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agregaty ptytkowe o réznej wielkosci (2-8 ptytkowe na-
Ti6AI4V i 8-12 ptytkowe na TiN). W przypadku wegloazot-
kow (TiCN) krwinki ptytkowe sg zaktywowane tylko nie-
znacznie, co manifestuje sie zmiang ksztattu, brakiem wy-
raznych pseudopodiéw i brakiem agregatéw. Do prébki
TiCN (16% at.C) zaadherowato dwukrotnie wigcej ptytek
krwi niz do TiCN (4% at.C). Reasumujgc, mozna wskazac
wegloazotek tytanu o zawartosci wegla 4% jako najbardziej
trombozgodny materiat sposréd badanych.
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Streszczenie

Adsorpcja i odktadanie sie biatek osoczowych na
sztucznych powierzchniach implantow medycznych,

size (2-8 platelets on Ti6A14V and 8-12 platelets on TiN).
For a contrast, the platelets adhered to carbonitride (TiCN)
surfaces are only slightly activated - with a shape change,
lack of pseudopodia and lack of aggregation. It is worth to
note, that twice as many platelets adhered to the TiCN (16%
at.C) surface than to the TiCN (4% at.C) surface. In a con-
clusion it can be stated that, among the examined materi-
als, titanium carbonitride with 4% of carbon exhibit the low-
est activating properties.
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Abstract

Adsorption and deposition of plasma proteins at
artificial surfaces of medical implants promote cell
adhesion process. SPR-biosensors, working in the
BiaCore system, enable studies in a real time of the
phenomenon of protein deposition onto surfaces of

ATERIALOW

Y

wspomaga proces adhezji komorek. Zjawisko to sta-
nowi powazny problem w implantologii. UZycie bio-
sensorow SPR, pracujgcych w systemie BiaCore,

titanium and NCD (nanocrystalline diamond) . It was
shown, that sensors covered with very thin layers (less
then 30 nm) of both, titanium and NCD, exhibit simi-
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umozliwia badania odktadania sie biatek na powierzch-
niach tytanu i na warstwach NCD (nanocrystalline dia-
mond), w realnym czasie trwania procesu. Pokaza-
no, ze sensory pokryte bardzo cienkimi warstwami
(ponizej 30 nm), zaréwno tytanu jak i NCD, charakte-
ryzujg sie czutoscig poréwnywalng do czutosci sen-
sora kontrolnego.

Stowa kluczowe: BiaCore, plazmonowy rezonans
powierzchniowy, warstwy weglowe, adsorpcja biatek.
[Inzynieria Biomateriatéw, 43-44, (2005), 16-20]

Wstep

Oddziatywanie powierzchni biomateriatow z ptynami ustro-
jowymi ma zasadnicze znaczenie w okreslaniu ich biozgod-
noéci. Wiadomo, ze adsorpcja i odkfadanie sie biatek oso-
cza krwi na sztucznych powierzchniach implantéw, ma de-
cydujgce znaczenie w procesie adhezji komorek - zaréwno
elementéw morfotycznych krwi, osteoblastow, komorek en-
dotelialnych i innych komérek organizmu biorcy, jak i bakte-
rii. W konsekwencji zjawisko to moze by¢ pozytywng cechg
biomateriatu (osteointegracja), lub prowadzi¢ to do utraty funk-
cjonalnosci implantu i/ lub reakcji zapalnych, niebezpiecz-
nych dla organizmu. Dlatego wydaje sie bardzo istotng spra-
wa monitorowanie interakcji powierzchni biomateriatu z biat-
kami zawartymi w ptynach fizjologicznych, szczegoélnie w
warunkach ich przeptywu. System BiaCore daje mozliwo$¢
prowadzenia takich badan. Pozwala on na $ledzenie od-
dziatywan molekut w realnym czasie trwania procesu [1, 2].

Zjawisko SPR

Centrum systemu BiaCore stanowi sensor SPR, wyko-
rzystujgcy optyczne zjawisko zwane powierzchniowym re-

lar sensitivity as a control gold-surface sensor.

Key words: BiaCore, surface plasmon resonanse, e e @ ® o ®

carbon coatings, proteins adsorption.
[Engineering of Biomaterials, 43-44, (2005), 16-20]

Introduction

An interaction of body fluids with biomaterials surfaces
is crucial for determination of biocompatibility. It is well
known, that adsorption and deposition of plasma proteins
on the artificial surfaces of implants promote process of cell
adhesion. It concerns of blood cells, osteoblasts, endothe-
lial cells and other type of recipient's cells, as well as bacte-
ria. Consequently, it may be a positive feature of biomate-
rial (osteointegration), or it can result in functional loss of an
implant and/or inflammatory reactions which are danger-
ous for the organism. Thus, it is very important to monitor
interactions of biomaterials with plasma proteins, especially
under flow conditions. The BiaCore system enables such
the studies. The system allows to monitor interactions of
molecules in the real time of the process [1, 2].

SPR phenomenon

The core of BiaCore system is a SPR-sensor, which
employs optical phenomenon referred to as the surface plas-
mon resonance (SPR). In order to describe SPR, it is help-
ful to start with the phenomenon of total internal reflection
(TIR), which occurs when a light beam, propagates in a
medium of higher reflactive index, meets an interface at a
medium of lower reflactive index at an angle of incidence
above a critical angle. These media are separated by very
thin metalic layer. In these conditions, oscylations of free
electrons of metalic layer - plasmon, are excited. Excitation
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RYS. 1. Zjawisko catkowitego wewnetrznego odbicia na granicy dwéch osrodkéw i wzbudzenie
powierzchniowego rezonansu plazmonowego. k_, i k, sa odpowiednio wektorami falowymi plazmonu i
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padajacego swiatta, natomiast n, i n, sa wspétczynnikami zatamania swiatta. llustracja pochodzi z materiatéw Y
promocyjnych firmy BiaCore AB [4]. LLl
FIG. 1. The phenomenon of total internal reflaction on the boundary of two media and the excitation of surface Z|_

plasmon resonance. ksp and k_correspond to a wave vector of plasmon and incidenting light, respectively. n, i
n, are the coefficients of light refraction, respectively. The scheme comes from promotional materials of BiaCore
AB company [4].
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FIG. 2. The scheme presents principle of operation of the BiaCore system. The scheme comes from promotional

materials of BiaCore AB [4].

zonansem plazmonowym (SPR - surface plazmon rezonan-
se). Zjawisko to zachodzi gdy fala $wietlna pada na granice
dwaoch osrodkow, roznigeych sie gestosciami optycznymi,
rozdzielonych cienkg warstwg metalu, pod katem wiekszym
od kata granicznego. Nastepuje wéwczas catkowite we-
wnetrzne odbicie (TIR - total internal reflection) fali $wietl-
nej. Jednoczes$nie w takich warunkach wzbudzane sg oscy-
lacje swobodnych elektronéw warstwy metalicznej - plazmo-
nu. Wzbudzenie oscylacji, czyli pochtoniecie przez plazmon
Scisle okreslonej porcji energii, uwidacznia sie jako deficyt
energii, odczytywany pod okreslonym katem odbicia, za-
leznym od warunkéw rezonznsu. (RYS. 1).

Czujnik SPR najczesciej stanowi szklana plytka pokryta
cieniutkg warstewkg ztota (40 - 50 nm). Ta metaliczna war-
stwa kontaktuje sie z kanatem przeptywowym, w ktérym
znajduje sie badany ptyn fizjologiczny. Obecno$¢ makro-
czgsteczek przy powierzchni sensora zmienia wtasciwosci
dielektryczne osrodka optycznie rzadszego. Rezonans pla-
zmonowy jest bardzo czuty na zmiany statej dielektryczne;j.
Kazda zmiana wartosci ¢ tego osrodka wigze sie ze zmia-
ng warunkow rezonansu plazmonowego, a wiec ze zmiang
kata Swiatta odbitego, dla ktérego wystepuje deficyt ener-
gii. Istnieje mozliwos¢ wyznaczenia masy makromolekut,
znajdujacych sie przy powierzchni sensora, korzystajgc z
zaleznosci pomiedzy wspotczynnikiem zatamania Swiatta
(wartoscig statej dielektrycznej) roztworu i stezeniem ma-
kromolekut [5]. Zasade odczytu zmiany masy przy po-
wierzchni sensora demonstruje RYSUNEK 2.

A

Cel pracy

Celem badan byto znalezienie warunkéw odpowiednich
do przygotowania biosensoréw SPR, pokrytych warstwg
tytanu lub NCD, pozwalajacych na obserwacjg interakcji tych
materiatow z przeptywajgcymi makromolekutami.
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Do badan zastosowano komercyjnie dostepne sensory
(SIA-kit) zakupione w firmie BiaCore AB (Uppsala, Szwe-
cja), przeznaczone do samodzielnego pokrywania po-
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of oscillations, it means adsorption of very precise portion
of energy by plasmon, is revealed as a deficiency of en-
ergy, read-out by definite reflection angle.

SPR sensor consist of glass plate with a thin gold layer
(40-50 nm). This metallic layer is in conctact with flow chan-
nel, which is filled with tested fluid. The presence of
makromolecules at the surface, changes the dielectric prop-
erties of lower reflactive index medium. The plasmon reso-
nance is very sensitive to changes of dielectric constant (e).
The change of ¢ induces modification of plasmon resonance
conditions. It results in energy deficiency in the respective
angle of reflected light. It is possible to determine the mass
of macromoleculs, present at the sensor's surface, using
the dependence between light reflection coefficient (the
value of dielectric constant) of solution and concentration
of macromolecules [5]. The principle of read-out of mass
change on the sensor surface demonstrates FIGURE 2.

The aim

The aim of this study was to find optimal conditions for
preparing SPR sensors, coated with titanium or NCD lay-
ers, which allow us for observation of materials in contact
with flowing macromoleculs.

Materials and methods

In this study commercially available sensors (SIA-kit,
BiaCore AB, Uppsala, Sweden) predicted for coating with
the tested materials were used (FIG. 3). The sensor sur-
face was coated with titanium layer, with thickness of 10,
20 or 30 nm (manufactured by prof. Bogdan Wendler), or
with NCD layer, with thickness of around 10 nm. Titanium
was deposited using magnetron sputtering whereas NCD
was synthesised using RFPCVD method (Radio Frequency
Plasma Chemical Vapour Deposition) [3]. A sensitivity of
prepared sensors was tested for various concentrations of
glucose (0-70%). PBS was used as a basic buffer (10 mM
phosphate buffer containing 140 mM NaCl). Platelet poor
plasma was used for study of proteins interactions with sen-
sor surface.
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RYS. 3. Biosensor SPR z przygotowang po-
wierzchnia tytanu.
FIG. 3. SPR sensor prepared with titanium layer.

FYodVIE

wierzchni czynnej sensora warstwg badanego materiatu
(RYS. 3). Na powierzchnie sensoréw naniesiono warstwe
tytanu o grubosci 10, 20 lub 30 nm (wykonane przez prof.
Bogdana Wendlera), lub warstwe NCD o grubosci okoto 10
nm. Tytan nanoszono przy uzyciu magnetronu, natomiast
NCD wytworzono metodg RFPCVD (Radio Fregency Pla-
sma Chemical Vapour Deposition) [3]. Czutos¢ tak przygo-
towanych sensoréw testowano dla réznych stezen glukozy
(0-70%). Jako bufor podstawowy stosowano PBS (10 mM
bufor fosforanowy zawierajgcy 140 mM NaCl). Do badania
oddziatywania biatek z powierzchnig sensora uzyto ubogo-
ptytkowego osocza krwi ludzkiej.
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RYS. 5. Sensogram dla powierzchni sensora z
warstwg tytanu (10 nm) oddzialywujacego z
roztworem glukozy o narastajacym stezeniu.
FIG. 5. The sensogram obtained for sensor surface
coated with titanium (10 nm) during contact with
increasing glucose concentration.

Rezultaty i dyskusja

Obecnos¢ warstwy NCD na powierzchni sensora potwier-
dzono przy pomocy analizy ramanowskiej (RYS. 4). Anali-
za ta wskazuje na obecno$¢ fazy diamentowej (1330 - 1350
nm) i grafitowej (1580 nm).

Czuto$¢ detekcji poszczegodlnych sensoréw okreslano
stosujgc glukoze w narastajgcym stezeniu. RYS.5 przed-
stawia przyktadowy sensogram, uzyskany dla warstwy ty-
tanu o grubosci 10 nm. Zwiekszajgca sie wysokos¢ sygna-
tu odpowiada wzrostowi masy (wzrastajgce stezenie glu-
kozy) przy powierzchni sensora, wynikajacej z przeptywu
ptynu o roéznej gestosci.

Badania pokazaly, ze czuto$¢ przygotowanych senso-
réw z warstwg NCD lub tytanu (o grubosci warstwy 10 nm)
jest poréwnywalna z czutoscig sensora kontrolnego (war-
stwa ztota) (RYS. 6). Warstwa tytanu o grubosci 20 nm po-
woduje znaczny spadek czutosci sensora, natomiast gru-
bos¢ warstwy tytanu siegajgca 30 nm powodowata utrate

Results and discussion

The presence of NCD layer on the sensor surface was
confirmed by Raman spectrometry (FIG.4). This analysis
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RYS. 4. Widmo Ramana powierzchni sensora
przed i po naniesieniu warstwy NCD.

FIG. 4. Raman spectra of sensor surface with and
without NCD layer.

confirms the presence of diamond (1330 - 1350 nm) and
graphite (1580 nm).

The sensitivity of individual sensor was determined us-
ing glucose in increasing concentration. The sensogram
obtained for titanium surface, with thickness of 10 nm, is
shown at the FIG. 5. The increase in signal value corre-
sponds to the increase of mass (increasing content of glu-
cose) at sensor surface, which results from flow of solution
with different concentratin.

This study shows, that sensitivity of prepared sensors
with NCD layer or titanium layer (thickness of 10 nm) is
comparable to sensitivity of control sensor (gold alone) (FIG.
6). The sensitivity decreases when the thickness of the layer
reach 20 nm, and is completely lost for layer thickness of
30 nm (FIG. 6).

The preliminary studies performed with titanium coated
sensor, tested in contact with blood plasma, showed possi-
bility to read-out a difference of resonance signal value cor-
responding to the mass of deposited proteins during the
flow (FIG. 7).
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RYS. 6. Zaleznos¢ sygnatu rezonansu od stezenia
glukozy.

FIG. 6. The dependence between signal resonance
and glucose concentration.
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wtasciwosci sensora.
Przeprowadzone wstepne badania oddziatywania po-
wierzchni czynnej sensora tytanowego z osoczem krwi
(RYS.7) pokazaty, ze mozliwy jest odczyt réznicy wysoko-
Sci sygnatu rezonansu, odpowiadajgcy masie biatek odto-
zonych na powierzchni sensora w trakcie ich przeptywu.
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