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Wprowadzenie

Komorki Nicotiana tabacum linii BY-2 hodowane w warunkach in vitro znajdujg coraz
szersze zastosowanie w branzy przemystowej, w tym biofarmaceutycznej oraz w
badaniach naukowych z zakresu hodowli in vitro komoérek roslinnych. Znajomosc¢
genomu komoérek Nicotiana tabacum linii BY-2 pozwala na ich zastosowanie w
produkcji roslinnych metabolitow i enzymow, a biatka, zawarte w komorkach tytoniu
szlachetnego sg niezbedne do produkcji lekow i szczepionek. W czgsci doswiadczalnej
pracy komorki Nicotiana tabacum petnig rol¢ modelowej biomasy roslinnej do badan
wplywu prototypowych naczyn hodowlanych na morfologi¢ oraz proliferacj¢ biomasy
roslinnej w warunkach mieszania typu wave.

Cel i1 zakres pracy

Celem pracy bylo zbadanie wptywu jednorazowych naczyn hodowlanych wykonanych
z Dbiodegradowalnego polimeru za pomoca technologii druku 3D na proliferacje
komoérek Nicotiana tabacum linii BY-2 hodowanych w warunkach in vitro
I poddawanych cigglym oscylacyjnym wychyleniom. W ramach pracy réwniez podjeto
probe adaptacji komercyjnie dostepnych testow enzymatycznych PrestoBlue™ oraz
LDH do okreslania aktywnosci metabolicznej oraz aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej w hodowlach biomasy roslinne;j;

Czes¢ literaturowa

W czesci literaturowej przedstawiono techniki i sposoby hodowli komorek roslinnych w
warunkach in vitro z zastosowaniem konwencjonalnej aparatury oraz omowiono
rozwigzania komercyjne bioreaktoréw single-use z mieszaniem typu wave.

Czes¢ doswiadczalna

Czg$¢ doswiadczalna pracy dotyczyta okreSlenia wpltywu geometrii  naczynia
hodowlanego na proliferacje biomasy komoérek Nicotiana tabacum linii BY-2. W tym
celu oprocz metody grawimetrycznej pomiaru przyrostu mokrej biomasy, podjgto probe
zaadaptowania dwoch testow enzymatycznych wykorzystywanych w hodowlach in
vitro biomasy komorek zwierzgcych: testu PrestoBlue™ stosowanego do oznaczania
aktywnosci mitochondrialnych i obecnych w cytozolu dehydrogenaz, oraz testu LDH
stosowanego do oznaczania aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej uwalnianej z
uszkodzonych komorek.

Przyrost biomasy w naczyniach hodowlanych
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Rys.1. Wyniki pomiaru przyrostu biomasy w naczyniach o r6znej geometrii
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Whnioski

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze ksztalt prototypowych naczyn
hodowlanych znaczaco wplynat na efekt proliferacji hodowanej w nich biomasy
ro$linnej:

- ksztalt dna naczynia hodowlanego znaczaco wpltywa na proliferacj¢ komoérek N.
tabacum linii BY-2, przy czym modyfikacja dna naczynia hodowlanego ksztattkami
wplywa intensyfikujgco na przyrost biomasy zawiesiny komoérek roslinnych i
pomaga namnozy¢ $rednio Ok. 1,5 razy wigcej komorek niz w przypadku naczyn z
dnem niemodyfikowanym ksztattkami.

- za pomoca testu PrestoBlue™ mozna oznaczy¢ aktywno$¢ metaboliczng komoérek
N. tabacum linii BY-2;

- inkubacja zawiesiny komorek tytoniu szlachetnego linii BY-2 z testem
PrestoBlue™ powinna trwa¢ minimum 30 minut a wyznaczenie rozcienczenia
zawiesiny komoérek wymaga dalszych badan;

- o0znaczenie aktywnosci LDH w zawiesinie komérek linii BY-2 nie jest mozliwe z
powodu zbyt niskiego poziomu LDH w komorkach roslinnych.
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