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Escherichia coli pğywajŃ prawŃ stronŃ

bead

5 Õm

zawğotnie
Chlamydomonas 
reinhardtii jako
mikrowoğy



dlaczego

Escherichia coli pğywajŃ prawŃ stronŃ?



eksperyment

dlaczego pğywajŃ prawŃ stronŃ?

mikroprzepğywy E. coli



mikroprzepğywy1 cm

mağe rozmiary: 10 ï100 m

mağe objňtoŜci cieczy: L ïmL

przepğywy zdominowane przez efekty lepkoŜciowe

przepğywy laminarne



przepğyw laminarny

zdjňcie, prawdziwe kolory, Kenis etal, Science 1999

1 mm

ÅğatwoŜĺ projektowania

i powtarzalnoŜĺ

przepğyw·w

Åmağe objňtoŜci cieczy

Ą

liczne

zastosowania



zastosowania ukğad·w mikroprzepğywowych

artykuly zawierajace haslo 

"microfluidics"
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Åchemia (kinetyka, synteza)

Åprojetkowanie lek·w (szybkie przesiewanie)

Åbiotechnologia ïsensory, analizatory

Åsynteza materiağ·w

Åbiologia

Åfizyka, optyka
Quake,

Caltech

Whitesides, Harvard

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


mikroprzepğywy dwufazowe

1 mm

gaz
ciecz

ciecz bŃbelki



mikroprzepğywy dwufazowe

1 mm

gaz
ciecz

ciecz bŃbelki

Åemulsje

Åmateriağy

Åchemia w kroplach

Åzjawiska nieliniowe

Ålab-on-chip

Åé
1 mm

kropelki



mikroprzepğywy dwufazowe
ogniskowanie przepğywu, ukğad ciecz-ciecz



sortowanie kom·rek

S. Takayama, Anal. Chem. 2003

tylko Ũywe (ruchliwe) 

kom·rki przepğywajŃ 

miňdzy strumieniami



Escherichia coli

Åprokariotae

Åkom·rka~ 1 x 2 m

Å~ 10 flagelli

dğugoŜci ~ 7 m

Å witki napňdzane 

silnikami 

protonowymi

Protonic Nanomachine Project (Japan)

http://www.npn.jst.go.jp/index.html

bakterie sŃ najmniejszym organizmami ruchomymi



Protonic Nanomachine Project (Japan)

http://www.npn.jst.go.jp/index.html

silnik obrotowy napňdzany protonami

obraz TEM

D. Blair, FEBS Lett (2003)



dlaczego rotujŃca falgella napňdza bakteriň?

wypadkowa prňdkoŜĺ nie jest 

r·wnolegğa do przyğoŨonej siğy

siğy 

wymuszajŃce

siğy oporu

prňdkoŜci



dlaczego rotujŃca falgella napňdza bakteriň?

wypadkowa prňdkoŜĺ

w kierunku osi obrotu

ruch asymetryczny

(skrňtny)

D  = İ D

u =  2 u

op·r hydrodynamiczny

prňdkoŜci

Re << 1 :

prňdkoŜĺ siğa

F = -Fop = -Du



dlaczego rotujŃca falgella napňdza bakteriň?

H. Berg, Rowland Inst.

rec. at 500 Hz

Åczňst. obrotu ~ 100 Hz

ÅprňdkoŜĺ~ 30 m/s



pğywanie w objňtoŜci:
do przodu: zmiana kierunku:
silnik pracuje ów lewoô silnik pracuje ów prawoô

flagelle zwijajŃ siň w pňkpňk rozpada siň

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

praca silnika sterowana jest przez mechanizm 

sensoryczny czuğy na poziom stňŨenia odŨywek



pğywanie w objňtoŜci:

H. Berg, Rowland Inst.



ruch obrotowy ciağa i witek powoduje, Ũe kom·rki pğywajŃ 

po trajektoriach okrňŨnych

pğywanie przy powierzchni:



pğywanie przy powierzchni:

15 Õm

szczep zmutowany 

(HCB-437),

prňdkoŜĺ 30-40 m/s

obserwowane

trajektorie:

w lewo

przeciwne do ruchu

wskaz·wek zegara

na g·rnej powierzchni

w prawo

zgodne z ruchem

wskaz·wek zegara

na dolnej powierzchni

obserwacja z g·ry

(czas rzeczywisty)



kula w pobliŨu powierzchnii ï

ïsprzňŨenie rotacji z translacjŃ



dlaczego bakterie pğywajŃ w k·ğko?

(patrzymy z g·ryna bakteriň pğywajŃcŃ tuŨ nadpowierzchniŃ)



dlaczego bakterie pğywajŃ w k·ğko?



dlaczego bakterie pğywajŃ w k·ğko?



dlaczego bakterie pğywajŃ w k·ğko?

R L



eksperyment:



eksperyment:

Åelastomer z wyŨğobionymi kanağami

tworzy Ŝciany i sufit kanağu, a Ũel agarowy jego podğogň

Åbakterie wpğywajŃ do kanalik·w

agar

pdms

agar

pdms



eksperyment:

obserwujemy z g·ry:

10 m

Ąbakterie pğywajŃ bliŨej podğogi

(potwierdzone bezpoŜrednio

mikroskopiŃ fluorescencyjnŃ)

Ą dlaczego?     



eksperymenty iloŜciowe

bakterie pğynŃce

Ăpod sufitemò

pğynŃ w lewo

bakterie pğynŃce

Ăpo podğodzeò

pğynŃ w prawo

co zmieniamy:  -- szczep E. coli, 

-- materiağy, orientacjň kanağu

-- siğň jonowŃ roztworu,

-- surfaktanty

-- wysokoŜĺ kanalik·w



liczenie bakterii ïrozwidlenie i puğapki



szczep

Szczep Materiağy (1.4 Õm wysokoŜci)% w prawo

AW405 (wild type) 75 7

RP437 (wild type) 77 2

HCB437 (smooth-swimming) 88 7

HCB437 16 13

HCB437 55 12

HCB437 53 2

HCB437 > 83

HCB437 > 83

PDMS

Agar

Agar

PDMS

PDMS

PDMS

PDMS

Glass

PDMS

Agar vary ionic strength

PDMS

Agar vary surfactants

PDMS

Agar

PDMS

Agar

skğonnoŜĺ do pğywania prawŃ stronŃ nie zaleŨy

od szczepu bakterii



orientacja kanalik·w

Strain Materiağy (1.4 Õm wysokoŜci)% w prawo

AW405 (wild type) 75 7

RP437 (wild type) 77 2

HCB437 (smooth-swimming) 88 7

HCB437 16 13

HCB437 55 12

HCB437 53 2

HCB437 > 83

HCB437 > 83

PDMS

Agar

Agar

PDMS

PDMS

PDMS

PDMS

Glass

PDMS

Agar vary ionic strength

PDMS

Agar vary surfactants

PDMS

Agar

PDMS

Agar

nie jest wynikiem grawitacji



siğa jonowa i surfaktanty

PDMS

Agar

Agar

PDMS

PDMS

PDMS

PDMS

Glass

PDMS

Agar vary ionic strength

PDMS

Agar vary surfactants

PDMS

Agar

PDMS

Agar

Szczep Materiağy (1.4 Õm wysokoŜci)% w prawo

AW405 (wild type) 75 7

RP437 (wild type) 77 2

HCB437 (smooth-swimming) 88 7

HCB437 16 13

HCB437 55 12

HCB437 53 2

HCB437 > 83

HCB437 > 83

nie jest teŨ wynikiem ani siğ elektrostatycznych, 

ani powierzchniowych



materiağ

Szczep Materiağy (1.4 Õm wysokoŜci)% w prawo

AW405 (wild type) 75 7

RP437 (wild type) 77 2

HCB437 (smooth-swimming) 88 7

HCB437 16 13

HCB437 55 12

HCB437 53 2

HCB437 > 83

HCB437 > 83

PDMS

Agar

Agar

PDMS

PDMS

PDMS

PDMS

Szkğo

PDMS

Agar vary ionic strength

PDMS

Agar vary surfactants

PDMS

Agar

PDMS

Agar

porowatoŜĺ powierzchnii



hydrodynamika pğywania przy powierzchni Ũelu

ÅprňdkoŜĺ pğywania w mikrokanağach:

Agar/PDMS  31 3 Õm/s 

PDMS/PDMS 26 5 Õm/s

Åkom·rki doŜwiadczajŃ mniejszych opor·w 
hydrodynamicznych, gdy pğynŃ przy 
powierzchni porowatej

powierzchnia stağapow. porowata



Åbakterie pğywajŃ bliŨej powierzchnii agaru, nawet gdy

mikrokanağ jest odwr·cony

Åbakterie nie pğywajŃ prawŃ stronŃ gdy ópodğogaô 

i ósufitô mikrokanağu wykonane sŃ z tego samego materiağu

Åpğywanie przy porowatej powierzchnii wiŃŨe siň z 

mniejszymi oporami, niŨ pğywanie przy powierzchnii 

nieprzepuszczalnej

Åópğywanie prawŃ stronŃôjest efektem 

oddziağywaŒ hydrodynamicznych

Åani zmiana siğy jonowej, ani zawartoŜci surfaktant·w

nie zmieniajŃ tendencji do pğywania prawŃ stronŃ

wyniki



Åwiele bakterii, w ich naturalnych Ŝrodowiskach roŜnie, 

dzieli siň i migruje na powierzchniach ïzrozumienie

pğywania przy powierzchniach jest istotne ze wzglňdu na 

rozumienie powstawania bio-powğok i zakaŨeŒ

Åsortowanie ze wzglňdu na rozmiar kom·rki

znaczenie / zastosowania

Åzautomatyzowane (przenoŜne) urzŃdzenia do 

bio-analiz Åwprowadzenie kom·rek

Åekspozycja

Åinkubacja

Åpomiar / analiza

ruch 

jednokierunkowy



sortowanie kom·rek ze wzglňdu na ich rozmiar

R L

E. coli w mikrokanağach o wysokoŜci1.4 m (PDMS/agar)



sortowanie i liczenie bakterii

prototyp

czas rzeczywisty



mikrowoğy

Chlamydomonas reinhardtii

bead

5 Õm



techniki:

szczypce optyczne

pola magnetyczne

pola elektryczne

przepğwy (hydrodynamika)

manipulacja czŃstek koloidalnych

wykorzystaĺ silniki biologiczne

Ą microorganizmy

Rosenbaum, Yale



wykorzystaĺ ruchliwoŜĺ kom·rek

chemotaksja, fototaksja

chemia powierzchni Ŝciany kom·rkowej

przyczepianie ğadunku

sterowanie

odczepianie ğadunku

fotochemia

strategia
5 ɛm

cel: zaprzŃc jednokom·rkowe glony

do przenoszenia ğadunk·w

wykorzystaĺ nienaruszone

ósilnikiô biologiczne



szybkoŜĺ: 100ī200 ɛm sec-1

Ŝrednica: 10 ɛm (~okrŃgğa)

gňstoŜĺ: 1.06 g cm-3

czas Ũycia: ~3 days

siğa: 10-6 g cm sec-2

Reynolds #: 10-3 (dla ciağa)

bicie witki: 25 ī 50 Hz

jednokom·rkowy glon

zawğotnia

Chlamydomonas reinhardtii

vacuole

nucleus

cytosol

golgi

pyrenoid

starch granule

chloroplast

cell wall

mito

eye spot

flagella

Louisa Howard, Dartmouth College



Power Stroke Recovery Stroke

mechanizm pğywania

szerokoŜĺ witki~ 250 nm

dğugoŜĺ witki ~ 15 um

bicie witek ~ 50 Hz

kom·rka obraca siň~ 2 Hz

szybkoŜĺ ciağa ~100 ï200 um/s



Power Stroke Recovery Stroke

mechanizm pğywania

szerokoŜĺ witki~ 250 nm

dğugoŜĺ witki ~ 15 um

bicie witek ~ 50 Hz

kom·rka obraca siň~ 2 Hz

szybkoŜĺ ciağa ~100 ï200 um/s



W1
W2

membrane

W4
W6

W7

cytosol

4-hydroxyPro-rich

N

OH

N

O

HO

N
O

HO

N O

HO

O

struktura Ŝciany kom·rkowej

wielowarstwowa struktura

skğadajŃca siň z glikopeptyd·w bogatych w 4-hydroksyproliny



bead

5 Õm

powierzchnia czŃstek koloidalnych

pokryta polipeptydami zakoŒczonymi

grupami 4-hydroksprolinowymi

tak przygotowane czŃstki przyczepiajŃ

siň do kom·rek

N

O

OH

N

O

HO

N
O

HO

N O

HO

O

przyczepianie ğadunku

kom·rki z przyczepionymi czŃstkami

pozostajŃ ruchliwe(100-200 ɛm sec-1)

film



(elementy) mechanizmu fototaksji

Szczeg·ğy nie sŃ znane. Prawdopodobnie kom·rki 

muszŃ pamiňtaĺ natňŨenie Ŝwiatğa.



losowyzero

b. wysoka brak

intensywnoŜĺ

Ŝwiatğa

kierunek

ruchu

fototaksja dğugoŜĺ Ŝwiatğa

dodatnia*do* ŜwiatğaŜrednia

ujemna*od* Ŝwiatğawysoka

ɚmax 500 nm

sterowanie kom·rkami: fototaksja



fototaksja ïsterowanie w mikrokanağach

widok perspektywiczny

widok z g·ry



3 m bead

cell 5 m

obciŃŨone kom·rki przebywajŃ conajmniej~20-30 cm

fototaksja ïsterowanie 


