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cedure optymalizacji wigzania amikacyny do wybranych
komercyjnych protez naczyniowych w celu uzyskania op-
tymalnych parametréw procesu. Okre$lono miedzy innymi
odpowiednie srodowisko reakcji, stezenia poszczegolnych
reagentdw i czasy reakcji wigzania antybiotyku.
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Streszczenie

Obecnie trwajq intensywne prace majgce na celu
udoskonalenie nosnikbw miejscowej antybiotykot-
erapii w przewlektym zapaleniu koSci. Poszukiwane
sq materiaty, ktére oprécz roli miejscowego dostarc-
zyciela antybiotyku bedq rowniez spetniaty funkcje
podporowg i uzupetniaty powstate w trakcie trwania
procesu chorobowego ubytki kosci.

W pracy zostaty przedstawione wyniki badan
cytotoksycznosci kompozytu porowatej ceramiki
korundowej z poli(alkoholem winylu) (PAW) i
Wankomycyng
W przeprowadzonych badaniach poréwnywano
oddziatywanie kompozytu ceramiki korundowej z PAW
i Wankomycyngq na fibroblasty mysie 3T3 Balb/C, z
oddziatywaniem kompozytu nie zawierajgcego anty-

of amikacin immobilization on selected commercial vascular
prostheses was optimized. The appropriate reaction buffer,
pH, concentrations of reagents used in the procedure and
time of antibiotic immobilization were estimated.
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Summary

The main target of the present intensive work is
to improve the drug carriers for local antibiotic therapy
in the chronic bone inflammation. The sought after
materials should present not only the function of local
antibiotic supplier but also should play the scaffold role
for the new bone formation.

In this work we present the results of cytotoxic-

ity evaluation of polivinyl alcohol porous composite
corundum ceramic containing wankomycine.
During this assessment we compared the influence of
polivinyl alcohol porous composite corundum ceramic
with wankomycine on mouse fibroblasts 3T3 Balb/C,
with the influence of the same composite material
without antibiotics and with matrix culture.

On the basis of our investigation we can stated
that the composite under study do not cause the



biotyku oraz z hodowlg macierzystg.

Na podstawie przeprowadzonych badar mozna
stwierdzi¢, ze badany kompozyt nie wywotuje
dziatania cytotoksycznego i warto podjgc¢ badania na
zwierzetach, celem oceny wptywu tych kompozytow
na reakcje miejscowq tkanek po implantacji.

Stowa kluczowe: zapalenie kosci, wszczep ko-
rundowy, kompozyt z poli(alkoholem winylu), no$nik
leku, cytotoksyczno$c

[Inzynieria Biomateriatéw, 58-60,(2006),174-178]

Wstep

Coraz czesciej prowadzone sg badania nad tgczeniem
biozgodnych materiatébw w kompozyty celem ulepszenia
parametrow wytrzymatosciowych koncowego produktu,
jak réwniez w celu rozszerzenia ich funkcji, na przyktad
zastosowanie ich jako nosniki lekow [1].

Przewlekte zapalenie kosci jest schorzeniem w ktérym, w
przebiegu zakazenia bakteryjnego dochodzi do zmian mar-
twiczych i ubytkéw tkanki kostnej. W leczeniu stosowana
jest zazwyczaj dlugotrwata antybiotykoterapia. Antybiotyki
podawane ogdlnie w niewielkim stopniu przenikajg do
objetej procesem zapalnym kosci, a wysokie dawki stoso-
wanych lekéw mogg doprowadzi¢ do wystgpienia szeregu
niepozadanych efektow. W zwigzku z tym poszukiwane sg
alternatywne sposoby antybiotykoterapii, miedzy innymi
miejscowe podawanie lekow [2,3].

Obecnie trwajg prace majace na celu udoskonalenie
nos$nikow miejscowej antybiotykoterapii w przewlektym
zapaleniu kosci [4]. Réwnoczesnie rozwijane sg dwa
kierunki rozwigzan. Przede wszystkim badane sg nos$niki
wykonane z biomateriatow resorbowalnych, takich jak:
ceramiki zbudowane z fosforanéw wapnia, ceramiki wegla-
nowe, resorbowalne polimery o budowie opartej na kwasie
mlekowym i mastowym, polialkohole, wiékna kolagenowe
[5-9]. Jednoczesnie poszukiwane sg materiaty, ktére oprécz
roli miejscowego zrédta antybiotyku beda réwniez spetniaty
funkcje podporowa i uzupetniaty powstate w trakcie trwania
procesu chorobowego ubytki kosci. Takie implanty muszg
charakteryzowa¢ sie odpowiednig kinetykg uwalniania
leku, a takze spetnia¢ wysokie wymagania wytrzymatosci
mechaniczne;j.

Przyktadem nosnika polimerowego jest poli(alkohol winylu)
(PAW), odznaczajacy sie szczegolnymi wtasnosciami. Jest
rozpuszczalny w wodzie i w alkoholach wielowodorotleno-
wych jak gliceryna i glikole. Posiada wysoka odpornos¢ na
Scieranie, jest niewrazliwy na oleje, ttuszcze i rozpuszczal-
niki organiczne oraz jest nietoksyczny.

Materiatem, ktory potencjalnie mogtby potaczy¢ funkcije pod-
porowg z odpowiednig kinetykg uwalniania antybiotyku jest
kompozyt porowatej ceramiki korundowej z poli(alkoholem
winylu) [10-11].

Celem pracy byta ocena cytotoksycznosci kompozytow
porowatej ceramiki korundowej z poli(alkoholem winylu) nie
zawierajacej antybiotyku i kompozytu z Wankomycyna.

Material i metody badan

Materiat kompozytowy przeznaczony do badan zostat
opracowany w Zaktadzie Badawczo — Produkcyjnym Bio-
ceramiki, Instytutu Szkta i Ceramiki w Warszawie. Materiat
korundowy o porowatos$ci otwartej okoto 65%, byt formowa-
ny metodg spieniania chemicznego.

Przygotowanie kompozytu polegato na prézniowym nasa-
czaniu materiatu korundowego nosnikiem polimerowym
zawierajgcym antybiotyk. Zastosowanym nosnikiem
polimerowym byt poli(alkohol winylu) (PAW) Poval PA

cytotoxicity effects, and as such could be the subject
of the further assessment on live animals to evaluate
of the local tissue reaction after implantation of those
materials. .
Key words: bone infections; corundum implants;
PVOH composites; drugs carriers; cytotoxicity
[Engineering of Biomaterials, 58-60,(2006),174-178]

Introduction

Presently there is the tendency to investigate the pos-
sibilities to combine the various biocompatible materials into
the composites to receive the final product of better strength
and with its additional function, e.g. as a drug carriers. [1].
During the chronic bone inflammation very often we have
to deal with bacterial infections and subsequent necrosis
with bone defects. In the treatment usually a long antibiotic
therapy is administered. Antibiotics administered by general
ways only in minor degree penetrate into infected bones,
and at the same time the high dosage of those antibiotics
could cause undesired side effects. Therefore the alterna-
tive methods of treatment are evaluated including the local
delivery systems. [2, 3].

Presently the main target in this field is to improve the
carriers of antibiotics for local therapy in chronic bone in-
fections.[4] The two possibly solutions of this problem are
under investigation. The first choice are the carriers made
of resorbable materials such as calcium phosphate ceramic,
carbonate ceramic, resorbable polymers on the basis of lac-
tic and butter acids, poly-alcohols and collagen fibers [5-9].
The second possibility is to look after new kind of materials
which will served not only as antibiotic carriers but at the
same time will create the scaffold for the new bone formation.
Such implants should have the proper characteristic of the
antibiotic release kinetic and shall fulfill the high demands
for mechanical resistance.

As the good example of polymer carries could serve polivinyl
alcohol (PVOH), which presents some particular proper-
ties. It is soluble not only in the water but in high-hydrated
alcohol as well (e.g. in glycols, glycerin). It has high grind
ability resistance and is resistant for oils, fats and organic
solvents and is non toxic.

As such material, which could have the desired scaffold
property and good kinetics of antibiotic release we choose
the composite of porous corundum ceramic containing
polivinyl alcohol (PVOH)[10-11].

The main target of the presented paper was the assess-
ment of the citotoxicity of the porous corundum ceramic
composite containing the PVOH as the carrier, with and
without the antibiotic wankomycine.

Materials and methods

The composite material, which was subject of the as-
sessment presented in this paper was worked out at the
Scientific Department of the Bioceramics which is the branch
of Glass and Ceramic Institute in Warsaw. It is the corundum
materials with the open porosity of nearly 65%, was formed
by the method of chemical foaming.

The preparing of this composite was done by vacuum
saturation of corundum materials with the polymer carrier
containing the antibiotic. In our case the chosen carrier was
of plyvinyl acohol Poval PA— 05 produced by Shin — Etsu.
Each sample contained 0,00165g of wankomycine in the
form of chlorhydrate under the trade name of Edicin made
by Lek. The samples immediately after saturation were all
frozen at -18°C, and subsequently dried by lyofphilization.
As control material the corundum materials with PVOH but
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— 05 firmy Shin — Etsu. Kazda prébka zawierata 0,00165g
Wankomycyny w postaci chlorowodorku o nazwie handlo-
wej Edicin firmy Lek. Bezposrednio po nasaczeniu probki
zamrozono w temperaturze -18° C, a nastepnie suszono
metoda liofilizacji.

Do badan kontrolnych zastosowano kompozyt ceramiki ko-
rundowej z PAW nie zawierajacy antybiotyku, przygotowany
w analogiczny sposob.

Wszystkie prébki miaty posta¢ walcéw o wymiarach ok.5
x 5,5 mm i poddane byty sterylizacji radiacyjnej, dawka
napromieniowania 282°% kGy.

Badania przeprowadzono na referencyjnej linii komérkowej
— fibroblastach mysich 3T3/Balb otrzymanych z Banku Tka-
nek Instytutu Immunologii i Terapii doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu. Komorki byty przechowywane w ciektym azocie,
z dodatkiem 10% DMSO. Po rozmrozeniu komorki byty
dwukrotnie pasazowane przy uzyciu roztworu o skiadzie:
0,05% trypsyny + 0,02% EDTA w PBS, o pH 7,2 (firmy
SIGMA). Komérki hodowano w warunkach zalecanych przy
prowadzeniu hodowli tkankowych, w inkubatorze HEREUS
posiadajacym parametry: 5% CO,, 37°C, state nawilzanie
komory.

Badanie dziatania cytotoksycznego probek przeprowadzono
metodg bezposredniego kontaktu zgodnie z norma PN-EN
1ISO 10993 - 5 [12].

Komorki fibroblastow mysich zostaty zatozone na ptytkach
Petriego w ilosci 0,5 x 10°¢ kazda. Po 24 godzinach komorki
przykleity sie do podtoza i podzielity, pokrywajac okoto 50%
powierzchni ptytki. Po tym czasie pozywke hodowlang usu-
nieto, a do kazdego z naczyn dodano nowe medium. Na
hodowle komérkowe natozono prébki kompozytu porowatej
ceramiki korundowej z poli(alkoholem winylu) i Wankomy-
cyng oraz kompozytu nie zawierajgcego antybiotyku. Kazdy
materiat oceniano na 9 hodowlach komérkowych.

Zmiany ilosciowe i morfologiczne w hodowlach komaérko-
wych oceniono po 24, 48 i 72h. W celu okreslenia ilosci
komodrek martwych zastosowano barwienie btekitem try-
panu. Hodowle analizowano w mikroskopie odwroconym
kontrastowo — fazowym. Stopien toksycznosci materiatow
oceniono na podstawie zmian w morfologii komérek, ich
przezywalnosci i zdolnosci do proliferaciji.

Wyniki badan poddano analizie statystycznej testem t-Stu-
denta. Przyjeto, ze wspoétczynniki korelacji sg istotne przy
*p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Wyniki

Po 24,4872 h w hodowlach kontrolnych i z probkami
z porowatego tworzywa korundowego z nos$nikiem PAW

RYS.1. 48 h hodowla ma-
cierzysta fibroblastow
3T3/Balb.
FIG.1. The matrix culture
of fibroblasts 3T3/Balb,
after 48h.

RYS.3. 48 h hodowla fi-
il broblastéw 3T3/Balb z
{ implantem z porowatego

tworzywa korundowego z
nosnikiem PAW z dodat-
kiem Wankomycyny.
FIG.3.The fibroblast cultu-
re after 48h contact with
porous corundum con-
taining PVOH and wanko-
mycine
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without the antibiotic were used. The basic preparation was
the same as stated above.

All samples were in the shape of roller of the 5mm in
diameter and 5,5mm high. All underwent the x-ray steriliza-
tion at the dose of 28:2°% kGy.

The assessment was made on the reference line of cells
—mouse fibroblasts 3T3/Balb received from the Tissue Bank
of the Institute of Immunology and Experimental Therapy of
Polish Academy of Science in Wroctaw. Cells were stored
in liquid nitrogen with 10% DMSO added. After refrozen all
cells were passaged twice with the following solution: 0,05%
trypsine + 0,02% EDTA in PBS, of pH 7,2 (SIGMA made).
Cells were cultured under the conditions recommended for
standard cell cultures in the incubator HEREUS at 5% CO,,
37°C, with the permanent moisturize of the chamber.

All cytotoxicity teste were done by the method of direct con-
tact according to the standard PN-EN ISO 10993 — 5 [12].
The cell cultures of mouse fibroblast were set up on Petri
dishes with 0,5 x 10° cells on each. After 24h. cells adhered
to the ground and well proliferated covering up to 50% of
each dish. After this time the breeding culture was removed
and a new medium was added into each dish. Directly in the
breeding culture of the cells the tested samples of porous
corundum ceramic with polyvinyl alcohol with and without
wankomycine were added. Each of the tested materials was
evaluated on 9 cells’ cultures.

The quantity and morphological changes in cell cultures
were assessed and noted after 24, 48 and 72 h. To show
and count the dead cells the dying with tripane blue was
applied. All culture cells were analyzed under the reverse
contrast-phase microscope. The level of cytotoxicity were
evaluated on the basis of the cells’ morphological changes,
their survival rate and proliferation ability.

The results were the subject of statistic analysis by t-Student
test. It was accepted the correlation factors are important at
*p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

RYS.2. 48h hodowla fi-
broblastéw 3T3/Balb z
implantem z porowatego
tworzywa korundowego z
~Inosnikiem PAW.

FIG.2. The fibroblast cul-
Jture after 48h contact with
porous corundum con-
taining PVOH.
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WYKRES 1. Proliferacja fibroblastow mysich 3T3
Balb w hodowlach macierzystych i w hodowlach z
kompozytami porowatej ceramiki korundowej.
GRAPH 1. Proliferation of mouse 3T3 Balb fibro-
blasts in matrix cullture and cultures with tested
materials.



bez dodatku antybiotyku komorki przylegaty do podtoza i
miaty prawidtowe cechy morfologiczne. Nie stwierdzono
aglutynacji, wakuolizacji, oddzielania od podfoza ani lizy
bton komodrkowych. Proliferacja komérek byta prawidtowa.
llos¢ komérek martwych wynosita w kontroli 2%, a w pré-
bie badanej 3% catkowitej liczby fibroblastow (RYS.1,2;
wykres 1)).

Po 24 h w hodowlach po kontakcie z prébkami z porowa-
tego tworzywa korundowego z nosnikiem PAW z dodatkiem
wankomycyny, komorki przylegaty do podtoza i miaty pra-
widtowe cechy morfologiczne. Nie stwierdzono aglutynaciji,
wakuolizacji, oddzielania od podtoza ani lizy bton komérko-
wych. Gestos¢ komorek/ml byta poréwnywalna z gestoscig
komorek w hodowli macierzystej i nieco wyzsza niz po
kontakcie z prébkami z nosnikiem PAW bez antybiotyku.
W hodowlach nie stwierdzono komoérek martwych. Po 48 i
72 h we wszystkich hodowlach obserwowano pojedyncze
powiekszone komorki z ziarnisto$ciami cytoplazmatyczny-
mi. Po 72 h stwierdzono 5 % komodrek martwych (RYS.3;
WYKRES 1).

Omoéwienie wynikéw i dyskusja

Badanie cytotoksycznosci materiatow jest wstepng
eliminacjg materiatéw, o niekorzystnym wptywie na tkanki
zywego organizmu. Zgodnie z normg ISO 10933 — 5 po-
zytywny wynik badania cytotoksycznosci biomateriatu jest
warunkiem podjecia dalszych badan eksperymentalnych
na zwierzetach [12].

Istotnym problemem terapeutycznym, wymagajacym zasto-
sowania intensywnej systemowej i miejscowej antybiotyko-
terapii, sg zakazenia tkanek miekkich i kosci [6]. W zakaze-
niach tkanek miekkich ewidentng korzys¢ daje zastosowanie
wchtanialnych nosnikéw antybiotykéw, ktorych gtéwng
zaletq jest catkowita resorpcja implantu i zbedno$¢ ponow-
nego operowania pacjenta [7,8,13-15]. W przypadku infekgiji
tkanki kostnej, po wygaszeniu zakazenia, pozostaje prob-
lem ubytku kosci. Przewlekty proces zapalny doprowadza
niekiedy do znacznych ubytkow kosci, uniemozliwiajgcych
samoistng regeneracje [9,16—18]. Stosowane dotychczas
techniki operacyjne, stuzgce ograniczaniu ognisk infekgji,
takie jak drenaz przeptywowy sg obecnie zastepowane
przez miejscowg antybiotykoterapie.

Kompozyt porowatej ceramiki korundowej z poli(alkoholem
winylu), nasgczony Wankomycyng, poddany badaniom
przedklinicznym w przedstawionej pracy, moze spetniaé
dwojaka funkcje w leczeniu przewlekiego zapalenia kosci:
po pierwsze eliminacje infekcji bakteryjnej, a po drugie
uzupetni¢ ubytek kosci. Struktura porowatego materiatu
ceramicznego oraz doskonate parametry fizyko — chemicz-
ne, predysponujg go do zastosowan rekonstrukcyjnych w
ubytkach kosci [19].

W przeprowadzonych badaniach, podczas ktorych poréwny-
wano oddziatywanie kompozytu ceramiki korundowej z PAW
i Wankomycynag nafibroblasty mysie 3T3 Balb/C, z oddzia-
tywaniem kompozytu nie zawierajgcego antybiotyku oraz z
hodowlg macierzystg, stwierdzono, ze badane kompozyty
nie wywieraty dziatania cytotoksycznego. Po 24,48 i 72 go-
dzinach w hodowlach stwierdzono prawidtowg proliferacje
komorek. Po 24 godzinach w hodowlach nie stwierdzono
komérek martwych, natomiast po 48 i 72 godzinach liczba
komérek martwych, w poréwnaniu z hodowlg macierzystg
nie byfa statystycznie istotna. We wszystkich hodowlach z
ceramikg korundowg z PAW i Wankomycyng obserwowano
pojedyncze powiekszone komorki z ziarnistosciami cyto-
plazmatycznymi. Po 24,48 i 72 godzinach cytotoksyczno$c¢
badanych kompozytéw zostata oceniona na najnizszym
poziomie w pieciostopniowej skali ( 0— 4).

Results

After 24, 48 and 72h in both kind of cultures, i.e. control

ones and that with tested samples without antibiotic all
cells were adhered into ground and all showed the proper
morphological characteristic. The were no agglutination,
vacuolisation, separation from the ground neither cell wall
lysis noted. The cell proliferation went properly. The number
of dead cells as referred to the total number of fibroblast for
control cultures and cultures with tested samples were at the
level of 2% and 3% respectively. (FIG.1,2; graph 1).
After 24h in the cultures with the tested samples of co-
rundum materials with PVOH and with wankomycine all
cells were adhered into ground and all showed the proper
morphological characteristic. The were no agglutination,
vacuolisation, separation from the ground neither cell wall
lysis noted. The density of cells was comparable with that
one noted for matrix culture and only slightly higher then at
the culture with PVOH but without antibiotic. There were no
dead cells observed in those cultures. After 48 and 72h in
all cultures single, enlarged cells with some granulation in
cell cytoplasma were observed. After 72 h 5 % dead cells
were noted (FIG.3; GRAPH 1).

Results review and discussion

The biomaterials assessment for their possibly cytotoxicity
allows for the preliminary elimination of those materials which
could have disadvantageous influence on live tissues. Ac-
cording with the standard ISO10933 part 5, the positive result
for cytotoxicity is the basic condition under which the further
assessment on live animals could be undertaken [12].

The soft tissue and bone infections pose a serious therapeutic
problem, which demand the intensive systemic treatment
along with the local antibiotic treatment [6]. Particularly in
the treatment of the soft tissue infection the good results are
achieved with the use of absorbable carriers of antibiotics,
which have the main advantage of full resorption of that im-
plant without the necessity of surgical removal of such carrier.
[7,8,13—15]. In the cases of bone infections, after such infec-
tion is fully cured, still remains the trouble of bone defect. The
chronic bone infection very often leads to large bone defects,
what make the full bone repair almost impossible. [9,16—18].
The surgery techniques presently in use to treat such focus
of inflammation (e.g. flow through drainage) are rather inef-
fective and are replaced by local antibiotic therapy.

The composite of corundum porous ceramic with added
polivinyl alcohol and wankomycine, could have twofold
functions in the treatment of the chronic bone infections: at
first the proper elimination of bacterial infection and secondly
to fulfill the bone defects. The internal structure of this po-
rous ceramic material and its very desirable physical and
chemical characteristics make it very proper materials for
reconstructive surgery in bone infections treatment.[19].

In our evaluation during which we compared the influence of
composite corundum ceramic materials with plivinyl acohol
(PVOH) and with wankomycine on the mouse fibroblasts
3T3 Balb/C, with the same materials but without antibiotic
added and with the pure matrix cell culture we noted that
no one of the tested samples had cytotoxic effect. After 24,
48 and 72h the proper cell proliferation in the all cultures
were observed. After 24h there were no dead cells in the
culture, while after 48 and 72h the quantity of dead cells as
compared to matrix cell culture was of no statistic impor-
tance. In all cell cultures with some single enlarged cells
with granulation in their plasma were noted. After 24, 48 and
72h the cytotoxicity of all tested samples was evaluated at
lowest the level in the five-level scale ( 0—4 ).
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Whioski

- kompozyt porowatej ceramiki korundowej z nosnikiem
PAW z Wankomycyng oraz bez dodatku antybiotyku nie
wywotujg dziatania cytotoksycznego.

- warto podjg¢ badania na zwierzetach, celem oceny
wpltywu tych kompozytéw na reakcje miejscowag tkanek po
implantacji.
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Wprowadzenie

Endourologia jest dziedzing urologii, obejmujaca zabiegi
diagnostyczne i lecznicze wykonywane w obrebie drég mo-
czowych przy uzyciu sprzetu endoskopowego (wziernikow
optycznych), bez koniecznosci operacyjnego dotarcia do
narzadu (nerka, moczowdd), zawierajacego kamien. Istotg
zabiegdw endourologicznych w kamicy moczowej jest uzy-
skanie dostepu do kamieni za pomoca specjalnych przyrza-
déw i usuniecie ich w catosci lub rozkruszenie i usuniecie

Conclusions

- the composite of porous corundum ceramic with PVOH
carrier and with or without added wankomycine did not cause
any cytotoxicity effects;

- this is worth to continue the assessment of those materials
on live animals to evaluate the local effects on tissue reaction
after implantation of these tested composites.
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Introduction

Endourology is a branch of urology that comprises diag-
nostic and treatment performed within the area of urinary
tract by means of endoscopic equipment (endoscopes),
without the necessity of surgery in order to reach the organ
(kidney, ureter) that contains stones. The essence of en-
dourological treatment in urolithiasis is to reach the stones
using special devices and to remove them unbroken or



