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Streszczenie

Nanokrystaliczny diament (NCD) przejawia szereg
interesujgcych wiasciwosci. Niektore z nich mogg byc¢
atrakcyjne w zastosowaniach biomedycznych. Niniej-
Sze opracowanie dotyczy badan nad anty-oksydacyj-
nymi wtasciwosciami NCD, jego tombozgodnoscig
oraz odpornoscig na powstawanie biofilmu. Badania
zrealizowano stosujgc nastepujgce metody:

1. Obserwacja luminolo-zaleznej luminescencji, wy-
wotywanej przez reaktywng forme tlenu (kwas pod-
chlorawy) generowang przez chloramine T w osoczu
krwi, w obecno$ci proszkéw diamentowych. Intensyw-
no$¢ mierzonej luminescencji jest wprost proporcjo-
nalna do ilosci reaktywnych form tlenu w badanym
uktfadzie. Stwierdzono, ze obecno$¢ proszkow dia-
mentowych znamiennie i w sposob zalezny od ich
koncentracji wptywata na obnizenie ilosci kwasu pod-
chlorawego.

2. Obserwacja adhezji ptytek krwi do badanych po-
wierzchni z uzyciem skaningowego mikroskopu elek-
tronowego. Wykazano, ze ptytki krwi tylko w niewiel-
kiej iloSci, w porownaniu z powierzchnig stali medycz-
nej, przylegaty do powierzchni NCD. Jednak skazy
powierzchni NCD byty miejscem intensywnej adhezji
plytek Krwi.

3. Obserwacja zasiedlania badanych powierzchni
przez komorki E.coli, z zastosowaniem mikroskopu
fluorescencyjnego. Pokazano, ze bakterie najchetniej
kolonizowaty powierzchnie stali medycznej 316L.
Znacznie stabiej powierzchnie stopu tytanu Ti6AI4V.
Najbardziej oporna na kolonizacje komérkami E.coli
byta powierzchnia NCD. Uzyskane wyniki wskazujg
réwniez na wzrost podatno$ci na kolonizacje przez
mikroby powierzchni optaszczonej biatkami.

Wstep

Powierzchnia implantu kontaktujgca sie z ptynami ustro-
jowymi jest miejscem wielu waznych i czesto nie do konca
poznanych proceséw. Dla przykfadu, korozja metalu pro-
wadzi do gromadzenia sie jondw metalu w otaczajgcej tkan-
ce, co czasami moze by¢ wysoce toksyczne. Z drugiej stro-
ny korozja moze przyczyniac sie do utraty mechanicznych
wiasciwosci implantu. Niepozadane odkfadanie sie biatek
oraz adhezja komérek do powierzchni implantu przezna-
czonego do kontaktu z krwig moze prowadzi¢ do stopnio-
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Abstract

Nanocrystalline diamond (NCD) exhibits several in-
teresting properties. Some of them can be attractive
in biomedical applications. This study concerns of
research on anti-oxidative properties of NCD, its
thrombocompatibility, as well as its resistance to bac-
terial biofilm formation. Results were obtained using
following methods:

1. Observation of luminol-depend luminescence
caused by reactive oxygen species (hypochlorous
acid) generated by chloramine T in blood plasma, in
the presence of diamond powders. The intensity of
measured luminescence is directly proportional to the
amount of reactive oxygen species in the system. We
have found, that presence of diamond powder parti-
cles (DPP) significantly and concentration-depend-
ently causes decrease in hypochlorous acid amount.
2. Observation of platelets adhesion to examined sur-
face with use of scanning electron microscopy (SEM).
It was proved, that blood platelets adhered to NCD
surface only in a very small amount when compared
to medical steel surface. However, defects of the NCD
surface were the place of intensive platelet adhesion.
3. Observation of colonization of examined surfaces
by E.coli cells, was performed with use of fluores-
cence microscope. It was shown that bacteria colo-
nized predominantly medical steel 316 L surface
whereas titanium alloy Ti6Al4V surface was colo-
nized considerably less. NCD surface was the most
resistant to E.coli cells colonization. The received
results also point higher susceptibility to microbial
colonization of surface coated by proteins.

Key words: nanocrystalline diamond, diamond
powders, reactive oxygen species, antioxidant, plate-
let adhesion, microbial colonization, biofilm

Introduction

An implant surface allowed for contact with body fluids
is a place of numerous important but often underestimated
processes. For example, a metal corrosion leads to depo-
sition of the metal ions in the surrounding tissue, and it
sometimes can be extremely toxic. On the other hand, cor-
rosion can cause loss of mechanical features of implant.
Deposition of proteins and cell adhesion to the implant sur-
face, predicted for contact with blood, is unwelcome and



wego ograniczania jego roli az do catkowitej utraty jego
funkcji. Podatnos¢ powierzchni implantu na kolonizacje
przez mikroorganizmy jest wysoce niepozgdana i moze byc¢
przyczyng groznych infekcji. Nawet bardzo starannie przy-
gotowana i sterylna powierzchnia implantu, jezeli jest przy-
jazna dla mikroorganizmoéw, moze by¢ przez nie skoloni-
zowana. Ukryte w warstwie biofilmu oportunistyczne mi-
kroorganizmy moga by¢ nieosiggalne dla uktadu immuno-
logicznego i mogg stac sige odporne na srodki farmakolo-
giczne stanowigc jednoczes$nie zrodto toksycznych substan-
cji i potencjalne zagrozenie masywng infekcjg. Powszech-
nie uwazane jako najbardziej biozgodne sg materiaty wy-
twarzane na bazie stopéw tytanu oraz materiaty ceramicz-
ne. Jednak i one nie sg wolne od wad. Wydaje sie, ze po-
wierzchniowe modyfikowanie materiatdbw metalicznych
moze dostarczy¢ materiatéw wysoce biozgodnych, dobrze
tolerowanych przez organizm biorcy oraz wykazujgcych te
cechy, ktére sg odpowiednie dla danej grupy implantow.
Ostatnio uwaga nasza skupiona byta na badaniu warstw
nanokrystalicznego diamentu (NCD) zsyntetyzowanych na
powierzchniach metali. Warstwa NCD wytwarzana byta w
reaktorze prézniowym metodg RF CVD. Metoda ta (1) jest
obecnie stosowana do modyfikacji powierzchni metali. Ana-
liza strukturalna i chemiczna warstw weglowych wytworzo-
nych tg metodg pokazuje obecnos$¢ warstwy nanokrysta-
licznego diamentu (96% czystego diamentu) a pozostatg
czes¢ stanowig alotropowe formy wegla. Warstwa NCD
wykazuje bardzo obiecujgce wtasnosci mechaniczne i jest
dobrze tolerowana przez organizm biorcy (2), wykazuje
pozytywne cechy w kontakcie z krwig (3) dodatkowo uka-
zujgc swe antyoksydacyjne wiasciwosci (4). Prezentowa-
ne ponizej wyniki ukazujg oporno$¢ warstwy NCD na ad-
hezje ptytek krwi oraz na kolonizacje mikrobiologiczng.
Potwierdzajg réwniez wczesniej opisane dziatanie antyok-
sydacyjne (4).

Materiaty i metody

Materiat biologiczny

Krew pobierano od zdrowych dawcow, nie przyjmuja-
cych w okresie co najmniej dwoch tygodni przed badaniem
zadnych lekow. Wszyscy dawcy byli poinformowani o ce-
lach prowadzonych badan i wyrazili zgode na oddanie krwi.
Jako antykoagulantu uzyto cytrynianu sodowego w konco-
wym stezeniu 3,8%. Osocze ubogoptytkowe uzyskiwano z
krwi cytrynianowej poprzez wirowanie 1000xg, 10 minut w
temperaturze pokojowej. Uzyskane osocze byto porcjowa-
ne i przechowywane w temperaturze -70°C. Aby ograni-
czy¢ przypadkowe straty fibrynogenu, osocze rozmrazane
byto przed uzyciem w temp. 37°C, bez mieszania.
Komoérki bakteryjne E. coli (szczep K12) pochodzity z In-
stytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu £ édzkiego.

Odczynniki chemiczne
Wszystkie odczynniki chemiczne zastosowane w bada-
niach kupiono od firmy SIGMA-ALDRICH.

Proszki diamentowe

Proszki diamentowe uzyskane zostaty w Zaktadzie In-
zynierii Biomedycznej Wydziatu Mechanicznego Pt pod-
czas procesu wytwarzania nanokrystalicznych warstw dia-
mentowych metode RF CVPD.

Przygotowanie prébek

Prébki w ksztatcie krgzkéw o $rednicy 8 mm i grubosci 2
mm wykonane zostaty ze stali medycznej (316L) i stopu
tytanu (Ti6AI4V). Przygotowane zostaty przez obrobke skra-
waniem (toczenie), nastepnie polerowane mechanicznie i
elektrochemicznie. Na niektére prébki wykonane ze stali
medycznej naniesiono warstwe NCD wykorzystujgc meto-

can lead to a gradual reduction of the implant function, up
to a total loss of an expected benefits. A susceptibility of an
implant surface to bacterial colonization is essentially un-
welcome and can be a reason of dangerous infections. Even
very carefully prepared and sterilized implant surface, if
friendly for microbes, can be colonized by them. The op-
portunistic microbes, hidden in a biofilm layer, can be not
attained for immunological system and can also be resist-
ant to pharmacological agents. It becomes a source of toxic
substances and make a potential risk of massive infection.
Titanium alloys and ceramic materials are generally ac-
cepted as the most biocompatible. However, they are not
free from faults. It seems, that modified metallic surface
can give us highly biocompatible materials, well tolerated
by a recipient body, and wearing properties suitable for
given implant. Our recent effort was focused on examina-
tion of nanocrystalline diamond (NCD) layers synthesized
on a metal surfaces. NCD layer was formed in a vacuum
reactor chamber by a radio frequency plasma activated
chemical vapor decomposition (RF PCVD) method (1).
Structural and chemical analysis of carbon coating, pro-
duced by this method, revealed the presence of
nanocrystalline diamond (96% pure diamond), apart from
other allotropic carbon forms. NCD coating exhibits very
promising mechanical features and is very well tolerated
by a recipient body (2), exhibits positive features in contact
with blood (3), and additionally showing its anti-oxidative
properties (4). The results presented below show resist-
ance of NCD surface to platelet adhesion and microbial
colonization, and also proved earlier described anti-
oxidative properties (4).

Materials and methods

Biological material

Blood was taken from healthy donors, who had abstained
from any medicines for at least two weeks before the ex-
amination. All donors were informed about aims of con-
ducted research and gave assent for blood collection. So-
dium citrate was used as an anticoagulant in final concen-
tration 3,8 %. Platelet poor plasma (PPP) was obtained
from citrated blood by centrifugation at 1000xg, for 10 min-
utes at room temperature. The PPP was portioned and
stored at -74°C, in order to reduce an accidental loss of
fibrinogen, plasma was defrozen at 37°C just before its use.
E.coli cells (strain K12) were from Department of Molecu-
lar Biophysics, University of Lodz.

Chemical reagents
All chemical reagents, used in this research, were pur-
chase from SIGMA-ALDRICH.

Diamond powders

Diamond powders (DPP) were obtained in the Institute
of Biomedical Engineering, Mechanical Department, Tech-
nical University of Lodz, during production of nanocrystalline
diamond layer by RF PCVD method.

Sample preparation

Samples, disc-shape of 8 mm diameter and of 2 mm
thickness, were made of stainless steel 316 L or titanium
alloy Ti6AI4V. The discs were prepared using machining
procedures. Stainless steel samples were then mechani-
cally and electrochemically polished. Same samples made
of medical steel were subjected with NCD by RF PCVD
method.

Effect of DPP presence on blood plasma luminescense

Diamond powder suspension was prepared for 24 hours
before the experiment. The powder was suspended in PBS
buffer (140 mM NaCl in 0.2 M phosphate buffer, pH 7.4), in
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de RF CVPD.

Efekt obecnosci proszkéw diamentowych na lumine-
scencje osocza

Na 24 godziny przed doswiadczeniem przygotowano
zawiesing proszku diamentowego w buforze PBS ( 140 mM
NaCl w 0,2 M buforze fosforanowym, pH 7,4), wilosci 1 g
proszku na 1 ml buforu.

Badania przeprowadzono w 96 studzienkowej ptasko-
dennej mikroptytce (NUNCK). Do studzienek dodawano:
25 yl ubogoptytkowego osocza krwi, 10 yl chloraminy T (4
mM) oraz odpowiednig ilo$¢ proszku diamentowego: 0,
0,001, 0,025, 0,5, 0,1 mg. Catos¢ uzupetniano do objetosci
210 pl buforem PBS. Bezposrednio przed rozpoczeciem
pomiaru dodawano 20 pl luminolu. Dodatkowo wykonywa-
ne byly dwie kontrole nie zawierajgce proszku diamento-
wego. Ponadto kontrola | nie zawierata chloraminy T, a
kontrola druga nie zawierata osocza. Pomiaru intensywno-
$ci luminescencji dokonywano co 3 minuty, w temperatu-
rze 37°C, w czasie 20 minut, korzystajgc z wielofunkcyjne-
go czytnika mikroptytek VICTOR 1420 (WALLAC) w Za-
ktadzie Biofizyki Molekularnej i Medycznej Uniwersytetu
Medycznego w todzi. Kazdy badany proszek analizowany
byt w trzech powtdrzeniach.

Ocena podatnosci powierzchni na adhezje ptytek krwi

Probki wykonane ze stali medycznej, oraz te pokryte
warstwg NCD, preinkubowane byty w obecnosci osocza
ubogoptytkowego przez 12 godzin w 4°C. Nastepnie byty
doktadnie ptukane w buforze PBS i poddane kontaktowi z
cytrynianowg krwig ludzkg w ciggu 1godziny. W tym cza-
sie probki byty delikatnie mieszane. Kazda probka inkubo-
wana byta osobno. Po zakonczeniu inkubacji probki do-
ktadnie obmywano PBS-em a nastepnie utrwalano w 3%
glutaraldehydzie (w PBS) w czasie 1 godziny w temp. 4°C.
Utrwalone prébki odwadniane byty w rosngcym stezeniu
etanolu i suszone w strumieniu powietrza. W koncowym
etapie preparatyki probki pokryto 20 nm warstwg ztota (w
napylarce JEE - 4 X Jeol). Do analizy powierzchni prébek
zastosowano skaningowy mikroskop elektronowy HITACHI
S - 3000N, bedgcy wtasnoscig Instytutu Inzynierii Materia-
towej Politechniki Lodzkiej. Obserwacje prowadzono przy
napieciu 5 kV. Uzyskane obrazy gromadzone byly w pa-
mieci komputera w celu ich poréwnawczej analizy.

Ocena opornosci powierzchni na kolonizacje przez
komérki E.coli

Kazda z prébek umieszczona zostata w oddzielnym
pojemniku i zanurzona w pozywce o sktadzie: NaCl (1%),
baktopepton (1%), ekstrakt drozdzowy (0,5%), pH7,0. Do
pozywki dodano komérki E.coli (2 10%ml) i prowadzono
hodowle przez 3 dni w temp 28°C, z delikatnym miesza-
niem. W odrebnej czesci eksperymentu prébki byty podda-
ne dziataniu roztworu albuminy wotowej (BSA) (10 mg/ml)
lub osocza krwi ubogo ptytkowego (PPP) w czasie 24go-
dzin. Po przemyciu wodg destylowang prébki te traktowa-
no jak powyzej. Po ukonczeniu hodowli probki byty doktad-
nie przemywane wodg destylowang i poddane znakowa-
niu fluorescencyjnemu.. Na powierzchnie kazdej z probek
nanoszono 20ml roztworu znacznika bis-benzidiny (100 pg/
ml) i pozwolono na jego wnikniecie do wnetrza komorek
(10 min. 28°C) chronigc prébki od $wiatta. Znacznik we
wnetrzu komérek wigzat sie z dwuniciowg formg DNA i tyl-
ko w tej formie byt fluorescencyjnie aktywny. Fluorescen-
cyjnie znakowane probki poddano obserwacji przy pomo-
cy fluorescencyjnego mikroskopu TE 200 (Nikon) w Insty-
tucie Biofizyki Uniwersytetu £6dzkiego w todzi. Obrazy
fluorescencyjne rejestrowane byty przy pomocy cyfrowego
aparatu fotograficznego a nastepnie analizowane w celu
okreslenia liczby komérek E.coli zasiedlajgcych badang

the amount of 1 g of DPP per 1 ml of buffer. Study was
performed in flat-bottom 96 wells microplate (NUNCK). To
each well there was added 25 ml of platelet poor plasma,
10 ml of chloramine T (4 mM) and appropriate amount of
diamond powder: 0, 0.001, 0.025, 0.5, 0.1 mg. Wells were
then filled up with PBS to volme of 230 ml with PBS. Imme-
diately before measurement 20ml of luminol was added.
Two control samples, free from diamond powder, were in-
cluded. The first one did not contain chloramine T, whereas
the second one did not contain plasma. Measurement of
luminescence intensity was taken every third minute at tem-
perature of 37°C, within 20 minutes, with use of multipur-
pose microplate reader VICTOR 1420 (WALLAC). The in-
strument was available for us in Department of Molecular
and Medical Biophysics, Medical University of Lodz. Each
sample of diamond powder was analyzed in triplicate.

Evaluation of susceptibility to platelet adhesion

Samples made of medical steel and these coated with
NCD were preincubated in platelet poor plasma for 12 h at
4°C. After that, the samples were washed with phosphate
buffer and exposed to contact with citrated whole human
blood for 1 h. During this exposition samples were gentle
mixed. Each sample was incubated separately. The sam-
ples, after contact with blood, were washed with PBS, and
fixed for 1 h at 4°C with 3% glutaraldehyde in PBS. The
fixed samples were then dehydrated with gradient series
of ethanol and air-dried. Finally samples were coated with
20 nm thick gold film in a sputtering apparatus (JEE - 4 X
Jeol). HITACHI S - 3000N scanning electron microscope,
which is owned by Institute of Material Sciences and Engi-
neering, Technical University of Lodz, was used to exam-
ine of the specimens. Observations were made at a volt-
age of 5 kV. Pictures were collected in computer memory
for further comparative analysis.

Resistance of surface to bacterial colonization

Every sample was placed into a separate container and
submerged in medium containing NaCl (1%), bactopeptone
(1%) and yeast extract (0,5%), pH 7,0. A low count of E.coli
cells (2 © 10%per ml) was added into the medium and incu-
bation was continued for 3 days at 28°C, with gentle mix-
ing. In a separate set of experiments samples were
pretreated with bovine serum albumin (BSA) (10 mg/ml),
or human platelet poor plasma (PPP), for twenty four hours.
After that, samples were extensively washed out, with dis-
tiled water, and then were subjected to the same treat-
ment as described above. The incubation was finished by
extensive washing of samples with distilled water. Then
samples were flourescently labeled by administration of
20ml of a fluorescent marker solution bis-benzidine (100/
ug/ml) onto each sample surface. The day was allowed to
penetrate inwards cells (10 min. 28°C), in the dark. The
fluorescent marker in cell interior was assimilated by dou-
ble-strand DNA and in this form was fluorescently active.
Finally, bacterial cells present at the sample surface were
detected with the fluorescence microscope (Nikon TE 200)
in the Department of Molecular Biophysics, University of
Lodz. The pictures were documented with a CCD camera
and were subjected into further analysis of quantity of E.coli
cells present at the samples surface. The results from three
independent experiments were statistically evaluated us-
ing the F-Snedecor test followed by the t-Student test.

Results and discussion

Any material designed for implants production must rig-
orously fulfill definite conditions. In the first-order it has to
be non-toxic for recipient body. It can not interfere with com-



powierzchnie. Wyniki uzyskane z trzech niezaleznych do-
Swiadczen poddano ocenie statystycznej przy uzyciu testu
F-Snedecor’a oraz testu t-Studenta.

Wyniki i dyskusja

Materiat przeznaczony do wytwarzania implantow musi
rygorystycznie spetniac okreslone warunki. W pierwszym
rzedzie musi by¢ nietoksyczny dla organizmu biorcy nie
moze interferowa¢ z powszechnie uzywanymi srodkami
farmakologicznymi a jego obecnos¢ musi by¢ dobrze tole-
rowana przez organizm biorcy. Ogolnie mowi sie wtedy, ze
dany materiat jest biozgodny i dobrze biotolerowany. Jed-
nak w zaleznosci od specyficznych warunkéw w jakich ma
pracowac¢ implant narzucane sg dodatkowe warunki, kt6-
rych spetnienie jest niezbedne z punktu widzenia otaczajg-
cych tkanek. Implanty kostne, przeznaczone do obrasta-
nia tkankg kostng, muszg mie¢ odpowiednio przygotowa-
ng powierzchnie umozliwiajgcg dobrg adhezje komorek krwi
i wtasciwy rozwoj osteoblastow. Z kolei implanty przezna-
czone do kontaktu z krwig muszg charakteryzowac sie bar-
dzo niskg podatnoscig na przyleganie komérek krwi i bra-
kiem aktywacji uktadu krzepniecia i fibrynolizy. Pogodze-
nie tak przeciwstawnych oczekiwan w jednym idealnym
materiale jest niemozliwe. Dlatego tez coraz czesciej dgzy
sie do ukierunkowanej modyfikacji powierzchni implantu w
celu osiagniecia specyficznych jego cech. Wytwarzanie
warstw nanokrystalicznego wegla na metalicznych mate-
riatach wydaje sie by¢ wtasciwym krokiem w kierunku uzy-
skania materiatu przyjaznego kontaktowi z krwig. Warstwa
NCD charakteryzuje sie bardzo dobrymi parametrami me-
chanicznymi, ogranicza procesy korozyjne i wykazuje ko-
rzystng aktywnos$c biologiczng (4).

Osocze krwi ludzkiej sktada sie z biatek i sktadnikow
mineralnych rozpuszczonych w wodzie oraz rozproszonych
tam sktadnikéw ttuszczowych. Jest to miejsce bardzo in-
tensywnie zachodzacych proceséw biochemicznych, w tym
powstawania i dezaktywacji wolnych rodnikow i reaktyw-
nych form tlenu. Te wysoce aktywne chemicznie czastecz-
ki, jesli pozostajg zbyt dtugo w kontakcie z aktywnymi bio-
logicznie makroczasteczkami, sg przyczyng niezliczonych
chemicznych modyfikacji tych makroczgsteczek skutkuja-
cych zmianami w ich aktywnosci biologicznej. W przepro-
wadzonym doswiadczeniu wykorzystano model zaleznej
od luminolu luminescencji, ktérej intensywnos$¢ jest propor-
cjonalna do ilosci aktywnej formy tlenu - kwasu podchlora-
wego, generowanego przez zewnetrznie dodang chlora-
mine T. Nasze badania wykazaty, ze obecnos¢ proszkow
diamentowych w osoczu ludzkim przyczynia sie do usuwa-
nia tego silnego oksydanta. RYS.1 przedstawia wyniki po-
miaru intensywnosci luminescencji w funkcji koncentrac;ji
proszku diamentowego w osoczu. Nalezy jednak zauwa-
zy€, ze sposrod przebadanych proszkow niektore nie prze-
jawiaty tej cechy lub ich dziatanie byto znacznie stabsze.
Na obecnym etapie badan nie potrafimy wskazac ani przy-
czyny aktywnosci proszkéw w usuwaniu oksydantéw, ani
tez cechy proszku determinujgcej jego antyoksydacyjne
witasciwosci.

Adhezja ptytek krwi do powierzchni implantu posredni-
czona jest przez adhezywne biatka osocza krwi. Preinku-
bacja prébek stali medycznej i stali medycznej pokrytej
warstwg NCD w osoczu ubogoptytkowym sprzyjata odkfa-
daniu sie biatek na powierzchniach. Nastepujgcy po tym
etapie krétkotrwaty kontakt z petng krwig skutkowat adhe-
zjg ptytek krwi do badanych powierzchni. Jak wynika z
przedstawionych przyktadowych fotografii ze skaningowe-
go mikroskopu elektronowego (RYS. 2), ptytki krwi spora-
dycznie przylegaty do powierzchni NCD, natomiast w du-

monly administered drugs and has to be tolerated by a re-
cipient body well. Generally one can say then, that mate-
rial is biocompatible and well exhibits high biotolerance.
However in dependence on particular circumstances, in
which implant has to work, additional conditions must be
fulfilled in contact with surrounding tissue. Bone implants,
designed to integrate with bone tissue, have to be prepared
for enabling good adhesion of blood cells and proper growth
of osteoblasts. On the other hand, implants designed for
contact with blood have to be characterized by very low
susceptibility to blood cells adhesion and lack of activation
of thrombosis and fibrynolisis. Reconciliation so opposed
expectations in one ideal material is impossible. Therefore
present strategies are more and more often oriented to
modification of implant surface in aim of achievement its
specific needs. Production of nanocrystalline carbon lay-
ers on metallic materials seems to be proper step in a di-
rection of obtaining of material friendly for contact with blood.
NCD layer is characterized by very good mechanical pa-
rameters, limits of corrosion and it also shows profitable
bioactivity (4).

Plasma of human blood consists of proteins, mineral
components dissolved in water and dispersed aliphatic com-
ponents. This is the place of very intense biochemical proc-
esses, between others formation and deactivation of free
radicals and reactive oxygen species occur there. If these
chemically extremely active molecules stay in too long con-
tact with biologically active macromolecules, they cause
innumerable chemical modifications of these macromol-
ecules. In conducted experiments we have used the luminol
dependent luminescence model, where the intensity of lu-
minescence is proportional to quantity of reactive oxygen
species - the hypochlorous acid, generated by the added
chloramin T. Investigation shows that the presence of dia-
mond powders in human plasma contributes to remove this
strong oxidant.

FIGURE 1 presents results of measured luminescence
intensity in plasma as a function of amount of DPP. It is
worth to note, that some of examined DPP did not manifest
these properties or their effect was considerably weaker.
The present stage of investigation do not allow us to indi-
cate neither the reason of various activity nor mechanisms
of anti-oxidative property of DPP.

Platelet adhesion to implant surface is mediated by ad-
hesive proteins of blood plasma. Preinkubation of samples
with platelet poor plasma causes accumulation of proteins
on the surfaces. Following this stage, short contact with
whole citrated blood resulted in adhesion of blood platelets
to the studied surfaces. As it is seen in FIGURE 2 pictures
obtained with scanning electron microscope depict rarely
adhered platelet to NCD surface, whereas large number of
platelets was found on medical steel surface. The only ex-
ception was found on damaged fragment of NCD surface,
where different blood cells was found.

A susceptibility of surfaces of examined materials to mi-
crobial colonization and biofilm formation should be seri-
ously considered during the procedure of implant design
and production. If not, opportunistic microorganisms,
present in a very limited number in recipient’s body, could
colonize the implant surface. It is extremely difficult to de-
stroy a bofilm structure and fight down microbes present
therein. Very often implant with surface-present biofilm has
to be removed or exchanged. In our hands medical steel
(316L), titanium alloy (Ti6Al4V) and medical steel coated
NCD layer showed various susceptibility to E.coli cells colo-
nization. As it is shown in FIGURE 3, the most susceptible
to bacterial colonization was medical steel. Considerably
less susceptible was titanium alloy whereas the highest re-
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zej liczbie byty znajdowane na powierzchni stali medycz-
nej. Wyjatek stanowity obszary uszkodzonej warstwy NCD,
gdzie znajdowane byty rézne elementy morfotyczne.
Podatno$¢ materiatu, przeznaczonego do produkcji im-
plantéw, na kolonizacje mkroorganizmami i tworzenie na
powierzchni biofilmu powinna by¢ czynnikiem eliminujgcym
ten materiat z zastosowan. W przeciwnym wypadku, na-
wet najbardziej rygorystycznie przestrzegane normy jato-
wosci w przygotowania implantu i jego umieszczenia w ciele
biorcy moga nie ustrzec przed rozwijajacy sie infekcjg opor-
tunistyczng. Oportunistyczne mikroorganizmy, ciggle obec-

M Medical Steel 316L EITi6AI4V D Ti6AI4V with NCD

400
350
300

Percent of E.coli cells
N
o
o

No protein- Albumin- Blood
treatment  pretreatment plasma-
pretreatment

RYS. 3. Porownanie ilosci komérek E.coli na
powierzchni badanych materiatéw. llos¢ komoérek
znajdujacych sie na stali medycznej, nie
inkubowanej z biatkiem, przyjeto za 100%.

FIG. 3. Comparison of quantity of E.coli cells
found at the studied surfaces. The quantity found
at the protein non-treated medical steel was used
as 100%.

RYS. 1. Zmiany w intensywnosci luminescencji
w osoczu krwi jako funkcja czasu oraz ilosci DPP.
FIG. 1. Luminescence intensity observed for
blood plasma as a function of time and DPP
amount.

sistance to bacterial colonization exhibited surface of NCD
layer.

Summing up, a high trombocompatibility additionally
supported by the resistance to microorganisms coloniza-
tion and anti-oxidative proprieties of NCD layer, indicate
this material as a very promising for use in contact with
blood.

Surface of NCD Surface of medical steel
deposited on medical
steel

RYS. 2. Wynik analizy SEM adhezji ptytek krwi do
stali medycznej (po prawej) i stali medycznej
pokrytej NCD (po lewej).

FIG. 2. Results of SEM analysis of blood platelet
adhesion to medical steel (right) and NCD coated
medical steel (left).




ne w niewielkiej liczbie w ciele biorcy, wykorzystajg bez-
warunkowo sytuacje gdy tylko znajdg przyjazng sobie po-
wierzchnig. Gdy juz skolonizujg te powierzchnig i wytwo-
rzg biofilm, walka z nimi bedzie praktycznie niemozliwa.
Implant taki nadaje sie tylko do wymiany. Badane przez
nas materiaty - to jest stal medyczna, stop tytanu (Ti6AI4V),
oraz stal medyczna pokryta warstwg NCD, wykazaty roz-
norodng podatnosé na kolonizacje komérkami E.coli. Jak
tatwo zauwazy¢ na RYS. 3. Najbardziej podatna na koloni-
zacje bakteryjng byt stal medyczna. Znacznie mniej podat-
ny byt stop tytanu. Najwyzszg oporno$¢ na zasiedlanie
komaérkami bakteryjnymi wykazywata powierzchnia NCD.

Reasumujgc nasze badania, wysoka trombozgodnosé
warstwy NCD, poparta dodatkowo opornoscig na koloni-
zacje mikroorganizmami i wkasciwosciami antyoksydacyj-
nymi, dobrze rokuje w zastosowaniach tego materiatu w
kontakcie z krwig.
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Streszczenie

Komunikat przedstawia wtasciwosci pokry¢ dia-
mentopodobnych otrzymanych w metodzie RF PCVD
(Radio Frequency Plasma Chemical Vapour Deposi-
tion) na kwarcowych rdzeniach Swiattowodow typu
PCS (Polymer Clad Silica), ktére mogg by¢ wykorzy-
stane jako gtowice czujnikéw. Poruszono problem
technologicznego osadzana warstw DLC i NCD na
podfozach dielektrycznych oraz opracowano sposob
umieszczania probek w reaktorze i takiego przepro-
wadzenia procesu, aby otrzymac oczekiwany efekt.
Zaprezentowano wptyw parametrow procesu osadza-
na na transmisje $wiattowodu. Otrzymane pokrycia
mozna scharakteryzowac jako trwate i cechujgce sie
dobrg adhezja. Wykonano zdjecia pokry¢ za pomo-
cg Skaningowego Mikroskopu Elektronowego (SEM)
oraz Mikroskopu Sit Atomowych (AFM). Eksperyment
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Abstract

The manuscript presents properties of diamond-
like carbon cladding deposited with the Radio Fre-
quency Plasma Chemical Vapour Deposition (RF
PCVD) method onto Polymer Clad Silica (PCS) opti-
cal fibre, which can be used as a sensing head. A
technological subject of depositing diamond-like car-
bon (DLC) and nanocrystalline diamond (NCD) lay-
ers onto dielectric substrates is also raised. An origi-
nal way of placing samples in a plasma reactor and
process taken in order to get a desirable effect were
worked out. An influence of deposition process pa-
rameters on fibre’s transmission is presented. The
coats can be characterized by good adhesion and
stability. Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Atomic Force Microscopy (AFM) images of the de-
posited layer were made. The experiments prove very
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