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Summary

Oxidative stress is the phenomenon which takes

part in the damage of cell membrane, for ex.: the eryth-

rocyte membrane. This mechanism is based on the

free radical chain reactions [1,2]. The result of this

process are the products: free radicals - the cause of

the damage of cell membrane structure and change

properties of cell membrane fluidity and conformations

of phospholipid bilayer. Lipid peroxidation is the cause

of the form the toxic products -superoxides lipids in

cell membrane and the damage of nucleus which con-

tains a genetic material (DNA) of this cell. Erythrocyte

membrane can be destroyed in mechanism of

oxidative stress and it is the base of developing the

phenomenon of haemolysis. The clinical name of this

process is "anemia haemolytica" - the decreasing of

amount of erythrocytes in peripheral blood from the

egzogenic or endogenic factors. Haemolysis is the

pathological process in human organism and in as-

pect of disease can be treated successfully. Medicines,

which doctors use to treat this disorder are not com-

pletely good because always mechanism of its activ-

ity contains only the symptomatic treatment. It seems

that Diamond Powder Particles can be used as the

alternative therapy of anemia haemolytica [6].
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Streszczenie

Stres oksydacyjny jest zjawiskiem powoduj¹cym

uszkodzenie b³ony komórkowej, w tym b³ony erytro-

cytu. Jest to ³añcuchowa reakcja wolnorodnikowa, w

wyniku której powstaj¹ce wolne rodniki [1,2], uszka-

dzaj¹c strukturê tej b³ony, zmieniaj¹ jej w³a�ciwo�ci

pó³przepuszczalne i powoduj¹ zmianê konformacji

dwuwarstwy lipidowo-bia³kowej. Powsta³e w wyniku

procesu peroksydacji lipidów, toksyczne produkty -

nadtlenki lipidów, wbudowuj¹c siê w b³onê komórko-

w¹, mog¹ byæ przyczyn¹ uszkodzenia ca³ej komórki,

a przede wszystkim jej materia³u genetycznego za-

wartego w j¹drze komórkowym. Tak uszkodzona b³o-

na komórkowa erytrocytu, powoduje zaburzenie w

funkcjonowaniu tej krwinki, które nazywa siê zjawi-

skiem hemolizy. Klinicznie hemoliza to niedokrwisto�æ

hemolityczna, czyli zmniejszenie liczby krwinek czer-

wonych we krwi obwodowej, spowodowane rozpadem

tej krwinki, z powodu uszkodzenia b³ony komórkowej,

uwarunkowane czynnikami zewn¹trz- lub wewn¹trz-

krwinkowymi. Istota samego zjawiska jest odzwiercie-

dleniem procesu chorobowego, jaki dotyka krwinkê

czerwon¹, a co za tym idzie, wymaga w³a�ciwego

postêpowania terapeutycznego. Leki, które hamuj¹

proces hemolizy, nie zawsze spe³niaj¹ oczekiwania
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Introduction

Bone marrow is the central organ which is responsible
for haematopoesis in adult people. Haematopoesis is the
continuous process. The result of this process is the forma-
tion from the stem cell in bone marrow the specialized cell
presence in peripheral blood.
Erythrocytes circulate in peripheral blood about 120 days.
The basic role of erythrocyte in human organism is the trans-
port of the molecules of oxygen from lungs to tissues.

Red blood cells are characterized by the following pa-
rameters: The most important of them are: the amount of
erythrocytes in 1 litre of peripheral blood - RBC; hematocrit
- Hct; the amount of hemoglobin in erythrocyte - Hb.

The erythrocyte membrane is cell membrane fluidity. The
molecules of water can easy go into cell and outside [3, 4].

Haemolysis is the process in human body which is con-
nected with damage of red blood cells.

The result of haemolysis is the cutting short of its life
time. The reasons of the first type of haemolysis are the
defects in erythrocyte membrane skeleton. This type of
damage of erythrocytes is the haemolysis caused by fac-
tors in the same red blood cell: These damages are con-
nected with the inborn changes in cell membrane structure
and its enzymatic system and the structure of hemoglobin.

The second type of this pathological process is the
haemolysis caused by factors besides erythrocyte mem-
brane. The presence of these factors in human organism is
the symptom of many diseases. There are: antibodies, bac-
teria, physics and toxic factors [5].

All biological membranes contain lipids as major con-
stituents. The four major classes of membrane-forming
lipids: glycerophospholipids, sphingolipids, glycosphingo-
lipids and glycoglycerolipids. The membranes of living cells
are remarkable bits of molecular architecture, with many
and varied functions. To say that a membrane is essentially
a phospholipid bilayer is a gross oversimplification. Much
of our current understanding concerning biological mem-
brane is based upon the fluid mosaic model proposed by
S.J.Singer  and G.L.Nicholson in 1972. The fluid, asym-
metric lipid bilayer carries within it a host of protein.

The erythrocytes of mammals are among the simplest of
all cells. The plasma membrane of erythrocytes contains far
fewer proteins than are found in most other cell membranes,
in keeping with the simple metabolism of these cells. The
erythrocyte, like many other cells, has a complex "skeleton"
of proteins underlying and attached to its plasma membrane.
The normal state of equilibrium for a substance that can pass
through a membrane is equalization of the concentration on
both sides. In active transport, substances are moved across
a membrane against a concentration gradient. Coupling ATP
hydrolysis to the transport usually provides the required free
energy. The Na+ - K+ pump acts in all cells to maintain higher
concentrations of K+ inside and Na+ outside [10].

The influence of Diamond Powder Particles on biochemi-
cal processes in living organism is based on specific, unu-
sual properties of diamond. This biological activity of Dia-
mond Powder Particles contains the phenomenon of the
inhibition of oxidative free radical damage in vitro [8,11].

Materials and methods
The effect of nanocrystalline diamond on the hemolysis

of human erythrocytes induced by 2,2'-azobis (2-

lekarzy i niejednokrotnie nie powoduj¹ ca³kowitego

wyleczenia , a dzia³aj¹ wy³¹cznie objawowo. Wydaje

siê, ¿e zastosowanie proszku diamentowego mo¿e

byæ alternatywnym sposobem leczenia tego rodzaju

zaburzeñ [6].

S³owa kluczowe: proszek diamentowy, hemoliza,

stres oksydacyjny

[In¿ynieria Biomartteria³ów, 43-44, (2005), 70-73]

Wprowadzenie

Narz¹dem krwiotwórczym, w którym zachodzi hemato-
poeza u doros³ego cz³owieka jest szpik kostny. Hematopo-
eza czyli krwiotworzenie jest procesem ci¹g³ym, w wyniku
którego z wielopotencjalnej komórki macierzystej pnia, znaj-
duj¹cej siê w szpiku kostnym, powstaj¹ wyspecjalizowane
komórki, kr¹¿¹ce we krwi. Kr¹¿¹ we krwi obwodowej oko³o
120 dni. Pe³ni¹ one jedn¹ z podstawowych funkcji w orga-
nizmie, która polega na transporcie cz¹steczek tlenu z p³uc
do tkanek. Krwinki czerwone charakteryzuj¹ oznaczane
wielko�ci. Najwa¿niejsze z nich to: liczba w 1 litrze krwi
obwodowej - RBC, wska�nik hematokrytu - Hct, zawarto�æ
hemoglobiny - Hb. Otoczka krwinek czerwonych jest b³on¹
pó³przepuszczaln¹, przez któr¹ cz¹steczki wody z ³atwo-
�ci¹ dyfunduj¹. [3, 4].

Hemoliza jest procesem w wyniku którego na skutek
uszkodzenia krwinek czerwonych dochodzi do zniszczenia
erytrocytu, a zatem do skrócenia jego czasu ¿ycia.

Przyczynami pierwszego rodzaju hemolizy s¹ defekty
w b³onie komórkowej erytrocytu. Ten typ uszkodzenia ery-
trocytu spowodowany jest czynnikami wewn¹trzkrwinkowy-
mi. S¹ to wrodzone zmiany w budowie erytrocytu, jego uk³a-
dzie enzymatycznym oraz budowie hemoglobiny.

Drugi typ hemolizy wywo³uj¹ czynniki pozakrwinkowe i
wtedy mamy do czynienia z hemoliz¹ spowodowan¹ czyn-
nikami zewn¹trzkrwinkowymi, tj: przeciwcia³a, bakterie,
czynniki fizyczne i toksyczne [5].

Wszystkie b³ony biologiczne zawieraj¹ lipidy jako g³ów-

RYS. 1. Budowa typowej b³ony komórkowej
(dwuwarstwa bia³kowo-lipidowa) [10].
FIG. 1. Structure of a typical cell membrane
(phospholipid bilayer) [10].
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amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) was studied.
In these examinations I used as the material Diamond

Powder Particles. We have examined two types of diamond
powder D1 i D2: were manufactured by detonation method
in Russia [9]. Erythrocytes (hematocrit of 1%) were exposed
to 50 mM AAPH in phosphate-buffered saline at 310oK. To
mixture of reaction were added the suspensions of D1 and
D2 in amount 1x10-3g/1x10-3l and after incubation at 310oK
the time course of hemolysis was monitored by qualitative
method and measurement of absorbance of hemoglobin in
the supernatants at l = 414x10-9m after 0, 2, 3, 4 h [7].

Conclusions and discussion

1. Induction of erythrocytes in the presence of DPP with
2,2,-azo-bis(2-amidinopropane) (AAPH) lead to some de-
gree of haemolysis induced apparently by mechanical dam-
age to the red blood cell membrane (FIG. 2). However, much
higher degree of haemolysis was induced by incubation with
AAPH. In this case, the presence of DPP decreased the
level of hemolysis (FIG. 3).
2. The haemolysis induced by AAPH is due to the oxidative
damage of erythrocyte membrane by peroxyl radicals formed
from primary products  of thermal hemolysis of AAPH .
3. Diamond Powder Particles presents at concentrations of
1x10-3g/1x10-3l significantly decreased the level of hemolysis

ne sk³adniki. Wyró¿niamy 4 g³ówne klasy lipidów buduj¹-
cych b³onê komórkow¹: glicerofosfolipidy, sfingolipidy, gli-
kosfingolipidy i glikoglicerolipidy. B³ony ¿ywych komórek s¹
znacz¹cym elementem budowy molekularnej, poniewa¿
pe³ni¹ wiele ró¿nych funkcji. Stwierdzenie, ¿e b³ona jest
g³ównie dwuwarstw¹ lipidow¹ jest ogromnym uproszcze-
niem. Wiele z aktualnych doniesieñ dotycz¹cych b³on bio-
logicznych jest opartych na "p³ynnym modelu mozaikowym"
proponowanym przez S.J.Singera i G.L.Nicholsona w 1972.
P³ynna, asymetryczna dwuwarstwa lipidowa, zawiera obok
lipidów mnóstwo bia³ek.

Erytrocyty ssaków s¹ najprostszymi w�ród wszystkich
komórek. B³ona komórkowa erytrocytów zawiera znacznie
mniej bia³ek znalezionych w wiêkszo�ci w b³onach innych
komórek, co wynika z prostego metabolizmu tych komó-
rek. Erytrocyt, jak wiele innych komórek posiada kompleks
bia³ek szkieletowch, ukrytych i przylegaj¹cych do ich b³ony
komórkowej. Normalny stan równowagi dla substancji, któ-
re mog¹ przechodziæ przez b³onê jest równowa¿ony poprzez
stê¿enie po obu stronach b³ony. W transporcie aktywnym
substancje s¹ przemieszczane przez b³onê wbrew gradien-
towi stê¿eñ. Hydroliza ATP zwykle dostarcza do tego trans-
portu potrzebnej wolnej energii. Pompa sodowo-potasowa
we wszystkich komórkach utrzymuje wysokie stê¿enia jo-
nów potasu wewn¹trz komórki i jonów sodu na zewn¹trz-
komórki [10].

Wp³yw proszku diamentowego na biochemiczne proce-

RYS.3. Wykres ilo�ciowej oceny procesu
hemolizy.
FIG. 3. The graph of quantitative opinion of
haemolysis.

0

20

40

60

80

100

120

0 2 3 4

Time [h]

H
ae

m
o

ly
si

s 
[%

]

Control

D1

D2

RYS. 4. Obraz SEM nanokrystalicznego diamentu
wytworzonego metod¹ detonacyjn¹ (D2).
FIG. 4. SEM micrograph of DPP manufactured by
detonation metod (D2).

RYS. 2. Wykres jako�ciowej oceny procesu
hemolizy.
FIG. 2. The graph of qualitative opinion of
haemolysis.
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sy w ¿ywym organizmie jest oparty na specyficznych, nie-
zwyk³ych w³a�ciwo�ciach diamentu. Ta biologiczna aktyw-
no�æ proszku diamentowego przejawia siê w zjawisku ha-
mowania stresu oksydacyjnego in vitro [8, 11].

Materia³y i metodyka

Badanie wp³ywu proszku nanokrystalicznego diamentu
na proces hemolizy ludzkich erytrocytów indukowany 2,2'-
azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH).
W tych badaniach zosta³ zastosowany jako materia³ pro-
szek diamentowy. Zbadali�my 2 typy proszków diamento-
wych D1 i D2 wytworzonych metod¹ detonacyjn¹ w Rosji
[9]. Erytrocyty, w których oznaczony hematokryt wynosi³ 1
% by³y eksponowane na 5x10-2 M AAPH w buforze fosfora-
nowym w temperaturze 310oK w celu wywo³ania hemolizy.
Do mieszaniny reakcyjnej dodano zawiesiny proszków dia-
mentowych D1 i D2 w ilo�ci 1x10-3g/1x10-3l. i tak¿e inkubo-
wano w temperaturze 310oK. Proces hemolizy by³ monito-
rowany metod¹ jako�ciow¹ po 0, 2, 3, 4 godzinach oraz
metod¹ ilo�ciow¹ zosta³ dokonany pomiar absorbancji he-
moglobiny w supernatancie przy d³ugo�ci fali 414x10-9 m
[7].

Wnioski i dyskusja

1. Indukcja erytrocytów w obecno�ci proszku diamentowe-
go i 2,2,-azo-bis(2-amidinopropane) (AAPH) prowadzi do
niewielkiego stopnia hemolizy indukowanej widocznie na
skutek mechanicznego uszkodzenia b³ony komórkowej ery-
trocytów (RYS.2).
2. Jakkolwiek, wiêkszy stopieñ hemolizy by³ indukowany
poprzez inkubacjê z AAPH. Z tego powodu obecno�æ prosz-
ku diamentowego zmniejszy³a poziom hemolizy (RYS.3).He-
moliza indukowana przez AAPH jest skutkiem stresu oksy-
dacyjnego w b³onie komórkowej erytrocytu, spowodowane-
go wolnymi rodnikami jako pierwotnymi produktami termicz-
nej hemolizy AAPH.
3. Proszek diamentowy obecny w stê¿eniu 1x10-3g/1x10-3l
znacznie zmniejsza poziom hemolizy indukowanej przez
AAPH.

Efekt ten wydaje siê byæ wynikiem oddzia³ywania nano-
krystalicznego diamentu z wolnymi rodnikami. Wyniki te po-
twierdzaj¹ tezê o bardzo wysokiej aktywno�ci biologicznej
proszku diamentowego w ¿ywym organizme na poziomie
molekularnym. Mechanizm hamowania stresu oksydacyj-
nego przez proszek diamentowy in vitro zosta³ poprzez te
nowe wyniki poszerzony o wp³yw na reakcje wolnorodniko-
we w krwinkach czerwonych.
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induced by AAPH.
The effect seems to be due to the reaction of

nanocrystalline diamond with peroxyl radicals.
These conclusions proved that Diamond Powder Particles
has very high biological activity in living organism on mo-
lecular level. The mechanism of inhibition of oxidative stress
by Diamond Powder Particles in vitro was developing about
the new results which show the influence on free radical
damage reaction in red blood cells.
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RYS. 5. Obraz SEM nanokrystalicznego diamentu
wytworzonego metod¹ detonacyjn¹ (D1).
FIG. 5. SEM micrograph of DPP manufactured by
detonation metod (D1).


