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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 inß ammation. 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 inß uence of 

polivinyl alcohol porous composite corundum ceramic 

with wankomycine on mouse Þ broblasts 3T3 Balb/C, 

with the inß uence 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 

cedurę optymalizacji wiązania amikacyny do wybranych 
komercyjnych protez naczyniowych w celu uzyskania op-
tymalnych parametrów procesu. Określono między innymi 
odpowiednie środowisko reakcji, stężenia poszczególnych 
reagentów i czasy reakcji wiązania antybiotyku. 
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Streszczenie

Obecnie trwaj  intensywne prace maj ce na celu 

udoskonalenie no ników miejscowej antybiotykot-

erapii w przewlek ym zapaleniu ko ci. Poszukiwane 

s  materia y, które oprócz roli miejscowego dostarc-

zyciela antybiotyku b d  równie  spe nia y funkcj  

podporow  i uzupe nia y powsta e w trakcie trwania 

procesu chorobowego ubytki ko ci.

 W pracy zosta y przedstawione wyniki bada  

cytotoksyczno ci kompozytu porowatej ceramiki 

korundowej z poli(alkoholem winylu) (PAW) i 

Wankomycyn

W przeprowadzonych badaniach porównywano 

oddzia ywanie kompozytu ceramiki korundowej z PAW 

i Wankomycyn  na Þ broblasty mysie 3T3 Balb/C, z 

oddzia ywaniem kompozytu nie zawieraj cego anty-
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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 Þ nal product of better strength 
and with its additional function, e.g. as a drug carriers. [1]. 
During the chronic bone inß ammation 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 Þ eld 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 Þ rst 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 Þ bers [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 fulÞ ll 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 
ScientiÞ c 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 

biotyku oraz z hodowl  macierzyst . 

 Na podstawie przeprowadzonych bada  mo na 

stwierdzi , e badany kompozyt nie wywo uje 

dzia ania cytotoksycznego i warto podj  badania na 

zwierz tach, celem oceny wp ywu tych kompozytów 

na reakcj  miejscow  tkanek po implantacji.

S owa kluczowe: zapalenie ko ci, wszczep ko-

rundowy, kompozyt z poli(alkoholem winylu), no nik 

leku, cytotoksyczno
[In ynieria Biomateria ów, 58-60,(2006),174-178]

Wst p 

Coraz częściej prowadzone są badania nad łączeniem 
biozgodnych materiałów w kompozyty celem ulepszenia 
parametrów wytrzymałościowych końcowego produktu, 
jak również w celu rozszerzenia ich funkcji, na przykład 
zastosowanie ich jako nośniki leków [1]. 
Przewlekłe zapalenie kości jest schorzeniem w którym, w 
przebiegu zakażenia bakteryjnego dochodzi do zmian mar-
twiczych i ubytków tkanki kostnej. W leczeniu stosowana 
jest zazwyczaj długotrwała antybiotykoterapia. Antybiotyki 
podawane ogólnie w niewielkim stopniu przenikają do 
objętej procesem zapalnym kości, a wysokie dawki stoso-
wanych leków mogą doprowadzić do wystąpienia szeregu 
niepożądanych efektów. W związku z tym poszukiwane są 
alternatywne sposoby antybiotykoterapii, między innymi 
miejscowe podawanie leków [2,3].  
Obecnie trwają prace mające na celu udoskonalenie 
nośników miejscowej antybiotykoterapii w przewlekłym 
zapaleniu kości [4]. Równocześnie rozwijane są dwa 
kierunki rozwiązań. Przede wszystkim badane są nośniki 
wykonane z biomateriałów resorbowalnych, takich jak: 
ceramiki zbudowane z fosforanów wapnia, ceramiki węgla-
nowe, resorbowalne polimery o  budowie opartej na kwasie 
mlekowym i masłowym, polialkohole,  włókna kolagenowe 
[5–9]. Jednocześnie poszukiwane są materiały, które oprócz 
roli miejscowego źródła antybiotyku będą również spełniały 
funkcję podporową i uzupełniały powstałe w trakcie trwania 
procesu chorobowego ubytki kości. Takie implanty muszą 
charakteryzować się odpowiednią kinetyką uwalniania 
leku, a także spełniać wysokie wymagania wytrzymałości 
mechanicznej.
Przykładem nośnika polimerowego jest poli(alkohol winylu) 
(PAW), odznaczający się szczególnymi własnościami. Jest 
rozpuszczalny w wodzie i w alkoholach wielowodorotleno-
wych jak gliceryna i glikole. Posiada wysoką odporność na 
ścieranie, jest niewrażliwy na oleje, tłuszcze i rozpuszczal-
niki organiczne oraz jest nietoksyczny.
Materiałem, który potencjalnie mógłby połączyć funkcję pod-
porową z odpowiednią kinetyką uwalniania antybiotyku jest 
kompozyt porowatej ceramiki korundowej z poli(alkoholem 
winylu) [10–11]. 
Celem pracy była ocena cytotoksyczności kompozytów 
porowatej ceramiki korundowej z poli(alkoholem winylu) nie 
zawierającej antybiotyku i kompozytu z Wankomycyną.  

Materia  i metody bada

Materiał kompozytowy przeznaczony do badań został 
opracowany w Zakładzie Badawczo – Produkcyjnym Bio-
ceramiki, Instytutu Szkła i Ceramiki w Warszawie. Materiał 
korundowy o porowatości otwartej około 65%, był formowa-
ny metodą spieniania chemicznego. 
Przygotowanie kompozytu polegało na próżniowym nasą-
czaniu materiału korundowego nośnikiem polimerowym 
zawierającym antybiotyk. Zastosowanym nośnikiem 
polimerowym był poli(alkohol winylu) (PAW) Poval PA 
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– 05 Þ rmy Shin – Etsu. Każda próbka zawierała 0,00165g 
Wankomycyny w postaci chlorowodorku o nazwie handlo-
wej Edicin Þ rmy Lek. Bezpośrednio po nasączeniu próbki 
zamrożono w temperaturze -18° C, a następnie suszono 
metodą lioÞ lizacji.
Do badań kontrolnych zastosowano kompozyt ceramiki ko-
rundowej z PAW nie zawierający antybiotyku, przygotowany 
w analogiczny sposób. 
Wszystkie próbki miały postać walców o wymiarach ok.5 
x 5,5 mm i poddane były sterylizacji radiacyjnej, dawką 
napromieniowania 28±20% kGy.
Badania przeprowadzono na referencyjnej linii komórkowej 
– Þ broblastach mysich 3T3/Balb otrzymanych z Banku Tka-
nek Instytutu Immunologii i Terapii doświadczalnej PAN we 
Wrocławiu. Komórki były przechowywane w ciekłym azocie, 
z dodatkiem 10% DMSO. Po rozmrożeniu komórki były 
dwukrotnie pasażowane  przy użyciu roztworu o składzie: 
0,05% trypsyny + 0,02% EDTA w PBS, o pH 7,2 (Þ rmy 
SIGMA). Komórki hodowano w warunkach zalecanych przy 
prowadzeniu hodowli tkankowych, w inkubatorze HEREUS 
posiadającym parametry: 5% CO

2
, 37°C, stałe nawilżanie 

komory. 
Badanie działania cytotoksycznego próbek przeprowadzono 
metodą bezpośredniego kontaktu zgodnie z normą PN-EN 
ISO 10993 – 5 [12].
Komórki Þ broblastów mysich zostały założone na płytkach 
Petriego w ilości 0,5 x 106 każda. Po 24 godzinach komórki 
przykleiły się do podłoża i podzieliły, pokrywając około 50% 
powierzchni płytki. Po tym czasie pożywkę hodowlaną usu-
nięto, a do każdego z naczyń dodano nowe medium. Na 
hodowle komórkowe nałożono próbki kompozytu porowatej 
ceramiki korundowej z poli(alkoholem winylu) i Wankomy-
cyną oraz kompozytu nie zawierającego antybiotyku. Każdy 
materiał oceniano na 9 hodowlach komórkowych.
Zmiany ilościowe i morfologiczne w hodowlach komórko-
wych oceniono po 24, 48 i 72h. W celu określenia ilości 
komórek martwych zastosowano barwienie błękitem try-
panu. Hodowle analizowano w mikroskopie odwróconym 
kontrastowo – fazowym. Stopień toksyczności  materiałów 
oceniono na podstawie zmian w morfologii komórek, ich 
przeżywalności i zdolności do proliferacji.  
Wyniki badań poddano analizie statystycznej testem t-Stu-
denta. Przyjęto, że współczynniki korelacji są istotne przy 
*p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Wyniki 

Po 24, 48 i 72  h w hodowlach kontrolnych i z próbkami 
z  porowatego tworzywa korundowego z nośnikiem PAW 

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±20% kGy.
The assessment was made on the reference line of cells 
– mouse Þ broblasts  3T3/Balb received from the Tissue Bank 
of the Institute of Immunology and Experimental Therapy of 
Polish Academy of Science in  Wrocław. 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

2
, 

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 Þ broblast were set up on Petri 
dishes with 0,5 x 106 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.1. 48 h hodowla ma-
cierzysta fibroblastów  
3T3/Balb.
FIG.1. The matrix culture 
of fibroblasts 3T3/Balb, 
after 48h.

RYS.2. 48h hodowla fi-
broblastów 3T3/Balb z 
implantem z porowatego 
tworzywa korundowego z 
no nikiem PAW.
FIG.2. The Þ broblast cul-
ture after 48h contact with 
porous corundum con-
taining PVOH.

RYS.3. 48 h hodowla fi-
broblastów 3T3/Balb z 
implantem z porowatego 
tworzywa korundowego z 
no nikiem PAW z dodat-
kiem Wankomycyny. 
FIG.3.The Þ broblast cultu-
re after 48h contact with 
porous corundum con-
taining PVOH and wanko-
mycine

WYKRES 1. Proliferacja Þ broblastów mysich 3T3 
Balb w hodowlach macierzystych i w hodowlach z  
kompozytami porowatej ceramiki korundowej.
GRAPH 1. Proliferation of mouse 3T3 Balb Þ bro-
blasts in matrix cullture and cultures with tested 
materials.



177

B
I

M
A

T
E

R
IA

£
O

W
I

N
¯

Y
N

I
E

R
I

A

bez dodatku antybiotyku komórki przylegały do podłoża i 
miały prawidłowe cechy morfologiczne. Nie stwierdzono 
aglutynacji, wakuolizacji, oddzielania od podłoża ani lizy 
błon komórkowych. Proliferacja komórek była prawidłowa. 
Ilość komórek martwych wynosiła w kontroli 2%, a w pró-
bie badanej 3% całkowitej liczby Þ broblastów (RYS.1,2; 
wykres 1 ). 
Po 24 h w hodowlach po kontakcie z próbkami z  porowa-
tego tworzywa korundowego z nośnikiem PAW z dodatkiem 
wankomycyny, komórki przylegały do podłoża i miały pra-
widłowe cechy morfologiczne. Nie stwierdzono aglutynacji, 
wakuolizacji, oddzielania od podłoża ani lizy błon komórko-
wych. Gęstość komórek/ml była porównywalna z gęstością 
komórek w hodowli macierzystej i nieco wyższa niż po 
kontakcie z próbkami z  nośnikiem PAW bez antybiotyku. 
W hodowlach nie stwierdzono komórek martwych. Po 48 i 
72 h  we wszystkich hodowlach obserwowano pojedyncze 
powiększone komórki z ziarnistościami cytoplazmatyczny-
mi. Po 72 h stwierdzono 5 % komórek martwych (RYS.3; 
WYKRES 1).
                       
 Omówienie wyników i dyskusja

Badanie cytotoksyczności materiałów jest wstępną 
eliminacją materiałów, o niekorzystnym wpływie na tkanki 
żywego organizmu. Zgodnie z normą ISO 10933 – 5 po-
zytywny wynik badania cytotoksyczności biomateriału jest 
warunkiem podjęcia dalszych badań eksperymentalnych 
na zwierzętach [12]. 
Istotnym problemem terapeutycznym, wymagającym zasto-
sowania intensywnej systemowej i miejscowej antybiotyko-
terapii, są zakażenia tkanek miękkich i kości [6]. W zakaże-
niach tkanek miękkich ewidentną korzyść daje zastosowanie 
wchłanialnych nośników antybiotyków, których główną 
zaletą jest całkowita resorpcja implantu i zbędność ponow-
nego operowania pacjenta [7,8,13–15]. W przypadku infekcji 
tkanki kostnej, po wygaszeniu zakażenia, pozostaje prob-
lem ubytku kości. Przewlekły proces zapalny doprowadza 
niekiedy do znacznych ubytków kości, uniemożliwiających 
samoistną regenerację [9,16–18]. Stosowane dotychczas 
techniki operacyjne, służące ograniczaniu ognisk infekcji, 
takie jak drenaż przepływowy są obecnie zastępowane 
przez miejscową antybiotykoterapię.
Kompozyt porowatej ceramiki korundowej z poli(alkoholem 
winylu), nasączony Wankomycyną, poddany badaniom 
przedklinicznym w przedstawionej pracy, może spełniać 
dwojaką funkcję w leczeniu przewlekłego zapalenia kości: 
po pierwsze eliminację infekcji bakteryjnej, a po drugie 
uzupełnić ubytek kości. Struktura porowatego materiału 
ceramicznego oraz doskonałe parametry Þ zyko – chemicz-
ne, predysponują go do zastosowań rekonstrukcyjnych w 
ubytkach kości [19].
W przeprowadzonych badaniach, podczas których porówny-
wano oddziaływanie kompozytu ceramiki korundowej z PAW 
i Wankomycyną naÞ broblasty mysie 3T3 Balb/C, z oddzia-
ływaniem kompozytu nie zawierającego antybiotyku oraz z 
hodowlą macierzystą, stwierdzono, że badane kompozyty 
nie wywierały działania cytotoksycznego. Po 24,48 i 72 go-
dzinach w hodowlach stwierdzono prawidłową proliferację 
komórek. Po 24 godzinach w hodowlach nie stwierdzono 
komórek martwych, natomiast po 48 i 72 godzinach liczba 
komórek martwych, w porównaniu z hodowlą macierzystą 
nie była statystycznie istotna. We wszystkich hodowlach z 
ceramiką korundową z PAW i Wankomycyną obserwowano 
pojedyncze powiększone komórki z ziarnistościami cyto-
plazmatycznymi. Po 24,48 i 72 godzinach cytotoksyczność  
badanych kompozytów została oceniona na najniższym 
poziomie w pięciostopniowej 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 Þ broblast 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 inß uence 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 inß ammation (e.g. ß ow 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 
Þ rst the proper elimination of bacterial infection and secondly 
to fulÞ ll 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 inß uence of 
composite corundum ceramic materials with plivinyl acohol 
(PVOH) and with wankomycine on the mouse Þ broblasts 
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 Þ ve-level scale ( 0–4 ). 
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Wnioski

- kompozyt porowatej ceramiki korundowej z nośnikiem 
PAW  z Wankomycyną oraz bez dodatku antybiotyku nie 
wywołują działania cytotoksycznego.
- warto podjąć badania na zwierzętach, celem oceny 
wpływu tych kompozytów na reakcję miejscową tkanek po 
implantacji.
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Wprowadzenie
 
Endourologia jest dziedziną urologii, obejmującą zabiegi 

diagnostyczne i lecznicze wykonywane w obrębie dróg mo-
czowych przy użyciu sprzętu endoskopowego (wzierników 
optycznych), bez konieczności operacyjnego dotarcia do 
narządu (nerka, moczowód), zawierającego kamień. Istotą 
zabiegów endourologicznych w kamicy moczowej jest uzy-
skanie dostępu do kamieni za pomocą specjalnych przyrzą-
dów i usunięcie ich w całości lub rozkruszenie i usunięcie 

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 
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