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Streszczenie

Przeprowadzone przez nas badania wstepne doty-
czyty sprawdzenia zdolnosci do wzrostu komdrek $rod-
btonka ludzkiego na powierzchni wybranych biomate-
riatéw, takich jak stal medyczna, stopy tytanu oraz
materiatow modyfikowanych takich jak TiN i NCD (dia-
ment nanokrystaliczny). Komdrki srodbtonka hodowa-
no na powierzchni probek, w ksztatcie dyskow. Probki
wykonane byly ze stali medycznej (AISI 316 L) w sta-
nie dostawy, stali medycznej polerowanej, stali medycz-
nej polerowanej i pokrytej warstwg NCD, stopu tytanu
Ti6Al4V, tego samego stopu pokrytego warstwg NCD
oraz stopu tytanu z warstwg TiN. Na podstawie ho-
dowli komdrek srodbtonka w ciggu 19 godzin wykaza-
lismy, Ze byty one zdolne do wzrostu na kazdej z bada-
nych powierzchni biomateriatow, jednak wykazywaty
rézng zdolnos$¢ do adhezji i przezycia na kazdej z tych
powierzchni. Zgodnie z malejgcq liczbg komoérek zna-
lezionych na badanych powierzchniach, mozna je upo-
rzgdkowac w nastepujgcy sposob: surowa stal medycz-
na, polerowana stal medyczna, polerowana stal me-
dyczna pokryta warstwg NCD, stop tytanu pokryty
warstwg NCD, stop tytanu, i stop tytanu pokryty war-
stwg TiN. Analiza lizatéw komdrkowych, z zastosowa-
niem elektroforezy dwukierunkowej, wykazata znacz-
ne réznice w profilach biatkowych komérek hodowa-
nych w obecnosci réznych biomateriatow.

Stowa kluczowe: biomateriaty, NCD, TiN, komor-
ki srodbtonka
[Inzynieria Biomateriatow, 43-44, (2005), 21-24]

Wstep

Szereg witasciwosci powierzchni biomateriatéw odgrywa
znaczgcq role w powodzeniu zabiegdéw chirurgicznych z
uzyciem implantow. Diugotrwaty kontakt komérek srodbton-
ka z biomateriatem moze miec¢ kluczowe znaczenie dla prze-
biegu wielu procesow biologicznych. Odpowiedz komorek
endotelialnych na taki kontakt moze by¢ bardzo istotnym
czynnikiem w powstawaniu stanéw zapalnych, krzepnieciu
krwi, angiogenezie i w wielu innych procesach, w ktérych
komorki $rodbtonka biorg udziat. W przypadku rekonstruk-
cji naczyn lub chirurgii serca, komorki srédbtonka pozosta-
ja w bezposrednim kontakcie z powierzchnig implantu. Ba-
dania oddziatywan komorek srédbtonka z powierzchnig bio-
materiatu sg takze bardzo wazne w dziedzinie produkcji
biomateriatow. Dotychczas niewiele wiadomo na temat wia-
sciwosci adhezyjnych komorek srodbtonka eksponowanych
na kontakt z biomateriatami. Celem tych badan byto spraw-
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Abstract

Our preliminary study concerned the ability of hu-
man endothelial cells to grow on the surface of se-
lected biomaterials, such as medical steel and tita-
nium alloys, both unmodified and surface modified with
TiN and NCD (nanocrystalline diamond). Cells were
cultured on the surface of discoidal shape samples of
the following materials: crude medical steel (AISI 316
L), polished medical steel, NCD coated polished medi-
cal steel, titanium alloy Ti6Al4V, NCD coated titanium
alloy, and titanium alloy coated with TiN. Following 19
hours of culture growth of endothelial cells on the
above biomaterials, no surface entirely free from the
cells was found. It was found, however, that the cells
revealed different ability do adhere and grow on each
of these surfaces. The sequence of materials exhibit-
ing an order of detected cells, decreasing from the
highest number to the lowest one, was as follows:
crude medical steel, polished medical steel, NCD
coated polished medical steel, NCD coated titanium
alloy, titanium alloy and titanium alloy with TiN sur-
face. A 2D electrophoresis of protein lysates of en-
dothelial cells, grown on different biomaterial surfaces,
revealed significant differences in protein profile of the
cells cultured in the presence of different biomaterials.
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cells

[Engineering of Biomaterials, 43-44, (2005), 21-24]

Introduction

There are several features of biomaterial surfaces that
play a fundamental role in a successful use of a surgery
implant. A long-term contact of endothelial cells with a bio-
material can be crucial for many biological processes. A
response of endothelial cells to this contact may be a high
importance factor in the course of such processes as in-
flammation, blood coagulation, angiogenesis and many oth-
ers, in which endothelial cells play a key role. In the case of
reconstructive arterial or cardiac surgery the cells are in di-
rect contact with an implant surface. Controlling the inter-
action of cells with biomaterial surfaces is also fundamental
to biomaterial industry. Little is known about the adhesive
properties of endothelial cells exposed to the contact with
biomaterials. The aim of the study was to assess and com-
pare the ability of endothelial cells to grow on the surface of
medical steel (AISI 316L), titanium alloys (Ti6AI4V) as well
as on the surface of the same materials modified with thin
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dzenie i porébwnanie zdolnosci komorek srodbtonka do wzro-
stu na powierzchni stali medycznej (AlSI 316L), stopu tyta-
nu (Ti6AI4V) i powierzchniach materiatdw modyfikowanych
tj. azotku tytanu (TiN) i nanokrystalicznego diamentu (NCD),
oraz zbadanie potencjalnych réznic w profilu biatkowym
komorek hodowanych w kontakcie z wybranymi biomate-
riatami.

Materialy i metody

Przygotowanie probek biomateriatow

Prébki stali medycznej AISI 316L oraz stopu tytanu
Ti6AI4V przygotowane zostaty standardowymi metodami
obrébki mechanicznej. Pokrycia NCD na badanych préb-
kach wykonane zostaty w Zaktadzie Inzynierii Biomedycz-
nej, Politechniki tédzkiej, kierowanym przez Prof. Stanista-
wa Miture. Modyfikacje powierzchni stopu tytanu do azotku
tytanu (TiN) wykonano w laboratorium Wydziatu Inzynierii
Materiatowej, Politechniki Warszawskiej, kierowanym przez
Prof. Tadeusza Wierzchonia.

Hodowla komérkowa - warunki standardowe

Materiatem badawczym byta linia komoérek srodbtonka
ludzkiego EA.hy 926, otrzymana w wyniku fuzji komoérek
Srodbtonka ludzkiego, pochodzacych z zyly pepowinowej,
z linig komérkowg nowotworu ptuc A549 [1]. Komorki EA.hy
926 byty hodowane z uzyciem pozywki DMEM z dodatkiem
10% surowicy wotowej, antybiotyku oraz HAT (100 uM hy-
poxantyny, 0,4 uM aminopteryny, i 16 yM tymidyny). Ho-
dowle prowadzono w temperaturze 37°C, przy wilgotnosci
nasycenia, w atmosferze 5% CO,.

Hodowla komérek na powierzchni biomateriatow

Przemyte alkoholem (70%) i wysuszone probki badanych
materiatow, krgzki: 8 mm Srednicy i 2 mm grubosci, byty
umieszczane w oddzielnych studzienkach 48-dotkowych
ptytek do hodowli komérkowej w 500 pl pozywki DMEM
(10% FBS, 1/250 PS, 1/100 HAT). Do studzienek dodawa-
no nastepnie 200 pl zawiesiny komoérek EA.hy 926. Komor-
ki hodowano nastepnie przez 19 godzin w standardowych
warunkach. Po inkubacji prébki usuwano delikatnie ze stu-
dzienek i na ich powierzchnie nanoszono 5 pl znacznika
fluorescencyjnego bis-benzamidyny. Po 15 minutach inku-
bacji w ciemnoéci, probki ogladano w mikroskopie fluore-
scencyjnym (Olympus GX71), a obrazy komérek dokumen-
towano z uzyciem aparatu cyfrowego.

Elektroforeza dwukierunkowa (2D)

Komorki EA.hy 926 hodowano 24 godziny w obecno$ci
stali medycznej lub NCD, w standardowych warunkach.
Nastepnie komorki trypsynizowano, przemywano buforem
PBS, pH 7,4 i rozpuszczano w buforze lizujgcym (8M mocz-
nik, 4% CHAPS, 2% bufor IPG 3-10, 1% DTT). Probki
oczyszczano uzywajgc zestawu 2-D Clean-Up Kit (Amer-
sham Biosciences) i biatka (75 pg) rozdzielano w zelu me-
todg elektroforezy dwukierunkowej [2, 3] z uzyciem apara-
tu Multiphor Il (Amersham Biosciences). Pierwszy kierunek
wykonano na paskach IEF pH 3-10, a drugi kierunek w zelu
SDS-PAGE 12,5%. Biatka w zelu barwiono srebrem, a uzy-
skane rozdziaty dokumentowano z uzyciem skanera optycz-
nego.

Wyniki i dyskusja

Ocene zdolnosci adhezyjnych komorek sroédbtonka ludz-
kiego do wybranych biomateriatéw przeprowadzono poprzez

films of titanium nitride (TiN) and nanocrystalline diamond
(NCD), and to check for any differences in a protein profile
of the cells grown in a contact with selected biomaterials.

Materials and methods

Preparation of samples of biomaterials

Samples of medical steel AISI 316L and titanium alloy
Ti6Al4V were prepared by standard mechanical process-
ing. NCD coatings were deposited at the Department of Bio-
medical Engineering, Technical University of Lodz, Poland,
headed by Prof. Stanistaw Mitura. Titanium alloy surface
modification to titanium nitride was performed in the labora-
tory of Faculty of Materials Sciences, Warsaw University of
Technology, headed by Prof. Tadeusz Wierzchon.

Cell culture - standard conditions

The human endothelial cell line EA.hy 926 is derived from
the fusion of human umbilical vein endothelial cells with con-
tinuous human lung carcinoma cell line A549 [1]. EA.hy
926 cells were routinely cultured in Dulbecco's modified
Eagle's medium with high glucose, containing 10% FBS,
supplemented with HAT (100 uM hypoxanthine, 0.4 uM ami-
nopterin, and 16 yM thymidine), and antibiotics. Culture
flasks were maintained at 37°C in a humidified atmosphere
of 5% CO, and 95% of air.

Cell culture on biomaterials

Samples of the studied materials, having a form of 8 mm
in diameter and 2 mm thick discs were washed with 70%
ethanol, dried and placed face up in separate wells of 48
well tissue culture plate, and were immersed in 500 ul DMEM
medium (10%FBS, 1/250 PS, 1/100 HAT). The samples
were supplemented with 200 pl of EA.hy 926 cells suspen-
sion. The cells were cultured for 19 hours in standard con-
ditions. After that, the samples were gently removed from
wells, and 5 pl of bis-benzamidine, a fluorescent dye, was
applied onto each sample surface. After 15 minutes of in-
cubation, in the dark, the samples were inspected with fluo-
rescence microscope (Olympus GX71). The observed cells
were documented with a CCD camera.

2D gel electrophoresis

EA.hy 926 cells were cultured for 24h in the presence of
medical steel or NCD in a standard conditions. Subse-
quently, the cells were trypsinized, washed with PBS, pH
7.4 and suspended in a lysis buffer (8M Urea, 4% CHAPS,
2% buffer IPG 3-10, 1% DTT). Samples were purified with
Plus One 2-D Clean-up Kit (Amersham Biosciences) and
75 ug of proteins were separated in 2-D electrophoresis [2,
3] with use of Multiphor Il system (Amersham Biosciences).
The first direction of electrophoresis was performed with
IEF strips, pH 3-10, and the second with 12.5 % SDS poly-
acrylamide gels. The proteins were detected by silver stain-
ing and gels were documented with an optical scanner.

Results and discussion

Adhesive properties of human endothelial cells were
evaluated on the basis of their ability to grow, in standard
condition, on selected biomaterials, such as medical steel
and titanium alloys, both unmodified and surface modified
with TiN and NCD. The ability of the cells to adhere and to
grow was estimated after 19 hours of incubation, as a
number of alive cells found attached to the investigated
surfaces. A scheme of the experiment is presented in FIG.
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stali medycznej, stopu tytanu i modyfikowanej powierzchni
tych materiatow, to jest TiN i NCD Zdolnos¢ do adhezji i
wzrostu oceniono na podstawie liczby komoérek, ktore po
19 godzinnej inkubacji byly zywe i pozostawaty przyklejone
do badanego podtoza. Schemat eksperymentu przedsta-
wiony jest na RYS.1.

Obrazy zywych komérek, hodownych w kontakcie z ba-
danymi materiatami, uzyskane z pomoca mikroskopu flu-
ororoscencyjnego przedstawione sg na RYS. 2. Komorki
kontrolne hodowane byty na standardowych ptytkach ho-
dowlanych bez zastosowania jakiegokolwiek biomateriatu..
Komorki $rodbtonka adherowaty w pewnym stopniu do
wszystkich badanych materiatéw, jednak diugotrwaty ich
kontakt ze sztucznymi powierzchniami, zmieniat ich zdol-
nos¢ do przezycia na zastosowanym podtozu. Biomateria-
ty mozna nastepujgco uporzadkowac¢ wedtug malejacej licz-
by komérek zdolnych do rozwoju na ich powierzchni: zwy-
kta stal medyczna, stal medyczna polerowana, polerowana
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T
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RYS. 3. Typowy zel 2D uzyskany z rozdziatu lizatu
biatkowego komoérek srodbtonka hodowanych
przez 24 godz. w standardowych warunkach
hodowli w obecnosci stali medycznej oraz w
obecnosci NCD. Zaznaczono obszary zawierajace
biatka o zwiekszonej ekspresji w stosunku do
kontroli.

FIG. 3. Representative 2D-gels of protein lysates
of human endothelial cells grown for 24 hours at
standard conditions, in the presence of medical
steel or NCD. Circled areas indicate the proteins,
that were expressed at a different amount when
compared to control cells.
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RYS.1. Schemat eksperymentu majacego na celu
okreslenie zdolnosci komoérek srédbtonka do
wzrostu na powierzchni biomateriatu.

FIG.1. A scheme of the experiment testing the
ability of endothelial cells to grow on a surface
of a biomaterial.

RYS. 2. Wptyw wy-
branych bio-
materiatéw na zdol-
nosc¢ komoérek
srodbtonka EA.hy
926 do wzrostu po
19 godz. hodowli.
FIG. 2. Effect of
selected bio-
materials on the
ability of endothelial
cells EA.hy 926 to
grow after 19 hrs of
culture.
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biomaterials, taken under a fluorescence microscope are
shown in FIG. 2.

The above images are considered representative for the
endothelial cell growth on the examined biomaterials. Con-
trol cells were grown in the tissue culture plates in the ab-
sence of any biomaterials. Long term contact of endothelial
cells with different artificial surfaces, like biomaterials, had
various effects on their adhesive properties. The studied
biomaterials can be arranged according to a decreased cell
number in a following sequence: crude medical steel, pol-
ished medical steel, NCD coating polished medical steel,
NCD coating titanium alloy, titanium alloy and TiN. This study
may be helpful in a selection of biomaterials according to
the requirements for the endothelial cells grow on the sur-
face of the implants. Another aim of this study was to test a
potential effect of biomaterials on possible changes in pro-
tein expression in endothelial cells. Indeed, a separation of
endothelial cell proteins with two-dimensional electrophore-
sis revealed differences in protein pattern of cells cultured
in the presence or in the absence of biomaterials (FIG. 3).

There was an increased protein expression, observed
after 24 hours incubation, both in cells grown in the pres-
ence of medical steel and those cultured with NCD when
compared to the control (circled area in FIG. 3). Changes in
protein expression were also observed by Carcinci et. al
[4]. In osteoblasts having a contact with titanium implants
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stal medyczna pokryta NCD, stop tytanu pokryty NCD, stop
tytanu i TiN. Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ se-
lekcji biomateriatéw pod katem potrzeb adhezji komoérek
Srédbtonka.

Celem tych badan byto rowniez oszacowanie skali zmian
w ekspres;ji biatek w komérkach $rédbtonka hodowanych w
obecnosci biomateriatdw. Rozdziaty biatek wykonane z uzy-
ciem elektroforezy dwukierunkowej, wykazaty istnienie réz-
nic w profilach biatkowych komoérek srédbtonka hodowa-
nych w kontakcie z biomateriatami lub bez takiego kontaktu
(RYS. 3).

Zarowno w przypadku komérek inkubowanych przez 24
godziny w obecnosci stali medycznej, jak i w obecnosci NCD,
w obrazie biatkowym obserwuje si¢ ekspresje dodatkowych,
w stosunku do kontroli, biatek (obszary zakreslone na RYS.
3). Zmiany w ekspresji niektérych genéw obserwowat Carin-
ci ze wspolpracownikami [4]. Wykazali oni istotne obnizenie
ekspresji wielu gendéw w osteoblastach majgcych kontakt z
implantami tytanowymi. Réznice w odpowiedzi poszczegol-
nych typow komérek na kontakt z materiatem implantu skta-
niajg do uwagi i dalszych badan. Chociaz kontakt komorek
Srédbtonka z NCD prowadzi do ekspresji dodatkowych bia-
tek w stosunku do kontroli, to jednak kontakt ze stalg me-
dyczng powodowat wieksze zmiany w profilu biatkowym.
Kolejnym, interesujgcym etapem naszych poszukiwan be-
dzie préba identyfikacji biatek, ktorych ekspresja ulega zmia-
nie pod wptywem kontaktu z biomateriatami.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono metode wytwarzania
warstw weglowych na stopie magnezu AZ31 oraz
wybrane wyniki badan dotyczgce ich wtasciwosci
ochronno-dekoracyjnych. Do wytworzenia warstw
weglowych zastosowano metode PACVD (Plasma
Activated Chemical Vapour Deposition), polegajgcg
na rozkfadzie metanu w plazmie wysokiej czestotli-
wosci. Prezentowane wyniki badarn obejmujg: identy-

the authors have shown a number of genes with
downregulated expression. The differences in a response
of different cells to a contact with implants require an atten-
tion and additional research. Although a contact of endothe-
lial cells with NCD coating results in expression of addi-
tional proteins, when compared to the control (not treated
cells), an use of medical steel produces still much more
changes in the protein pattern. The next, very interesting,
stage of our study will be devoted to an identification of pro-
teins subjected to changes in expression after the contact
with different biomaterials.
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Abstract

In the paper the method of manufacturing of car-
bon layers on A31 magnesium alloy and selected re-
sults concerning their decorative and protective prop-
erties have been presented. For manufacturing of
carbon layers the Plasma Activated Chemical Vapour
Deposition method has been applied. The idea of this
technology has consisted in the process of excite of
dense plasma in methane in a radio frequency field
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13,56 MHz at a gas pressure 10-20Pa. Presented in-
vestigation results has included: identification of car-
bon layers manufactured on magnesium alloy, their

fikacje wytworzonych warstw weglowych na stopie
magnezu, ocene mikroskopowg powierzchni tych
warstw oraz testy ich odpornosci korozyjnej.
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