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Escherichia coli ptywajaq prawa stronq

zawiotnie
Chlamydomonas
reinhardtii jako

mikrowolt
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dlaczego
Escherichia coli ptywaja prawa stronq?



mikroprzeptywy jv r

eksperyment III

h dlaczego ptywajq prawa strong?




mikroprzeptywy

mate rozmiary: 10 — 100 um
mate objetosci cieczy: uL — mL

przeptywy zdominowane przez efekty lepkosciowe

L} przeptywy laminarne



przeptyw laminarny
v ¢ v

* fatwosc¢ projektowania

i powtarzalnosc¢

przeptywow

* mate objetosci cieczy
9

liczne
zastosowania

1 mm

t 222222

zdjecie, prawdziwe kolory, Kenis etal, Science 1999



zastosowania uktadow mikroprzeptywowych

« chemia (kinetyka, synteza)
* projetkowanie lekow (szybkie przesiewanie)
* biotechnologia — sensory, analizatory | . |
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Whitesides, Harvard


http://gmwgroup.harvard.edu/research_fluidoptics/figure2.html

mikroprzeptywy dwufazowe

babelki
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mikroprzeptywy dwufazowe

babelki

e emulsje

* materiaty

 chemia w kroplach
 Zjawiska nieliniowe
 lab-on-chip




mikroprzeptywy dwufazowe
ognhiskowanie przeptywu, ukiad ciecz-ciecz




sortowanie komorek

tylko zywe (ruchliwe)
komorki przeptywajg
migdzy strumieniami
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S. Takayama, Anal. Chem. 2003



Escherichia coli

prokariotae
komérka ~ 1 x 2 um
~ 10 flagelli
diugosci ~ 7 um
witki napedzane

silnikami
protonowymi

Protonic Nanomachine Project (Japan)
http://www.npn.jst.go.jp/index.html

bakterie sa najmniejszym organizmami ruchomymi



silnik obrotowy napedzany protonami

obraz TEM
D. Blair, FEBS Lett (2003)

Protonic Nanomachine Project (Japan)
http://www.npn.jst.go.jp/index.html




dlaczego rotujgca falgella napedza bakterie?

~ sity oporu
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wypadkowa predkosc nie jest
rownolegta do przytozonej sity



dlaczego rotujaca falgella napedza bakterie?

ruch asymetryczny

Re<<1: (skretny)

predkosc¢ « sita

F=-F,,=-Du

opor hydrodynamiczny

wypadkowa predkosc
w kierunku osi obrotu
predkosci
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dlaczego rotujaca falgella napedza bakterie?

e czest. obrotu ~ 100 Hz
* predkos¢ ~ 30 um/s

rec. at 500 Hz

H. Berg, Rowland Inst.



ptywanie w objetosci:

do przodu: zmiana kierunku:
silnik pracuje ‘w lewo’ silnik pracuje ‘w prawo’
flagelle zwijajg sie w pek pek rozpada sie

MacNab & Orston J Mol Biol (1977) 112: 1-30

praca silnika'sterowana jest przez mechanizm .
sensoryczny czuty na poziom stezenia odzywek



ptywanie w objetosci:
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H. Berg, Rowland Inst.
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ptywanie przy powierzchni:

ruch obrotowy ciala i witek powoduje, ze komoérki pltywajq
po trajektoriach okreznych
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ptywanie przy powierzchni:

obserwacja z gory

szczep zmutowany
(HCB-437),
predkos¢ 30-40 um/s

(czas rzeczywisty)

15 pm

obserwowane
trajektorie:

w lewo

przeciwne do ruchu
wskazdéwek zegara
na gornej powierzchni

W prawo

zgodne z ruchem
wskazdéwek zegara
na dolnej powierzchni



kula w poblizu powierzchnii —
— sprzezenie rotacji z translacja




dlaczego bakterie ptywaja w kotko?

(patrzymy z gory na bakterie plywajaca tuz nad powierzchnia)

ciafo obraca sie w prawo
| przesuwa sie w prawo

witki obracaja sie w lewo
| przesuwaja sie w lewo




dlaczego bakterie ptywaja w kotko?
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—>> ciafo obraca sie w prawo
| przesuwa sie w prawo

komorka obraca sie w prawo

- witki obracaja sie w lewo
. | przesuwaja sie w lewo



dlaczego bakterie ptywaja w kotko?

wypadkowy ruch

komorka
porusza
sie

do przodu

ciafo obraca sie w prawo
| przesuwa sie w prawo

komorka obraca sie w prawo

E— witki obracaja sie w lewo
| przesuwaja sie w lewo



dlaczego bakterie ptywaja w kotko?

komorka
porusza
sie

do przodu
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wypadkowy ruch
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ciafo obraca sie w prawo
| przesuwa sie w prawo

komorka obraca sie w prawo

witki obracaja sie w lewo

| przesuwaja sie w lewo
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eksperyment:

pdms

pdms

| agar

 elastomer z wyztobionymi kanatami
tworzy sciany i sufit kanatu, a zel agarowy jego podtoge

 bakterie wptywajg do kanalikow



eksperyment:

obserwujemy z gory:

- bakterie ptywaja blizej podtogi
(potwierdzone bezposrednio
mikroskopig fluorescencyjna)

- dlaczego?

10 pum



eksperymenty ilosciowe

bakterie ptynace
,pod sufitem”
ptyng w lewo

CO zmieniamy:

bakterie ptyngace
,pO podtodze”
ptyng w prawo

20 um

-- szczep E. coli,

-- materiaty, orientacje kanatu
-- site jonowg roztworu,

-- surfaktanty

-- wysokoscC kanalikow



liczenie bakterii — rozwidlenie i putapki
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szczep

Szczep Materialy (1.4 um wysokosci) % w prawo

AW405 (wild type) PDMS 75+7
— Agar

RP437 (wild type) PDMS 77+2
e Agar

HCB437 (smooth-swimming) PDMS 88 £7
= Agar

sktonnos¢ do plywania prawa strona nie zalezy

od szczepu bakterii




orientacja kanalikow

Strain Materialy (1.4 um wysokosci) % W prawo
HCB437 (smooth-swimming) PDMS 88 £7
———" Agar
HCB437 — Agar 16 +13
PDMS

nie jest wynikiem grawitacji




sita jonowa i surfaktanty

Szczep Materialy (1.4 um wysokosci) % w prawo
HCB437 (smooth-swimming) PDMS 88 £7
— Agar

nie jest tez wynikiem ani sit elektrostatycznych,
ani powierzchniowych

HCB437 PDMS > 83
——"— Agar vary ionic strength

HCB437 PDMS > 83
—r—=—1  Agar vary surfactants




materiat

Szczep Materialy (1.4 um wysokosci) % w prawo

HCB437 (smooth-swimming) PDMS

——-4 Agar

HCB437 PDMS

—— PDMS

HCB437 PDMS
[l

[ Szklo

porowatosc powierzchnii



hydrodynamika ptywania przy powierzchni zelu

* predkosc ptywania w mikrokanatach:

— Agar/PDMS

PDMS/PDMS

[al

powierzchnia stata

31+ 3 um/s

26 £ 5 um/s

—. pow. porowata
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MNumber of Cell

« komorki doswiadczajg mniejszych oporow
nydrodynamicznych, gdy ptyng przy
powierzchni porowate]

Number of Cells

Speed of Colls Swimming on Right
Channels with Agar Floor and PDMS Ceiling

Speed of Cells Swimming on Right

18
16 Channels with PDMS Floor and PDMS Ceiling

40




wyniki

« bakterie ptywaja blizej powierzchnii agaru, nawet gdy
mikrokanat jest odwrocony

- bakterie nie ptywaja prawa strong gdy ‘podtoga’
i ‘sufit’ mikrokanatu wykonane s3a z tego samego materiatu

- ani zmiana sity jonowej, ani zawartosci surfaktantow
nie zmieniajq tendencji do ptywania prawa strong

- ptywanie przy porowatej powierzchnii wiaze sie z
mniejszymi oporami, niz ptywanie przy powierzchnii
nieprzepuszczalnej

* ‘plywanie prawa strong’ jest efektem
oddziatywan hydrodynamicznych



znaczenie / zastosowania

« wiele bakterii, w ich naturalnych srodowiskach rosnie,
dzieli sie i migruje na powierzchniach — zrozumienie
ptywania przy powierzchniach jest istotne ze wzgledu na
rozumienie powstawania bio-powiok i zakazen

- zautomatyzowane (przenosne) urzadzenia do
bio-analiz y . wprowadzenie komérek I I I' I'
ruch | ¢ ekspozycja |
jednokierunkowy | °inkubacja

. pomiar / analiza s~ T o ;\ff

- sortowanie ze wzgledu na rozmiar komorki



sortowanie komorek ze wzgledu na ich rozmiar

E. coli w mikrokanatach o wysokosci 1.4 um (PDMS/agar)




prototyp

czas rzeczywisty




mikrowoty

Chlamydomonas reinhardtii




manipulacja czastek koloidalnych

techniki:
przeptwy (hydrodynamika)
szczypce optyczne

pola magnetyczne

pola elektryczne

wykorzystac silniki biologiczne
-> microorganizmy

Rosenbaum, Yale



cel: zaprzac jednokomorkowe glony
do przenoszenia tadunkow

wykorzystac ruchliwos¢ komorek
wykorzystac nienaruszone

‘silniki’ biologiczne %
strategia

przyczepianie tadunku
chemia powierzchni sciany komorkowej

5 um

sterowanie
chemotaksja, fototaksja

odczepianie fadunku
fotochemia



jednokomorkowy glon
zawiotnia

Chlamydomonas reinhardtil

srednica: 10 ym (~okragta)
gestosé: 1.06 g cm3
szybkosc: 100-200 uym sec
bicie witki: 25 — 50 Hz

sifa: 10° g cm sec?

Reynolds #: 10-3 (dla ciafa)

czas zycia. ~3 days




mechanizm plywania
Power Stroke Recovery Stroke
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szerokosc witki ~ 250 nm
dtugosc witki ~ 15 um

bicie witek ~ 50 Hz

komorka obraca sie ~ 2 Hz
szybkos¢ ciata ~100 — 200 um/s



mechanizm plywania

Power Stroke Recovery Stroke
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szerokosc witki ~ 250 nm \\\
dtugosc¢ witki ~ 15 um \
bicie witek ~ 50 Hz \
komorka obraca sie ~ 2 Hz N
szybkosc ciata ~100 — 200 um/s
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struktura sciany komorkowej

IR

cytosol ......-- /1
membrane
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wielowarstwowa struktura
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W6
sktadajgca sie z glikopeptydow bogatych w 4-hydroksyproliny

4 hydroxyPro -rich



przyczepianie fadunku
powierzchnia czgstek koloidalnych
pokryta polipeptydami zakonczonymi
grupami 4-hydroksprolinowymi

tak przygotowane czastki przyczepiajg
sie do komorek

film

komorki z przyczepionymi czastkami
pozostajg ruchliwe (100-200 ym sect)




(elementy) mechanizmu fototaksji

theta

Szczegoty nie sg znane. Prawdopodobnie komorki
muszg pamietac natezenie swiatfa.



sterowanie komorkami: fototaksja

intensywnosc kierunek fototaksja dtugosc swiatta
Swiatta ruchu

b. wysoka brak
wysoka *od* swiatta ujemna
Amax 500 Nm

srednia *do™ Swiatta dodatnia

Zero losowy



fototaksja — sterowanie w mikrokanafach

widok perspektywiczny

PDMS /

widok z gory

LED
(A ~500 nm)




fototaksja — sterowanie
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obcigzone komorki przebywajg conajmniej ~20-30 cm



odczepianie tadunku




odczepianie fadunku

UV, A=365 nm




mikromuty — zawiotnie juczne

* ‘proof-of-principle’:
- przyczepianie,
- przenoszenie
- odczepianie

WYLACZNIK PRZECIAZENIOWY
OPLYWOWY KSZTALT OBUDOWY NIEWIDOCZNY RA ZDJEQU
LATWOSC MYCIA | LZYTHOWANA G BEZPOSREDNI NAPED
STABILNA MOC, CICHA PRACA,
NIEZAWOONOSL

UNIWERSALNE GNIAZDO
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MECHANIZM
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« uktady mikroprzeptywowe
* Jedno/dwufazowe
e zastosowania
* E. coli w mikrokanatach
* plywaja prawa strong
« efekty hydrodynamiczne
- zastosowania
* mikro—laboratoria
» sortowanie komorek

* mikromuty — zawtotnie juczne
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