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Sammandrag
Foreliggande uppfinning dr avsedd att anvéndas vid analys av adsorptions och adhesionsfenomen av

t.ex. proteiner eller celler pa plana ytor som modifierats med adsorberade nanopartiklar. Enligt
uppfinningen tillverkas en ytbunden gradient av antalet deponerade nanopartiklar lings med en plan
yta vilket avsevért minskar antalet preparerade ytor likvil som metodfelet vid analys av adsorptions-
och adhesionsfenomen.



Titel
En metod f0r att preparera en plan yta med en kontrollerad tithetsgradient av deponerade partiklar i
nanostorlek.

Bakgrund till uppfinningen

Problematiken med fasta ytors interaktion med levande biologisk vdvnad ér ett terkommande tema
inom medicinsk teknik. Man kan néimna tillimpningsomraden sdsom biomaterial, biosensorer och
drug delivery”. Aven inom tillimpningsomraden som livsmedelsteknologi och Bioteknisk
prosesskemi utgor fasta ytors odnskade, eller odnskade, interaktion med biologisk producerade
substanser ett problemomrade eller en mojlighet. Det finns séledes ett stéindigt behov av nya material
med béttre funktion 4n de som finns for ndrvarande. Det finns ddrmed dven ett stindigt vixande behov
av experimentella ytmodifikationer som ér optimalt limpad for forskningsuppgiften.

Nano tekniken har gjort stora framsteg under de senaste decennierna kanske frimst beroende pé att
nanostrukturerade material (1-1000 nm) har mycket intressanta egenskaper vad det géller optimerad
interaktion med biologiska vitskor och levande vivnad. Av betydelse for denna patentansékan dr en
nyligen publicerad artikel som beskriver en metod att géra experimentella nanostrukturerade ytor med
nanostrukturer i storleksordningen 10 nm. [1] Metoden innefattar att en plan guldyta far reagera med
tiolterminerade linjdra alkaner (ditioler) som ddrvid binder till guldytan med en tiolgrupp och
efterldmnar ett Gverskikt av opéverkade tiolgrupper. En elektrostatiskt stabiliserad 16sning av negativt
laddade guldpartiklar i storleksordningen 8-12 nm péaférdes ytan varvid guldpartiklarna adsorberades
till tiollagret. Vi fann da att avstdndet mellan de adsorberade partiklarna kunde regleras genom att
variera jonstyrkan pa den citratbuffert som anvéndes vid adsorptionen. Typiskt kunde avstindet
varieras fran ca 15 nm — 100 nm (center till center) nér koncentrationen av bufferten varierades frén 10
mM till ca 0 mM vilket kunde studerades med svepelektronmikroskopi (SEM). Liknande resultat har
tidigare visats for partikeladsorption fran elektrostatiskt stabiliserade 16sningar innehéllande ytladdade
polymera partiklar till mineralytor, exempelvis glas, kiseldioxid eller mica med motsatt laddning som
ytan har nativt vid givet pH eller som ytan har erhallit genom kemisk modifikation. [2-5] Vidare har
liknande resultat presenterats for adsorption av negativt ytladdade guldnanopartiklar frén
clektrostatiskt stabiliserade partikelldsningar till glasytor eller kiseldioxidytor som modifierats kemiskt
att bli positivt laddade. [6]

Principen for elektrostatiskt kontrollerad partikeladsorption illustreras 1 figur 2. En elektrostatiskt
stabiliserad 16sning 202 innehallande elektriskt ytladdade nanopartiklar 200 appliceras i ett kérl 201.
En yta 203 till vilken partiklarna 200 kan binda exempelvis elektrostatiskt, semikovalent, kovalent
eller pé annat sétt som leder till att partiklarna positioneras pa ytan placeras i kérlet varpa partiklarna
tillats binda en viss tid till dess adsorptionen stabiliserats. Observera att detta tillstdnd representerar ett
slutgiltigt tillstand for adsorptionen och att ldngre inkubationstider ej paverkar yttickningen av
partiklar. D& ytan tas ur partikelldsningen sitter partiklarna bundna till ytan pa s sétt att avstandet
mellan nérliggande partiklar kan uppskattas fran partiklarnas parvisa interaktionspotential enligt
DLVO-teorin [1, 7], figur 3. I korthet kan parpotentialen U(r), dér &r r &r avstandet mellan tva partiklar
200 berdknas sdsom summan av en attraktiv potential U,.iiv(r) sprungen ur dispersionskrafterna
mellan partiklarna samt en repulsiv potential U,pusiv(r) sprungen ur den elektrostatiska repulsionen
mellan partiklarna. Vid storre avstand r mellan partiklarna dominerar den elektrostatiske repulsionen.
Utseendet pa den repulsiva potentialen kan berdknas pé olika sétt, men varierar alltid med den s.k.
Debye-ldangden som approximativt anger hur snabbt potentialen minskar utanfor partikelytan. Kort
Debye-ldngd betyder att den repulsiva potentialen faller snabbt utanfor partikelns yta. Debye-ldngden

ar i sin tur beroende av jonstyrkan i partikellosningen 202 och beskrivs genom:
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dér ¢; och z; dr den moléra koncentrationen samt laddningen for jon 7 1 l6sningen.

Debye-lingden och ddrmed den repulsiva potentialens utbredning minskar saledes med dkande
jonkoncentration i partikellosningen 202. Detta medfor att partiklarna kan binda nirmare varandra pa
ytan da villkoret

U(r)/kT =1/A

dar U(r) &r parpotentialen, A7 den termiska energin och A dr en konstant, uppfylls for mindre
r.

Ytor preparerade med ditioler samt guldnanopartiklar sdsom beskrivits ovan samt i [1, 8] har anvénts
till biologiska forsok. Vid dessa forsdk gjordes mellanrummen mellan partiklarna protein avvisande
med hjélp av konjugerade maleimidreagens som binder kovalent till tiolgrupper. Malemiderna var
konjugerade med polyetylenglykol (PEG) vilket resulterade i att mellanrummen mellan partiklarna
blev avvisande for protein adsorption. Ytan pa de adsorberade guldpartiklarna kunde sedan modifieras
med hjélp av tiolreagens, t.ex. tiol med metylgrupper vilket ger de adsorberade guldpartiklarna
hydrofoba egenskaper, se exempel 3-5. Ytor med guldpartiklar som tillverkas pa detta sétt har en
mycket fin grad av kontrollerad kemisk struktur och organisation i nanometeromrédet vilket gor dessa
ytor vil ldmpade for adhesionsstudier av olika slag. Den beskrivna metoden ér mycket flexiblel for
adhesionsstudier pa grund av att det finns ett relativt stort antal kommersiella substanser med
maleimidfunktioner, som kan binda mellan adsorberade partiklarna, och tiolreagenser som kan binda
pa de adsorberade guldpartiklarna.

Liknande experiment har genomforts dér av polymerer stabiliserade guldnanopartiklar applicerats pa
kisel- och glasytor genom s.k. ”dip-coat” teknik [9]. Observera att denna metod ¢j utnyttjar
elektrostatisk repulsion mellan partiklar for att kontrollera partikelspridningen pa ytan, utan avstandet
definieras av de polymerera strukturer som omger partiklarna i 16sningen. Interaktionen mellan dessa
partiklar och den adsorberande ytan dr svag, varfor partiklarna efter adsorption maste sintras fast i det
underliggande substratet, en process i vilken dven de runt partikeln organiserade polymererna
forsvinner fran ytan. Ytan runt guldpartiklarna utgors dé av det underliggande kiselsubstratet vilket
kan modifieras med funktionella silaner, exempelvis PEG-modifierade silaner som gor denna yta
resistent mot bioadhesion. Ytan pa partiklarna kan modifieras med tiolreagens, exempelvis
tiolkonjugerade s.k. RGD-peptider, en aminosyrasekvens som medierar cellinteraktioner.

I experiment har dven beskrivits att polymera partiklar i elektrostatisk stabiliserad 16sning adsorberats
till laddade mineralytor och att avstdndet mellan de adsorberade partiklarna reglerats med
clektrostatisk repulsion enligt ovanstdende beskrivning [10]. De adsorberande ytorna har antingen en
nativ nettoladdning eller har erhéllit sin laddning genom kemisk modifikation, exempelvis med
funktionella silaner. Bindingen mellan ytan och partiklarna har da framforallt varit av elektrostatisk
karaktér. Ytorna med adsorberade polymera partiklar har dédrefter anvénts som en litografisk mask
med vars hjilp de av polymerpartiklar tickta delarna av ytan transformerats till ”dar” av guld i
storleksordningen 10-1000 nm omgivna av substratytans material. Den omgivande substratytan har
sedan modifierats, exempelvis med poly-L-lysin-PEG, en positivt laddad polymer som adsorberar till
negativt laddade ytor och i forekommande fall gér dessa resistenta mot bioadhesion. Guldytorna kan
dérefter modifieras med tiolreagens, exempelvis linjdra alkantioler vilka gor guldytorna hydrofoba.
Till dessa hydrofoba ytor kan sedan proteiner adsorberas, exempelvis proteinet laminin. Sédana ytor
har sedan anvénts for att studera cellers utbredning och ytinterktion.

Samtliga ovan beskrivna tekniker kan anvéndas for att utréna betydelsen av ytans nanostruktur for
adhesionsprocessen och kan utgora plattform for design av material med énskade biologiska
egenskaper.



De flesta adhesionsstudier utfors vanligen pa ytor som har en konstant kemi. Nér man vill man studera
betydelsen av en viss typ av ytmodifikation brukar man vanligen anvénda flera ytpreparationer och
analysera adhesionsfenomenen var for sig. Detta forfarande dr emellertid arbetskridvande beroende pa
att flera ytpreparationer méste goras 1 varje forsoksserie och att de metodologiska métfelen ofta dr
stora vilket medfor att aspekter pé flera viktiga adhesionsfenomen kan forbises.

En generell metod for att begréinsa metodfelen och minska arbetetet med ytpreparationer ér att géra
gradienter 1 kemiska egenskaper lings med en yta. Ett exempel pé en sadan metod ér den s.k.
vitbarhetsgradienten, en yta som dr hydrofob (vattenavstdtande) i en dnda och hydrofil
(vattenélskande) i den andra [11]. Mellan dessa ytterligheter finns sedan en kontrollerad och
kontinuerlig gradient av kemiska egenskaper. Denna typ av gradientyta reducerar vésentligt savél
arbetsbelastning som metodfel och har kommit till flitig anvéndning i den akademiska vérlden [12-14].

Det finns flera principer for att gora kontinuerliga kemiska gradienter léngs en yta och en av de
tidigare kédnda ér den s.k. diffusionsmetoden, figur 0. I typfallet fungerar metoden pa s sitt att ett
reagens 001, t.ex. metylklorosilan blandas i ett 16sningsmedel med hég specifik vikt 002 t.ex.
trikloetylenacetat (tri). Blandningen skiktas sedan under ett annat 16sningsmedel003, t.ex. xylol med
lag densitet. Mellan dessa skikt finns den yta 004, t.ex. glas pa vilken en gradient ska bildas. Med
tiden borjar 16sningsmedlen att diffundera in i det varandra varvid dven reagenset 001 diffunderar och
binder till ytan 004. Vid en viss diffusionstid har det uppstatt en bunden gradient av hydrofoba
metylgrupper till den hyrofila glasytan [11]. Hur mycket reagens som binder till ytan vid en viss
position och ddrmed grad av hydrofobicitet vid denna position bestdms av koncentrationen av
reagenset 001 &ver ytan vid den positionen samt den tid under vilken ytan har kontakt med
reagenslosningen. Detta innebér att den erhéllna gradientens egenskaper bestims genom kinetisk
kontroll.

Att fabricera en jimn gradient i partikeltithet med den ovan beskrivna metoden torde vara svart, da
inbindingen av nanopartiklar frén en elektrostatiskt stabiliserad 19sning till en yta som binder dessa
partiklar vanligen ér en mycket snabb process relativt partiklarnas diffusionshastighet, vilken &r
langsam jamfort med sma molekyler sdsom exempelvis metylklorosilan. Forsok att kontrollera
avstandet mellan nanopartiklar pa ytor, dér nanopartiklarna fatt adsorbera pa bindande ytor frén
elektrostatiskt stabiliserade 1dsningar, genom att variera partikelkoncentration och tid for inkubation
har visat att det dr svart att kontrollera ligre tickningsgrader av partiklar samt att partiklarna inte
uppvisar samma goda grad av organisation pa ytan som vid elektrostatiskt kontrollerad adsorption som
beskrivits ovan [6, 15].

Nyligen beskrevs en gradient i guldpartiklar pa ett kiselsubstrat dér struktureringen av de bundna
partiklarna var god [16]. Denna gradient beskriven i [16] tillverkades enligt en modifierad “dip-coat™-
procedur dock utan att utnyttja elektrostatisk kontroll eller diffusionsgradienter. Den erhallna
gradienten hade begrinsad dynamik och det minsta uppvisade partikelavstandet var ca 50 nm.
Gradienterna modifierades kemiskt med PEG mellan partiklarna och RGD-peptider ovanpa
partiklarna. Gradientytorna anvéinde sedan i experiment for att undersdka cellulér adhesion. Denna
publikation visar generellt att intresset for att géra ytbundna tidthetsgradienter av guldpartiklar 4r mkt
stortav skél som angivits ovan. Den tekniska 16sningen for att gora gradienter enligt [16] & emellertid
betydligt mer komplicerad én den innevarande uppfinningen.

Beskrivning av uppfinningen
Uppfinningen beskriver en metod for att enkelt tillverka plana ytor av gradienter med adsorberade
nanopartiklar pa fasta ytor. I typfallet utféres metoden pa foljande sétt:

1.Endimensionell diffusion, figur 4
Plana ytor 203 som har forméaga att binda elektriskt ytladdade nanopartiklar 200 frn en elektrostatiskt
stabiliserad partikelldsning ifores i en kyvett 401. En saltfri eller néra saltfri 16sning 402 med




ytladdade partiklar 200 pafores sedan kyvetten. En saltlosning 403 med relativt hog densitet skitas
forsiktigt under 16sningen 402 pa sa sitt att den gravitiationsbetingade fasgrinsen mellan 16sningen
403 och losningen 402 kommer i niva med nederdelen pa ytan 203. Med tiden kommer 16sningen 403
att diffundera upp i 16sningen 402 och bilda en gradient av jonstyrka i densamma.

Den elektrostatiskt betingade repulsionen mellan partiklarna minskar da jonstyrkan dver ytan 203
Okar. Partiklarna adsorberar dérvid gradvis tétare till ytan med hogst deponeringsgrad ndrmast den
ursprungliga fasgransen mellan 16sningen 402 och l6sningen 403. Légst deponeringsgrad av partiklar
finns dverst i kyvetten dér jonstyrkan dver ytan 203 ér 14g och ddrmed den elektrostatiska repulsionen
som storst. Efter avpassad diffusionstid toms kyvetten pa vitska frén undersidan genom samma ror
404 som anvéndes vid skiktning av 16sningen 403 under den partikelinnehéllande 16sningen 402

I frénvaro av konvektion samt att avstandet fran ytans underkant x=0 mm till botten av kyvetten ér
tillrdckligt stort samt att avstandet fran ytans underkant x=0 mm till ovanytan av 16sningen 402 &r
tillrdckligt stort samt att diffusionen inte far fortgd for 1ang tid sa kan den graduella distributionen av
saltkoncentration i 16sningen ovan ytan 203 beskrivas med Ficks andra diffusionslag i en dimension:

de_ 0",
ot ox’

med den for ovan angivna villkoren 19sningen

e Y
c(x,t)—2c0(1 erfzm)

dér ¢ dr den moléra saltkoncentrationen, x positionen i kyvetten relativt x=0 som sammanfaller med
ytans 203 underkant, t 4r diffusionstiden, ¢, 4r saltkoncentrationen i 16sningen 403 vid t=0 och D dr
diffusionskonstanten for det aktuella saltet.

Detta innebér att lingden och lutningen pé den erhéllna partikelgradienten enkelt kan varieras genom
att dndra den initiala saltkoncentrationen ¢, och diffusionstiden t vilket ger en stor flexibilitet i
fabrikationsmetoden.

I en vidareutveckling av uppfinningen beskriven i figur 5 anvédndes kyvetter 501 som tillater att flera
ytor kan anvéndas vid samma diffusionsforfarande som beskrivits 1 figur 4. En fordel med denna
metod 4r att samtliga ytor i kyvetten blir behandlade pa samma sétt med avseende pé {6sningen av
guldpartiklar, molariteten av den anvénda saltlosningen och diffusionstiden. Detta sékerstiller att ytor
kan prepareras med hog grad av likformighet i samma preparationsomgéng

Den i figur 0 beskrivna och publicerade [11] diffusionsmetoden har tekniska likheter med innevarande
uppfinning men skiljer sig pa avgorande principiella aspekter. De viktigaste skillnaderna ér att den
komponent, nanopartiklar, som ska binda till ytan finns i konstant koncentration och diffunderar ¢j
som gradient, det salt som diffunderar binder ¢j till ytan samt att den gradientbildande principen
(graderad elektrostatisk repulsion mellan nanopartiklar) fdger rum i 16sningen av nanopartiklarna och ¢j

pa ytan.

2. Tredimensionell diffusion.

Med den endimensionella diffusionsmetoden erhélls gradientytor i en dimension, d.v.s. hog tithet av
deponerade partiklar i ena dnden av gradienten och légre tithet i den andra. Vi har dven utvecklat en
metod for att gbra cirkuléra gradienter av partiklar pa en yta vilken beskrivs i figur 6:

I botten pé en petriskal 601 ldggs en plan yta 203. En saltfri eller néra saltfri suspension 602 bestdende
av nanopartiklar och en matris som tillater diffusion av nanopartiklar men som motverkar



konvektionsstrommar, hills sedan i petriskalen. En sddan susupension kan bestd av polysaccarider i
vatteninnehéllande partikelform t.ex. gelpartiklar som anvéndes vi gelfiltrering t.ex. Sephadex G-25
eller ndgot liknande material. Efter att fritt 16sningsmedel, exempelvis vatten, sugits av det plana
suspensionslagret, placeras en reservoar 603, exempelvis en rund skiva av ldskpapper av tillrdcklig
tjocklek pa suspensionen. Reservoaren 603 har dessforinnan blivit fylld med saltlosning 403 med hog
molaritet, exempelvis genom att indrénka ett laskpapper i sddan 16sning. Systemet ldmnas sedan for
diffusion. Losningen 403 kommer att diffundera in suspensionen 602 och den cirkulédra
diffusionsfronten nér efter ett tag ytan 203 och det uppstér slutligen en cirkulér yta med en radiell
koncentrationsgradient av joner. Slutligen spolas suspensionen 602 bort med 16sningsmedel,
exempelvis vatten. Slutresultatet 4r en cirkulér yta av adsorberade partiklar, vars packningsdensitet &r
hdgst 1 mitten av ytan och ligst i periferin.

En viktig aspekt av innevarande uppfinning 4r den analytiska dynamiken, d.v.s. spannet mellan den
del av gradientytan som har storst méngd adsorberade partiklar per ytenhet och den del som har minst
méngd adsorberade partiklar per ytenhet. Ju storre detta spann 4r, desto mer analytisk information
erhalls vid adhesions- och adsorptionsforsék. En metodologisk osékerhet ér att elektriskt laddade
partiklar i 14g koncentration i saltfritt 1oningsmedel sdsom rent vatten har en benégenhet att deponera
irreguljért pa ytorna i ofSrutségbara monster. Sddan ménsterbildning forsvérar tolkningen av
efterkommande adhesion och adsorptionsforsdk. Vi vill dérfor dven skydda en metod for att motverka
uppkomsten av irreguljara monster, vilken illustreras i figur 6B. Metoden innefattar att de elektriskt
laddade ytbindande partiklarna 200 blandas med elektriskt laddade partiklar 604 som ¢j binder till ytan
203. Funktionen hos de senare ndmnda pariklarna &r att béttre dispergera de laddade och bindande
partiklarna i 16sningen sé att bindningsménstret ¢j blir irreguljért.

Typiska forsok och utvirderingsmetoder.

En gradientregion med deponerade partiklar ér i normalfallet 1-10 mm. P& denna yta kan
adsorptionsforsok med biopolymerer och adhesionsforsok med celler géras och resultatet av forsdken
kan sedan hérledas till en kontinuerlig gradient av deponerade nanopartiklar/ytenhet. Vid enkla
biopolymer adsorptionsforsék kan man anvéinda ytkénsliga optiska metoder och for forsk med hela
celler kan man anvénda ljusmikroskopi for detaljstudier av cellerna samt fluorescensmikroskopi for
ytterligare detaljstudier.

I en tillimpning av uppfinningen, figur 7, appliceras partikelgradienten pa en yta 700 som forsetts med
en skalning for att underlétta undersékning i mikroskop. Skalstrecken kan vara vertikala 702, vagrita
703 eller radiella 704. Skalor respektive skalstreckmarkeringar kan goras pa olika nivaer for att passa
olika typ av undersdkning, exempelvis pd millimeterniva for okuldr undersdkning och pa nivan 10-500
um for undersdkning med ljusmikroskop eller svepelektronmikroskop vilket illustreras i forstoringen
705. Skalstrecken kan besta av forsénkningar helt eller delvis genom den partikelbindande ytan,
exempelvis en ditiolmodifierad guldyta, sé att det underliggande substratet, exempelvis glas eller kisel
kommer i dagen. Alternativt kan skalstrecken bestd av upphdjningar, exempelvis av guld, pd en
partikelbindande yta, exempelvis tiolsilanmodifierad glas eller kiselyta. Den monstrade ytan tillverkas
lampligen med fotolitografisk teknik.

I en tillimpning av uppfinningen, figur 8, finns en med nanopartikelgradient forsedd yta 203 eller 700
néirvarande pa en yta 800, t.ex. ett objektglas tillsammans med ytterligare tva ytor 801 och 802. Dessa
tva ytor modifieras kemiskt pé sa sitt att den ena av ytorna 802 erhéller samma ytkemi som ytan av
nanopartiklarna och den andra ytan 801 erhaller samma ytkemi som den yta som omger partiklarna i
gradienten. Nér alla tre typytorna finns med i ett biologiskt forsdk, till exempel bakterieadsorption,
kan operatdren undersoka i mikroskop om bakterierna adsorberar i ndgon region till gradientytan.
Operatdren far dven information om hur bakterien adsorberar till ytor som ¢j innehéller nanopartiklar
utan endast oblandade ytkemier. P4 det sittet kan operatéren avgdra om adhesionen av bakterierna ér
relaterade till nérvaro av nanopartiklar eller ej, samt vilken téthetsgrad av partiklar som behovs for
adsorption. De olika ytorna 203/700, 801 och 802 kan separeras pé ytan 800 med barriéirer 803 for att
underldtta anvindningen samt fabrikationen av ytan. Barrifirerna kan besta av nedsénkningar eller
mellanrum mellan ytorna 203/700, 801 och 802 pa ytan 800 sa att det underliggande substratet 804



kommer i dagen. Alternativt kan barridrerna bestd av upphdjningar mellan ytorna 203/700, 801 och
802, sérskilt 1 de fall partikelgradienten applicerats pa underliggande substratet 804.

En tilldimpning av uppfinningen 4r en produkt bestdende av en yta, exempelvis ett objektglas med de
tre typytorna enlig ovan: 1, guldnanopartikelgradientyta dér guldnanopartikelgradienten tillverkats pa
en ditiolmodifierad guldyta varpé fria ditioler mellan partiklarna reagerats med maleimide-PEG samt
ytan pa partiklarna reagerats med en funktionell tiol, exempelvis metylterminerad, aminterminerad,
syraterminerad eller peptidterminerad, 2, en guldyta som modifierats med ditiol och maleimid-PEG, 3
en guldyta som modifierats med samma funktionella tiol som ytan pé partiklarna.

En tilldimpning av uppfinningen 4r en produkt bestdende av en yta, exempelvis ett objektglas med de
tre typytorna enlig ovan: 1, guldnanopartikelgradientyta dér guldnanopartikelgradienten tillverkats pa
en ditiolmodifierad guldyta varp4 fria ditioler mellan partiklarna reagerats med maleimid-PEG, 2, en
guldyta som modifierats med ditiol och maleimid-PEG, 3 en ren guldyta. Med denna produkt kan
operatdren sjilv vilja vilket tiolreagens som ska anvéndas. Det finns en stor miangd kommersiclla
tioler som har betydelse for adhesion, t.ex. tioler konjugerade med amingrupper, mono- och
polysackarider.

En tilldimpning av uppfinningen 4r en produkt bestdende av en yta, exempelvis ett objektglas med de
tre typytorna enlig ovan: 1, guldnanopartikelgradientyta dér guldnanopartikelgradienten tillverkats pa
en ditiolmodifierad guldyta, 2, en guldyta som modifierats med ditiol, 3 en ren guldyta. Med denna
produkt kan operatdren sjilv vilja bade maleimidreagens som binder mellan partiklarna och
tiolreagens, som binder pd partiklarna. De experimentella mdjligheterna for operatdren dkar ddrmed

ytterligare.

En tilldimpning av uppfinningen 4r en produkt bestdende av en yta, exempelvis ett objektglas med de
tre typytorna enlig ovan: 1, guldnanopartikelgradientyta dér guldnanopartikelgradienten tillverkats pa
en tiolsilanmodifierad glas eller kiselyta varpa fria tiolsilaner mellan partiklarna reagerats med
maleimid-PEG samt ytan pa partiklarna reagerats med en funktionell tiol, exempelvis
metylterminerad, aminterminerad, syraterminerad eller peptidterminerad, 2, en glas eller kiselyta som
modifierats med tiolsilan och maleimid-PEG, 3 en guldyta som modifierats med samma funktionella
tiol som ytan pa partiklarna.

En tilldimpning av uppfinningen 4r en produkt bestdende av en yta, exempelvis ett objektglas med de
tre typytorna enlig ovan: 1, guldnanopartikelgradientyta dér guldnanopartikelgradienten tillverkats pa
en tiolsilanmodifierad glas eller kiselyta varpa fria tiolsilaner mellan partiklarna reagerats med
maleimid-PEG, 2, en glas eller kiselyta som modifierats med tiolsilan och maleimid-PEG, 3 en
omodifierad guldyta. Med denna produkt kan operatdren sjélv vilja vilket tiolreagens som ska
anvindas.

En tilldimpning av uppfinningen 4r en produkt bestdende av en yta, exempelvis ett objektglas med de
tre typytorna enlig ovan: 1, guldnanopartikelgradientyta dér guldnanopartikelgradienten tillverkats pa
en tiol- eller aminsilanmodifierad glas eller kiselyta varpd silanerna under och mellan partiklarna tagits
bort pa sddant sétt, exempelvis genom plasmabehandling, att partiklarna sintras fast i glas eller
kiselytan varpa ytorna mellan partiklarna reagerats med PEG-silan samt ytan pa partiklarna reagerats
med en funktionell tiol, exempelvis metylterminerad, aminterminerad, syraterminerad eller
peptidterminerad, 2, en glas eller kiselyta som modifierats med PEG-silan, 3 en guldyta som
modifierats med samma funktionella tiol som ytan pa partiklarna.

En tilldimpning av uppfinningen 4r en produkt bestdende av en yta, exempelvis ett objektglas med de
tre typytorna enlig ovan: 1, guldnanopartikelgradientyta dér guldnanopartikelgradienten tillverkats pa
en tiol- eller aminsilanmodifierad glas eller kiselyta varpd silanerna under och mellan partiklarna tagits
bort pa sddant sitt, exempelvis genom plasmabehandling, att partiklarna sintras fast i glas eller
kiselytan varpa ytorna mellan partiklarna reagerats med PEG-silan, 2, en glas eller kiselyta som



modifierats med PEG-silan, 3 en omodifierad guldyta. Med denna produkt kan operatdren sjélv vélja
vilket tiolreagens som ska anvindas.

En tillimpning av uppfinningen &r en produkt bestdende av en yta, exempelvis ett objektglas med de
tre typytorna enlig ovan: 1, guldnanopartikelgradientyta dér guldnanopartikelgradienten tillverkats pa
en tiol- eller aminsilanmodifierad glas eller kiselyta varpa silanerna under och mellan partiklarna tagits
bort pa sddant sitt, exempelvis genom plasmabehandling, att partiklarna sintras fast i glas eller
kiselytan, 2, en glas eller kiselyta, 3 en omodifierad guldyta. Med denna produkt kan operatdren sjilv
vilja ytkemi samt modifikationsmetod for de olika ytorna.

For ovan ndmnda tillampningar kan de tre typytorna vid fabrikation goras separat och sedan sittas
samman pé objektglaset med nagot adhesiv. Man kan ocksa ténka sig att preparera typytorna direkt pa
objektglaset.

Vid enkla biopolymer adsorptionsforsdk kan man anvéinda ytkénsliga optiska metoder som
ellipsometri och ytplasmon resonans (SPR). Ett specialfall av ytplasmonresonans ér den s.k.
avbildande iSPR-metoden som tillater samtidig kvantifiering av s&vél adsorberade nanopartiklar samt
efterfoljande bioadhesion i en hel gradient region (se exemplel). En uppstillning for iSPR analys av en
gradientyta illustreras i figur 9A. En apparat 900 for avbildande SPR sasom den beskriven i [17],
vanligen styrd av en dator 905, appliceras i kontakt med ett SPR-substrat vanligen bestdende av en
glasyta 901 pa vilken en tunn guldfilm 902 applicerats. Ovan guldfilmen appliceras en kammare 904
innehallande vitska, exempelvis buffert pa sé sitt att guldfilmen kommer i kontakt med vétskan.
Kammaren 904 kan ha ett inlopp 907 och ett utlopp 908 och fungera som flodessystem for att
transportera vétska och analyter till och frén ytan.

I en tillimpning av uppfinningen har guldytan 902 modifierats kemiskt med filmen 903 for att binda
nanopartiklar frén 16sning och en gradient av nanopartiklar har applicerats pd ytan. Vid métning kan
SPR-responsen fran olika positioner pa gradientytan relateras till partikeldensiteten vid denna position.
Utifall bioadhesion, exempelvis protein-, trombocyt- eller baktericadsorption sker till gradientytan kan
ocksé detta detekteras som en additiv respons, figur 9B.

Pa senare tid har elektrokemiska tekniker och da sérskilt impedansmétning anvénts for studier av f.f.a.
cellers interaktion med ytor [18]. Elektrokemiska tekniker kan ocksé anvéndas for att uppskatta antalet
nanopartiklar pa en elektrodyta , detta géller i synnerhet for ledande nanopartiklar t.ex. av guld [19]. 1
en tillimpning av uppfinningen beskriven i figur 10 appliceras en nanopartikelgradient pa en yta 1000
vilken bestér av n partikelbindande ytor 1001 av ett elektriskt ledande material exempelvis guld som
modifierats med kemin 1003 for att binda nanopartiklar. Ytorna 1001 placeras pa ett icke ledande
substrat 1002 pa sddant sitt att ytorna 1001 kan fungera som elektroder elektriskt isolerade frén
varandra. Nanopartikelgradienten fabriceras pd sadant sétt att den partikelbindande elektrodytan 1 pa
ytan 1000 fir en hog partikeldensitet medan partikelbindande elektrodytan n péa ytan 1000 far lag
partikeldensitet. Detta kan ske genom att anvéinda ytan 1000 sdsom yta 203 i figur 4 och lata position 0
pa ytan 1000 sammanfalla med x=0 i figur 4.

Ytan 1000 appliceras i kontakt med elektrolyt, exempelvis buffert, i en elektrokemisk cell 1004 som
ocksé kan ha ett inlopp 1005 och utlopp 1006 for att underlétta transport av elektrolyt och analyt till
ytan 1000. Utdver elektroderna 1-n lokaliserade pa ytan 1000 kan det for vissa tillimpningar behdvas
ytterligare en referenselektrod 1007 och en motelektrod 1008 applicerade i elektrolyten. I vissa
tillampningar kan dven elektroderna 1007 och/eller 1008 vara placerade pa ytan 1000. Samtliga
elektroder 1-n pa ytan 1000 samt i forekommande fall 1007 och 1008 kontakteras individuellt av ett
system for elektrokemisk métning 1009. Systemet 1009 kan vara ett system kapabelt till olika slags
elektrokemiska mitningar exempelvis voltammetri, amperometri, coulometri, impedansspektroskopi
eller impedansbestdmining. Alternativt kan systemet 1009 vara ett system avsett for endast viss slags
elektrokemisk bestimning sasom impedansmétning. Den elektrokemiska responsen fran de olika
elektroderna pa ytan 1000 kan métas antingen mellan olika elektroder pa ytan 1000 eller genom att
anvénda sig av elektroderna 1007 och 1008 i en konventionell trelektroduppstillning [20]. Vid



métning kan den elektrokemiska responsen fran olika elektroder med olika positioner pa ytan 1000
relateras till partikeldensiteten vid denna position. Utifall bioadhesion, exempelvis celladhesion sker
till gradientytan kan ocksa detta detekteras som en additiv, vanligen negativ foréindring av den
elektrokemiska responsen. Utifall ett redox-aktivt &mne kommer i kontakt med ytan kan ocksa detta
detekteras som en additiv, vanligen positiv forédndring av den elektrokemiska responsen.

Exempel 1. Utvirdering av graduell partikeladsorption med svepelektronmikroskopi

Guldytor med storleken 11x20 mm fabricerades genom forangning av forst 5 nm Cr och sedan 200 nm
Au pé substrat av SiO2. Dessa tvittades och férseddes med monolager av ditiol enligt den procedur
som beskrivits utforligt i [1, 8]. I korthet s& inkuberades de rena guldytorna i etanollgsning av
oktanditiol varpé de reaktiverades med ditiolthreitol (DTT). En elektrostatiskt stabiliserad
guldpartikellosning med guldpartiklar i storleksordningen 10 nm i diameter tillverkades enligt den
procedur som beskrivs i detalj i [1, 8]. Guldlésningen centrifugerades vid 16000 g for att reducera
jonstyrkan i losningen samt dka partikelkoncentrationen. Efter centrifugeringen spiaddes
guldpartikelpelleten till en ungeférlig partikelkoncentration av 55 nM i rent vatten med en
konduktivitet av 18,2 MQ*cm. Denna partikelldsning hélldes 1 ett kérl avsett for gradienttillverkning
enligt figur 5 varpa ett antal av de ditiolreparerade ytorna placerades i kérlet med ett visst avstand till
botten av detsamma. Dérefter applicerades citratbuffert med koncentrationen 1 M och pH4.0 i botten
av gradientkérlet sé att utrymmet under ytorna fylldes med denna. Citratbufferten fick dérefter ostort
diffundera upp &ver ytorna under 30 minuter varefter proceduren avbrots genom att all vétska i
gradientkirlet tdmdes underifran. [ annan tillimpning sé applicerades citratbuffert med
koncentrationen 50 mM under ytorna vilken sedan fick diffundera under 90 minuter, vilket ger en
langre gradient med svagare lutning relativt den som erhélls med 1 M buffert under 30 minuter.
Ytorna analyserades med svepelektronmikroskopi vid olika positioner pa gradientytan. Ett urval av
bilder presenteras i figur 11.

Exempel 2. Utvirdering av graduell partikeladsorption med hjilp av iSPR

Linjéra gradienter med 10 nm guldnanopartiklar preparerades som beskrivits i exempel 1 med hjélp av
ditiolkemi. Som substrat anvéindes glasytor pa vilka ett tunt lager Au, ca 50 nm, fordngats. Dessa ytor
ar lampliga for analys med ytplasmonresonans, SPR. Efter gradienttillverkningen sa placerades ytorna
1 ett instrument for avbildande SPR, vilket finns utférligt beskrivet i [17]. Tva olika gradienter
analyserades, se figur 12. En gradient hade preparerats med 50 mM citratbuffert som fatt diffundera
under 90 minuter (’l4ng” gradient) samt en gradient hade preparerats med 1M citratbufert under 30
minuter ("kort” gradient). Respektive partikelgradient hade ocksé reagerats med maleimid-PEG for att
minimera bioadhesion mellan de distribuerade partiklarna samt med oktantiol ovanpa partiklarna
vilket gjorde ytan pé partiklarna hydrofob vilket frimjar bioadhesion. Ett omrade om ca 1x5 mm
analyserades for varje gradientyta, inom vilket hela eller visentliga delar av gradienten avbildades.
SPR-végliangden som presenteras i 3D-grafens z-axel ér proportionell mot yttickningen av
guldnanopartiklar. I figur 13 presenteras ett linjescan dver en “kort” gradient tillsammans med
linjescan for en positiv kontrollyta, i detta fall en yta modifierad med endast oktanditiol, samt en
negativ kontrollyta, modifierad med oktanditiol och maleimid-PEG. Varje linjescan representerar ett
medelvirde av samtliga scan dver ytan

Exempel 3 Utviirdering av fibrinogenadsorption samt trombocytadsorption till hydrofoba
nanopartikelgradienter med iSPR samt fluorescensmikroskopi.

”Korta” gradienter med 10 nm guldnanopartiklar fabricerades pa guldytor avsedda for SPR-analys
samt modifierades med maleimid-PEG och oktantiol enligt exempel 2 ovan. Detta gav gradienter av
hydrofoba partiklar mot en bakgrund av proteinavvisande PEG. Ytorna analyserades med iSPR.
Sekventiellt adsorberades forst fibrinogen (0.5 mg/ml i PBS) under 5 minuter och dérefter trombocyter
(visentligen serumfri preparation fran frisk donator) under 30 minuter till ytor med gradienter, positiva
kontrollytor (endast ditiol) samt negativa kontrollytor (ditiol modifierad med maleimid-PEQG). I figur
14 presenteras responsen fran fibrinogen- samt tromboytadsorption for en gradientyta samt en positiv
kontrollyta. Bl& kurva visar adsorptionen av fibrinogen, grén kurva det ackumulerade responsen fran
bade fibrinogen samt trombocyter. Responsen frén underliggande ytor, motsvarande det som visas i
figur 13, har subtraherats fran resultaten i figur 14. Observera att den positiva ytan adsorberar savél




fibrinogen samt trombocyter homogent &ver ytan, medan gradientytan adsorberar savél protein sasom
trombocyter graduellt. De negativa kontrollytorna gav ingen vésentlig respons.

Efter trombocytadsorption sa skoljdes ytorna med PBS-buffert samt fixerades under 15 minuter med
2% glutaraldehyd. Ytorna firgades (inférgning av aktinskelett) enligt sedvanliga protokoll samt
analyserades med fluorescensmikroskopi vid olika positioner pa ytorna. Figur 15 visar representativa
trombocyter vid positioner med hdg (A) respektive 1ag (B) partikeltickning.

Exempel 4. Utvirdering av mikrobiell adhesion till hydrofoba nanopartikelgradienter

”Lénga” gradienter med 10 nm guldnanopartiklar fabricerades pa guldytor modifierades med
maleimid-PEG och oktantiol enligt exempel 2 ovan. Detta gav gradienter av hydrofoba partiklar mot
en bakgrund av proteinavvisande PEG. Fimbrierade E-coli adsorberades till ytorna under statiska
forhallanden samt utsattes for kontrollerad skdljning under tio minuter. Kvarvarande bakterier
fargades med accredineorange samt DAPI varpé ytorna analyserades med lupp samt
fluorescensmikroskop. Figur 16 visar en sektion av en gradientyta med adsorberade E-coli fargade
med accredineorange vid 14g forstoring samt en positiv kontrollyta (oktantiol) samt en negativ
kontrollyta (ditiol modifierad med maleimid-PEG). Yttdckningen av nanopartiklar vid olika positioner
1 gradienten bestimdes med SEM, den relativa yttickningen anges i respektive bild. Den inféllda
bilden visar tva stycken bakterier firgade med DAPI vid storre forstoring. Notera att utbredningen av
bakterier fordandras kraftigt vid 20% yttackning.
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PATENTKRAV

1. En metod for att preparera en kontinuerlig gradient av deponerade och
elektriskt laddade nanopartiklar (200), 1-1000 nm, lings med en plan fast yta som
innefattar att méngden deponerade partiklar/ytenhet ér relativt hég pa den ena sidan av
gradientytan och relativt 1ag pa den motsatta sidan och som ocksé innefattas av att
avstandet mellan de deponerade partiklarna regleras med hjélp av elektrostatisk
repulsion av partiklar i 16sning vid deponeringstillfillet, kinnetecknad av att

en plan fast yta (203) placeras i en saltfri eller ndra saltfri 16sning (402) med
ytladdade nanopartiklar (200);

en saltlosning (403) skiktas under 16sningen (402) och tillats diffundera in i
16sningen (402);

sa att graden av elektrostatisk repulsion mellan deponerade partiklar
astadkommes genom avpassad diffusion av en saltldsning (403) in i 16sning (402)

innehéllande nanopartiklar (200).

2. Metod enligt krav 1, samt att diffusionen av saltlésningen astadkommes
genom att en saltlosning med relativt h6g densitet och koncentration skiktas under
saltfri 16sning i en sérskild anordning och att den gradvisa deponeringstitheten av
miéngd nanopartiklarna pa den sagda ytan regleras genom diffusionstiden och

koncentrationen av salt i saltlosningen.

3. Metod enligt krav 1 samt att diffusionen av saltlésningen gérs fran en
avgridnsad behéllare som anbringas pa en plan matris som ocksé innehéller nanopartiklar

och vars bottenyta helt eller delvis har kontakt med den sagda plana ytan.

4. Metod enligt ndgot av kraven 1-3 samt att nanopartiklarna utgores av metall,

keramiskt material inklusive glas eller polymermaterial.

5. Metod enligt ndgot av kraven 1-4 samt att sagda yta utgores av metall,
keramiskt material inklusive glas eller polymermaterial.

6. Metod enligt ndgot av kraven 1-5 samt att bindningskrafter mellan
nanopartiklar och sagda yta helt eller delvis bestar av kovalent bindning,
metallbindning, van der Waals-bindning, vitebindning, dipol-dipolbindning eller jon-
dipolbindning.
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7. Metod enligt nagot av kraven 1-2 samt att den sagda plana ytan utgores av
en guldyta som fatt binda ditiolreagens och att guldpartiklar kovalent ocksa binder till
tiol grupper pa ditiolguldytan.

8. Metod enligt ndgot av kraven 1-2 samt att negativt laddade, men ¢j
ytbindande, nanopartiklar blandas med ytbindande nanopartiklar vid
deponeringstillfillet i avsikt att forbéttra spridningsgrad, och forhindra klusterbildning
av ytbindande deponerade partiklar.

9. Metod enligt ndgot av kraven 1-6 samt att en ytpreparation, avsedd for
analys av adsorptionsfenomen, tillverkas sa att ytpreparationen innehaller tre separata
ytor varav en yta har samma ytkemi som partikelytan, en yta har samma ytkemi som

den sagda ytan samt en yta som utgores av sagd gradient yta.

10. Metod enligt ndgot av kraven 1-3 eller 9, samt att positioner markeras pa
den sagda gradientytan sa att mikroskopisk analys av adhesionsforsok underlittas.

11. Metod enligt ndgot av kraven 1-3 eller 9, samt att utvirderingsmetoden vid
adsorptionsforsok pa sagd gradientyta utgores av iSPR.

12. Metod enligt ndgot av kraven 1-3 eller 9, samt att utvirderingsmetoden vid
adsorptionsforsok pa gradientyta utgéres av elektrokemisk metodik pa en for éindamalet
avsedd gradientyta med nérliggande elektriskt isolerade avsnitt.
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