Przyroda kl.3.15.12.2020

Temat: Wspdtczesny obraz klasycznych metod diagnostycznych. Diagnostyka
immunologiczna i molekularna .

Zakres tresci:

Molekularne i immunologiczne metody wykrywania patogendéw. Wykrywanie mutacji genowych. Medycyna
molekularna.

Zadania do analizy:

Karta pracy A

1. Na podstawie filmu Barwienie metodq Grama wykonaj ponizsze polecenia.

a) Zaznacz prawidtowe zakonczenie zdania.
Metodg Grama barwi sie

A. wirusy.
B. bakterie.
C. grzyby.
D. protisty.

b) Wyijasnij, w jakim celu stosuje sie barwienie metodg Grama.

c) Wykresl wyrazy w zdaniu tak, aby informacja dotyczgca barwienia metodg Grama byta prawdziwa.

Na kolor fioletowy barwig sie bakterie Gram-dodatnie /| Gram-ujemne. Sg to bakterie o grubej / cienkiej $cianie
komérkowe;j.

d) Wyjasnij, dlaczego barwienie metodg Grama jest nadal stosowane w diagnostyce choréb bakteryjnych. Podaj
dwie zalety tej metody.



Ponizej umieszczono tekst dotyczgcy chromosomdw oraz rysunki przedstawiajgce kariogramy.

W kazdej komorce naszego ciata zawierajqcej jgdro, oprocz komorek rozrodczych, znajdujq sie dwa zestawy
chromosomdw — jeden odziedziczony po matce, a drugi — po ojcu. Chromosomy w jednym zestawie majqg swoje
odpowiedniki w drugim zestawie. Majq one te samq wielkosc i ksztaft, znajdujqg sie w nich takze te same geny.
Chromosomy podobne do siebie nazywamy chromosomami homologicznymi. Komorki z podwdjnym zestawem
chromosomdw to komdérki diploidalne, natomiast te z pojedynczym zestawem chromosomow to komorki
haploidalne. Komorki budujgce ciato cztowieka sq diploidalne. Kazda z nich zawiera 23 pary, czyli 46

chromosomow.

Wiele chordb genetycznych wigze sie ze zmiang ilosci chromosomdw. Mutacje zwigzane ze zwielokrotnieniem
liczby chromosomow lub ich utratg mozna wykry¢ metodq klasyczng, tworzqc tzw. kariogram. Komorki,
najczesciej limfocyty krwi, hoduje sie in vitro. Za pomocq toksycznych zwigzkdw chemicznych zatrzymuje sie
podziaty hodowanych komdrek w stadium, gdy chromosomy sq najbardziej widoczne. Nastepnie komdrki sq
utrwalane, barwione w formie preparatu na szkietku mikroskopowym i poddawane analizie mikroskopowej.
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a) Podpisz rysunek przedstawiajgcy kariogram osoby zdrowej. Uzasadnij swoj wybér jednym argumentem.

3. Zaznacz zdania prawidtowo charakteryzujace przeciwciata.

a) Przeciwciata sg biatkami krwi uczestniczgcymi w niszczeniu patogendw, np. bakterii i wiruséw.
b) Przeciwciata sg wytwarzane w czerwonym szpiku kostnym przez limfocyty T.

c) Przeciwciata sg specyficzne, tzn. rozpoznajg jeden okreslony rodzaj antygenu i wigzg sie z nim.
d) Przeciwciata sg wytwarzane jedynie w przypadku infekcji wirusowych.

Karta pracy B

Przeczytaj ponizszy tekst dotyczacy przeciwciat monoklonalnych, a nastepnie odpowiedz na pytania.

W latach 70. XX w. opracowano przetomowq w medycynie metode otrzymywania przeciwciat monoklonalnych.

Organizm cztowieka dysponuje naturalnymi mechanizmami obronnymi. Jednym z nich jest wytwarzanie przeciwciat —
specyficznych biatek biorgcych udziat w niszczeniu szkodliwych drobnoustrojow. Za produkcje przeciwciat
odpowiadajg komdrki krwi — limfocyty B.

Wskutek kontaktu z antygenem limfocyt B wytwarza jeden specyficzny rodzaj przeciwciat, pasujqcy przestrzennie
wytgcznie do tego jednego antygenu. Takie dopasowanie pozwala na wiqgzanie i unieszkodliwianie antygenu.
Prawidfowe limfocyty B sq Smiertelne, produkujq przeciwciata tylko przez okreslony czas. Wyjgtkiem sq nowotwory
typu szpiczaka, w ktorych wypadku zmienione nowotworowo limfocyty B uzyskujg niesmiertelnosc. Jesli dokona sie
potgczenia prawidtowych limfocytow B z komdrkami nowotworowymi, otrzyma sie komaorki nieSmiertelne,
produkujgce po kontakcie z antygenem przeciwciata o okreslonej specyficznosci, czyli tzw. przeciwciata monoklonalne.
Mozna je otrzymywac w hodowlach tkankowych lub w organizmach zwierzqt, np. myszy.



Przeciwciata monoklonalne sq stosowane w testach diagnostycznych. Za ich pomocq mozna wykryc¢ obecnosc
drobnoustrojow chorobotwdrczych — wirusow, bakterii lub grzybow w materiale biologicznym. Metody opierajgce sie
na przeciwciatach monoklonalnych stosuje sie standardowo m.in. w diagnostyce wirusa HIV. Tego typu testy stuzg
rowniez do wykrywania toksyn, lekdw, hormondw lub enzymdw w pfynach ustrojowych bqdz w moczu oraz do
okreslania ich stezen. Przyktadem mogq byc testy na obecnosc narkotykdw lub testy cigzowe.

Przeciwciata monoklonalne sq rowniez wykorzystywane w leczeniu choréb nowotworowych. Dotychczas znalazty
zastosowanie m.in. w leczeniu zaawansowanego raka piersi oraz raka jelita grubego. Przeciwciata wiqzq sie z
wybranymi receptorami na powierzchni komorek guza, co prowadzi do zablokowania przekazywania sygnatu do ich
wnetrza i w konsekwencji utrudnia podziaty komdrek nowotworowych. Metoda ta jest bardzo skuteczna i w
poréwnaniu z chemioterapiqg lub radioterapiqg powoduje niewiele skutkdw ubocznych. Jest jednak bardzo droga.

1. Wyjasnij, w jakim celu podczas tworzenia przeciwciat monoklonalnych dokonuje sie potaczenia prawidtowych
limfocytéw B z komdrkami nowotworowymi.

3. Czy testy diagnostyczne oparte na przeciwciatach monoklonalnych stosuje sie wytgcznie w celu wykrycia
choroby? Uzasadnij odpowiedz, podajac jeden argument.




Karta pracy C

Przeczytaj ponizszy tekst dotyczagcy metody PCR, a nastepnie wykonaj polecenia.

W potowie lat 80. XX w. opracowano rewolucyjnqg metode powielania DNA w probéwce, nazwangq faricuchowq
reakcjq polimerazy (PCR). Dzieki niej jest mozliwe powielanie w milionach kopii dowolnego fragmentu DNA o dtugosci
od kilkudziesieciu do kilku tysiecy nukleotyddw. Metoda PCR polega na przeprowadzeniu wielu cykli syntezy DNA z
wykorzystaniem syntetycznych starterow RNA i odpornej na wysokie temperatury polimerazy DNA, pochodzgcej z
termofilnych bakterii (czes¢ cyklu przebiega w wysokiej temperaturze).

Metoda PCR znalazta wiele zastosowan, m.in. w badaniach nad genomem, biotechnologii, kryminalistyce, ustalaniu
pokrewieristwa pomiedzy osobnikami, diagnostyce chordob zakaznych i genetycznych, paleontologii czy archeologii. W
diagnostyce medycznej PCR pozwala wykry¢ obecnos¢ DNA (lub RNA) wirusowego lub bakteryjnego w materiale
biologicznym pacjenta, zanim pojawiq sie u niego pierwsze objawy choroby. Jesli w materiale biologicznym, np. w
probce krwi lub probce ptynu tkankowego, znajduje sie DNA pochodzgce z drobnoustroju chorobotwdrczego, to
podczas PCR jego fragmenty ulegnq powieleniu, co mozna uwidocznic¢ podczas elektroforezy. Jesli pacjent jest zdrowy,
tancuchowa reakcja polimerazy nie zajdzie, nie otrzymamy wiec produktow reakcji w postaci powielonych
fragmentéw DNA patogenu.

Metode PCR stosuje m.in. we wczesnej diagnostyce AIDS. Badanie pozwala na wykrycie czgstek wirusa i umozliwia
potwierdzenie zakazenia HIV juz po 2-4 tygodniach od zakazenia, w czasie tzw. okienka serologicznego, kiedy we krwi
nie ma jeszcze przeciwciat skierowanych przeciwko wirusowi. Otrzymanie wyniku ujemnego po trzech miesigcach od
terminu potencjalnej infekcji wyklucza zakazenie wirusem HIV. Metoda PCR pozwala réwniez na okreslenie ilosci kopii
wirusa we krwi, co utatwia monitorowanie przebiegu zakazenia i zwieksza skutecznosc leczenia AIDS.

Za pomocq PCR diagnozuje sie takze zakazenia innymi drobnoustrojami chorobotwdrczymi, np. wirusem HPV (wirus
brodawczaka ludzkiego, wywotujgcy m.in. raka szyjki macicy), wirusem HCV (wirus zapalenia wqtroby typu C) lub
bakterig Borrelia burgdorferi (bakteria wywotujgca borelioze).

W podobny sposéb metode PCR stosuje sie do wykrywania w materiale genetycznym cztowieka mutacji zwigzanych z
chorobami genetycznymi, takimi jak mukowiscydoza, anemia sierpowata czy talasemia.

1. Wyjasnij, na czym polega metoda PCR.



3. Woyjasnij przewage metody PCR nad metodami immunologicznymi w diagnozowaniu zakazenia wirusem HIV.

Karta pracy D

Przeczytaj ponizszy tekst dotyczacy biatek rekombinowanych, a nastepnie wykonaj polecenia.

Wiele chordb cztowieka, m.in. cukrzyca i hemofilia, wigze sie z brakiem lub obnizeniem poziomu wytwarzania biafek,
niezbednych do prawidtowego przebiegu proceséw metabolicznych. Cukrzyca typu | jest chorobq prowadzgcg do
catkowitego braku wytwarzania przez trzustke biatkowego hormonu insuliny. Insulina wychwytuje z krwi glukoze,
ktora w waqtrobie jest przeksztatcana w cukier zapasowy — glikogen. Jej brak powoduje wysokie stezenie glukozy we
krwi, co prowadzi do powaznych zaburzen metabolizmu, dlatego nieleczona cukrzyca jest chorobq smiertelng.

Hemofilia to choroba polegajqgca na niewytwarzaniu przez organizm niektdrych biatkowych czynnikow krzepliwosci
krwi. Brak krzepliwosci krwi pocigga za sobq niebezpieczeristwo wykrwawienia sie, nawet w wyniku niewielkiego
zranienia.

Zaroéwno cukrzyca, jak i hemofilia sq chorobami nieuleczalnymi, ktore przez wiele wiekéw charakteryzowaty sie
wysokqg Smiertelnosciq. Przetom w leczeniu choréb metabolicznych przyniosta metoda rekombinowanego DNA, ktéra
pozwala na produkcje biatek cztowieka w organizmach bakterii, grzybdw, roslin lub zwierzgt. W tym celu do genomu
wybranego organizmu wstawiany jest gen kodujqcy dane biatko, np. insuline cztowieka. W wyniku modyfikacji
organizm produkuje biatko, ktérego naturalnie nie wytwarza, czyli biatko rekombinowane.

Produkcja insuliny na skale przemystowq odbywa sie m.in. w komdrkach drozdzy. Gen cztowieka kodujqgcy insuline
wprowadza sie do genomu drozdzy za pomocq specjalnego wektora (nosnika), po uprzednim usunieciu sciany
komdrkowej grzyba.

Nie wszystkie biatka cztowieka mozna tatwo wytwarzac¢ w komdrkach bakterii lub drozdzy. Czynnik krzepliwosci krwi
(podawany jako lek osobom chorym na hemofilie) produkowany jest w komdrkach ssakow.



1. Wyjasnij pojecie biatko rekombinowane.

4. Czy za pomocy biatek rekombinowanych mozna catkowicie wyleczyé choroby takie, jak cukrzyca lub
hemofilia? Uzasadnij swojg odpowiedz.

Karta pracy E

Przeczytaj ponizszy tekst dotyczacy terapii genowej, a nastepnie wykonaj polecenia.

Medycyna molekularna jest dziedzing bardzo wszechstronng, opierajgcq sie na osiggnieciach biologii molekularnej.
Dzieki metodom medycyny molekularnej mozna nie tylko zdiagnozowac chorobe, ale réwniez prognozowac jej
przebieg u konkretnej osoby. Metody te pozwalajg badac indywidualne rdznice genetyczne pomiedzy patogenami
oraz ustalac stopien zjadliwosci patogenow, czyli zdolnosci do wywotania choroby. Podobnie bada sie wersje genéw u
pacjenta, gdyz mogg one wpfywac na skutecznos¢ danego leku. Stanowi to podstawe indywidualnego doboru

najskuteczniejszej metody leczenia.



Jednq z gatezi medycyny molekularnej jest terapia genowa. Polega ona na wprowadzeniu do komdrek prawidtowej
wersji genu, ktorego zmutowana wersja jest odpowiedzialna za rozwdj choroby. Prawidtowa wersja genu ulega w
komdrkach chorego ekspresji, dzieki czemu powstaje funkcjonalne biatko, ktérego brakowato u chorego. Terapia
genowa moze byc¢ rowniez skuteczna w terapii nowotwordw, ,,naprawiajgc” zaburzenia cyklu komdrkowego,
wystepujgce w komorkach nowotworowych. Produkty ekspresji wprowadzonych wersji genow hamujg
niekontrolowane podziaty i wzrost komdrek guza lub powodujg smier¢ nieprawidtowych komorek.

Geny mozna wprowadzac do organizmu chorego w dwojaki sposob. W tzw. terapii ex vivo pobiera sie komaorki
pacjenta (np. komadrki macierzyste krwi i szpiku kostnego), do ktorych, za pomocq wektora (nosnika), wprowadza sie
prawidtowq wersje genu. Tak zmodyfikowane komdrki wszczepia sie z powrotem pacjentowi. Natomiast w terapii in
vivo, wektor niosqcy prawidfowqg wersje genu zostaje podany bezposrednio do organizmu chorego. W terapii genowej
najczesciej stosowane sq wektory wirusowe. W tym celu wykorzystuje sie zmodyfikowane czqstki wiruséw, ktdre sq
zdolne do infekowania komdrek lecz pozbawione wtasnych gendw, ktére odpowiadajq za ich chorobotwdrcze
witasciwosci. Jednym z zagrozen wynikajgcych z zastosowanej metody terapii genowej jest fakt, ze prawidfowy gen
moZe zostac wprowadzony w przypadkowe miejsce w genomie, powodujqgc uszkodzenie innego genu,

a w wyniku tego np. rozwdéj nowotworu.

W chwili obecnej prowadzone sq liczne badania nad zastosowaniem terapii genowej w leczeniu choréb genetycznych i
autoimmunologicznych oraz nowotworowych. Pierwsze sukcesy dotyczq takich chordb, jak m.in.: wrodzona slepota
Lebera, przewlekta biataczka szpikowa, hemofilia czy choroba Parkinsona.

1. Napisz, dlaczego metode leczenia powinno sie dobierac indywidualnie dla kazdego pacjenta.



