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Nanotechnologia

aktualnie jest najbardziej fascynujacym rezultatem
wielodyscyplinarnych badan naukowych, z
niekonwencjonalnymi rozwigzaniami technicznymi z
kilku dziedzin nauki, m.in. fizyki, chemii, biologii
molekularnej, czy inzynierii elektronicznej,

z organiczng elektronika, fotonikg i komputeryzacja.



Nanobiotechnologia: wymiary i skala
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Zakres dziatania nanotechnologii
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ELEMENTY NANOBIOTECHNOLOGII

4 N\
Nanobiotechnologia

obejmuje dziedziny wiedzy, badajace
I kontrolujgce struktury, procesy oraz

funkcje systeméw biologicznych w :

nanoskali, tj. obiekty ponizej 100 nm:
(S /

Nanostruktury
—{np. biomateriaty)~

Nanomaszyny Nanosystemy

(np. bioNEMS)

% millimetr = 1,000 mikrometrow;
1 mikrometr = 1,000 nanometrow

Wg: "Nanotech: The Tiny Revolution" by CMP Cientifica (November 2001); AtomWorks.



Nanotechnologowie zajmuja sie m. in.
konstrukcjg sztucznych
,nanobiorobotow*

(z rodzaju assemblers i1 replicators)

oraz ich produkcja z wszelkimi
manipulacjami pod wzgledem ksztaitu

na poziomie atomowym i molekularnym,

tj. w skali 102 m.
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Klasyczny bioreaktor

Nanoroboty
w roli
nanobiosensorow




prozdze jako nano-bioreakta,.y
Cry
choroby
przemysiowyeh

szezepow drozdzy
moga byc

Uleczalmie prrez

nanobiorobofy?



NanoBlorenot

Nano-bot ?

http://lwww.cotext-gmbh.de



1 tyzeczka = 1bilion x 1 bilion nanomotorow

Hanoniotecrnolog

Nanebofy

http://lwww.cotext-gmbh.de



Definicja nonobiorobotu

Nanobioroboty sg to zaprogramowane przez
nature lub sztucznie zmanipulowane
struktury / kompozycje o wielkosci 1-100 nm,
dziatgjace samodzielnie lub wspoétdziatajgce

z wiekszymi komponentami komorki.

A moze bakteriep



 Wiekszos¢ funkcji w
naszym organizmie odbywa

sie na poziomie nano-skali

 Nasz organizm
funkcjonuje dzieki
wspoétdziataniu 10 000
wewnetrznych nano-maszyn,

np. enzymow

http://www.context-gmbh.de




Nanobioroboty naturalne

e Podziat z uwagi na ich strukture:
- nanoroboty linearne, jak miozyna,
- nanoroboty rotacyjne, np. syntaza ATP;

e Podziat z uwagi na funkcje komorkowe:
- nanoroboty replikacyjne, jak polimerazy,
- nanoroboty nosnikowe, np. rybosomy




Molekularne nanobiomotory w komorce

Komorka prokariotyczna W,QWZ

Sulphur Flagella Mesosome Plasmid
Qranule\

! ‘ SrE ral n

Starch,
glycogen Ribosomes
or PHB

Bacterial
chromosome

Cell wall Polvphosphate Cell Capsule
inclﬁsionp Membrane (optional)

bodies

Jadro

v

/

Retikulum endoplazmatyczne

Aparat Golgiego

Mitochondria . .
Komorka eukariotyczna




Folie 18

KW1 Klaus Wifling; 25.01.2006
KW2 Klaus Wifling; 25.01.2006



Molekularne strukturalne nanobiomotory

w komorce eukariotycznej
Rotacyjny motor ATP — syntazy, predkosé¢ 1-2um/s

Energia: 100 pN/nm
Alktymy fllamenow——»

\
Komplex Strapg,, .
P oty

His-Tag

Mitgehondrium z linearnym motsyem

Kullki niklewe

hitpa/lwww.context-gmbh.de

Mitoza: linearne motory, np. kinezyny Linearny motor miozyny

Aktyny filamentow

Trzon miozyny

Energiaz 0,75 pN/nm




Naturalne nanoboty, np. w drozdzach
gornej 1 dolnej fermentacii

@@@@@h@m@ﬂmﬁ@

9

a — drozdze gornej fermentacji, b — drozdze z mutacja oddechowa,
¢ — drozdze dolnej fermentaciji




Molekularne strukturalne nanobiomotory
w komorce eukariotycznej

Rotatacyp1y motor ATP — syntaZzy;

Energla: 100 pN/nm _ _ _
, Mitochondrium z linearnym motorem
kymy filamenow——
V\
Komplex -%,,%%
His-Tag ?

Kullki niklewe

hitpa/www.context-gmbh.de

Mitoza: linearne motory, np. kinezyny Linearny motor miozyny

Aktyny filamentow

Trzon miozyny

Energiaz 0,75 pN/nm




Nanobioroboty naturalne

e Podziat z uwagi na strukture:
- nanoroboty linearne, jak miozyna,
- n-boty rotacyjne, np. syntaza;

Podziat z uwagi na funkcje komorkowe:
- nanoroboty replikacyjne, np. polimerazy,
- n-bioroboty nosnikowe, np. rybosom




DNA-nanobiomotor w komorce:
replikacja (nhano-motor lineany)

DNA helikaza: DNA polymeraza:
Motor, kiory rozdziela Motor, ktory kopiuje
podwojng nic DNA kazdag ni¢ DNA



RNA-nanobiomotor w komorce:
translacja (nano-motor linarny)

Odczytywanie kodu genetycznego, zawartego w mRNA, na
rybosomach w kierunku dalszej syntezy bialek o okreslonej

sekwencji aminokwasow



Przysztos¢ nanobiotechnologii to
sztuczne nanobioroboty

Zewnefrzne wymiary nanobiorebotow: 190=750 nm



/- Sztuczne nanoboty sg hybrydowa kombinacjg\

czesci biologicznej i nieorganiczneyj;
* Ich innowacyjne rozwigzania techniczne umozliwiaja
kontrole oraz regulacje procesow biologicznych,

konstrukcje nowych elementéw ,,atom-po-atomie®,
az do czgsteczek i komorek.

28
P

Atomy DNA Komérki
<1 nm ~2.5 nm tysiace nm

 Budowy w.w. nanostruktur dokonuje sie m.in. w
specjalistycznych atomowych mikroskopach (AFM).
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Nanoblorelboty

pocianiajece balterne



Nanebiorebowy

Jalto hanosensory we wigtrzu komorek



Nanobioroboety

N

7 receplorami

e

jako "smart drugs” w komorkach



Nanobioroboty wewnatrz naczyn
krwionosnych

jako bakteriobojcze ,,smart drugs”




Properliery

Molekularny rotor

(sortujacy)

Lotki

Namnorebely uzyte W bielomputerach

Sensory



Animacja komputerowa
nanobiorobotu

Wymiar nanobiorobotu: 190-750 nm



« Sztuczne nanoboty sg hybrydowa kombinacja czesci

(‘

\-

biologicznej i nieorganicznej;
- Jako innowacyjne rozwiazania techniczne
umozliwiajg kontrole oraz regulacje procesow

biologicznych, konstrukcje nowych elementow
,atom-po-atomie®, az do czgsteczek i komorek.

o 8

© o

P
Atomy DNA Komérki
<1 nm ~2.5 nm tysiace nm

'\

 Budowy w.w. nanostruktur dokonuje sie m.in. w
specjalistycznych atomowych mikroskopach (AFM).

s



AFM, Atom Force Microscopy
mikroskop atomowy

Fotodiody — < Laser

Dzwignia

|

<— Prébka

Szpic ——

Plezoelelktiryezny
skaner

=



Mikroskop atomowy, tunelowy

Monitor

Wzmacniacz
<«— Szpic sondy



AFM, atomowy mikroskop:
nanorobot obrobki materiatow

naciski/gniecenie $cinanie

weliebienia planowa [itografia




Nanokompozycje materiatowe

Przewodnik {

Mieszanina organicznych i nieorganicznych
nanomateriatow



Powinowactwo metali do biatek
poprzez histydyne

“Histydyna- - Histydyna-

Ni-ProTpeIIer “ATPaza

Nsliatym

http://www.context-gmbh.de




ldea budowy nanobiorobotow
| ich ksztatty

__Nic DNA
Jomy Jomy
Komputerowa nanokomorka || Automatyczna fabrykacia

DNA nano-biorobot DNA nano-biorobot




Budowa sztucznych nanobiorobotow

Do budowy réznego rodzaju nanobotéw oraz

Nano-Elektro-Mechanicznych-Systemow (NEMS)
stosuje sie obecnie

materialy nowej generaciji,

najczesciej uksztaltowane, np. w nano-wiokna,
nano-cylindry, nano-pierscienie,

czy w nano-rurki / druciki weglowe.

U. Mich., poly, =156 MHz, Q=9,400




Struktury wiokien weglowych (typy):

Jednoscienne nanocylindry weglowe
* minimalna srednica 0.4 nm

* przecietna srednica 1.2 nm

» zmienna dtugos¢

* elastyczne

Wieloscienne nanocylindry weglowe

* wiele koncentrycznych cylindrow (odl. warstw 0.34 - 0.36nm)
* przecietna srednica 20 nm

» zmienna dlugos¢

* zmienna budowa

Nanowitokna

Graphitic tube

» kombinacja grafitu i amorficznego wegla

* przecietna srednica 100 nm

« zmienna dtugos¢

« zmienna morfologia (wewnatrz puste lub petne)

=)






Struktury sztucznych nanobiorobotow

Konstrukcja nanobotow i NEMS bazuje
na trzech giownych rozwiagzaniach
technicznych z zakresu nanotechnologii,
tj. na tworzeniu:

1. nano-cylindrow (nanotubes),

2. nano-kanatow (nanochannels),

3. bio-aktywnych lub porowatych
powierzchni o grubosci w nm

=



Nano-cylindry weglowe

Strulktury

weglowe
@9 <




Hydrofilne powloki na widknach weglowych

.ﬁ% W hydrofilna powloka
et A # ," :
,@ﬂ 5 & skrzyzowane

hydrofilne
blolki
—F
hydrofobowy
srodek

SWNT - Single-Walled carbon Nanotubes



Technika otrzymywania nanomateriatow

 Wiedza nanotechnologiczna skupia w sobie dwie
fundamentalne techniki, zwane

wtop-down* i ,,bottom-up“.

 Technika ,,top-down* odnosi sie do nanostruktur
otrzymanych na drodze ksztaitowania
mechanicznego, np. w wyniku tzw. rytowania.

 Technika ,,bottom-up“ odnosi sie do budowania
organicznych i nieorganicznych struktur ,,atom-po-
atomie“ (atom-by-atom) lub ,,czasteczka-po-
czgsteczce“ (molecule-by-molecule). ’:>



Nanobiomateriaty a fotolitografia

Nanomateriaty, tworzace aktywne powierzchnie

nanobiorobotow i NEMS sg uksztattowane
metoda mikrofluidyzacji

albo fotolitografii, np. przy konstrukcji array.




Nanomaterlaly

i u{

| sredmcaleré‘icgma ok. 15pmﬁ __ %%@;

Lancuch”48 atomow zelaza - nanofotoﬁi“orgrafla




Technika otrzymywania nanomateriatow

e Jednym ze sposobow otrzymywania ,,inteligentnych*
nanomateriatlow jest tzw. technika

samo-sktadnia sie (self assembly),

kiedy atomy, bagdz czasteczki organizuja sie w struktury
zgodnie z ich naturalnymi wlasciwosciami, np. w
przypadku tworzenia krysztatlow lub adsorpcji biatek
na sztucznych receptorach.

¢ Inng metoda jest uzycie odpowiednich technik,
celem usuniecia ze struktury materiatu (w sposéb
kontrolowany) atomoéw lub czasteczek pojedynczo,

tzw. positional assembly. ):>




Samoporzadkowanie sie biatek
(self~-assembly)

Substrat

,7 NMolelwuly w roztworze  Seliassemibly moneleyer
Roziwor (Jechomarstwowe samoperzadlowanie sie)

krople wody

nano-szkdo zwykle-s,ﬂ|£>



Samoporzadkowanie sie kwasow
nukleinowych w bloki

Flynn et al. Acta Materialia, 2003 ,:>



Immobilizacja powierzchniowa a
skiadanie sie biatek, dekstranu i

lipidow
Gr. Sk ze zZiotem a stlany z SiQ, Biotyna-Streptawidyna
Pasyweacla Pasywacje

Warstwa lipidow
Dekstran Pasywac)a Pasywacfa



yomart drugs*

Do tzw. inteligentnych nanomateriatlow zaliczane sa
rowniez kompozycje ,,smart drugs“ w nanobotach,
niosgce w sobie substancje, np. antybiotyczne, badz
toksyczne dla patogenow, ktére sg otoczone hydro-
zelem, powigzanym peptydami, wrazliwymi na pewne
proteazy jednostki infekujgcej (np. bakterii).

W przypadku obecnosci patogenu, jego enzymy
proteolityczne, uwalniajg substancje toksyczne dla
tego obcego mikroorganizmu.

* ,,Smart drugs*“ moga by¢ immobilizowane na
sztucznych membranach, bgdz wystepowac

w stanie flow.



Pozytywne wlasciwosci systemow
nanobiotechnologicznych

Budowanie nanobiotech systemoéw dla biotechnologii

jest obwarowane pewnymi wymogami:
i\{ nanoboty jako biosensory nie mogg by¢ toksyczne,
ik nie moga wywolywac zadnych streséw, zmieniajagcych
metabolizm mikroorganizmow,

i\( muszg tez spetnia¢ wymogi

biokompatybilnosci!



Miniaturyzacja (w skali nano) i automatyzacja metod
analitycznych jest mozliwa dzieki wykorzystaniu:

. technik genetycznych biologii molekularnej: genomiki
. badan biochemicznych biatek: proteomiki

. metabolitow: metabolomiki

szczegOlnie w systerlnach

Nano-macierzy, m.in. w

nanoarray chipach.




Systemy nano-biochipow
(tzw. chipy nano-array | macierzy)

Skonstruowano nano-bio-chipy

g (np. z cDNA, z proteinami,
przeciwciatami) oraz

biomimetyczne systemy

membranowe,

o ze sztucznymi receptorami,
do selekcji okreslonych

Szczepow, np. drozdzy.



Co to sg BioChipy ?

« BioChipy, jako zminiaturyzowane
nosniki, na ktorych przymocowana jest
duza liczba czasteczek, o ogromnym
zageszczeniu, zwane Sg rmicroarrays.

« BioChipy sa odczytywane w
urzadzeniach optycznych (np.
fluorescencyjnych) po hybrydyzacji
badanych czasteczek i porownywane
ich z substancjami wzorcowymi.

- BioChipy pozwalaja na opracowanie
catkowicie nowego systemu analiz i
konstrukcji w biotechnologii.
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Struktura BioChipu (macierzy=array)

DNA-Proby
przyczepione do
chipu

Spacer (tacznik)

rf \..-..;
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2. Cel hybrydyzacijil

3. Dotaczenie znakowanej proby

1. Immobilizacja proby

4. Elektrochemiczny
sygnat
M. Ligaj et al. Polish Journal of Food and Nutrition Sciences 2003 — submitted




Hybrydyzacja na BioChipie-array:
pomiar fluorescencyjny

Fluorescencja




Immuno-BioChip-array:
fluorescencyjne znakowanie
badanego materiatu

Fluorescencja

Microarray

Drozdze



Macierz na biochipie,
fluorescencyjny pomiar




Biochip w aparacie pomiarowym




Zastosowanie NutriChip™-16S
do badania patogenow w piwie:

PCR dla Listeria monocytogenes - ogolne DNA

coupling control

negative control
Universal A

Universal B

Universal C
Enterobacteriaceae A
Enterobacteriaceae B
Escherichia coli
detection control
coupling control

negative control
Universal A

Universal B

Universal C
Enterobacteriaceae A
Enterobacteriaceae B
Escherichia coli
detection control
coupling control

leagaeesssyssterssnes

coupling control

negative control
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Bacillus subtilis

Listeria monocytog.
Salmonella spp.

detetion control

coupling control

negative control
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Bacillus subtilis

Listeria monocytog.
Salmonella spp.

detection control

coupling control
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Systemy macierzy (array)
sg procesami zamknietymi

Analiza Statystyczna [Chip Biochemiczny}

Software-processing
(obrobka danych)

CCC

Pomiar

ed-loopT¥Proces

Zestaw
Standardowy
Zestaw
Standardowy




Systemy nanobiotechnologiczne
lab-on-a-chip in real time

Obecnie realizowane sg nowe koncepcje
nanotechnologiczne odnosnie budowy
nanobiobotow, typu lab-on-a-chip (10 nm bot),
stuzgce do kompleksowej analizy procesow
anabolicznych i katabolicznych populacji
mikroorganizmow lub pojedynczych komorek

on line i in real time.

=)



Podstawg idei lab-on-a-chip (LOC)

jest oparcie catego, tzw. mini laboratorium na
matym elemencie nosnym, pomiedzy dwiema
elektrodami, w wyniku czego procesy,

np. sekwencjonowania genow poddane sa
ogromnej kumulacji na pojedynczej
»,platformie*

tj. na bardzo matej powierzchni chipu.

=)



DNA chips (array) dla >> 1000 rodzajow DNA

&@E@ﬂ@

High-density DNA biochipy dajg mozliwos¢ analizy in real time do
10000 genéw rownoczesnie, zuzywajac minimalne ilosci materiatu,
rzedu pikomoli.



Systemy nanobiotechnologiczne:
a anliza genow

Konstrukcje lab-on-a-chip pozwalaja rowniez
na analize genow, np. w mikroorganizmach
transgenicznych oraz na postranslacyjne
badanie ekspresji genow.




Factories-om-a-cialp Problsi drozezy

(X (X

[alzonsascild



Mutacja genow: DNA array

Factories-on-g-chip  Probli drozezy
/

Leung & Cavalieri, Trends in Genetics 19:649 (2003)

mRNA, ekspresja w komérkach

Lalo-en-a-chip

Cy5 (AIDS)

Cy3 (Uninfected)

Bryant et al., The Lancet Infectious Diseases 4:100 (2004)



Systemy nanobiotechnologiczne:
hybrydyzacja DNA mikroorganizmow

Lab-on-a-chip moze postuzyc do hybrydyzaciji
DNA mikroorganizmow, a wiec do
otrzymywania nowych rekombinantow dla
technologii przemystu spozywczego, przy
uzyciu minimalnych ilosci materiatu
genetycznego.




Cykl prac z zakresu nanotechnologii

Projektowanie i modelowanie Synteza i proces produkcji

rodukcyh

P
Zastosowanie Charakterystyka

nanoblorobotow'




Pozytywne strony badan w skali

nanometrycznej
e \Wymagana mata objetosc proby:
- fmol na nanoliter = mM!
- Mozliwosc¢ pracy z objetosciami na
poziomie nl.

e Mikroelektromechaniczne
systemy (MEMS):

- Chipy, pompy, strzykawki,
zastawki, sensory, itd. w skal
um, nm.

e Nanoelektromechaniczne
systemy (NEMS).

poj. nl komory

Chip



Kontrola okreslonych etapow
procesu fermentacyjnego

Bufory

@ komorki

medium——
tlen —

Reaktor

Chromatografia,
MS, tj.
MALDI-TOF MS

@[ﬁ][ﬁﬁ]ﬁ@” Drozdze
Biomasa




Zadania nanobiorobotow

e Udziat w regulacji proceséw wzrostu i fermentaciji
drobnoustrojow, poprzez dostarczanie substratu,
zwigzkow towarzyszacych oraz tlenu,

e Pomiar pewnych parametrow technologicznych w
czasie rzeczywistym (real time),

o Kontrola temperatury w warunkach sterylnosci,

e Usuwanie zakazen i produktow odpadowych, np:

=)



—

Ustivaniekzakazen




Komora oczyszczajgca _ _ N
Wypompowanie strawionych bakteri

/ Bakterie

Nanesfera

Lasada dziafania "cleaner a"



Monitoring I regulacja dynamiki
fermentacji w tzw. real time

* Monitorowano dynamike powstawania glukozy i
etanolu z dwucukrow, stymulowang przez drozdze
Saccharomyces cerevisiae, ktére wigzano poprzez

polietyleniminie, np. na mikrofluidyzacyjnym
silikonowym mikrochipie z immobilizowanymi
enzymami, tzn. z oksydazg glukozowa i alkoholowa.

 Wynik oparto na pomiarze np. chemiluminescencii.



Monitoring i regulacja dynamiki
wzrostu komorek, tzw. impedance

Firma ABER Instrument Ltd. unowoczesnita
koncepcje monitoringu biomasy drozdzy
piwowarskich, tj. metode ,,impedance* do
automatycznej i ciggtej kontroli namnazania
drozdzy oraz pomiaru

wspotczynnika przeplywu on Ii”e
aktywnych komorek,

o optymalnej gestosci (w g/l),

tj. ilosci komérek w1 mil.

in real time



Identyfikacja®nikroorganizmow

 Pewne systemy, np. niemieckiej firmy FastScan,
polegaja na niezaleznych pomiarach, zmierzajacych
do identyfikacji mikroorganizmow na podstawie
zmiennosci ich RNA, DNA i bialek.

« System analityczny opiera sie na elektrycznym lub
magnetycznym bio-chipie.
« Zdolnos¢ pomiarowa elektro-magnetycznego chipu

siega 500 niezaleznych analiz bez wzgledu na rodzaj
mierzonych czasteczek (komorek).



Detekcja infekujacych wode bakterii

Prébki réznych gatunkow

Detekcja gatunkowa cyanobakterii metodg magnetyczno-macierzowa



Kontrola procesow metabolicznych
drobnoustrojow

2 6

ea (€
Dodatki Chemiczne sensory ‘“
Do komory

Medium ptynne _>\ / \\
P %‘ = analitycznej
Fluorescencyjny 1

indykator Proteomika
[iné

RT-PCR

Obiektyw
mikroskopu

Uzycie nanosensorow do identyfikacji pewnych metabolitow
drobnoustrojow w srodowisku fermentacyjnym



Separacja i selekcja mikroorganizmow

Opracowano metode nano-dielektroforezy oraz
systemy NEMS do szybkiej i pewnej separacji
mikroorganizmow pod wzgledem
przynaleznosci do okreslonego rodzaju lub

szczepu oraz z uwagi na ich stopien

zywotnosci (stanu fizjologicznego).



Separacja drozdzy S. cerevisiae:
tzw. dielektroforeza w skali nm




Systemy manipulacji strukturami
membranowymi

Dzieki nanobiotechnologii, mikroskop o dziataniu
atomowym (AFM) umozliwia manipulowanie
strukturami membranowymi drobnoustrojow w ich
natywnym srodowisku ptynnym, tj. w brzeczce, w
celu izolacji najaktywniejszych komérek. ’:>






Mozna przeprowadzac¢ manipulacje w pojedynczych
biatkach membranowych (strukturalnych)
drobnoustrojow i obserwowac w czasie
rzeczywistym dynamike ich zmian oraz dokonywac
identyfikacji pojedynczych receptorow.

bialka membranowe

Lemérki

komorka 50 A 5@@



Membrany drobnoustrojow widziane
pod ,,Atom Force Microscopy”






AFM Wikreslop

MEMS, mikkoelektiomechanicznersysteiny
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Western partners




Prace badawczo-rozwojowe z zakresu
nanotechnologii dla przemystu spozywczego

Firma Sprzedaz w 2003 Dzialalnos¢ w zakresie
USmIn$ nanotechnologii
Nestle’ 54,2 Nanotechnologia dla
(Szwajcaria, Niemcy) przemystu spozywczego
Kraft Foods 29,7 ,omart drinks” i nanokapsufki
(USA) dla przem. spozywczego
PepsiCo 25,1 4 firma w rankingu firm przem.
(USA) Spozywczego i napojow
Carqill 20,5 7 firma w rankingu firm przem.
(USA) Spozywczego i napojow
ConAgra 19,8 8 firma w rankingu firm przem.
(USA) spozywczego i napojow
DuPont Food 5,9 Strategiczny partner dla
Industry (USA) przem. spoz. i napojow

= )



Perspektywy rozwoju produkcji |
dochodow z nanobiotechnologii

2004/2005/2006 rok - ponad 200 koncernow
pracujacych w zakresie nanobiotechnologii dla
przemystu spozywczego;

2010 rok — kilka tysiecy firm pracujagcych w zakresie
nanobiotechnologii dla przemystu spozywczego;

2010 rok — dochod ze sprzedazy urzadzen z zakresu
nanobiotechnologii dla przemystu spozywczego
przewidziany jest na poziomie 20 min $






Dziekuje za uwage !

Dyskusja ?









