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GENTAMYCYNY
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Wstep

Jednym probleméw zwigzanym z wszczepianiem bioma-
teriatow do tkanek cztowieka jest ich zakazenie, Jako za-
bezpieczenie przed tym groznym powikianiem proponuje
sie miedzy innymi polgczenie tworzywa z antybiotykiem,
ktory uwalniajac sie do tkanek istotnie zmniejsza ryzyko
kolonizacji drobnoustrojami. Do profilaktyki wykorzystuje sie
antybiotyki o szerokim spekirum dziatania zabezpieczaja-
ce przed mozliwie duzg iloscig drobnoustrojow [1]. W na-
szym doswiadczeniu wykorzystano gentamycyne z uwagi
na dobrze poznane wiasciwosci fizykochemiczne i farma-
kokinetyczne, a takze dostepny na rynku reagent do ozna-
czania stezenia gentamycyny w plynach. Celem pracy byto
oznaczenie krzywej uwalniania gentamycyny z nowego
kopolimeru blokowego w srodowisku zasadowym obojet-
nym i kwasnym.

Materiat i metoda

Probki multiblokowego poli(alifatyczno/aromatycznego-
estru) (PED) [2] zawierajacego 26% wag. tereftalanu butyle-
nu oraz 74% wag. dimeryzowanego kwasu ttuszczowego w
postaci pateczek dlugosci 10 mm i srednicy 2,5 mm umiesz-
czano na 24 godziny w wodnym roziworze gentamycyny o
stezeniu 40 mg w 1mlitemperaturze 37°C. Nastepnie probki
umieszczano pojedynczo w probowkach zawierajacych Sml
wodnego roztworu 0.9% NaCl buforowanego dopH 6.4, 7 41
9 o temperaturze 37°C. Probowki umieszczano w termosta-
towanej tazni wodnej; clpan water bath shaker typ 357. Z po-
szczegolnych probek pobierano po 100 mikro-l. ptynu po 15
min, 30, 45, 60 90, 120, 240, 720 oraz po 24 h i 48 h. Do-
swiadczenie powtdrzono 3 razy.

Wyniki

RYSUNKI 1-3 przedstawiajg krzywe uwalniania w za-
leznosci od wartosci pH. Z wykonanych pomiarow wynika,
ze juz po 15 minutach dochodzito do szybkiego wzrostu
stezenia gentamycyny. Nastepnie w kolejnych minutach ob-
serwowano niewielki spadek a nastepnie wzrost stezenia,
ktory osiggat wartos¢ maksymalng miedzy 1 a 2 godzing
doswiadczenia. Niewielki spadek stezenia gentamycyny w
srodowisku zasadowym i obojetnym cbserwowano po 24
godzinach, a nastepnie powrot do wczesniejszego steze-
nia w 48 godzinie doswiadczenia. W srodowisku kwasnym
niewielki spadek stezenia gentamycyny obserwowano po 12
godzinach a nastepnie powolny wzrost do wartosci znacz-
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Introduction

Infection is one of the problems in implantation of
biomaterials to the human tissues. As a protection to this
dangerous complication, the idea of connection of the ma-
terial with antibiotic, which diffuses to surrounding tissues
is applied to decrease the risk of microorganisms' coloniza-
tion. A board-spectrum of antibiotics is used in prophylaxis
to protect possibly large number of bacteria [1]. In our re-
search we used gentamycin due to well-known
pharmacocinetic and physicochemical properties and also
easy accessible on market reagent for titration of gentamycin
in body liquids. The aim of the work was to evaluate the
curve of gentamycin release from new block-copolymer in
different pH.

Material and method

Samples of multi-block poly(aliphatic/aromatic-ester) [2]
containing 26 wt% poly(butylene terephthalate) and 74 wt%
dimer fatty acid in form of rods of 10 mm in length and 2,5
mm in diameter were placed for 24 hours in an agueous
gentamycin solution of concentration of 40mg in 1ml and
temperature 37°C. Then, each single rod was placed in
test tube containing 5ml of aqueous 0.9% NaCl solution
bufferedto pH 6.4, 7.4, and 9.0 in temperature 37°C . Tubes
were placed in water bath shaker type 357. 100 microliter
of liquid was taken from each tube after 15, 30, 45, 60 90,
120, 240, 720 minutes, as well as after 24h and 48 h. Ex-
periments were repeated 3 times.

Results

FIGURES 1-3 show gentamycin release curve in differ-
ent pH. It can be seen from executed measurements, that
gentamycin reaches high concentration already after 15
minutes. Then, in next several minutes small decrease was
observed and then an increase of concentration, achieving
maximum value between 1st and 2nd hour of experiment.
Small decrease of concentration in basic and neutral envi-
ronment (pH 9 and pH 7.4) was observed after 24 hours,
and then it increased to earlier concentration at 48 hour. In
acidic environment (pH 6.4) small decrease of concentra-
tion was observed after 12 hours and then slow rise to con-
siderably high value than in basic and neutral environment.
(FIG.1,2,3).
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RYS. 1. Uwalnianie gentamycyny z kopolimeru
blokowego przy pH 9,0.

FIG. 1. Release of gentamycin from block
copolymer at pH 9.0.
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RYS. 2. Uwalnianie gentamycyny z kopolimeru
blokowego przy pH 7,4.

FIG. 2. Release of gentamycin from block
copolymer at pH 7.4.

nie przekraczajgcych uzyskane w srodowisku zasadowym i
obojetnym. (RYS. 1, 2, 3).

Dyskusja

Uwalnianie antybiotyku z wszczepianych do tkanek bio-
materiatow uzaleznione jest od wielu czynnikéw. Struktura
materiatu | budowa chemiczna wplywa na rodzaj wiazan z
antybiotykiem oraz na trwalos¢ polaczenia. Na szybkose
uwalniania antybiotyku wplywa takze pH tkanek, dziatanie
enzymow ustrojowych, przeplyw ptynu tkankowego [3, 4, 5,
6]. Do celow klinicznych najbardziej przydatne jest uwal-
nianie antybiotyku ze stalg predkoscig zapewniajgca przez
diugi czas stezenie przewyzszajace minimalne steZzenid
hamujace (MIC) w bezposrednim sasiedztwie wszczepu.
Zapewnia to efektywna ochrone przed zakazeniem. Gwat-
towne uwalnianie powodujgce zbyt wysokie stezenia anty-
biotykow moga powodowaé uszkadzanie tkanek, hamowa-
nie funkcji komorek odpornosciowych [1]. Analizujac uzy-
skane wyniki mozna wnioskowa¢, ze gentamycyna uwalnia
sie z kopolimeru gwattownie w pierwszych minutach. W przy-
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[Fig. 3 Release of gentamycin from block copolymer at pH 6.4)
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RYS. 3. Uwalnianie gentamycyny z kopolimeru
blokowego przy pH 6,4.

FIG. 3. Release of gentamycin from block
copolymer at pH 6.4.

Discussion

Antibiotic release from grafted implant to tissues depends
from many factors. Structure and chemical composition of
biomaterial influences kind of bonds with antibiotic as well
as durability of connection. Various factors influences speed
of antibiotic release including pH of tissues, constitutional
enzymes action or local liquid perfusion [3, 4, 5, 6]. For
medical purposes, the most useful is release of antibiotic
with constant rate assuring stable concentration exciding
minimum inhibitory concentration (MIC) for a long time in
direct surrounding of implant. It assures an effective pro-
tection against infection. Rapid release giving too high con-
centrations of antibiotics can cause damage of tissues, in-
hibition of immune cells [1]. Analyzing results it is possible
to conclude, that gentamycin has violently rapid release in
first minutes. In case pH 7.4 and 9.0 considerable decrease
of concentration was observed after 24 hours, which main-
tained stable in next day. It is possible that decrease of
concentration was caused by aminolysis of bonds in antibi-
otic-polymer complex. Such effect was not observed at pH
6.4 were gentamycin concentration constantly grew up. In
acidic environment we can expect an autocatalytic reac-
tions leading to increase of-COOH groups concentration of
copolymer, which react with NH, groups of gentamycin cre-
ating stable amide bonds. Experiment demonstrates that
low pH could increase release of gentamycin in final stage.
In infected tissues pH drops, therefore an increase of
gentamycin release from copolymer is very attractive prop-
erty. It is necessary to keep in mind, that conditions in vitro
give only guidance for in vivo research. Evaluation of
gentamycin release from implanted copolymer to living tis-
sues demands completing of separate tests on animals.
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padku pH 7,4 i 9 zaobserwowano znaczny spadek stezenia
po 24 godzinach, ktory wyrownywat sie w nastepnej dobie.
By¢ moze spadek stezenia byt spowodowany aminoliza wia-
zan w antybiotyku. Efektu tego nie obserwowano diapH 6,4 a
stezenie uwolnionej gentamycyny stale wzrastato. W $rodo-
wisku kwasnym mozemy spodziewac¢ sie autokatalityczne-
go wzrostu stezenia grup -COOH kopolimeru, ktore dobrze
reagujg z grupami NH, gentamycyny tworzac stabilne ugru-
powania amidowe. Z wykonanego doswiadczenia wynika, ze
niskie pH moze zwiekszac uwalnianie gentamycyny w kon-
cowej fazie. W tkankach objetych infekcjg pH obniza sie, wiec
zwiekszenie uwalniania gentamycyny z kopolimeru jest jak
najbardziej porzadne. Nalezy pamietac, ze warunki in vitro
daja tylko podstawy do okreslenia przebiegu badanych zja-
wisk w organizmie zywym. Ocena uwalniania gentamycyny
z kopolimeru wszczepionego do tkanek wymaga przeprowa-
dzenia oddzielnego doswiadczenia na zwierzetach.
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