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and 21 day, however the most mineralization was between
6 and 12 week of observation.
The co-polymer  P(LLA/GLA)+CF visibly caused accelera-
tion of osseous tissue regeneration compared to control
group.
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Poly (ethylene terephtalate), poly (methyl methacrylate),

Podsumowanie

Wszczepiony dotkankowo kopolimer P(LLA/GLA)+CF nie
wywo³uje negatywnych odczynów miejscowych i ogólno-
ustrojowych - dotyczy to zarówno tkanki podskórnej, miê-
�niowej jak i kostnej.
Przeprowadzone w warunkach in vivo badania biologiczne
wykazuj¹, i¿ najbardziej aktywny proces odnowy tkanki kost-
nej nastêpuje miêdzy 14 a 21 dob¹, a mineralizacji pomiê-
dzy 6 a 12 tygodniem obserwacji.
Kopolimer P(LLA/GLA)+CF wyra�nie powodowa³ przyspie-
szenie odnowy tkanki kostnej w porównaniu z grup¹ kon-
troln¹.
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Biomateria³ami stosowanymi w angioplastyce naczyñ s¹:
polietylenotereftalan, polimetylometakrylan, politetrafluoro-
etylen i poliuretan. Poliestrowe protezy naczyniowe czêsto
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polytetrafluoroetylene and polyurethane are biomaterials
used in blood vessels angioplastic. Polyesther vascular pros-
theses are often sealed with proteins (collagen, gelatin, al-
bumin) in order to obtain the appropriate tightness and to
reduce the risk of quick antibiotic elution from graft surfaces.
Post-operative infections are serious often mortal compli-
cations appearing in application of synthetic vascular pros-
theses. At present, the prostheses soaking in antibiotic so-
lution is often applied to decrease the infections rate. Re-
cent research include the antibiotic attachment to prosthe-
ses via ionic interactions, apart from the physical adsorp-
tion mentioned above. These protection methods, however,
lack the efficiency because of the short-lived therapeutic
effect off prostheses - attached antibiotic, resulting from the
lack of stability of the bonds (Kinney 1991, Gahtan 1995,
Haverich, 1998).
Main aim of our work was to verify the possibility of durable
covalent amikacin binding to different types of polyesther
vascular prostheses to obtain their long-lasting antibacte-
rial properties.
Antibiotic immobilization on biomaterials was performed
according to a method described in our Patent pending No
958934 (Ginalska 2003). Polyesther vascular prostheses
chosen for experiments were sealed with gelatin or colla-
gen due to producer's preferences. Amount of amikacin
bound to the biomaterials, immobilization yield and level of
antibiotic elution to buffer was estimated by spectrophoto-
metric method with phthaldialdehyde (Frutos Cabanillas
2000) modified and optimized for our experiments. The re-
sults are presented in TABLE I. It was found that amikacin
attaches to all tested vascular prostheses, however the im-
mobilization yields and bound antibiotic amounts are the
highest in case of gelatin-sealed biomaterials.
Next experiment showed that the antibiotic is bound via three
types of interactions: physical (adsorption), ionic and cova-
lent bonds. The percentage of particular interactions was
estimated on base of the prostheses shaking in destille water
(removal of antibiotic attached by physical adsorption) and
in solutions of NaCl in concentrations equal to ionic strengths
previously determined for particular biomaterials (ionic in-
teractions removal) TABELE II.
The experiment showed that the highest amount of antibi-
otic (77,3-89,6% of total amount) is covalently bound to pros-
theses. The durability of covalent bound between amikacin
and different biomaterials types was tested by prostheses
shaking in buffered saline solution (PBS) for 30 days. The
prostheses soaked in antibiotic solution served as control.
Low level of antibiotic elution from prostheses (2-3%) in
comparison with control prostheses (50-100%) was ob-
served, indicating the stability of created covalent bonds
(FIG.1). In further research the bactericidal effect of immo-
bilized amikacin against E. coli strain was tested. It was
found that, on base of obtained results (TABLE III) that all
types of amikacin-modified prostheses inhibited the growth
of tested bacterial strain, in contrary to antibiotic-soaked
control prostheses. Only in case of Gelsoft (modified by pro-
ducer for ionic rifampicin attachment), the bactericidal ef-
fect was observed also for central prosthesis.
To sum up: the possibility of covalent immobilization of
amikacin to different types of vascular prostheses was
shown. The best immobilization results were obtained for
gelatin-sealed biomaterials. All antibiotic-modified prosthe-
ses retain their bactericidal properties for least 30 days what
may allow for sufficient protection against perioperative graft
infections.

pokrywane s¹ przez producentów bia³kami (kolagen, ¿ela-
tyna, albumina) celem nadania im odpowiedniej szczelno-
�ci oraz zmniejszenia ryzyka szybkiej elucji antybiotyku z
ich powierzchni.
Powa¿nym problemem przy wykorzystaniu syntetycznych
protez naczyniowych jest wystêpowanie pooperacyjnych
powik³añ infekcyjnych czêsto o charakterze �miertelnym.
Obecnie w celu zmniejszenia ryzyka zaka¿eñ stosuje siê
nas¹czanie protez antybiotykami. Dotychczasowe badania
oprócz wymienionej powy¿ej adsorpcji biernej obejmuj¹
tak¿e po³¹czenia o charakterze jonowym. Ten sposób ochro-
ny jest jednak ma³o skuteczny ze wzglêdu na brak stabilno-
�ci tego typu wi¹zañ powsta³ych pomiêdzy lekiem a bioma-
teria³em i w zwi¹zku z tym krótkotrwa³ym efektem leczni-
czym antybiotyku (Kinney 1991, Gahtan 1995, Haverich,
1998).
G³ównym celem naszej pracy by³o sprawdzenie mo¿liwo-
�ci kowalencyjnego (trwa³ego) wi¹zania amikacyny do ró¿-
nych typów poliestrowych protez naczyniowych oraz nada-
nie im d³ugotrwa³ych w³a�ciwo�ci antybakteryjnych.
Unieruchomianie amikacyny z biomateria³em przeprowa-
dzono w oparciu o metodê opisan¹ w zg³oszeniu patento-
wym Nr P958934 naszego autorstwa (Ginalska 2003). Do
badañ wybrano komercyjne protezy naczyniowe wykona-
ne z poliestru powlekane w zale¿no�ci od producenta ¿ela-
tyn¹ b¹d� kolagenem. Ilo�æ amikacyny zwi¹zanej do po-
szczególnych biomateria³ów, wydajno�æ procesu immobili-
zacji oraz poziom elucji antybiotyku do buforu okre�lono
metod¹ spektrofotometryczn¹ z dialdehydem ftalowym (Fru-
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A 2,15 2,15 2,15 2,19 2,50 
Stê¿ enie amikacyny 

Concentration 
of amikacin 

[mg/ml] 
 

B 1,84 1,76 1,51 1,41 1,92 

Wydajno�æ immobilizacji 
Immobilization yield 

[%] 
14,4 18,1 30,0 35,6 23,2 

Amikacyna zwi¹zana z 
protez¹ 

Amikacin bound to 
prosthesis 

[mg/g] 

2,48 3,12 5,12 6,24 4,64 

A- concentration of amikacin before immobilization, B- concentration of amikacin 
after immobilization 

 TABELA I. Rezultaty immobilizacji amikacyny na
poliestrowych protezach naczyniowych.
TABLE I. Results of amikacin immobilization on
vascular prostheses.
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Ca³kowita ilo�æ zwi¹zanej amikacyny 
Total amount of bound amikacin 

 
100 100 100 100 100 

Ilo�æ amikacyny zwi¹zanej adsorpcyjnie 
Amount of amikacin bound by physical adsorption 

4,4 7,4 2,5 7,3 7,7 

Ilo�æ amikacyny zwi¹zanej jonowo 
Amount of ionically bound amikacin 

18,3 13,3 14,2 8,1 2,7 

Ilo�æ amikacyny zwi¹zanej kowalencyjnie 
Ilo�æ amikacyny zwi¹zanej kowalencyjnie 
Amount of covalently bound amikacin 

77,3 79,3 83,3 84,6 89,6 

 TABELA II. Procentowy udzia³ ró¿nych typów
wi¹zañ utworzonych pomiêdzy amikacyn¹ i
protez¹.
TABLE II. Percentage of different types of
amikacin-prosthesis bonds.
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tos Cabanillas 2000) zmodyfikowan¹ i zoptymalizowan¹
przez nas do potrzeb eksperymentu. Uzyskane wyniki przed-
stawia TABELA I. Stwierdzono, ¿e amikacyna immobilizuje
siê na wszystkich typach testowanych protez naczyniowych,
jednak w przypadku biomateria³ów ¿elatynowanych poziom
wydajno�ci procesu i ilo�æ zwi¹zanego antybiotyku jest naj-
wy¿sza. W kolejnym eksperymencie stwierdzono, ¿e w im-
mobilizacji leku bior¹ udzia³ trzy typy oddzia³ywañ: fizyczne
(adsorpcja), jonowe i kowalencyjne. Udzia³ poszczególnych
typów wi¹zañ utworzonych pomiêdzy antybiotykiem a pro-
tez¹ sprawdzono poprzez wytrz¹sanie ró¿nych typów pro-
tez w wodzie destylowanej (adsorpcja bierna) i roztworach
NaCl o stê¿eniach zgodnych z wcze�niej wyznaczonymi
si³ami jonowymi dla poszczególnych biomateria³ów (wi¹za-
nia jonowe) TABELA II.
Eksperymentalnie wykazano, i¿ najwiêkszy procentowy
udzia³ w wi¹zaniu antybiotyku odgrywaj¹ wi¹zania kowa-
lencyjne (77,3-89,6 %). Trwa³o�æ wi¹zañ kowalencyjnych
utworzonych pomiêdzy ró¿nymi typami biomateria³ów a
amikacyn¹ badano poprzez wytrz¹sanie protez w buforo-
wanym roztworze soli (PBS) w czasie 30 dni. Kontrole sta-
nowi³y protezy nas¹czane antybiotykiem. Stwierdzono ni-
ski poziom elucji antybiotyku z protez eksperymentalnych
(2-3%) w porównaniu do protez kontrolnych (50-100%) co
�wiadczy o stabilno�ci utworzonego wi¹zania kowalencyj-
nego  (RYS.1). W dalszym etapie badañ sprawdzano dzia-
³anie bakteriobójcze unieruchomionej amikacyny wobec
szczepu E.coli. Na podstawie uzyskanych wyników (TABE-
LA III) stwierdzono zahamowanie wzrostu testowanego
szczepu bakterii wobec wszystkich typów biomateria³ów mo-
dyfikowanych amikacyn¹, w przeciwieñstwie do protez na-
s¹czanych antybiotykiem. Tylko w przypadku protezy Gel-
soft, która przez producenta przygotowywana jest do wi¹-
zania jonowego rifampicyny efekt bakteriobójczy uzyskano
równie¿ dla protezy kontrolnej.
Reasumuj¹c: Wykazano mo¿liwo�æ wi¹zania kowalencyj-
nego amikacyny do ró¿nych typów protez naczyniowych.
Najlepsze efekty wi¹zania uzyskano dla biomateria³ów po-
wlekanych ¿elatyn¹. Wszystkie modyfikowane antybioty-
kiem protezy zachowuj¹ w³a�ciwo�ci bakteriobójcze przez
okres co najmniej 30 dni przez co mog¹ stanowiæ wystar-
czaj¹c¹ ochronê przed zaka¿eniami oko³ooperacyjnymi.

0 
10 
20 
30 40 
50 
60 
70 
80 
90 

10

a
m

o
u

n
t 

o
f 

a
m

ik
a
c
in

 b
o
u

n
d
 t

o
 

p
ro

s
th

e
s
is

(%
)

0 1 3 7 14 21 30 
time (days) 

0

20

40

60

80

10

a
m

o
u

n
t 

o
f 

a
m

ik
a
c
in

 b
o
u
n
d
  

to
 p

ro
s
th

e
s
is

 (
%

)  

0 1 3 7 14 21 30

time (days) 

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
1

a
m

o
u

n
t 

o
f 

a
m

ik
a

c
in

 b
o

u
n

d
 t

o
 

p
ro

s
th

e
s
is

0 1 3 7 1 2 3
time (days) 

C) Gelsoft B) Uni-Graft A) Tricogel 

RYS. 1. Uwalnianie amikacyny z protez
naczyniowych wytrz¹sanych przez 30 dni w PBS
w temp. 37OC.
FIG. 1. Release of amikacin from vascular
prostheses during 30 days of continuous shaking
in PBS at 37OC.

 
Rodzaj protezy 

Type of prosthesis 
Strefy zahamowania wzrostu 

Inhibition Zone Diemeters (mm) 

Hemashield 
Gold

TM
 (Bost. 

Scient.) 
Wovex

TM
 (Bard) 

 

 
Gelsoft 

TM 

(Vascutek) 

 
Uni-Graft ® DV 
straight (Braun) 

 
Tricogel® 
(Tricomed) 

 
 

Kontrola / Control 
Proteza modyfikowana / 

Modified prosthesis 
Kontrola / Control 

Proteza modyfikowana / 

Modified prosthesis  
Kontrola / Control 

Proteza modyfikowana / 

Modified prosthesis  
Kontrola / Control 

Proteza modyfikowana / 

Modified prosthesis  
Kontrola / Control 

Proteza modyfikowana / 

Modified prosthesis  

0 
26 ± 0,0 

 
0 

28 ± 0,0 

 
16 ± 0,1 
23 ± 0,2 

 
0 

23 ± 0,0 

 
0 

26 ± 0,2 

 

Kontrola- protezy nas¹czane roztworem 
amikacyny  

Control - prosthesis soaked with amikacin 

solution  
Proteza modifikowana- proteza po 

kowalencyjnej immobilizacji amikacyn¹ 

Modified-prosthesis � prosthesis modified by 
covalent amikacin immobilization 

 

TABELA III. Strefy zahamowania wzrostu
wyznaczone dla amikacyny zimmobilizowanej z
protezami.
TABLE III. Inhibition zones E.coli growth as a
function of biological activity of amikacin
immobilized on prostheses.
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