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Wprowadzenie

Ochrona przed reaktywnymi formami tlenu odgrywa klu-
czow¹ rolê w fizjologii komórki. Os³abienie tej ochrony pro-
wadzi do stresu oksydacyjnego, co mo¿na wykorzystaæ do
oceny stanu fizjologicznego komórki. Zmiany poziomu ak-
tywno�ci antyoksydacyjnej obserwuje siê w nastêpstwie
warunków niekorzystnych, a potencjalnie niezwi¹zanych z
reakcjami wolnorodnikowymi, takich jak: szok cieplny, in-
fekcje bakteryjne, dzia³anie promieniowania UV [1-4]. Pro-
cesy biochemiczne, charakterystyczne dla odpowiedzi na
warunki stresu, indukowane s¹ tak¿e jako efekt kontaktu
komórek z powierzchni¹ biomateria³u. Fakt ten pozwala
wykorzystywaæ obserwacje zmian aktywno�ci antyoksyda-
cyjnej do oceny biozgodno�ci materia³ów pozostaj¹cych w
kontakcie z komórkami [5, 6].

Cel pracy

Celem pracy by³o porównanie zmian w ochronie antyok-
sydacyjnej fibroblastów hodowanych w kontakcie z wybra-
nymi biomateria³ami.

Materia³y i metody

Próbki wykonane ze stali medycznej (AISI 316L) i stopu
tytanu (Ti6Al4V) by³y przygotowane przez polerowanie
mechaniczne powierzchni, a nastêpnie podlega³y proceso-
wi polerowania elektrochemicznego. Na czê�æ próbek zo-
sta³a naniesiona warstwa nanokrystalicznego diamentu
metod¹ RF CVPD [7].

Fibroblasty by³y hodowane w standardowych warun-
kach: 37°C, 5% CO2 i 95% wilgotno�ci. Próbki biomateria-
³ów by³y umieszczane w naczyniu, zawieraj¹cym konfluent-
ne komórki, a parametry antyoksydacyjne (ca³kowita po-
jemno�æ antyoksydacyjna, stê¿enie ca³kowitego glutationu
oraz aktywno�æ katalazy) by³y oceniane po 24 godzinach
hodowli.

Komórki izolowano z pod³o¿a hodowli przez trypsyniza-
cjê. Nastêpnie odwirowywano i zawieszano 2x107 komórek
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Background

A defense from reactive oxygen species plays a key role
in the cell physiology. Weakness of this protection leads to
an oxidative stress, which can be used for estimation of
physiological condition of cells. Changes in a  level  of anti-
oxidative activity are observed as a result of stressful situa-
tions, for example: heat stress, bacterial infections, UV treat-
ment [1-4].  Biochemical processes, typical for a response
to stressful conditions, are also induced by cell contact with
a biomaterial surface. This fact allows us to use of an anti-
oxidative activity for estimation of a biocompatibility of ma-
terial being in contact with cells [5, 6].

The aim

A comparison of a total anti-oxidative capacity, a level of
glutathione concentration and an activity of catalase, in
fibroblasts allowed for contact with selected biomaterials,
were undertaken.

Materials and methods

Samples of stainless steel (AISI 316L) and titanium al-
loy (Ti6Al4V) were prepared by a lathe processing followed
by a mechanical, and subsequently a chemical polishing.
Some samples were then subjected to nanocrystalline dia-
mond synthesis on the surface by the RF CVPD method
[7].

Fibroblast cells were grown in the standard conditions:
37°C, 5% CO2 and 95 % humidity. Samples were put into a
T-flask containing confluent cells, and antioxidative param-
eters (a total anti-oxidative capacity, a level of total glutath-
ione concentration and an activity of catalase) were esti-
mated after 24 hours of incubation. Cells were harvested
with trypsin, centrifuged and suspended (2x107 cells per
ml) in a lysis buffer (10 mM HEPES, pH 7.4, 10 mM KCl,
1.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 2 mg/ml leptin,
2 mg/ml aprotinin).

Total anti-oxidative capacity was measured with 2,7-
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dichlorofluorescin diacetate using Perkin-Elmer LS-5B
spectrofluorimeter (excitation and emission wavelengths of
488 and 520 nm, respectively) [8]. The H2DCFDA (Molecu-
lar Probes) was added into 1 ml of cell homogenate to the
final concentration of 10 mM. After 20 min incubation at
28°C, the homogenate was centrifuged (3500 x g, 3 min.)
and fluorescence was estimated.

For estimation of catalase activity the cell homogenate
was supplemented with H202 and a rate of fall in the light
absorption at 240 nm, corresponding to catalase activity,
was measured [9]. The volume of 333 µl of H202water solu-
tion (54 mM) was filled up to 1 ml with phosphate buffer (50
mM, pH 7.4) and then 100 µl of cell homogenate was added.
Immediately a fall of absorbance at 240 nm was measured.
Decomposition of 1 mmol substrate during 1 minute  gives
1 unit of catalase activity.

A level of total glutathione concentration was estimated
by the cyclic oxidation method.  Glutathione was extracted
from the cells with 2M of cold HClO4 (containing 4 mM
EDTA). After neutralization with KOH, 100µl of extract sam-
ple was supplemented with 50 µl 0.4 % NADPH w 0.5 %
NaHCO2, 20 µl 0.15% 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) and
20 µl of glutathione reductase solution (activity of 6 U/ml).
The rate of absorbance increase, measured at 412 nm, was
proportional to glutathione concentration [10].

Results

An increase in catalase activity for cells, having a con-
tact with all the studied biomaterials, was observed. But the
higher level was observed for stainless steel samples (FIG.
1). In the case of a total glutathione concentration, and a
total anti-oxidative capacity, a drop in measured values was
observed for all samples (FIG. 2 and 3). The highest fall in
a total glutathione concentration level, and in an antioxidative
capacity, was estimated for fibroblast after a contact with
stainless steel, whereas the lowest changes were caused
by titanium alloy coated with NCD (FIG. 2 and 3). All the
measured parameters differentiated the cells allowed for
contact with biomaterials from control ones, and the stud-
ied biomaterials can be ordered according to a decreasing
difference as follows: medical steel, titanium alloy, medical
steel coated with NCD and titanium alloy coated with NCD.

Discussion

A material introduced into the human body should not
induce cell response corresponding to stressful conditions.
A comparison of biochemical parameters, undergoing to
change in response to cell exposure to unfavourable condi-
tions, has been made in this study.  An analysis of differ-
ences between control cells and cells allowed for contact
with the studied materials permitted biocompatibility esti-
mation of the biomaterials surfaces. One of the most char-
acteristic parameter is the level of catalase activity. An in-
crease in this enzyme activity is observed as a response to
most stressful conditions: heat stress, shear stress or oxi-
dizing substances [1, 3, 11].

In the case of fibroblast culture, in the presence of
biomaterials, increases in the enzyme activity also occur,
and the highest increase was observed in the cells allowed
for contact with medical steel. It suggests the lowest
biocompatibility of medical steel in respect to contact with
fibroblasts.

Similar conclusions result from analysis of a total
glutathion concentration and a level of total anti-oxidative
capacity of the cells. Glutathione is a tripeptide involved in

w 1 ml buforu do lizy (10 mM HEPES, pH 7,4, 10 mM KCl,
1,5 mM MgCl2, 0,5 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 2 mg/ml lepty-
ny, 2 mg/ml aprotininy).

Ca³kowit¹ pojemno�æ antyoksydacyjn¹ mierzono przy
u¿yciu spektrofluorymetru Perkin-Elmer LS-5B stosuj¹c
dioctan 2,7-dichlorofluoresceiny (wzbudzenie i emisja przy
d³ugo�ci fali 488 i 520 nm) [8]. Do lizatu komórkowego (1
ml) do dodawano H2DCFDA (Molecular Probes) do koñco-
wego stê¿enie 10 mM. Po 20 min inkubacji w temperaturze
28°C, homogenat komórkowy by³ odwirowywany (3500 x g,
3 min.) i mierzono jego fluorescencje.

Aktywno�æ katalazy oceniano w homogenatach komór-
kowych przez dodanie H202 i pomiar spadku absorpcji przy
240 nm, gdzie szybko�æ rozk³adu nadtlenku wodoru by³
miar¹ aktywno�ci katalazy [9]. Objêto�æ 333 µl wodnego
roztworu H202 (54 mM) uzupe³niano do 1 ml buforem fosfo-
ranowym (50 mM, pH 7,4) i dodawano 100 µl lizatu komór-
kowego. Mierzono spadek absorbancji przy 240 nm. Roz-
k³ad 1 mmol substratu w ci¹gu 1 min jest miar¹ jednej jed-
nostki aktywno�ci katalazy.

Activity of catalase
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RYS. 1. Aktywno�æ katalazy w fibroblastach
hodowanych w kontakcie z biomateria³ami.
FIG. 1. Catalase activity measured for fibroblasts
grown in contact with biomaterials.

Glutathione
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RYS. 2. Stê¿enie glutationu w fibroblastach
hodowanych w kontakcie z biomateria³ami.
FIG. 2. Glutatione concentration in fibroblasts
grown in contact with biomaterials.
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Poziom stê¿enia ca³kowitego glutationu oznaczany by³
z u¿yciem metody cyklicznego utleniania. Glutation by³ eks-
trahowany z komórek przez dodanie zimnego 2M HClO4
(zawieraj¹cego 4 mM EDTA). Do 100µl próbki, zneutralizo-
wanej przez dodanie KOH, dodawano: 50 µl 0,4 % NADPH
w 0,5 % NaHCO2, 20 µl 0,15% kwasu 5,5'-ditiobis(2-nitro-
benzoidowego) i 20 µl roztworu reduktazy glutationowej o
aktywno�ci 6 U/ml. Szybko�æ wzrostu absorbancji, mierzo-
nej przy 412 nm, by³a proporcjonalna do stê¿enia glutatio-
nu [10].

Rezultaty

We wszystkich komórkach maj¹cych kontakt z bioma-
teria³ami obserwowano wzrost aktywno�ci katalazy, jednak
najwy¿szy wzrost by³ obserwowany dla komórek hodowa-
nych w kontakcie z próbkami stali medycznej (RYS. 1). W
przypadku oznaczania stê¿enia ca³kowitego glutationu i ca³-
kowitego poziomu antyoksydacyjnego obserwowany by³
spadek oznaczanych warto�ci dla wszystkich prób w od-
niesieniu do hodowli kontrolnej (RYS. 2 i 3). Najwiêksze
obni¿enie stê¿enia ca³kowitego glutationu i ca³kowitej po-
jemno�ci antyoksydacyjnej wystêpowa³o u fibroblastów ho-
dowanych w kontakcie z stal¹ medyczn¹, natomiast naj-
mniejsze zmiany tych parametrów powodowa³ kontakt z
próbkami stopu tytanu pokrytego warstw¹ NCD (RYS.2 i
3). Wszystkie oznaczane parametry biochemiczne, uzyska-
ne dla fibroblastów hodowanych w kontakcie z biomateria-
³ami, wykazywa³y odstêpstwa od parametrów komórek kon-
trolnych, w kolejno�ci od zmian najwiêkszych do najmniej-
szych: stal medyczna, stop tytanu, stal medyczna pokryta
NCD, stop tytanu pokryty NCD.

Dyskusja

Materia³ wprowadzany do ludzkiego cia³a nie powinien
indukowaæ odpowiedzi komórkowej charakterystycznej dla
warunków stresowych. W przeprowadzonych badaniach
porównywano parametry biochemiczne ulegaj¹ce zmianie
w efekcie ekspozycji komórki do niekorzystnych warunków.
Analiza ró¿nic miêdzy komórkami kontrolnymi a komórkami
pozostaj¹cymi w kontakcie z materia³em pozwala na ocenê
biozgodno�ci powierzchni biomateria³ów. Jednym z najbar-
dziej charakterystycznych parametrów jest poziom aktywno-
�ci katalazy. Wzrost ekspresji tego enzymu jest obserwowa-
ny w odpowiedzi na wiêkszo�æ warunków stresuj¹cych, ta-
kich jak: stres cieplny, stres mechaniczny czy ekspozycja na
substancje utleniaj¹ce [1, 3, 11]. W przypadku hodowli fibro-
blastów w obecno�ci biomateria³ów  tak¿e dochodzi do wzro-
stu aktywno�ci tego enzymu, przy czym najwy¿szy wzrost
obserwowano w komórkach poddanych kontaktowi z po-
wierzchni¹ stali medycznej. Sugeruje to najni¿sz¹ biozgod-
no�æ stali medycznej w kontakcie z fibroblastami.

Do podobnych wniosków prowadzi analiza stê¿enia ca³-
kowitego glutationu w komórkach i ca³kowitej pojemno�ci
antyoksydacyjnej. Glutation jest trójpeptydem zaanga¿owa-
nym w ochronê przed reaktywnymi formami tlenu oraz de-
toksykacjê komórki poprzez tworzenie S-konigatów z kse-
nobiotykami [12, 13]. Natomiast ca³kowita pojemno�æ anty-
oksydacyjna jest wyznacznikiem ogólnej kondycji komórek,
a jej obni¿enie �wiadczy o zaburzeniu homeostazy [13]. W
wyniku kontaktu fibroblastów z biomateria³ami dochodzi³o
do obni¿enia zarówno ca³kowitego stê¿enia glutationu
(GSSG/GSH), jak i ca³kowitej pojemno�ci antyoksydacyj-
nej. Najwiêksze ró¿nice obu parametrów, w stosunku do
komórek kontrolnych, obserwowano w efekcie kontaktu ze
stal¹ medyczn¹, co jest zgodne z obserwacjami wzrostu

protection from reactive oxygen species and cell detoxifica-
tion by formation of S-conjugates with xenobiotics [12, 13].
However a total anti-oxidative capacity is a determinant of
homeostasis disturbance [13]. As a result of fibroblasts con-
tact with biomaterials a decrease in a total glutathion con-
centration (GSSG/GSH) as well as in a total anti-oxidative
capacity was observed.  The most significant differences,
in comparison to the control cells, were observed for medi-
cal steel, and it is in good accordance with an increase in
the catalase activity. The lowest differences were observed
for fibroblasts allowed for contact with NCD surface coating
titanium alloy substrate.

Not less interesting is also comparison of results obtained
for groups: metal-metal substrate coated with NCD. In all the
cases, the presence of NCD surface on a metal substrate,
instead of metal alone, significantly reduced differences be-
tween parameters obtained for control cells and cells inter-
acting with NCD. The results indicate weaker effect of
oxidative stress caused by metallic substrate separated from
the cells by NCD layer. In conclusion one can say that sur-
face modification of metallic substrate, by synthesis of NCD
layer, increases biocompatibility of the material.
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Introduction

Over the past few years, body art has become popular,
and it's hard to walk down the street or watch TV without
seeing someone with piercing. A body piercing is exactly
that - a piercing or puncture is made in the body by a nee-
dle. After that, a piece of jewelery is inserted into the punc-
ture. The most popular pierced body parts seem to be the
ears, lips, nostrils, eyebrows, belly buttons, tongues, or even
cheeks and intimate organs. Therefore the body piercing is
connected with the presence of various "implants" in hu-
man body, which currently are usually made from the vari-
ous alloys. Besides of cosmetic and vizual effects, the most
important is the clinical results of this implantation. The many
human disorders can be developing after the body piercing

aktywno�ci katalazy. Tak¿e w przypadku tych oznaczeñ war-
to�ci oznaczanych parametrów by³y najbli¿sze warto�ciom
kontrolnym w komórkach hodowanych w obecno�ci tytanu
pokrytego NCD.

Nie mniej Interesuj¹ce jest  porównanie uzyskanych wy-
ników w grupach: metal - metal pokryty warstw¹ NCD. We
wszystkich przypadkach, obecno�æ powierzchni NCD na
pod³o¿u metalicznym, zamiast samego metalu, powodowa³a
znacz¹ce obni¿enie ró¿nic parametrów uzyskanych dla
komórek kontrolnych i komórek oddzia³uj¹cych z NCD. Uzy-
skane wyniki wskazuj¹ na s³abszy efekt stresu oksydacyj-
nego w komórkach odizolowanych od powierzchni meta-
licznych warstw¹ NCD. Mo¿na wnioskowaæ, ¿e modyfika-
cja powierzchni metalicznej, wykonana poprzez na³o¿enie
warstwy nanokrystalicznego diamentu, podwy¿sza biozgod-
no�æ materia³u.
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Wprowadzenie

Przez ostatnich kilka lat ozdabianie cia³a sta³o siê bar-
dzo popularne. Trudno jest przej�æ ulic¹ czy ogl¹daæ tele-
wizjê i nie natkn¹æ siê na osobê, która podda³a siê zbiegowi
"piercingu". Czym jest dok³adnie "piercing"? To przek³ucie
cia³a, które nastêpuje przy pomocy ig³y, po czym w miejsce
to zak³adana jest ozdoba (swego rodzaju bi¿uteria). Naj-
bardziej popularnymi miejscami przek³uæ s¹: uszy, usta,
nozdrza, brwi, pêpek, jêzyk, policzki, jak równie¿ miejsca
intymne. Niew¹tpliwie wiêc przek³uwanie cia³a zwi¹zane jest
z obecno�ci¹ w organizmie ró¿nego rodzaju swoistych "im-
plantów", które s¹ wykonywane z ró¿norodnych stopów


