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Har nanostrukiurer effekt
pa bakterienes evne til G
feste seg til overflater?

Pawel Kallas har studert bakterienes festeegenskaper pa biomaterialers overflater i sin avhandling. Det er
grunn til 3 tro at bakterienes festeevne blir pavirket av nanostrukturer pa overflaten. Funnene kan fa

betydning for fremtidig utforming av implantater.
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awel Kallas avhandling ved avdeling for
biomaterialer ved Det odontologiske fakultet
ved Universitetet i Oslo har tittelen “Bacterial
and Host Response to Nanostructured Surfaces”.
- Formalet med prosjektet var a utforske
hvordan nanostrukturerte overflater pavirker bakterienes
evne til 4 feste seg, forteller Pawel.

Pawel gnsket & se om nanostrukturerte overflater har en
innvirkning pa bakterienes evne til a feste seg, og om ulike
overflater har ulik effekt pa denne evnen. Malet er a
bekjempe infeksjoner i munnhulen forarsaket av biomateri-
aler. Dette inkluderer ikke bare materialer som brukes som
erstatning for tenner, som implantater, men ogsa biomate-
rialer som brukes til medisinsk behandling, og kan
forarsake infeksjoner i kroppen.

Forskningen til Pawel Kallas har bidratt til a forsta
hvordan nanostrukturerte overflater pavirker bakterienes
evne til 3 feste seg. Dette kan ha betydning for utviklingen
av implantater og medisinsk utstyr i fremtiden. Ved a kunne
kontrollere overflatens struktur, kan man potensielt
forhindre infeksjoner og forbedre pasienters livskvalitet.
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Elementer pa nanoniva - en bit av puslespillet
Nanostrukturerte overflater er overflater med mikroskopis-
ke elementer pa nanoniva. Nano refererer til en milliarddel
av vanlig sterrelse, og males i nanometer, som er sveert sma
enheter. Disse overflatene er s3 sma at de ikke kan sees
med det blotte gye eller vanlige mikroskoper. For &
observere dem, ma man bruke spesialiserte mikroskoper
med sveert hgy opplasning, som elektronmikroskoper.

Selv om bakterier er mye stgrre enn nanostrukturer, har
disse sma elementene en effekt pa bakterienes evne til
feste seg. Det er ulike teorier om hvordan nanostrukturerte
overflater pavirker bakterienes evne. Vi ville se pa avstan-
den mellom nanopartiklene og se om det forte til at
bakteriene fester seg eller ikke, sier Pawel.

- Hva var de viktigste funnene i prosjektet ditt?

- Resultatene vare viste at nanostrukturerte overflater
hadde en pavirkning pa bakterienes evne til a feste seg. |
noen tilfeller ble festeegenskapene redusert ndr nanostruk-
turerte overflater var til stede. Studien viste ogsa at tilstede-
veerelsen av proteiner pa overflatene hadde betydning for
bakterienes festeegenskaper. Selv om dette prosjektet ikke
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Pawel Kallas har forsket pa bakteriers festeegenskaper pa biomaterialers overflater. Her er Kallas avbildet med en bakterie i kosedyrformat.

forandrer verden, er denne avhandlingen et bidrag til
fagfeltet, som en liten del av et storre puslespill. S hdper
jeg at det kan bidra til 3 gjore perspektivet og betydningen
forstaelig for fremtidens generasjoner, sier Pawel.

Preparering og modifisering av overflater

Vi brukte to forskjellige typer overflater. | den forste
artikkelen laget vi overflater dekket med silica nanopar-
tikler i en gradient eller stigende form. Siden vi ensket &
teste overflatens nanotopografi og hvilken effekt denne
hadde pa bakterienes festeevne trengte vi overflater med
bestemt avstand mellom nanopartiklene. Fgrst da kunne vi
vite hvordan det pavirket hvordan bakterier festet seg til
biomaterialoverflatene. Den store utfordringen var a kunne
lage mange nok overflater som var helt identiske da vi
trenger mange helt like overflater til forsgkene. De forste
overflatene med silica-partikler var ikke reproduserbare
nok og skapte en del trebbel. Men dette problemet Iaste vi
med a samarbeide med et laboratorium i Glasgow. De
kunne bruke litografi til & skape helt bestemte overflater
som vi designet, deretter kunne vi bruke denne overflaten
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til a «trykke» hundrevis av identiske overflater med hjelp av
sproytestaping.

Metoden var perfekt, sier Pawel. Og dessuten var det en
god ting vi laget i Igpet av dette prosjektet, vi skapte
sakalte graderinger, stigninger. Det vil si at nanomensteret
forandrer seg underveis. Selve dekningen av overflaten
forandret seg underveis. Sa vi kunne begynne fra hgy
dekning av overflaten, og det minsket etter hvert til et lite
niva av likt nanomenster som dekket overflaten. Takket
vaere dette systemet kunne vi teste et substrat pa en
overflate innenfor et eksperiment, mens vi samtidig testet
mange ulike typer avstander mellom nanopartiklene, og
det var fantastisk at vi fikk til, forteller Pawel.

Vanligvis tester andre grupper eller andre prosjekter kun
én type overflate med et spesifikt mgnster samtidig. Og de
ma gjenta eksperimentet sveert mange ganger eller teste
med ulike overflater og ulike oppsett. Men vi kunne teste
mange scenarier innenfor samme enkle overflate. Sa det
var veldig praktisk for oss og dessuten var det ikke sa
ressurskrevende som det ellers kunne vaert. Sa testet vi ut
dette i et flytcellesystem.
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Bakterier i flytcellesystem
- Hva er et flytcellesystem?

- Det er praktisk talt som et lite kammer. Vi plasserte
overflaten i kammeret, satte pa et glasslokk sa vi faktisk
kunne se hva som skjedde. Sa spraytet vi inn bakterier, og
vi spylte overflaten med bakterier. Takket veere dette
systemet blir ikke bakterienes festeevne pavirket av
eksterne faktorer. Det blir ikke kontaminert av stav som
faller eller lignende. Det dreier seg kun om bakterienes
evne til a feste seg pa overflaten. Pa denne maten far vi
dekket mange forskjellige overflatedekker med bakterier
pa en flate. Og vi kan teste innenfor de samme forholde-
ne. Andre grupper eller prosjekter ma bytte overflater
hele tiden for a teste ulike overflatedekker, og da kan det
oppstd sma feil med flytcellesystemet eller noe. Sa det
var fint at vi kunne gjennomfere eksperimentet pa dette
viset.

Bakterier og ulike overflater

Sa testet vi noen fa ulike bakterier. | forbindelse med den
forste artikkelen om nanopartiklene testet vi bakteriene
Staphylococcus aureus og Streptococcus mitis. Staphy-
lococcus aureus har en sveert vanlig utbredelse blant
generelle infeksjoner nar det gjelder implantater, men det
er ikke sa vanlig hos tannimplantater. Og Streptococcus
mitis er en bakterie som finnes i munnhulen og er en av de
forste implantatkolonisatorene, s& den er mer relevant for
materialer som brukes i tannimplantater. Pa disse overflate-
ne observerte vi at festeegenskapene ble redusert ved
forekomst av nanopartikler.

Den andre tilneermingsmaten med EBL, eller elektron-
strale litografi, nanoprintet overflate, testet vi for Esche-
richia coli (E. coli), som er en kjent bakterie for urinveisinfek-
sjon forarsaket med kateter.

Vi testet ogsa ulike typer E. coli. En som viser fimbria, et
protein som finnes pa noen typer E. coli. Fimbria har sma
tubeformete kjennetegn, som kan pavirke bakterienes
evne til & feste seg. Og det er en virulent faktor som kan
bidra til infeksjoner i kateter. | tillegg testet vi ogsa to E.
coli-mutanter, som var uten protein, ansvarlig for a skape
fimbria. Og vi viste at tilstedevaerelsen av fimbria reduserte
festeegenskapene til E. coli pa de overflatene vi testet.
Forskjellige typer E. coli oppferer seg annerledes, selv om
de kanskje kommer fra den samme familien eller typen. Det
er ogsa veldig interessant. Det har vi tatt i betraktning for
den senere testingen.
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| den andre artikkelen, da vi bare testet E. coli og dens
mutanter pa overflater, som ikke var dekket med proteiner,
viser det et mgnster over hvilke omrader bakterier
foretrekker a feste seg til, men med et klinisk aspekt. Vi ma
ta med i betraktning at overflatene ogsa vil pavirkes av
andre faktorer, for eksempel tilstedevaerelsen av proteiner,
som gjor at bakterier vil feste seg til dem. Det er flere
forhold som ma tas i betraktning for 8 komme fram til en
avgjerende konklusjon.

Alt i alt viste vi at bakterier og deres festeegenskaper,
ble pavirket av overflatene vi utformet. Det var ogsa viktig
for tilstedevaerelsen av proteiner. Hvilket er sveert viktig for
dette forskningsfeltet generelt sett.

Proteinbelagte overflater

Den siste delen av prosjektet handler ogsa om proteinbe-
lagte overflater. Det gyeblikket vi setter inn et implantat i
munnhulen eller i en menneskekropp er proteiner det
forste implantatet blir dekket med, fordi det er til stede i
kroppsveesker som blod og spytt. Vi gjorde forsgk med fire
forskjellige typer proteiner eller opplgsninger.

Det var fibrinogen, som finnes opplegst i blodet, i tillegg
til collagen, spytt og menneskelig serum. | alle opplgsnin-
gene er fibrinogen det forste proteinet som fester seg til
overflaten pa implantatet. Vi dekket overflatene som var
laget med elektronstrale litografi. Sa gjorde vi forsgk med
E.coli for a se hvilken effekt det hadde pa overflater dekket
av proteiner. Vi observerte at tilstedevaerelsen av proteiner
ogsa reduserte mengden av bakterier som festet seg til
overflaten.

- Hva var det viktigste du oppdaget i prosjektet ditt?

- Overflater i nanostrukturert sterrelse pavirker
bakterienes evne til & feste seg og dette kan brukes i
fremtidig utforming av implantater. Proteinlaget styrer
0gsa hvordan bakterier fester seg, som i implantater til bruk
i munnhulen og i utstyr til medisinsk bruk der overflatene
kan dekkes pa denne maten.

Utsette infeksjoner?

Fremtidens generasjoner vil kanskje kunne gjore dette for a
unnga at bakteriene fester seg pa implantatet slik at vi
unngar infeksjon. Kanskje blir det mulig & utsette infeksjo-
nen. Det kan bli vanskelig & bli fullstendig kvitt infeksjonen,
fordi det er bakterier til stede i munnhulen. Men kanskje
kan vi utsette det, slik at pasienter unngar @ matte ha en ny
operasjon etter ett ar eller at det tar flere ar for de nar det
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punktet at de ma flerne implantatet. Det avgjgrende er at vi

onsker a forbedre pasienters livskvalitet og prosjektet mitt
er en liten brikke i et sterre puslespill.

- Hvilke metoder brukte du?

- Jeg laerte teknikkene for partikler pa nanoniva, de
dekkede overflatene, i Goteborg. Labben der utviklet
teknikken og vi gnsket & ta det til et nytt niva og preve det
ut i forbindelse med bakterier og deres evne til a feste seg
pa overflater. Utfordringen er a skape like overflater. Vi
kunne lage overflater av nanopartikler innenfor samme
eksperiment, og de ble forskjellige.

Det var vanskelig, fordi det er sa mange feil som kan
oppsta, faktorer du ma ta med i betraktning. Er det
fordelingen av nanopartikler pa overflaten som blir
pavirket eller er det hele dekningen av overflaten som
pavirkes? Det var utfordrende.

Da beveget vi oss fremover til de andre overflatetypene
med elektronstrale litografi som allerede er etablert. Men
poenget er at man kan lage eller utvikle enhver type
overflate man gnsker og i enhver form man har gnske om.
Vi hadde @nske om reproduserte nanostrukturerte
overflater, sa vi lagde nanosgyler, de er runde eller

halvkuleformet. Men man kan ogsa lage dem piggete eller
akkurat slik man @nsker dem, og det er utrolig at man kan
fa laget dem akkurat slik man vil ha dem. For sa & teste dem
for evnen bakterier har til a feste seg.

Prosjektet er gjort i samarbeid med Nordisk Institutt for
Odontologiske Materialer (NIOM) og Universitet i Glasgow. Jeg
jobbet med & studere bakterier pa NIOM, fordi de har utstyret
og mulighetene til a jobbe med det. Chalmers tekniska
hogskola i Goteborg bisto med ferste delen av prosjektet der
vi utviklet overflater dekket med nanopartikler. Veiledere og
samarbeidspartenere har veert Hakon Valen Rukke, Mats
Hulander, Martin Andersson og Havard J. Haugen.
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