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Wprowadzenie

Hydroksyapatyty ztozone z fosforanéw wapnia bedacych

naturalnym sktadnikiem konstrukcyjnym kosci, sg obecnie
jednym z lepszych materiatéw implantacyjnych w ortopedii
i stomatologii. Sg one biokompatybilne i po wszczepieniu
nie wywotujg znaczgcej odpowiedzi immunologicznej
[1]. Ze wzgledu na specyfike zabiegdw implantacyjnych,
czestos¢ wystepowania zakazen miejscowych jest bardzo
niska i oscyluje w granicach 1-3%, jednak w obrebie tych
przypadkow, ryzyko utraty konczyny lub $mierci pacjenta
jest bardzo wysokie. Gtéwnymi czynnikami etiologiczny-
mi zakazen sa S. aureus i S. epidermidis. Skutecznym
sposobem profilaktyki zakazen implantu jest stosowanie
antybiotykoterapii ogolnej, jednakze mniej szkodliwa dla
pacjenta jest ochrona miejscowa wszczepionego materiatu.
Pozwala ona na zmniejszenie dawki leku dostarczonej do
organizmu [2]. Hydroksyapatyt dzieki porowatej strukturze
moze by¢ potencjalnym nosnikiem lekow [3;4] i uwalniajac
lek in situ moze zapobiec infekcjom pooperacyjnym i two-
rzeniu biofilmu na powierzchni implantu [5].
Celem prezentowanej pracy byta modyfikacja materiatu
hydroksyapatytowego biatkami a nastepnie immobilizacja
chemiczna gentamycyny w kierunku wytworzenia biomate-
riatu zdolnego do stopniowego uwalniania leku do otacza-
jacego srodowiska.

Metodyka

Granulat hydroksyapatytowy wykonano w Katedrze
Technologii i Ceramiki AGH w Krakowie. Parametry HAP
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Introduction

Hydroxyapatite ceramics based on calcium phosphates,

chemical compounds being natural constructive element
of bones is now regarded to be one of better implantation
materials in orthopedic surgery and stomatology (1) be-
cause it is an unusually biocompatible material and it does
not evoke a significant host response. Due to specifics of
implantation procedures frequency of local infections is very
low, achieving 1-3%. However, among these cases, the risk
of limb amputation or patient’s death is very high. The main
etiological factors of infections are S. epidermidis and S.
aureus. An efficient way of implant infections prophylaxis is
systemic antibiotic therapy (2); however, local drug delivery
is less harmful for organism because it allows for reduction
of drug dose. So, porous structure of hydroxyapatite has
recently been considered as a potential material for drug
delivery system (3,4). This type of drug delivery system can
release a therapeutic agent in situ to avoid infections after
surgical procedures and formation of biofilm on implant
surface (5)
The aim of the present study was modification of hydroxya-
patite material by proteins and next chemical gentamicin im-
mobilization to construct a biomaterial with ability to release
the drug gradually to surrounding environment.

Methods

Hydroxyapatite was made in Chair of Technology and
Ceramics, AGH, Krakow. Hydroxyapatite parameters



wynosity: $rednica 0.3-05 mm, otwarta porowatos¢ 67%,
temperatura spiekania 800°C. Otrzymany materiat pokryto
dwoma rodzajami biatek (zelatyng wieprzowg lub keratyng
z wlosow ludzkich) uzyskujgc tym samym 2 typy matryc. W
procesie tym wykorzystano metode aktywacji y-aminopropy-
lotrietoksysilanem Weethala [6] i wlasng procedure immobi-
lizacji biatek. llo$¢ przytaczonego biatka okreslano metodg
Lowry ego zmodyfikowang przez Schacterle i Pollack™a [7].
Gentamycyne faczono z biomateriatem wedtug Zgtoszenia
Patentowego [8] i oznaczano ilosciowo wg Frutos-Cabanillas
[9]. Aktywnos¢ biologiczng immobilizowanej formy antybio-
tyku testowano wobec S. aureus ATCC 25923.

Rezultaty badan

Eksperymentem objeto materiat modyfikowany biatkami
(zelatyng i keratyng) i bez modyfikacji. Wyniki immobilizaciji
gentamycyny na granulacie HAP w zaleznosci od rodzaju
i ilosci biatka zwigzanego z materiatem przedstawia TA-
BELA1.

Na podstawie osiggnietych wynikéw zauwazono, ze ilo$é

llos¢ biatka

przed

llos¢
llos¢ gentamy-

Wydaj-
. biatka na Wydaj- cyny na o
: zacjg, w ” ” nos¢
biatka nosniku nosé nosniku

Amount
Kind of Amount of Effi-

protein protein on ciency of genta- .
before . w yield
. o carrier (%) micin on
immobiliza- . (%)
(mg/g) carrier

immobili-

Rodzaj

Immobi-
Amount

of protein lization

tion
(mg/g)

(mg/ml)

Keratyna 18.17 40.55 55.8 3.74 33.49
10.10 24.63 61.6 358 32.02

Keratin 25 7.87 76.9 3.86 34.49

; 21.76 26.63 69.4 378 33.38
Zeetg 9.0 116 322 3.76 33.63
ety 2.94 7.24 61.7 3.66 32.70

“Stezenie gentamycyny przed immobilizacjg wynosito 2.795 mg/ml

‘Concentration of gentamicin before immobilization was 2.795 mg/ml

TABELA 1. Wptyw rodzaju i ilosci biatka na immo-
bilizacje gentamycyny.

TABLE 1. Influence of kind and amount of protein
on gentamicin immobilization.

antybiotyku unieruchomionego na biomateriale nie zalezy
od rodzaju i ilosci biatka modyfikujacego granulat HAP. W
zwigzku z tym dalszg czes$¢ doswiadczeh wykonywano z
udziatem HAP modyfikowanego 0.3% roztworem biatka
(roztwor do immobilizacji 3 mg/ml). Stwierdzono, ze gen-
tamycyna do biatkowanego materiatu przytgczana jest
w sposob mieszany. Niemodyfikowany biatkiem nosnik
(kontrola) zdolny jest zwigza¢ gentamycyne na drodze
adsorpcji fizycznej (31 %) i jonowo (21 %); ponadto 48 %
antybiotyku pozostaje uwiezione gteboko w porach granu-
latu. Na nos$nikach modyfikowanych biatkiem ok. 30% leku
byto zwigzane na drodze adsorpcji fizycznej, jonowo tylko
3 —4 %, natomiast z pozostatej puli 63 — 68 % antybiotyku
czesc¢ przytaczyta sie kowalencyjnie, a czes¢ zostata uwie-
ziona w porach.

W dalszej czesci pracy testowano wptyw odczynu srodowi-
ska na efektywno$¢ wigzania biatka (TABELA 2). Okazato
sie, ze srodowisko zasadowe (pH=9) sprzyja zwiekszeniu
ilosci unieruchomionego biatka oraz wydajnosci procesu
immobilizacji.

Nastepnie badano zaleznos¢ pomiedzy stosunkiem masy
materiatu do objetosci roztworu antybiotyku a wydajnoscig
procesu immobilizacji i stwierdzono, ze nalezy eksperymen-

were: diameter: 0.3-0.5 mm, open porosity: 67 %, sintering
temperature: 800°C. This material was chemically covered
by two kinds of protein (porcine gelatin or keratin derived
from human hair). So, we obtained two types of matrix.
HAP was activated by y-aminopropyltriethoxysilane ac-
cording to Weethal’s method (6), keratin and gelatin were
covalently immobilized to silanized HAP according to our
own procedure. Protein concentration was measured
colorometrically by Lowry method modified by Schacterle i
Pollack (7). Gentamicin was immobilized according to the
Patent pending (8) and its concentration was estimated
spectrophotometrically after Frutos-Cabanillas (9). Biological
activity of immobilized antibiotic was tested in the presence
of S. aureus ATCC 25923.

Results

Our experiments involved the modification of both: the
material sealed by proteins (gelatin and keratin) and the
non-modified one. Results of gentamicin immobilization on
HAP in dependence on a kind and amount of protein are
presented in TABLE 1. The data leads to the conclusion that
there is not any correlation between a kind and amount of
protein on carrier and amount of immobilized gentamicin.
So, 0.3 % (3 mg/ml) initial concentration of protein before
the matrix activation was chosen for further experiments. It
was found that gentamicin was attached to the matrices in
mixed way. Non-modified carrier (control) had the ability to
bind gentamicin by physical adsorption (31%) and by ionic
interaction (21%); however, 48% was entrapped deeply
in HAP pores. To protein-modified carriers, about 30% of
drug was bound by physical adsorption, only 3-4% by ionic
interactions, whereas the remaining amount of 63-68%

Wydaj
Typ biatka llo$¢ biatka zwigza-
Immobilization yield
Type of protein nego z HAP
(%)
o 5 8.51 34.88
ST 7 1211 47.01
LG 9 12.42 54.75
N 5 13.75 36.66
Zelatyna
- 7 18.19 48.76
eain 9 22.96 6007

TABELA 2. Wptyw pH srodowiska na efektywnos¢é
wigzania biatka.

TABLE 2. Influence of medium pH on effectiveness
of protein attachment process.

Stezenie leku przed

llos¢ leku na
immobilizacjg.
HAP Wydajnosé
Typ no$nika Concentration of
) . Amount of Immobilization
Type of carrier drug before im-
drug on HAP yield (%)
mobilization Gl
m
(mg/ml) e
HAP pokryty 1.13 1.28 56.73
keratyna 2.66 2.75 51.62
Keratin-sealed 5.17 3.54 34.24
HAP 10.47 4.66 22.26
HAP pokryty 1.13 117 51.86
e 2.66 2147 40.86
. 5.17 3.09 29.86
gelatin-sealed
HAP 10.47 4.20 20.05

TABELA 3. Wptyw stezenia gentamycyny na wy-
dajnos¢ immobilizacji.

TABLE 3. Influence of gentamicin concentration
on immobilization yield.
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talnie wyznaczac te proporcje. W przypadku testowanego
granulatu HAP optymalna proporcja wynosita: 1 ml roztworu
gentamycyny/ 0.75 g HAP.

Nastepnie okre$lano wptyw stezenia antybiotyku na wy-
dajnos¢ immobilizacji. Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem
stezenia leku wzrasta ilo$¢ gentamycyny przytaczonej do
biatkowanego HAP, jednak taczy sie to z obnizeniem wy-
dajnosci procesu (TABELA 3).

Ostatnim etapem badan byto sprawdzenie wptywu mody-
fikacji chemicznej biomateriatu na aktywnos¢ biologiczng
gentamycyny. W tym celu HAP modyfikowany biatkiem i le-
kiem oraz niemodyfikowany biatkiem a tylko impregnowany
fizycznie gentamycyng, umieszczono w bulionie bakteryj-
nym (CFU=1.5x108). Eksperyment prowadzono 7 dni i co
48 godzin wprowadzano do bulionu nowa porcje bakterii.
W wyniku eksperymentu stwierdzono, ze HAP biatkowany
i potaczony z gentamycyna w sposéb mieszany (adsorpcja
fizyczna, interakcje jonowe, wigzania kowalencyjne) wyka-
zywat wiasciwosci bakteriobdjcze. Natomiast w przypadku
HAP tgczonego biernie z gentamycyng zauwazono wzrost
bakterii S. aureus po 24 godzinnej inkubac;ji.

WhiosKki

1. Modyfikacja granulatu HAP biatkami wptywa na immobili-
zacje gentamycyny w sposob mieszany. Lek wigzany jest do
biomateriatu przede wszystkim na drodze adsorpc;ji fizycznej
i kowalencyjnie, cho¢ pewna czes$¢ pozostaje uwieziona
fizycznie w porach granulatu HAP.

2. Srodowisko zasadowe jest korzystne dla modyfikacji
HAP biatkami.
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antibiotic was partially attached via covalent bonds and
partially entrapped within the pores.

In further part of research the influence of medium pH on
effectiveness of protein binding was tested (TABLE 2). It
was shown that alkaline medium (pH=9) promoted both an
increase of protein amount and immobilization yield. Next,
the dependence between a proportion of material mass
to antibiotic solution volume and an immobilization yield
was examined. In this case the optimal proportion was
1ml gentamicin to 0.75g of HAP. On a base of this experi-
ment we found that there is a need to set this proportion
experimentally.

Further experiment concerned the estimation of influence of
antibiotic concentration on immobilization yield. It was shown
that when drug concentration was increased also the amount
of immobilized gentamicin on protein-sealed HAP increased
but immobilization yield decreased (TABLE 3).

The last step of this research concerned checking of the
influence of chemical biomaterial modification on gentamicin
biological activity. Drug-protein-modified HAP and non-modi-
fied one soaked in gentamicin solution (control) were placed
in bacterial broth. Experiment lasted for 7 days. After every
48 hours, a new portion of bacteria was added. In view of
experiment it was shown that protein-sealed HAP bound with
gentamicin in mixed way (physical adsorption, ionic interac-
tions and covalent bonds) exerted bactericidal properties.
In case of control HAP, the presence of S. aureus just after
24 incubation was observed.

Conclusions

1. Modification of HAP carrier by proteins influenced on
gentamicin immobilization. Drug was bound to biomaterial
mostly by physical adsorption and in covalent mode; remain-
ing part was entrapped in HAP pores.

2. Alkaline medium is advantageous for HAP modification
by proteins.
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