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Wstep

Biotechnologia jest interdyscyplinayrdziedzir taczaca w sobie wiede
z zakresu biologii, fizyki, chemii, techniki i biglormatyki. To integracja nauk
przyrodniczych i iaynieryjnych wykorzystywana w procesach biologicamyc
przebiegajcych przy udziale drobnoustrojow, kultur tkankowyaraz biokatali-
zatoréw. Studenci podczas studiow zdobwmajedz teoretyczy i nabywaj
praktycznych umiejnaosci przystosowujcych ich do pracy w przendle bio-
technologicznym i przemystach pokrewnych [Havd@shkenazi 2007]. Praca
badawcza wymaga tax zdolndci logicznego i twérczego ndienia oraz otwar-
tosci umystu. Niezbdne dla biotechnologa stajec siviec poszerzanie swojej
wiedzy z zakresu dziedzin pokrewnych, takich jaktenatoznawstwo, elektro-
nika, technika komputerowa oraz zgizanie [Scott i in. 2006]. Dgki zdoby-
tym w trakcie studiow kwalifikacjom studenci mpgnalezé zatrudnienie m.in.
w laboratoriach badawczych, kontrolnych i diagnoatych.

Analiza witalnosci komoérek

Z praktycznym zastosowaniem biotechnologii spotykasi na co dzie.
Jej przyktadami magbyé: produkcja piwa, fermentacja mlekowa, alkoholowa,
metody immunodiagnostyczne, ktore zrewolucjonizgwiignostyk endokry-
nologiczry, czy diagnostyka proceséw nowotworowych. Geevspolry tych
wszystkich zjawisk jest obecfioorganizméwzywych, komorek lub ich struk-
tur, zeby wytwarza lub modyfikowa produkty lub procesy w okilonym za-
stosowaniu.

Komorki jako podstawowe jednostki strukturalne oigenu odgrywaj
ogromry role w funkcjonowaniu istogzywych. Pojedyncza komérka zwieca
zbudowana jest zgra komoérkowego, btony komorkowej, cytoplazmy, mito
chondriéw, jderka, siateczkérdédplazmatycznej gtadkiej i szorstkiej, ryboso-
méw, aparatu Golgiego i lizosomu. Jej aktyvhmetaboliczna jest zalea od
stanu fizjologicznego, na ktéry wptywajzarowno czynniki zewgrzne, jak
I wewretrzne [Alberts 2009].

Jednym z bada wykorzystywanych do ocenyywotnaici komérek jest
barwienie przyyciowe bkkitem trypanu (rys. 1).
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Rys. 1. Wz6r strukturalny btekitu trypanu

Ze wzgkdu na ujemny fadunek nieuszkodzonej btony komérkameszek
ten nie posiada zdoldo wnikania dozywych komaorek. Natomiast kiedy inte-
gralna¢ btony zostanie trwale uszkodzona i gasie zanik potencjatu powi
dzy zewntrzng a wewrtrzng jej strory, bigkit trypanu przenika do wetrza
komorki, barwgc cytoplazng lub/i jadro na kolor niebieski. Komorkiywe z nie-
naruszon btorg komérkows nie ulegaj penetracji przez ten zydek, pozostap
przezroczystymi [Louis, Siegel 2011]. Pegavalnas¢ komorek oceniana jest
w hemocytometrze przy zastosowaniu mikrosképietinej. Witalng¢ jest ilora-
zem liczby komérekywych do catkowitej ich liczby.

Inng metod, stuzaca pomiarowi aktywnéci metabolicznej komorek jest test
MTT. Istoty tego badania jest kolorymetryczny pomiar akty$enanitochondrial-
nej komérek. W wyniku zastosowania tej techniki poaiczowe, nierozpusz-
czalne w wodzie krysztatki soli tetrazolowej (MT3g) rozpuszczane w solvencie
MTT (rozpuszczalniku organicznym) i redukowane @ownego formazanu (rys.
2). Absorbancja mierzona jest spektrofotometryczmigy diugdci fali 590 nm,
uwzgkdniajac dtuga¢ fali referencyjnej (620 nm). Pragvalnas¢ komoérek okre-
$la sk, poréwnujc proly badar do proby kontrolnej [Cidik 2012].
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Rys. 2. Schemat dziatania testu MTT [Cigik 2012]

Komorka przez caleycie ulega licznym podziatom. Procesy te mubkyé
scisle regulowane. Brak kontroli nad nimi g prowadzi do nieograniczonych
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podziatbw bez rénicowania, czego nagistwem jest kancerogeneza [Alberts
2009]. Komoérka posiada mechanizmy zapobigggaproliferacji, a w rezultacie
doprowadzajce dosmierci. W zalenosci od czynnikdw, jakie dziatajna t
podstawow struktug budulcows organizmu, wyréniamy dwa rodzajémierci:
apoptoz i nekroz [Rogalska 2008].

Nekroza jest spontanicgn bierrg odpowiedzi komorki na dziatanie ze-
wnatrzkomérkowych czynnikéw. Efektem tego procesu gdtamowanie oddy-
chania wewatrzkomérkowego i produkcji zwzkow wysokoenergetycznych.
Na skutek nekrozy nagiuje poszerzanie przestrzeni siatecg@kiplazmatycz-
nych prowadzce do obrgzku mitochondriéw, perforacji bton plazmatycznych,
pecznienia komorki, czego konsekwen@gstsmieré. Zawartéé komorki wyle-
wa sk do przestrzeni zewgirzkomérkowej, powodug stan zapalny (potocznie
zwany martwig). Apoptoza natomiast jest kontrolowanym przez gever
wnatrzkomérkowym procesem prowagym do zaprogramowanéjnierci ko-
morki. Nastpstwem tego zjawiska jest usuwanie starych, riggemych
i uszkodzonych komorek. Atrofia spowodowana jestafgniem z wetrza ko-
morki wszystkich czynnikéw koniecznych do pryeia. Jej skutkiem jest konden-
sacja cytoplazmy i pomarszczenie powierzchni komorkz zmiany w gdrze
prowadace do jego fragmentacji. Cytoplazma z organellaonhérkowymi zosta-
je otoczona fragmentami btony cytoplazmatycznejwwwiku tego procesu po-
wstap ciatka apoptotyczne, ktérg fagocytowane przezsiednie komorki, dzki
czemu apoptoza nie powoduje stanu zapalnego [R@g2098; Wong 2011].

Rys. 3. Zmiany apoptotyczne w komérkach linii HeLabarwionych Giemsy.
Powigkszenie 20x. (fot. P. Sotek)
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Istnieje wiele metod detekcji apoptozy skd nich naley wyrézni¢ opiera-
jace s¢ na oznaczaniu aktywsa kaspazy 3, elektroforezie welu agarozo-
wym, barwieniu jodkiem propidyny i DAPI, §eie z aneksynV oraz metodzie
TUNEL [Rogalska 2008]. Zaprogramowasmier¢ komoérki ocent rowniez
mozna przy ayciu techniki utrwalania i barwienia komorek odcaiiem
Giemsy z wykorzystaniem obserwacji mikroskopowelyzgzmiany zachodgce
w komorce na skutek apoptozytatwo dostrzegalne (rys. 3).

Podsumowanie

Studenci kierunku biotechnologia na Uniwersyteczeszowskim uczenigs
praktycznych umiejnosci pracy w laboratoriach mikrobiologicznych, fizyko
chemicznych, analitycznych czy cytogenetycznychol®svap te kwalifikacje
podczas zaf laboratoryjnych. Dziki wnikliwemu poznaniu przedmiotu techni-
ki laboratoryjne w biologii eksperymentalnej orazypzastosowaniu dwiad-
czenia praktycznego z zakresu podstaw kultur tkamkb i komorkowych oraz
wiedzy przekazywanej na zajach biologii komorki i mikrobiologii ogolnej
mozliwa staje s morfologiczna ocena witaldoi komorek. Przedmioty akade-
mickie umaliwiajg studentowi przetzenie zdobytych podczas zajdydaktycz-
nych informacji na ich zastosowanie w trakcie praciaboratorium. Utatwiaj
przyswajanie wiedzy dotygzej postugiwania si sprztem laboratoryjnym,
poznanie i wniklivg analiz budowy, funkcji i proceséw zachagzch w ko-
morkach, obejmugych ocer ich stanu fizjologicznego, oraz zapoznanie Si
z technikami pracy w warunkadh vitro, ktére § uproszczonym modelem
procesow zachodeych in vivo. Studenci przygotowywanigsdo sprawnego
wykorzystywania wspotczesnej technologii i nowaltaas metod biologii eks-
perymentalnej. Uzyskana wiedza praktyczna pozwalat& si¢ bardziej atrak-
cyjnymi na obecnym rynku pracy.
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Streszczenie

Nauka na kierunku biotechnologia na Uniwersytecmedzowskim daje
mozliwos¢ praktycznego wykorzystania wiedzy teoretycznejlgde) podczas
studiow do pracy laboratoryjnej. Wnikliwe poznanexhnik laboratoryjnych
utatwia dostosowanie ido obecnych wymogow rynku pracy. W artykule
przedstawiono zagadnienia badaitalnosci komoérek hodowanych w warun-
kachin vitro jako przyktad zastosowania praktycznego wiedzyetigoznej zdo-
bytej w czasie wyktadow.

Stowa kluczowe:nauczanie praktycznych umggosci, zywotnas¢, koloryme-
tryczny test MTT, hgkit trypanu, biotechnologia.

Education of the Practical Skills of Working in Laboratory Majoring
in Biotechnology Based on the Study on Viability o€ell Cultures
in vitro

Abstract

Education majoring in biotechnology at the Universif Rzeszéw gives the
practical use of theoretical knowledge acquiredrmduthe study for laboratory
work. Thorough knowledge of laboratory techniquexkes graduates easier to
adapt to current labor market requirements. Thepppesents the research of
viability of cells culture in vitro as an examplé practical application of theo-
retical knowledge acquired during lectures.

Keywords: practical skills education, viability, MTT colonmigt assay, trypan
blue, biotechnology.



