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Streszczenie

Przeprowadzone przez nas badania wstêpne doty-

czy³y sprawdzenia zdolno�ci do wzrostu komórek �ród-

b³onka ludzkiego na powierzchni wybranych biomate-

ria³ów, takich jak stal medyczna,  stopy tytanu oraz

materia³ów modyfikowanych takich jak TiN i NCD (dia-

ment nanokrystaliczny). Komórki �ródb³onka hodowa-

no na powierzchni próbek, w kszta³cie dysków. Próbki

wykonane by³y ze stali medycznej (AISI 316 L) w sta-

nie dostawy, stali medycznej polerowanej, stali medycz-

nej polerowanej i pokrytej warstw¹ NCD, stopu tytanu

Ti6Al4V, tego samego stopu pokrytego warstw¹ NCD

oraz stopu tytanu z warstw¹  TiN. Na podstawie ho-

dowli komórek �ródb³onka w ci¹gu 19 godzin wykaza-

li�my, ¿e by³y one zdolne do wzrostu na ka¿dej z bada-

nych powierzchni biomateria³ów, jednak wykazywa³y

ró¿n¹ zdolno�æ do adhezji i prze¿ycia na ka¿dej z tych

powierzchni. Zgodnie z malej¹c¹ liczb¹ komórek zna-

lezionych na badanych powierzchniach, mo¿na je upo-

rz¹dkowaæ w nastêpuj¹cy sposób: surowa stal medycz-

na, polerowana stal medyczna, polerowana stal me-

dyczna pokryta warstw¹ NCD,  stop tytanu pokryty

warstw¹  NCD, stop tytanu, i stop tytanu pokryty war-

stw¹ TiN. Analiza lizatów komórkowych, z zastosowa-

niem elektroforezy dwukierunkowej, wykaza³a znacz-

ne ró¿nice w profilach bia³kowych komórek hodowa-

nych w obecno�ci ró¿nych biomateria³ów.

S³owa kluczowe: biomateria³y, NCD, TiN, komór-

ki �ródb³onka

[In¿ynieria Biomateria³ów, 43-44, (2005), 21-24]

Wstêp

Szereg w³a�ciwo�ci powierzchni biomateria³ów odgrywa
znacz¹c¹ rolê w powodzeniu zabiegów chirurgicznych z
u¿yciem implantów. D³ugotrwa³y kontakt komórek �ródb³on-
ka z biomateria³em mo¿e mieæ kluczowe znaczenie dla prze-
biegu wielu procesów biologicznych. Odpowied� komórek
endotelialnych na taki kontakt mo¿e byæ bardzo istotnym
czynnikiem w powstawaniu stanów zapalnych, krzepniêciu
krwi, angiogenezie i w wielu innych procesach, w których
komórki �ródb³onka bior¹ udzia³. W przypadku rekonstruk-
cji naczyñ lub chirurgii serca, komórki �ródb³onka pozosta-
j¹ w bezpo�rednim kontakcie z powierzchni¹ implantu. Ba-
dania oddzia³ywañ komórek �ródb³onka z powierzchni¹ bio-
materia³u s¹ tak¿e bardzo wa¿ne w dziedzinie produkcji
biomateria³ów. Dotychczas niewiele wiadomo na temat w³a-
�ciwo�ci adhezyjnych komórek �ródb³onka eksponowanych
na kontakt z biomateria³ami. Celem tych badañ by³o spraw-

GROWTH OF
ENDOTHELIAL CELLS ON
SURFACES OF ELECTED
BIOMATERIALS

HANNA JERCZYNSKA*, PATRYCJA BARANSKA*,
WIKTOR KOZIOLKIEWICZ*, BOGDAN WALKOWIAK**,
ZOFIA PAWLOWSKA*

*CENTRE OF EXCELLENCE MOLMED,
MEDICAL UNIVERSITY OF LODZ,
**CENTRE OF EXCELLENCE NANODIAM,
TECHNICAL UNIVERSITY OF LODZ, POLAND

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.

Key words: biomaterials, NCD, TiN,  endothelial

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 (Ti6Al4V) as well
as on the surface of the same materials modified with thin
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22 dzenie i porównanie zdolno�ci komórek �ródb³onka do wzro-
stu na powierzchni stali medycznej (AISI 316L),  stopu tyta-
nu (Ti6Al4V) i powierzchniach materia³ów modyfikowanych
tj. azotku tytanu (TiN) i nanokrystalicznego diamentu (NCD),
oraz zbadanie potencjalnych ró¿nic w profilu bia³kowym
komórek hodowanych w kontakcie z wybranymi  biomate-
ria³ami.

Materia³y i metody

Przygotowanie próbek biomateria³ów
Próbki stali medycznej AISI 316L oraz stopu tytanu

Ti6Al4V przygotowane zosta³y standardowymi metodami
obróbki mechanicznej. Pokrycia NCD na badanych prób-
kach wykonane zosta³y w Zak³adzie In¿ynierii Biomedycz-
nej, Politechniki £ódzkiej, kierowanym przez Prof. Stanis³a-
wa Miturê. Modyfikacjê powierzchni stopu tytanu do azotku
tytanu (TiN) wykonano w laboratorium Wydzia³u In¿ynierii
Materia³owej, Politechniki Warszawskiej, kierowanym przez
Prof. Tadeusza Wierzchonia.

Hodowla komórkowa - warunki standardowe
Materia³em badawczym by³a linia komórek �ródb³onka

ludzkiego EA.hy 926, otrzymana w wyniku fuzji komórek
�ródb³onka ludzkiego, pochodz¹cych z ¿y³y pêpowinowej,
z lini¹ komórkow¹ nowotworu p³uc A549 [1]. Komórki EA.hy
926 by³y hodowane z u¿yciem po¿ywki DMEM z dodatkiem
10% surowicy wo³owej, antybiotyku oraz HAT (100 µM hy-
poxantyny, 0,4 µM aminopteryny, i 16 µM tymidyny). Ho-
dowlê prowadzono w temperaturze 37°C, przy wilgotno�ci
nasycenia, w atmosferze 5% CO2.

Hodowla komórek na powierzchni biomateria³ów
Przemyte alkoholem (70%) i wysuszone próbki badanych

materia³ów, kr¹¿ki: 8 mm �rednicy i 2 mm grubo�ci, by³y
umieszczane w oddzielnych studzienkach 48-do³kowych
p³ytek do hodowli komórkowej w 500 µl po¿ywki DMEM
(10% FBS, 1/250 PS, 1/100 HAT). Do studzienek dodawa-
no nastêpnie 200 µl zawiesiny komórek EA.hy 926. Komór-
ki hodowano nastêpnie przez 19 godzin w standardowych
warunkach. Po inkubacji próbki usuwano delikatnie ze stu-
dzienek i na ich powierzchniê nanoszono 5 µl znacznika
fluorescencyjnego bis-benzamidyny. Po 15 minutach inku-
bacji w ciemno�ci, próbki ogl¹dano  w mikroskopie fluore-
scencyjnym (Olympus GX71), a obrazy komórek dokumen-
towano z u¿yciem aparatu cyfrowego.

Elektroforeza dwukierunkowa (2D)
Komórki EA.hy 926 hodowano 24 godziny w obecno�ci

stali medycznej lub NCD, w standardowych warunkach.
Nastêpnie komórki trypsynizowano,  przemywano buforem
PBS, pH 7,4 i rozpuszczano w buforze lizuj¹cym (8M mocz-
nik, 4% CHAPS, 2% bufor IPG 3-10, 1% DTT). Próbki
oczyszczano u¿ywaj¹c zestawu 2-D Clean-Up Kit (Amer-
sham Biosciences) i bia³ka (75 µg) rozdzielano w ¿elu me-
tod¹ elektroforezy dwukierunkowej [2, 3] z u¿yciem apara-
tu Multiphor II (Amersham Biosciences). Pierwszy kierunek
wykonano na paskach IEF pH 3-10, a drugi kierunek w ¿elu
SDS-PAGE 12,5%. Bia³ka w ¿elu barwiono srebrem, a uzy-
skane rozdzia³y dokumentowano z u¿yciem skanera optycz-
nego.

Wyniki i dyskusja

Ocenê zdolno�ci adhezyjnych komórek �ródb³onka ludz-
kiego do wybranych biomateria³ów przeprowadzono poprzez
hodowlê komórek na powierzchni kr¹¿ków wykonanych ze

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. Stanis³aw 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 Wierzchoñ.

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 µM hypoxanthine, 0.4 µM ami-
nopterin, and 16 µM thymidine), and antibiotics. Culture
flasks were maintained at 37°C in a humidified atmosphere
of 5% CO2 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 µl DMEM
medium (10%FBS, 1/250 PS, 1/100 HAT). The samples
were supplemented with 200 µl 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 µl 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 µg  of proteins were separated in 2-D electrophoresis [2,
3] with use of Multiphor II 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.
1. Images of living cells, grown in contact with different
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23stali medycznej, stopu tytanu i modyfikowanej powierzchni
tych materia³ów, to jest  TiN i NCD Zdolno�æ do adhezji i
wzrostu oceniono na podstawie liczby komórek, które po
19 godzinnej inkubacji by³y ¿ywe i pozostawa³y przyklejone
do badanego pod³o¿a. Schemat eksperymentu przedsta-
wiony jest na RYS.1.

 Obrazy ¿ywych komórek, hodownych w kontakcie z ba-
danymi materia³ami, uzyskane  z pomoc¹ mikroskopu flu-
ororoscencyjnego przedstawione s¹ na RYS. 2. Komórki
kontrolne hodowane by³y na standardowych  p³ytkach ho-
dowlanych bez zastosowania jakiegokolwiek biomateria³u..
Komórki �ródb³onka adherowa³y w pewnym stopniu do
wszystkich badanych materia³ów, jednak d³ugotrwa³y ich
kontakt ze sztucznymi powierzchniami, zmienia³ ich zdol-
no�æ do prze¿ycia na zastosowanym pod³o¿u. Biomateria-
³y mo¿na nastêpuj¹co uporz¹dkowaæ wed³ug malej¹cej licz-
by komórek zdolnych do rozwoju na ich powierzchni: zwy-
k³a stal medyczna, stal medyczna polerowana, polerowana

RYS.1. Schemat eksperymentu maj¹cego na celu
okre�lenie zdolno�ci komórek �ródb³onka do
wzrostu na powierzchni biomateria³u.
FIG.1. A scheme of the experiment testing the
ability of endothelial cells to grow on a surface
of a biomaterial.

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

RYS. 3. Typowy ¿el 2D uzyskany z rozdzia³u lizatu
bia³kowego komórek �ródb³onka hodowanych
przez 24 godz. w standardowych warunkach
hodowli w obecno�ci stali medycznej oraz w
obecno�ci NCD. Zaznaczono obszary zawieraj¹ce
bia³ka o zwiêkszonej 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.

RYS. 2. Wp³yw wy-
branych bio-
materia³ów na zdol-
no�æ komórek
�ródb³onka 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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24 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

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

stal medyczna pokryta NCD, stop tytanu pokryty NCD, stop
tytanu i TiN.  Uzyskane wyniki wskazuj¹ na mo¿liwo�æ se-
lekcji biomateria³ów pod k¹tem potrzeb adhezji komórek
�ródb³onka.

Celem tych badañ by³o równie¿ oszacowanie skali zmian
w ekspresji bia³ek w komórkach �ródb³onka hodowanych w
obecno�ci biomateria³ów. Rozdzia³y bia³ek wykonane z u¿y-
ciem elektroforezy dwukierunkowej, wykaza³y istnienie ró¿-
nic w profilach bia³kowych komórek �ródb³onka hodowa-
nych w kontakcie z biomateria³ami lub bez takiego kontaktu
(RYS. 3).

Zarówno w przypadku komórek inkubowanych przez 24
godziny w obecno�ci stali medycznej, jak i w obecno�ci NCD,
w obrazie bia³kowym obserwuje siê ekspresjê dodatkowych,
w stosunku do kontroli, bia³ek (obszary zakre�lone na RYS.
3). Zmiany w ekspresji niektórych genów obserwowa³ Carin-
ci ze wspólpracownikami [4]. Wykazali oni istotne obni¿enie
ekspresji wielu genów w osteoblastach maj¹cych kontakt z
implantami tytanowymi. Ró¿nice w odpowiedzi poszczegól-
nych typów komórek na kontakt z materia³em implantu sk³a-
niaj¹ do uwagi i dalszych badañ. Chocia¿ kontakt komórek
�ródb³onka z NCD prowadzi do ekspresji dodatkowych bia-
³ek w stosunku do kontroli, to jednak kontakt ze stal¹ me-
dyczn¹ powodowa³ wiêksze zmiany w profilu bia³kowym.
Kolejnym, interesuj¹cym etapem naszych poszukiwañ bê-
dzie próba identyfikacji bia³ek, których ekspresja ulega zmia-
nie pod wp³ywem kontaktu z biomateria³ami.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono metodê wytwarzania

warstw wêglowych na stopie magnezu AZ31 oraz

wybrane wyniki badañ dotycz¹ce ich w³a�ciwo�ci

ochronno-dekoracyjnych. Do wytworzenia warstw

wêglowych zastosowano metodê PACVD (Plasma

Activated Chemical Vapour Deposition), polegaj¹c¹

na rozk³adzie metanu w plazmie wysokiej czêstotli-

wo�ci. Prezentowane wyniki badañ obejmuj¹: identy-

fikacjê wytworzonych warstw wêglowych na stopie

magnezu, ocenê mikroskopow¹ powierzchni tych

warstw oraz testy ich odporno�ci korozyjnej.


