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”Materiaty pomocnicze do ¢wiczen z biologii z genetyka” zawierajg podstawy, z ktérymi

nalezy zapoznac sie przygotowujac sie do zaje¢ (¢wiczenia, seminaria) oraz egzaminu

z przedmiotu biologia z genetyka. Wiedze przedstawiong w materiatach pomocniczych nalezy
pogtebié uczestniczgc w wyktadach oraz korzystajgc z podanej ponizej literatury obowigzkowe;j
i uzupetniajacej.
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. Mutacje

Mutacje sg to trwate zmiany w informacji genetycznej danego organizmu, polegajgce
na zmianie ilosci lub struktury materiatu genetycznego.

Proces powstawania mutacji jest nazywany mutageneza. Mutacje mogg powstawac
samoistnie (mutacje spontaniczne) lub mogga by¢ wywotane sztucznie (mutacje indukowane).
Moga one wystgpi¢ zarowno w komodrkach pfciowych, jak i w komadrkach somatycznych.
W pierwszym przypadku mutacje sg dziedziczone i mogg by¢ przyczyng chordb genetycznych.
Natomiast w przypadku komdrek somatycznych wptyw mutacji ogranicza sie do komorek
powstatych w wyniku podziatu komérki, w ktdrej nastgpita mutacja. Mutacje w komadrkach
somatycznych mogg by¢ niebezpieczne dla organizmu, jesli wywotujg negatywne zmiany.
Przyktadem moze by¢ powstawanie onkogendéw na skutek mutacji protoonkogenow
lub mutacje antyonkogenéw (gendw supresorowych np. Rb, p-53) prowadzace do ich
inaktywacji.

Wyrdznia sie nastepujgce rodzaje mutacji:

1) Mutacje genowe powstate w wyniku zmian w strukturze genu, rodzajem mutacji
genowej jest mutacja punktowa, w ktdrej zmiana zachodzi jedynie w obrebie jednego
nukleotydu,

2) mutacje chromosomowe powstate w wyniku zmian w strukturze chromosomow,

3) mutacje liczbowe powstate w wyniku zmian w liczbie chromosoméw.

Mutacje genowe powstajg na skutek spontanicznych btedéw w replikacji DNA
lub rekombinacji mejotycznej, lub jako konsekwencja szkodliwego dziatania na DNA
czynnikow fizycznych i chemicznych. Zmiany zaréwno jednego, jak i kilku nukleotydéw w genie
mogg odpowiadac za powstanie nowych gendw, co przyczynia sie do wzrostu réznorodnosci
genetycznej w obrebie gatunku i sprzyja ewolucji organizmdéw. Mutacje sg takze przyczyng
wielu choréb genetycznych i wad rozwojowych organizméw. Mutacje genowe mogg wystgpic
w komadrkach somatycznych oraz generatywnych. Mutacje w komérkach somatycznych nie sg
przekazywane potomstwu, ale mogg byé przyczyng rozwoju nowotwordéw. Mutacje
generatywne zachodzgce w materiale genetycznym komadrek rozrodczych sg przekazywane
potomstwu i niektére z nich sg przyczyng choréb genetycznych i wad rozwojowych. Nie maja
jednak wptywu na organizm, w ktérym doszto do mutacji.

Wyrdznia sie trzy rodzaje mutacji genowych:

substytucje — mutacje punktowg polegajgcg na zamianie w nici DNA jednego nukleotydu na
inny

insercje — czyli wstawienie jednego lub wiekszej liczby dodatkowych nukleotydéw do nici DNA
delecje — utrate jednego lub wiekszej liczby nukleotyddw z nici DNA

Najprostszg mutacjg punktowg jest mutacja polegajaca na zamianie pojedynczej zasady
w DNA, np. moze to by¢: tranzycja, w ktérej jedna puryna lub pirymidyna jest zastgpiona przez
inng puryne lub pirymidyne, albo transwersja, kiedy puryna zostaje zastgpiona pirymidyng lub
odwrotnie.


https://encyklopedia.pwn.pl/haslo/mutageneza;3944681.html
https://encyklopedia.pwn.pl/haslo/antyonkogeny;3870162.html

Rodzajem insercji s3 mutacje dynamiczne polegajgce na zwiekszeniu ilosci powtdrzen
nukleotydowych (odcinkéw o dtugosci najczesciej trzech nukleotyddw), bedace przyczyng
wielu chordéb genetycznych neurodegradacyjnych i neuromiesniowych. Powodem tej mutacji
moze by¢ poslizg polimerazy DNA podczas replikacji.

Mutacje chromosomowe polegaja na rdéznych przemieszczeniach rozmaitych odcinkéw
chromosomoéw, ktére ulegty peknieciu spontanicznie badZ pod wptywem promieniowania
jonizujgcego lub zwigzkdw chemicznych. W zaleznosci od punktu cyklu komérkowego,
w ktorym nastgpito rozerwanie chromosomu rozréznia sie dwa rodzaje aberracji: aberracje
chromatydowe i aberracje chromosomowe. Aberracja chromatydowa ma miejsce jezeli
peknieciu ulegta jedna z dwdch siostrzanych chromatyd, proces ten nastepuje po replikacji
DNA czyli w fazie G; interfazy lub w profazie. Aberracje chromosomowe sg spowodowane
peknieciem przed replikacjg DNA, czyli w fazie G interfazy. Wéwczas modyfikacje strukturalne
zostajg przekazane obu chromatydom, wskutek czego oba chromosomy siostrzane posiadajg
takg sama aberracje.

Znane sg aberracje, bedgce rezultatem peknie¢ chromosomoéw, np.: delecje, deficjencje,
insercje, duplikacje i translokacje.

= Delecja — utrata 1 Ilub wiekszej liczby par nukleotydéw z DNA genowego
(w dowolnym miejscu chromosomu)

= Deficjencja — delecja koncowego odcinka chromosomu

= Insercja (interkalacja) — wstawienie krétkiej sekwencji DNA w obrebie 1 genu
lub wstawienie fragmentu chromosomu

= Duplikacja — podwojenie fragmentu chromosomu

= Translokacja — przemieszczenie sie odcinkdw chromosomdw. Mogg one przebiegac
w obrebie tego samego chromosomu lub miedzy réznymi chromosomami.

Szczegblnym przypadkiem translokacji jest inwersja, tzn. odwrdcenie kolejnosci odcinkéw
w obrebie tego samego ramienia chromosomu. Translokacje zwykle nie prowadzg do zmiany
w liczbie chromosoméw, a jedynie zmieniajg ich strukture genetyczng. Jedynie w skrajnych
przypadkach translokacji catych ramion chromosomoéw Ilub pekniecia chromosoméw
w centromerze, zmiany strukturalne mogg powodowac zmniejszenie lub zwiekszenie liczby
chromosoméw. W rezultacie translokacji miedzy chromosomowych mogg powstawad
chromosomy dicentryczne i fragmenty acentryczne. Gdy w anafazie dwa centromery
chromosomu dicentrycznego rozchodzg sie do przeciwlegtych biegunéw, chromosom
dicentryczny zostaje rozciggniety miedzy dwoma biegunami tworzac tzw. ,mostek”.
Acentryczny fragment pozostaje w pfaszczyznie réwnikowej dzielgcej sie komorki.
Chromosomy dicentryczne ulegajg rozerwaniu w przypadkowym miejscu, a fragment
acentryczny nie zostaje w ogoéle wigczony do jader potomnych. Po podziale powstaje z niego
mikrojadro.

Mutacje moga dotyczy¢ réwniez liczby chromosoméw. Dla danego gatunku liczba
haploidalna (n) badz diploidalna (2n) chromosoméw jest charakterystyczna i stata. Niekiedy



spotyka sie odchylenia od normy. Mozna je podzieli¢ na dwie kategorie. W pierwszej z nich
odchylenia od podstawowej liczby diploidalnej dotyczg tylko pojedynczych par chromosomoéw
homologicznych, w ktérych zamiast dwdch chromosomoéw homologicznych, wystepuje tylko
1 lub liczba ich jest zwiekszona np. do 3. Pozostate chromosomy tworzg normalne pary.
W opisanych przypadkach liczba chromosoméw wynosi nie 2n lecz 2n-1 lub 2n+1.
Taka kategorie mutantéw nazywamy aneuploidami.

Jesli caty zespdt chromosomoéw w organizmie wystepuje w ilosci zwielokrotnionej (wiekszej niz
2) np. 3n, 4n, 5n, to taka kategorie mutantéw chromosomowych liczbowych nazywamy
euploidami.

Opracowanie: mgr farm. Dorota Gajdzis-Kuls na podstawie: Biologia molekularna w medycynie.
Elementy genetyki klinicznej. J. Bal, PWN 2008; Podstawy genetyki pod redakcjg G. Drewy, Volumed,
1995.

Wykorzystanie mutacji w hodowli roslin

Indukowanie zywotnych, korzystnych mutacji ma duze znaczenie w hodowli roslin. Mutacje
gendw wywotuje sie za pomocg wielu czynnikdéw. Hodowcy roslin stosujg najczesciej réznego
rodzaju promieniowanie i niektére zwigzki chemiczne (np. iperyty siarkowy i azotowy).

S3 dwa rodzaje promieniowania indukujgcego mutacje: promieniowanie jonizujgce
i niejonizujgce. Z promieni jonizujacych stosuje sie promienie B i y wydzielane przez
substancje radioaktywne oraz promienie X i neutrony. Sposréd promieni niejonizujacych
jedynie promienie UV wywierajg wptyw na geny. Dawki potrzebne do wywotania mutacji sg
rozne, w zaleznosci od organizmu, od organu poddawanego promieniowaniu i od wielu
innych czynnikédw. Suche nasiona mogg by¢ traktowane wiekszymi dawkami promieniowania
niz kietkujgce siewki. Dla kazdego materiatu trzeba dobra¢ takg dawke promieniowania, aby
wywotaé jak najwiecej mutacji, nie powodujac przy tym zbyt wielkich zaburzen w procesie
kietkowania i wzrostu.

Wykrywanie, izolowanie i badanie zywotnych mutantéw jest ogromnie trudne
i pracochtonne. Napromieniowane nasiona wysiewa sie na poletku doswiadczalnym.
Nowe linie mozna otrzyma¢ hodujgc w ciggu 10 pokolen zmutowang korzystnie rosline,
stosujgc hodowle wsobne tzn. zapylane wtasnym pytkiem. W przypadku zyta okreca sie ktos
folig, aby kwiaty nie zostaty zapylone pytkiem innej rosliny.

Mutacje dotyczace zwielokrotnienia liczby chromosomoéw (poliploidy) mozna otrzymaé
sztucznie, dziaftajgc np. kolchicyng, na merystemy wierzchotkowe lub zarodki hodowane
in vitro.

Zaobserwowano, ze formy poliploidalne wielu roslin uprawnych czesto sg wieksze
i zwykle bardziej zywotne niz wystepujagce w naturze ich diploidalne odpowiedniki.
Przyktadem jest pszenzyto zawierajgce 3 genomy pszenicy i 1 genom zyta (oktaploid). Jest ono
znacznie plenniejsze od pszenicy i zyta, toleruje kwasne, gorsze gleby, wykazuje odpornosc
na wyleganie oraz mréz (formy ozime), a zawartos¢ biatka jest taka sama jak w pszenicy.

Opracowanie: dr Hanna Oledzka (materiaty zrédtowe u autorki).
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Il. Dziatanie zwigzkéw chemicznych na dzielgcy sie komorke

Zwigzki chemiczne mogg hamowa¢ lub stymulowac podziaty komérkowe. Inhibitorami mitozy
sg zwigzki chemiczne lub czynniki fizyczne ktdére, powodujg wydtuzenie cyklu zyciowego
komodrek zdolnych do podziatéw mitotycznych. Efektem tego dziatania jest zmniejszenie
indeksu mitotycznego. Natomiast stymulatory mitozy powodujg skrécenie cyklu zyciowego
komorki i zwiekszenie indeksu mitotycznego. Dziatanie hamujgce mitoze, jak i stymulujace,
zalezy od stezenia roztworu danej substancji.

Indeks mitotyczny (IM) jest to procent jaki stanowig komaérki dzielgce sie w stosunku do catej
populacji danej tkanki.

Indeks mitotyczny oceniany jest najcze$ciej w 1000-2000 komérek na preparat i obliczany jako
procent komodrek dzielgcych sie w stosunku do catej populacji obserwowanych komérek
wedtug przedstawionego wzoru:

P+M+A+T
IM =

= —— x 1009
I+P+M+A+T 00%

(P — profaza, M — metafaza, A — anafaza, T —telofaza, | — interfaza)

Inhibitory mitozy ze wzgledu na rezultat dziatania mozna podzieli¢ na 3 grupy:
1) inhibitory wrzeciona kariokinetycznego,
2) czynniki mutagenne powodujgce mutacje, ktére przejawiajg sie jako tzw.
aberracje chromosomowe,
3) czynniki antymitotyczne, powodujgce obnizenie albo catkowity zanik aktywnosci
mitotycznej komorek.

Inhibitory wrzeciona kariokinetycznego

Inhibitorem wrzeciona kariokinetycznego jest m.in. alkaloid — kolchicyna, ktdry wystepuje
w gatunku roslinnym Colchicum autumnale - zimowicie jesiennym. Alkaloid ten powoduje tzw.
statmokineze inaczej c-mitoze. Kolchicyna dziata w stezeniu 0,05% -0,2%. W obecnosci
kolchicyny, w komodrkach nie wytwarza sie wrzeciono kariokinetyczne gdyz powoduje ona
dezorganizacje i redukcje mikrotubul. Mikrotubule sg statym sktadnikiem komdrek,
zlokalizowane sg w cytoplazmie. Sg to proste, rurki, o $rednicy ok. 25 nm, powstajace
w wyniku polimeryzacji heterodimeréw zbudowanych z a i B tubuliny. W czasie podziatu
komorki, mikrotubule tworzg zorganizowany system zwany wrzecionem kariokinetycznym.
Mikrotubule biorg czynny udziat m.in. w ruchu chromatyd/chromosoméw w czasie anafazy
i w wyznaczaniu ptaszczyzny podziatu komoérkowego. W komaérkach podczas c-mitozy, tzn.
w obecnosci kolchicyny nie ma mikrotubul w obszarach normalnie zajetych przez wrzeciono
kariokinetyczne, w zwigzku z czym wrzeciono kariokinetyczne nie wytwarza sie. Wobec braku
wrzeciona kariokinetycznego metafaza poczatkowo polega na powolnym rozwijaniu sie
ramion chromatyd. W pdZniejszej metafazie ramiona chromatyd odpychajg sie od siebie. Jezeli



centromer lezy posrodku chromosomu lub blisko $rodka, wtedy chromosomy przybierajg
postaé litery X. W c-anafazie nastepuje podziat centromeréw, ale chromosomy siostrzane
odsuwaija sie od siebie tylko na niewielkg odlegto$é. W c-telofazie nie powstaje fragmoplast
i nie ma podziatu komadrki na dwie, wobec czego wszystkie chromosomy w podwojone;j liczbie
wchodzg w sktad jagdra interfazowego. Jadro takie ma nieregularny ksztatt.

Substancjg dziatajacg mutagennie jest talidomid. Talidomid (pochodna kwasu a-N-
ftalimidoglutarimidowego) to lek o dwdch obliczach. W latach 50. XX wieku, byt polecany
kobietom w cigzy jako lek o dziataniu przeciwwymiotnym, przeciwbdlowym, usypiajgcym
i hipnotycznym. Okazato sie, ze stosowanie talidomidu w pierwszych tygodniach cigzy
powodowato powstanie malformacji u dzieci. Talidomid wigze i blokuje biatko o nazwie
cereblon, majgce istotny wptyw na rozwdéj koiczyn ptodu. Obserwowano gwattowny wzrost
przypadkéw tzw. fokomelii, to jest zahamowania rozwoju kosci dtugich koriczyn gdérnych
i dolnych u nowonarodzonych dzieci. Po ujawnieniu dziatania teratogennego talidomidu
na ptéd, lek ten zostat wycofany z lecznictwa. Po wielu latach badan talidomid wrdcit
do lecznictwa, jako substancja o zupetnie innym przeznaczeniu. Dzi$ zaleca sie go w leczeniu
choréb nowotworowych i autoimmunizacyjnych. Jako lek immunomodulujgcy, stosuje sie go
gidwnie w terapii szpiczaka mnogiego. Inne wskazania to leczenie: rumienia guzowatego
tragdowego, zmian skdrnych w przebiegu tocznia rumieniowatego, chtoniaka ziarniczego oraz
mielofibrozy opornych na inne metody leczenia. Francuski uczony Deysson zbadat dziatanie
tego leku na merystemy wierzchotkowe Allium cepa L. i stwierdzit, ze talidomid nie wywiera
wyraznego dziatania na czestotliwos¢ mitotyczng, ale powoduje powstawanie nietypowych
mitoz.

Czynnikiem antymitotycznym powodujgcym catkowity zanik aktywnosci mitotycznej jest
Ledakrin (nitracrine - substancja czynna leku) jest to cytostatyk, stosowany w onkologii
w lecznictwie zamknietym w leczeniu nowotwordw jajnikéw, otrzewnej i niektérych
nowotwordw skory. Jego mechanizm dziatania polega na hamowaniu waznych proceséw
zyciowych komoérek, m. in. oddychania.

Opracowanie: dr Hanna Oledzka, mgr Dorota Gajdzis-Kuls (materialy Zzrédtowe u autorek),
prof. dr hab. Agnieszka Pietrosiuk na podstawie publikacji: Neil Vargesson. Review Thalidomide-
Induced Teratogenesis: History and Mechanisms. Birth Defects Research (Part C), 2015; 105:140-156.
Woynarowski J.L. & Konopka J. A. Effects of ledakrin on DNA and cell cycle in HelLa S3 cells., 1986, 12(6-
7):517-521.




lll. Mutageneza srodowiskowa

W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat nastgpit gwattowny rozwéj przemystu i rolnictwa.

Spowodowato to wzrost skazenia srodowiska zwigzkami chemicznymi, z ktérych wiele ma

wiasciwosci mutagenne, powodujgce uszkodzenia DNA. Jest to jedna z przyczyn powstawania

nowotwordw i zaburzen genetycznych. Substancje toksyczne wystepujgce szerzej w naszym

srodowisku nazywamy truciznami Srodowiskowymi. Mogg one byé pochodzenia naturalnego,

jak np. gazy wulkaniczne rozprzestrzeniajgce sie w atmosferze ziemskiej, czy lawa. Z reguty

jednak trucizny sSrodowiskowe powstajg wskutek niedbatej gospodarki cztowieka w przyrodzie

poprzez rozprzestrzenianie toksycznych substancji.

Zrédtem skazenia toksycznego s3:

wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne powstajgce w wyniku proceséw
spalania etyliny w silnikach samochodowych; sktadniki spalin dostaja sie do powietrza,
osiadajg na roslinach i glebie, a z gleby mogg przenika¢ do roslin uprawnych,

metale ciezkie (arsen, otéw, cynk, kadm, rteé¢) dostajgce sie do Srodowiska
z zanieczyszczen technicznych; w organizmie ludzkim magazynujg sie w tkankach,
pestycydy - substancje przeznaczone do zwalczania réznego rodzaju plag (herbicydy -
$rodki chwastobdjcze, insektycydy - sSrodki owadobdjcze, fungicydy - Srodki
grzybobdjcze),

pierwiastki radioaktywne stosowane w medycynie i technice,

detergenty przedostajgce sie do Sciekdw sg szkodliwe dla ryb, planktonu roslinnego
i bakterii rozktadajgcych biatko,

polichlorowane weglowodory stosowane jako sktadniki farb, wypetniacze, gumy sa
rozpuszczalne w ttuszczach, mogg dostawaé¢ sie do S$rodkdw spozywczych,
zawierajgcych ttuszcze,

antybiotyki stosowane do mieszanek paszowych powodujg uczulenia, powodujg takze
odpornos¢ drobnoustrojéw, utrudniajgc leczenie,

nawozy sztuczne - obfite stosowanie nawozéw azotowych powoduje zwiekszenie
zawartosci azotandw szczegdlnie w warzywach. Podczas przechowywania warzyw
mogg w nich gromadzi¢ sie azotyny powstajgce z azotandw. Z azotynédw natomiast
tworzg sie nitrozoaminy o dziataniu kancerogennym.

Ponizej przedstawiono, demonstrowane na ¢éwiczeniach z biologii, przyktady zwigzkdéw

chemicznych, ktére majg wptyw na komarki i chromosomy roslin testowych.

1.

Dichlorvos (DDVP) - insektycyd fosforoorganiczny stosowany jako srodek owadobdjczy
i grzybobdjczy w uprawie roslin. W wyniku jego dziatania w roslinnych komérkach
merystematycznych powstajg takie zmiany jak: zaburzenia metafazy - zlepianie
chromosoméw, zaburzenia anafazy - mostki chromosomowe, powstawanie
mikrojagder w komédrkach potomnych, jako efekt nieprawidtowego rozdziatu
chromosoméw oraz zaburzenia cytokinezy, co prowadzi do powstawania komodrek
dwujadrowych.



2. Adriamycyna (Doksorubicyna) - antybiotyk antracyklinowy stosowany
w chemioterapii nowotworéw. Powoduje obnizenie indeksu mitotycznego, wchodzac
w trwaty kompleks z DNA, co uniemozliwia podziaty komdrkowe. ROéwnoczesnie
wywotuje szereg nieprawidtowosci, takich jak: c-metafaza, mostki chromatydowe,
nierdwnomierny rozdziat chromosoméw, fragmentacja chromosomow, lepkosc
chromosomoéw, redukcja ich liczby, powstawanie komérek dwujgdrowych, a nawet
czterojgdrowych.

3. Chlorowodorek papaweryny - pochodna papaweryny, alkaloidu izochinolinowego
wystepujgcego w opium. Wykorzystywany jest w lecznictwie jako spazmolityk - lek
rozkurczajacy miesnie gtadkie narzadéw wewnetrznych. Stosowany jest w stanach
spastycznych drég moczowych, jelit i drog zétciowych. W badaniach na merystemach
korzeni Allium cepa L. stwierdzono tworzenie sie, pod jego wptywem, komadrek
poliploidalnych, co prowadzi do powstawania tumordéw.

Dziatanie wymienionych powyzej zwigzkéw skutkuje, m.in. powstawaniem komodrek
dwujadrowych, co zwigzane jest z inhibicjg cytokinezy. Cytokineza jest ostatnim etapem
podziatu komorki, podczas ktérego zachodzi podziat cytoplazmy i wytwarzajg sie dwie odrebne
komorki. Rozpoczyna sie ona w komodrkach roslinnych pod koniec anafazy lub na poczatku
telofazy wytworzeniem tzw. przegrody pierwotnej. Powstaje ona w s$rodkowej czesci
wrzeciona podziatowego, w ptaszczyznie prostopadtej do jego diugiej osi. Pod wptywem
inhibitorow cytokinezy nastepuje podziat jadra, a komdrka nie dzieli sie. Wskutek tego
powstajg komérki dwujadrowe. Zjawisko to nazywa sie statmodierezg. Oba jgdra w komérce
dwujadrowej czesto tgczg sie razem tworzac jedno jadro poliploidalne. Badania przebiegu
cytokinezy w komarkach roslinnych w mikroskopie elektronowym, wykazaty istnienie 4 faz:
powstawania pecherzykow Golgiego, gromadzenie sie ich oraz grupowanie i zlewanie. Okazato
sie, ze inhibitory cytokinezy przeszkadzajg w grupowaniu sie pecherzykéw i dlatego nie
tworzy sie przegroda pierwotna. Jadra w komérkach dwujgdrowych powstate pod wptywem
dziatania inhibitorow cytokinezy moggq dalej sie dzieli¢ jezeli komérka nie zostata zabita, moze
to nastgpi¢ podczas postinkubacji, tzn. po przeniesieniu materiatu badanego z roztworu
inhibitora do wody. Jednoczesng synchroniczng mitoze dwodch jgder w jednej komoérce,
nazywa sie bimitozg. Osie wrzeciona kariokinetycznego mogg by¢ réznie usytuowane jedna
wzgledem drugiej, mogg byé réwnolegte, badz prostopadte albo dwie osie mogg lezec
na wspolnej linii. W wyniku tych podziatdw powstajg bloki komadrek ktére pod mikroskopem
majg charakterystyczny wyglad (Ryc. 1).

Pomimo wysitkdw na rzecz ograniczenia poziomu czynnikdw mutagennych w srodowisku
cztowieka, wydaje sie, ze diugo jeszcze bedg one powainym Zrddtem zagrozenia. Stad
poszukiwanie czynnikdbw o charakterze antymutagennym i antykancerogennnym,
przeciwdziatajgcych lub znoszgcych aktywnosc srodowiskowych mutagendw i kancerogendw.
Znaczng grupe antymutagendw i antykancerogendéw zidentyfikowano wsrdd naturalnych
sktadnikdw pozywienia. Na podstawie tych badan zaleca sie zwiekszenie spozycia Swiezych
oOWOoCOw i warzyw.
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Ryc. 1. Rodzaje bimitozy

Opracowanie: dr Hanna Oledzka i mgr Dorota Gajdzis-Kuls (materiaty Zzrodtowe u autorek).
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IV. Test Allium wedtug Levana

W wielu osrodkach naukowych prowadzone sg badania dotyczgce wptywu réznych substancji
chemicznych na DNA w celu wykrycia ich dziatania mutagennego. W badaniach tych
stosowane sg, m.in. testy roslinne, ktore stuzg do oceny toksycznosci, cytotoksycznosci,
genotoksycznosci i mutagennosci pojedynczych substancji chemicznych, jak rdowniez
ztozonych mieszanin wystepujgcych w srodowisku cztowieka. Sg to testy: Allium, Triticum,
Pisum Vicia, Raphanus, Zea. Najczesciej stosowane s3: test Allium, w ktérym jako materiat
testowy wykorzystywane sg korzenie wierzchotkowe Allium cepa L. oraz test Vicia
wykorzystujacy korzenie boczne Vicia faba L.

Test Allium jest powszechnie stosowany do oceny toksycznosci, cytotoksycznosci,
genotoksycznosci i mutagennosci pojedynczych substancji chemicznych, jak réwniez
ztozonych mieszanin. Test ten wykonywany jest na komdrkach stozka wzrostu korzeni cebuli
(Allium cepa L.). Tkanki merystematyczne korzeni majg szerokie zastosowanie w badaniach
nad dziataniem mitotycznym, gdyz mioda tkanka twdrcza charakteryzuje sie
licznymi mitozami. Postepowanie metodyczne testu Allium jest bardzo proste, a merystemy
korzeniowe zachowujg sie podobnie jak kultura tkanek zwierzecych - mechanizm
biotransformacji promutagenéw u roslin jest zblizony do systemu wystepujgcego
w komorkach zwierzecych. Test Allium, zostat wprowadzony przez Levana w 1938 r. do badan
cytogenetycznych kolchicyny. Obecnie stosowany w badaniach test Allium zostat
standaryzowany w latach 80. XX wieku przez Fiskesjo.

Materiatem do badan w tescie Allium sg bulwy cebuli zwyczajnej Allium cepa L. o réwnej
wielkosci, pozbawione suchych tusek i pietki w sposdb nieuszkadzajgcy primordidow
(zawigzkéw korzeni). Doswiadczenie prowadzone jest w statych warunkach temperatury (ok.
20 9C) oswietlenia.

Etapy testu Allium s3 nastepujace:

Etap 1 —inkubacja korzeni

Etap ten sktada sie z preinkubacji i inkubacji wtasciwej. Preinkubacja trwa od jednego
do dwdch dni i polega na inicjacji procesu rozwoju korzeni Allium cepa w kulturze wodnej
(woda wodociggowa, woda destylowana) az do uzyskania korzeni o dtugosci 1-2 cm.
Inkubacja wtasciwa polega na kulturze korzeni Allium cepa w roztworze substancji badanej,
czyli substancji bezposrednio wptywajgcej na zywe komérki merystematyczne. W tym celu
wymienia sie wode na roztwor substancji badanej. W doswiadczeniu stosuje sie rdzne czasy
inkubacji: 2, 12, 24, 30, 48 i 72 godziny oraz rdzne stezenia badanej substancji. Przy czym
stezenie badanej substancji w kolejnych prébach powinno wyraznie zmniejszaé sie.
Rownolegle z prébkami testowanymi prowadzi sie inkubacje korzeni w roztworach
mutagendéw diagnostycznych. Jest to tzw. kontrola pozytywna oraz w czystym roztworze
zastosowanym w preinkubacji, jest to tzw. kontrola negatywna.

Etap 2 - utrwalanie

Korzenie cebuli w tescie Allium po zakonczeniu wszystkich etapdw inkubacji, poddawane
sg utrwalaniu. W tym celu, obcina sie wierzchotki korzeni i poddaje sie je dziataniu substancji
utrwalajacej. Jedng z pierwszych stosowanych metod byto utrwalanie w mieszaninie
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45% kwasu octowego i 1 M kwasu solnego. Taka technika umozliwiata jednoczesne utrwalenie
korzeni oraz zhydrolizowanie DNA w jgdrze komdérkowym. Obecnie najczesciej stosowane jest
utrwalanie w mieszaninie kwasu octowego i 70% etanolu, co pozwala na dtuisze
przechowywanie materiatu w utrwalaczu lub 70% etanolu, ale w tym przypadku wymagana
jest wczesniejsza hydroliza DNA 1M kwasem solnym w czasie 5-10 minut i temperaturze 60 °C
lub 4 M kwasem solnym w czasie 15-75 min., w temperaturze pokojowej (24 £+ 1 2C).

Etap 3 — barwienie

Do barwienia DNA w komdrkach merystematycznych korzeni cebuli najczesciej stosuje sie
1lub 2% roztwoér orceiny (metoda Fiskesjo). Pod wptywem tego barwnika chromosomy
wybarwiajg sie na kolor czerwono — fioletowy. Orceina jest barwnikiem oksazynowym
otrzymywanym z porostow z rodziny Roccellaceae lub syntetyzowanym chemicznie.

Etap 4 — wykonanie i analiza preparatow mikroskopowych i obliczanie indeksu mitotycznego.

Z odcinka korzenia cebuli obejmujgcego merystem wierzchotkowy wykonuje sie preparat
mikroskopowy technikg miazdzenia. Preparaty przygotowuje sie, robigc rozmaz stozka
wzrostu o dtugosci 1 mm na szkietku podstawowym. W analizie mikroskopowej moga by¢
obserwowane takie parametry jak: indeks mitotyczny, czesto$¢ wystepowania mikrojgder
oraz aberracji chromosomowych w postaci peknietych i opdznionych chromosomodw, a takze
mostkéw chromosomowych. Obserwacje mikroskopowe prowadzone sg w powiekszeniu
400x i 1000x. Nalezy zaznaczy¢, ze przed wykonaniem preparatéw mikroskopowych warto
zaobserwowac réwniez zmiany makroskopowe (zewnetrzne) na korzeniach w strefie
merystematycznej, takie jak: deformacja, barwa, grubosc¢ i dtugosc korzeni. Zmianom tym nie
zawsze towarzyszg zmiany kariokinetyczne.

Opracowanie: mgr Dorota Gajdzis-Kuls na podstawie: ,, Test Allium jako metoda stuzgca do oceny stanu
Srodowiska” mgr Ewa Btaszczyk, Instytut Ekologii Terendw Uprzemystowionych, Katowice
https://www.researchgate.net/publication/304766171
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V. Zaburzenia mechanizméw regulujagcych cykl komérkowy mogace prowadzié
do powstawania nowotworéw

Zaburzenia w przebiegu procesu regulacji cyklu komérkowego sg przyczyng powstawania
i rozwoju nowotworow. Nowotwory charakteryzujg sie niepowstrzymanymi podziatami
komorek prowadzacymi do powstania guzéw lub innych form nieprawidtowego wzrostu
komorek i tkanek. Komodrki nowotworowe cechuje tatwos¢ przechodzenia przez punkt
restrykcyjny R (przejscie Gi/S) cyklu komdrkowego. Biatka biorgce bezposredni udziat
w procesach regulacji cyklu komdrkowego sg kodowane przez geny tego cyklu. Wyrdznia sie
dwie klasy gendw, ktorych funkcje sg zaburzone wskutek mutacji. Sg to: protoonkogeny i geny
supresorowe.

Protoonkogeny to geny kodujgce biatka, ktére w prawidtowych komérkach w odpowiedzi
na dziatanie czynnikédw mitogennych regulujg procesy réznicowania i proliferacji komérek.
Czynniki mitogenne to te, ktére indukujg mitoze komodrek. Przez protoonkogeny kodowane
sg m.in. biatka regulujgce cykl komérkowy — cykliny i kinazy zalezne od cyklin. Zmutowane
protoonkogeny nazywamy onkogenami. Ich biatkowe produkty (onkoproteiny) nadmiernie
pobudzajg wzrost i podziaty komdrek. Onkogen powstaje najczesciej w wyniku mutacji
dominujgcej, ktéra prowadzi do nieprawidtowej aktywacji lub ekspresji, a tym samym
do zwiekszenia funkcji kodowanych przez nie biatek.

Geny supresorowe (antyonkogeny) kodujg biatka hamujgce wzrost komdrek. Wyrdznia sie
trzy ich rodzaje:
= dziatajgce hamujgco na procesy proliferacji komdérkowej poprzez blokowanie cyklu
komdrkowego lub kierowanie komérek na droge apoptozy w odpowiedzi np.
na uszkodzenie DNA (geny bramkowe),
= biorgce udziat w mechanizmach naprawy DNA przez co utrzymujgce stabilnosé¢
genetyczng komorki, zaburzenie ich funkcji powoduje nagromadzenie mutacji
w komorce (geny opiekuncze),
= regulujgce wzrost komoérek przez kontrole ich otoczenia (geny Srodowiska komérki),
ich mutacje sprzyjajg wytwarzaniu przez komoérki mikrosrodowiska sprzyjajacego ich
niekontrolowanemu wzrostowi.

Do biatek regulujgcych cykl komérkowy, kodowanych przez geny supresorowe zalicza sie
m. in. biatka: RB, p16, p53, APC, BRCA1, BRCA2, Bak, Bax. Mutacje genéw supresorowych majg
charakter recesywny (mutacje te muszg wystgpi¢ w obu kopiach tego genu). Unieczynnienie
ich prowadzi do utraty funkcji kodowanych przez nie biatek, czego konsekwencjg jest utrata
kontroli nad wzrostem i podziatem komorki. Przestajg one petni¢ swojg funkcje ochronng i nie
hamujg cyklu komédrkowego. W sposdb posredni sprzyjajg niestabilnosci genetycznej komorki,
co moze przyspieszy¢ wystepowanie innych mutacji bezposrednio prowadzgcych
do niekontrolowanego podziatu komérek i nowotworzenia.

Opracowanie: mgr Dorota Gajdzis-Kuls na podstawie: ,Seminaria z cytofizjologii dla studentéw
medycyny, weterynarii i biologii”, redakcja Maciej Zabel, Jerzy Kawiak, wydanie 3, 2021.
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V1. Zmiany cytologiczne i fizjologiczne w komérkach, na przyktadzie komérek nowotworowych

Komérki prawidtowe poddane dziataniu fizycznych (np. promienie Rentgena, promieniowanie
jonizujgce i UV), badz chemicznych czynnikéw rakotwodrczych, a takie wiruséw
nowotworowych (np. retrowiruséw), ulegajg transformacji tzn. nabierajg cech i wtasciwosci
odmiennych od cech i wiasciwosci komorek prawidtowych. Pojawienie sie tej zmiennosci moze
by¢ réwniez zwigzane z transformacjg spontaniczng tzn. zachodzgcg samorzutnie.

Jednym z przejawow transformacji komédrek, prowadzacej do powstawania ztosliwych
nowotwordéw, jest zmiana w ich morfologii:

= Zwiekszenie stosunku jadrowo-cytoplazmatycznego czyli wzrost objetosci jadra
w stosunku do cytoplazmy.

=  Polimorfizm (réznorodnosc¢) wielkosci, ksztattu (mogg wystepowaé np. diugie wypustki)
i zabarwienia jader i catych komodrek. Widaé¢ czesto komorki olbrzymie jedno-
i wielojadrowe. W takich wielojgdrowych komdrkach jadra réznig sie znacznie wielkoscig,
ksztattem i zabarwieniem.

= Hiperchromazja jader (nadmierna barwliwo$é) spowodowana wzrostem zawartosci DNA.

= Heterochromazja jader (rézna intensywno$¢ zabarwienia chromatyny w rdznych
miejscach jadra). Miejsca jasne i ciemne s3 nastepstwem nierdbwnomiernego
rozmieszczenia grudek chromatyny na terenie jadra.

= Nieregularny ksztaitt i wielko$¢ oraz réine zabarwienie chromocentrow, czyli grudek
chromatyny jagdrowej (w jadrach komérek prawidtowych chromatyna jest drobnoziarnista
i rébwnomiernie rozproszona w jadrze co powoduje, ze jadro jest réwnomiernie
zabarwione).

= Nieregularny obrys jader. Obrys ten nie jest owalny lub okragty (jak w komdrkach
prawidtowych), ale widoczne sg wciecia lub ostre kanty.

= Btona jadrowa oglgdana pod mikroskopem, nie jest cienkg kreskg jednakowej grubosci
(jak w komdrkach prawidtowych), ale jest nieregularnie pogrubiata.

= Duze (ogromne) jaderka o nieregularnym ksztatcie lub po kilka jgderek w jadrze.

Negatywne zmiany w fizjologii komérek nowotworowych:

1. Moga pojawiaé sie patologiczne mitozy, np. wielobiegunowe metafazy lub inne
nieprawidtowe utozenia chromosomow m.in. chromosomy wyprzedzajgce, opdznione
lub pozostajgce w ptaszczyznie biegunowej komérki w anafazie. W samorzutnych
nowotworach ludzkich oraz samorzutnych i indukowanych nowotworach u zwierzat
laboratoryjnych, czesto wystepuje znaczne rozproszenie chromosomow i zmiana w ich
liczbie i morfologii. W komdrkach nowotworowych czesto obserwuje sie aberracje
strukturalne chromosomow i chromatyd:

= delecje
= deficjencje
= insercje
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= duplikacje
= translokacje ( w tym inwersje)

2. Hodowane in vitro komorki np. fibroblasty, rosng jednowarstwowo na skutek
zahamowania podziatdw w wyniku wzajemnego kontaktu (tzw. zahamowanie
kontaktowe). Przejawem transformacji jest zmiana w trybie wzrostu. Komorki
transformowane przez chemiczne lub fizyczne czynniki rakotwdrcze, czy wirusy
nowotworowe, rosng in vitro najczesciej w sposob swiadczacy o nie respektowaniu
zahamowania kontaktowego, zachodzg na siebie, w gesciejszych hodowlach tworzg
kolonie wielowarstwowe zwane ogniskami.

3. Chemiczne substancje transformujgce oraz wirusy onkogenne powodujg czesto
pojawienie sie zmian ilo$ciowych i jako$ciowych w skfadnikach bton komérkowych,
a takze zmian w ich strukturze. Zmiany strukturalne bton komérkowych wiazg sie ze
zmianami w ich przepuszczalnosci. Efektem tego jest znaczny spadek aktywnosci
fagocytarnej (np. neutrofili, monocytéw i makrofagdéw) i nabycie nowych cech
antygenowych. Komoérki nowotworowe nabywajg nieograniczong zdolnos¢ do
proliferacji.

Na <¢wiczeniach demonstrowane bedg komoérki nowotworowe czerniaka ztosliwego
Melanoma malignum, a takie prawidtowe komoérki tkanki tgcznej wiasciwej cztowieka —
fibroblasty.

Czerniak ztosliwy jest bardzo groznym nowotworem o nieprzewidywalnym przebiegu i ztym
rokowaniu. Jednak wczesne postacie prawidtowo leczone rokujg dobrze. Czerniak ztosliwy
rozwija sie przewaznie w skorze, rzadziej w btonach $luzowych (jama ustna, pochwa, odbyt)
oraz gatce ocznej. Jest nowotworem wywodzgcym sie z melanocytéw znajdujacych sie
w warstwie podstawnej naskérka i wytwarzajagcych melanine. Rozwija sie na skutek
transformacji melanocytéw. Za zasadniczy czynnik etiologiczny, prowadzacy do jego
powstania, uwaza sie ekspozycje na promieniowanie UV, lecz zwraca sie takze uwage na wiele
innych czynnikéw zewnetrznych oraz osobniczych jak genotyp, fenotyp, stan odpornosci
immunologicznej. Jako czynniki ryzyka czerniaka przyjmuje sie:

= wystepowanie rodzinne (zwigzane prawdopodobnie z wystepowaniem genu
supresorowego umiejscowionego w chromosomie 9p21),

= zmiane wygladu znamion,

= jasng skore,

= jasne wtosy,

= zielone oczy,

= sktonnos¢ do oparzen stonecznych,

= czeste oparzenia stoneczne w dziecinstwie lub mtodosci.

Najczesciej czerniak ma wyglad asymetrycznej plamy barwnikowej o $rednicy wiekszej niz
1 cm. Zabarwienie jest czesto niejednorodne od rdézinych odcieni brgzu do czerni. Sg tez
miejsca odbarwione. Powierzchnia jest nieréwna, czesto owrzodziata lub krwawigca.
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Morfologicznie komorki czerniaka sg zwykle wieksze niz komarki znamion. Majg duze jadra o
nieregularnych obrysach, o chromatynie zbrylonej w charakterystyczny sposéb przy btonie
jadrowej i wyrazne, czerwone (eozynochtonne) jaderka. Komérki tworzg stabo uformowane
gniazda lub lezg pojedynczo we wszystkich warstwach naskérka i skérze jako balonowate
guzki. Jest to nowotwor ztosliwy, przerzuty zajmujg nie tylko regionalne wezty chtonne, ale tez
najczesciej watrobe, ptuca i mézg oraz kazde inne miejsce, ktére moze by¢ osiggniete droga
naczyn krwionos$nych.

Podstawowym sposobem leczenia czerniaka jest wyciecie chirurgiczne z 1-3 cm marginesem
skory zdrowej. Nastepnie najczesciej stosuje sie napromienianie uzupetniajgce operacje.

Profilaktyka powinna polega¢ na unikaniu ekspozycji na promieniowanie stoneczne. Skére
nalezy chroni¢ odpowiednim ubraniem i kremami z filtrem UV. Szczegdlnie dotyczy to matych
dzieci. Samokontrole skéry powinny prowadzié¢ wszyscy, a szczegdlnie osoby o zwiekszonym
ryzyku. Podejrzane znamiona barwnikowe nalezy usuwac chirurgicznie.

Opracowanie: mgr farm. Dorota Gajdzis-Kuls na podstawie: Biologia molekularna w medycynie.
Elementy genetyki klinicznej. J. Bal, PWN 2008. Dane dotyczgce Melanoma malignum na podstawie:
,Chirurgia” W. Noszczyk, 2009 r. oraz ,Robbins Patologia” wyd. Il polskie pod red. T. Olszewskiego,
2014.
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VII. Prawidtowy i nieprawidtowy kariotyp cztowieka

Genetyka medyczna jest nauka zajmujgcg sie badaniem kariotypu oraz biologiczng
zmiennoscia u cztowieka obejmujaca zaréwno stan fizjologii jak i patologie.

1. Prawidtowy kariotyp cztowieka

Kariotypem nazywamy sume chromosomdéw wystepujacych w komdrce somatycznej
o charakterystycznej liczbie i morfologii, wtasciwg organizmowi lub grupie organizmoéw.
Prawidtowy kariotyp cztowieka sktada sie z 46 chromosomoéw. Tak wiec w jadrze prawidtowej
komaorki somatycznej cztowieka sg 23 pary chromosomoéw.

Kariogramem nazywamy sfotografowany i uszeregowany wedtug umownych zasad zestaw
chromosoméw typowych dla danego organizmu.

Klasyfikacja chromosomow

Chromosomy  cztowieka  sklasyfikowano zgodnie z zasadami  opracowanymi
na miedzynarodowych konferencjach, ktore miaty miejsce w: Denver w 1960 r., Londynie w
1966 r., Paryzu w 1971 r. oraz w Sztokholmie w 1977 r.

Jako kryteria klasyfikacji chromosomow cztowieka przyjeto:

= wielkos¢ chromosoméw wyrazong w procentach w odniesieniu do dtugosci
wszystkich chromosoméw haploidalnych i chromosomu X przyjetej jako 100%,

= potozenie centromeru,

» rozmieszczenie prgzkdw w chromosomie.

Na podstawie powyziszych kryteridw wyrdzniono: 22 pary autosoméw (chromosomy
somatyczne) i 1 pare heterosomow (chromosomy pfci X i Y). Autosomy podzielono na 7 grup
(I-VIl lub A-G). Chromosom X zaliczono do grupy C, a chromosom Y do grupy G.

Grupa | lub A — chromosomy par 1, 2 i 3. Sg to najwieksze chromosomy, przy czym
chromosomy par 1 i 3 majg centromery pofozone w poblizu srodka i nazwano
je metacentrycznymi. Chromosomy pary 2 majg centromer nieco przesuniety i noszg nazwe
submetacentrycznych.

Grupa Il lub B - chromosomy par 4 i 5. Sg to duze chromosomy submetacentryczne.

Grupa Il lub C — chromosomy par od 6 do 12 i chromosom X, sg to submetacentryczne
chromosomy sredniej wielkosci.

Grupa IV lub D—-chromosomy par 13, 14 i 15, réwniez sredniej wielkosci. Majg one centromery
potozone blisko swoich korncéw i noszg nazwe akrocentrycznych. Na koricu ramion krotkich
posiadajg satelity.

Grupa V lub E - chromosomy par 16, 17 i 18 — sg to trzy pary matych chromosoméw, para 16
chromosomy metacentryczne i pozostate dwie pary submetacentryczne.

Grupa VI lub F — dwie pary 19 i 20 matych chromosoméw metacentrycznych.
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Grupa VIl lub G - dwie pary 21 i 22 bardzo matych chromosoméw akrocentrycznych
z satelitami na koncu ramion krétkich oraz maty akrocentryczny chromosom Y bez satelity.

Chromosomy pfici (heterosomy XY)

Heterosomy X i Y powstaty z pary chromosomdéw somatycznych wskutek zgromadzenia
pewnej liczby gendw determinujacych ptec¢ i zréznicowania morfologicznego. Na koncach
krotkich ramion obu chromosomoéw ptci znajdujg sie mate odcinki okreslane jako PAR —region
pseudoautosomalny. Mieszczg sie tam fragmenty homologiczne obu chromosomoéw. Jest to
jedyny obszar na chromosomach X i Y, gdzie zachodzi crossing-over.

Na chromosomie X jest zlokalizowanych okoto 6000 gendw. Jeden z dwéch chromosomoéw X
zbudowany jest zaktywnej genetycznie euchromatyny, a drugi z nieaktywnej
heterochromatyny. Ten inaktywowany chromosom X jest zwany ciatkiem Barra i jest widoczny
w jadrze interfazowym w postaci grudki. Euchromatynowy chromosom X wystepuje zaréwno
w kariotypie zenskim jak i meskim. Z chromosomem X sprzezonych jest ponad 100 chordéb,
m.in. dystrofia miesniowa Duchenne’a i zesp6t famliwego chromosomu X.

Chromosom Y jest drobng strukturg stanowigcg okoto % diugosci chromosomu X.
W przewazajgcej czesci jest on zbudowany z genetycznie nieaktywnej heterochromatyny.
Na ramieniu krétkim chromosomu Y znajduje sie gen Tdf (testis determining factor — czynnik
odpowiedzialny za rozwdj jader) oraz gen HY kodujgcy antygen HY. Obecnos¢ obu tych gendw
jest konieczna do rozwiniecia gonady w jadro.

Oznaczanie kariotypu

Oznaczanie kariotypu polega na okresleniu liczby i struktury chromosomoéw w komarkach
osoby badanej. Chromosomy analizuje sie w dzielacych sie mitotycznie komérkach
somatycznych. Kariotyp okreslany jest rutynowo w limfocytach krwi obwodowej, rzadziej
w fibroblastach skéry lub szpiku kostnym. Prenatalnej oceny kariotypu dokonuje sie
na podstawie badania chromosoméw komodrek: ptynu owodniowego, trofoblastu czyli
warstwy zewnetrznych komérek btony ptodowej — kosmoéwki, krwi pepowinowe;j.

Postepowanie laboratoryjne jest nastepujgce:

= Namnazanie komoérek z pobranego materiatu (np. krwi zylnej) w hodowli in vitro w celu
uzyskania komérek mitotycznych.
- Pobiera sie okoto 10 ml krwi zylnej, ktdra traktuje sie heparynga aby zapobiec krzepnieciu.
- Zaktada sie hodowle in vitro z pobranego materiatu biologicznego.
- Do tak uzyskanej hodowli dodaje sie mitogenu - fitohemaglutyniny, ktéra stymuluje
limfocyty T do podziatéw.

= Podziaty limfocytédw T zatrzymuje sie w metafazie po 72 godzinach inkubacji poprzez
wprowadzenie do hodowli na 1-3 h kolchicyny lub jej analogu Colcemidu

= Zakonczenie hodowli.
- W celu lepszego rozproszenia chromosomoéow komoérki poddawane sg szokowi
hipotonicznemu. W tym celu stosuje sie 0,075 M roztwér KCI.
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Sporzgdzanie preparatdw chromosomowych w postaci rozmazu na szkietku
mikroskopowym.

- Utrwalenie zawiesiny wyhodowanych komérek z zastosowaniem mieszaniny lodowatego
kwasu octowego i metanolu w proporcji 1:3.

- Przeniesienie materiatu biologicznego na szkietko podstawowe i barwienie chromosomoéw
przy zastosowaniu jednej z technik prazkowych.

Analiza chromosoméw w mikroskopie S$wietlnym (pow. ok. 1000x), wykonanie
dokumentac;ji fotograficznej i kariogramu lub analiza komputerowa obrazu chromosomow,
automatyczne uktadanie chromosomoéw wedtug przyjetych zasad i drukowanie kariogramu.

Metody analizy chromosoméw

Analiza prazkowa - techniki prgzkowego umozliwity precyzyjng identyfikacje kazdej z 23
par chromosomoéw cztowieka jak réwniez rozpoznawanie iokreslanie aberracji
chromosomowych. Prgzki G sg uzyskiwane przez trawienie chromosomoéw trypsyng,
a nastepnie barwienie odczynnikiem Giemzy (technika GTG) lub Wrighta (GTW). Prazki Q
powstajg w wyniku barwienia chromosoméw pochodnymi akrydyny (QFQ). Wzér prazkéw
G odpowiada obrazowi prgzkéw Q a wzér R jest odwrotnoscig wzoru G (regiony ciemne
w prazkach G sg jasne w prazkach R i odwrotnie). Kazdy chromosom ma specyficzny dla
siebie obraz (wzor) prazkowy, czyli uktad poprzecznych prazkéw réznigcych sie miedzy sobg
wielko$cig iintensywnoscia zabarwienia. Wzor prazkowy jest odzwierciedleniem
strukturalnego i funkcjonalnego zrdéznicowania chromosoméw. Ciemne prazki G
odpowiadajg regionom o duzej zawartosci par zasad A-T (adeniny ityminy), pdino
replikujgcym DNA, zawierajgcym nieliczne aktywne geny. Jasne prazki G odpowiadajg
regionom wczesnie replikujgcej sie iaktywnej euchromatyny. Ciemne ijasne prazki G
réznig sie takze zawartoscia i sktadem biatek.

Hybrydyzacja in situ (ISH) - jest to technika wykrywania miedzy innymi specyficznych
sekwencji DNA w preparatach cytologicznych. W technice tej stosuje sie specyficzne sondy
molekularne ,rozpoznajgce” okreslone regiony chromosoméw w preparacie
cytologicznym. Stuzy ona do identyfikacji rdéinej wielkosci regiondw lub catych
chromosoméw dzieki powstawaniu w odpowiednich warunkach komplekséw DNA
chromosomowego ze specyficzng sondg molekularng. Sonde stanowi fragment DNA,
ktérego sekwencja nukleotyddw jest komplementarna do badanego regionu chromosomu.
Rdzne sondy mogg rozpoznawaé region centromerowy okreslonego chromosomu,
telomery, specyficzne, unikalne sekwencje DNA w obrebie ramion danego chromosomu
lub tez caty chromosom.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) - technika cytogenetyczna stuzgca
do wykrywania w materiale genetycznym okreslonej sekwencji DNA za pomoca
fluorescencyjnych sond DNA. W celu analizy badanego materiatu konieczne jest uzycie
mikroskopii fluorescencyjnej. Wyznakowanie sondy, np. fluorochromem umozliwia
detekcje sondy w badanym preparacie. FISH jest wykorzystywana do identyfikacji aberracji
chromosomowych nie tylko w chromosomach metafazowych, ale rédwniez w jadrach
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interfazowych. Uzupetnia analize prgzkowag chromosomow w przypadku gdy w badaniach
zaistniejq problemy diagnostyczne. Ze wzgledu na szybkie uzyskiwanie wynikéw i wysokga
specyficznosc technike FISH wykorzystuje sie w diagnostyce prenatalnej. Dzieki uzyciu kilku
sond jednoczesnie mozna szybko zdiagnozowacd najczesciej wystepujgce aneuploidie, czyli
nieprawidtowg liczbe chromosoméw par 13, 18, 21, X i Y oraz subtelne aberracje
strukturalne, jak mikrodelecje itranslokacje bardzo krétkich odcinkéw niedostrzegalne
we wzorze prgzkowym.

= Cytometria przeptywowa - analiza chromosomdédw w cytometrze przeptywowym
polegajgca na ocenie zawartosci DNA lub stosunku par zasad AT/GC w poszczegdlnych
chromosomach. Oceny tej dokonuje sie na podstawie pomiaréw intensywnosci
fluorescencji chromosomoéw metafazowych zabarwionych fluorochromem. Technika ta
pozwala na sortowanie i identyfikacje poszczegdlnych chromosoméw. Stosowana jest jako
uzupetnienie konwencjonalnej analizy prazkowej do wykrywania aberracji liczbowych
i strukturalnych, ktére objawiajg sie zmiang ilosciowg zawartosci DNA w chromosomach,
np. delecji.

3. Przykfady nieprawidtowego kariotypu cztowieka

Aberracje chromosomowe sg to wszelkie nieprawidtowosci chromosoméw. Aberracje
chromosomowe powstajg w komédrkach somatycznych lub w gametach. Mogg powstawac
de novo spontanicznie lub w wyniku czynnikdw mutagennych, lub mogg by¢ dziedziczone
od rodzicdw. Sg przyczyng chordb uwarunkowanych genetycznie, ktére dzielimy na choroby
spowodowane zaburzeniami w strukturze lub liczbie chromosoméw, choroby dziedziczace sie
monogenowo, choroby dziedziczgce sie poligenowo. Osobng grupe, ze wzgledu na specyficzny
sposob dziedziczenia, stanowig choroby mitochondrialne.

Aberracje liczbowe

Wsréd aberracji liczbowych wyrdznia sie poliploidie i aneuploidie.

Komérki, w ktérych liczba chromosoméw stanowi wielokrotnos¢ liczby haploidalnej wieksza
niz 2n, np. 3n =69, XXY lub 4n = 92, XXYY nazywane sg poliploidalnymi. Najczesciej wystepuje
triploidia oraz tetraploidia.

Zestaw chromosoméw, w ktérym ich liczba nie stanowi prostej wielokrotnosci liczby
haploidalnej, np. 47, XXX okreslany jest jako aneuploidalny. Aneuploidia nalezy do najczesciej
wystepujacych aberracji chromosomowych (1/200 noworodkéw). Najczestszg jej postacia jest
trisomia, czyli obecnosc trzech zamiast dwéch kopii danego chromosomu. Trisomia wystepuje
we wszystkich autosomach z wyjgtkiem chromosomu 1. Szczegdlnie czesta jest letalna
trisomia chromosomu 16. 50% stanowig trisomie autosoméw 21, 13, 18 i 50% trisomie
heterosomoéw (XXX, XXY, XYY). Brak jednego chromosomu w diploidalnym zestawie okreslany
jest jako monosomia i jest cechg letalng. Wyjgtek stanowi obecnos¢ jednego chromosomu X,
o kariotypie 45, X0, odpowiedzialna za zesp6t Turnera.
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Przyktady aberracji liczbowych autosomow

Zespot Downa - trisomia 21 (47, XX, +21 lub 47, XY, +21): jest najczestszg aberracjg
chromosomowg wystepujagcg u cztowieka. Dodatkowy chromosom pochodzi w 80%
od matki i w 20% od ojca. Czestotliwos¢ wystepowania 1/700 urodzen wzrasta z wiekiem
matki do 1/50. Ptody z tym typem aberracji ulegaja w 60% samoistnym poronieniom, a 20%
rodzi sie martwych. Chorzy z zespotem Downa majg charakterystyczny wyglad twarzy:
szpary powiekowe skierowane do géry, maty nos, otwarte usta, ptaska twarz. Inne cechy to
krétka szyja, nisko osadzone uszy, wady wrodzone serca, padaczka. Zawsze wystepuje
uposledzenie umystowe, chociaz w réznym stopniu.

Zespot Edwardsa - trisomia 18 (47, XX, +18 lub 47, XY, +18): wystepuje z czestoscig 1:3000
urodzen, 95% ptoddéw ulega samoistnemu poronieniu. Cechy fenotypowe (dysmorficzne)
to czaszka z wydatng potylicg i matg brodg, nisko osadzone uszy, zaci$nieta dion
z charakterystycznie zacisnietymi palcami, czeste wady serca, uposledzenie umystowe.
Wiekszos¢ dzieci z tg aberracjg umiera w pierwszym roku zycia.

Zespot Patau - trisomia 13 (47,XX, +13 lub 47, XY +13): wystepuje z czestoscig od 1/5000
do 1/15000 z zaznaczonym wptywem wieku matki. Osobnicy z tym zespotem majg
rozszczepienie wargi i podniebienia, polidaktylie, pojedyncza bruzde dtoniowa, wrodzone
wady serca. Okoto 70% dzieci umiera w pierwszym potroczu zycia.

Przyktady aberracji liczbowych heterosomow

Zespot Klinefeltera (47,XXY, 48,XXXY, 49,XXXXY, mozaikowy 46,XY/47, XXY) -
czestotliwos¢ wystepowania 1/1000 wzrasta z wiekiem matki. 20% osobnikéw jest lekko
uposledzona umystowo. Do objawdw klinicznych zaliczmy: mate jadra, niski poziom
testosteronu, staby rozwdj wtérnych cech ptciowych, ginekomastie, wydtuzone konczyny,
skolioze. Osobnicy z tym zespotem sg bezptodni.

Mezczyzna o kariotypie 47, XYY - czesto$¢ wystepowania 1/1000, wieksza u o0so6b
uposledzonych umystowo. Osobnicy sg ptodni o normalnych proporcjach ciata.

Kobieta o kariotypie 47, XXX - czestotliwos¢ wystepowania 1/1000, wzrasta z wiekiem
matki. Wiekszos¢ kobiet z tym kariotypem jest klinicznie prawidtowa, tylko u 25%
wystepuje lekkie uposledzenie umystowe. Czeste sg zaburzenia miesigczkowania
i bezptodnosc.

Zesp6t Turnera 45, X lub 45, X/46, XX - czestotliwo$¢ wystepowania 1/5000, Ponad 90%
ptoddéw ulega samoistnemu poronieniu. Do cech klinicznych zaliczamy niski wzrost, szerokg
klatke piersiowa, ptetwiastg szyje. Brak miesigczki, niedorozwdj narzaddw ptciowych,
obrzeki spowodowane niedroznoscig naczyn chtonnych sg charakterystyczne dla tego
zespotu.

Aberracje strukturalne

Aberracje strukturalne powstajg w wyniku ztamania jednego lub kilku chromosoméw

i nieprawidtowego potgczenia sie powstatych lepkich koncéow. Towarzyszy¢é temu moze

przegrupowanie sie fragmentow chromosomoéw.
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Wsrdd aberracji strukturalnych wyrdzniamy: translokacje, inwersje, izochromosomy, delecje,
duplikacje, chromosomy pierscieniowe i dicentryczne.

Przyktady aberracji strukturalnych

= Zespot kociego krzyku (cri de chat) - delecja krétkich ramion chromosomu 5 (46,XX, 5p-
lub 46, XY, 5p-): czestotliwo$¢ wystepowania od 1/50 000 do 1/100 000. Cecha
charakterystyczng jest ptacz dziecka przypominajgcy miauczenie kota, spowodowany
zaburzeniami budowy i funkcji krtani. Obserwuje sie znieksztatcenie twarzo-czaszki oraz
uposledzenie umystowe.

= Chromosom Philadelphia (Ph') - translokacja wzajemna miedzy chromosomami 9i 22 (46,
XX lub XY, t/9g+;22q-): jest jedng z najbardziej znanych translokacji chromosomowych,
ktéra wywotuje aktywacje protoonkogenu. Protoonkogen abl znajdujacy sie prawidtowo na
chromosomie 9 w regionie q34 zostaje przeniesiony na chromosom 22 w region q11 i tam
zostaje pofgczony z genem bcr. W rezultacie na chromosomie 22 powstaje gen fuzyjny
(onkogen) bcr-abl. W wyniku tej mutacji nastepujg niekontrolowane podziaty komaérkowe,
co powoduje rozwdj biataczki granulocytarnej. Chromosom Ph' zaobserwowano w 95%
przewlektych biataczek szpikowych.

Choroby dziedziczgce sie monogenowo

Choroby dziedziczgce sie monogenowo sg wywotane mutacjg w obrebie pojedynczego genu.
Stanowig one okoto 6% wszystkich zaburzen genetycznych cztowieka. Moga by¢ dziedziczone
autosomalnie dominujaco i recesywnie oraz mogg byc¢ sprzezone z pitcig. Wiekszos¢ chordb
dziedziczgcych sie monogenowo spowodowana jest mutacjami gendéw strukturalnych lub
gendéw regulujacych.

Niektére choroby sg przekazywane w rodzinie w sposéb dominujacy. Oznacza to, ze dziecko
dziedziczy jedng prawidtowg kopie oraz jedng zmieniong kopie genu. Jednak zmieniona kopia
genu dominuje nad prawidiowa. To powoduje, ze dziecko zostaje dotkniete chorobg
genetyczna.

Inne choroby genetyczne s3 dziedziczone jako choroby recesywne. Oznacza to, ze dziecko
musi odziedziczy¢ dwie zmienione kopie tego samego genu (po jednej od kazdego z rodzicéw),
zeby wystapita choroba. Jezeli dziecko odziedziczy jedng zmieniong i jedng prawidtowg kopie
genow, wtedy w wiekszosci przypadkéw bedzie zdrowym nosicielem, poniewaz obecnos$¢
prawidtowej kopii rownowazy obecnos¢ kopii zmienionej.

Choroby dziedziczace sie autosomalnie dominujgaco s3 wynikiem mutacji gendw
kontrolujgcych synteze biatek strukturalnych, np. kolagenu. Nalezg do nich m.in.:
achondroplazja (kartowatos¢ chondrodystroficzna), polidaktylia (wielopalczastosc),
syndaktylia (palcozrost), brachdaktylia (krotkopalczastosé), siatkéwczak oka, torbielowatos¢
nerek, choroba Huntingtona, choroba Alzheimera.

= Choroba Huntingtona to choroba trinuklotydowa wywotana nadmierng liczbg
powtdrzen sekwencji CAG. Objawia sie ona krdotkimi mimowolnymi ruchami ciata, stad
inna nazw tej choroby to plgsawica Huntigtona.
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= Choroba Alzheimera jest w zdecydowanej wiekszosci chorobg sporadyczng, tzn.
chorobg, ktorej nie dziedziczy sie wprost od spokrewnionej osoby chorej, ale w okoto
1 na 100 (10 — 15%) przypadkow, jej przyczyng jest defekt genetyczny. Istotnym
mechanizmem powstawania choroby Alzheimera jest odktadanie w modzgu
nieprawidtowego biatka, tzw. amyloidu. Dziedziczna posta¢ Alzheimera zwykle rozwija
sie szybciej, a jej przebieg jest ostrzejszy niz w przypadku postaci sporadycznej.
Zidentyfikowano 3 geny odpowiedzialne za rzadkg, genetycznie uwarunkowang postac
choroby Alzheimera. Dwa z tych gendéw (PSEN 1 i PSEN 2) odpowiadajg za powstanie
biatek bedacych sktadowymi y-sekretazy — enzymu biorgcego udziat w tworzeniu
nieprawidtowego biatka amyloidowego. Trzeci gen (APP) koduje biatko, z ktérego
produkowany jest amyloid. Mutacje powodujg, ze w mdézgu odktadajg sie nadmierne
ilosci form biatek: fibrylarny amyloid-beta (A-beta) oraz hiperfosforylowane biatko Tau,
ktore zaburzajg funkcjonowanie komérek moézgowych. Postaé choroby spowodowana
mutacja w jednym z powyiszych trzech gendw charakteryzuje sie wczesnym
poczatkiem (miedzy 30. a 50. r.z.) i dziedziczy sie w sposdb autosomalnie dominujacy.
W zdecydowane] wiekszosci przypadkéw za te postaé¢ choroby odpowiedzialna jest
mutacja w obrebie genu PSEN 1. Obecnos¢ w rodzinie wiecej niz jednej osoby
chorujgcej na chorobe Alzheimera ujawniajgcg sie w wieku starszym (postac rodzinna
0 poéinym poczatku), moze by¢ zwigzana z dziedziczeniem genu dla apoliporoteiny E
(apoE). Biatko APO E zaangazowane jest w transport cholesterolu i posiada kilka
odmian. lIzoforma €4 biatka (kodowana przez apoE 4) zwieksza ryzyko zachorowania
nawet kilkunastokrotnie. Podwyzszone stezenie amyloidu i wczesny poczgtek choroby
sg zwigzane z posiadaniem odmiany genu apoE4. Charakterystyczne objawy dla tej
choroby to uposledzona zdolno$¢ interpretacji wrazen sensorycznych, ostabiona
zreczno$é, zaburzenia pamieci, funkcji poznawczych i zachowania.

Choroby monogenowe dziedziczace sie autosomalnie recesywnie sg3 wynikiem
mutacji gendéw strukturalnych kontrolujgcych synteze biatek enzymatycznych, co prowadzi
do zaburzen metabolizmu ustroju, czyli zaburzen jego proceséw zyciowych.

Zaliczamy do nich m.in.: fenyloketonurie, albinizm (bielactwo catkowite), alkaptonurie,
galaktozemie, mukopolisacharydozy, mukowiscydoze, Xeroderma pigmentosum, talasemie,
anemie sierpowate, hemofilie A i B.

= Fenyloketonuria - objawia sie brakiem enzymu - hydroksylazy fenyloalaniny, ktdry
przeksztatca fenyloalanine do tyrozyny, co prowadzi do gromadzenia sie fenyloalaniny
w ptynach ustrojowych. Chorzy charakteryzujg sie uposledzeniem umystowym, maja
jasne witosy i skdére, ich mocz ma mysi zapach. Wczesne wykrycie tej mutacji
i zastosowanie diety pozbawionej fenyloalaniny umozliwig rozwdj dziecka zblizony
do normalnego. Czestos$¢ wystepowania 1/8000.

= Albinizm (bielactwo catkowite) — powstaje w wyniku defektu przemiany tyrozyny
spowodowanego mutacjg genu strukturalnego kontrolujgcego synteze tyrozynazy.
Enzym ten katalizuje przemiane tyrozyny w melanine. Wskutek zahamowania syntezy
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melanin w melanocytach naskorka, cebulek wtosowych, w teczowce i siatkdwce oczu,
skéra jest rézowoczerwona, wtosy biate, teczdwki niebieskie lub rézowe. Skéra
albinoséw tatwo ulega oparzeniu w ekspozycji na promieniowanie UV. Czestosc¢
wystepowania 1/10 000.

Alkaptonuria — jest to genetycznie uwarunkowany blok metaboliczny. W wyniku braku
enzymu oksydazy kwasu homogentyzynowego, kwas homogentyzynowy nie ulega
dalszym przemianom do fumaranu i acetooctanu, a nastepnie do wody i dwutlenku
wegla w cyklu Krebsa i w postaci niezmienionej jest wydalany z moczem. Kwas ten
odktada sie takze w chrzastkach stawowych i innych tkankach nadajgc im ciemne
zabarwienie i powodujac stany zapalne i uszkodzenia stawdw. Czestos¢ wystepowania
1/200 000.

Galaktozemia — Galaktoza jest gtéwnym Zrédtem energii w wieku niemowlecym.
Cukier ten pod wptywem enzymoéw:  galaktokinazy i  galaktozo-1-
fosforanourydylotransferazy (G-1-UPT) przechodzi w urydynodifosforan galaktozy.
Brak aktywacji jednego z tych enzymdéw w powyzszym procesie powoduje powstanie
dwéch blokéw metabolicznych — galaktozemii, czyli gromadzenia sie w organizmie
galaktozo-1-fosforanu. Zwigzek ten hamuje kompetycyjnie przemiany glukozy
w organizmie, w wyniku czego dochodzi do ciezkich zaburzen przemiany materii.
Gtéwne objawy galaktozemii to powiekszenie watroby i $ledziony, wczesny rozwdj
zatmy ocznej, zahamowanie rozwoju fizycznego i umystowego. Czestosc
wystepowania 1/12 000 — 1/30 000.

Mukopolisacharydozy — to zaburzenia genetyczne polegajgce na gromadzeniu sie
mukopolisacharydéw w lizosomach. Zwigzki te normalnie powinny ulega¢ degradacji
przy udziale enzyméw lizosomalnych. Objawy kliniczne to postepujgca degradacja
neurologiczna, zaburzenia wzrostu i deformacja szkieletu. Wystepujg tez nieregularne
rysy twarzy i wady serca. Znanych jest 7 gtéwnych mukopolisacharydoz. Jedng z nich
jest mukopolisacharydoza typu |, inaczej zesp6t Hurler. Jest on spowodowany obnizong
aktywnoscig lizosomalnej alfa-L-iduronidazy. Prowadzi do gtebokiego zaburzenia
rozwoju. Chore dzieci cechuje karfowaty wzrost, groteskowy wyglad twarzy i duzy
brzuch.

Mukowiscydoza - torbielowate zwyrodnienie trzustki, jest jedng z najczestszych
na $wiecie wrodzonych choréb metabolicznych (1/2000 — 1/2500 zywo urodzonych
dzieci) i najczestszg letalng chorobg wieku dzieciecego. Gen odpowiedzialny za te
chorobie znajduje sie na chromosomie 7 (cen-g22). Czynnikami patogennymi sg bardzo
gesta i lepka wydzielina, ktéra uposledza droznos$é¢ przewodow wyprowadzajgcych
gruczotéow wydzielania zewnetrznego w trzustce, przewodzie pokarmowym, ptucach,
watrobie, $liniankach i narzadach ptciowych oraz zmienione wtasciwosci wydzieliny
gruczotow. Zawiera ona wieksze ilosci sodu, wapnia i biatka oraz czynnik hamujacy ruch
rzesek w drogach oddechowych. Charakterystycznymi objawami mukowiscydozy sg
przewlekte zmiany zapalno-zwyrodnieniowe, ogniska rozedmy i niedodmy,
postepujgca niewydolnos$é oddechowa. Wytwarzanie zbyt gestego sluzu, ktéry blokuje,
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m.in. drobne oskrzeliki, co uniemozliwia oddychanie, a takze sprzyja rozwojowi
bakterii, ktére po pewnym czasie stajg sie oporne na powszechnie stosowane
antybiotyki. Powtarzajg sie infekcje drég oddechowych, w tym szczegdlnie grozne jest
zapalenie ptuc.

= Xeroderma pigmentosum - jest chorobg wystepujgcy z czestoscig 1:250000. Jej
przyczyng jest defekt endonukleazy uczestniczacej w poreplikacyjnej syntezie
naprawczej DNA. Skéra chorych jest nadmiernie wrazliwa na ultrafiolet o dtugosci fali
w zakresie 280-310 nm., co w efekcie prowadzi do powstawania nowotworéw skory.

= Talasemie - sg to genetyczne zaburzenia syntezy hemoglobiny, ktorych przyczyng
jest niedostateczna szybkos$é syntezy jednego z taicuchéw (a i B) hemoglobiny.
Odpowiednio od rodzaju tarncucha hemoglobiny rozréznia sie talasemie a i talasemie B.
Objawy choroby to: niedokrwistos¢, powiekszenie $ledziony, wystepowanie
erytroblastow i krwinek tarczowatych we krwi.

= Anemia sierpowata — hemoglobinopatia. Jej przyczyna jest mutacja punktowa genu
kodujgcego taricuch B globiny. Dochodzi do zamiany tripletu GAG, kodujgcego kwas
glutaminowy na triplet GUG, kodujgcy waline. Objawy choroby to: tatwa hemoliza
erytrocytow, zwiekszona lepkos$é krwi, powstawanie zatoréw w drobnych tetniczkach,
powiekszenie watroby i s$ledziony, zdttaczka, niewydolnos¢ nerek, krwiomocz,
biatkomocz, owrzodzenie goleni, bdle gtowy.

Z chromosomem X sprzezonych jest ponad 100 choréb, m.in. hemofilie A i B, dystrofia
miesniowa Duchenne’a i zespét tamliwego chromosomu X.

Hemofilie A i B - sg chorobami uwarunkowanymi genami recesywnymi sprzezonymi
z chromosomem X.

* Hemofila A charakteryzuje sie brakiem VIl czynnika krzepniecia krwi (globuliny
antyhomofilowej — AHG), co wywotuje krwawienia pourazowe z bton sluzowych i nosa,
a takze krwotoki wewnetrzne szczegdlnie niebezpieczne dla organizmu.

= Hemofila B - charakteryzuje sie brakiem IX czynnika krzepniecia krwi. Klinicznie
nie rozni sie od hemofilii A.

= Zespot tamliwego chromosomu X, fra (X) 46, XY, Xq 27.3): jest najczesciej wystepujgca
postacig niedorozwoju umystowego sprzezonego z picig. Czestotliwos¢ wystepowania
1:4000 u mezczyzn i 1:7000 u kobiet. Do mniej statych cech w tym zespole zalicza sie
wydtuzong twarz, odstajgce uszy i padaczke. Zespét ten stanowi przyktad choréb
trinukleotydowych, zwykle w grupach 5-35 powtdrzen. Kiedy liczba tych powtérzen
przekracza pewng wartos¢ progowa i powtdrzenia wystepujg w obrebie genu moga
one wywotac choroby, ktére obejmujg obwodowy i osrodkowy uktad nerwowy. Zespét
tamliwego chromosomu X spowodowany jest nadmierng liczbg powtdrzen sekwencji
CGG w obrebie genu FMR 1. Gen ten znajduje sie na koncu diugiego ramienia
chromosomu X w subprazku 3 prazka 7 regionu 2, co przedstawia wzér fra(X) 46, XY,
Xq 27.3. U osoby zdrowej liczba powtdrzen wynosi od 6 do 20, u osoby chorej ponad
200. Zgodnie z nazwg, to miejsce genu (miejsce tamliwe) moze ulec ztamaniu i delec;ji.
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Osoby z zespotem tamliwego chromosomu X wykazujg szerokie spektrum objawow
klinicznych, ktére w znacznej mierze uzaleznione sg od ptci pacjenta. Podstawowym
z nich jest niepetnosprawnos¢ intelektualna, ktéra stwierdzana jest u wszystkich
mezczyzn z petng mutacja (zwielokrotnienie powtdrzen >200) i ma zazwyczaj stopien
umiarkowany lub gteboki, tylko u okoto 50% kobiet stwierdza sie taka
niepetnosprawnos¢ i to w stopniu lekkim. Jezeli u kobiet ta mutacja dotyczy
chromosomu X inaktywowanego, to pomimo stwierdzenia w badaniu molekularnym
petnej mutacji, osoba taka moze nie wykazywac zadnych objawdéw choroby.

Do innych wystepujacych w tym zespole objawdw klinicznych zalicza sie opdznienie
rozwoju psychoruchowego, zwtaszcza w zakresie rozwoju mowy oraz zaburzenia
zachowania i problemy emocjonalne. U ok. 25-33% chorych stwierdza sie zaburzenia
ze spektrum autyzmu.

Choroby dziedziczace sie poligenowo

Choroby dziedziczace sie poligenowo sg uwarunkowane przez sumujgcy sie efekt dziatania
wielu gendéw w réznych loci oraz czynnikéw srodowiskowych. Dlatego okresla sie je jako
zaburzenia ekogenetyczne i wieloczynnikowe. Zaliczane sg tu m.in.: nadcisnienie, cukrzyce,
stwardnienie rozsiane, schizofrenie, psychoze maniakalno-depresyjna, nadczynnos$é tarczycy.
Moze w ten sposob dziedziczy¢ sie tez celiakia.

Choroby mitochondrialne

Przyczyng choréb mitochondrialnych jest delecja wiekszych fragmentéw DNA
mitochondrialnego lub mutacja punktowa DNA mitochondridw. Dziedziczenie chordb
mitochondrialnych nastepuje wytgcznie w linii zenskiej (matczynej), poniewaz plemniki
zawierajg niewiele czgstek DNA, ktére przy zaptodnieniu wnikajg do cytoplazmy komérki
jajowej, ale po pewnym czasie sg z niej usuwane prawdopodobnie w procesie autofagii.
Natomiast komdrka jajowa zawiera kilka tysiecy mitochondriéw, ktdre w sposdb losowy sg
rozdzielane do komodrek potomstwa. Nastepstwem biernej segregacji mitochondriow jest
zjawisko heteroplazmii, czyli wystepowania zmutowanych i prawidtowych mitochondriéw w
komodrce. Uszkodzenia w genomie mitochondrialnym (i niekiedy jadrowym) skutkujg
zaburzeniami w syntezie i magazynowaniu energii, ktéra niezbedna jest do prawidtowego
funkcjonowania komdérek w organizmie. Objawy choréb mitochondrialnych pojawiaja sie
najczesciej ze strony tkanek i narzagdéw o duzym zapotrzebowaniu energetycznym, takich
jak mézg, serce i uktad miesniowo-kostny.

Czesto wystepujgcymi chorobami mitochondrialnymi sg zespoty: Leigha - utrata zdolnosci
umystowych i ruchowych (regresja psychomotoryczna), zazwyczaj prowadzgca do $mierci
w ciggu dwdch do trzech lat, zwykle z powodu niewydolnosci oddechowej, MELAS -
encefalopatia z kwasica mlecznowg i napadami udaropodobnymi, Lebera - dziedziczna
neuropatia nerwu wzrokowego i MERFF - mioklonie (niekontrolowane silne skurcze miesni),
napady padaczkowe, postepujacg ataksje moézdzkowa oraz charakterystyczne uszkodzenie
miesni szkieletowych.
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4. Diagnostyka prenatalna

Do diagnozy prenatalnej zalicza sie wszystkie sposoby badania zarodka i ptodu. Uzasadnieniem
do podjecia tych badan jest zwiekszone ryzyko urodzenia dziecka z nieuleczalng choroba
genetyczng objawiajaca sie ciezkim uposledzeniem rozwoju fizycznego i umystowego.

Wskazaniami do podjecia badan prenatalnych sa:

= zwiekszone ryzyko wystgpienia aneuploidii ptodu zwiekszone z wiekiem matki,

= aneuploidia chromosomalna u dziecka z poprzedniej cigzy,

= obecnos¢ zréwnowazonej strukturalnej aberracji chromosomowej u jednego
z rodzicow,

= ryzyko choroby sprzezonej z chromosomem X,

= ryzyko choroby monogenowej,

= ryzyko wady OUN.

Techniki badan prenatalnych mogg by¢ inwazyjne i nieinwazyjne.
Do inwazyjnych technik, w przypadku ktérych pobiera sie materiat do badan zaliczamy:

= amniocenteze (badane s3 komodrki ptynu owodniowego pobrane miedzy 16 a 18
tygodniem ciazy),

= biopsje trofoblastu (pobiera sie kosmdwke od 10 tygodnia cigzy),

= kordocenteze, inaczej fetoskopia (pobiera sie krew ptodu),

= biopsje skory ptodu,

= biopsje watroby ptodu.

Techniki nieinwazyjne to ultrasonografia (USG), inne techniki obrazowania medycznego
oraz badanie komérek ptodu uzyskanych z krwi matki.

- Badanie USG w 11-14 tygodniu cigzy: NT — pomiar przeziernosci karkowej (pomiar
przestrzeni z ptynem za karkiem ptodu), przy zwiekszonej przeziernosci podejrzenie zespotéow
Downa i Turnera; NB — obecno$¢ kosci nosowej (brak kosci - podejrzenie zespotu Downa).

— Przeptyw krwi w przewodzie zylnym. Ocene przeptywu zylnego przeprowadza sie poprzez
obliczenie wspdtczynnika pulsacji zyt oraz ocenia sie skurcze przedsionkéw serca (tzw.
wysokos$¢ fali A). Wysokos$¢ tej fali nie powinna by¢ zerowa lub ujemna, gdyz oznacza
to podwyzszone ryzyko realnie wystepujgcych nieprawidtowosci u dziecka (80% ryzyka
wystgpienia zespofu Downa i niektérych nieprawidtowosci uktadu krazenia).

- Testy biochemiczne (11-14 tydzien cigzy) we krwi matki: test podwdjny (PAPP-A + B-HCG).
PAPP-A oznacza sie biatko cigzowe A i hormon B-HCG (podjednostka B gonadotropiny
kosmoéwkowej). Wykrywanie zespotéw: Downa, Edwardsa, Patau i Turnera (wiarygodnos$é
badan 60-80%).
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Badania nowej generacji:

= metoda NIPT (Non-Invasive Prenatal Testing), np. test NIFTY — detekcja materiatu
genetycznego dziecka we krwi matki, tzw. wolne DNA ptodu (wolne, pozakomérkowe
ptodowe DNA we krwi matki). Badanie przeprowadza sie pomiedzy 10 a 24 tygodniem
cigzy. Wykrywanie zespotéw: Downa, Edwardsa, Patau, Turnera, Klinefeltera i kociego
krzyku. W przypadku zespotu Downa gwarancja wykrywalnosci wynosi 99%.

* |nne testy tego rodzaju to SANCO i HARMONY.

5. Terapia genowa

Terapia genowa jest to metoda leczenia polegajgca na wprowadzaniu gendw terapeutycznych
do komérek pacjentéw. Wprowadzenie prawidtowego genu do organizmu pacjenta wymaga
najczesciej odpowiedniego nosnika. W tym celu (metoda biologiczna) najczesciej
wykorzystywane sg wirusy (retrowirusy, adenowirusy, wirusy towarzyszgce adenowirusom).
Geny wirusa zostajg usuniete, na ich miejsce wprowadza sie geny terapeutyczne i dopiero taki
wektor wprowadzany jest do organizmu pacjenta. Zastosowanie wiruséw jako nosnikéw moze
wigzac sie z powaznymi skutkami ubocznymi, jak np. uogdlnionymi reakcjami zapalnymi
wywotanymi przez te wirusy. Metoda biochemiczna polega na uzyciu chemicznych nosnikéw
kwasdéw nukleinowych (lipidy kationowe lub polimery aminowe), ktére dostajg sie do komarki
poprzez fuzje z btong komérkowa.

Przyktadowe nosniki niewirusowe:

= Biopolimery (hydrofilowe wielkoczasteczkowe zwigzki chemiczne o tadunku ujemnym),

= Polipeptydy (Poli-L-lizyna, ornityna, protamina — maja charakter polikationowy, wiec moga
wigzac DNA),

= Wysoko rozgatezione polimery, tzw. dendromery,

= Polietylenoiminy,

= Kopolimery kationowe.

Stosowana jest réwniez metoda bezposrednia, polegajaca na wstrzyknieciu do tkanki
roztworu DNA plazmidowego (tzw. nagie DNA).

Terapia genowa moze by¢ wykorzystana do leczenia wielu chordb, miedzy innymi hemofilii,
AIDS, choroby Alzheimera lub Parkinsona, biataczek, innych chordb zakaznych, nowotworéw
ztosliwych oraz oséb obcigzonych wadami genetycznymi.

Opracowanie: prof. dr hab. n. farm. Agnieszka Pietrosiuk, dr Matgorzata Jeziorek, mgr Dorota Gajdzis-
Kuls, na podstawie: Podstawy Genetyki pod red. Gerarda Drewy; Podstawy genetyki medycznej, M.
Connor i M. Ferguson-Smith; Badania molekularne i cytogenetyczne w medycynie, Elementy genetyki
klinicznej — pod red. J. Bala; Genom” - T. A. Brown.
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VIIl. Przygotowanie materiatu biologicznego do badania w mikroskopie
elektronowym skaningowym (SEM)

Metody przygotowania preparatu do obserwacji w mikroskopie skaningowym zalezg przede
wszystkim od stopnia uwodnienia badanego obiektu. Obiekty twarde, takie jak np.: nasiona,
zarodniki roslin, ziarna pytku, nie wymagajg specjalnych metod wstepnego przygotowania,
poniewaz nie zmieniajg swojej struktury i mogg by¢ nawet bez napylania badane w SEM.
Natomiast tkanki roslinne i zwierzece o duzej zawartosci wody wymagajg odpowiednich
metod przygotowania do badan w SEM, tj.: utrwalania, odwadniania i suszenia w celu
unikniecia artefaktdw zwigzanych z deformacjg prébki w prézni mikroskopowe;.

1. Utrwalanie
W skaningowej mikroskopii elektronowej najczesciej stosowanymi utrwalaczami sa:
= aldehyd glutarowy ( bardzo dobrze stabilizuje struktury biatkowe, nie utrwala jednak
lipidow)
=  FAA (formaldehyd + kwas octowy lodowaty + alkohol etylowy 70%, 5:5:90)
= czterotlenek osmu w buforze fosforanowym ( dodatkowo utwardza tkanki)

2. Ptukanie i odwadnianie

Ptukanie w buforze fosforanowym ma na celu usuniecie utrwalacza z tkanek. Proces
odwadniania przeprowadza sie we wzrastajgcych stezeniach alkoholu etylowego lub acetonu
(30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96%), a nastepnie w alkoholu absolutnym lub acetonie.

3. Suszenie w punkcie krytycznym (metoda CPD)

Metoda CPD opiera sie na wykorzystaniu zjawiska polegajgcego na tym, ze w tzw. punkcie
krytycznym dwutlenek wegla przechodzi ze stanu ptynnego w gazowy, a procesowi temu nie
towarzyszg sity znieksztatcajgce. W ten sposdb na powierzchni badanych prébek wystepuje
mniej artefaktéw.

4. Napylanie

Probki pokrywa sie ztotem technicznym lub platyng w napylarce prézniowej. Warstwa
napylajgca redukuje niekorzystny efekt zwigzany ze skondensowang wigzkg elektronéw
w komorze mikroskopu oraz poprawia jako$¢ uzyskanych obrazow.

5. Obserwacja w SEM i analiza obrazu
W SEM uwidaczniana jest powierzchnia badanego materiatu - komérki epidermy, komérki
tupiny nasiennej itp.

Opracowanie: dr Anita Sliwiriska na podstawie: Mikroskopia Elektronowa Skaningowa w Biologii, Jagna
Karcz, Katowice, 2009
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IX. Przygotowanie materiatu biologicznego do badania w mikroskopie
elektronowym transmisyjnym (TEM)

Przygotowanie materiatu obejmuje nastepujace etapy:

1. utrwalanie

2. odwodnienie

3. ciecie na ultra cienkie skrawki
4. barwienie

Utrwalenie i odwodnienie przeprowadza sie tymi samymi metodami, ktére wykorzystuje sie
do przygotowania materiatu do badania w mikroskopie elektronowym skaningowym.

Nastepnie materiat zatapia sie w zywicy epoksydowej, szybko twardniejgcej w wyniku
polimeryzacji. Przygotowany bloczek skrawa sie na ultra mikrotomie, a pociete skrawki
umieszcza sie na miedzianej siateczce. Kontrast obrazu elektronowego zalezny jest od réznic
w stopniu pochfaniania i rozpraszania elektronéw przechodzacych przez badany preparat.
Na kontrastowo$¢ obrazu wptywa ciezar atomowy pierwiastkbw znajdujacych sie
w preparacie. Ciezary atomowe pierwiastkdw budujgcych preparaty biologiczne sa
stosunkowo niskie i mato réznigce sie miedzy sobg. Dlatego obraz preparatéw biologicznych
jest mato kontrastowy. W celu zwiekszenia kontrastu preparat traktuje sie solami metali
ciezkich (czterotlenek osmu, sole otowiu, molibdenu, chromu, srebra, zelaza, ztota), ktére
osadzajg sie na lub w strukturach tkankowych.

Inng metodg utrwalania obok metod chemicznych jest utrwalanie przez zamrazanie.
Zamrazanie przeprowadza sie we freonie lub ciektym propanie, oziebionych ciektym azotem
do -150°C. Wode z preparatéw usuwa sie na drodze sublimacji w prézni w temperaturze 70 °C.
Metoda ta zapobiega utracie zwigzkéw chemicznych z preparatu i dzieki temu mozliwe jest
prowadzenie badan cytochemicznych i autoradiograficznych.

Opracowanie: dr Anita Sliwidska na podstawie: Mikroskopia Elektronowa Skaningowa w Biologii, Jagna
Karcz, Katowice, 2009
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