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Wydanie specjalne poswiecone projektowi ,Biotechnologia Molekularna dla Zdrowia”

Kilka stow wstepu o projekcie
»Biotechnologia Molekularna dla Zdrowia”

Realizowany na Wydziale Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego
projekt pn. ,Biotechnologia Molekularna dla
Zdrowia” (POIG. 02.01.00-12-064/08) jest finan-
sowany ze srodkéw Unii Europejskiej: z Europej-
skiego Funduszu Rozwoju Regionalnego

(EFRR), Program Operacyjny Innowacyjna Go-
spodarka (POIG) na lata 2007-2013. Przyznana
kwota dofinansowania to 28 197 842,44 zt. Re-
alizacja projektu rozpoczeta sie we wrzesniu
2008 roku. Planowany termin zakonczenia wy-
znaczono na marzec 2012roku.  ¢d.s.2 )

Warsztaty na temat nowoczesnych metod
badawczych , Krakéw, 4-5 pazdziernika 2010

W dniach 4-5 pazdziernika 2010 r. zostaty zor-
ganizowane warsztaty poswiecone nowocze-
snym metodom badawczym z zastosowaniem
urzadzen zakupionych w ramach projektu,,Bio-
technologia Molekularna dla Zdrowia". Ponad
90 0s6b z catej Polski (studenci i pracownicy na-
ukowi), ktére wziety udziat w warsztatach, mia-
to mozliwos¢ wystuchania szeregu wyktadow
dotyczacych funkcjonowania i wykorzystania
w badaniach naukowych takich urzadzen jak:
mikroskopy konfokalne FCS/FLIM i STED, spek-
trometr masowy, urzadzenie do badania od-
dziatywan miedzyczasteczkowych w czasie rze-
czywistym z wykorzystaniem zmian powierzch-
niowego rezonansu plazmonowego (SPR), sys-
tem do mikroskopowej mikropreparatyki lase-
rowej, magnetyczny sorter komérek, prowa-
dzonych przez m. in.: prof. Alicje J6zkowicz,
prof. Jerzego Dobruckiego, prof. Haline Gabrys
i dr Katarzyne Banas, prof. Andrzeja Kozika, dr
Sylwie Kedracka-Krok (ktéra przedstawita jed-
no z urzadzen do analiz proteomicznych zaku-
pione z projektu ,Matopolskie Centrum Bio-
technologii”), dr Marie Rapate-Kozik, dr Ag-
nieszke tobode, dr Joanne Cichy, dra Krzysztofa
Pyrcia, prof. Zbigniewa Madeje i dr Justyne Dru-
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kate. Ogodlne informacje na temat samego pro-
jektu i jego realizacji zostaty przedstawione na
wstepie przez jego kierownika prof. J6zefa Du-
laka. Zainteresowanie czescia teoretyczna prze-
szto najSmielsze oczekiwania organizatoréw.
Sala pekata w szwach.

Bardzo duzym zainteresowaniem cieszyta
sie rowniez czes$¢ praktyczna warsztatéw, pod-
czas ktorej uczestnicy mogli osobiscie przeko-
nac sie, jak funkcjonujg zakupione w ramach
projektu urzadzenia. Zajecia prowadzone
w mniejszych grupach daty mozliwos¢ nie tylko
zobaczenia sprzetu, ale réwniez wykonania
prostych doswiadczen. Wzbudzito to wiele en-
tuzjazmu wsrdd uczestnikow, ktdrzy zadeklaro-
wali swojg obecnos¢ podczas kolejnej edycji
warsztatéw juz na wiosne 2011 r.!

Joanna Uchto

Projekt Biotechnologia Molekularna dla Zdrowia (P01G.02.01.00-12-064/08) jest wspétfinansowany
przez Unie Europejska ze Srodkdw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach
Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka na lata 2007-2013
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Projekt ma charakter inwestycyjny. Jego celem bezpo-
$rednim jest poprawa infrastruktury badawczej na Wydziale,
w tym zakup Swiatowej klasy urzadzen pozwalajacych na
wdrozenie nowoczesnych metod badawczych w biologii
molekularnej, biochemii, biotechnologii i biofizyce, a takze
rozbudowa i wyposazenie zwierzetarni. Na projekt skfada sie
siedem zadan, koordynowanych przez pracownikéw nauko-
wych Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ. W ra-
mach zadan powstang nowe pracownie:

« Zwierzetarnia (koordynator: Prof. dr hab. Alicja J6zko-
wicz);

« Pracownia Cytometrii Obrazowej (koordynator: Prof. dr
hab. Jerzy Dobrucki);

+ Pracownia Proteomiki i Transkryptomiki (koordynator:
Prof. dr hab. Andrzej Kozik);

+ Pracownia Inzynierii Komérkowej i Tkankowej (koordy-
nator: dr Justyna Drukata);

+ Pracownia Wirusologicznej Diagnostyki Molekularnej
(koordynator: dr Krzysztof Pyr¢);

« Pracownia Biotechnologii Roslin (koordynatorzy: Prof.
dr hab. Halina Gabrys, dr hab. Leszek Fiedor);

« Bank Komérek (koordynator: dr Justyna Drukata).
Rozbudowa infrastruktury badawczej przyczyni sie do

realizacji celéw badawczych (posrednich) projektu, do kté-
rych naleza m.in.:

« Opracowanie i zastosowanie nowych zwierzecych mo-
deli choréb i testowanie terapii eksperymentalnych;

+ Opracowanie nowych metod analizy struktury komorek
i interakgcji badanych substancji zkomérkami;

« Stworzenie kompleksowego systemu analizy ekspresji
gendw na poziomie transkryptomu i proteomu;

+ Rozwdj metod hodowli tkankowej skéry w celu ich za-
stosowania w warunkach klinicznych;

« Opracowanie i rozwéj metod pozwalajacych na identy-
fikacje i kwantyfikacje wiruséw ludzkich i zwierzecych
pod katem ich zastosowania w warunkach klinicznych
i badawczych;

+ Opracowanie i badania pochodnych metabolitéw roslin-
nych oraz pochodnych barwnikéw fotosyntetycznych,
jako potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych.

Zakupiona aparatura bedzie wykorzystywana przez pra-
cownikéw naukowych, doktorantéw i studentéw Wydziatu
BBiB UJ, a takze innych wydziatéw Uniwersytetu Jagiellon-
skiego i osrodkéw badawczych w catej Polsce. Dzieki nowej
aparaturze mozliwe bedzie réwniez rozszerzenie wspotpracy
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ z zespotami
zagranicznymi. Ponadto, sprzet zostanie udostepniony na
potrzeby szpitali, jak rowniez projektéw realizowanych
wspdlnie z podmiotami nalezacymi do sektora komercyjne-
go (m.in. przedsiebiorstwa z branzy farmaceutycznej, bio-
technologicznej i medycznej), zainteresowanymi prowadze-
niem projektow badawczych z wykorzystaniem narzedzi
opracowanych na WBBIB UJ.

Do listopada 2010 roku wydano niemal 60% przyznanej
dotacji. Zakupiono wiekszos¢ urzadzen do Pracowni Cyto-
metrii Obrazowej, Pracowni Proteomiki i Transkryptomiki,
Pracowni Wirusologicznej Diagnostyki Molekularnej. Ponad-
to, wyposazono Pracownie Inzynierii Komoérkowej i Tkanko-
wej oraz Bank Komérek. W ramach realizowanego projektu
budowy zwierzetarni (zadanie 1), we wrze$niu podpisano
umowe na zarzadzanie kontraktem (w tym na petnienie
funkcji nadzoru inwestorskiego) z firmg Raciborskie Przed-
siebiorstwo Inwestycyjne, a w listopadzie — z Przedsiebior-
stwem Budowlanym Kompleks na wykonanie robét budow-
lano-montazowych.

Na Wydziale realizowane sa takze inne projekty finan-
sowane ze srodkéw Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka, ktére maja charakter komplementarny wobec
projektu ,Biotechnologia Molekularna dla Zdrowia”. Naleza
do nich: projekt,,Matopolskie Centrum Biotechnologii" (dzia-
tanie 2.1), strategiczny projekt badawczy pn.,Innowacyjne
metody wykorzystania komorek macierzystych w medycy-
nie” (dziatanie 1.1.2), trzy projekty badawcze TEAM finanso-
wane przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej oraz projekt LI-
DER, finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwo-
ju. Zespoty naukowe Wydziatu uczestnicza takze w realizacji
projektu inwestycyjnego,Jagiellorskie Centrum Rozwoju Le-
kow” (dziatanie 2.2) i zwigzanego z nim strategicznego pro-
jektu badawczego,Srédbtonek naczyniowy w chorobach cy-
wilizacyjnych” (dziatanie 1.1.2).

Zwierzetarnia (Zadanie nr 1)

zadania

badania zwierzat.

Zaktady i/lub Pracownie WBBiB UJ zaangazowane w realizacje

« Zakfad Biotechnologii Medycznej,
« Petnomocnik Dziekana ds. Inwestycji, dr hab. Ryszard J. Gurbiel

Urzadzenia zakupione w ramach projektu BMZ

Budowa zwierzetarni rozpoczyna sie w grudniu 2010 roku i jej zakonczenie
jest planowane na potowe roku 2011. Zakupy aparatury do zwierzetarni wtasnie
sie rozpoczynaja — w grudniu zakupiono nowoczesny ultrasonograf VEVO2100 do



Najblizsze plany zwiqzane z realizacjq projektu

W roku 2010 zostat opracowany program budowlany zwierzetarni, przygoto-
wany przez firme architektoniczng D44 Architektura. Na jego podstawie Wydziat
Architektury Urzedu Miasta Krakowa udzielit w dniu 12 kwietnia 2010 roku pozwo-
lenia na budowe. Umozliwito to zakonczenie prac nad projektem wykonawczym
oraz ogtoszenie przetargu na nadzér budowlany oraz wykonawce. Nadzér budow-
lany sprawowac bedzie Raciborskie Przedsiebiorstwo Inwestycyjne sp.z 0. o, nato-
miast budowe zwierzetarni realizowac bedzie Przedsiebiorstwo Budowlane KOM-
PLEKS. W listopadzie rozpoczety sie prace budowlane.

Prof. dr hab. Alicja J6zkowicz

Pomieszczenia magazynowe WBBIB UJ,
w ktérych zostanie utworzona nowa zwie-
rzetarnia

Pracownia Cytometrii Obrazowej (Zadanie nr 2)

Zaklady i/lub Pracownie WBBiB UJ zaangazowane w realizacje
zadania

Zadanie badawcze 1: Badania roli biatek heterochromatynowych 1 (HP1) w napra-
wie uszkodzen chromatyny - Pracownia Biofizyki Komorki;

Zadanie badawcze 2: Badania wptywu lekéw wykazujacych powinowactwo do
DNA na strukture i funkcje chromatyny — Pracownia Biofizy-
ki Komorki;

Zadanie badawcze 3: Badania sondy fluorescencyjnej do wizualizacji biatek macie-
rzy zewnatrzkomorkowej in vivo — Pracownia Biofizyki Ko-
morki.

Inne grupy badawcze korzystajace regularnie z mikroskopéw Leica zakupio-
nych z grantu BMZ: Zaktad Biochemii Fizycznej, Zaktad Fizjologii i Biochemii Roslin,

Zaktad Biotechnologii Medycznej, Zaktad Biotechnologii Roslin.

Urzadzenia zakupione w ramach projektu BMZ
« Mikroskop konfokalny Leica SP5 z przystawka STED,
« Mikroskop konfokalny Leica SMD (FLIM, FCS)

Opis wybranych urzadzen

Mikroskopy Leica STED i Leica SMD stuzg m. in. do typowych pomiaréw struk-
tury komérki (obrazy 3-wymiarowe) i proceséw metabolicznych (obrazowanie zy-
wych komorek w czasie, 3D, 4D, etc.) zaawansowanych, wysokorozdzielczych badan
struktury (technika STED) zaawansowanych badan ruchliwosci, wymiany dynamicz-
nej i dyfuzji znakowanych fluorescencyjnie biatek (technika FRAP, FLIP, FCS) i od-
dziatywan miedzy biatkami in situ w komérce (technika FRET, wykorzystujaca cza-
sy trwania fluorescencji akceptora i donora).

Najblizsze plany zwigzane z realizacja projektu

- Badania oddziatywania biatek heterochromatynowych 1 (HP1) z PCNA
W procesie rozpoznawania i naprawy uszkodzen chromatyny;

+ Badania wptywu adriamycyny, daunomycyny i barwnikéw wykazujacych
powinowactwo do DNA na strukture chromatyny oraz badanie wigzania
tych lekéw do dwuniciowego RNA;

« Badania mechanizmu wiazania sondy fluorescencyjnej Col-F do kolagenéw
i elastyny w zywych tkankach zwierzecych.

Prof. dr hab. Jerzy Dobrucki

grudzien 2010 n Jad



Pracownia Proteomiki i Transkryptomiki (Zadanie nr 3)

Sorter komorek

Zestaw do mikroskopowej mikroprepara-
tyki laserowej

Urzadzenie do badania oddziatywan mie-
dzyczasteczkowych w czasie rzeczywistym

Spektrometr masowy

Trigslet

Zaktady i/lub Pracownie WBBIiB UJ zaangazowane w realizacje
zadania

« Zaktad Biochemii Analitycznej,

« Zaktad Biotechnologii Medycznej,
« Zaktad Immunologii,

« Zaktad Biochemii Fizycznej

Urzadzenia zakupione w ramach projektu BMZ

« Zestaw do mikroskopowej mikropreparatyki laserowe;j,

+ Urzadzenie do badania oddziatywan miedzyczasteczkowych w czasie rze-
czywistym z wykorzystaniem pomiaru zmian powierzchniowego rezonansu
plazmonowego (SPR) — model BIACORE 3000 (HVD Holding AG),

+ Spektrometr masowy ze zrédtem jonéw typu ESli analizatorem typu putap-
ka jonowa — model HCTUltra (Bruker),

« Magnetyczny sorter komoérek autoMACS pro, Miltenyi Biotec,

+ Czytnik ptytek,

« Wytrzasarka do hodowli komdérek owadzich Unimax 1010/Incubator 1000,
Heidolph,

 Wytrzasarka do hodowli bakteryjnych, Innova 43, New Brunswick Scientific,

« Ultrawiréwka Sorvall WX Ultra Series, Thermo Scientific,

+ Wiréwka szybkoobrotowa, Thermo Scientific.

Opis wybranych urzadzen

Zestaw do mikroskopowej mikropreparatyki laserowej (Laser Microdis-

section System, LMD 7000, Leica)

Aparat do mikroskopowej mikropreparatyki laserowej (mikrodysekcji lasero-
wej) stuzy do precyzyjnej izolacji komorek/struktur komérkowych z preparatéw za-
mrozonych lub skrawkdéw tkanek utrwalonych formaling i zatopionych w parafinie.
System umozliwia réwniez separacje i transport zywych komérek. Metoda ta jest
szczegdlnie przeznaczona do wycinania matej liczby komorek, cechuje sie bardzo
duza doktadnoscia. Uzyskane wycinki sa wolne od zanieczyszczen i na wycietym
materiale mozliwe sg dalsze analizy, takie jak izolacja RNA/DNA czy biatek. System
ten stanowi unikatowe narzedzie w takich dziedzinach jak biologia molekularna,
patologia, mikrobiologia, cytogenetyka oraz biologia rozrodu.

Urzadzenie do badania oddziatywan miedzyczasteczkowych w czasie rze-

czywistym z wykorzystaniem pomiaru zmian powierzchniowego rezo-

nansu plazmonowego (SPR) - model BIACORE 3000 (HVD Holding AG)

Biosensorowy system BIACORE 3000 umozliwia badanie oddziatywarn makro-
molekularnych pomiedzy czasteczkami biologicznie aktywnymi. Analiza polega na
pomiarze zmian powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR), jaki zachodzi
na powierzchni mikrochipu pokrytego ztotem, oswietlanego $wiattem spolaryzo-
wanym, bedacego w kontakcie z czagsteczkami zdolnymi do wigzania ligand6éw. Na
podstawie tych pomiaréw mozna dokonac charakterystyki oddziatywan zachodza-
cych miedzy czasteczkami uwzgledniajac moc i specyficznos¢ tych oddziatywan
orazich kinetyczng i termodynamiczng charakterystyke. Wszystkie oznaczenia prze-
biegaja bardzo szybko, co pozwala na badanie zjawisk biologicznych w czasie rze-
czywistym i jest to jedna z podstawowych zalet stosowania tej metodyki. Dzieki te-
mu mozliwe jest wykorzystanie tych badan w sledzeniu przebiegu zaréwno proce-
séw fizjologicznych jak i standw patologicznych. Oprécz tego zaletg tej metody jest
mozliwo$¢ badania oddziatywan z ligandami o zréznicowanej masie czasteczko-
wej, bez koniecznosci ich dodatkowego znakowania i przy minimalnym zapotrze-
bowaniu na ilos¢ i stezenie analizowanej prébki.



Spektrometr masowy ze zrédtem jonéw typu ESl i analizatorem typu pu-

tapka jonowa - model HCTUltra (Bruker)

Spektrometr masowy HCTUlItra, z putapka jonowa, jako analizatorem i zrédtem
jonow typu ESI stuzy do rutynowych analiz jakosciowych (identyfikacji) szerokiego
spektrum zwigzkéw biologicznych na podstawie precyzyjnego wyznaczania ich
masy. W sposdb bezposredni identyfikowac¢ mozna wystepujace naturalnie zwigz-
ki o stosunkowo niewielkiej masie czasteczkowej (peptydy, lipidy etc.). Zwiazki wiel-
koczasteczkowe, przede wszystkim biatka, identyfikuje sie poprzez doktadne wy-
znaczanie mas ich fragmentéw, otrzymywanych np. na drodze proteolizy. Ponie-
waz w obu typach zastosowan analizowane zwigzki wystepuja w skomplikowa-
nych mieszaninach, wyznaczanie ich mas czesto odbywa sie wspétbieznie z ich roz-
dziatem za pomoca wysokosprawnego chromatografu cieczowego.

Najblizsze plany zwigzane z realizacja projektu

Zaklad Biotechnologii Medycznej Ultrawiréwka Sorvall WX Ultra Series,
« izolacja komorek macierzystych i okreslenie ich niszy w mézgu/szpiku kost-
nym itd.;

Thermo Scientific

Przed Podczas Po
wycieciem wycinania wyceciu
Ryc. 1 Przyktad zastosowania
- okreslenie fenotypu transplantowanych komérek macierzystych w obrebie systemu LMD 7000 do wycie-
. | P cia fragmentu tkanki z prepa-
miesnia sercowego po zawale u swini; ratu parafinowego serca $wi-
« testowanie réznych zestawoéw do izolacji RNA z wycietego materiatu (z bar- ni, barwienie hematoksyling--
dzo matych ilosci materiatu) oraz dalszych analiz, np., RT-PCR z jednej ko- €ozyna.

morki (AmpliSpeed);
- dalsza optymalizacja metod pracy z zywymi komdrkami.
Zaktad Biochemii Analitycznej

Urzadzenie BIACORE wykorzystane zostanie w badaniach nad kinetyka od-
dziatywania biatek uktadu generacji bioaktywnych peptydéw — kinin w dwéch mo-

T
delach: : 1 1 T
« charakterystyce wptywu warunkéw panujacych w uktadach komérkowych, o ! \
poddanych czynnikom generujagcym stan zapalny, na wzajemne oddziaty- ' ' "

; i %
wanie kininogenu i prekalikreiny (m. in. wptyw czynnikéw utleniajacych), ' * i
+ rozpoznania mozliwosci oddziatywania tych biatek z adhezynami wystepu- : 1
jacymi na powierzchni patogenéw bakteryjnych i drozdzowych, bedacych
jednym z gtéwnych czynnikéw wirulencji tych mikroorganizmoéw. = P

Spektrometr masowy umozliwi identyfikacje peptydéw kininopodobnych |-
generowanych przez proteinazy drozdzowe ulegajace intensywnej ekspresji w in-

fekcjach wywotanych réznymi szczepami Candida. Urzadzenie to postuzy takze do e i l
identyfikacji specyficznosci substratowej tych enzyméw w odniesieniu do wybra-

nych biatek osocza.

Prof. dr hab. Andrzej Kozik, Czytnik ptytek
Dr Agnieszka toboda
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Pracownia Inzynierii Komdrkowej i Tkankowej (Zadanie nr 4)

Komora laminarna

Zamrazarka

Mikroskop fluorescencyjny

Zaktady i/lub Pracownie WBBIiB UJ zaangazowane w realizacje
zadania
« Zaktad Biologii Komérki

Urzadzenia zakupione w ramach projektu BMZ
+ 2 komory laminarne Il klasy czystosci,

« 2inkubatory CO, do hodowli komérek,

o 2 wiréwki,

« suszarka-sterylizator,

« autoklaw,

« mikroskop odwrécony kontrastowo-fazowy,

« mikroskop fluorescencyjny,

- zamrazarka niskotemperaturowa.

Opis wybranych urzadzen

Mikroskop fluorescencyjny

Zakupiony mikroskop jest urzadzeniem specjalnie zaprojektowanym do przy-
zyciowej wizualizacji komérek z zastosowaniem réznych technik mikroskopii
optycznej (epifluorescencja, kontrast réznicowy Nomarskiego NIC, kontrast modu-
lacyjny IMC, kontrast fazowy). Wyposazenie mikroskopu umozliwia obserwacje ko-
moérek w zadanej temperaturze i przy okreslonym stezeniu CO,. Dodatkowo wyso-
koczuta chtodzona kamera CCD pozwala na ograniczenie do minimum intensyw-
nosci $wiatta wzbudzenia. Mikroskop daje mozliwo$¢ rejestracji i badania wielu pro-
cesow zachodzacych w zywej komorce w trakcie prowadzenia doswiadczenia.

Najblizsze plany zwigzane z realizacjq projektu
W Pracowni Inzynierii Komoérkowej i Tkankowej, w ramach dwoch realizowa-
nych obecnie projektéw naukowych, kontynuowane beda prace w zakresie klinicz-
nej aplikacji uzyskanych wynikéw. Mikroskop fluorescencyjny bedzie wykorzysty-
wany w licznych projektach naukowych prowadzonych zaréwno w Zaktadzie Bio-
logii Komérki jak i w innych zaktadach i pracowniach Wydziatu Biochemii Biofizyki
i Biotechnologii. Poniewaz jest to urzadzenie unikatowe, zostanie ono udostepnio-
ne innym os$rodkom krajowym (np. Instytut Zoologii, Uniwersytet Wroctawski). Mi-
kroskop jest réwniez narzedziem niezbednym dla realizacji innych projektéw struk-
turalnych, w ktore jest zaangazowany Zaktad Biologii Komorki. W ramach projektu
strategicznego "Innowacyjne metody wykorzystania komérek macierzystych w me-
dycynie” (dziatanie 1.1.2), w najblizszym czasie planowana jest m. in. dalsza rozbu-
dowa mikroskopu, pozwalajgca m. in. na zastosowanie technik FURA, FRET oraz
TIRF.
dr Justyna Drukata

Autoklaw Inkubator CO,




Pracownia Wirusologicznej Diagnostyki Molekularnej
(Zadanie nr 5)

Zaklady i/lub Pracownie WBBIiB UJ zaangazowane w realizacje
zadania:

+ Zaktad Mikrobiologii

Urzadzenia zakupione w ramach projektu BMZ

« Cytometr przeptywowy (Becton Dickinson; FACSCalibur z modutem sortuja-
cym i przystawka HTS),

- Aparat real-time PCR (Applied Biosystems, 7500fast),

+ 4 termocyklery (Applied Biosystems, Verity),

« Komora laminarna Il klasy bezpieczenstwa biologicznego (Thermo Scienti-
fic, KSP18),

- Cieplarka CO, (Heraeus, 150i Duo),

« Mikroskop odwrécony z opcja fluorescencji (Leica),

« Wiréwka laboratoryjna do wirowania matych objetosci (Eppendorf; 5415R),

« Wiréwka laboratoryjna do wirowania srednich objetosci (Eppendorf; 5804R),

- Zestaw do elektroforezy (Zasilacz do elektroforezy; 2 pojemniki do elektro-
forezy) (Biorad),

« Dwie komory do pracy z kwasami nukleinowymi (UVP, PCR workstation),

» Dwie chtodziarko-zamrazarki (Liebherr),

« Termomikser (Eppendorf; Comfort),

« Mieszadto magnetyczne (IKA; RH Basic 2),

« Komputer z urzadzeniem wielofunkcyjnym.

Opis wybranych urzadzen

Aparat Real-time PCR

Aparat stuzy do przeprowadzania reakcji PCR w czasie rzeczywistym w forma-
cie ptytki 96-dotkowej. Sprzet jest wyposazony w filtry: FAM/SYBR Green, VIC/JOE,
NED/TAMRA/Cy3, ROX/TEXAS RED, Cy5, pozwalajgce na rownoczesny pomiar
5 markerow. Dzieki opcji ‘Fast’ mozliwe jest przeprowadzenie reakgji real-time PCR
w czasie <40 minut, w zwigzku z czym mozna znacznie zwiekszy¢ liczbe analizowa-
nych prébek. Oprogramowanie urzagdzenia pozwala nie tylko na analize poziomu
ekspresji danego genu w odniesieniu do krzywej standardowej, ale réwniez na ana-
lizy mikrobiologiczne (+/-, relatywna i absolutna), automatyczne genotypowanie
SNP, badania populacyjne i inne. Dodatkowo aparat wyposazony jest w oprogramo-
wanie HRM (High Resolution Melting Curve), pozwalajace na analize polimorfi-
zmow i identyfikacje fragmentéw DNA réznigcych sie dtugoscia, zawartoscia par
GC lub sekwencjg na podstawie krzywej denaturacji DNA bez stosowania specyficz
nych sond.

Cytometr przeptywowy

Cytometr przeptywowy jest wyposazony w dwa lasery (488 nm oraz 635 nm).
Wyposazenie aparatu umozliwia rbwnoczesna rejestracje 6 markeréw. Dzieki wypo-
sazeniu w przystawke umozliwiajacg automatyczne pobieranie prébek z ptytki 96-
lub 384- dotkowej (modut HTS), sprzet pozwala na szybka analize duzej liczby pré-
bek, co moze by¢ niezwykle przydatne przy badaniach przesiewowych, stuzacych
np. do poszukiwania nowych lekéw. Dodatkowo, aparat wyposazony jest w modut
sortujacy, zmieniajacy sprzet w prosty sorter komérkowy, umozliwiajac przepro-
wadzanie preparatyki badanych prébek.

Komory do pracy czystej DNA/RNA
Komory sg wykorzystywane do pracy w warunkach sterylnych z RNA oraz
DNA. Dzieki zastosowaniu czteroetapowej filtracji powietrza, poprzez filtry mecha-

Komora do pracy z RNA i DNA z oczyszcza-
niem powietrza poprzez filtracje HEPA oraz
lampy UV, UVP, PCR workstation

4 termocyklery ptytkowe

Aparat Real-time PCR

Cytometr przeplywowy
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Wiréwka szybkoobrotowa do matych obje-
tosci z chtodzeniem

Mikroskop kontrastowo-fazowy z fluores-
cencja

niczne, filtry weglowe, filtr HEPA oraz filtr ozonu w pofaczeniu z filtrem UV, sprzet
zapewnia idealne warunki do pracy z kwasami nukleinowymi. Aparatura pozwala
na uzyskiwanie powtarzalnych wynikéw i zapobiega zanieczyszczeniom, co jest
szczegdblnie wazne w analizie zakazen wirusowych.

Wyposazenie pracowni komoérkowej

W ramach projektu zostata w petni wyposazona pracownia komdrkowa, po-
zwalajaca na prace z patogenami klasy 2 bezpieczenstwa biologicznego. W skfad
wyposazenia pracowni wchodza: komora z przeptywem laminarnym z filtrami HE-
PA H14 oraz dodatkowym, segmentowanym filtrem (klasa bezpieczenstwa pozwa-
lajgca na prace z cytostatykami), cieplarki CO, do pracy z komérkami eukariotycz-
nymi oraz patogenami wirusowymi, zestaw wiréwek laboratoryjnych oraz mikro-
skop pozwalajacy na obserwacje w systemie jasnego pola, z kontrastem fazowym
oraz fluorescencja.

Najblizsze plany zwigzane z realizacjq projektu

« Kontynuacja prac nad zakazeniami wirusowymi u pacjentéw z astma (dia-
gnostyka choréb uktadu oddechowego) we wspétpracy z Collegium Medi-
cum UJ (prof. dr hab. Andrzej Szczeklik);

« Kontynuacja prac nad zakazeniami wirusowymi u pacjentéw po przeszcze-
pach ptuc (diagnostyka choréb uktadu oddechowego) we wspétpracy ze
Slqskim Centrum Chordéb Serca w Zabrzu (prof. dr hab. Marian Zembala);

« Wdrozenie metodyki diagnostyki zakazen wirusowych u zwierzat laborato-
ryjnych, w zwigzku z organizacja zwierzetarni w ramach WBBIB;

+ Kontynuacja prac nad hodowlami tkankowymi uktadu oddechowego;

« Kontynuacja prac nad identyfikacjg nowych wiruséw w prébkach od pacjen-
tow ze schorzeniami o nieznanej etiologii.

dr Krzysztof Pyrc¢

Pracownia Biotechnologii Roslin (Zadanie nr 6)

Aparat do izoogniskowania

Autoklaw poziomy

Trigslet

Zaktady i/lub Pracownie WBBiB UJ zaangazowane w realizacje
zadania

« Zaktad Biotechnologii Roslin,
« Zakfad Fizjologii i Biochemii Roslin

Urzadzenia zakupione w ramach projektu BMZ

Wyposazenie podstawowe:

« meble laboratoryjne,

- zamrazarka -20°C,

+ wytrzasarki typu Wortex,

. wiréwka stotowa MiniSpin Eppendorf,

« mieszadfa magnetyczne,

+ pH-metr,

« wiréwka z chtodzeniem MPW 350R,

« komory laminarne z poziomym przeptywem powietrza POLON KL-21,
- termocykler gradientowy 48 dotkowy MJ Mini, BioRad,

« uktady do pomiaru stezenia tlenu,

« wytrzasarki z oSwietlaczami do hodowli zawiesinowych,

+ waga analityczna,

- aparat do elektroforezy pionowej MiniProtean tetra System, BioRad,
- aparat do elektroforezy pionowej Protean Il xi Cell, BioRad,

- aparat do izoogniskowania, Protein IEF Cell, BioRad,

. aparat do elektroforezy poziomej Mini Subcell, BioRad,



- spektrofotometr NanoPhotometer, Implen,
- autoklaw poziomy Tuttnauer 5075EL.

Urzadzenia specjalistyczne:

« fluorymetr do pomiaru fluorescencji chlorofilu in vivo z zestawem do obra-
zowania FluorCam 701 MF,

+ potencjostat do anodowej woltamperometrii inwersyjnej (anodic stripping
voltammetry, ASV),

« detektor wytadowan koronowych w aerozolu Corona CAD (charged aero-
sol detector)

« spektrofotometr dwuwigzkowy UV-VIS V650 JASCO,

« spektrofotometr dwuwigzkowy o wysokiej rozdzielczosci UV-VIS-NIR Cary
5000, z rozszerzonym zakresem pomiarowym od 175 do 3300 nm,

+ detektor radioaktywnosci a-RAM 4 IN/US sprzezony z systemem HPLC, prze-
znaczony do detekcji promieniowania a oraz miekkiego promieniowania &,

« rozbudowa chromatografu gazowego Varian GC3800 o drugi kanat detekgji
wraz z detektorem masowym El Varian 220MS, wyposazonego w pompe tur-
bomolekularna,

+ przenosna strzelba genowa Helios Gene Gun System BioRad,

- system do dokumentacji obrazu z zestawem filtréw, BioSpectrum, UVP.

Opis wybranych urzadzen

Potencjostat do anodowej woltamperometrii inwersyjnej (anodic strip-

ping voltammetry, ASV)

Woltamperometria jest elektrochemiczng metoda analizy, opierajaca sie na
pomiarze pradu zwigzanego z przebiegiem reakcji elektrodowej. Procesy bedace
przedmiotem pomiaru przebiegaja na polaryzowalnej elektrodzie pracujacej na
niewielkiej powierzchni. Potencjat elektrody pracujacej jest zmieniany w trakcie po-
miaru zgodnie z programem wynikajacym ze stosowanej techniki, a mierzony prad
jest rejestrowany w postaci zaleznosci od przytozonego napiecia tworzac krzywa
o ksztafcie piku nazywang woltamogramem. Potozenie maksimum na krzywej prad-
-napiecie charakteryzuje jakosciowo badang substancje, zas natezenie pradu jest
proporcjonalne do stezenia tej substancji w badanej prébce. System do automa-
tycznych analiz woltamperometrycznych sladowych ilosci metali oraz innych sub-
stancji sktada sie ze stacji roboczej (generator potencjatu liniowo-zmiennego), na-
czynia pomiarowego zaopatrzonego w polaryzowalng elektrode grafitowa oraz
ukfadu do akwizycji danych (komputer PC z oprogramowaniem). Urzadzenie umoz-
liwia identyfikacje i precyzyjny pomiar stezen sladowych ilosci (w zakresie stezen
ponizej 1 ppm) metali ciezkich oraz niektdrych innych substancji. Precyzyjny po-
miar zawartosci metali w prébkach pochodzenia biologicznego wymaga ich
uprzedniej catkowitej mineralizacji w kontrolowanych warunkach.

Urzadzenie wykorzystywane bedzie do analizy pobierania i akumulacji me-
tali ciezkich w materiale roslinnym celem: 1) oceny pozioméw bioakumulacji nie-
ktérych zanieczyszczen w roslinach wodnych pod katem wytypowania gatunkéw
wskaznikowych (bioindykatory) oraz potencjalnie uzytecznych w biotechnolo-
gicznych metodach usuwania skazen srodowiska wywotanych przez podwyzszo-
ne stezenia metali ciezkich (fitoremediacja); 2) charakterystyki mechanizméw to-
lerancji poprzez analize r6znic w dystrybucji wybranych metali w roslinach po-
chodzacych z populacji podlegajacych presji selekcyjnej zwigzanej z siedliskami
o réznej zawartosci metali ciezkich.

Detektor wyladowan koronowych w aerozolu Corona CAD (charged aero-

sol detector)

Urzadzenie jest uniwersalnym detektorem o wysokiej czutosci do HPLC. Spe-
cyficzna metoda detekcji pozwala na stosowanie go do wszystkich aplikacji, po-

Chromatograf gazowy

Fluorymetr do pomiaréw fluorescencji
chlorofilu in vivo z wyposazeniem do obra-
zowania (PAM)

Urzadzenie do annodowej woltoampero-
metrii inwersyjnej (ASV)
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Ryc. 1. Rosngca w ciemnosci (etiolowana)

5-dniowa siewka mutanta linii cop1 Arabi-
dopsis: (a) zdjecie w $wietle dziennym;

(b) czerwona fluorescencja uwidacznia

nadmiarowa akumulacje prekursoréw chlo-

rofilu.
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Ryc. 2. Rozktad przestrzenny potencjalnej
maksymalnej wydajnosci fotosyntezy (A)
i przebieg kinetyk fluorescencji chlorofilu

(B) dla roslin Arabidopsis arenosa hodowa-
nych in vitro w obecnosci jonéw Cd (C). Da-

ne A i B uzyskane za pomoca fluorymetru

obrazujacego Open FluorCam (Photon Sys-

tem Instr.)

Trigslet

niewaz odpowiedz detektora nie zalezy od budowy chemicznej rozdzielanych sub-
stancji, a sygnat, w bardzo szerokim zakresie, jest liniowo proporcjonalny do steze-
nia analitu w eluacie. Wyptywajacy z kolumny eluat poddawany jest cisnieniowej
nebulizacji (wytworzeniu aerozolu) oraz osuszaniu w strumieniu azotu. Wytworzo-
ny w ten sposob strumien czgsteczek analitu otrzymuje nastepnie tadunek dodat-
ni, przenoszony przez ptynacy w przeciwnym kierunku drugi strumien gazu nata-
dowany dodatnio przez elektrode koronowa pod wysokim napieciem. tadunek od-
dany przez czasteczki jest mierzony przez elektrometr, a sygnat jest wprost propor-
cjonalny do ilosci analitu w prébce. Corona CAD charakteryzuje sie wysoka czuto-
$cia, szerokim zakresem pomiarowym, powtarzalnoscia i fatwoscig obstugi. Detek-
tor ten moze by¢ wykorzystany do jakosciowej i ilosciowej analizy substancji, nie
wykazujacych (badz o stabej) aktywnosci optycznej w zakresie UV/Vis (lipidy, cu-
kry, glikozydy, niektore alkaloidy itp.), oraz substancji wystepujgcych na ogét w nie-
wielkich ilosciach w prébkach pochodzenia biologicznego (np. prekursory waz-
nych metabolitéw, fitohormony).

W ostatnich latach obserwuje sie w Polsce znaczace zainteresowanie uprawa-
mi roslin w warunkach sztucznych, wymagajacych dodatkowego wspomagania
(np. doswietlanie, nawozenie CO2 itp.). Konieczne zatem staje sie opracowanie
technologii pozwalajacych uzyska¢ jak najwyzsze plony bez zwiekszania po-
wierzchni upraw. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku roslin hodowanych w wa-
runkach zamknietych dla celéw badawczych i/lub biotechnologicznych, m. in. bio-
medycznych. Poznanie molekularnych mechanizméw regulacji biosyntezy chloro-
filu przez biatka sterujgce fotomorfogenezg bedzie stanowic istotny krok ku w/w
technologiom. Aktualnie, przy uzyciu detektora w Zaktadzie Fizjologii i Biochemii
Roslin WBBIB UJ realizowany bedzie projekt badawczy poswiecony roli biatkowych
regulatoréw fotomorfogenezy roslin w kontroli procesu biosyntezy chlorofilu.

Fluorymetr do pomiaru fluorescencji chlorofilu in vivo z zestawem do ob-

razowania FluorCam 701 MF

Open Fluor Cam czeskiej firmy Photon Systems Instruments stuzy do dwuwy-
miarowego obrazowania i analizy aktywnosci fotosyntetycznej. Jego dziatanie opie-
ra sie na poréwnaniu wydajnosci fluorescencji wypromieniowywanej przez uktad
w stanie nieaktywnym i aktywnym fotosyntetycznie - réznica stanowi wydajnos¢
energetyczng fotosyntezy. Przebieg zmian tej wydajnosci przy zmianie warunkow
Swietlnych dostarcza dodatkowych informacji o strukturze i funkcjonowaniu apa-
ratu fotosyntetycznego. Pomiary, jako nieniszczace i bezkontaktowe, mozna prze-
prowadzac wielokrotnie na tej samej probce, np. na grupie roslin, a otrzymane ob-
razy analizowac statystycznie. Mozliwe jest badanie roslin rosnagcych w gruncie lub
hodowanych w warunkach in vitro (Ryc. 2). Przyrzad jest wykorzystywany m. in. do
badan mikroewolucyjnych adaptacji Arabidopsis arenosa w populacjach dtugo-
trwale narazonych na stres srodowiskowy.

Strzelba genowa Helios Gene Gun System BioRad

Strzelba genowa umozliwia transformacje roslin metoda biolistyczna. Optasz-
czone DNA/RNA kulki ztota lub wolframu sa rozpedzane do duzych predkosci z uzy-
ciem sprezonego helu i wstrzeliwane do komorek roslinnych. Dzieki temu mozna
dostarczac¢ kwasy nukleinowe bezposrednio do komérek, bez koniecznosci usuwa-
nia $ciany komérkowej. Metoda biolistyczna jest szeroko stosowana w badaniach
podstawowych (m. in. do badania lokalizacji, roli oraz oddziatywan miedzy biatka-
mi) i aplikacyjnych (m. in. celem wprowadzania nowych, uzytecznych cech do mo-
dyfikowanych gatunkow). Stanowi ona istotng alternatywe transformacji gatun-
kéw, zwhaszcza roslin jednolisciennych, dla ktorych inne metody transformacji nie
zostaly do tej pory opracowane lub nie sa wystarczajaco wydajne. Uzywana jest
takZze do dostarczania szczepionek DNA do komoérek naskérka myszy. Szczegdlne
zastosowanie strzelba genowa znalazta w transformacji chloroplastéw. Uzyskane
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w ten sposéb rosliny transgeniczne charakteryzuja sie wysoka akumulacja prawi-
dtowo sfatdowanych i glikozylowanych biatek heterologicznych. Stosowane wcze-
$niej dziata genowe wymagaja zastosowania komor prézniowych, ktérych rozmiar
Znaczaco ogranicza wybor materiatu do transformacji. Helios Gene Gun jest urza-
dzeniem przenosnym, co umozliwia wykorzystanie do transformaciji in vivo np. li-
$ci pozostajgcych na roslinie. W najblizszym pétroczu w Zaktadzie Biotechnologii
Roslin planowane jest opracowanie protokotdéw transformacji przejsciowej i statej
transformacji Nicotiana benthamiana, Arabidopsis thaliana oraz rosliny wodnej
Lemna trisulca.

Strzelba genowa

Najblizsze plany zwigzane z realizacjq projektu

Planowane zakupy:

« Analityczno-preparatywny system chromatografii wysokocisnieniowej wy-
posazony w detektory typu diode-array (absorpcyjny i fluorescencyjny),
umozliwiajace rejestracje widm absorpcji i emisyjnych frakcji w czasie rze-
czywistym podczas rozdziatu chromatograficznego,

« Detektor zakresu NIR z uktadem chtodzenia ciektym azotem, pozwalajacy
na rejestracje emisji w zakresie od 400 do 1300 nm,

« Uktad spektrofluorymetryczny do rozdzielczych w czasie pomiaréw widm
absorpdji i emisji, umozliwiajacy rejestracje zmian widmowych z rozdziel-
czoscig w zakresie pikosekundowym,

« Dwuwiagzkowy fotometr do pomiaréw aktywnosci motorycznej chloropla-
stow.

Pracownicy Zaktadu Biotechnologii Roslin
i Zaktadu Fizjologii i Biochemii Roslin

Bank komorek (Zadanie nr 7)

Zaktady i/lub Pracownie WBBiB UJ zaangazowane w realizacje
zadania

« Zaktad Biologii Komérki,
+ Pozostate Zaktady Wydziatu

Urzadzenia zakupione w ramach projektu BMZ
« 2 zbiorniki na ciekty azot,
+ zamrazarka programowalna.

Opis wybranych urzadzen

Bank komérek Bank komorek

System programowanego mrozenia i przechowywania komoérek w ciektym
azocie umozliwia bezpieczne bankowanie cennych i unikatowych linii komérko-
wych, ktére sg wykorzystywane w badaniach naukowych. System posiada witasci-
we certyfikaty umozliwiajace bankowanie komérek ludzkich, wykorzystywanych
klinicznie, hodowanych w Pracowni Inzynierii Komdrkowej i Tkankowej. Pracow-
nia, ubiegajaca sie obecnie o certyfikat GLP, jest w petni wyposazona w aparature
konieczna do prowadzenia hodowli komérkowych. Prowadzone w pracowni ho-
dowle ludzkich komérek sg wykorzystywane klinicznie i w badaniach podstawo-
wych.

Najblizsze plany zwigzane z realizacja projektu
W banku komérek beda przechowywane komorki pacjentéw, ktére beda
wykorzystywane w trakcie wieloetapowego leczenia oparzen.
dr Justyna Drukata

Zamrazarka niskotemperaturowa
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Podsumowanie kosztow

Do listopada 2010 roku w ramach projektu wydano 16 384 718, 66 z, tj. 58% catosci przyznanej do-
tacji. Procent wykorzystanych srodkéw wedtug zadan przedstawiono na wykresie.
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Budowa Organizacja Wyposazenie Wyposazenie Wyposazenie Wyposazenie Organizacja Zarzadzanie
iwyposazenie  iwyposazenie pracowni pracowni pracowni pracowni centralnego i promocja oraz
zwierzetarni pracowni proteomiki inzynierii wirusologicz-  biotechnologii banku audyt projektu
cytometrii i transkrypto- komorkowej nej diagnostyki roslin probek
obrazowej miki i tkankowej molekularnej biologicznych
Nr . Kwota zaplanowana Kwota wydana
zadania Nazwa zadania (PLN) (PLN)
1 Budowa i wyposazenie zwierzetarni 6 868 963,00 119741,06
2 Organizacja i wyposazenie pracowni cytometrii obrazowej 7011 686,00 6929 753,53
3 Wyposazenie pracowni proteomiki i transkryptomiki 5215 030,00 5036 675,60
4 Wyposazenie pracowni inzynierii komorkowej i tkankowej 864 842,00 846 900,73
5 Wyposazenie pracowni wirusologicznej diagnostyki molekularnej 1009 402,00 889 698,28
6 Wyposazenie pracowni biotechnologii roslin 4892 754,00 1473 524,69
7 Organizacja centralnego banku przechowywania prébek biologicznych 549117,00 541 263,95
8 Zarzadzanie i promocja oraz audyt projektu 1786 048,00 547 160,82
RAZEM 28 197 842,00 16 384 718,66
W tabeli przedstawiono stopien realizacji zadan z uwzglednieniem zaplanowanych i wydanych kwot.
., V 4 (]
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