytywnego wyniku proby, w probéwce pojawia
si¢ fioletowo-niebieskie zabarwienie.
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Obserwacje:

Whnioski:

Reakcja biuretowa

Biatka oraz peptydy zawierajace co najmniej dwa wigzania peptydowe tworzg w srodowisku
zasadowym z jonami Cu?"barwne zwigzki. W $rodowisku zasadowym nast¢puje tautomeryzacja
wigzania peptydowego z wytworzeniem formy enolowej zdolnej do dysocjacji. Jon Cu?* tworzy
wigzania z sgsiednimi grupami enolowymi, aponadto wigzania koordynacyjne z atomami azotu.
W wyniku tych reakcji powstaje kompleks o barwie fioletowej. Intensywnos¢ jego barwy jest
wprost proporcjonalna do liczby wigzan peptydowych. Zakres czuloici tej metody wynosi
od 10 mg biatka/ml badanej proby.
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Przygotuj 6 probowek i postepuj zgodnie z ponizsza tabela:

Kierunek: Analityka medyczna — Biologia medyczna
Katedra i Zaktad Biochemii i Farmakokinetyki WUM

}

Zwiazek kompleksowy o barwie
czerwonofioletowej lub niebieskofioletowe

HN-\{

odczynnik

1 2 3 4 5
woda destylowana 0,5 ml - - - -
roztwor glicyny — 0,5 ml — — —
roztwor proliny — — 0,5 ml — —
roztwor albuminy — — — 0,5 ml —
badana probka moczu - - - - 0,5 ml
odczynnik biuretowy 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

probowki pozostaw w temperaturze pokojowej na 30 minut

Po zakonczeniu ogrzewania, w przypadku pozytywnego wyniku proby, w probéwce pojawia

si¢ zabarwienie fioletowo-granatowe.

Obserwacje:
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Whnioski:

2. Wykrywanie cukrow materiale biologicznym

2.1. Reakcja Molisha

Reakcja Molicha to ogdlna reakcja pozwalajgca na wykrycie cukréw, zarowno wolnych jak
i zwigzanych. Ujemny wynik wyklucza obecno$¢ cukru, dodatni za$ nie zawsze jest
wystarczajacy do jego stwierdzenia, gdyz podobng reakcj¢ daja aldehydy, aceton iinne zwigzki.
Reakcja Molischa polega na kondensacji pochodnych furfuralowych (utworzonych przez
odwodnienie i cyklizacj¢ cukru w $rodowisku st¢zonego kwasu mineralnego) z a-naftolem,
co przejawia si¢ powstaniem czerwono-fioletowego zabarwienia, na granicy faz pojawia si¢
fioletowo-rozowy pierscien.

H;0"

\\__ A
- 3H;0 0
OH

[f

LN
-H*, -2¢°

wo_  J/ \\
N P
~o
5-(hydroksymetylo)-furfural

7

naftanol

barwny kompleks
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Przygotuj 5 probowek i postepuj zgodnie z ponizszg tabela:

odczynnik 1 2 3 4
woda destylowana 0,5 ml - - -
roztwor glukozy - 0,5 ml - -
roztwor skrobi - - 0,5 ml -
badana probka moczu - - - 0,5 ml
2% etanolowy roztwor a- 2 krople 2 krople 2 krople 2 krople
naftolu

ostroznie podwarstwic stezonym H2SO4, nie mieszac
Obserwacje:
Wnhnioski:
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2.2. Reakcja Trommera

Cwiczenie 4

Zwiazki zawierajace grupe aldehydowa redukuja Cu(OH), do ceglastoczerwonego Cu,O

(odcien zalezy od warunkow reakcji).

2Cu(OH)2 + R-CHO — Cu0| + R-COOH + 2H,0O

Jesli badana substancja nie zawiera grupy aldehydowej, badz wystgpuje w znikomym
stezeniu, wowczas zawarto$¢ probowki czernieje po dluzszym ogrzewaniu na skutek

termicznego rozktadu Cu(OH), do CuO (czarny osad). W przypadku pozytywnego wyniku
proby wytraca si¢ ceglastoczerwony osad CuO.

Przygotuj 5 probowek i postepuj zgodnie z ponizszg tabela:

odczynnik 1 ) 3 4
woda destylowana 0,5 ml - - -
roztwor glukozy - 0,5 ml - -
roztwor skrobi - - 0,5 ml -
badana probka moczu - - - 0,5 ml
2% roztwor wodny CUSO4 | 2 krople 2 krople 2 krople 2 krople

dodawaj kroplami 2 M roztwor NaOH do wytragcenia Cu(OH),

doprowadz zawarto$¢ probowki do wrzenia

Obserwacje
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Whnioski

3. Wykrywanie zwiazkow ketonowych

3.1. Reakcja Legala

Metyloketony (np. aceton) tworza charakterystyczne zabarwienie z nitroprusydkiem
sodowym (Na2[Fe(CN)5SNO]*2H>0).

Reakcja Legala, odznaczajaca si¢ duza czulo$cia, wykorzystywana jest m.in.
do wykrywania zwigzkow ketonowych w moczu, w przypadku cukrzycy.
W przypadku pozytywnego wyniku proby pojawia si¢ ciemnoczerwone zabarwienie.
Przygotuj 3 probowki i postgpuj zgodnie z ponizszg tabela:

odczynnik 1 2 3
woda destylowana 0,5 ml — —
aceton — 0,5 ml —
badana probka moczu - - 0,5 ml
nitroprusydek sodowy 2 krople 2 krople 2 krople

dodaj 5 kropli 2 M roztworu NaOH
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Obserwacje

Whnioski

4. Wykrywanie zwiazkow zapasowych w komorkach drozdzy

Barwienie glikogenu w komorkach drozdzy
Przygotuj zawiesing drozdzy w wodzie destylowane;j.
= rozprowadz niewielkg ilo$¢ roztworu badanych drozdzy w kropli
* plynu Lugola umieszczonej na srodku szkietka przedmiotowego

» przykryj preparat szkietkiem nakrywkowym i po 2-3 minutach obejrzyj
pod mikroskopem
Protoplazma komorki barwi si¢ na kolor jasnozotty,
glikogen — na kolor brunatny.
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Obserwacje: rysunek spod mikroskopu

Obserwacje

Whnioski
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Barwienie lipidow w komorkach drozdzy

= przygotuj na szkietku podstawowym rozmaz zawiesiny drozdzy i wysusz
go w powietrzu; * pokryj rozmaz 0,3% roztworem czerni Sudanu B
w 70% etanolu i pozostaw do wybarwienia przez 30 minut

= zlej barwnik i osusz preparat

= sphlucz szkietko 50% wodnym roztworem alkoholu etylowego

= przeptucz szkietko wodg, wysusz i obejrzyj pod mikroskopem

Granulki ttuszczu barwig si¢ na kolor niebiesko — szary
cytoplazma komorki na kolor blady jasnorézowy

Obserwacje: rysunek spod mikroskopu

Whnioski:
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podpis asystenta

Imie i nazwisko data

Nr albumu

CWICZENIE 5.
OBSERWACJE MIKROSKOPOWE

— WYBRANE PASOZYTY CZLOWIEKA

Cel:

e Doskonalenie umiejgtnosci obserwacji przy uzyciu mikroskopu swietlnego

e Doskonalenie umiejgtnosci dokumentacji obrazu spod mikroskopu

e Opis i interpretacja obserwowanych struktur

e Rozpoznawanie form inwazyjnych i diagnostycznych wybranych pasozytow cztowieka
e Utrwalenie wiadomosci o przystosowaniach do pasozytniczego trybu zycia

Przygotowanie mikroskopu: sprawdzenie czystosci optyki, ustawienie o§wietlenia, rozpoczecie
obserwacji od malego powi¢kszenia.
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1. Obserwacja i dokumentacja preparatow pasozytow nalezacych do pierwotniakow
(Protozoa)

Nazwa PasOZyta......oeiieieiiii i,
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2. Obserwacja i dokumentacja preparatow pasozytow nalezacych do plazincow

(Platyhelminthes)
Nazwa PasOZyta......oueiveieiiii i,
Obserwowana forma:.....................
Ontohabitat:............cooeiiiiiiiiinn,
Forma inwazyjna...........................
Forma diagnostyczna.......................
Czlowiek jest zywicielem:.................
Opis cech WidOCZNYCh W PIEPATACIE ........evvvrrerieerieiririiireerieesreesteesteesteeereersesessassasssesssesssessessseesseeseenes
Nazwa PasOZyta......oueiveieiiti i,
Obserwowana forma:.....................
Ontohabitat:............cooeviiiiiiiinn,
Forma inwazyjna...........................
Forma diagnostyczna.......................
Czlowiek jest zywicielem:.................
Opis cech WidOCZNYCh W PIEPATACIE ... ..c.uevvvrrerieerieirirtiereesieesreesteesteesteeereesseseseassasssssssesssessesesesssessseenes
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Nazwa PasOZyta......oeiveriiiiiii i,
Obserwowana forma:.....................
Ontohabitat:............cooeiiiiiiiinn,
Forma inwazyjna...........................
Forma diagnostyczna.......................
Czlowiek jest zywicielem:.................
Opis cech WidOCZNYCh W PIEPATACIE .....c..evuvrrerieeririiiriiireesieesseesteesteesteeereessesessassasssenssesssessesssessseesseenes

3. Obserwacja i dokumentacja preparatow pasozytow nalezacych do nicieni (Nematoda)

Nazwa PasOZyta......ooevvniiiiiiii e,
Obserwowana forma:.....................
Ontohabitat:............cooeviiiiiiiinn,
Forma inwazyjna...........................
Forma diagnostyczna.......................
Czlowiek jest zywicielem:.................
Opis cech WidOCZNYCh W PIEPATACIE ........evvvrrerieiririririiereesieesieesteesteesteeereessesessassasssenssesssessessseesseesseenes
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Nazwa PasOZyta......oeeveieiiiii e i,
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Nazwa PasOZyta......oeiveriiiiiii i,
Obserwowana forma:.....................
Ontohabitat:............cooeiiiiiiiinn,
Forma inwazyjna...........................
Forma diagnostyczna.......................
Czlowiek jest zywicielem:.................
Opis cech WidOCZNYCh W PIEPATACIE ... ..c..evvvrrerieirieiririiiseesieesreesteesteesteeereessesessassasssenssesssessessseesseesseenes
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Rozdzial 1.

Preparatyka histologiczna, barwienie i metody badania komorek

Cel ¢wiczen:
» Poznanie podstawowych metod preparatyki histologiczne;j
» Poznanie standardowych technik w badaniach biologii i biochemii komorek

» Utrwalenie wiadomosci o funkcjonowaniu i budowie komorek

Podstawowe pojecia

Fluorescencja: zjawisko fizyczne polegajace na tym, ze substancja pochtania
promieniowanie o okreslonej dilugosci fali (najczesciej Swiatto UV lub
niebieskie), a nastgpnie emituje Swiatto o dluzszej dlugosci fali (o mniejszej
energii), czgsto w zakresie Swiatta widzialnego

Barwnik fluorescencyjny: (fluorochrom, fluorofor) to zwigzek chemiczny, ktory
po wzbudzeniu $wiattem o okreslonej dlugosci fali ulega fluorescencji, emitujac
swiatto o dluzszej diugosci fali. Fluorochrom moze specyficznie wigzaé sie¢
z okres§lonymi czgsteczkami lub strukturami biologicznymi

Homogenizacja: proces rozdrabniania materialu, w wyniku ktorego powstaje
jednorodna mieszanina, tzw. homogenat

Liza: rozpad komorek pod wptywem czynnikéw uszkadzajacych Sciany 1 blony
komoérkowe, prowadzacy do $mierci komorki 1 uwolnienia jej zawartosci
Supernatant: warstwa roztworu znad osadu uzyskana po wirowaniu jednorodne;j
mieszaniny

Wirowanie réznicowe: metoda wirowania probek w coraz wigkszym przyspieszeniu,
najczescie) stosowana metoda rozdzielania homogenatu na frakcje, w ktorych

rozdziela si¢ poszczegdlne organelle na podstawie rdéznicy ich gestosci 1 rozmiardw.
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Preparatyka biologiczna stanowi kluczowy etap badan mikroskopowych,
poniewaz sposob przygotowania materialu biologicznego bezposrednio
warunkuje jakos¢, rozdzielczos¢ oraz interpretacj¢ uzyskanego obrazu.
Zastosowanie roéznych typow mikroskopow: Swietlnych, konfokalnych,
elektronowych transmisyjnych oraz skaningowych, wymaga odmiennych
procedur utrwalania, barwienia 1 obrobki preparatow, wynikajacych z rdéznic
w mechanizmie powstawania obrazu oraz rodzaju wykorzystywanego
promieniowania.

W mikroskopii swietlnej mozliwe jest stosowanie zarOwno preparatow
zywych, jak 1 utrwalonych, czesto barwionych klasycznymi barwnikami
histologicznymi. Z kolei mikroskopia elektronowa wymaga zaawansowanych,
wieloetapowych procedur preparatyki, obejmujagcych m.in. odwodnienie,
kontrastowanie metalami cigzkimi oraz prace w warunkach prozni, co wyklucza
obserwacje materialu zywego.

Podczas ¢wiczen z biologii medycznej wykorzystywane beda wylacznie
mikroskopy $wietlne, ale omawiane techniki preparatyczne oraz przedstawiane
ryciny roznych mikroskopéw 1 obrazy mikroskopowe, pozwola zobrazowac

roznice, a takze mozliwosci poszczegdlnych metod.
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Mikroskop $wietiny (optyczny)

Mikroskop kontrastowo-fazowy to odmiana
mikroskopu swietlnego, zaprojektowana do

<

obserwacji przezroczystych, niebarwionych I'/ \
obiektow biologicznych, takich jak zywe \ .|
komérki. \ !
N -h__//
( T
feazc]
> ==
2 prébka
3 kondensor
4 frédio iwiatta
Mikroskop konfokalny

otwir
® Lustro
- o . 4
—
Laser LI")
Mikroskop elektronowy
TEM - transmisyjny
I ] A Srddio elektrondw
v
8 g |
Kondensor
S

Prresiona kondensora

— - Probka
g8 ] Obiektyw
— — Prrestona obiektywu
———  E—
s v o Socrewki podrednie
[ & |
mc o Sccrend

Ekran fluorescencyjny

Czes¢ teoretyczna: Rozdziat 1

Zastosowanie:
Obserwacja komorek,
tkanek, mikroorganizmow
Diagnostyka

(np. histologia, cytologia)

Badania biologii komorki
1 molekularne;j
Obrazowanie struktur
wewnatrzkomorkowych
Analiza przestrzenna (3D)

tkanek

Ultrastruktura komorek
1 organelli
Wirusy, rybosomy, btony

biologiczne

Ryc. 1. Porownanie mechanizmu powstawania obrazu i zastosowania roznych typow
mikroskopow. Obraz z BioRender z modyfikacjami wiasnymi autora
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Tabela 1. Porownanie charakterystycznych wiasciwosci roznych typow mikroskopow

Swietlny Konfokalny Elektronowy
?rqdlo Swiatto widzialne Laser Elektrony
Swiatta
Rozdzielczos¢ | Niska Srednia—wysoka Bardzo wysoka
Preparaty Preparaty martwe
znakowane Odwodnione,
fluorochromami utrwalone,
Preparaty zywe lub Zwykle preparaty kontrastowane
utrwalone utrwalone, czasem | metalami ciezkimi
Preparat Czesto barwione! 2ywe komorki Wymagane
Proste, szybkie Bardziej ztozone srodowisko
przygotowanie, przygotowanie niz w | prozniowe
mikroskopie Bardzo czasochtonne
swietlnym przygotowanie
Obraz 3D Nie Tak ;59) (SEM — pozornie

Preparatyka histologiczna

Wykonanie preparatu jest podstawa badan histologicznych 1 cytologicznych.
Odpowiednie przygotowanie preparatu umozliwia obserwacje pod mikroskopem
bardzo matych i czesto przezroczystych struktur. Jest to proces etapowy 1 przed
umieszczeniem na szkielku mikroskopowym konieczne jest odpowiednie
pobranie materiatu 1 przygotowanie skrawkow.

W zaleznosci od rodzaju materiatu biologicznego oraz rodzaju planowane;j
obserwacji mozemy przygotowac¢ rozne typy preparatow. Rodzaje preparatow
mozemy podzieli¢ ze wzgledu na trwalos¢ (trwale 1 nietrwale), sposob
lub cel barwienia

skrawki mrozone)

(np.

(np. histochemiczne, fluorescencyjne).

przygotowania rozmazy,
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Pobranie materialu

Pobranie i przygotowanie

Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 1

» fragment tkanki,
rozmaz krwi, hodowla

materialu biologicznego

komorek

» zatrzymuje procesy
Utrwalanie zyciowe i rozktad,
Utrwalenie struktury komérek,
zapobieganie autolizie

chemiczne: formalina,
paraformaldehyd;

- fizyczne: wysoka
Barwienie

temperatura, mrozenie

Zwigkszenie kontrastu,
uwidocznienie struktur

»np. hematoksylina

—eozyna (H&E)
Zamkniecie »medium montazowe +
i mikroskopowanie .
Zamknigcie szkielkiem nakrywkowym szkietko nakrywkowe

i obserwacja pod mikroskopem

Ryc. 2. Ogolny schemat przygotowania preparatow mikroskopowych. W. Olejarz,
opracowanie wlasne z wykorzystaniem ChatGPT (OpenAl)

Wigkszos§¢ struktur biologicznych jest bezbarwna i1 trudno odroznic¢
poszczegbdlne elementy, dlatego dla ich uwidocznienia, rozrdéznienia organelli

komoérkowych oraz zwigkszenia kontrastu, stosuje si¢ rézne barwniki.

Tabela 2. Porownanie cech preparatow utrwalonych i przyzyciowych

‘ Cecha

Stan materialu

Preparaty utrwalone (trwale) Preparaty przyzyciowe (nietrwale)

komorki martwe komorki zywe

Utrwalanie tak (formalina, alkohol) nie
Przygotowanie utrwalanie — cigcie — barwienie $wiezy materiat w kropli wody
Trwalo$¢ dlugotrwale krotkotrwate
Barwienie czesto stosowane zwykle brak

Ruch komérek brak obecny

Co obserwujemy budowe komorek i tkanek procesy Zyciowe

Przyklady tkanki, narzady ameba, ruch rzgsek

Jezeli badania wymagaja precyzyjnego zlokalizowania konkretnych struktur

lub czasteczek 1 obserwowania ich w $wietle fluorescencyjnym (o wysokim
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kontrascie na czarnym tle) stosuje si¢ fluorochromy. Z wykorzystaniem barwnikow
fluorescencyjnych mozna zlokalizowa¢ konkretng czasteczke biatka, receptor,
antygen, $ledzi¢ procesy zachodzace w komorkach w czasie rzeczywistym
(np. ruch organelli) oraz wyrdzni¢ wiele struktur komorkowych.

Fluorescencja polega na zdolnosci niektorych czasteczek do pochtaniania
energii Swiatla o krotszej dtugosci fali (np. UV lub niebieskiego), a nastgpnie
emisji Swiatla o dluzszej dlugosci fali (np. zielonego, czerwonego).

Proces ten przebiega w trzech etapach:

1. Wzbudzenie — czasteczka barwnika pochtania §wiatlo wzbudzajace.
2. Krotki stan wzbudzony — energia zostaje czgSciowo rozproszona.

3. Emisja fluorescencji — barwnik emituje Swiatto o mniejszej energii, ktore

jest rejestrowane przez mikroskop fluorescencyjny.

Ryc. 3. Przyktadowe obrazy mikroskopii fluorescencyjnej przedstawiajgce barwienie jgder
komorkowych (DAPI), lipidow (Nile Red) oraz immunofluorescencje struktur
subkomorkowych. llustracje majq charakter schematyczny i nie przedstawiajq rzeczywistych

danych eksperymentalnych. Opracowanie wilasne W. Olejarz z wykorzystaniem narzedzia
ChatGPT (OpenAl)
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Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 1

Komorki w nekrozie Komérki w poznej

apoptozie

Jodek propidyny (P1)

Komarki we
wczesnej apoptozie
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Aneksyna V (FITC)

Ryc. 4. Przyktadowy diagram punktowy cytometrii przeptywowej przedstawiajgcy barwienie
komorek Aneksyng V (FITC) i jodkiem propidyny (PI). Opracowanie wtasne W. Olejarz
z wykorzystaniem narzedzia ChatGPT (OpenAl)

Tabela 3. Zestawienie wybranych fluorochromow

Kolor emitowanego

Fluorochrom Zastosowanie

Mechanizm / lokalizacja

sSwiatta
s ; ; Obrazowanie funkgcji . czerwony / [
. Akumuluje sie w mitochondriach . L. . zielony / [
MitoTracker Y ; mitochondriow, dynamika z
zaleznie od potencjatu btony pomaranczowy

organell (zaleznie od wersji)

Wiaze sie specyficznie do ATP-

komorkowego

ER-Tracker czutyoh kanatéw ER Obrazowanie sieci ER L zielony
czerwony/

Akumuluje sie w kwasnym - . ‘ gt S

LysoTracker , 2 E . Obrazowanie lizosomow zielony (najczesciej
srodowisku lizosomow

czerwony)

Integruje sie w btony aparatu Obrazowanie aparatu :

BODIPY Ceramide Golgiego Golgiego . zielony

Barwienie jader
Hoechst / DAPI Wiaza DNA komorkowych, analiza cyklu @ niebieski

Jodek propidyny
(P1)

Whika tylko do komérek z
uszkodzong btong

Obrazowanie martwych
komdrek

@ czerwony

175



Wykorzystanie barwnikow do wykrywania lipidow

Szczegdlne zastosowanie w badaniach metabolizmu lipidow, chordb metabolicznych
oraz identyfikacji tluszczy w mikrobiologii 1 botanice, majg barwniki o charakterze
niepolarnym tzn. lipidofilne.

Do barwienia lipidow stuza barwniki rozpuszczalne w lipidach, ktore
selektywnie gromadzg si¢ w strukturach bogatych w ttuszcze. Ich zastosowanie
umozliwia mikroskopowg obserwacje zgromadzonych lipidow w adipocytach,

watrobie lub tkankach roslinnych.

D EZTB CIIED TR (Nerd)
|
) &

999
Rozpuszczalny Rozpuszczalny Rozpuszczalny Rozpuszczalny Fluorescencyjny,
w ttuszczach w ttuszczach w ttuszczach w ttuszczach hydrofobowy
Kolor: czerwony Kolor: czerwony Kolor: czamy

Fluorescencyjny,

J & J Kolor: ierwony W §r’od::if£u@

Mikroskopia Mikroskopia Mikroskopia (% Mikroskopia Mikroskopia
Swietlna $wietlna Swietlna $wietlna fluorescencyjna

Ryc. 5. Wykorzystanie barwnikow do wykrywania lipidow. W. Olejarz, opracowanie wlasne
z wykorzystaniem ChatGPT (OpenAl)

Lipidofilne barwniki zabarwiajg krople thuszczu w komorkach na intensywnie
czerwono (Sudan III, IV) lub czarno (Sudan Black B).
Olejan O (Oil Red O) to barwnik czesto stosowany w histologii 1 badaniach
na liniach komorkowych do wykrywania lipidow w cytoplazmie. Nadaje lipidom,

szczegoOlnie triglicerydom, intensywnie czerwong barwe.

176



Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 1

Nile Red to fluorescencyjny barwnik, ktory wykazuje silng fluorescencje
w srodowisku hydrofobowym. Poniewaz intensywnos¢ fluorescencji jest
proporcjonalna do ilosci lipidow. Pozwala na analizg lipidéw metodami mikroskopii

fluorescencyjnej lub przeplywowej cytometrii.

Metody badania komoérek

Ocena liczby komorek

Hemocytometry to specjalistyczne szkietka mikroskopowe z wygrawerowang
siatkg, uzywane w laboratoriach do precyzyjnego liczenia komorek
w zawiesinie (np. krwi, bakterii, drozdzy) pod mikroskopem. Przyktadem jest

komora Biirkera.

. Komora Biirkera to szklana ptytka
. mikrometryczna z wglebieniem, na dnie
ktorego znajduje si¢ ryflowana siatka

o znanej geometrii 1 wymiarach. Siatke

tworza kwadraty o okreslonej powierzchni

1 glebokosci (zwykle 0,1 mm), co umozliwia
.y obliczenie liczby komorek w jednostce

. / / / objetosci.

Ryc. 6. Komora Biirkera

Liczba komorek w kwadracie X wspotczynnik rozcienczenia x odpowiedni
wspotczynnik przeliczeniowy (zalezny od wymiardéw kwadratu) =liczba komorek
w jednostce objetosci.

Hemocytometry wykorzystuje si¢ do oceny liczby komoérek w hodowlach
in vitro (np. linie komorkowe), liczenia krwinek (czerwonych, biatych,

ptytek krwi) w diagnostyce laboratoryjnej, badan hematologicznych

177



1 mikrobiologicznych. Probki naniesione na siatki zliczeniowe komory Biirkera
moga by¢ uzywane do dalszych eksperymentow, np. cytometrii przeptywowe;,

testow zywotnosci komorek, eksperymentow immunologicznych.

Ocena zywotnosci komorek — test MTT (tetrazolium,
bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo) -2,5-difenylotetrazolu, sol tetrazolowa)
Test MTT wykorzystuje zdolnos¢ zywych komorek do metabolizowania
barwnikow dzigki aktywnym mitochondriom. MTT jest zottym barwnikiem,
ktory wnika do wnetrza komorki 1 pod wptywem enzymow mitochondrialnych
— gldwnie dehydrogenaz — jest redukowany do nierozpuszczalnego, fioletowego
krysztatu formazanu. Krysztaly te nastgpnie rozpuszcza si¢ w odpowiednim
rozpuszczalniku (np. DMSO), a powstaly roztwdér mozna zmierzy¢
spektrofotometrycznie. Intensywnos$¢ fioletowego koloru jest proporcjonalna

do liczby zywych 1 metabolicznie aktywnych komorek.

@ Umieszczenie probek @ Dodanie MTT @ Inkubacja 3-4 godziny
na piytce

@ kolorymatryczna reakcja okreslajaca zywotnosé komorek @ Spektrofotometryczny
pomiar absorbancji

—_’ H b
mitochondrialna Ny
reduktaza

Formazan

Ryc. 7. Schemat wykonania testu MTT. Obraz z BioRender z modyfikacjami wlasnymi autora
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Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 1

Test MTT wykonuje si¢ w badaniach zywotnosci 1 proliferacji komorek,
najczesciej po zastosowaniu:
e leku,
* zwigzku chemicznego,
+ cekstraktu roslinnego,
* warunkoéw stresowych (np. niedotlenienie, promieniowanie).
Celem testu jest sprawdzenie:
* czy badana substancja jest toksyczna dla komorek,
» jak wplywa na aktywnos$¢ metaboliczng 1 przezywalnos$¢ komorek,
* czy komorki si¢ namnazaja, czy ich liczba spada.
Test MTT przeprowadza si¢ najczesciej na plytkach 96-dotkowych,
poniewaz:
» kazdy dotek zawiera oddzielng probke (np. inne stezenie zwigzku),
* umozliwia to porOwnanie wielu warunkéw jednoczesnie,

* atwo wykona¢ proby kontrolne (kontrola dodatnia 1 ujemna).
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Ryc. 8. Interpretacja testu MTT: a. zdjecie plytki; Zywe, metabolicznie aktywne komorki
redukujg zotty MTT do fioletowego formazanu-im wiecej zywych komorek, tym ciemniejszy
fioletowy kolor w dotku. Jasny kolor lub jego brak oznacza matg liczbe zywych komorek lub
ich obumarcie. b. schemat pokazujgcy sposob interpretacji testu: Fioletowy kolor — Zywe
komorki, [ocraid s ey L alar — martwe komorki,

— metabolicznie nieaktywne komorki

Ocena zywotnosci komorek — test LDH (dehydrogenazy mleczanowej)

Test LDH stuzy do oceny uszkodzenia komorek 11ch §mierci poprzez pomiar
aktywnosci enzymu — dehydrogenazy mleczanowej (LDH) uwalnianego
z cytoplazmy do podioza hodowlanego. LDH katalizuje reakcje przeksztalcania
mleczanu do pirogronianu z udzialem NAD®, tworzac NADH. Aby wykry¢
obecnos¢ LDH, stosuje si¢ dodatkowg reakcje barwng z tetrazolium, w ktorej
NADH redukuje tetrazolium do nierozpuszczalnego, kolorowego formazanu.

Intensywnos¢ barwy, mierzonej spektrofotometrycznie, jest proporcjonalna
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Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 1

do liczby martwych lub uszkodzonych komorek, co pozwala iloSciowo ocenic

cytotoksycznos¢ badanej substancii.

Mleczan

NAD*

Dehydrogenaza Redukcja soli

tetrazolowej

mleczanowa

Pirogronian NADH Sol tetrazolowa

Ryc. 9. Schemat reakcji wykorzystywanych do testu zywotnosci komorek LDH

Test LDH jest czesto stosowany rownolegle z testem MTT, aby uzyskac
peliejszy obraz stanu komorek.
Test LDH wykonuje sig, gdy celem jest ocena:
* uszkodzenia btony komdrkowe;]
* cytotoksycznos$ci badanej substancji
» stopnia $mierci komorek (martwica, p6zna apoptoza)
W tescie LDH nie bada si¢ bezposrednio komorek, lecz supernatant z dotkow
plytki. Formazan odpowiada za widoczny kolor (z6tty — pomaranczowy —
czerwony). Im wigcej martwych/uszkodzonych komoérek, tym wigcej LDH

w podlozu i kolor uzyskany w reakcji barwnej intensywniejszy.

Ocena zywotnosci komorek — barwienie bl¢kitem trypanu

Metoda ta opiera si¢ na wlasciwosci blony komorkowej jaka jest
polprzepuszczalno$¢. Trypan jest barwnikiem, ktéry nie przenika przez
nienaruszong btone komérkows. Zywe komorki pozostaja bezbarwne, natomiast

w martwych 1 w komorkach o uszkodzonej blonie komodrkowej nastepuje
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przechodzenie barwnika do wnetrza cytoplazmy. Takie komorki stajg sig
niebieskie. Liczenie komorek pod mikroskopem pozwala okreslic procent

komorek zywych 1 martwych w probce.

, trypanu

e QN r .
X Aekn

‘ 25 C
— —

] { | inkubacja |
'—-— zawiesina
\¥/ komérek

zywe komorki
N, (niezabarwione)

£

martwe lub
= uszkodzone
komarki
(zabarwione)

Hemocytometr

Ryc. 10. Schemat przedstawiajgcy etapy barwienia blekitem trypanu. Obraz z BioRender
z modyfikacjami wtasnymi autora

Analityczne metody rozdzialu struktur komorkowych

Wirowanie rdznicujgce nie jest samodzielna metoda diagnostyczng, lecz
kluczowym etapem przygotowania probki. Bez niego ogromna czes¢ badan
laboratoryjnych w ogole nie bytaby mozliwa np. rozdzielenie krwi na frakcje.
Po odwirowaniu krwi: osocze (z antykoagulantem) Ilub surowica
(bez antykoagulantu) oddzielajg si¢ od elementow morfotycznych (erytrocyty,
leukocyty, ptytki). Wirowanie stosuje si¢ takze do usunigcia resztek tkanek,
skrzepow, zanieczyszczen, tak aby analiza byla doktadna i1 powtarzalna.

W badaniach cytologicznych lub mikrobiologicznych, pozwala na zageszczenie
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Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 1

materiatu  badawczego 1 wigkszg efektywnos¢ badan biochemicznych.
Np. odseparowanie od reszty komorki frakcji mitochondriow, umozliwia
skuteczne badanie funkcji tych organelli m.in. aktywnosci enzymow, wydajnosci
tancucha oddechowego, bez niebezpieczenstwa, ze zbyt niewielkie st¢zenia

badanych substancji ulegng rozcienczeniu w catkowitej objetosci komorki.

Rozdrobnienie tkanki i Homogenizacja Wirowanie
zawieszenie w buforze @ @

1 e
l -
L ", 4
e = i .
L . T 3 W Cale
4 : e kombrki
| homogenizator rozdrobiona tkanka Wirdwka

® Wirowanie réznicowe
supernatantu

C g
m o2l g=600/10 g=15000/15' g= 100000 / 60° g= 300000 / 120’
i | Btona plazmatyczna ! Rybosomy
Jadra komérkowe ©___ Mitochondria Retikulum : Wirusy
“—Cytoszkielet Lizosomy " endoplazmatyczne "~ Makroczasteczki
Wirdwka Peroksysomy Frakcja mikrosomalna

Ryc. 11. Etapy frakcjonowania komorek za pomocg wirowania roznicujgcego. Obraz
z BioRender z modyfikacjami wtasnymi autora

W analityce medyczne; wirowanie roznicujagce wykonuje si¢ przede
wszystkim wtedy, gdy:
* badany material zawiera mieszaning struktur o rdéznej wielkosci 1 masie
(np. krew, homogenaty tkanek, hodowle komorkowe)
* konieczne jest oddzielenie komorek lub ich fragmentow od osocza lub
podioza
* planowana jest analiza enzymoéw, biatek lub organelli pochodzacych

z okreslonej frakcji komorkowe;j
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* material biologiczny musi zosta¢ oczyszczony przed dalszymi testami
diagnostycznymi (np. spektrofotometrycznymi, immunologicznymi,
molekularnymi)

Metoda ta pozwala na kontrolowany 1 etapowy rozdzial materiatu
biologicznego, co ma kluczowe znaczenie w diagnostyce laboratoryjnej,
poniewaz:

* umozliwia oddzielenie jader komoérkowych, mitochondriow, lizosomoéw
czy frakcji cytoplazmatyczne;j

* pozwala na analiz¢ aktywnosci enzymow specyficznych dla danej frakcji
komorkowej

« zwigksza doktadnos¢ 1 wiarygodnos¢ wynikéw badan, eliminujac
zaktocenia pochodzace z innych struktur komoérkowych

« jest niezbedna w przygotowaniu probek do badan biochemicznych,
immunologicznych 1 molekularnych w diagnostyce specjalistyczne;j
dotyczacej chordb mitochondrialnych, metabolicznych lub onkologicznych

oraz testowania chemioterapeutykow

Zaburzenia budowy i funkcji organelli komorkowych
— przyklady choréob

Postep w zakresie frakcjonowania komodrkowego, mikroskopii oraz metod
biologii molekularnej przyczynit si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow
chorob zwigzanych z dysfunkcja organelli, w szczeg6lnosci chordb
metabolicznych i1 neurodegeneracyjnych. Wiedza ta znajduje zastosowanie
w diagnostyce laboratoryjnej, gdzie oznaczanie aktywnoSci enzymow
lizosomalnych, ocena funkcji mitochondridow czy analiza szlakow faldowania
bialek w retikulum endoplazmatycznym stanowig podstaweg rozpoznania wielu
chorob dziedzicznych.

Organizm czlowieka to wysoce zorganizowany, hierarchiczny uklad,

w ktorym poszczegdlne organelle komorkowe pelnige wyspecjalizowane funkcje
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Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 1

niezbedne do utrzymania homeostazy komorkowej, zapewniajg prawidtowe

funkcjonowanie catego organizmu. Zaburzenia budowy lub funkcji tych struktur

prowadza do dysfunkcji podstawowych proceséw biologicznych, takich jak

produkcja energii, synteza i modyfikacja bialek, degradacja makroczasteczek

czy przekazywanie sygnalow. Konsekwencjg tych defektow sa liczne jednostki

chorobowe, w tym wiele chorob rzadkich, czesto o ciezkim 1 wielonarzadowym

przebiegu.

Tabela 4. Przykiady chorob powodowanych przez zaburzenia budowy i funkcji organelli

komorkowych

Organellum

Mitochondria
Lizosomy

Peroksysomy

Retikulum endoplazmatyczne

(RE)

Jadro komérkowe
Cytoszkielet
Rzeski (ciliopatie)

Blona komérkowa

Typ zaburzenia

Zaburzenia lafcucha
oddechowego, mutacje mtDNA

Niedobor enzymow
hydrolitycznych

Zaburzenia B-oksydacji VLCFA

Nieprawidlowe faldowanie bialek,

stres ER
Defekty laminy jadrowe;

Defekty bialek strukturalnych

Zaburzenia syenalizacji
komorkowej 1 ruchu rzesek

Przyktadowe choroby

Zespot Leigha, MELAS

Choroba Taya-Sachsa, Gauchera,
Pompego-choroby spichrzeniowe

Zespot Zellwegera,
Adrenoleukodystrofia

Mukowiscydoza (CFTR)

Progeria
Dystrofia Duchenne’a

Zespot Bardeta-Biedla

Defekty receptorow i transporterow Hipercholesterolemia rodzinna

Gtowne objawy

Ostabienie mieéni, encefalopatia,
drgawki, kwasica mleczanowa

Neurodegeneracja,
hepatosplenomegalia, opéznienie
r0ZWoju

Uszkodzenie OUN, slepota,
niewydolnos¢ watroby

Zaburzenia transportu jonow,
neurodegeneracja

Przedwezesne starzenie, miazdzyca
Postepujacy zanik mieéni
Otylos¢, wady nerek, polidaktylia

Miazdzyca, choroby serca
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Rozdzial 2.

Regulacja cyklu komorkowego

Cel ¢wiczen:
» Poznanie etapow cyklu komorkowego
» Zrozumienie mechanizmow koordynujacych i kontrolujgcych podziaty

komorkowe

Podstawowe pojecia:

Chromatyna to kompleks DNA 1 biatek histonowych, znajdujacy si¢ w jadrze
komoérkowym. Ta posta¢ materialu genetycznego dominuje podczas interfazy
(czyli poza podziatami komorkowymi). Moze by¢ w postaci rozluznionej,
okreslanej jako euchromatyna, ktéra jest aktywna transkrypcyjnie. Jesli
fragmenty chromatyny nie podlegaja transkrypcji, wowczas jest utozona ciasniej
1 okreslana jest jako heterochromatyna.

Chromosom to maksymalnie skondensowana forma chromatyny, widoczna
w mikroskopie $wietlnym podczas podzialu komorki, szczegdlnie widoczna
w metafazie. Do kondensacji chromatyny w posta¢ chromosomow dochodzi
w profazie mitozy 1 mejozy. W komorkach diploidalnych chromosomy wystepuja
w parach homologicznych.

Chromatydy siostrzane to dwie identyczne kopie czasteczki DNA powstate
w wyniku replikacji, potaczone w centromerze. Tworzg jeden chromosom
ztozony z dwdch chromatyd siostrzanych, zanim zostang rozdzielone do komorek
potomnych w mitozie lub mejozie II.

Chromosomy homologiczne to para chromosomédw, jeden pochodzacy od matki,

drugi od ojca, ktore majg takg samg dtugosc, utozenie centromeru 1 geny w tych
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samych loci (cho¢ mogg r6znic¢ si¢ allelami). W mejozie ulegajg parowaniu i moga
wymienia¢ fragmenty podczas crossing-over.

Replikacja to proces kopiowania DNA, zachodzacy przed podziatem komorki.
Umozliwia przekazanie identycznej informacji genetycznej komorkom potomnym.
Transkrypcja to proces przepisywania informacji genetycznej z DNA na mRNA.
Stanowi pierwszy etap ekspresji genu.

Geny supresorowe (geny supresorowe nowotworow) to geny kodujace biatka,
hamujace podzialy komoérkowe lub promujace apoptoze. Przyklad: Gen TP53
koduje biatko p53, ktore zatrzymuje cykl komoérkowy, a w przypadku uszkodzen
DNA 1 aktywuje apoptoze.

Protoonkogeny to geny kodujace biatka stymulujace podzial komorek
w warunkach fizjologicznych.

Onkogeny to zmutowane lub nadaktywne protoonkogeny, ktére prowadza
do niekontrolowanego wzrostu komorek 1 rozwoju nowotworow.

Inhibitory kinaz zaleznych od cyklin to biatka, ktore hamujg aktywnos¢
kompleksow CdK—cyklina, kontrolujac tempo cyklu komoérkowego (np. p21, p27).
Mitogen to czynnik (np. bialko lub inna czasteczka sygnatowa), ktéry pobudza
komorki do podziatu przez aktywacje szlakow sygnalizacyjnych prowadzacych
do przejscia komorki z fazy Gi do fazy S cyklu komorkowego.

Apoptoza to genetycznie zaprogramowany proces kontrolowanej S$mierci
komorki, ktory zachodzi bez indukowania stanu zapalnego. Umozliwia
organizmowi, w uporzadkowany 1 kontrolowany sposob, usuwanie uszkodzonych,
niepotrzebnych lub nieprawidtowych komorek. Apoptoza peini takze wazng
funkcje w procesach spermatogenezy i organogenezy, usuwajac nadmiarowa
liczbe komorek.

Nekroza (martwica) to proces patologiczny. Zachodzi pod wplywem zaréwno
czynnikow fizycznych (np. niska lub wysoka temperatura, promieniowanie UV,
urazy mechaniczne), chemicznych (np. niedotlenienie — hipoksja) jak 1 biologicznych

(np. toksyny bakteryjne). W jej przebiegu dochodzi do obrzeku, czyli zwigkszenia
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objetosci komorki, przerwania cigglosci blony komorkowej 1 uwolnienia jej

zawartosci do otoczenia. Miejscowo rozwija si¢ stan zapalny.

Nekroza: y . g

aktywowana uszkodzeniem | i —r - ) —_—
Proces nagly

niekontrolowany przebieg

Zdrowa komarka Obrzmienie komdrki i Pekniecie btony i wylanie
organelli zawartosci do otoczenia.
Powoduje reakcje zapalng i
uszkodzenie tkanek sasiednich

Apoptoza: ; :
aktywowana przez sygnaty II S of 10 —
wewnetrzne lub zewnetrzne ) \

Proces kontrolowany 4 O «
Wymaga ATP. ' =

Powstajg ciatka apoptotyczne
fagocytowane przez sgsiednie
komorki lub makrofagi
Brak stanu zapalnego.

Komadrka kurczy sie,

delrawskomorka chromatyna sie kondensuje

Ryc. 1. Porownanie procesow apoptozy i nekrozy. Obraz z BioRender z modyfikacjami
wiasnymi autora

Identyfikacja obu procesow opiera si¢ na analizie zmian w blonie
komorkowe;:
* Apoptoza: test z Aneksyng V (wykrywa fosfatydyloseryn¢ na powierzchni
komorki)
» Nekroza: testy z barwnikami nieprzenikajagcymi (jodek propidyny, blekit
trypanu) — barwig tylko komdrki z uszkodzong btong

Zmian w aktywnos$ci enzymow:

Apoptoza: aktywnosci kaspaz

Nekroza: aktywnosci LDH (dehydrogenazy mleczanowej) uwalniane;j
do otoczenia

Sposobu degradacji DNA:

Apoptoza: Regularna fragmentacja DNA

Nekroza: Chaotyczny rozpad DNA
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Zmian morfologicznych komorek:
* Apoptoza: Obkurczanie komorki 1 tworzenie ciatek apoptotycznych
(brak zapalenia)

* Nekroza: Pecznienie 1 pgkanie komorki (wywoluje stan zapalny)

Tabela 1. Porownanie cech charakterystycznych procesow: apoptozy i nekrozy

Apoptoza Nekroza

Cecha procesu

(Smierc¢ programowana) (Smier¢ patologiczna/pasywna)

Proces pasywny, gwaltowny,
wynikajacy z uszkodzenia czynnikami
zewngtrznymi.

Glowny mechanizm Proces aktywny., zalezny‘od ATP,
kontrolowany genetycznie.

Aktywacja kaspaz (szczegolnie ~ Uwalnianie enzymow

kaspazy-3. -8, -9). wewnatrzkomorkowych np. LDH, do
plynu pozakomorkowego.

Specyficzne markery

mnolekulsrne Ekspozycja fosfatydyloseryny na
zewnetrznej warstwie blony Uwalnianie bialek jadrowych (np.
(wigzanie Aneksyny V). HMGBI).
Spadek potencjalu

Pecznienie mitochondriow, gwaltowny

Stan mitochondriow transb!on.ow &Y spadek produkcji ATP, pekanie
uwalnianie cytochromu c do o
grzebieni.
cytoplazmy.

Przerwanie cigglosci blony
komoérkowej. Wyciek tresci
komorkowej - wywoluje stan zapalny.

Blona zachowana

Ciaglos¢ blon Brak stanu zapalnego.

Telomeraza to enzym, ktory odgrywa kluczowg role w utrzymaniu dlugosci
telomeroéw, wydtuza telomery, dodajac sekwencje DNA (TTAGGG)n na ich

koncach, co zapobiega skracaniu telomerdw i utracie informacji genetyczne;.

Etapy cyklu komdérkowego
Z punktu widzenia biologii organizmoéow, cykl komoérkowy jest fundamentem
zycia — umozliwia rozw0j] zarodka, odnowe tkanek, gojenie ran, a takze
zastgpowanie komorek zuzytych lub uszkodzonych.

Cykl komérkowy to sekwencja uporzadkowanych, $cisle kontrolowanych
biochemicznych 1 biofizycznych proceséw, ktore zachodza od momentu

powstania komorki az do podziatu na dwie komoérki potomne. To nie tylko
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mechanizm odmierzajacy czas podzialu komorki, ale kluczowy mechanizm
umozliwiajacy wzrost, rozwo0j, regeneracj¢ 1 rozmnazanie organizmow.
Wszystkie organizmy wielokomorkowe, w tym czlowiek, zawdzigczaja
prawidtowe funkcjonowanie tkanek 1 narzadow wiasnie precyzyjnej regulacji
cyklu komorkowego.

Kontrola cyklu komérkowego zachodzi na poziomie molekularnym i biorg
w nim udziat liczne bialka regulatorowe. Zdarzajace si¢ w tym procesie bledy
moga prowadzi¢ do powaznych konsekwencji, takich jak niekontrolowane
podzialy komorkowe, bedace podstawa rozwoju chordob nowotworowych.

Cykl komorkowy to proces wieloetapowy. Przed fizycznym podzialem
komorki nastgpuje wzrost jej rozmiardw, poprzez zwigkszong syntezg zwigzkow
chemicznych 1 podzial organelli komoérkowych. Nastepnym etapem jest
kopiowanie materialu genetycznego, po ktérym moze doj$s¢ do rdwnomiernej
dystrybucji w obrebie komorki macierzystej i wyodregbnienia si¢ jader potomnych
(kariokineza) oraz cytokinezy (cytokineza to fizyczny podziat cytoplazmy
komorki macierzystej na dwie komorki potomne; w komorkach zwierzecych
zachodzi poprzez zacie$nienie pierScienia aktynowo-miozynowego i powstanie
bruzdy podziatowej).

Komorki organizmow wielokomorkowych, zaleznie od ich funkcji
biologicznej, dzielg si¢ poprzez mitoze lub mejoze. Mitoza, w czasie ktorej
dochodzi do réwnego rozdzialu powielonego materialu genetycznego, umozliwia
wzrost 1 regeneracj¢ organizmu (oraz rozmnazanie bezplciowe organizmow
jednokomorkowych). Mejoza, w wyniku ktorej dochodzi do rekombinacji genow,
segregacji 1 redukcji chromosomoéw, stuzy do wytwarzania komorek rozrodczych
— gamet (plemnikow 1 komorek jajowych). Kluczowa roznica lezy w tym,
czy celem podziatu jest zachowanie liczby chromosomoéw, czy jej redukcja

o potowe.
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Tabela 2. Porownanie podziatu mitotycznego i mejotycznego

Cecha Mitoza Mejoza

Wzrost, naprawa, regeneracja,

Cel i) : rozmnazanie plciowe
rozmnazanie bezplciowe
Liczba podziatéow 1 2 (mejozalill)
Liczba komérek . P ;
: " 2 identyczne 4 roine genetycznie
potomnych
Eachowapie lictby Tak (2n = 2n) Nie (2n - 1n)

chromosoméw

Rekombinacja Nie Tak (crossing-over, segregacja
genetyczna alleli)

Zastosowanie Wszystkie komorki somatyczne Tylko komarki linii zarodkowej

Zycie pojedynczej komorki to cykl zmian zachodzacych od momentu jej
powstania az do podzialu na komorki potomne. Okres pomiedzy podziatami
okreslany jest jako interfaza i stanowi ok. 90% cyklu. Podczas interfazy komoérka
rosnie, syntetyzuje biatka tworzy organelle, przygotowujac si¢ do replikacji DNA
— faza G1. Pod koniec fazy G1 komorka, po uzyskaniu dojrzatosci fizjologiczne;j
1 anatomicznej, podejmuje decyzje o podziale, lub przestaje rosng¢ 1 wchodzi
w fazg GO. Faza GO nie prowadzi do podziatu, lecz specjalizacji w funkcji jaka
bedzie peli¢ komorka np. neurony, komorki miesni serca, fotoreceptory
siatkowki, erytrocyty.

W fazie S nastgpuje kopiowanie materiatu genetycznego i kazdy chromosom
uzyskuje 2 chromatydy siostrzane. Duplikuje si¢ takze centrosom, ktory bedzie
tworzyl wrzeciono podzialu. Po replikacji DNA, nastgpuje dalszy wzrost
komorki, synteza biatek, potrzebnych do podziatu oraz kontrola poprawnosci
replikacji — faza G2. Po okresie wzrostu i replikacji materialu genetycznego
komorka rozpoczyna podziat — faza M. W typowej komorce ludzkiej dzielacej sig

co 24 h faza S zajmuje 10—-12 godzin,aM <1 h.
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GO
S

INTERFAZA

Ryc. 2. Fazy cyklu komorkowego

Regulacja cyklu komorkowego

Analiza cyklu komorkowego wykazata nastepujace zasady.
« W prawidlowo funkcjonujacej komorce kolejne wydarzenia cyklu
komorkowego musza zachodzi¢ w odpowiedniej kolejnosci M —» G1
* Poszczego6lne wydarzenia nie moga si¢ powtarzaé, a kolejny etap moze
rozpoczac si¢ dopiero po ukonczeniu poprzedniego
* Kolejna faza cyklu moze rozpocza¢ si¢, kiedy w komodrce wystepuja
odpowiednie warunki: odpowiednia wielkos¢, procesy biochemiczne,
sygnaty pochodzace z komorek sasiednich
Pomiegdzy kluczowymi etapami cyklu komorkowego w komorkach wiaczane
sg mechanizmy kontroli poprawnosci poszczegolnych procesow. Okres pomiedzy
fazami cyklu, w ktorym nastepuje decyzja o wejsciu do nastepnego etapu to punkt

kontrolny cyklu, lub checkpoint.
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S Sygnaly od
e innych
komodrek

Ryc. 3. Elementy regulujgce procesy w czasie punktu kontrolnego

W czasie punktu kontrolnego, pod wptywem sygnatow z innych komorek,

nastepuje zmiana aktywnosci biatek enzymatycznych katalizujacych przenoszenie

1 przylaczanie grup fosforanowych z ATP na czgsteczke biatka docelowego

— kinaz. Kluczowym mechanizmem regulacji cyklu jest fosforylacja.

Punkt kontrolny G2
Sprawdzenie:

¥ Uszkodzenia DNA
¥ Kompletnosé replikacji

| Punkt kentrolny

M Sprawdzenie:

INTERFAZA

Wrzeciona podzialowego

¥ Przylaczenia chromosomow
w plytce metafazowej

GO

Punkt kontrolny G1
Sprawdzenie:
¥ Rozmiaru komaorki
¥ Skiadnikow odiywezych
¥ Czynnikdw werostu
¥ Uszkodzen DNA

Ryc. 4. Punkty kontrolne cyklu komorkowego

Pierwsza kontrola cyklu komodrkowego zachodzi w fazie Gl (punkt

kontrolny G1). W tym czasie nast¢puje przygotowanie materiatu genetycznego

do replikacji. W komorce zachodza procesy kontroli jakoSci informacji
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genetycznej, zasobnosci komorki oraz obecnosci sygnalow z innych komorek.
Jezeli wystepuja uszkodzenia DNA lub komodrka nie otrzymuje sygnatow
do przejscia dalej, nastgpuje zatrzymanie cyklu komorkowego 1 rozpoczecie
procesOw naprawczych. Innym mozliwym scenariuszem jest decyzja
o opuszczeniu cyklu komérkowego poprzez przejscie do fazy GO lub decyzja
o programowej smierci komodrki — apoptozie. Jezeli kontrola przebiega prawidlowo,
odpowiednie biatka identyfikuja miejsca rozpoczecia replikacji 1 komodrka
uzyskuje pozwolenie na replikacje materialu genetycznego — rozpoczyna si¢
faza S cyklu komorkowego.

Warunkiem prawidtowego podzialu komorki jest catkowite 1 bezbtedne
skopiowanie materialu genetycznego podczas fazy S. Dlatego przed podziatem
komorki, pod koniec fazy G2, nastepuje kontrola kompletnosci 1 poprawnosci
replikacji — okres§lana jako punkt kontrolny G2. Jezeli w tym czasie zostang
wykryte nieprawidlowosci komorka jest zatrzymana 1 nastgpuje proba
dokonczenia lub naprawy uszkodzonego DNA. W przypadku niepowodzenia
nastepuje wiaczenie procesu autodestrukcji komorki — apoptozy, aby uszkodzony
materiat genetyczny nie zostat przekazany komorkom potomnym.

W trzecim punkcie kontrolnym zachodzacym w fazie M — punkt kontrolny
wrzeciona podziatowego, komorka sprawdza czy chromatydy siostrzane zostaty
prawidlowo potaczone z mikrotubulami wrzeciona podzialowego 1 moga by¢

rowno rozdzielone do komoérek potomnych.

Molekularne mechanizmy regulujace zmiang¢ etapu w cyklu
zyciowym komorki

Mechanizmy, regulujace przejscia do poszczeg6dlnych faz cyklu komérkowego,
funkcjonujace w punktach kontrolnych obejmuja: regulacje aktywnosci
enzymOw: kinaz zaleznych od cyklin (CDK) oraz aktywnosci ich inhibitorow.

Za odkrycie kluczowych regulatoréw cyklu komorkowego — kinazy zaleznej
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od cykliny (CDK) oraz biatek kontrolujacych ich aktywnos$¢ — cyklin, w 2001
roku Leland H. Hartwell, Paul Nurse 1 Tim Hunt otrzymali Nagrod¢ Nobla.

Stezenie

S Gz M Faza cyklu

Ryc. 5. Zmiany stezenia cyklin podczas cyklu komorkowego. W badaniach prowadzonych

z wykorzystaniem roznych modeli organizmow wykazano, Ze podczas cyklu komorkowego
dochodzi do cyklicznych zmian stezenia okreslonych biatek regulatorowych, ktore nazwano
cyklinami

Odpowiednie stezenie konkretnej cykliny umozliwia tworzenie potaczen
z odpowiednimi cyklinozaleznymi kinazami (CDK). Utworzenie kompleksu
cyklina-kinaza warunkuje aktywnos$¢ kinazy 1 promuje zmiany w komorce
prowadzace do nastgpnego etapu cyklu komorkowego, poprzez fosforylacje
odpowiednich biatek.

Polaczenie czasteczki sygnatowej — mitogenu (np. czynnika wzrostu),
z odpowiednim receptorem na blonie komorkowej uruchamia szlaki
sygnalizacyjne w komodrce, umozliwiajace przejscie komorki z fazy G1 do fazy S.
Jest to punkt restrykcyjny cyklu, w ktorym kluczowa rolg¢ pelni biatko
supresorowe — Rb. Zlokalizowane w jadrze komorkowym bialko Rb
(retinoblastoma), jest waznym inhibitorem cyklu komorkowego. Poprzez

interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi, wigze si¢ ze specyficznymi
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sekwencjami DNA 1 dziata jak hamulec podziatow komorkowych, hamujac
transkrypcje genow fazy S. Fosforylacja biatka Rb przez aktywny kompleks
cyklinozaleznej kinazy z cykling D, powoduje zwolnienie hamowania
iumozliwia rozpoczecie transkrypcji cyklin i1 innych biatek niezbednych

w procesie replikacji DNA.

mitogen
1. Powstanie kompleksu CdK-cyklina D :
2. Aktywnosc kinazy
3. Fosforylacja biatka Rb = promocja
transkrypcji @,
4. Transkrypcja cykliny E, A oraz polimereazy
DNA

Ryc. 6. Molekularne mechanizmu regulacji cyklu komorkowego w fazie G1

Innym przyktadem wspotpracy cyklin 1 kinaz CDK jest kontrola wejscia
komoérki w faze M. Przez wigkszos¢ cyklu komoérkowego cyklina B pozostaje
w niskim stezeniu. [1o$¢ cykliny B zwigksza si¢ pod koniec fazy G2. Kumulacja
cykliny B w komorce sprzyja tworzeniu kompleksow z odpowiednia
cyklinozalezng kinaza. Obecno$¢ takich kompleksow rozpoczyna serig
kaskadowych proceséw prowadzacych do fosforylacji biatek laminy jadrowe;j
1 rozpadu otoczki jadrowej bezposrednio poprzedzajacej rozpoczecie

procesu mitozy.
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1.Tworzenie kompleksu
CdK- cyklina B
2. Fosforylacja biatek laminy

PLE At
% ’Q.

* *
Q‘..\

*
"aggus®

3. Rozpad otoczki jadrowej

mm = Bialka laminy

® Grupy fosforanowe

Ryc. 7. Molekularne mechanizmy regulacji cyklu komorkowego w fazie G2

Jesli w materiale genetycznym zostang wykryte nieprawidlowosci lub

uszkodzenia zostaje uruchomiony mechanizm prowadzacy do zatrzymania cyklu.

Kluczowg funkcje¢ woéwczas pelig biatka supresorowe, zwane straznikami

genomu (np. biatko p53). Aktywne p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym

inhibitora kompleksu CDK-cyklina E. Inaktywacja kompleksu powoduje

zatrzymanie komorki w punkcie kontrolnym G1 1 aktywacje naprawy DNA. Jesli

uszkodzenie DNA zostaje naprawione, p53 ulega degradacji, po czym cykl

komoérkowy zostaje wznowiony. Kiedy za$ uszkodzenia sg zbyt rozlegle p53

uruchamia program apoptozy, w ten sposob zapobiegajac nowotworzeniu.

Gen TP53 (kodujacy biatko p53) to gen supresorowy, ktorego funkcja

polega na:
« zatrzymaniu cyklu komorkowego
* umozliwieniu naprawy DNA
* indukcji apoptozy

» ochronie przed transformacjg nowotworowa
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Biologiczne granice cyklu komorkowego

Proliferacja komorek organizmow wielokomorkowych podlega $cistej kontroli,
ktora zapewnia prawidlowy rozwoj, homeostaze oraz ochrong¢ przed
nowotworzeniem. Jednak mozliwosci podziatlowe komorek s3a ograniczone
— zjawisko to zostalo po raz pierwszy opisane przez Leonarda Hayflicka. Leonard
Hayflick w latach 60-tych XX w. zaobserwowal, ze komorki somatyczne
(np. fibroblasty skory) hodowane in vitro mogg dzieli€ si¢ tylko okreslong liczbe
razy — przeci¢tnie okoto 40—60 podziatdw, zanim wejda w stan trwatej senescencji
komorkowej, czyli starzenia si¢ 1 zatrzymania cyklu komérkowego. Proces ten,
nie wynika z braku sktadnikow odzywczych ani warunkow srodowiskowych, ale
jest wpisany w mechanizmy molekularne komorki. Gléwnym czynnikiem
decydujagcym o tym limicie sg telomery — sekwencje DNA (u cztowieka
powtarzana sekwencja nukleotydow: TTAGGG), ktore znajdujg si¢ na koncach
chromosomow. Ich funkcja jest:

* ochrona materiatu genetycznego przed uszkodzeniem podczas replikacji,

» zapobieganie fuzjom miedzy chromosomami,

* zapewnienie stabilnosci genomu.

W zwigzku z organizacja DNA przy kazdym cyklu komoérkowym,

w procesie replikacji dochodzi do skracania si¢ sekwencji telomerow. Gdy
telomery osiagng krytycznie krotka dtugos¢, uruchamiane sg Sciezki odpowiedzi
na uszkodzenie DNA, prowadzace do senescencji komorkowej lub apoptozy.
Istniejg pewne typy komorek, ktore unikajg limitu Hayflicka, dzigki aktywnosci
enzymu telomerazy, ktory wydtuza telomery:

1. Komoérki nowotworowe — czesto wykazuja nadaktywnos¢ telomerazy,

co pozwala im dzieli¢ si¢ niemal nieograniczong liczbe razy.
2. Komorki rozrodcze — zachowujg dtugie telomery, rowniez dzigki

telomerazie.
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Ryc. 8. Schemat procesu skracania telomerow wraz z kolejnymi podziatami komorki. Obraz
z BioRender z modyfikacjami wtasnymi autora

Procesy wyznaczajace biologiczne granice podzialow komorek sa
zintegrowane z systemem regulacji cyklu komodrkowego, zapewniajac
zatrzymanie cyklu w odpowiednich punktach kontrolnych. Takie mechanizmy
stanowig ochron¢ przed niekontrolowang proliferacja 1 transformacja
nowotworowa. Tzw. limit Hayflicka, wyznacza maksymalng liczb¢ podziatow

komoérkowych, jakg moze przejs¢ komorka somatyczna.
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Rozdzial 3.

Etapy embriogenezy i determinacja plci

Cel ¢wiczen:
» Utrwalenie wiadomos$ci o mechanizmach oogenezy i spermatogenezy
» Zrozumienie w jaki sposob pierwsze podzialy zygoty, gastrulacja
1 organogeneza wplywaja na strukture 1 funkcjonowanie narzagdow
» Rozwijanie umiejetnosci integracji wiedzy z poziomu organizmu
z informacjami o mechanizmach komérkowych 1 molekularnych
» Poznanie gtownych etapow ksztattowania si¢ ptci cztowieka

» Identyfikacja zaburzen w embriogenezie oraz ich genetycznego podtoza

Podstawowe pojecia:

Lyonizacja: proces losowego wyciszenia jednego z dwoch chromosomow X
u samic (np. u ludzi — u kobiet), w czasie wczesnego rozwoju zarodkowego.
Dzigki temu komorki kobiet nie maja podwojnej ilosci gendw z chromosomu X.
Wyciszony chromosom zwany jest ciatkiem Baara

Cialko Barra: nieczynny chromosom X w komorce kobiety, widoczny pod
mikroskopem jako grudka przy btonie jadrowej. Kazda kobieta ma tylko jeden
aktywny chromosom X w komorce, drugi ,,wyciszony” to wiasnie ciatko Barra.
Zmiany epigenetyczne: trwate zmiany w aktywnosci genow, ktore nie zmieniajg
sekwencji DNA, ale wptywaja na to, czy dany gen bedzie ulegal transkrypcji
(wlaczony) czy nie (wylaczony). Np. poprzez przylaczanie grup metylowych
do DNA).

Imprinting rodzicielski (pietno genomowe): Zjawisko, w ktorym tylko jeden

allel genu jest aktywny, a drugi — pochodzacy od drugiego rodzica — jest wyciszony
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epigenetycznie. Wazne w niektorych chorobach (np. zesp6t Angelmana, zespot
Pradera-Williego).

Bruzdkowanie: pierwsze podzialy komdrkowego zarodka po zaptodnieniu
— zygota dzieli si¢ na coraz mniejsze komorki, bez wzrostu catej struktury.
Blastulacja: tworzenie blastocysty (blastuli) — zarodek przyjmuje postac
pecherzyka z jama 1 weztem zarodkowym, ktory da poczatek organizmowi.
Gastrulacja: proces powstawania trzech listkow zarodkowych: ektodermy,
mezodermy i endodermy — to z nich powstang wszystkie tkanki 1 narzady.
Neurulacja: proces tworzenia cewy nerwowej z ektodermy — z ktorej powstanie
mozg 1 rdzen kregowy.

Organogeneza: okres formowania si¢ narzagdow — listki zarodkowe r6znicujg si¢
w konkretne struktury organizmu, np. serce, nerki, jelita.

Wspotczesna embriologia analizuje procesy zwigzane z powstawaniem
komorek rozrodczych, ze wzrostem 1 roznicowaniem organizmu a takze
zagadnieniami regeneracji, czyli tworzeniem na nowo tkanek 1 organow, ktore
ulegly zniszczeniu lub uszkodzeniu w dojrzalym organizmie, z komorek
zachowujagcych przez cale zycie charakter embrionalny. Wiedza z zakresu
embriogenezy pozwala zrozumie¢ mechanizmy determinujace rozwoj komorek
plciowych (gametogeneza), mechanizmy zaptodnienia, a takze pierwsze podzialy
mitotyczne (bruzdkowanie), gastrulacj¢ oraz procesy organogenezy. Te wczesne
etapy zycia sg kluczowe dla powstania wtasciwej struktury 1 funkcji narzadow,
a ich zaburzenia stanowig podstawe¢ wielu patologii wrodzonych, ktére mogg by¢
wykrywane juz na etapie prenatalnym. Diagnostyka laboratoryjna wykorzystuje
te wiedze w kilku kluczowych obszarach:

« Diagnostyka nieplodnosci — poprzez badanie jakosci plemnikow, oceny
rezerwy jajnikowej czy testow owulacyjnych, opartych na hormonalne;

regulacji gametogenezy.
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« Diagnostyka genetyczna — dzigki znajomosci genow regulujacych rozwoj
1 przebieg procesow metabolicznych, mozliwe jest wykrywanie mutacji
1 zespotow genetycznych

* Diagnostyka prenatalna

Gametogeneza

Gametogeneza to proces powstawania oraz rozwoju specjalnej populacji
komorek, ktore nazywa si¢ gametami. Gamety powstaja na drodze podzialu

mejotycznego. Proces gametogenezy przebiega odmiennie u me¢zczyzn 1 u kobiet.

Tabela 1. Porownanie oogenezy i spermatogenezy

Spermatogeneza

Czas rozpoczecia W zyciu plodowym W okresie dojrzewania

Czas trwania Rozciagnieta w czasie (do zaplodnienia) Ciggla, szybka (64-74 dni)

Liczba komoérek 1 oogonium: 1 komdrka jajowa + 3 polocyty 1 spermatogonium : 4 plemniki

Przerwy w mejozie Tak, dluga retencja w profazie I 1 metafazie I1 Brak — mejoza przeblega ciagle
Regulacja hormonalna Zlozona, cykliczna (FSH, LH, estrogeny, progesteron) Rytmiczna, zaleina od testosteronu i FSH

U kobiet proces oogenezy rozpoczyna si¢ w okresie plodowym.
W 3—4 tygodniu zycia zarodkowego migruja pierwotne komorki ptciowe do listw
plciowych zlokalizowanych w tylnej Scianie jamy brzusznej zarodka 1 tam
roznicujg si¢ w oogonia (2n). Oogonia wielokrotnie dzielg si¢ mitotycznie a okoto
12 tygodnia zycia plodowego cze$s¢ z nich rozpoczyna pierwszy podziat

mejotyczny (mejoze 1), osiggajac stadium oocytu I-rzedu. Podziat ten zatrzymuje
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si¢ w profazie I w diplotenie. W czasie tej pauzy pomiedzy podziatami dochodzi
do wzrostu oocytu I rzgdu 1 procesu witellogenezy (z tac. Vitellus — ,,z6ttko” oraz
génesis — ,powstawanie”’) gromadzenia materialu zapasowego — zoOttka.
Prekursorem biatek zottka jest witelogenina, glikofosfoproteina syntetyzowana
w watrobie matki pod wpltywem estrogenow. Procesowi witellogenezy
towarzyszy reorganizacja organelli w obrebie oocytu, zwigkszenie ilosci
retikulum endoplazmatycznego 1 mitochondriow, rozwoéj aparatu Golgiego oraz
tworzenie ziaren korowych. Jest to wazny etap oogenezy, poniewaz warunkuje
pozniejsza zdolnos¢ oocytow do zaplodnienia i1 rozwdj zarodka. U cztowieka
proces ten jest ograniczony, poniewaz powstajace tozysko przejmuje gldwna
funkcje odzywcza dla rozwijajacego si¢ zarodka.

Oocyty I-rzedu otaczane sg komorkami ziarnistymi, tworzac pecherzyki
pierwotne — ich liczba ustala si¢ do konca zycia ptodowego (ok. 1-2 mlin),
ale tylko ~400 dojrzewa do postaci oocytu II-rzedu 1 moze zosta¢ zapltodniona.
Po osiaggnieciu przez kobietg dojrzatosci ptciowej, w odpowiedzi na hormon LH
(lutropina lub hormon luteinizujacy), pojedynczy oocyt I konczy mejoze I. W ten
sposob powstaje oocyt II-rzedu 1 pierwsze ciatko kierunkowe (polocyt). Polocyty
obumierajg 1 sg usuwane. Jesli nie zostang one wlasciwie usuniete, to w komorce
mogg zachowac¢ si¢ dodatkowe chromosomy. W takim przypadku po zaptodnieniu
komorki jajowej z dodatkowymi chromosomami, powstaje trisomia. II podziat
mejotyczny zostaje zatrzymany w metafazie a konczy si¢ dopiero w przypadku
zaptodnienia — wtedy powstaje komorka jajowa 1 drugie ciatko kierunkowe.
W okresie dojrzatosci plciowej w klinicznym zmianom zachodzacym w jajnikach
towarzyszag zmiany zachodzace w macicy. Cykl miesigczkowy jest
kontrolowany przez ztozong o$ hormonalng: podwzgdrze — przysadka — jajniki.
Biorag w niej udziat hormony, wydzielane przez r6zne struktury i kazdy pehni

okreslong funkcje w regulacji procesOw zachodzacych w macicy 1 jajnikach.
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajqcy etapy oogenezy potgczone z etapami podziatu mejotycznego.
Obraz BioRender — modyfikacja autora

Tabela 2. Funkcja hormonow cyklu miesigczkowego

Miejsce produkcji Funkcja

Gonadoliberyna GnRH Podwzgorze Stymulacja przysadki do produkeji FSH 1 LH
Hormon folikulotropowy Przysadka Stymulacja dojrzewania pgcherzykow Graafa i pobudzanie
FSH komorek ziarnistych do syntezy estrogenu
Hormon luteinizujacy LH Przysadka Wywoluje owulacjg
Estrogen Dojrzewajacy pecherzyk Stymulacja rozrostu endometrium
Wzrost stezenia LH
Progesteron Cialko zolte Utrzymanie zmian w endometrium
Hamowanie cyklu miesiaczkowego

U mezczyzn powstawanie komorek rozrodczych rozpoczyna si¢ w okresie
dojrzewania, a cykle spermatogenezy powtarzaja si¢ powodujac, ze liczba
plemnikow jest niemal nieograniczona. Podzialy mitotyczne 1 mejotyczne

podczas ksztalttowania si¢ meskich komorek rozrodczych okresla sie jako
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spermatocytogeneza. Roznicowanie si¢, powstalych po II podziale mejotyczny
spermatyd w plemniki okresla si¢ jako spermiogeneza. W procesie
spermiogenezy powstaje akrosom, nastepuje kondensacja jadra komorkowego,
tworzenie charakterystycznych elementow takich jak: szyjka wstawka 1 witka,
oraz pozbycie si¢ wiekszosci cytoplazmy. Dojrzale plemniki przesuwane

sg kanaliki najadrzy, gdzie uzyskuja petng ruchliwosc.

Tabela 3. Funkcja hormonow w procesie spermatogenezy

Hormon Miejsce produkeji Funkcja
Podwzgorze GUa L L s
GnRH Pobudza przysadke do wydzielania FSH i LH
FSH Brgyendion (prtsind piat) Stymuluje komorki Sertoliego
Przysadka £y . s
LH Pobudza komorki Leydiga do produkcji testosteronu
Sestontidn Komorki Leydiga (jadra) Niezbgdny do spermatogenezy i cech plciowych
lukibina B Komorki Sertoliego Hamuje wydzielanie FSH

Etapy rozwoju zarodkowego

zaplodnienie — bruzdkowanie — blastulacja — gastrulacja — neurulacja
— organogeneza

Zaptodnienie, czyli fuzja meskiej 1 zenskiej komorki generatywnej zachodzi
w jajowodzie. Plemniki po dostaniu si¢ do drog rodnych kobiety, aby potaczy¢
si¢ z komoérka jajowa, musza przejs¢ proces kapacytacji — uzdatnienia.
Zachodzace w tym czasie procesy biochemiczne maja na celu zwigkszenie
ruchliwos$ci plemnika oraz ptynnosci i przepuszczalnosci jego blony komorkowe;.
Zmiany te s3 niezbedne, aby mogta zaj$¢ reakcja akrosomowa.

Fuzja komoérek zachodzi etapami. Pierwsza faza to penetracja wienca

promienistego przez plemnik. Proces ten zwigzany jest z chemotaksjg a waznym
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atraktantem jest progesteron. Nast¢pna faza to penetracja oslonki przejrzyste;,
ktora zachodzi dzigki reakcji akrosomowej. Dopiero fuzja blony
cytoplazmatycznej plemnika 1 komorki jajowej rozpoczyna polaczenie obu
komoérek. Koncowym etapem jest reakcja korowa, polegajaca na uwolnieniu
z ziaren korowych enzymoéw powodujacych zmiany w blonie komorki jajowe;.
W ten sposob nastepuje ochrona przed polispermig (wniknigciu wigcej niz
jednego plemnika). Wnikajacy plemnik stymuluje w oocycie wiele zmian.
Nastepuje dokonczenie drugiego podzialu mejotycznego 1 przejscie komorki
do interfazy zarodkowego cyklu mitycznego, w ktorym rozpocznie si¢ proces
bruzdkowania. Skutkiem zaptodnienia jest takze przywrocenie diploidalnej liczby
chromosomow oraz determinacja ptci u nowego osobnika. Dalszy rozw0j zarodka
zalezy od wielu mechanizmoéw wplywajacych na ekspresje poszczegdlnych
gendw. Czynnikami wplywajacymi na te procesy moze by¢, stan morfologiczny
1 fizjologiczny, powstajacych poprzez podziaty mitotyczne komorek, poziom ich
integracji oraz wzajemne oddziatywanie komorek na siebie. Wraz z rozwojem
zarodkowym powstajg coraz bardziej wyspecjalizowane komorki ktorych

potencja, czyli zdolnos¢ do r6znicowania si¢ w inne typy komoérek, zmniejsza sie.

Tabela 4. Zmiany potencji komorek w rozwoju zarodkowym cztowieka

Etap rozwoju Typ komorek Poziom potencji Definicja

- : e " Moze da¢ poczatek calemu organizmowi,
Zygota (0 h) Zygota Totipotencjalna w tyms sarediow 1 odyskn
Bruzdkowanie Blastomery (do 8 g . Nadal moga rozwinac si¢ w caly
(1-3 dni) komorek) Totipotancjabue organizm i tkanki pozazarodkowe
Moga roéZznicowac sig we wszystkie
Morula . T e : T 4
i Komorki zgrupowane Pluripotencjalna tkanki zarodkowe, ale nie tworzg
(3—4 dzien) .
lozyska
Blastocysta S : o Pluripotencjalna / Embrioblast: pluripotencjalna (zarodek);
(5—6 dzien) Fmbrieblas, Wetohit multipotencjalna trofoblast: multipotencjalna (lozysko)
Gastrulacja Komoérki listkow ’ - Moga’} R e S iy l:\'pow
i Multipotencjalna komoérek w obre¢bie jednego listka
(3. tydzien) zarodkowych
3 zarodkowego
Ol‘gl}ﬂflgﬂllCZil (4.-8. Kum('}r.ki tkanek i Unii potencjalua Moga dflé P()cﬂ;tck tylko jedl‘lemu,‘
tydzien) narzadow wyspecjalizowanemu typowi komorek

206



Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 3

W ciggu pierwszych godzin po zaptodnieniu zarodek przechodzi podziaty
komorkowe zwane bruzdkowaniem. Powstajagce komorki — blastomery maja
sferyczny ksztalt a w ich cyklach nie wystepuje faza G. Podzialy mitotyczne
sg catkowite a powstajace komorki potomne takiej samej wielkosci, dlatego
proces bruzdkowania ludzkich embrionéow okresla si¢ jako réwnomierne
1 catkowite. W czwartej dobie po zaptodnieniu zarodek jest wielokomorkowa
strukturg (32-komorki), przypominajacg owoc morwy, dlatego nazwany zostat
morulg. W nastepnym etapie zanikaja granice pomiedzy komorkami nastepuje
kompaktacja zarodka, ktory przemieszcza si¢ z jajowodu do macicy. W obrebie
moruli komorki przemieszczajac si¢ tworzg wolne przestrzenie — jamki 1 w ten
sposOb powstaje struktura zwana blastocystg (blastula) z wyodrgbnionym

we wezlem zarodkowym 1 blastocelem.

Epiblast
L . Wezel
el zarodkowy
_ ~ =7 : — e S Trofoblast
L dn R 4 ./ u U \-/
od saplodnrienta -
Zygota Morula Blastocysta

Ryc. 2. Wczesne etapy rozwoju zarodka. Obraz z BioRender — modyfikacja autora

Po implantacji zarodka w btonie sluzowej macicy rozpoczyna si¢ gastrulacja
— seria ztozonych procesow, w czasie ktorych powstaja 3 listki zarodkowe.
Z komorek tworzacych epiblast 1 hipoblast zostaja utworzone 3 warstwy
komorek: endoderma — wewngetrzny listek zarodkowy, mezoderma — srodkowy
listek zarodkowy 1 ektoderma — zewngetrzny listek zarodkowy. Z poszczegdlnych
listkow zarodkowych w kolejnych podziatach i réznicowaniu komoérek powstaja

odpowiednie narzady, uktady 1 struktury organizmu.
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Endoderma

~ Ektoderma
I - wezel zarodkowy

T- trofoblast Mezoderma

A.

Ryc. 3. A. blastula; B. gastrula z wyodrebnionymi listkami zarodkowymi. Obraz z BioRender
modyfikacja autora

Nastepnymi etapami embriogenezy sg neurulacja i somitogeneza. W obrebie
somitow, czyli segmentow mezodermy, utozonych symetrycznie wzdtuz cewy
nerwowej, powstaja:

* zroznicowane grupy komorek tworzacych szkielet, zwane: sklerotom

* zroznicowane grupy komorek tworzacych migSnie poprzecznie
prazkowane: miotom 1 grupy komorek z ktorych powstanie skora:
dermatom. Ostatnim etapem rozwoju zarodkowego organogeneza, czyli

powstawanie organOw

Genetyczne podstawy determinacji plci biologicznej

Z rozwojem zarodkowym zwigzany jest proces ksztattowania sie¢ plci. Jest to
proces wieloetapowy, obejmujacy zaptodnienie, rozwdj pltodowy 1 trwajacy
do momentu uzyskania dojrzalosci piciowej. Pozniejsze etapy sa konsekwencja
wczesniejszych procesow, ale takze moga by¢ ksztaltowane przez wiele innych
czynnikOw.

Determinacja pici chromosomowej nastepuje podczas zaptodnienia. Jesli
komorka jajowa jest zaplodniona przez plemnik niosagcy chromosom X, ple¢
chromosomowa rozwijajacego si¢ zarodka bedzie zenska. W przypadku
nondysjunkcji — nieprawidlowego rozchodzenia si¢ chromosomow, podczas

oogenezy powstaja aneuploidie, ujawniajace si¢ jako zespoly genetyczne
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np.: zespot Turnera (45, X). W ksztattowaniu si¢ ptci cztowieka chromosom Y
jest sygnatem wywolawczym rozwoju zarodka torem meskim. A jego brak
powoduje samorzutny rozw0j jajnikow. 6 tygodniowy zarodek posiada pierwotne
gonady, ktére mogg rozwingc si¢ zaroOwno w jadra jak 1 w jajniki, oraz przewody
Miillera (z nich moga powsta¢ jajowody) 1 Wolffa (z nich mogg powstac
nasieniowody). Znajdujacy si¢ na chromosomie Y gen SRY jest rodzajem
wlacznika meskosci, poniewaz jako czynnik transkrypcyjny uruchamia ekspresje
gendw niezbednych do rozwoju bipotencjalnych gonad pierwotnych w kierunku
jader. Dalszy rozwo0j zalezy od komorek Sertoliego, ktore zaczynaja produkowac
hormon antymiillerowski (AMH — powoduje on regresje przewodow Miillera),
oraz komorek Leydiga, ktore zaczynaja produkowac testosteron. Testosteron
odpowiedzialny jest za maskulinizacj¢ zewnetrznych narzadoéw plciowych oraz
wspieranie rozwoju przewodow Wolffa w kierunku najadrzy, nasieniowodow
1 pecherzykow nasiennych.

W przypadku braku genu SRY lub jego mutacji, mimo obecnosci

kariotypu 46, XY dochodzi do rozwoju jajnikow 1 zeniskiego fenotypu.

biatko-SRY brak genu SRY

gonada pierwotna
komorki Leydiga \mw e
. f jajnikowych

— . komérki podporowe komérki folikularne
komérki Sertoliego

Ryc. 4. Rola genu SRY w rozwoju jajnikow i jgder

Determinacja pici zeniskiej w organizmie ludzkim to proces, ktory zachodzi
w sposob ,,domyslny” — czyli w przypadku braku aktywnego genu SRY. Oznacza

to, ze rozw0] w kierunku plci zenskiej nie wymaga specjalnego czynnika
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inicjujacego, lecz przebiega automatycznie, o ile nie zostang aktywowane geny

determinujgce pte¢ meska.

TESTIS
DETERMINING
FAKTOR TDF
—
REGION BRAK GENLI SRY
GONADA PIERWOTNA
sex - PRZEKSZTAICA STe W
DETERMINING JAJINIK PRZEWODY
REGION MULLERA
PRZEKSZTACATA
SIe W JAJOWODY
ZANTK PRZEWODOW
————— GONADA PIERWOTNA WOLLFA
BIAIKO SRY PRZEKSZTAICA GONADe
W JaDRA
KOMORKZ LEYDIGA OSIONKI PeCHERZYKOW
KOMORKI SERTOLIEGO KOMORKI PeCHERZYKOW
SYNTEZA LL =L DIHYDROKSY-
TESTOSTERONU TESTOSTERON
WYTWARZANIE HORMONU
ANTYMULEROWSKIEGO
, WYKSZTAICENIE TT RZ CECH
ZANTIK FREZEWODOW PICIOWYCH
MLLERA ROINILOWANIE 5T¢
FRZEWODOW WOLFFA W
NAJ2DRZA T NASTENIOWODY
PROCES MASKULINIZACTT
ROZWOJ MOZsU

Ryc. 5. Schemat przedstawiajqcy mechanizm chromosomowej i gonadalnej determinacji plci

Nieprawidlowosci w ksztattowaniu si¢ ptci biologicznej u cztowieka znane
jako zaburzenia roznicowania ptci (DSD, ang. Disorders of Sexual Development)
moga wystapi¢ zarbwno w zyciu ptodowym, jak 1 w okresie dojrzewania. Sg to
ztozone procesy wynikajace z zaklocen na rdéznych etapach: od poziomu
genetycznego 1 chromosomalnego, przez rozwoj gonad, az po dziatanie hormonow
ptciowych 1 ich receptoréw. A skuteczna ich diagnoza wymaga interdyscyplinarnego

podejscia: genetycznego, endokrynologicznego 1 psychologicznego.

210



Rozdzial 4.
Podstawy genetyKki i typy dziedziczenia

Cel ¢wiczen:
» Utrwalenie podstawowych poje¢ genetyki klasycznej
» Wykazanie znaczenia praw Mendla dla wspélczesnych zagadnien genetyki

molekularne;j

Genetyka klasyczna a genetyka molekularna

Genetyka klasyczna 1 genetyka molekularna to fundamentalne dziaty biologii,
ktore wzajemnie si¢ uzupeiniaja. Genetyka klasyczna w oparciu o prawa Mendla
zajmuje si¢ dziedziczeniem cech fenotypowych, postugujac si¢ pojeciami takimi
jak allele, genotyp, fenotyp, homozygotyczno$¢ czy dominacja. Genetyka
molekularna bada strukture, funkcje 1 ekspresje gendéw na poziomie DNA, RNA
1 bialek. Umozliwia zrozumienie mechanizméow molekularnych lezacych u podstaw
dziedziczenia, mutacji 1 regulacji genow. Mozna powiedzie¢, ze klasyczna
genetyka opisuje ,,co si¢ dziedziczy” 1 ,jak”, w podejsciu molekularnym
natomiast poszukuje si¢ odpowiedzi ,,dlaczego tak si¢ dzieje”. Oba podejscia
odgrywaja komplementarne role w praktyce klinicznej, diagnostyce, poradnictwie

genetycznym, jak 1 w terapii chordb dziedzicznych 1 nowotworow.

Diagnostyka chorob dziedzicznych

Genetyka klasyczna:
* Analiza rodowodow 1 identyfikacja wzorcoOw dziedziczenia (np. autosomalne

recesywne, dominujace, sprzgzone z picig).
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* Pomaga oszacowa¢ ryzyko choroby u potomstwa 1 czlonkéw rodziny
(przydatna w poradnictwie genetycznym, zanim jeszcze dost¢pne byly

testy molekularne).

Genetyka molekularna:
* Pozwala na bezposrednie wykrycie mutacji w DNA odpowiedzialnych
za chorobe.

* Umozliwia preimplantacyjng i prenatalng diagnostyke genetyczng.

Onkologia — diagnostyka i leczenie nowotworow
Genetyka klasyczna:
* Rozpoznanie dziedzicznych zespotow nowotworowych, np. BRCAIl
i BRCA2.
* Analiza rodowodow pacjentow z nowotworami w rodzinie — czy nowotwor

ma podtoze dziedziczne?

Genetyka molekularna:
» Identyfikacja mutacji somatycznych w nowotworach — np. KRAS, BRAF.
 Pomaga dobra¢ celowang terapi¢ molekularng (np. inhibitory kinaz,

immunoterapia).

Podstawowe pojecia

Informacja genetyczna: przekazywana z podzialem komorki informacja
zapisana za pomocg sekwencji nukleotydow, umozliwiajaca odtworzenie struktury
1 funkcji komorki.

Material genetyczny: nosnik informacji genetycznej. W komorkach jest nim DNA.
Kod genetyczny: sposob przetozenia informacji genetycznej na sekwencje
aminokwasowg biatka.

Gen: jednostka informacji, okreslony odcinek DNA, kodujacy okreslony produkt
= mendlowski czynnik dziedziczenia.

Allel: wersja genu, zajmujace to samo /ocus na chromosomach homologicznych.
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Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 4

Locus: doktadna lokalizacja genu na chromosomie.
Homozygota: osobnik diploidalny (2n) posiadajacy dwa identyczne allele tego
samego genu (aa).
Heterozygota: osobnik 2n posiadajacy dwa r6zne allele tego samego genu (Aa).
Linia czysta: hodowla powstala w wyniku krzyzowania ze sobg osobnikow
identycznych fenotypowo.
Fenotyp: zestaw cech organizmu (morfologiczne, czynnosciowe 1 biochemiczne)
uwarunkowany genotypem 1 czynnikami srodowiskowymi, niektore fenotypy
moga by¢ dominujgce inne recesywne.
Genotyp: zestaw alleli jaki posiada organizm w poszczegolnych locus.
Homozygota recesywna: genotyp, kiedy oba allele genu aa dajg recesywny
fenotyp osobnika.
Homozygota dominujaca: genotyp, kiedy oba allele genu AA dajg dominujacy
fenotyp osobnika.
Cecha dominujaca: fenotyp, ktéry maskuje recesywny fenotyp u heterozygoty
Cecha recesywna: fenotyp, ktory moze by¢ maskowany przez dominujacy fenotyp.
Krzyzowka testowa: krzyzowanie osobnikow o nieznanym genotypie a fenotypie
dominujacym z homozygotg recesywna, aby poznac genotyp.
Dziedziczenie mendlowskie: Dziedziczenie mendlowskie (zwane tez
dziedziczeniem jednogenowym) to sposob przekazywania cech potomstwu,
ktory zostal opisany przez Grzegorza Mendla w XIX wieku na podstawie badan
nad grochem zwyczajnym. Polega ono na dziedziczeniu cech warunkowanych
przez pojedynczy gen, ktory moze wystepowaé w roznych wersjach (allele).
Cechy te dziedziczg si¢ zgodnie z zasadami znanymi jako prawa Mendla:

* Pierwsze prawo Mendla (prawo czystosci gamet): Kazdy osobnik

posiada dwa allele danego genu (jeden od matki, drugi od ojca), ale przekazuje

w komorce rozrodczej potomstwu tylko jeden — losowo wybrany.
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* Drugie prawo Mendla (prawo niezaleznej segregacji cech): Allele r6znych
gendw dziedzicza si¢ niezaleznie, o ile lezg na r6znych chromosomach
lub sg wystarczajaco odlegte na tym samym chromosomie.

Prawa Mendla stanowig podstawg¢ do zrozumienia dziedziczenia cech
jednogenowych, w tym wielu choréb, a ich zastosowanie w krzyzowkach
Punnetta pozwala matematycznie przewidzie¢ rozktad genotypow i fenotypow

W potomstwie.

Allele
W A a
gametach ojcowskie
A @ | AA Aa
~
®
E
a Aa aa

Ryc. 1. Krzyzowka Punnetta obrazujgca rozktad genotypow 1:2:1

Krzyzowka Punnetta przedstawia graficznie I Prawo Mendla — prawo
czystosci gamet. Jesli analizujemy dwie rozne cechy, wedtug II Prawa Mendla,
ich allele segreguja si¢ niezaleznie, co daje typowy rozklad 9:3:3:1
w pokoleniu F2 (przy krzyzowaniu heterozygot dwucechowych). Prawa Mendla
w poradnictwie genetycznym s3 stosowane jako narzedzie prognostyczne

w ocenie ryzyka wystgpienia choroby u potomstwa.

Ryc. 2. Schemat pokazujgcy mechanizm dziedziczenia mendlowskiego. G-gen, cecha — fenotyp
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Jezeli choroba dziedziczona jest w sposdb mendlowski, oznacza, ze jest ona

uwarunkowana mutacja w jednym genie (czyli jest jednogenowa) 1 przekazywana

zgodnie z klasycznymi prawami Mendla. Dziedziczenie to moze by¢:

autosomalne dominujace (AD) — wystarczy jedna kopia zmutowanego
genu, by choroba si¢ ujawnita, chory rodzic ma 50% prawdopodobienstwo
przekazania zmutowanego allelu, choroba wystepuje w kazdym pokoleniu
oraz dotyka kobiety 1 me¢zczyzn z rOwng czestoscia.

autosomalne recesywne (AR) — choroba ujawnia si¢ tylko, gdy obie kopie
genu sg zmutowane (czyli jedna od matki, druga od ojca), rodzice sa zwykle
nosicielami, czyli majg jedng zmutowang kopig, ale sg zdrowi, potomstwo
ma 25% szans bycia chorym, 50% bycia nosicielem, 25% bycia zdrowym
a choroba moze pojawic¢ si¢ niespodziewanie, jesli oboje rodzice sa
nosicielami.

sprzgzone z chromosomem X (XR — recesywne lub dominujace)
—zachodzi, gdy gen znajduje si¢ na chromosomie X, dziedziczenie r6zni
si¢ wowczas u mezczyzn 1 kobiet. Jesli XR — recesywne to mezczyzni
choruja, jesli maja zmutowany X, bo nie majg drugiego X, ktory moglby
to ,,skompensowac” a kobiety sg nosicielkami 1 zazwyczaj nie chorujg.
Jesli XR — dominujace to wystarczy jedna zmutowana kopia by u kobiety
1mezczyzny wystgpity objawy (cigezszy przebieg u mezczyzn, czasem

letalny ($Smiertelny) u ptodow ptci meskie;.
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Tabela 1. Przyktady chorob dziedziczonych mendlowsko

Sposaob Zmutowany ! o
Choroba b diczenta gen Skutek mutacji

Autosomalna Zaburzenie transportu jonow ClI- — gesty sluz
e recesywna (AR) Sl — przewlekle infekcje 1 niewydolnos¢ phuc
Diredie diipoiloe HIT  nescbistons Ty Maniigms
Huntingtona dominujaca (AD) St gty

neurodegeneracja
Fenyloketonuria Autosomalna PAH Niedobor enzymu PAH — akumulacja
(PKU) recesywna (AR) fenyloalaniny — uszkodzenie mozgu
" ) Niedobor czynnika VIII — zaburzenia

R A SRR EEEn) L krzepnigcia — sklonnos¢ do krwawien

Atk Mutacja f-globiny — hemoglobina S —
Anemia sierpowata FEaREA (AR) HBB sierpowaty ksztalt erytrocytow —

" niedokrwistosé, bol

W internecie znajduje si¢ ogolnodostepna szczegdlowa baza danych
zawierajaca informacje na temat dziedziczenia ludzkich genow, fenotypu, mutacji
genetycznych oraz ich powigzan: OMIM (Online Mendelian Inheritance
in Man). Jest to cenne zrddlo informacji dla studentow, naukowcow 1 klinicystow
zajmujacych si¢ genetyka czlowieka i genetyka kliniczng. OMIM zawiera opisy
gendw 1 choréb z nimi zwigzanych, informacje o typie dziedziczenia, dane
o lokalizacji genow na chromosomach, oraz odnosniki do literatury naukowe;.
W katalogu OMIM opisano ponad 20 000 jednostek zwigzanych z genami,

z czego ponad 6000 to choroby monogenowe.
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Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 4

# 219700
CYSTIC FIBROSIS; CF

Alternative titles; symbols

MUCOVISCIDOSIS

Phenotype-Gene Relationships

Phenotype Phenotype Gene/Locus
MM mapping MIM
Location Phenotype number Inheritance key Gene/Locus number
1q23.3 [Pseudomonas aeruginosa, susceptibility to 219700 AR 3 FCGR2ZA 146790
chronic infection by, in cystic fibrosis}
7q31.2 Cystic fibrosis 219700 AR CFIR 602421
19q13.2 [Cystic fibrosis lung disease, modifier of} 219700 AR 3 TGFBI 190180

Ryc. 3. Przykiad informacji dotyczqcej mukowiscydozy zawartej w OMIM. https.//'www.omim.org/

Kazda jednostka chorobowa lub gen obecny w bazie majg przypisany
szesciocyfrowy numer, w ktorym zakodowane s3 najwazniejsze informacje.
Symbol # oznacza, ze fenotyp choroby moze by¢ spowodowany mutacja
w wiece] niz jednym genie; cyfra 1 wskazuje na autosomalnie dominujacy,
a 2 autosomalnie recesywny typ dziedziczenia; geny zwigzane z chromosomem
X maja kod rozpoczynajacy si¢ cyfrg 3. W tabeli zebrane sg informacje na temat
lokalizacji gendw zwigzanych z poszczegdlnymi fenotypami.

Szacuje si¢, ze choroby jednogenowe stanowig niewielki odsetek
wszystkich chorob cztowieka (ok. 1-2%), jednak majg duze znaczenie kliniczne.
Poza tym klasycznym modelem, wiele cech (zar6wno chorobowych, jak
1 nie chorobowych) dziedziczy si¢ w bardziej zlozony sposob. Genetyka
molekularna pokazuje, ze wystepuje wiele cech poligenowych (tzn., ze wiele
gend6w wplywa na ujawnienie si¢ jednej cechy), sprzezonych z picia,
dziedziczonych przez mitochondrialny DNA lub uwarunkowanych przez procesy

epigenetyczne. Wowczas w rozktadzie genotypow 1 fenotypdw wystepuja inne
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proporcje niz te wynikajace z praw Mendla (co nie oznacza, ze prawa Mendla

nie dzialajg!).

Tabela 2. Przykiady dziedziczenia niemendlowskiego

Mechanizm Opis Przyktad

Oba allele sa

; G 3 Grupa krwi AB
rownorzednie wyrazane

Kodominacja

Wiecej niz dwa allele w

Allele wielokrotne -
populacji

Gen ABO, HLA

Geny dziedziczg sie
Geny sprzeione wspdlnie, bo sg blisko na | Kolor oczu i diugoscé rzes
chromosomie

MELAS-miopatia

mitochondrialna, encefalopatia, kwasica
Dziedziczenie tylko od mleczanowa, wystepowanie incydentéw
matki przez mtDNA podobnych do udaréw, ang. mitochondrial
myopathy, encephalopathy, lactic acidosis,
stroke-like episodes)

Mitochondrialne dziedziczenie

Ekspresja genu zalezy od
Pietno genomowe (imprinting) | tego, czy pochodzi od Zespot Pradera-Williego / Angelmana
ojca czy matki

Zmiany ekspresji bez

zmiany sekwencji DNA Regulacje metylacly DA

Zjawiska epigenetyczne

Cechy uwarunkowane

: . Wozrost, masa ciata, inteligencja
przez wiele genow

Dziedziczenie poligenowe

Przyktadem takiego niemendlowskiego dziedziczenia moga by¢ geny
posiadajace wiele alleli. Dziedziczenie alleli wielokrotnych wystepuje w sytuacji,
w ktorej dla danego genu w populacji obecnych jest wigcej niz 2 allele. Klasycznym
przyktadem dziatania alleli wielokrotnych u czlowieka jest dziedziczenie grup
krwi uktadu ABO. Wiele alleli determinuje takze uktad zgodnosci tkankowej HLA
oraz dziedziczenie tancucha beta hemoglobiny (HbA, HbC, HbS).

Powszechng cecha wielu ludzkich genow jest takze plejotropizm, kiedy
jeden gen warunkuje kilka pozornie nie zwigzanych ze sobg wilasciwosci
fenotypowych. Zjawisko to determinuje np. wiele objawow charakterystycznych
mukowiscydozy lub syndromu Morfana. Wigkszo$¢ cech czlowieka (cechy

fizyczne, psychiczne, poznawcze 1 wiele chordb) — szacuje si¢, ze nawet ponad
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Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 4

90% fenotypowych roéznic w populacji wynika z dziatania wielu genow.
Dziedziczenie poligenowe polega na tym, ze wiele gendw, zwykle z réznych
miejsc w genomie, tacznie wplywa na rozwdj jednej cechy. Kazdy z tych genow
ma niewielki efekt, ale suma ich dziatania ksztaltuje ostateczny fenotyp.
Ten sposob dziedziczenia takze nie daje prostych rozkltadow genotypow
1 fenotypow znanych z doswiadczen Mendla.

Jezeli produkty 2 genoéw biorg udziat w tym samym szlaku biochemicznym,
stosunki liczbowe opisujace czestos¢ fenotypow rowniez nie beda odpowiadaty
tym wynikajagcym z praw Mendla. W takim przypadku, nazywanym epistaza,
fenotypowa ekspresja jednego genu bedzie wplywala na efekt fenotypowy
drugiego genu. W epistazie geny wspotdzialajg ze soba w ten sposob, ze gen
epistatyczny, maskuje lub modyfikuje ekspresje genu hipostatycznego np.

wspoétdziatanie genow OCA 2 oraz HERC2 w dziedziczeniu barwy teczoéwki oka.

A cecha \"}
///. _‘"IJ\\
/// G
/// cecha __ \
.H"“»-\___A —— :,-(;\ /
a b.
hipostatyczny epistatyczny
o - E

Ryc. 4. Przyktady niemendlowskich modeli dziedziczenia cech: a. dziedziczenie plejotropowe,
b. dziedziczenie wielogenowe i c. dziedziczenie epistatyczne
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Rozw6j wspotczesnej genetyki opiera si¢ na dwoch przelomowych
kamieniach milowych: prawach dziedziczenia, sformutowanych przez Grzegorza
Mendla oraz chromosomowej teorii dziedziczenia, rozwini¢te] na poczatku
XX wieku przez Thomasa H. Morgana 1 jego wspotpracownikow.

Na poczatku XX wieku, rozw0j badan cytologicznych umozliwit powigzanie
zasad Mendla z fizycznym no$nikiem informacji genetycznej — chromosomami.
Sformulowana wowczas chromosomowa teoria dziedziczenia (W. Sutton,
T. Boveri) zaktadala, ze geny sa zlokalizowane na chromosomach, ktore ulegaja
segregacji 1 rekombinacji w trakcie mejozy, co dostarczato potwierdzen dla
obserwacji mendlowskich. Empiryczne potwierdzenie tej teorii zostato
dostarczone przez Morgana. Jego prace na modelu Wywilzni kartowatej
(Drosophila melanogaster L.), pospolicie zwanej muszka owocowa,
doprowadzily do identyfikacji genow sprzezonych z plcig, oraz zjawiska
sprzgzenia genowego, a takze zapoczatkowaty rozwdj mapowania genetycznego.

Prace Morgana 1 jego zespolu, zwlaszcza A. Sturtevanta, umozliwity
okreslanie wzglednych odlegtosci migdzy genami na podstawie obserwowanych
fenotypowo czestosci rekombinacji, prowadzac do stworzenia pierwszych map
genetycznych. Osiagnigcia te nie tylko rozszerzyly klasyczne prawo Mendla,
ale takze stworzyly podstawy dla rozwoju wspotczesnych narzedzi genetyki
molekularnej, takich jak: mapy genetyczne, analizy rodowodow, czy
identyfikacja loci odpowiedzialnych za choroby dziedziczne. Dziedzictwo tych
odkry¢ jest widoczne nie tylko w teorii, ale rowniez w praktyce klinicznej

1 personalizowanej medycynie.

Zastosowanie w praktyce
Rozpoznanie typu dziedziczenia pozwala oszacowa¢ ryzyko odziedziczenia
choroby przez potomstwo. Najczestsze typy dziedziczenia:

* Autosomalne recesywne (AR) — choroba ujawnia si¢ tylko, gdy dziecko

odziedziczy dwa zmutowane allele (aa):
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o Rodzice sg zazwyczaj nosicielami (Aa) — zdrowi, ale przekazuja
wadliwy allel
o Ryzyko dla kazdego dziecka: 25% chore, 50% nosiciel, 25% zdrowe (AA)
o Przerwy w rodowodach, czyli sytuacje, w ktorych choroba ,,przeskakuje
pokolenia” (nie wystepuje u rodzicow, ale pojawia si¢ u dzieci).
* Autosomalne dominujace (AD) — jeden zmutowany allel wystarczy,
aby choroba si¢ ujawnita;
o Zwykle jeden z rodzicoéw jest chory (Aa)
o Ryzyko: 50% chore, 50% zdrowe (jesli drugi rodzic zdrowy — aa)
* Sprzezone z chromosomem X recesywne — typowe dla mezczyzn (XY),
kobiety moga by¢ nosicielkami
* Nosicielka (XAX?) moze przekaza¢ chorobe synowi (50% szans), corki
moga by¢ nosicielkami
* Sprzezone z chromosomem X dominujace — rzadsze, moze dotyczy¢ obu
plci, ale mezczyzni czgsto majg cigzszy przebieg
* Mitochondrialne — dziedziczenie wytacznie po matce (bo mitochondria

sa dziedziczone od niej)

Przyklady przypadkow klinicznych
Zadanie 1: Mukowiscydoza (OMIM #219700)

Opis: Mukowiscydoza to choroba genetyczna powodowana mutacja w genie
CFTR. Rodzice s3 zdrowi, ale ich 3-letni syn zostal zdiagnozowany
z mukowiscydozg. W rodzinie nie bylo wczesniej znanych przypadkow tej
choroby. Rodzice sg ze sobg niespokrewnieni.

1. Jakie s3 mozliwe genotypy rodzicow w odniesieniu do genu CFTR?
2. Jakie jest prawdopodobienstwo, ze kolejne dziecko tej pary:

a) bedzie chore

b) bedzie nosicielem

c¢) bedzie catkowicie zdrowe (bez mutacji)?
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3.

Dlaczego mukowiscydoza moze pojawi¢ si¢ w rodzinie, mimo

Ze wczesniej jej nie obserwowano?

Zadanie 2: Hemofilia A (OMIM #306700)

Opis: Hemofilia A to choroba krwi spowodowana mutacja w genie F8,

dziedziczy si¢ w sposOb recesywny. Kobieta (Anna) ma zdrowego meza i dwoch

synow: jeden z nich choruje na hemofili¢ A, drugi jest zdrowy. Ojciec kobiety byt

chory, a matka byta zdrowa.

1.
2.
3.

Czy Anna jest nosicielkg mutacji w genie F8? Uzasadnij

Jakie jest prawdopodobienstwo, ze kolejny syn Anny bedzie chory?
Jakie jest prawdopodobienstwo, ze corka Anny bedzie:

a) chora

b)nosicielka?

Zadanie 3: Achondroplazja (OMIM #100800)

Opis: Achondroplazja to choroba powodujaca karlowatos¢, spowodowana

mutacja w genie FGFR3. w 80% przypadkoéw jest wynikiem mutacji de novo.

U chtopca zdiagnozowano achondroplazje. Jego rodzice i rodzenstwo sg zdrowi.

Ojciec ma 45 lat, matka 35. Brak przypadkow choroby w rodzinie.

1.
2.
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Jak mozna wyjasni¢ pojawienie si¢ choroby u dziecka?
Jakie jest prawdopodobienstwo, ze dziecko odziedziczyto mutacje

od jednego z rodzicow?

. Jakie jest ryzyko, ze kolejne dziecko tych samych rodzicéw rowniez

bedzie miato achondroplazje?

Czy wiek ojca mogt mie¢ wplyw? Uzasadnij
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Odpowiedzi:

ZADANIE 1: Dziedziczenie: autosomalne recesywne (gen CFTR)

1.

Genotypy rodzicow: Oboje sq najprawdopodobniej nosicielami heterozygotycznymi (Aa)
— poniewaz sq zdrowi, ale majq chore dziecko (aa).
Prawdopodobienstwa dla kolejnego dziecka: Z krzyzowki Aa * Aa: aa (chory): 25%,
Aa (nosiciel): 50%, AA (zdrowy, bez mutacji): 25%
Dlaczego choroba moze pojawi¢ si¢ bez wczesniejszych przypadkow? Nosicielstwo jest
bezobjawowe — rodzice mogq by¢ nosicielami, nawet jesli w rodzinie nigdy nie bylo chorego

dziecka. Recesywne mutacje mogq ,,ukrywac sie” przez wiele pokolen.

ZADANIE 2: Dziedziczenie: recesywne sprzgzone z chromosomem X (gen F8)

1.

Czy Anna jest nosicielkq? Tak. Jej ojciec byt chory, wiec musiata odziedziczy¢ od niego wadliwy
allel X*. Od matki odziedziczyla prawidlowy X4. Genotyp Anny to X*X? — czyli jest nosicielkq.
Prawdopodobienstwo choroby u syna: Syn dziedziczy jeden chromosom X od matki i Y od ojca.
50% szans, ze otrzyma X° (choroba), 50% ze X4 (zdrowy), Odpowiedz: 50% szans na chorobe.
Prawdopodobienstwa dla corki: Dziedziczy X od kazdego z rodzicow. Ojciec jest zdrowy (X4).
Od matki: 50% szans na X¢, 50% na X“. a) Chora: 0% (musiataby mie¢ X° od ojca, niemozliwe),
b) Nosicielka: 50%

ZADANIE 3: Dziedziczenie: autosomalne dominujgce (gen FGFR3), czesto de novo

1.

Dlaczego choroba pojawita si¢ u dziecka, cho¢ rodzice sq zdrowi? Najbardziej prawdopodobna
przyczyna to mutacja de-novo — dziecko ma mutacje w FGFR3 mimo braku jej u rodzicow.

Czy dziecko odziedziczylo mutacje od rodzicow? Nie — bo oboje rodzice sq zdrowi,
a achondroplazja ma wysokq penetracje. Mutacja musiata powstac de nowo, czyli nie zostata
odziedziczona.

Ryzyko, ze kolejne dziecko rowniez bedzie mialo achondroplazje: Jezeli mutacja
de novo wystgpita losowo, to ryzyko jest bardzo niskie (<1%).

Wphw wieku ojca: Tak. Zaawansowany wiek ojca (powyzej 40 r.z.) zwigksza ryzyko mutacji
de novo w plemnikach, szczegolnie w genach takich jak FGFR3. Jest to udokumentowane

zjawisko tzw. efektu wieku ojcowskiego
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Rozdzial 5.

Grupy krwi, dziedziczenie ukladow grupowych

Cele ¢wiczen:
» Poznanie budowy i funkcjonowania gtéwnych uktadéw grupowych krwi
rodzajow antygenow i przeciwciat
» Zrozumienie mechanizmu 1 konsekwencji powstawania konfliktu
serologicznego w uktadach ABO, Rh, Kell

» Utrwalenie wiedzy o zasadach dziedziczenia grup krwi

Wiedza o grupach krwi ma istotne znaczenie kliniczne:

« w transfuzjologii — przetoczenie biorcy niewtasciwej grupowo krwi dawcy
prowadzi do niebezpiecznego konfliktu immunologicznego — reakcji
poprzetoczeniowej, co stanowi bezposrednie zagrozenie zycia biorcy.
W warunkach laboratoryjnych obserwuje si¢ aglutynacje, czyli zlepianie
krwinek

« w diagnostyce konfliktu serologicznego —niezgodnosci antygendw migdzy
matka a ptodem moze doprowadzi¢ do konfliktu serologicznego i rozwoju
choroby hemolitycznej noworodka

* w diagnostyce procesOw autoimmunohemolitycznych — u niektorych
chorych powstaja autoprzeciwciala przeciw wlasnym krwinkom

czerwonym, co jest skutkiem procesOw autoimmunologicznych
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4

https.//pl.freepik.com/premium-zdjecie/ab-ujemny-rzadko-badanie-grup-krwi-metoda-aglutynacji-
szkielkowej 25028134.htmi#from_element=cross_selling photo

Ryc. 1. Przykiad aglutynacji szkietkowej

Uklady grupowe krwi — wprowadzenie

Antygeny uktadow grup krwi mogg by¢: biatkami, glikoproteinami, glikolipidami
lub polipeptydami, wystepujacymi na blonie komodrkowej erytrocytow. Niektore
antygeny ukladowe grup krwi moga by¢ tez obecne na powierzchni innych
komorek organizmu. Zwykle sg integralnymi sktadnikami blony komoérkowe;,
badZz moga by¢ tez antygenami wydzielanymi 1 adsorbowanymi z osocza, jak
w przypadku antygendéw z uktadow Lewis czy Chido/Rodgers. Antygeny ukladow
Rh oraz MNS sg ograniczone do erytrocytow.

Istotng cechg antygenu jest immunogenno$¢, czyli zdolno$§¢ wywotania
przeciw sobie swoistej odpowiedzi immunologicznej. Zalezy ona od jego budowy
chemicznej oraz od gestosci determinant antygenowych, czyli fragmentow
antygenu laczacych si¢ bezposrednio z wolnymi przeciwciatami, receptorami
limfocytu B lub limfocytu T, na powierzchni komorki. Glikoproteiny 1 glikolipidy
wykazuja silniejszag immunogenno$¢ w porOwnaniu do polipeptydow.
Na pojedynczym erytrocycie liczba czasteczek moze si¢ waha¢ od mniej

niz 1000 (czasteczki MHC) do ponad 1 miliona (antygen Al). Klasyfikacja uktadow
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grupowych zajmuje si¢ Miedzynarodowe Towarzystwo Transfuzjologiczne,
ktore dotychczas opisato 44 uktady grupowe zawierajace 362 antygenow
kodowanych przez 48 genow (stan na 2024 rok). Najwigksze znaczenie kliniczne
maja wylacznie te, ktore charakteryzujg si¢ wysoka immunogennoscig lub
czestym wystgpowaniem naturalnych przeciwciat.

Wigkszos¢ antygenow, gtownie uktadow Rh, Kell, Kidd, Duffy, pojawia si¢
juz w pierwszych etapach zycia ptodowego iich ekspresja utrzymuje si¢ na statym
poziomie, takim jak u oso6b dorostych. Natomiast antygeny z uktadow ABO
1 Lewis pojawiaja si¢ w okresie plodowym, ale do ich pelnej ekspresji dochodzi
zwykle w 2. roku zycia. Dlatego tez grupa krwi dziecka jest ustalana ostatecznie
dopiero po ukonczeniu 2. roku zycia.

Najwazniejsze znaczenie kliniczne dla czlowieka majg uktady grupowe krwi:

« ABO-—antygenyAi1B
* Rh—antygeny C,c,D, E, e
« Kell —antygen K, k

Wybrane grupy krwi

Uklad ABO

Historia odkrycia grup uktadu ABO sigga lat 1900-1901, kiedy to austriacki
uczony, Karl Landsteiner, badajac krew swoich wspotpracownikdéw w Instytucie
Higieny Uniwersytetu Wiedenskiego zauwazyl, ze po zmieszaniu krwi réznych
osob doszto do jej aglutynacji. Dzigki temu odkryciu sklasyfikowano ludzi
do trzech a potem (1904 rok) do czterech grup krwi, co stato si¢ podstawa
bezpiecznego przetaczania krwi 1 rozwoju transfuzjologii. Za to odkrycie w 1930
roku Karl Landsteiner otrzymal Nagrode Nobla.

Dziesi¢¢ lat pozniej Emil von Dungern 1 Ludwik Hirszfeld wykazali,

ze grupy krwi dziedziczg si¢ zgodnie z prawami Mendla.
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Rozmieszczenie antygenow ukladu ABO w organizmie

Antygeny ukladu ABO wystepuja na powierzchni wigkszosci komorek
1 tkanek organizmu cztowieka. Obecne sg nie tylko na krwinkach czerwonych,
lecz takze na komorkach wielu narzadow, m.in. pluc, nerek, watroby, trzustki,
a takze w jadrach, nasieniu, $linie, gruczotach slinowych 1 ptynie owodniowym.
Jedynym wyjatkiem s3 komorki tkanki nerwowej, dlatego antygeny ABO
nie wystepuja w pltynie mézgowo-rdzeniowym. Obecnos¢ lub brak okreslonych
antygenOw na powierzchni erytrocytOow warunkuje przynalezno$¢ do jednej

z czterech podstawowych grup krwi: A, B, AB lub O.

Budowa biochemiczna antygenow ukladu ABO

Antygeny uktadu ABO s3 polisacharydami zwigzanymi z glikoproteinami
lub glikolipidami blony komorkowej. Powstaja z tzw. tancucha prekursorowego,
ztozonego z D-galaktozy, L-fukozy 1 N-acetylo-D-glukozaminy. Rodzaj wigzania
glikozydowego w tym tancuchu decyduje o miejscu wystgpowania antygenow:

* wigzanie 1,4 — obecnos$¢ antygendw na krwinkach czerwonych

* wigzanie 1,3 — obecno$¢ antygendw na innych komodrkach 1 w wydzielinach

Syntezg struktur antygenowych reguluja trzy geny: Hh (FUT1), Sese (FUT2)
1 ABO.

« geny Hh 1 Sese koduja enzymy tworzace antygen H, ktory stanowi
podstawe strukturalng wszystkich antygenow uktadu ABO oraz
charakteryzuje grupe krwi O

« gen ABO koduje glikozylotransferazy przylaczajace odpowiednie cukry
do antygenu H, tworzac:

o antygen A — po dotagczeniu N-acetylo-D-galaktozaminy
o antygen B — po dotgczeniu D-galaktozy
W przypadku przytaczenia obu cukrow powstajg rownoczesnie antygeny A
1 B, co odpowiada grupie krwi AB. Glikozylotransferazy sa enzymami bardzo
swoistymi. Kazdy enzym przylacza tylko jeden rodzaj cukru tworzac wigzanie

O-glikozydowe.
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Antygen A Antygen H Antygen B

N-Acetylo-D-

- Glikozylotransferaza
galaktozamina

grupy A

h- Fukoza

N-Acetylo-D-
glukozamina

Glikozylotransferaza
grupy B

Galaktoza

Ryc. 2. Schemat biochemicznej budowy antygenow uktadu ABO. Obraz z BioRender
modyfikacja autora

Przeciwciala ukladu ABO — powstawanie i wlasciwosci
U ludzi w obrebie uktadu ABO wystepuja 4 gtowne grupy krwi: A, B, AB, O.
Determinowane sg one przez obecnos¢ odpowiednich antygenéw badz ich brak
na powierzchni blon erytrocytow. W surowicy osob nalezacych do
poszczegbdlnych grup ABO obecne sg charakterystyczne przeciwciata: anty-A
i/lub anty-B. Ich obecnos$¢ pozostaje w relacji odwrotnej do antygenow
znajdujacych si¢ na erytrocytach:

« grupa A — przeciwciala anty-B,

« grupa B — przeciwciata anty-A,

« grupa AB — brak przeciwcial uktadu ABO,

« grupa O — obecne przeciwciala anty-A 1 anty-B.

Przeciwciala uktadu ABO sg wyjatkowe, poniewaz powstaja naturalnie, bez

wcezesniejszego kontaktu z obcymi krwinkami. Ich produkcja jest stymulowana
antygenami bakteryjnymi mikrobioty jelitowej oraz antygenami pokarmowymi,

ktore wykazuja podobienstwo strukturalne do antygenow A 1 B. W zadnym innym
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uktadzie grupowym nie wystepuja tak zwane przeciwciatla naturalne,
charakteryzujace si¢ stalg obecnoscig (regularnoscig). Przeciwciala te pojawiaja
si¢ okolo 3. roku zycia, utrzymuja si¢ na statym poziomie przez wigkszos¢
dorostego zycia, a u 0sob starszych moga stopniowo zanikac¢ lub stabna¢.
Przeciwciala anty-A  powoduja aglutynacje krwinek czerwonych
zawierajacych antygen A, natomiast przeciwciata anty-B aglutynuja krwinki
z antygenem B. Z uwagi na t¢ ceche uklad ABO ma kluczowe znaczenie

dla bezpiecznego krwiolecznictwa.

Tabela 1. Antygeny i przeciwciata uktadu grupowego ABO, obecne u 0sob z poszczegolnymi
grupami krwi. https://www.gov.pl/web/nck/grupy-krwi

GRUPA A GRUPA B GRUPA AB GRUPA O
»hg : » 54

RODZAJE R v - v X

KRWINEK - T o | =t o

CZERWONYCH & & | < : )
b v 4 & 2 P14

ANTYGENY A AB

NA POWIERZCHNI |

KRWINEK

CZERWONYCH brak

antygen A antygen B antygen A i B | antygenow

PRZECIWCIALA W( ﬁ(
OBECNE
W 0SOCZU brak anty-B

anty-B anty-A przeciwciat i anty-A

Osoby z grupg krwi A na powierzchni krwinek posiadajg antygen A, a w ich
surowicy znajdujg si¢ naturalne, regularne przeciwciata anty-B. W przypadku
grupy B na powierzchni krwinek obecny jest antygen B, w surowicy znajdujg si¢
naturalne, regularne przeciwciala anty-A. Krew grupy O nie ma zadnego
antygenu na krwinkach, natomiast w surowicy krwi znajduja si¢ naturalne,
regularne przeciwciata anty-A i anty-B. Natomiast w grupie AB na erytrocytach
obecne sg zardwno antygeny A i1 B, za§ w surowicy tej grupy nie stwierdza si¢

zadnych przeciwciat z tego uktadu.
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Uklad Rh

Odkrywcami uktadu grupowego Rh sg Karl Landsteiner 1 Alexander Wiener
(1940 rok). Oznaczenie tego uktadu pochodzi od nazwy rodzaju malpy — rezus,
od ktorych po raz pierwszy uzyskano krwinki Rh+ przeprowadzajac
doswiadczenie zaszczepienia krolika krwinkami rezusa (Macacus mulatta).
Uzyskana w ten sposob surowica aglutynowata krwinki okoto 85% populacji
Nowego Jorku, co pozwolito wyodrebni¢ antygen nazwany p6zniej Rh. Odkrycie
to zapoczatkowato intensywne badania nad jednym z najwazniejszych ukladow

grupowych krwi cztowieka.

Charakterystyka antygenow ukladu Rh
Uktad Rh jest drugim pod wzgledem znaczenia klinicznego oraz jednym
z najbardziej ztozonych uktadéw grupowych krwi. Antygeny Rh sg biatkami
btonowymi obecnymi wylacznie na krwinkach czerwonych. Ich ekspresja
rozpoczyna si¢ juz okoto 6. tygodnia zycia ptodowego, a same antygeny cechuja
si¢ bardzo duza immunogennoscia, szczegdlnie antygen D. W przeciwienstwie
do uktadu ABO w ukladzie Rh nie wystepuja naturalnie obecne przeciwciata.
Przeciwciala anty-Rh pojawiaja si¢ wylacznie na skutek kontaktu osoby
pozbawione] danego antygenu z krwig zawierajacg ten antygen, np. podczas
transfuzji krwi Rh" biorcy RH™ lub w czasie cigzy, kiedy matka jest Rh™ a ptod
Rh". Powstale przeciwciala mogg wywolaé zagrazajgce zyciu biorcy reakcje
poprzetoczeniowe lub prowadzi¢ do konfliktu serologicznego matka-ptod.
W uktadzie Rh wystepuje 5 gtownych antygenow:
« antygen D — genotypy DD lub Dd; allel d jest genem niemym i genotyp dd
nie koduje zadnego antygenu
« antygen C — genotypy CC lub Cc
* antygen ¢ — genotyp cc
« antygen E — genotypy EE lub Ee

* antygen e — genotyp ee
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Najbardziej immunogennym w uktadzie Rh jest antygen D. Osoba, ktora
ma na powierzchni krwinek czerwonych antygen D jest okre$lana jako Rh™, bez
wzgledu na obecno$¢ pozostatych antygenow tego uktadu. U ok. 15-17% osob,
krwinki czerwone nie reaguja z surowicg anty-D. Takie osoby okresla si¢
mianem Rh™.

Geny odpowiedzialne za wytwarzanie antygendéw uktadu Rh znajduja si¢
na krétkim ramieniu chromosomu 1 (1p34.3—1p36). Sa to geny: RHD 1 RHCE,
wykazujace 96% homologie.

* Gen RHD odpowiada za biosynteze antygenu D.
* Gen RHCE koduje antygeny C,c,Eie.

Brak antygenu D jest najczesciej wynikiem delecji genu RHD, powstatej
w wyniku nierdwnomiernego crossing-over.

W obrebie ukladu Rh istnieje takze odmiana okreslana mianem stabego
antygenu D (D") wystepujaca u 1% populacji (fenotyp Rh weak). Odmiana tego
antygenu D powstaje w wyniku mutacji w genie RHD. Ze wzgledu na niski
poziom biatka na krwinkach czerwonych trudno jest ten antygen wykry¢
metodami klasycznymi. Osoba z t3 odmiang okreslana jest jednocze$nie dawca
Rh" i biorcg Rh™. Antygen D obecny na erytrocytach jest nieprawidtowy.
W przypadku przetoczenia tej osobie krwi Rh" mogtoby dojs¢ do wytworzenia
przeciwcial przeciwko pelnowartosciowym antygenom D dawcy. Z tego powodu
krew takiej osoby jako biorcy okresla si¢ Rh™. Jesli taka osoba jest dawca, istnieje
niebezpieczenstwo wytworzenia przez biorce przeciwciat przeciwko stabym
antygenom D. W takim przypadku osobg traktujemy jako dawce Rh™.

Ponizej przedstawiono czestos¢ wystepowania w Polsce poszczegdlnych
grup krwi z odpowiednich uktadow grupowych. W populacji polskiej najczesciej
wystepujaca grupa krwi ukladu ABO jest grupa A, za$ najrzadziej grupa AB.
Okoto 17% populacji Polakow to osoby z grupa Rh™.
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Ryc. 3. Czestos¢ wystgpowania grup krwi w Polsce (uktad ABO i Rh)

Uklad Kell

Uktad grupowy krwi Kell zostat opisany w 1946 roku 1 nazwany na czes¢
pani Kelleher, ktorej nowonarodzone dziecko zmarlo z powodu choroby
hemolitycznej spowodowanej obecnoscig przeciwcial przeciwko jego czerwonym
krwinkom (RBC). Przeciwcialo to reagowato rowniez z krwinkami czerwonymi
jej corki 1 meza 1 zostato nazwane anty-K. P6zniej, w 1949 roku, odkryto jego
antygen k. Odkrycie to byto przetomowe 1 ujawnito kolejny wazny uktad grupowy
krwi (po ABO 1 Rh). Antygeny Kell sa drugie pod wzgledem znaczenia
po antygenach ABO 1 Rh, jesli chodzi o wywotywanie reakcji poprzetoczeniowych
1 konfliktu serologicznego.

Uktad grupowy krwi Kell sktada si¢ z 28 antygenow kodowanych przez geny
KEL zlokalizowane na chromosomie 7 (locus: 7q33). Antygeny te s3
glikoproteinami 1 wystepuja nie tylko na powierzchni krwinek czerwonych,
ale takze na komorkach wielu innych tkanek, np. $ledziony, mozgu, tkance
mig$niowej, czy nablonku plemnikotwérczym. Znaczenie kliniczne majg tylko
antygeny K, k, Kpa, Kpb, Jsa, Jsb. Najbardziej immunogenny (silnie stymuluje
uktad odpornosciowy do produkeji przeciwciat) jest antygen K (KELT1), obecny
tylko u ok. 9% populacji europejskiej. W etnicznej grupie arabskiej jest

232



Czesc¢ teoretyczna: Rozdziat 5

go ok. 25%, ale we wschodniej Azji 1 Afryce jest bardzo rzadki. Przeciwciala
anty-K najczesciej powstaja u osob z grupa Kell-ujemna, ktére otrzymaty krew
Kell-dodatnig. Osobom k (KEL2), czyli Kell-ujemnym, mozna przetaczac tylko
krew k (KEL2), czyli Kell-ujemng. Przyjeta w transfuzjologii zasada mowi,
ze krwi k (KEL1) pozytywnej nie przetacza si¢.

Dziedziczenie ukladow grupowych

Dziedziczenie w ukladzie ABO

Grupa krwi ukladu ABO 1 ukladu Rh jest uwarunkowana genetycznie
1 nie zmienia si¢ w trakcie zycia osobniczego. Zmiana grupy krwi moze nastgpic,
ale nie musi, po przeszczepieniu szpiku kostnego (od rodzenstwa lub dawcy
niespokrewnionego). W tym przypadku nowy szpik wytwarza krwinki czerwone
z obecnymi na ich powierzchni antygenami dawcy. Geny uktadu ABO znajduja
si¢ na chromosomie 9 na jego dlugim ramieniu (locus 9q34). Wystepuja w postaci
trzech alleli I* I® i°. Grupy krwi A i B dziedziczy sie w sposoéb dominujacy.
Zgodnie z przedstawiong ponizej tabelg kazdy rodzic przekazuje potomkowi gen
(allel) kodujacy enzym o Sciste okreslonej swoistosci, co prowadzi do okreslone;j

grupy krwi u potomka.

Tabela 2. Dziedziczenie grup krwi uktadu AB

Grupa krwi Grupa krwi ojca

matki [0) A B AB
0] O Olub A OlubB Alub B
A Olub A OlubA O,A,BlubAB A,Blub AB
B OlubB O,A,BlubAB OlubB A,Blub AB
AB Alub B A,Blub AB A,Blub AB A,Blub AB

W przypadku, gdy potomek posiada grupe krwi A (lub B) wiadomo,

ze co najmniej jeden z rodzicow miat ta grupe krwi 1 przekazat odpowiedni gen

odpowiedzialny za jej powstanie. W sytuacji, gdy mamy do czynienia
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z potomkiem z grupa krwi AB kazde z rodzicow musiato mie¢ cech¢ A lub B
(czyli grupe A, B albo AB). W tym przypadku doszlo do zjawiska kodominacji
t]., kiedy jeden i drugi allel maja taki sam udziat w tworzeniu fenotypu.
W przypadku grupy O wida¢ wyraznie, ze cecha jest dziedziczona w sposob
recesywny. Tylko dziedziczenie od obojga rodzicow po jednej kopii genu
kodujacego nieaktywne biatko spowoduje, ze cecha ta ujawni si¢ u danego
osobnika. Charakterystyczny brak mozliwosci przylaczenia cukru u osobnikow

z grupa krwi O jest wynikiem mutacji w eksonie 6 genu ABO.

Wybrane mutacje w genie ABO

Cis AB jest rzadka odmiang grupy krwi AB. W wyniku mutacji powstaje tylko
jeden enzym glikozylotransferazy (transferaza o swoistosci cis AB), ktory posiada
podwojng aktywnos¢ charakteryzujaca si¢ tym, ze moze tworzy¢ oba typy
antygenow jednoczesnie zarowno A jak 1 B. Osoba, ktora posiada taki gen bedzie
miala grupe krwi AB, ale wbrew regulom dziedziczenia Mendla moze ja
odziedziczy¢ tylko po jednym z rodzicow. Czestos¢ wystepowania transferazy cis
AB w Europie wynosi 1:10 000. W Azji Wschodniej, szczeg6lnie w Korei grupa
krwi cis AB jest najczestszg podgrupg grupy krwi AB. Ryzyko nieprawidtowego
typowania grupy krwi w tym przypadku moze wigza¢ si¢ z ryzykiem
niebezpiecznych reakcji przy transfuzji.

Podgrupa A2 wyodrebniona z grupy A. Powstaje w wyniku delecji jednego
nukleotydu w koncowym fragmencie genu kodujacego enzym o swoistosci A.
Zmiana ta prowadzi do wydluzenia enzymu o 21 reszt aminokwasowych
1 powstanie dodatkowego "ogona" w strukturze enzymu. Na skutek tych zmian
aktywnos¢ jego zmniejsza si¢ o 50%. Konsekwencja tego jest powstanie krwinek
czerwonych z mniejszg 1loScig czasteczek N-acetylogalaktozaminy na ich
powierzchni, czyli liczba antygenow A jest obnizona. Podgrupa A2 stanowi okoto
20% ludzi z grupa krwi A.

Fenomen bombajski, fenotyp Bombay (On lub ABHuu) charakteryzuje sie

wystgpowaniem grupy krwi O pomimo obecnosci genow uktadu ABO
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odpowiedzialnych za powstawanie grup A 1 B. W osoczu 0s6b z fenotypem
Bombay wystgpuja przeciwciata anty-A 1 anty-B oraz przeciwciata anty-H.
Mutacja w genie FUT1 (brak fukozylotransferazy 1) powoduje brak mozliwosci
przytaczenia fukozy do tancucha polisacharydowego. W nastgpstwie tych zmian
transferaza ABO nie moze przylaczy¢ ani N-acetylogalaktozaminy ani galaktozy
co skutkuje zarowno brakiem antygenu A jak 1 B na powierzchni krwinek
czerwonych. Po raz pierwszy fenotyp ten opisal w 1952 roku dr Y.M. Bhende
pracujacy w Bombaju w Indiach. Fenotyp Bombay bardzo rzadko wystepuje
w Europie. Czeste przypadki tego fenotypu wystepuja w populacji mieszkancow
Indii 1 wyspy Reunion na Oceanie Indyjskim, zwlaszcza w tamilskiej grupie
etnicznej (1:7600). Obecnos¢ w surowicy krwi regularnych przeciwcial anty-A,
anty-B oraz anty-H u 0sob z fenotypem Bombay powoduje, Ze nie moga by¢ one
biorcami krwi innej niz o fenotypie Bombay. Stwarza to ogromne problem,
w sytuacji koniecznos$ci przetoczenia u tych pacjentdw zgodnej grupowo krwi,

z powodu rzadkosci jej wystepowania

Dziedziczenie w ukladzie Rh

Dziedziczenie w uktadzie Rh opiera si¢ na dominacji allelu dodatniego (D)
nad recesywnym ujemnym (d), co oznacza, ze osoby Rh+ majg genotyp DD lub
Dd, a osoby Rh— maja dd. Kazdy rodzic przekazuje dziecku jeden allel,
a kombinacja genotypow rodzicéw decyduje o mozliwych grupach Rh u dziecka:
jesli oboje rodzice majg Rh—, dziecko zawsze bedzie Rh— W przypadku rodzicow
Rh+ lub Rh+/Rh—, dziecko moze mie¢ grupe¢ Rh+ lub Rh—.
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Tabela 3. Dziedziczenie grup krwi uktadu Rh

o |
oD(RhY)  DDIubDA(Rh#) D (Rhe

DD lubDd (Rh+)  Dd (Rh+) lub dd
lub dd (Rh-) (Rh-)

Dd (Rh+) DD lub Dd (Rh+)

Dd (Rh+) lub dd

Dd (Rh+) (Rh-)

Dd (Rh-)

Konflikt serologiczny

Konflikt serologiczny jest wynikiem reakcji immunologiczne] pomiedzy
przeciwcialami matki skierowanymi przeciwko obcym antygenom krwinkowym
ptodu. Przeciwciala przechodzg przez tozysko do krazenia ptodowego i1 tam
wywotujag chorobg¢ hemolityczng ptodu. Jej gldwnym objawem jest
niedokrwisto$¢, ktora z kolei powoduje niedotlenienie wewngtrzmaciczne,
a w dalszym etapie — uszkodzenie tkanek, narzadow, obrzgk uogolniony,
a w skrajnie niekorzystnych sytuacjach nawet zgon dziecka. Konflikty
serologiczne moga dotyczy¢ wielu uktadow, ale istotne klinicznie s3 Rh, ABO

1 Kell.

Konflikt serologiczny w ukladzie ABO
Réznice w grupach krwi uktadu ABO stwierdza si¢ u okoto 25% ciaz,

natomiast do konfliktu serologicznego dochodzi w okolo 10% przypadkow.
Konflikt w obrebie tego ukladu ma zdecydowanie tagodniejszy przebieg niz
spowodowany niezgodnoscig w uktadzie Rh. Wynika to gléwnie z niewielkiej
liczby antygendéw uktadu ABO na powierzchni erytrocytow ptodu. Ponadto
antygeny ABO wystepuja na powierzchni komorek r6znych tkanek oraz w formie

rozpuszczalnej w ptynach biologicznych, co neutralizuje przeciwciala anty-A
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1anty-B oraz zmniejsza szans¢ zwijzania si¢ z antygenami na powierzchni
erytrocytow. Klinicznie konflikt serologiczny w uktadzie ABO charakteryzuje si¢
przedluzong do kilku tygodni zéitaczkg noworodkow.

Konflikt serologiczny w ukladzie Rh

Konflikt serologiczny w zakresie Rh wystepuje, gdy matka ma krew Rh—,
a dziecko dziedziczy po ojcu grupe Rh+, co prowadzi do wytworzenia przez
organizm matki przeciwcial niszczacych krwinki ptodu, powodujac chorobe
hemolityczng noworodkéw (anemig, zottaczke) lub nawet obumarcie ptodu.
Jednak dzigki profilaktyce (podawaniu immunoglobuliny anty-D) mozna
skutecznie zapobiega¢ tym powiklaniom.

Wytwarzanie przeciwcial anty-RhD jest wywotane immunizacjg, ktora moze
mie¢ miejsce w wyniku przenikniecia krwinek ptodu do krwiobiegu matki.
Zjawisko takie zachodzi zwykle w 28.-30. tygodniu prawidlowo przebiegajace]
cigzy, za$ intensywnos¢ odpowiedzi uktadu odpornosciowego matki zalezy
od ilosci antygenow (erytrocytow ptodu), ktore dostaly sie do jej krwiobiegu.
Dlatego ryzyko immunizacji znaczgco wzrasta w przypadku przedtuzonego lub
powiklanego porodu, poronienia, cigzy pozamacicznej, rgcznego wydobycia
tozyska lub ciecia cesarskiego. Wytwarzanie przeciwcial stymuluje rowniez
kazda kolejna cigza. Do immunizacji moze rowniez dojs¢ w wyniku przetoczenia
krwi Rh+ osobie z grupa krwi Rh-, czy stosowania wspolnych igiet i strzykawek.

Odpowiedz na antygen RhD rozwija si¢ powoli, dlatego do konfliktu
serologicznego bardzo rzadko dochodzi w pierwszej cigzy. Po przeniknigeciu
krwinek czerwonych ptodu do organizmu matki sg one niszczone przez komorki
odpowiedzi nieswoistej, a ich antygeny s3 prezentowane i rozpoznawane przez
limfocyty B. W ciggu 5-15 tygodni wytwarzane sg przeciwciata klasy IgM,
ktore jednak nie przechodzg przez tozysko. Dopiero po okresie okoto 640 tygodni
ma miejsce przelaczenie klasy przeciwcial na IgG, ktore maja zdolnos¢

przenikania przez bariere lozyskowa. W krwiobiegu ptodu wigza one erytrocyty,
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ktore sg niszczone glownie w mechanizmie hemolizy pozanaczyniowe;.
Dodatkowo uwalniana w duzych ilosciach ze niszczonych erytrocytow hemoglobina
jest metabolizowana do bilirubiny, ktora przenikajac barierg krew-OUN moze si¢
kumulowa¢ w komodrkach nerwowych pnia moézgu oraz jader podstawy,
prowadzac do ich trwatego uszkodzenia.
Diagnostyka konfliktu serologicznego opiera si¢ na:
* oznaczeniu grupy krwi oraz czynnika Rh u matki 1 ojca dziecka
do 10 tygodnia cigzy
* oznaczeniu przeciwciat anty-RhD we krwi cigzarnej kobiety. Dodatni
wynik badania w I trymestrze przemawia za obecnoscig przeciwcial, ktore
powstaty w poprzedniej cigzy. Pojawienie si¢ przeciwcial w kolejnych
badaniach lub wzrost ich ilo$ci $wiadczy o tym, ze ptdd ma grupg¢ Rh+
» przeprowadzeniu dokladniejszych badan prenatalnych w przypadku
narastania ilosci przeciwcial anty-RhD lub przebytej choroby hemolityczne;j
w poprzednich cigzach
* oznaczeniu grupy krwi ptodu 1 czynnika Rh w krwi z zyly pepowinowe;j

oraz ocena stopnia uszkodzenia krwinek ptodu

Gdy krew dziecka przedostaje sie

do organizmu matki zaayna Przedwdialazwalzajy

on wytwarzaé przeciwciala krwinki plodu
grupa krwi matki
=] o czynniku Rh-

grupa krwi ptodu
S © o czynniku Rh+ \Q
e P
@, e

¥ N

\
] przeciwciata

L -
przeciwciata

Ryc. 7. Geneza hemolitycznej choroby ptodu i noworodka (HDFN) spowodowanej konfliktem
serologicznym w uktadzie Rh

Zrédio: https://zdrowegeny.pl/poradnik/konflikt-serologiczny-zagrozeniem-zycia-plodu-
noworodka? srsltid=AfmBOoqd Q38 PfBqNoyd ESR3zJjyOLFrsiZS VXMDzWITNzgxegVSRVPL
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Konflikt serologiczny w ukladzie Kell

Konflikt serologiczny w uktadzie Kell moze wystapi¢, kiedy matka
ma fenotyp k (KEL2), a ojciec K (KEL1). Dziecko ma wtedy 50% szans
na odziedziczenie fenotypu K (KELI). Caly proces przebiega analogicznie jak
w przypadku grupy Rh. Przebieg pierwszej cigzy na ogot jest prawidlowy.
Natomiast wytworzone podczas pierwszej cigzy przez matke przeciwciala
rozpoznajgce antygen K (KEL1) w nastepnej moga juz zniszczy¢ krwinki ptodu.
Czestos¢ alloimmunizacji antygenami nalezagcymi do uktadu Kell wynosi okoto
1:1000 cigz. W takim przypadku jedyng terapig sg transfuzje wymienne (wymiana
catej krwi dziecka), ktore czesto stosuje si¢ jeszcze przed urodzeniem dziecka.
Dos$¢ czesto zdarzajg sie przypadki smierci noworodkow w wyniku konfliktu

serologicznego w obrgbie uktadu grupowego Kell.

Zasady krwiolecznictwa

W krwiolecznictwie stosuje si¢ krew pelng konserwowang, koncentrat krwinek
czerwonych, koncentrat ptytek krwi, koncentrat granulocytarny oraz preparaty
osocza, zawierajagce miedzy innymi czynniki krzepniecia. Podanie gotowych
sktadnikéw krwi jest jednak rozwigzaniem doraznym, stosowanym na ratunek
zycia. Decyzja dotyczaca toczenia krwi jest podejmowana na podstawie oceny
stanu klinicznego pacjenta oraz wyniku badania morfologii krwi obwodowe;.
Przetaczanie krwi 1 jej skladnikow jest czesto wykonywanym zabiegiem jednak
musza by¢ zachowane odpowiednie wskazania do transfuzji $cisle okreslone
w przepisach. Przetaczanie krwi moze by¢ prowadzone wylacznie w warunkach

szpitalnych ze wzgledu na bezpieczenstwo pacjenta.
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Rozdzial 6.

Mutacje i genetyka populacyjna w medycynie

Cel ¢wiczen:
» Zrozumienie rodzajow zmienno$ci organizmOw oraz ich uwarunkowan
genetycznych 1 srodowiskowych
» Poznanie mechanizmdéw powstawania mutacji genowych, chromosomowych
1 genomowych
» Omoéwienie czynnikdw mutagennych o charakterze chemicznym 1 fizycznym
» Rozroznienie systemow naprawy DNA oraz ich znaczenia dla stabilnosci
genomu
» Zrozumienie metod cytogenetycznych i molekularnych stosowanych
w diagnostyce chordb genetycznych
» Analiza podstawowych poje¢ z genetyki populacyjnej, w tym puli genow
oraz rownowagi Hardy’ego-Weinberga
» Praktyczne zastosowanie prawa Hardy’ego-Weinberga do obliczen
czestosci alleli 1 genotypow
» Poznanie znaczenia mutacji 1 zmiennos$ci genetycznej w kontekscie
medycznym i ewolucyjnym
Zmiennos¢ organizméw to wystgpowanie roznic miedzy osobnikami tego
samego gatunku, dotyczacych cech morfologicznych, fizjologicznych
1 biochemicznych. Zmienno$¢ moze mie¢ charakter modyfikacji, kiedy
obserwowany fenotyp wigze si¢ z cechami niedziedzicznymi zaleznymi
od srodowiska. Nie dochodzi woéwczas do zmian w DNA a zmiennos¢ jest
przejawem plastycznosci fenotypowej organizmu. Zmienno$¢ dziedziczna

wynika ze zmian w materiale genetycznym i przekazywana jest potomstwu.
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Zmiennos$¢ dziedziczna powstaje poprzez dwa gtowne mechanizmy:
1. Zmienno$¢ rekombinacyjng, wynikajaca z:
* crossing-over
* niezaleznej segregacji chromosomow
* losowego I3czenia gamet
* losowego doboru partnerow
2. Zmiennos$¢ mutacyjng, powstajacg wskutek:
* mutacji spontanicznych
* dzialania mutagenow
Mutacje moga by¢ korzystne, dla organizmu, poniewaz zwigkszajac jego
zdolnos¢ do przezycia w okreslonym srodowisku stanowig podstawowy materiat
dla doboru naturalnego. Neutralne mutacje nie zmieniajg fenotypu 1 czgsto
dotycza odcinkéw niekodujacych lub mutacji synonimicznych. Niekorzystne
dziatanie mutacji powoduje obnizenie zywotnosci lub prowadzi do rozwoju

chorob ( mutacje subletalne 1 letalne).

Klasyfikacja mutacji:

Genowe (punktowe) — zmiany pojedynczych nukleotydow lub malych

fragmentow DNA. Zmiany sekwencji DNA w obrgbie pojedynczego genu moga

powstawac na skutek:

1. Substytucji
* Tranzycje — puryna <> puryna lub pirymidyna <> pirymidyna, powstaja
m.in. wskutek tautomeryzacji zasad
* Transwersje — puryna <> pirymidyna; moga wynika¢ z btedow naprawy

uszkodzen (np. dimeré6w pirymidynowych)
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2. Insercji i delecji

Powstaja wskutek dodania lub utraty nukleotydu. Moga by¢ indukowane
przez czynniki interkalujace, ktore zaburzaja replikacje DNA. Skutkiem sg zmiany
dtugosci nici lub przesunigcie ramki odczytu.

Efektami mutacji punktowych moga by¢:
Mutacje synonimiczne (ciche) — zmiana kodonu nie zmienia aminokwasu.
Mutacje missense (zmiany sensu) — zamiana aminokwasu na inny; moze
zmienia¢ wlasciwosci 1 funkcje biatka.
Mutacje nonsens — powstanie kodonu STOP, prowadzace do przedwczesnego
zakonczenia translacji.
Ominiecie kodonu STOP — kodon terminacyjny zostaje zastgpiony kodonem

kodujacym aminokwas, co prowadzi do wydtuzenia biatka.

Macie NONSENSE Mutacje missens
synonimiczne
DNA TTC TTT ATC TCC TGC
mRNA AAG AAA UAG AGG ACG
Biatko Lys Lys STOP Arg Thr
| | ! | !
HaN HaN H:N on
>:NH H.N
HN 0
OH
H 2 N H 2 N
0 o HN
OH OH 0
OH

Ryc. 1. Schemat pokazujqcy efekty mutacji punktowych BioRender obraz zmodyfikowany

Chromosomowe — zmiany struktury chromosomoéw to zmiany w budowie
chromosomow, ktore dotycza utraty, przemieszczenia lub reorganizacji ich

fragmentow. Mutacje strukturalne moga by¢: zrownowazone tzn. nie powodowac
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utraty materialu genetycznego. Sg wowczas zwykle bezobjawowe (np. inwersje,
niektore translokacje). Niezrownowazone aberracje chromosomowe powstaja,
gdy ogolna 1lo$¢ materialu genetycznego jest nieprawidlowa (nadmiar lub ubytek
genOw). Prowadza one do powaznych skutkow klinicznych, np. wad rozwojowych,
uposledzenia umystowego, poronien.

Inwersja — to odwrdcenie fragmentu chromosomu o 180°, powstajagce w wyniku
dwoch ztaman 1 ponownego polaczenia odwroconego odcinka. Moze prowadzic¢

do tzw. efektu pozycji, czyli zmiany aktywnosci gendw w nowym miejscu.

Wyro6znia sig:
* inwersj¢ paracentryczng — obejmuje jedno ramig, nie zawiera centromeru,

e inwersi . sna — mui . .z Wi :
IMwers ericentryczn obejmuje oba ramiona, zawiera centromer.

Zrownowazone aberracje chromosomowe i Niezrownowazone aberracje chromosomowe
Prawidiowy
zestaw
. chromosomow .
Inwersja paracentryczna an gs Delecja
i N L U A ﬂ ﬂ
i BC 2 obrét ; g ]
U ; 4
Inwersja pericentryczna Duplikacja

s g TETHT
T s g? obrot I L i “ ﬂ
- - |

]! Bl

N . Translokacja robertsonowska
Translokacja zrownowazona

) R A by

I NI

L W | &=
. 9, |

Ryc. 2. Mutacje chromosomowe zrownowazone i niezrownowazone BioRender
obraz zmodyfikowany
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Translokacja — to przeniesienie fragmentu chromosomu na inny chromosom lub
W inne miejsce tego samego.

* Translokacja wzajemna wymiana fragmentow miedzy dwoma
chromosomami; liczba chromosoméw pozostaje prawidlowa, ale ich
struktura si¢ zmienia. Moze powodowal powstawanie gamet
niezrownowazonych, prowadzacych do delecji 1 duplikacji u zarodkoéw

* Translokacja robertsonowska (fuzja centryczna) potaczenie dwoch
chromosomow akrocentrycznych w jeden duzy chromosom z utrata
krotkich ramion. Prowadzi do zaburzen segregacji chromosoméow
w mejozie, zwiekszajac ryzyko trisomii lub monosomii

Duplikacja — polega na podwojeniu fragmentu chromosomu, ktory moze
znajdowac si¢ obok pierwotnego odcinka lub w innej lokalizacji na tym samym
chromosomie.
Delecja — to utrata fragmentu chromosomu. Wyro6znia sig:

* delecj¢ terminalng ubytek koncowej czesci ramienia chromosomu

* delecje interstycjalng utrata fragmentu potozonego w obrebie ramienia
Izochromosom — to niezrOwnowazona aberracja strukturalna, w ktorej oba
ramiona chromosomu s3 identyczne stanowig swoje lustrzane odbicie. Taka
struktura powstaje na skutek jednoczesnej duplikacji jednego ramienia 1 utraty
drugiego. W efekcie organizm ma dodatkowa kopie niektorych gendw (czgSciowa
trisomia) oraz brak innych (czg¢Sciowa monosomia), co prowadzi do zaburzenia
rOwnowagi genetycznej.
Chromosom pierscieniowy — powstaje w wyniku specyficznej delecji
na koncach chromosomu, po czym konice jego ramion tacza sig, tworzac
strukture w ksztalcie pierscienia. Proces ten zwykle wigze si¢ z utrata
fragmentow materialu genetycznego z koncowych czgsci ramion chromosomu.
Taki chromosom oznacza si¢ symbolem "r" wraz z numerem chromosomu

w nawiasie, na przyktad r(X) dla chromosomu X. Chromosomy pierscieniowe
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sg powigzane zréznymi schorzeniami genetycznymi u ludzi (chromosom
pierscieniowy X moze wywotywac zespot Turnera).

Genomowe — zmiany liczby genomow (poliploidie) oraz chromosomow
(aneuploidie), dzielg si¢ na dwie gtdwne grupy: zmiany dotyczace liczby catych
genomoOw (np. monoploidia — 1n oraz r6zne formy poliploidii — 3n, 4n itd.) oraz
zmiany obejmujgce poszczegodlne chromosomy z danej pary homologicznej,
czyli aneuploidie, takie jak monosomia (2n—1) czy trisomia (2n+1).

Poliploidia — to zmiana liczby catych genoméw. Oznacza to, ze zamiast
typowego diploidalnego zestawu (2n), komorka zawiera wiecej niz dwa pelne
zestawy chromosomow. Do poliploidii dochodzi np. gdy komorka nie przejdzie
cytokinezy po replikacji DNA, lub na skutek zaptodnienia jednej komorki jajowe;j
przez dwa plemniki (polispermia). Moze si¢ tez zdarzy¢, ze oocyt nie wydali
ciatka kierunkowego podczas mejozy 1 zachowa podwojny materiat genetyczny,
co prowadzi do triploidii (3n) lub tetraploidii (4n) po zaptodnieniu. Poliploidia
czesto skutkuje nieprawidtowym rozwojem zarodka, cho¢ w niektorych tkankach
(np. trofoblast, watroba) wystepowanie komorek poliploidalnych jest fizjologiczne.
Aneuploidia — to zmiana liczby pojedynczych chromosomow. W wyniku takiej
mutacji komorka zawiera jeden chromosom wigcej lub mniej niz normalnie.
Typowe przyktady to: monosomia (2n—1) brak jednego chromosomu z dane;j
pary, oraz trisomia (2n+1) obecno$¢ dodatkowego chromosomu. Aneuploidia
najczescie] powstaje w  wyniku nondysjunkcji, czyli nierozdzielenia si¢
chromosomow homologicznych podczas anafazy I mejozy lub chromatyd
siostrzanych w anafazie II. Skutkiem jest powstanie gamet z nieprawidtowa liczba
chromosomow. Po zaplodnieniu przez prawidlowa gamete powstaje zarodek
z aneuploidig. Aneuploidie moga roéwniez powstawac po zaptodnieniu, w wyniku
btedow mitozy w zarodku. Prowadzi to do mozaicyzmu, czyli obecnosci

w jednym organizmie komoérek o réznych zestawach chromosomow.
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Ryc. 3. Mutacje genomowe BioRender obraz zmodyfikowany

Mutageny

Mutacje w DNA moga pojawia¢ si¢ spontanicznie, jako efekt btedow podczas
replikacji, badz by¢ indukowane przez rdéznorodne czynniki chemiczne lub

fizyczne, okreslane wspolnie jako mutageny.
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Tabela. 1. Przyklady i mechanizm dziatania wybranych czynnikow mutagennych

Grupa’ Przyklady Mechanizm dzialania Typ powsta!f;cych
mutagenow mutacji
' Wbllldowani.e analogu Substytucje
. Analogi zasad 5-bromouracyl (5- zamiast tyminy;
chemiczne . . punktowe
azotowych BU) tautomeryzacja zmienia .
; (tranzycje)
parowanie
o L Deaminacja C — U, Substytucj
chemiczne Deaminujace zwigzki Kwas azotowy (I1I) Aeimliril;g(asan;na Guci};“,cje
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Naprawa uszkodzen DNA
Aby zachowa¢ niezmiennos¢ sekwencji DNA kodujacych geny, organizmy
wyksztalcity réznorodne systemy naprawcze, ktore przeciwdziataja mutacjom
powstajagcym  wskutek  dzialania  wielu  czynnikow  uszkadzajacych.
W organizmach nie istnieje jeden uniwersalny mechanizm naprawczy, ktory
usuwatby wszystkie typy uszkodzen. Zamiast tego funkcjonuje kilka
specjalistycznych systemow, czesto o naktadajacym si¢ spektrum dziatania.
Do najwazniejszych systemOow naprawczych nalezg:
« naprawa z wycigciem nukleotydu (NER — nucleotide excision repair).

System NER usuwa uszkodzenia powodujace deformacje podwodijnej
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helisy, ktore blokujg replikacje 1 transkrypcje. Nalezg do nich dimery
pirymidynowe, fotoprodukty 6—4, wigzania krzyzowe 1 duze addukty
chemiczne. Mechanizm NER polega na rozpoznaniu uszkodzenia,
wycieciu fragmentu nici (okoto 30 nukleotydow) z uszkodzonym obszarem
oraz odtworzeniu fragmentu na podstawie nieuszkodzonej nici
komplementarnej. W procesie bierze udziat okoto 30 bialek

naprawa z wycigciem zasady (BER — base excision repair). Naprawa
z wycigciem zasady (BER) BER odpowiada za usuwanie uszkodzen
pojedynczych zasad, zwlaszcza tych powstatych w wyniku utleniania lub
innych modyfikacji chemicznych generowanych przez procesy
metaboliczne 1 aktywne formy tlenu. System ten takze naprawia
jednoniciowe peknigcia DNA. Uszkodzenia rozpoznajg specyficzne
glikozydazy DNA, ktore usuwaja zmodyfikowang zasade¢ 1 tworzg miejsce
bez zasady (AP site). Nastepnie endonukleaza APE przecina tancuch obok
tego miejsca. Jesli uszkodzenie powstato w wyniku np. promieniowania X,
wlacza si¢ ono do szlaku BER. Polimeraza poli (ADP-rybozy) (PARP-1)
aktywuje si¢ w miejscach uszkodzen 1 syntetyzuje rozgalezione tancuchy
poli (ADP-rybozy), co prowadzi do lokalnego rozluznienia chromatyny
1 utatwia dostep biatek naprawczych

naprawa bezposrednia uszkodzen ten typ naprawy jest rzadszy 1 polega
na bezposrednim przywrdceniu prawidtowej struktury zmienionych
nukleotydow bez koniecznosci usuwania fragmentow DNA. Przykladem
takiego mechanizmu jest fotoreaktywacja, ktora usuwa dimery
pirymidynowe powstate pod wplywem promieniowania UV. Enzymy
zwane fotoliazami, aktywowane Swiattem widzialnym, rozbijaja wigzania
powstate podczas dimeryzacji, przywracajac oryginalng strukture zasad.
Fotoliazy wystepuja u bakterii, organizmow eukariotycznych oraz roslin
naprawa bledow parowania (MMR) MMR koryguje btedy powstale

podczas replikacji, takie jak bledne sparowanie zasad czy deaminacje.



Czesc teoretyczna: Rozdziat 6

System biatek rozpoznaje nieprawidlowosci, a nastgpnie egzonukleaza
wycina uszkodzony fragment, ktory jest uzupelniany przez polimeraze
DNA

* naprawa peknie¢ dwuniciowych Pekniecia dwuniciowe naprawiane sg
poprzez dwie gtowne drogi rekombinacyjne: homologiczne (wykorzystuje
nieuszkodzong chromatydg siostrzang lub chromosom homologiczny jako
matryce do naprawy uszkodzonego DNA), oraz nichomologiczne taczenie

koncoéw (bezposrednio taczy dwa uszkodzone konce DNA)

Diagnostyka chordb genetycznych

Rodzaj testu genetycznego dobiera si¢ w zaleznosci od podejrzewanej zmiany
genetycznej. Ich celem jest wykrycie zaburzen w budowie chromosomow lub
w sekwencji DNA. Testy cytogenetyczne umozliwiajg analiz¢ liczby 1 budowy
chromosomow, gtéwnie w stadium metafazy. Dzigki jej metodom mozna
analizowac caty kariotyp czlowieka w poszukiwaniu zaburzen odpowiedzialnych
m.in. za nieplodnos¢, poronienia czy wady wrodzone. W przypadku podejrzenia
chorob monogenowych, gdzie zmiany dotycza pojedynczych gendéw lub
niewielkich fragmentow DNA, stosuje si¢ testy molekularne. Stuza one
do wykrywania punktowych zmian w sekwencji nukleotydow, a ich wybor zalezy

od rodzaju mutacji oraz badanego genu.

Genetyka populacji

Genetyka populacji to dziedzina biologii zajmujaca si¢ analizg czgstosci alleli
1 genotypow w populacjach organizméw. Podstawowa jednostka analizy w tej
dziedzinie bywa tzw. ,,dem” lokalna, reprodukcyjnie aktywna grupa organizmow,
ktora moze, lecz nie musi pokrywac si¢ z geograficznie okreslong populacja.
Przyktadem deméw sg skupiska ludzkie zawierajace zwigzki matzenskie zgodnie

z kryteriami etnicznymi, religijnymi lub spotecznymi. W S§wiecie zwierzat
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funkcje takich lokalnych jednostek moga peli¢ np. owady ograniczajace swoje
rozmnazanie do osobnikdéw zamieszkujacych to samo drzewo.

Populacja jako catos¢ dysponuje wspdlnym zasobem materiatu
genetycznego, okreslanym mianem puli genow. Kazdy osobnik posiada
indywidualny zestaw alleli, lecz wywodzacych si¢ z tej samej wspolnej puli.
Zmiany w skladzie tej puli, czyli zmiany czgstoSci wystepowania poszczegolnych

alleli, stanowig istote proceséw ewolucyjnych.

Rownowaga Hardy’ego-Weinberga

Model matematyczny zaproponowany niezaleznie przez G.H. Hardy’ego
1 W. Weinberga pozwala okresli¢, czestoS¢ wystepowania w populacji
okreslonych genotypow. Jesli w badanej populacji rozrod przebiega losowo,
nie zachodzg mutacje, dobor naturalny nie faworyzuje zadnych genotypow, nie
ma migracji, a kazda kombinacja gendw ma takg sama szans¢ na przekazanie
informacji genetycznej potomstwu czestotliwos¢ genotypoéw jest zalezna

wylacznie od czestosci alleli 1 mozna je przewidzie¢ za pomocg roOwnania:

pPPr2pq+qi=1

gdzie:
p? to czesto$¢ homozygot dominujacych (AA),
2pq — heterozygot (Aa),
q? — homozygot recesywnych (aa).

W rzeczywistych populacjach wiele czynnikow moze powodowac
odchylenia od oczekiwanych proporcji genotypow. Czynniki zakldcajace
rownowage Hardy’ego-Weinberga to:

* Dobodr naturalny zmniejsza sukces reprodukcyjny lub przezywalnos¢
nosicieli okreslonych genotypow
* Migracje wprowadzaja nowe allele z innych populacji, zmieniajac

strukture genetyczng
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Czesc teoretyczna: Rozdziat 6

Nieprzypadkowy dobor partnerow faworyzowanie podobnych lub
roznych genotypow skutkuje przewaga homozygotycznosci lub
heterozygotycznosci

Struktura populacji obecno$¢ subpopulacji (np. lokalnych grup
endogamicznych) prowadzi do wzrostu homozygotycznosci

Mutacje cho¢ wprowadzaja nowe allele, ich wptyw jest ograniczony przez
niska czestos¢ 1 selektywng eliminacje mutacji szkodliwych

Dryf genetyczny przypadkowe zmiany czestosci alleli, szczegodlnie istotne
w malych populacjach, moga z czasem kumulowaé si¢ 1 prowadzic¢

do zauwazalnych przesuniec¢

Pomimo, ze populacje ludzkie nie spetniajg wszystkich zalozen, to rownanie

Hardy’ego-Weinberga jako prosty, dajacy dobre przyblizenia model, jest

wykorzystywane do szacowania czestosci nosicieli alleli odpowiedzialnych

za ujawnienie si¢ chorob genetycznych w populacji.

Przyktadem moze by¢ oszacowanie jaki % populacji stanowig nosiciele alleli

dla fenyloketonurii. Fenyloketonuria to choroba dziedziczona autosomalnie

recesywnie. Czesto$¢ wystepowania homozygot recesywnych-ludzi chorych

na Fenyloketonuri¢ — wynosi okoto 1 na 10 000 urodzen.

czestos¢ homozygot recesywnych (aa) = g>=1/10 000 = 0,0001

q =+/0,0001 = 0,01

W jednym locus u organizmow 2n istniejg tylko dwa allele:

A — allele dominujacy (jego czgstos¢ to p)

a — allele recesywny (jego czestos¢ to q)

zatem p +q =1

p=1-0,01=099
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Nosiciele to heterozygoty (Aa) =2pq
2pq =2-0,99-0,01 =0,0198

0,0198 = 2%

Zgodnie z rownaniem nosiciele (heterozygoty) stanowig okolo 2% populacji
(doktadnie 1,98%). Zatem liczba nosicieli jest znacznie wigksza niz liczba

chorych homozygot recesywnych.
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