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ZAJECIA nr 2

ZAGADNIENIA TEORETYCZNE DO PRZYGOTOWANIA NA CWICZENIE:
»Budowa komorki eukariotycznej czesé¢ 1”

Btony biologiczne: lipidy i biatka blony, glikokaliks, receptory blonowe i ich rola w przekazywaniu
sygnatow, transport aktywny i bierny,; zjawiska osmotyczne w komorce zwierzecej i roslinnej.
Cytoszkielet: mikrotubule, filamenty posrednie, struktury kurczliwe (filamenty aktynowe i miozynowe).
Mitochondrium: budowa i funkcje.

Obserwacja preparatéw pod mikroskopem $wietlnym: klasycznym i fluorescencyjnym.
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I. Omowienie budowy i funkcji blon biologicznych, cytszkieletu i mitochondrium

Komorka (fac. cellula) — to najmniejsza strukturalna i funkcjonalna jednostka organizméw
zywych, zdolna do przeprowadzania wszystkich podstawowych procesow zyciowych.
Budowe komorki eukariotycznej (zwierzecej i roslinnej) przedstawia rysunek 1.
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Rys. 1. Budowa komdrki eukariotycznej: (A) zwierzecej (B) roslinne;j.

1. Blony biologiczne

Blony biologiczne (blona komoérkowa i blony otaczajagce organelle komdrkowe)
zbudowane sg z podwojnej warstwy lipidowej (fosfolipidy, glikolipidy i1 sterole) oraz
biatek integralnych i biatek powierzchniowych (Rys. 2). Oligosacharydy zwigzane z
biatkami blonowymi (glikoproteiny) lub z lipidami blony (glikolipidy) tworza na
powierzchni blony komoérkowej komorki zwierzecej glikokaliks (rola w procesach

rozpoznawania mi¢dzykomorkowego.
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Rys. 2. Budowa blony komérkowej wg Molecular Biology of the cell, 4th Edition.
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Blony biologiczne sg przepuszczalne dla matych czasteczek hydrofobowych (np. Oz, CO2, N2,
hormony steroidowe) oraz matych nienatadowanych czasteczek polarnych (np. woda,
glicerol, etanol), natomiast sg nieprzepuszczalne dla jonéw (np. H*, Na*, HCO3", CI’) oraz
organicznych substancji polarnych takich jak glukoza, aminokwasy, peptydy i biatka (Rys. 3).
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Rys. 3. Selektywnos$¢ podwojnej warstwy lipidowej dla roznych czasteczek.

Transport substancji przez blony biologiczne:

Transport bierny odbywa si¢ zgodnie z gradientem stezen, bez naktadu energii na drodze
dyfuzji prostej lub dyfuzji ulatwionej z udzialem kanalow biatkowych oraz bialkowych
przeno$nikow. Transport aktywny zachodzi wbrew gradientowi stezen z wykorzystaniem
energii (Rys. 4A). Uniport to transport tylko jednego rodzaju czasteczek; kotransport to
rownoczesny transport dwoch réznych substancji w tym samym kierunku (symport) lub w
kierunku przeciwnym (antyport) (Rys. 4B).
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Rys. 4. Typy transportu przez btong biologiczna.

2. Cytoszkielet — to rusztowanie komorki. Elementy cytoszkieletu komorki zwierzece;j
przedstawione sg na rysunku 5.
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Rys. 5. Elementy cytoszkieletu komorki zwierzece;.
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3. Mitochondrium — zawiera dwie blony: zewngtrzng i wewngtrzng (posiada liczne
wglebienia- grzebienie) oraz macierz mitochondrialng w ktorej wystepuje DNA (genom
mitochondrialny), RNA i rybosomy (Rys. 5). W mitochondriach odbywa si¢ proces
oddychania  komérkowego, a uwolniona energia  jest gromadzona w
wysokoenergetycznych wigzaniach ATP.
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Rys. 5. Budowa mitochondrium.

CZESC PRAKTYCZNA

I1. Mikroskopowanie - przygotowanie preparatow z materialu biologicznego

1. Obserwacja ruchow cytoplazmy w komorce roslinnej (Rys. 6.):

e ruch rotacyjny (kolowanie) — cytoplazma plynie w jednym kierunku w warstwie
przysciennej wokoét centralnie umieszczonej wakuoli. Ruch taki inaczej nazywamy
cykloza; odbywa si¢ on najcze$ciej u roslin wodnych.

e ruch pulsacyjny — cytoplazma ptynie raz w jednym, raz w drugim kierunku, co daje
wrazenie pulsacji; wystepuje np. w komoérkach glonow i grzybow.

e ruch cyrkulacyjny (krazenie) — cytoplazma ptynie w réznych kierunkach w obrebie
mostkow cytoplazmatycznych utworzonych na powierzchni wakuoli; odbywa si¢ u
wigkszosci roslin ladowych.
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Rys. 6. Ruchy cytoplazmy w komorce roslinne;j.

Instrukcja przygotowania preparatu z epidermy liScia Rogatka Ceratophyllum sp.
v Z liscia walisnerii wytnij zyletkg lub skalpelem niewielki skrawek
v’ skrawek umie$¢ na szkielku podstawowym w kropli wody, przykryj szkietkiem
nakrywkowym
v’ preparat uldz na zardéwce mikroskopu
v' po kilku minutach zacznij obserwacje obrazu pod powiekszeniem obiektywu 10X i
40x.

Obserwacja: ruch rotacyjny cytoplazmy na podstawie przemieszczajacych sie
chloroplastow wokot wakuoli. Wykonaj rysunek.

2. Obserwacja plazmolizy i deplazmolizy w komdrkach korzenia buraka czerwonego
Beta vulgaris

Plazmoliza zachodzi gdy umiescimy komorke roslinng w roztworze hipertonicznym. Woda
na skutek dyfuzji przenika przez blon¢ na zewnatrz komorki. Skutkiem tego jest kurczenie sie
wakuoli 1 odstawanie protoplastu od $ciany komorkowej. Wyrdznia si¢ trzy rodzaje
plazmolizy: katowa, wklesta i wypukla (Ryc.7). Deplazmoliza to proces odwrotny do
plazmolizy. Po umieszczeniu tej samej komorki w roztworze hipotonicznym, woda naptynie z
powrotem do wnetrza komorki, ktora odzyska stan prawidlowego uwodnienia.
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Rys. 7. Rodzaje plazmolizy.

Instrukcja przygotowania preparatu z korzenia buraka czerwonego Beta vulgaris - zjawisko
plazmolizy

v’ Korzen buraka przekrdj w poprzek, wytnij zyletkg lub skalpelem cienki skrawek

v/ umie$¢ go w kropli nasyconego roztworu sacharozy (jest to roztwor o wyzszym
stezeniu tj. hipertoniczny w stosunku do soku wakuolarnego komdrek buraka),
przykryj szkietkiem nakrywkowym

v’ preparat mikroskopowy utdz na stoliku przedmiotowym. Ustaw ostro$¢ obrazu przy
powigkszeniu obiektywu 10x, a nastepnie 40x.

Obserwacja: po kilku minutach zachodzi zjawisko plazmolizy, czyli odwodnienia
komorki. W swoim preparacie zaobserwuj rozne typy plazmolizy: katowa, wklgsta i
wypukia. Wykonaj rysunki.

Obserwacja zjawiska deplazmolizy w komorkach korzenia buraka czerwonego Beta vulgaris.

v' preparat mikroskopowy z komorkami korzenia buraka, ktore ulegly plazmolizie
wyjmij ze stolika mikroskopu

v" usun szkietko nakrywkowe

v' skrawek buraka przenie$ iglg preparacyjng na nowe szkietko podstawowe, umies¢
go w niewielkiej ilosci wody destylowanej (jest to roztwor o mniejszym stezeniu —
hipotoniczny). Nakryj szkietkiem nakrywkowym.

v’ prowadzZ obserwacje przy powiekszeniu obiektywu 10x, a nastepnie 40x.

Obserwacja: woda przez blone pdlprzepuszczalng wnika do wakuoli, co powoduje ponowne
przyleganie protoplastu komorki do $ciany komdrkowej. Wykonaj rysunek.
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3. Obserwacja hemolizy erytrocytow krwi czlowieka

Roztworem izotonicznym dla erytrocytow krwi cztowieka jest 0,9% NaCl. Jesli komorki te
umiescimy w roztworze hipotonicznym (o mniejszym stezeniu np. w wodzie) dojdzie do
hemolizy czyli rozpadu erytrocytow i uwolnienia hemoglobiny do osocza krwi, ktére zabarwi
si¢ na r6zowo (Ryc. 5).
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Rys. 8 Obserwacja krwinek czerwonych w ro6znych roztworach. (A) W roztworze
izotonicznym (0,9% NaCl) krwinki nie ulegaja zmianom, osocze jest prawidlowe. (B) W
roztworze hipotonicznym (woda) blona komodrkowa erytrocytoéw peka i1 krwinki ulegajg
zupetnej hemolizie, osocze jest zabarwione na ré6zowo.

Hemoliz¢ krwinek mozna zaobserwowac¢ takze wykonujac preparat mikroskopowy. Krople
krwi nanie$ na brzeg szkietka podstawowego 1 drugim szkietkiem rozciagnij ja za szkietkiem.
Przykryj szkietkiem nakrywkowym. Ogladaj preparat pod mikroskopem uzywajac obiektywu
100x (pamigtaj aby uzy¢ olejku immersyjnego). W zaleznosci od roztworu w jakim krwinki
beda umieszczone przybiorg rézny ksztatt (Rys. 9).

(a) (b) (©)

Rys. 9. Zachowanie si¢ erytrocytow umieszczonych w roztworach o réznym st¢zeniu. W
roztworze hipotonicznym (a) woda wptywa do komorki, erytrocyty pgcznieja, zwigkszaja
objetos¢, pekaja. W roztworze hipertonicznym (c) komorki traca wode, zmieniajg ksztakt,
kurcza si¢. W roztworze izotonicznym (b) obserwuje si¢ roOwnowage osmotyczng.
https://opentextbc.ca/chemistry/chapter/11-4-colligative-properties/
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11 Zapoznanie z zasadami mikroskopii fluorescencyjnej

Odmiang mikroskopii §wietlnej jest mikroskopia fluorescencyjna. Dziatanie mikroskopu
fluorescencyjnego opiera si¢ na systemie optycznym, umozliwiajagcym detekcje
I wizualizacje sygnatu pochodzacego od fluorochromu.

Fluorochrom jest substancja, zdolng do emisji $wiatla fluorescencyjnego po wzbudzeniu
$wiatlem o okreslonej dhugoéci fali. Swiatlo wzbudzajace fluorescencje badanej probki
kierowane jest, poprzez system filtrow 1 luster, do obiektywu, a nast¢gpnie skupiane na
preparacie. Wzbudzone $wiatlo fluorescencyjne z probki wraca do obiektywu, a nastgpnie
kierowane jest do detektora obrazu (oko ludzkie, kamera).

Fluorochromy zawarte w probkach mogg by¢ naturalne (np. chlorofil) lub sztucznie
wprowadzane do preparatow w celu specyficznej wizualizacji okreslonych struktur
komorkowych.

A. Metodyka przygotowania preparatow do mikroskopii
fluorescencyjnej

Krotkie omdwienie w pracowni laboratoryjnej metody przygotowania preparatow z
zastosowaniem przeciwcial I-rzedowych 1 przeciwcial II- rzedowych znakowanych
znacznikiem fluorescencyjnym.

B. Obserwacja preparatow pod mikroskopem fluorescencyjnym

=

Tkanka prawidlowa i nowotworowa pacjentow z rakiem nerKki

Tkanka prawidlowa i nowotworowa pacjentow z rakiem jelita grubego

3. Prawidlowa i atroficzna nerka szczura z nadci$nieniem - przekrdj przez kore i
rdzen

N
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