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Porowaty hydroksyapatyt (HA) stanowi doskonaty syn-
tetyczny substytut kosci uzywany w chirurgii kosci i powigk-
szeniach twarzoczaszki (Cottrell & Wolford, 1998) ze wzgle-
du na swojg biokompatybilnos¢ i osteoprzewodnictwo.
Wedtug Holmesa, w okresie 5-16 miesiecy po operacji oko-
to 50% implantu zostaje zastgpionych przez tkanki kostne
lub migkkie (Holmes et al., 1988). Aktualne statystyki poda-
ja, ze odpowiednio w 2% lub 4% przypadkéw operacji bio-
dra lub kolana wywigzujg sie infekcje, ale liczby te zwigk-
szajg sie do 50% w przypadkach uzycia zewnetrznych sta-
bilizatorow ztaman (Stigter et al., 2002). Przyczyna tych zja-
wisk jest staba dostepno$¢ zainfekowanych obszaréw ko-
Sci przez systemowo dostarczane antybiotyki. Pozadang
alternatywa tej terapii jest zatem antybiotykowa terapia miej-
scowa, pozwalajgca na lokalne kontrolowane dostarczanie
antybiotyku do zakazonego miejsca. W tym celu antybioty-
ki wprowadzane sg zazwyczaj do cementu hydroksyapaty-
towego poprzez fizyczng inkorporacje do nosnika (Stigter
etal., 2002; Buranapanitkit et al., 2004; Joosten et al., 2004,
2005; Baro et al., 2002).

Gtownym celem pracy byto antybakteryjne zabezpieczenie
HA poprzez jego fizyczno-chemiczne wigzanie z gentamy-
cyna.

Procedura immobilizacji antybiotyku zostata przeprowadzo-
na wediug zgtoszenia patentowego (Ginalska, 2003). Akty-
wacje HA y-aminopropyltrietoksysilanem przeprowadzono
wedtug procedury Weethala (1976), a keratyne przytgcza-
no kowalencyjnie do silanizowanych HA wedtug procedury
wiasnej. Stezenie gentamycyny okreslano metodg spektro-
fotometryczng wedlug metody Frutos Cabanillas (2000).
Cechy noénikow hydroksyapatytowych (uzyskanych z Ka-
tedry Technologii i Ceramiki, AGH w Krakowie) podano w
TABELI I. Wynika z niej, ze im nizsza temperatura ich syn-
tezy, tym mniejsza jest gestosS¢ nosnikow, a wigksza ich
porowatos¢ i ilosci keratyny zwigzanej na powierzchni.
Wyniki immobilizacji gentamycyny na HA prezentuje TA-

Temp. syntezy

t P o
Synthesis S

otwarta
Open porosity

o Getos pozorna
Nosnik Apparent density

Carrier

3
%) (g/em’)

1 67,0 1,017

Total porosity
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Porous hydroxyapatite (HA) is an excellent synthetic
bone substitute used in orthognathic surgery and craniofa-
cial augmentation (Cottrell & Wolford, 1998) for its
biocompatibility and osteoconductivity. According to Holmes,
within a postoperative period of 5 - 16 months about 50% of
a whole implant is usually replaced by bone or soft tissues
(Holmes et al., 1988). Recent statistics estimate the current
incidence of infections to be around 2% and 4% in total hip
and knee arthroplasties, respectively, but these figures can
increase to 50% when external fracture fixators are used in
trauma surgery (Stigter et al., 2002). The reason lies in a
poor accessibility of the bone-infected site by systemati-
cally delivered antibiotic. The local therapy is therefore a
desired alternative, allowing for a control delivery of antibi-
otics to infected sites. For this purpose, antibiotics are usu-
ally introduced to hydroxyapatite cement via their physical
incorporation to the carrier (Stigter et al., 2002;
Buranapanitkit et al., 2004; Joosten et al., 2004, 2005; Baro
et al., 2002).

Main aim of the research was the obtaining of antibacterial
protection of HA via its physico-chemical binding with gen-
tamicin.

Immobilization procedure was performed according to our
Patent pending (Ginalska, 2003). HA was activated by y—
aminopropyltriethoxysilane according to Weethal's method
(1967), keratin was covalently immobilized to silanized HA
according to our own procedure. Gentamicin concentration
was estimated spectrophotometrically after Frutos
Cabanillas (2000). Properties of hydroxyapatite carriers
(obtained from Chair of Technology and Ceramics, AGH,
Krakéw) are presented in TABLE |. The data lead to the
conclusion that the lower is HA synthesis temperature, the
lower is HA density but the higher carrier porosity and
amount of keratin immobilized on its surface.

Results of gentamicin immobilization on HA are presented
in TABLE Il. Temperature of HA synthesis exerts a signifi-
cant effect on amount of the antibiotic retained on the car-

Porowatos¢

calkowita Sedni rozmiar porow Tlo& keratyny mg/g HA

Average pore diameter ~ Amount of keratin mg/g of

%) (pm) HA

1I 66,5 1,040

59.8 1,265

v 44,6 1,676

\Y 36,9 1,987

VI 29.6 2,192

TABELA |. Czesciowa charakterystyka no$nikéw
hydroksyapatytowych (HA).

TABLE |. Partial characteristics of hydroxyapatite
carriers (HA).
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patite. The highest amounts of antibiotics retained (by physi-
cal adsorption, ionic interactions and covalent bonds) on
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Pokrywany keratyna
Keratin-sealed

Nie modyfikowany (kontrola)
Non-modified (control)

Nosnik Silanizowany
Silanized

Carrier
35
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1I

11T

v

A%

VI

TABELA Il llos¢ gentamycyny unieruchomionej
na modyfikowanych i kontrolnych nosnikach HA
(mg/g nosnika). A-catkowita; B-zwigzana jonowo
i kowalencyjnie; C-zwigzana kowalencyjnie.
TABLE Il. Gentamicin amount immobilized on
modified and control HA carriers (mg/g carrier).
A-total;, B-ionically and covalently bound; C-
covalently bound.

BELA Il. Temperatura syntezy hydroksyapatytow wywiera
wyrazny wptyw na ilo$¢ zatrzymanego na no$niku antybio-
tyku - im jest wigksza, tym mniej gentamycyny wigze sie do

HA. Najwieksze catkowite ilosci antybiotyku zatrzymanego
(przez adsorpcje fizyczna, wigzania jonowe i kowalencyj-
ne) na nosniku - do 2,5 mg/g HA - stwierdzono dla no$ni-
koéw pokrywanych keratyng w poréwnaniu z silanizowany-
mi czy kontrolnymi ( z wyjatkiem HA V1) . llosci gentamycy-
ny zwigzanej kowalencyjnie sg generalnie poréwnywalne
dla HA silanizowanych i biatkowanych i siegajg nawet do
1,8 mg/g HA. llos¢ jonowych potgczen antybiotyk-HA jest
znaczna dla nos$nikoéw keratynowanych, a praktycznie brak
ich w przypadku HA silanizowanych.

Powyzsze obserwacje potwierdzone zostaty przez wyniki
zahamowania wzrostu E. coli (ATCC 25922) przez hydrok-
syapatyty zawierajgce gentamycyne catkowitg lub tez zwig-
zang jonowo i kowalencyjnie (Tabela Ill). Wielko$¢ zon in-
hibicji wzrostu E. coli jest tym wieksza, im nizsza jest tem-
peratura syntezy HA. Zauwazalny jest pozytywny wplyw
obecnosci keratyny na ilos$¢ wigzan jonowych pomiedzy
antybiotykiem a zmodyfikowanym nos$nikiem - nawet dla
no$nika spiekanego w temp. 1150°C ich obecno$¢ wywotu-
je znacznie wiekszg inhibicje wzrostu E. coli niz no$niki si-
lanizowane lub nieaktywowane (kontrolne).

Kolejne doswiadczenia wykonywano z uzyciem no$nika HA
I, dla ktérego uzyskano najlepsze wyniki immobilizacji gen-
tamycyny. Zdjecia SEM hydroksyapatytu | (800°C) wyka-
zaly, ze modifikacja nosnika silanem nie zmienia jego struk-
tury powierzchniowej w poréwnaniu z kontrolg (RYS.1).
Natomiast na no$niku modyfikowanym keratyng zauwaza
sie obecno$¢ wiokien keratyny pokrywajgcych nosnik.
Nosnik HA | przechowywano przez 4 miesigce w tempera-
turze pokojowej w celu sprawdzenia dtugotrwatej aktywno-
Sci antybakteryjnej tak modyfikowanych hydroksyapatytow.
Stwierdzono, ze HA | zachowat swoje antybakteryjne wia-
Sciwosci wobec E. coli, co wida¢ najlepiej dla probek za-
wierajgcych gentamycyne zwigzang poprzez wszystkie trzy
typy oddziatywan. Dziatanie gentamycyny zwigzanej jono-
wo jest najsilniejsze w przypadku HA keratynowanego, za$
wplyw inhibujgcy antybiotyku zwigzanego kowalencyjnie w
warunkach testowych obserwowany jest w bezposrednim
kontakcie HA z bakteriami (RYS.2).

Reasumujgc: wykazano, ze immobilizacja gentamycyny na
nosnikach hydroksyapatytowych wigze sie z wystepowa-
niem trzech typoéw oddziatywan: biernej adsorpcji, sit jono-
wych i wigzan kowalencyjnych. llo§¢ gentamycyny zwigza-
nej przez HA jest tym wieksza, im nizsza jest temperatura
jego syntezy. lloS¢ antybiotyku zwigzanej z HA jonowo jest
wyraznie najwieksza w przypadku modyfikacji no$nika ke-
ratyng. Modyfikowane hydroksyapatyty nie tracg swych
antybakteryjnych wtasciwoéci po 4 miesigcach przechowy-
wania w temperaturze pokojowe;j.

B H

RYS.1.Zdjecia SEM (x2000) nosnikéw HA | (800°C)
silanizowanych (A) lub pokrywanych keratyna (B)
ze zwigzana gentamycyna. HA nieaktywowany
stanowi kontrole (C).
FIG. 1. SEM photographs (x 2000) of HA carriers
silanized (A) or keratin-sealed (B) with
immobilized gentamicin. Non-activated HA |
(800°C) (C) serves as control.

carrier - up to 2.5 mg/g HA - were found for keratin-sealed
carriers when compared with silanized or control ones (ex-
cept of HA VI). Amounts of gentamicin covalently bound
are generally comparable for HA silanized and protein-
coated; they reach up to 1.8 mg/g HA. Amount of ionic an-
tibiotic-HA interactions is significant for keratin-sealed car-
riers, but practically undetectable in case of silanized HA.

The above observations were confirmed by results of inhi-
bition of E. coli (ATCC 25922) growth by HA with total gen-
tamicin or HA with ionically and covalently bound antibiotic
(Table ). The dimensions of E. coli growth inhibition zones
are the bigger, the lower is HA synthesis temperature. Posi-
tive effect of keratin presence on amount of ionic interac-
tions between the antibiotic and modified carrier is notice-
able. Even for HA VI, synthesized at 1150°C, their pres-
ence results in much more significant inhibition of E. coli
growth than for silanized or non-activated (control) carrier.
Further experiments were performed on HA | because the
best results of gentamicin immobilization were obtained for
this carrier. SEM micrographs of HA | (800°C) showed that
modification of hydroxyapatite by y—aminopropyl-
triethoxysilane does not change its surface structure when

Nie
Pokrywany modyfikowany
keratyna (kontrola)
Keratin-sealed Non-modified
(control)

Nogik Silanizowany

Carrier Silanized

TABELA lll. Strefy zahamowania wzrostu (w mm)
E. coli na ptytkach z podtozem Mueller-Hinton jako
efekt dziatania gentamycyny unieruchomionej na
nosnikach HA (50 mg). Nosniki zawieraty
gentamycyne catkowita (A) i zwigzang jonowo i
kowalencyjnie (B).

TABLE lll. Zones of E. coli growth (mm) on Mueller-
Hinton agar plates as a function of gentamicin
immobilized on HA carriers (50 mg) activity. The
carriers contained the total gentamicin (A) and the
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RYS. 2. Strefy zahamowania wzrostu E. coli na
plytkach z podtozem Mueller-Hinton jako efekt
dziatania gentamycyny unieruchomionej na
nosniku HA | (50 mg) po 4 miesigcach
przechowywania w R/T. Nosniki zawieraty
gentamycynga catkowita (A), zwigzang jonowo i
kowalencyjnie (B) oraz zwigzang kowalencyjnie
(C). 1-HA silanizowany, 2-HA pokrywany keratyna,
3-HA nieaktywowany (kontrolny).

FIG. 2. Zones of E. coli growth inhibition on
Mueller-Hinton agar plates as a function of
gentamicin immobilized on HA | carrier (50 mg)
activity after 4 months of storage at R/T. The
carriers contained the total gentamicin (A),
ionically and covalently bound gentamicin (B) and
covalently bound gentamicin (C). 1-HA silanized,
2- HA keratin-sealed, 3-HA non-activated (control).
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compared with control HA (FIG.1). However, the presence
of protein fibers is well visible on surface of keratin-sealed
hydroxyapatite.

The HA | carrier was stored for 4 months at room tempera-
ture in order to test the long-lasting antibacterial activity of
such modified hydroxyapatite. It was found that HA | re-
mained active against E. coli after this period; the most sig-
nificant antibacterial activity of this carrier is observed for
samples containing gentamicin bound via all three types of
interactions. Activity of ionically bound gentamicin was the
highest for keratin-sealed HA. In the experiment conditions,
the inhibiting effect of covalently bound antibiotic was ob-
served upon direct contact with bacterial cells (FIG.2).

To sum up: It was shown that gentamicin binds on hydroxya-
patite carriers due to appearance of three types of interac-
tions: passive adsorption, ionic interactions and covalent
bonds. Amount of gentamicin bound to HA is the higher,
the lower is temperature of HA synthesis. Amount of antibi-
otic ionically bound to HA is the highest in case of keratin-
sealed carrier. The modified hydroxyapatites retain their
antibacterial activities after 4 months of storage at room
temperature.
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