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Streszczenie: Czêœæ druga pracy przegl¹dowej poœwiêconej uk³adom polimerowym formowanym
w miejscu zastosowania (in situ), dotycz¹ca wstrzykiwalnych uk³adów hydro¿elowych. Przedstawiono
g³ówne strategie otrzymywania hydro¿eli formowanych w miejscu implantowania, z zasadniczym po-
dzia³em na sieciowanie chemiczne i fizyczne.

S³owa kluczowe: hydro¿ele wstrzykiwalne, sieciowanie in situ, in¿ynieria tkankowa, systemy dostarcza-
nia leków.

Polymeric in situ forming systems for biomedical applications. Part II. Inject-
able hydrogel systems
Abstract: The paper is the second part of a review concerning polymeric systems formed at the site of ap-
plication (in situ). The following presentation relates to injectable hydrogel systems. Brief description of
the polymers applied in such systems is given. The main strategies for preparing hydrogels at the target
site are also described. In situ gelling systems have been essentially classified into chemically and physi-
cally crosslinked ones.

Keywords: injectable hydrogels, in situ crosslinking, tissue engineering, drug delivery systems.

Hydro¿ele definiuje siê zazwyczaj jako materia³y po-
limerowe, które w kontakcie z wod¹ ulegaj¹ spêcznieniu,
lecz ze wzglêdu na usieciowan¹ strukturê nie rozpusz-
czaj¹ siê w niej. Usieciowanie hydro¿eli mo¿e mieæ cha-
rakter fizyczny (poprzez wi¹zania wodorowe, jonowe,
oddzia³ywania van der Waalsa) b¹dŸ chemiczny (z wy-
korzystaniem wi¹zañ kowalencyjnych). W charakterze
materia³u biomedycznego hydro¿ele po raz pierwszy
wykorzystali w latach 60-tych ub. wieku Lim i Wichterle,
którzy opracowali soczewki kontaktowe na bazie meta-
krylanu 2-hydroksyetylu [1]. W nastêpnych latach hyd-
ro¿ele nabiera³y coraz wiêkszego znaczenia jako bioma-
teria³y, ze wzglêdu na szereg unikatowych cech, takich
jak: biokompatybilnoœæ, du¿a zawartoœæ wody, elastycz-
noœæ, przepuszczalnoœæ tlenu i substancji chemicznych
(od¿ywczych, produktów metabolizmu). Obecnie hyd-
ro¿ele s¹ wykorzystywane do produkcji soczewek kon-
taktowych, opatrunków okluzyjnych, klejów chirurgicz-
nych, pokryæ przeciwzakrzepowych protez naczyñ
krwionoœnych i serca.

W wielu zastosowaniach klinicznych korzystne jest
formowanie hydro¿eli in vivo w miejscu aplikacji (in situ).
Znaczenia podjêtego tematu dowodzi du¿a liczba prac,
w tym tak¿e przegl¹dowych, dotycz¹ca tego zagadnienia
[2—7].

Prekursorami hydro¿eli formowanych in situ s¹
wstrzykiwalne uk³ady p³ynne b¹dŸ pó³p³ynne, które —
wprowadzane do organizmu w sposób minimalnie inwa-
zyjny — w miejscu wprowadzenia wype³niaj¹ szczelnie
przestrzeñ miêdzytkankow¹, a nastêpnie ulegaj¹ sieciowa-
niu. Uformowany implant hydro¿elowy jest miêkki i elas-
tyczny, co minimalizuje ewentualne mechaniczne podra¿-
nienia otaczaj¹cych go tkanek. Ponadto, lek b¹dŸ komórki
mo¿na umieœciæ w miejscu aplikacji w wyniku zmieszania
ich z ciek³ym uk³adem hydro¿elowym. Zmieszanie bioak-
tywnych sk³adników z uk³adem wstrzykiwalnym przed
aplikacj¹ zapewnia ich równomiern¹ dystrybucjê w ju¿
uformowanym implancie. Wstrzykiwalne materia³y hyd-
ro¿elowe s¹ obiektem zainteresowania in¿ynierii tkanko-
wej i chirurgii, ze wzglêdu na mo¿liwoœæ ich wprowadza-
nia do organizmu, w sposób minimalnie inwazyjny, jako
systemów kontrolowanego uwalniania leków b¹dŸ te¿
rusztowañ umo¿liwiaj¹cych adhezjê i proliferacjê komó-
rek, a w konsekwencji regeneracjê tkanki. Formowane
in situ hydro¿ele mog¹ byæ zastosowane w celu naprawy
lub wspomagania regeneracji tkanki chrzêstnej, kostnej
i naczyñ krwionoœnych.
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Szczególnie du¿o uwagi poœwiêca siê wstrzykiwal-
nym systemom hydro¿elowym, które po wprowadzeniu
do ¿ywego organizmu wykazuj¹ cechy podobne do cech
wielu tkanek i biologicznej macierzy zewn¹trzkomórko-
wej (ECM, ang. extracellular matrix). W sk³ad macierzy
zewn¹trzkomórkowej wchodz¹ ró¿nego rodzaju protei-
ny i polisacharydy wydzielane przez obecne w niej ko-
mórki. Sk³adniki ECM odgrywaj¹ istotn¹ rolê w formo-
waniu tkanek, lokalizacji i migracji komórek, determinu-
j¹ ich kszta³t i uczestnicz¹ w przekazywaniu sygna³ów
miêdzy komórkami. St¹d te¿ coraz czêœciej s¹ opracowy-
wane modyfikowane materia³y hydro¿elowe zawiera-
j¹ce elementy bioaktywne, charakterystyczne dla ECM,
takie jak: wra¿liwe na degradacjê proteolityczn¹ sekwen-
cje peptydowe, czynniki wzrostu lub promotory adhezji
(zwykle sekwencja RGD) [8]. Sekwencja RGD, sk³adaj¹ca
siê z aminokwasów: argininy, glicyny i kwasu asparagi-
nowego, wystêpuje w wielu bia³kach ECM, np. w fibro-
nektynie, i bierze udzia³ w interakcjach komórek z macie-
rz¹. Sekwencja tripeptydu wbudowana w strukturê poli-
merów stymuluje adhezjê i proliferacjê komórek, takich
jak: chondrocyty, fibroblasty i komórki œródb³onka [9].

Niniejszy artyku³ stanowi drug¹ czêœæ publikacji po-
œwiêconej wybranym polimerowym uk³adom formowa-
nym in situ do zastosowañ biomedycznych [10]. W po-
równaniu ze wstrzykiwalnymi materia³ami wspomaga-
j¹cymi regeneracjê tkanek twardych, omówionymi
w Cz. I, wykorzystywanymi obecnie g³ównie w ortope-
dii, wstrzykiwalne uk³ady hydro¿elowe (którym poœwiê-
cono Cz. II) znajduj¹ siê na ogó³ ci¹gle jeszcze w fazie ba-
dañ podstawowych. Wymagania stawiane biomateria-
³om formowanym in situ szczegó³owo omówiono w Cz. I.
W tej czêœci opisano i porównano przede wszystkim
surowce oraz g³ówne strategie otrzymywania hydro¿eli
in situ, nie omówiono natomiast szerokiego zagadnienia
modyfikacji materia³ów hydro¿elowych substancjami
bioaktywnymi.

WYBRANE POLIMERY WYKORZYSTYWANE
W HYDRO¯ELACH FORMOWANYCH IN SITU

Wœród materia³ów hydro¿elowych badanych pod
k¹tem mo¿liwoœci ich wykorzystania w systemach dostar-
czania leków lub in¿ynierii tkankowej, liczn¹ grupê stano-
wi¹ nietoksyczne polimery hydrofilowe, zazwyczaj bio-
degradowalne, pochodzenia naturalnego b¹dŸ syntetycz-
ne. Najczêœciej stosowanymi polimerami syntetycznymi s¹
polimery zawieraj¹ce w swym sk³adzie poli(tlenek etyle-
nu) (PEOX), poli(alkohol winylowy) (PVAl), poli(N-izo-
propyloakryloamid) (PNIPAm), natomiast spoœród poli-
merów pochodzenia naturalnego wykorzystuje siê alginia-
ny, kwas hialuronowy, chitozan, kolagen i ¿elatynê.

Poli(tlenek etylenu)

Poli(tlenek etylenu) — PEOX — [zwyczajowo poli(gli-
kol etylenowy), PEG] uzyska³ akceptacjê FDA (Food and

Drug Administration) jako materia³ do zastosowañ biome-
dycznych. Bardzo czêsto PEOX jest stosowany w in¿ynie-
rii tkankowej i w systemach dostarczania leków. Jest nie-
toksyczny i nie wywo³uje odpowiedzi immunologicznej
organizmu. Ponadto jest relatywnie tani i ³atwo dostêpny
w szerokim zakresie mas molowych. Hydro¿ele PEOX
pod wzglêdem w³aœciwoœci fizycznych i mechanicznych
wykazuj¹ podobieñstwo do tkanek naturalnych [11].
Rusztowania powsta³e z PEOX charakteryzuje s³aba
przyczepnoœæ komórek, utrudniaj¹ca ich wzrost na po-
wierzchni polimeru. Poli(tlenek etylenu) nie ulega bio-
degradacji. Wiadomo jednak, ¿e makrocz¹steczki PEOX,
o masie molowej nieprzekraczaj¹cej 30 000 g/mol, mog¹
byæ wydalane z moczem [12].

Poli(tlenek etylenu-blok-tlenek propylenu-blok-tlenek
etylenu)

W handlu s¹ dostêpne dwa rodzaje kopolimerów blo-
kowych tlenku etylenu i tlenku propylenu (PEOX/
PPOX): (1) liniowe kopolimery triblokowe pod nazw¹
Pluronic® (BASF) (Poloxamer wg International Nomencla-
ture of Cosmetic Ingredients) lub Pluronic R® (Meroxapol),
(2) ich czteroramienne odpowiedniki (Tetronic®, Tetro-
nic®R) (schemat A). Dostêpne s¹ kopolimery o ró¿nej ma-
sie molowej i ró¿nej d³ugoœci poszczególnych bloków
PEOX i PPOX [13]. W wodnych roztworach takich kopo-
limerów pod wp³ywem ogrzewania zachodzi przemiana
zol-¿el. Szczególne zainteresowanie in¿ynierii tkankowej
budz¹ roztwory kopolimerów PEOX/PPOX wykazuj¹ce
przejœcie fazowe w temperaturze zbli¿onej do temperatu-
ry cia³a ludzkiego. Mimo, ¿e materia³y na bazie PEOX/
PPOX nie s¹ biodegradowalne to, jak dowodz¹ badania
wykonane przez J. Grindela i wspó³pr., makrocz¹steczki
o masie molowej 16 000 g/mol s¹ jeszcze filtrowane przez
nerki [14]. FDA i EPA (Environmental Protection Agency)
wyrazi³y zgodê na stosowanie wybranych polimerów
z powy¿szej grupy, m.in. w charakterze dodatków do
¿ywnoœci, noœników leków i wstrzykiwalnych uk³adów
wykorzystywanych w in¿ynierii tkankowej [15].
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Poli(alkohol winylowy)

Hydro¿ele otrzymywane z PVAl charakteryzuj¹ siê
du¿¹ ch³onnoœci¹ wody i elastycznoœci¹ zbli¿on¹ do elas-
tycznoœci tkanek. Podobnie jak hydro¿ele otrzymywane
z poli(tlenku etylenu), hydro¿ele PVAl nie wykazuj¹ ad-
hezji komórek i bia³ek. Ze wzglêdu na obecnoœæ wolnych
grup hydroksylowych PVAl mo¿e byæ modyfikowany
chemicznie [16].

Poli(N-izopropyloakryloamid)

PNIPAm jest nieulegaj¹cym biodegradacji polimerem
o wartoœci dolnej krytycznej temperatury rozpuszczalnoœci
(LCST) równej 32 °C. Jednym ze sposobów otrzymania
hydro¿eli biodegradowalnych PNIPAm jest sieciowanie
liniowego polimeru za pomoc¹ poliaminokwasów [17].

Alginiany

Alginiany to naturalne polisacharydy pozyskiwane
z alg morskich lub produkowane pozakomórkowo przez
niektóre bakterie. Kwas alginowy sk³ada siê z bloków
o ró¿nej d³ugoœci reszt kwasu �-D-mannuronowego (M) i
�-L-guluronowego (G), po³¹czonych wi¹zaniami 1,4-gli-
kozydowymi. W strukturze alginianów wystêpuj¹ rów-
nie¿ bloki, w których poszczególne jednostki monome-
ryczne s¹ rozmieszczone naprzemiennie [wzór (I)] [18].

W organizmach ssaków alginiany w zasadzie nie degra-
duj¹ ze wzglêdu na brak specyficznego enzymu — algi-
nazy. Natomiast usieciowane jonowo hydro¿ele alginia-
nów mog¹ in vivo ulegaæ niekontrolowanemu rozpusz-
czeniu na skutek wymiany jonów wapnia na obecne
w œrodowisku fizjologicznym jednowartoœciowe jony,
np. Na+ [19]. Jeden ze sposobów poprawy degradowal-
noœci materia³ów opartych na alginianach polega na
czêœciowym utlenieniu ³añcucha g³ównego. Alginiany s¹
wykorzystywane jako noœniki w enkapsulacji ¿ywych
komórek do zastosowañ terapeutycznych i otrzymywa-
nia hybrydowych sztucznych organów [20, 21], w in¿y-
nierii tkankowej oraz w systemach dostarczania protein,
peptydów i leków [5, 22].

Kwas hialuronowy

Kwas hialuronowy to biodegradowalny polisacharyd
zawieraj¹cy powtarzaj¹ce siê jednostki disacharydu zbu-
dowanego z kwasu D-glukuronowego i N-acetylogluko-

zoaminy. W organizmach ¿ywych wystêpuje w postaci
soli sodowej, w najwiêkszych iloœciach w skórze, tkance
chrzêstnej, p³ynie stawowym, ciele szklistym oka. Jako
powszechny sk³adnik macierzy zewn¹trzkomórkowej
odgrywa kluczow¹ rolê w utrzymaniu strukturalnej in-
tegralnoœci tkanki. Kwas hialuronowy jest jedn¹ z najbar-
dziej higroskopijnych substancji. Jego wyj¹tkowa zdol-
noœæ wi¹zania i zatrzymywania wody wynika ze struktu-
ry spiralnej z ulokowanymi na zewn¹trz grupami karbo-
ksylowymi i sprawia, ¿e tworzy sprê¿ysty ¿el [23].

Chitozan

Chitozan jest polimerem, którego podstawow¹ jednost-
kê powtarzaln¹ stanowi �-(1,4)-2-amino-2-deoksy-D-glu-
kopiranoza. Otrzymuje siê go w wyniku deacetylacji chity-
ny — poli[�-(1,4)-2-acetamido-2-deoksy-D-glukopi-
ranozy]. Stopieñ deacetylacji siêga na ogó³ 80 %. Ten nie-
toksyczny i biodegradowalny polisacharyd wykazuje ak-
tywnoœæ hemostatyczn¹ i immunologiczn¹, a tak¿e adhe-
zjê do tkanek [16]. W organizmie ulega degradacji enzyma-
tycznej w wyniku dzia³ania lizozymu i chitynaz [24].

Dekstran

Dekstran to w wiêkszoœci liniowy polisacharyd zbu-
dowany z jednostek glukozopiranozy po³¹czonych
wi¹zaniem 1,6-glikozydowym, zawiera 5—10 % rozga³ê-
zieñ po³¹czonych z ³añcuchem wi¹zaniami 1,3-glikozy-
dowymi [16, 25]. W warunkach in vivo pod wp³ywem
dekstranazy ulega powolnej degradacji [26].

Kolagen i ¿elatyna

Kolagen stanowi atrakcyjny materia³ do zastosowañ
biomedycznych, poniewa¿ jest g³ównym sk³adnikiem
ECM i najczêœciej wystêpuj¹cym bia³kiem w tkankach
ssaków, pe³ni¹cym przede wszystkim funkcje struktural-
ne. Kolagen ma budowê prawoskrêtnej superhelisy,
utworzonej z trzech lewoskrêtnych ³añcuchów polipep-
tydowych � [27]. Ulega biodegradacji pod wp³ywem me-
taloproteinaz i proteazy serynowej. Pochodn¹ kolagenu
jest ¿elatyna, otrzymywana w wyniku zniszczenia natu-
ralnej struktury trihelikalnej kolagenu. Jest w mniejszym
stopniu immunogeniczna ni¿ jej prekursor. Prawdopo-
dobnie obecna w kolagenie struktura, odpowiedzialna za
przekazywanie sygna³ów informacyjnych do komórek,
zostaje w ¿elatynie nienaruszona [4].

Scharakteryzowane polimery stanowi¹ podstawowy
sk³adnik wstrzykiwalnych uk³adów hydro¿elowych,
zwykle jednak musz¹ byæ poddane funkcjonalizacji,
odpowiednio do u¿ytej metody sieciowania.

METODY SIECIOWANIA

Aby uzyskaæ hydro¿el in situ nale¿y zastosowaæ tech-
niki, które zapewni¹ szybkie sieciowanie w obecnoœci
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wody, prowadz¹ce do uformowania stabilnej, pêcznie-
j¹cej w warunkach fizjologicznych sieci polimerowej.
Formowanie hydro¿elu powinno nastêpowaæ w ci¹gu
kilku minut, aby nie dosz³o do wycieku wstrzykiwalnego
uk³adu do s¹siaduj¹cych tkanek. Akceptowalne warunki
sieciowania zarówno chemicznego, jak i fizycznego obej-
muj¹ stosunkowo w¹ski zakres pH i temperatury.

Sieciowanie chemiczne

W przypadku sieciowania chemicznego istotne jest
uzyskanie odpowiedniej szybkoœci reakcji w warunkach
temperatury i pH zbli¿onych do fizjologicznych. Sub-
straty, a tak¿e produkty uboczne powstaj¹ce w trakcie re-
akcji sieciowania, musz¹ byæ rozpuszczalne w wodzie
i nietoksyczne. Sieciowanie chemiczne prowadzi siê
wed³ug mechanizmu rodnikowego, z wykorzystaniem
klasycznych reakcji organicznych (reakcji zaliczanych do
grupy „click chemistry” lub tworzenia imin), a tak¿e reak-
cji enzymatycznych.

Sieciowanie rodnikowe

Niewielka konwersja wi¹zañ podwójnych w synte-
zie wysokousieciowanych polimerów jest czêstym
problemem i mo¿e byæ przyczyn¹ pogorszenia w³aœci-
woœci mechanicznych, a tak¿e obecnoœci w uk³adzie
potencjalnie toksycznych, nieprzereagowanych mo-
nomerów. W przypadku, gdy hydro¿ele s¹ formowane
metod¹ sieciowania rodnikowego mo¿na, jak podaj¹
niektóre Ÿród³a, uzyskaæ bardzo du¿¹ konwersjê
wi¹zañ podwójnych, dziêki temu, ¿e w wodzie makro-
rodniki utrzymuj¹ znaczn¹ ruchliwoœæ ³añcucha w
trakcie ¿elowania [28]. W celu ograniczenia zawartoœci
zwi¹zków ma³ocz¹steczkowych — zazwyczaj cytotok-
sycznych monomerów — w charakterze prekursorów
hydro¿eli formowanych in situ metod¹ polimeryzacji
rodnikowej czêsto stosuje siê rozpuszczalne w wodzie
makromonomery zawieraj¹ce przynajmniej dwie re-
aktywne grupy. Chemiczne sieciowanie wykorzystu-
j¹ce mechanizm rodnikowy prowadzi siê przy u¿yciu
fotoinicjatorów lub inicjatorów redoks.

Polimeryzacja fotochemiczna

Hydro¿ele zarówno syntetyczne, jak i naturalne, for-
mowane in situ pod wp³ywem bodŸca œwietlnego, szero-
ko opisano w artyku³ach przegl¹dowych dotycz¹cych
fotoczu³ych wstrzykiwalnych uk³adów do zastosowañ
biomedycznych [16, 29, 30]. Prekursorami hydro¿eli for-
mowanych fotochemicznie in situ s¹ zazwyczaj makro-
monomery hydrofilowe, zakoñczone z obu stron grupa-
mi akrylowymi, wzglêdnie metakrylowymi lub fumaro-
wymi. Najczêœciej g³ówny ³añcuch stanowi poli(tlenek
etylenu) [31, 32], poli(alkohol winylowy) [33, 34], kwas
hialuronowy [35], alginiany [36, 37], dekstran [38] lub
chitozan [35, 39].

Polimeryzacja inicjowana fotochemicznie, prowa-
dz¹ca do wytworzenia sieci polimerowej, pod wieloma
wzglêdami jest korzystniejsza od pozosta³ych metod po-
limeryzacji rodnikowej. Fotosieciowanie charakteryzuje
du¿a szybkoœæ reakcji (do kilku minut) nawet w tempera-
turze pokojowej lub fizjologicznej. Temperatur¹ mo¿na
sterowaæ na drodze zmiany natê¿enia œwiat³a [40]. Pew-
nym ograniczeniem fotopolimeryzacji jest gruboœæ
utwardzanej warstwy, ze wzglêdu na absorpcjê œwiat³a
przechodz¹cego przez utwardzan¹ kompozycjê mo¿liwe
jest sieciowanie tylko stosunkowo cienkich warstw i w
zwi¹zku z tym jest konieczne stosowanie odpowiednich
urz¹dzeñ naœwietlaj¹cych, wprowadzanych, np. laparo-
skopowo, lub stosowanie fotopolimeryzacji transdermal-
nej w przypadku sieciowania materia³ów umiejscowio-
nych tu¿ pod skór¹. Fotopolimeryzacjê transdermaln¹
badano podczas implantowania za pomoc¹ technik mini-
malnie inwazyjnych uk³adów przydatnych w rekons-
trukcji tkanki chrzêstnej [41, 42] b¹dŸ podczas indukowa-
nia rozwoju sieci naczyniowej [43]. Ze wzglêdu na znacz-
n¹ absorpcjê promieniowania UV przez skórê, najefek-
tywniejszymi fotoinicjatorami polimeryzacji podskórnej
s¹ fotoinicjatory absorbuj¹ce œwiat³o o d³ugoœci fali z za-
kresu œwiat³a widzialnego lub nawet podczerwieni.
W przypadku fotopolimeryzacji nietransdermalnej jest
wa¿ne, by ¿ywe komórki immobilizowane w rusztowa-
niach hydro¿elowych nie by³y nara¿one na dzia³anie
szkodliwego krótkofalowego promieniowania UV.

W hydro¿elowych materia³ach formowanych in vivo
doœæ czêsto jest stosowany 1-[4-(2-hydroksyetoksy)feny-
lo]-(2-hydroksy-2-metylo)propan-1-on (IrgacureTM 2959)
[wzór (II)]. Jego zalet¹ jest ma³a cytotoksycznoœæ, a tak¿e
— w porównaniu z innymi handlowo dostêpnymi foto-
inicjatorami — najlepsza rozpuszczalnoœæ w wodzie (ok.
2 % mas.) [44]. Wspomniany fotoinicjator wykazuje ma-
ksimum absorpcji œwiat³a przy � ok. 280 nm [45]. W celu
zminimalizowania mutagennego wp³ywu krótkofalowe-
go promieniowania UV, w przypadku IrgacureTM 2959
stosuje siê zazwyczaj promieniowanie o d³ugoœci fali
365 nm, mimo ¿e nastêpuje znaczny spadek wartoœci mo-
lowego wspó³czynnika ekstynkcji odpowiadaj¹cego tej
d³ugoœci fali [46].

Stosunkowo niedawno opisano nowe uk³ady fotoini-
cjuj¹ce polimeryzacjê za pomoc¹ œwiat³a widzialnego
w œrodowisku wodnym. Przyk³adem jest tu feny-
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lo-2,4,6-trimetylobenzoilofosfinian litu [wzór (III)], efek-
tywny nawet przy � > 400 nm, niecytotoksyczny i charak-
teryzuj¹cy siê lepsz¹ rozpuszczalnoœci¹ w wodzie ni¿
IrgacureTM 2959 [47].

Eozyna [wzór (IV)], nale¿¹ca do grupy barwników
ksantogenowych, stosowana jest zazwyczaj razem z trze-
ciorzêdow¹ amin¹ (zwykle metylodietanoloamin¹ lub
trietanoloamin¹) i dodatkowo 1-winylo-2-pirolidonem
w roli przyspieszacza. Eozyna wykazuje maksimum ab-
sorpcji przy � ~ 510 nm, zalicza siê j¹ wiêc do fotoinicjato-
rów absorbuj¹cych w zakresie œwiat³a widzialnego. Sys-
temy fotoinicjuj¹ce zawieraj¹ce eozynê zastosowano
m.in. do otrzymywania — z diakrylanu poli(glikolu ety-
lenowego) — hydro¿elowych rusztowañ dla mezenchy-
malnych komórek macierzystych [32] lub do enkapsula-
cji fibroblastów [31].

Pewn¹ alternatyw¹ dla fotopolimeryzacji w procesie
formowania hydro¿eli in vivo, mo¿e byæ polimeryzacja
z wykorzystaniem promieniowania rentgenowskiego.
Tseng i wspó³pr. przeprowadzili badania in vitro utwar-
dzania poli(tlenku etylenu) zakoñczonego grupami
akrylowymi (PEOX-DA) za pomoc¹ promieniowania X.
Zastosowany sposób polimeryzacji eliminuje wprawdzie
obecnoœæ szkodliwych fotoinicjatorów, jednak ze wzglê-
du na to, ¿e zastosowana dawka promieniowania (wyno-
sz¹ca 1 Sv) jest stosunkowo du¿a, metoda wymaga opty-
malizacji w celu znacznej redukcji dawki promieniowa-
nia rentgenowskiego do bezpiecznego poziomu [48].

Polimeryzacja inicjowana uk³adem redoks

Pewne ograniczenia stosowania fotopolimeryzacji
w procesie ¿elowania in vivo, zwi¹zane ze, wspomnian¹
ju¿, g³êbokoœci¹ utwardzania oraz mo¿liwoœci¹ wystêpo-
wania tzw. efektu cienia, nie dotycz¹ przypadku polime-
ryzacji rodnikowej inicjowanej uk³adem redoks. Uk³ad
sk³adaj¹cy siê z nadsiarczanu amonu b¹dŸ potasu i tetra-
metyloetylenodiaminy (APS/TEMED) by³ jednym z pier-
wszych uk³adów redoks, wykorzystanych w syntezie
hydro¿eli przeznaczonych do zastosowañ biomedycz-
nych [49], w tym równie¿ do wstrzykiwalnych materia-
³ów hydro¿elowych utwardzanych in vivo [50]. Mecha-
nizm wytwarzania reaktywnych rodników w uk³adzie
APS/TEMED opisali Feng i wspó³pr. [51]. U¿yty system
jest bardzo efektywny, nawet w temperaturze pokojowej,
niemniej jednak nieprzereagowane sk³adniki, a tak¿e
produkty ich degradacji, pogarszaj¹ biokompatybilnoœæ
hydro¿eli. Znaczn¹ toksycznoœæ poszczególnych sk³ad-
ników omawianego uk³adu wykazali m.in. Desai

i wspó³pr. w badaniach toksycznoœci wobec fibroblastów
[52]. Podobnie, toksycznoœci zarówno APS, jak i TEMED
dowiedli Shifeng i wspó³pr. [53]. Sk³adniki te u¿yte w uk-
³adzie odznaczaj¹ siê jednak mniejsz¹ toksycznoœci¹,
prawdopodobnie ze wzglêdu na powstawanie mniejszej
iloœci toksycznych produktów reakcji pomiêdzy APS i
TEMED.

Toksycznoœci nie wykazuje system zawieraj¹cy nad-
tlenek wodoru i jony ¿elaza(II), w stê¿eniach poni¿ej, od-
powiednio, 5 i 0,5 mmoli/dm3 [54, 55]. W omawianym
uk³adzie Ÿród³em rodników hydroksylowych jest tzw. re-
akcja Fentona (schemat B). Zwykle ta reakcja jest prowa-
dzona w œrodowisku kwaœnym (pH ok. 2,5), co ogranicza
mo¿liwoœci jej wykorzystania w procesie polimeryzacji
prowadzonej w warunkach fizjologicznych. Niemniej
jednak wspomniany system inicjowania zastosowano
niedawno do otrzymania wstrzykiwalnych hydro¿eli za-
wieraj¹cych ¿ywe komórki. L. Sun i wspó³pr. spolimery-
zowali N-(2-hydroksyetylo)akryloamid i PEOX-DA
[diakrylowany poli(tlenek etylenu)] w obecnoœci chlorku
¿elaza(II) i wody utlenionej w neutralnym pH, w wyniku
czego uzyskali przezroczyste i wytrzyma³e hydro¿ele.
Enkapsulowane w hydro¿elu mezenchymalne komórki
macierzyste szpiku kostnego, a tak¿e komórki mysiego
fibrosarcoma wykazywa³y wysok¹ prze¿ywalnoœæ [56].

Fe2+ + H2O2 � Fe3+ + OH• + OH–

Schemat B

Interesuj¹cym rozwi¹zaniem wydaje siê wprowadze-
nie do inicjuj¹cego uk³adu, obok jonów Fe2+, glukozy
i oksydazy glukozowej. Enzym przekszta³ca glukozê
w kwas glukonowy. Regeneracja koenzymu oksydazy
FAD (dinukleotydu flawinoadeninowego) nastêpuje
w wyniku redukcji O2 do H2O2 (schemat C). Nadtlenek
wodoru wytworzony enzymatycznie w reakcji z jonami

¿elaza(II) tworzy z kolei rodniki hydroksylowe. Ponie-
wa¿ w reakcji jest zu¿ywany tlen cz¹steczkowy, prak-
tycznie bior¹c zanika problem inhibicji tlenowej. Autorzy
zastosowali powy¿szy uk³ad inicjowania do enkapsulacji
fibroblastów w procesie polimeryzacji czteroramiennego
poli(tlenku etylenu), sfunkcjonalizowanego grupami
akrylanowymi [57].

Sieciowanie z wykorzystaniem klasycznych reakcji
organicznych

Formowanie hydro¿eli z wysok¹ wydajnoœci¹ w ³a-
godnych warunkach w œrodowisku wodnym jest mo¿li-
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we z zastosowaniem reakcji z grupy CC (ang. click chemis-
try). Termin click chemistry, wprowadzony przez K.B.
Sharplessa i wspó³pr., nie wskazuje na konkretn¹ reakcjê,
oznacza raczej koncepcjê reakcji i procesów spe³nia-
j¹cych, m.in. wymienione powy¿ej kryteria (wysoka wy-
dajnoœæ, nieskomplikowane warunki prowadzenia pro-
cesów, najlepiej bez rozpuszczalnika, lub stosowanie
przyjaznych rozpuszczalników) [58].

Cykloaddycja Huisgena

Cykloaddycja Huisgena, zachodzi pomiêdzy azydka-
mi a koñcowymi grupami acetylenowymi, polega na
tworzeniu 1,2,3-triazolu w wyniku cykloaddycji 1,3-di-
polarnej (schemat D). Dodatek jonów miedzi(I) zwiêksza
szybkoœæ i regioselektywnoœæ tej reakcji. Do formowania
hydro¿eli in situ stosowano modyfikowane polisachary-
dy, zawieraj¹ce grupy azydkowe i acetylenowe [59], po-
li(alkohol winylowy) [60] lub poli(tlenek etylenu) [61,
62]. Wprowadzenie dodatkowo w sieæ polimerow¹ deg-
radowalnych fragmentów, np. sekwencji peptydowej
RGD [62], zwiêksza u¿ytecznoœæ hydro¿elu w in¿ynierii

tkankowej lub systemach kontrolowanego uwalniania le-
ków. Reakcje cykloaddycji Huisgena przebiegaj¹ w ³a-
godnych warunkach i z du¿¹ wydajnoœci¹. Zwykle pro-
wadz¹ do utworzenia hydro¿eli o strukturze zbli¿onej do
sieci idealnej, charakteryzuj¹cych siê dobrymi w³aœci-
woœciami fizycznymi. Pewne ograniczenie w przypadku
materia³ów formowanych in situ stanowi obecnoœæ
w uk³adzie œladowych iloœci miedzi. Zwiêkszona zawar-
toœæ miedzi w organizmie prowadzi do stanów zapal-
nych w¹troby, podejrzewa siê tak¿e, ¿e jest jednym
z czynników odpowiedzialnych za rozwój choroby Alz-
heimera. W literaturze mo¿na znaleŸæ publikacje doty-
cz¹ce opracowania uk³adów niezawieraj¹cych miedzi.
W takich uk³adach czas formowania hydro¿elu jest jed-
nak doœæ d³ugi (co najmniej 12 h) [63], co równie¿ znacz-
nie ogranicza ich zastosowanie w procesie formowania
hydro¿elu in situ.

Cykloaddycja Dielsa-Aldera

Reakcja cykloaddycji [4 + 2] Dielsa-Aldera, zacho-
dz¹ca pomiêdzy dienem i dienofilem, prowadzi do
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utworzenia szeœciocz³onowego pierœcienia (schemat D).
Cykloaddycja Dielsa-Aldera nie wymaga obecnoœci kata-
lizatora ani inicjatora. Mimo tych zalet stosunkowo ma³o
doniesieñ literaturowych dotyczy wykorzystania oma-
wianej reakcji w formowaniu hydro¿eli in situ, prawdo-
podobnie ze wzglêdu na zbyt d³ugi czas sieciowania (po-
mimo znacznego przyspieszenia reakcji w œrodowisku
wodnym) [64]. Przyk³adowo, sieciowanie materia³ów na
bazie kwasu hialuronowego sfunkcjonalizowanego gru-
p¹ furanow¹ a tak¿e poli(tlenku etylenu) z grup¹ malei-
midow¹ trwa³o kilka godzin [65].

Addycja typu Michaela

Addycja typu Michaela polega na przy³¹czeniu nuk-
leofili tlenowych, azotowych b¹dŸ siarkowych do niena-
syconego wi¹zania wêgiel-wêgiel aktywowanego grup¹
elektronoakceptorow¹. W reakcjach formowania hydro-
¿eli z wykorzystaniem addycji typu Michaela, jako nuk-
leofili u¿ywa siê prawie wy³¹cznie ugrupowañ tiolo-
wych, rzadziej aminowych. Natomiast akceptorami s¹
zazwyczaj ugrupowania akrylanowe, metakrylanowe,
maleimidowe b¹dŸ sulfony winylowe (schemat D). Ad-
dycja typu Michaela miêdzy wymienionymi donorami
i akceptorami stanowi dogodny sposób formowania ¿eli
in situ ze wzglêdu na to, ¿e przebiega w warunkach œro-
dowiska fizjologicznego, nie wymaga u¿ycia katalizato-
rów i nie generuje produktów ubocznych. Ponadto,
w wiêkszoœci przypadków czas sieciowania liczy siê
w minutach.

Lutolf i Hubbell pierwsi wykorzystali addycjê typu
Michaela do formowania trójwymiarowych struktur
hydro¿elowych. W charakterze reagentów u¿yli wielora-
miennych makromonomerów PEG, o ró¿nej masie molo-
wej, zakoñczonych grupami winylosulfonowymi, oraz
liniowych oligopeptydów zakoñczonych grupami tiolo-
wymi [66, 67]. Szybkoœæ biodegradacji i adhezja komórek
do otrzymanego hydro¿elu by³y podobne jak w przypad-
ku biologicznej macierzy zewn¹trzkomórkowej.

Addycja typu Michaela by³a równie¿ stosowana do
otrzymywania hydro¿eli in situ z modyfikowanych poli-
sacharydów. Miêdzy innymi w zespole J. Feijena opraco-
wano wstrzykiwalny, biodegradowalny biomateria³ do
regeneracji tkanki chrzêstnej. W syntezie wykorzystano
kwas hialuronowy zawieraj¹cy grupy tiolowe (HA-SH)
oraz czteroramienny PEG z koñcowymi ugrupowaniami
winylosulfonowymi. Stopniowa poliaddycja sk³adników
w obecnoœci chondrocytów prowadzi³a do uformowania
hydro¿elu z równomiernie rozmieszczonymi komórka-

mi chrzêstnymi. Badania in vitro wykaza³y, ¿e umieszczo-
ne w hydro¿elu chondrocyty zachowa³y zdolnoœæ do
podzia³u, a tak¿e do wytwarzania glikozoaminoglika-
nów i kolagenu typu II [68].

Wstrzykiwalne, biodegradowalne hydro¿ele, formo-
wane na skutek przebiegaj¹cej addycji typu Michaela,
i przeznaczone do kontrolowanego uwalniania ludzkie-
go hormonu wzrostu (hGH), opracowa³ zespó³ Hahna.
Jako donor Michaela zastosowano — podobnie jak po-
przednio — HA-SH, jako akceptor u¿yto natomiast ad-
duktu kwasu hialuronowego z metakrylanem 2-amino-
etylu [69].

Addycja typu Michaela by³a ponadto wielokrotnie
wykorzystywana do formowania in situ hydro¿eli zawie-
raj¹cych w swym sk³adzie polisacharydy, np. chitozan
[70] lub dekstran [71].

Sieciowanie w wyniku tworzenia imin

N-podstawione iminy tworz¹ siê w wyniku konden-
sacji pierwszorzêdowych amin z aldehydami (sche-
mat E). Z amin b¹dŸ aldehydów, aromatycznych lub ma-
j¹cych rozbudowane podstawniki, powstaj¹ stosunkowo
trwa³e iminy — znane równie¿ jako zasady Schiffa. Meto-
da otrzymywania hydro¿eli in situ na drodze tworzenia
imin jest najczêœciej wykorzystywana w przypadku poli-
sacharydów. Wykorzystuje siê grupy aminowe obecne
w niektórych polisacharydach (¿elatyna, chitozan) b¹dŸ
wprowadza siê je przy u¿yciu diamin (etylenodiaminy,
dihydrazydu kwasu adypinowego) zazwyczaj w obec-
noœci chlorowodorku 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropy-
lo)karbodiimidu (EDC) [71—74]. Grupy aldehydowe
otrzymuje siê w wyniku utlenienia za pomoc¹ NaIO4 wi-
cynalnych grup hydroksylowych w polisacharydzie [72,
73, 75]. T¹ metod¹ wytwarza siê hydro¿ele na ogó³ z za-
dowalaj¹cym stopniem usieciowania. W przypadku hyd-
ro¿eli uzyskiwanych z aldehydowej pochodnej karbo-
ksymetylocelulozy i ¿elatyny sieciowanie przebiega³o
wy³¹cznie po dodaniu do uk³adu boraksu. Katalizuj¹cy
wp³yw tego czynnika na tworzenie siê imin miêdzy ³añ-
cuchami polisacharydów mo¿na t³umaczyæ komplekso-
waniem przez atom boru grup hydroksylowych karbo-
ksymetylocelulozy [75].

Metoda formowania hydro¿eli, wykorzystuj¹ca po-
wstawanie imin, nie wymaga stosowania dodatkowych
czynników sieciuj¹cych, przebiega w warunkach fizjolo-
gicznych, a otrzymywane materia³y s¹ biodegradowalne
i nietoksyczne. Mo¿liwoœæ u¿ycia takich hydro¿eli w re-
konstrukcji tkanki chrzêstnej potwierdzono na drodze

POLIMERY 2015, 60, nr 7—8 441

CH

O

+ H2N

CH

O

+ NH2 NH

NHC

NHC NH

+ H2O

+ H2O

Schemat E



immobilizacji w nich chondrocytów, które wykazywa³y
wysok¹ prze¿ywalnoœæ, zdolnoœæ do proliferacji i nie-
zmienion¹ morfologiê [75, 76].

Sieciowanie enzymatyczne

Wiêkszoœæ enzymów katalizuje reakcje chemiczne
w niskiej temperaturze i w warunkach obojêtnego pH.
Enzymy zazwyczaj charakteryzuj¹ siê tak¿e du¿¹ specy-
ficznoœci¹ wzglêdem zarówno substratów, jak i katalizo-
wanej reakcji. Reakcja sieciowania mo¿e wiêc przebiegaæ
w obecnoœci innych grup funkcyjnych w polimerze. Naj-
czêœciej wykorzystywanymi enzymami w procesie sie-
ciowania s¹ peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish per-
oxidase — HRP) i transglutaminaza (TGs).

Peroksydaza chrzanowa — HRP

Reakcje sieciowania z udzia³em tego enzymu w obec-
noœci nadtlenku wodoru polegaj¹ na utleniaj¹cym sprzêga-
niu ³añcuchów polimerowych z przy³¹czonymi cz¹stecz-
kami tyraminy. Sprzê¿enie nastêpuje w wyniku utworze-
nia wi¹zania wêgiel-wêgiel w pozycjach orto pierœcieni
fenylowych b¹dŸ wi¹zania wêgiel-tlen miêdzy atomem
wêgla znajduj¹cym siê w pozycji orto i tlenem grupy feno-
lowej drugiej cz¹steczki tyraminy (schemat F). Takiemu

sieciowaniu poddawano koniugaty tyraminy z kwasem
hialuronowym [77], dekstranem [78] i kopolimerowym
surfaktantem blokowym Tetronic® [79]. Czas ¿elowania
mieœci³ siê w przedziale od kilku sekund do kilku minut,
w zale¿noœci od stê¿enia polimeru i enzymu, a tak¿e sto-
sunku iloœci enzymu i H2O2 wzglêdem tyraminy. W meto-
dzie tej jest konieczna kontrola iloœci wprowadzanego
H2O2. Jak wykazali Asad i wspó³pr. w badaniach chondro-
cytów obecnoœæ nadtlenku wodoru o stê¿eniu powy¿ej
0,2 mM/dm3 indukuje apoptozê komórek [80].

Transglutaminaza TGs

Transglutaminaza jest enzymem katalizuj¹cym two-
rzenie wi¹zania amidowego miêdzy grup¹ �-karboksy-

amidow¹ glutaminy a pierwszorzêdowymi aminami
(schemat G). W organizmach ¿ywych taka reakcja reszt
glutaminowych zwi¹zanych z peptydami lub bia³kami
i z udzia³em �-aminowych grup lizyny czy te¿ grup ami-
nowych poliamin, prowadzi do sieciowania bia³ek. Spe-
rinde i Griffith jako pierwsi wykorzystali TGs do otrzy-
mania hydro¿eli w ³agodnych warunkach. W syntezie
stosowali polipeptyd zawieraj¹cy lizynê i sfunkcjonali-
zowany glutamin¹ handlowy produkt reakcji eteru digli-
cydylowego Bisfenolu A z PEG (10 000 g/mol) [81]. B.H.
Hu i P.B. Messersmith u¿ywali dwóch rodzajów cztero-
funkcyjnych koniugatów PEG i peptydów. Jeden zakoñ-
czony jednostkami L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny
(DOPA), drugi natomiast cz¹steczkami glutaminy [82].
W przypadku sieciowania uk³adów z wykorzystaniem
TGs zwierzêcej, zwykle jest wymagana obecnoœæ soli
wapnia w odpowiednim stê¿eniu, poniewa¿ aktywnoœæ
transglutaminaz reguluj¹ jony Ca2+. Natomiast transglu-
taminaza pochodzenia mikrobiologicznego (mTGs) nie
wymaga obecnoœci jonów wapnia [83]. K. Yokoyama
i wspó³pr. wykorzystali mTGs do immobilizowania ko-
mórek E. coli w usieciowanej ¿elatynie. Nie by³a koniecz-
na wczeœniejsza funkcjonalizacja ¿elatyny, poniewa¿ za-
wiera³a ona zarówno lizynê, jak i glutaminê. Jednak usie-
ciowane hydro¿ele zyskiwa³y odpowiednie w³aœciwoœci
reologiczne dopiero po up³ywie 5 h [84].

Metody sieciowania fizycznego

Ze wzglêdu na ³agodne warunki sieciowania fizycz-
nego, wiêkszoœæ hydro¿eli fizycznych mo¿e byæ formo-
wana in vivo. Takie hydro¿ele charakteryzuj¹ siê zazwy-
czaj mniejsz¹ toksycznoœci¹ ni¿ hydro¿ele formowane
metodami chemicznymi, dziêki nieobecnoœci cz¹steczek
inicjatora b¹dŸ czynników sieciuj¹cych. Sieciowanie fi-
zyczne zwykle jednak prowadzi do utworzenia hydro¿e-
li mniej stabilnych i o s³abszych w³aœciwoœciach mecha-
nicznych.

Mechanizmy odpowiedzialne za tworzenie hydro¿eli
fizycznych, w tym formowanych in situ, obejmuj¹ za-
zwyczaj oddzia³ywania jonowe, hydrofobowe lub wi¹za-
nia wodorowe.

Uk³ady termoczu³e

O przydatnoœci tego typu uk³adów przeznaczonych
do formowania in situ decyduje m.in. wysokoœæ tempera-
tury ¿elowania. Znaczenie maj¹ tylko takie uk³ady, które

442 POLIMERY 2015, 60, nr 7—8

OH

OH

OH

HO

HO

O

HRP/H2O2
2

Schemat F

NH2
O

H2N

TGs

C NH

O

Schemat G



w temperaturze fizjologicznej ulegaj¹ odwracalnemu
przejœciu zol-¿el i, w odró¿nieniu od uk³adów, gdzie za-
chodzi wytr¹canie polimeru, zawieraj¹ w dalszym ci¹gu
znaczne iloœci wody. Zazwyczaj polimerowe uk³ady ter-
mo¿eluj¹ce stanowi¹ makrocz¹steczki z udzia³em frag-
mentów zarówno hydrofilowych, jak i hydrofobowych.
Do najczêœciej badanych zalicza siê kopolimery N-izo-
propyloakryloamidu, kopolimery blokowe tlenku etyle-
nu z tlenkiem propylenu, kopolimery, w których do blo-
ku PEG jest przy³¹czony blok biodegradowalnego polies-
tru alifatycznego [poli(D,L-laktyd) (PLA), poli(D,L-lak-
tyd-co-glikolid) (PLGA), poli(�-kaprolakton) (PCL) lub
poli(�-kaprolakton-co-laktyd) (PCLA)]. Przegl¹du hyd-
ro¿elowych uk³adów termoczu³ych formowanych in situ
dokonali Ruel-Gariépy i Leroux [85]. Mechanizm odpo-
wiedzialny za przejœcie fazowe pod wp³ywem tempera-
tury jest zale¿ny od rodzaju polimeru.

W przypadku PNIPAm, podobnie jak w innych po-
li(N-podstawionych akryloamidach), przejœcie fazowe
jest zwi¹zane ze zmian¹ konformacji z k³êbka makro-
cz¹steczki do konformacji globuli [86, 87]. Poli(N-izopro-
pyloakryloamid) w wodzie, w odpowiedzi na ma³e zmia-
ny temperatury, wykazuje znaczne zmiany stopnia hyd-
ratacji. W temp. 32 °C ostra przemiana fazowa prowadzi
do wytr¹cania liniowego PNIPAm z roztworu wodnego.
W celu uzyskania przejœcia roztworu PNIPAm w ¿el, za-
miast wytr¹cenia polimeru z wody, do ³añcucha wpro-
wadza siê hydrofilowe komonomery. Przyk³adowo
N-izopropyloakryloamid poddaje siê kopolimeryzacji z
kwasem akrylowym [88—90], N-winylopirolidonem
[91], metakrylanem eteru metylowego glikolu oligoetyle-
nowego [metakrylanem metoksy-(oligoetoksy)etylu]
(mPEGMMA) [92]. Kopolimer NIPAm z kwasem akrylo-
wym [poli(NIPAm-co-AAc)], wykazuj¹cy przejœcie fazo-
we w temp. 30—34 °C, badano pod k¹tem mo¿liwoœci
wykorzystania w sztucznej trzustce hybrydowej. Wyka-
zano, ¿e ¿el uformowany w temperaturze cia³a ludzkiego
zapewnia odpowiednie warunki do prawid³owego funk-
cjonowania umieszczonych w nim ¿ywych komórek wy-
sepek Langerhansa [88]. Poli(NIPAm-co-AAc) badano
równie¿ pod k¹tem przydatnoœci w odbudowie tkanki
chrzêstnej [89, 90]. Otrzymane hydro¿ele z mPEGMMA
i PNIPAm charakteryzuj¹ siê dobr¹ przezroczystoœci¹.
Umieszczone w hydro¿elu mezenchymalne komórki ma-
cierzyste wykazywa³y du¿¹ prze¿ywalnoœæ i rozrasta³y
siê z utworzeniem trójwymiarowych kultur [92].

Amfifilowe kopolimery blokowe, nale¿¹ce do grupy
surfaktantów niejonowych, s¹ zbudowane z przynaj-
mniej dwóch czêœci (bloków) ró¿ni¹cych siê powinowac-
twem do wody. Zazwyczaj funkcjê bloku hydrofilowego
pe³ni poli(tlenek etylenu), natomiast w odniesieniu do
bloków hydrofobowych jest obserwowana du¿a ró¿no-
rodnoœæ. Najprostsze uk³ady stanowi¹ liniowe kopolime-
ry typu AB, ABA b¹dŸ BAB. W zale¿noœci od rodzaju blo-
ku hydrofobowego, a tak¿e d³ugoœci obu bloków otrzy-
muje siê systemy ró¿ni¹ce siê w³aœciwoœciami fizykoche-
micznymi. Poniewa¿ makrocz¹steczki kopolimeru sk³a-

daj¹ siê z dwóch rodzajów segmentów o ró¿nej rozpusz-
czalnoœci w wodzie, w warunkach ma³ych stê¿eñ wystê-
puj¹ w roztworze jako pojedyncze ³añcuchy (unimery).
Po przekroczeniu krytycznego stê¿enia micelizacji (cmc)
rozpoczyna siê proces organizacji makrocz¹steczek (mi-
celizacja). W przypadku wiêkszoœci kopolimerów bloko-
wych wykorzystywanych do tworzenia hydro¿eli,
wzrost temperatury powy¿ej cmc powoduje ¿elowanie
roztworu na skutek asocjacji micel. Jest to proces odwra-
calny — obni¿enie temperatury hydro¿elu wywo³uje
przejœcie w stan ciek³y.

Temperatura przejœcia fazowego jest uzale¿niona od
sk³adu polimeru i stê¿enia roztworu. Triblokowy kopoli-
mer tlenku etylenu i tlenku propylenu, zawieraj¹cy ok.
70 % mas. tlenku etylenu w postaci bloku o masie molo-
wej 13 000 g/mol (Poloxamer 407/Pluronic F-127), w roz-
tworze o stê¿eniu co najmniej 20 % mas. wykazuje przejœ-
cie fazowe w temp. 37 °C [93]. ¯ele na bazie Poloxameru
wykazuj¹ jednak ma³¹ wytrzyma³oœæ mechaniczn¹ i cha-
rakteryzuj¹ siê szybk¹ erozj¹ (rozpuszczanie warstw po-
wierzchniowych). Z tego wzglêdu w systemach dostar-
czania leków mog¹ byæ stosowane raczej w terapiach
krótkoterminowych, takich jak leczenie bólu czy infekcji
[94]. Szczepienie kopolimerów blokowych PEOX i PPOX
na innych polimerach mo¿e poprawiæ m.in. w³aœciwoœci
mechaniczne i stabilnoœæ formowanego hydro¿elu. Roz-
twory wodne zawieraj¹ce Pluronic F-127 szczepiony na
chitozanie lub na ¿elatynie badano jako wstrzykiwalne
uk³ady stosowane do odbudowy tkanki chrzêstnej [95,
96].

Kopolimery: PLGA-PEG-PLGA [97], PEG-PLGA-PEG
[98], PLA-PEG-PLA [99, 100], PCL-PEG-PCL [101],
PEG-PCL-PEG [102], PCLA-PEG-PCLA [103] s¹ badane
przede wszystkim pod wzglêdem mo¿liwoœci wykorzys-
tania w systemach miejscowego dostarczania leków lub
jako wstrzykiwalne materia³y oddzielaj¹ce tkanki po-
szczególnych organów jamy brzusznej i miednicy, zapo-
biegaj¹ce powstawaniu zrostów pooperacyjnych. Kopo-
limery blokowe tlenku etylenu i hydroksykwasów stano-
wi¹ polimery, na bazie których uzyskano wstrzykiwalne
systemy hydro¿elowe, biodegradowalne i biokompaty-
bilne. Uformowane w wyniku termo¿elowania hydro¿e-
le maj¹ zadowalaj¹c¹ stabilnoœæ, pozwalaj¹c¹ na przed³u-
¿one uwalnianie leku. Przyk³adowo systemy oparte na
kopolimerach PEG-PLGA-PEG uwalniaj¹ ketoprofen
(lek hydrofilowy) w ci¹gu dwóch tygodni, natomiast spi-
ronolakton (lek hydrofobowy) — ponad dwóch miesiêcy
[98]. Uk³ad oparty na kopolimerze triblokowym
PLGA-PEG-PLGA, opatentowany przez Macromed pod
nazw¹ ReGel® jako system pozajelitowego dostarczania
leków [104], stanowi ca³¹ rodzinê produktów, które —
zale¿nie od masy molowej, hydrofobowoœci i stê¿enia
polimeru, wykazuj¹ ró¿n¹ temperaturê ¿elowania, szyb-
koœæ degradacji, kinetykê i profil uwalniania leków. W fa-
zie badañ klinicznych znajduj¹ siê obecnie OncoGel® —
preparat zawieraj¹cy paklitaksel w ReGel® — i Cytoryn®

z udzia³em interleukiny-2 (IL-2) [105].
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Kolejny przyk³ad uk³adu wykazuj¹cego zdolnoœæ ¿e-
lowania w podwy¿szonej temperaturze stanowi roztwór
wodny chitozanu. Temperatura ¿elowania zale¿y czêœ-
ciowo od stopnia deacetylacji chitozanu. W latach
2000—2001 pojawi³y siê doniesienia, ¿e dodatek chlorku
sodu i �-glicerofosforanu wp³ywa na zmianê oddzia³y-
wañ elektrostatycznych, hydrofobowych i si³ê wi¹zañ
wodorowych w uk³adzie, prowadz¹c¹ do ¿elowania
uk³adu w podwy¿szonej temperaturze [106—108]. Tech-
nologia wytwarzania zosta³a zoptymalizowana przez
Biosyntech Inc., dziêki czemu na rynku pojawi³y siê uk³a-
dy BST-GelTM zdolne do ¿elowania w temperaturze cia³a
ludzkiego. Wstrzykiwalne hydro¿ele oparte na chitoza-
nie i �-glicerofosforanie s¹ obecnie badane g³ównie w uk-
³adach dostarczaj¹cych leki miejscowo w terapii przeciw-
nowotworowej [109, 110].

Sieciowanie w wyniku stereokompleksowania

W przypadku niektórych polimerów oddzia³ywania
miêdzycz¹steczkowe miêdzy ³añcuchami makrocz¹ste-
czek o ró¿nej taktycznoœci lub konfiguracji prowadz¹ do
stereoselektywnej asocjacji (stereokompleksowania) [111].
Typowym polimerem ulegaj¹cym stereokompleksowaniu
jest polilaktyd. Hydro¿ele na jego bazie otrzymano w wy-
niku zmieszania roztworów wodnych kopolimerów blo-
kowych lub szczepionych, zawieraj¹cych segmenty hydro-
filowe i jednostki stereosekwencyjne L-laktydowe lub
D-laktydowe. Aby powsta³a usieciowana struktura hydro-
¿elu poszczególne stereosekwencje PLA musz¹ zawieraæ
przynajmniej 11 jednostek laktydu [112]. Jako segmenty
hydrofilowe wprowadzano PEG zarówno liniowy [113],
jak i rozga³êziony [114, 115], Pluronic® [116], dekstran [112,
117], poli(metakrylan 2-hydroksyetylu) [118], po-
li[N-(2-hydroksypropylo)metakryloamid] [119].

Stereoselektywna asocjacja mo¿e stanowiæ u¿yteczn¹
metodê formowania hydro¿eli in situ charakteryzuj¹cych
siê wiêksz¹ wytrzyma³oœci¹ mechaniczn¹ ni¿ pozosta³e
hydro¿ele fizyczne [120]. Znaczn¹ poprawê w³aœciwoœci
mechanicznych (G‘ = 9,87 kPa w 37 °C) uzyskano zw³asz-
cza w przypadku hydro¿eli powsta³ych na bazie kopoli-
merów rozga³êzionych. Zachodz¹ce w roztworze wod-
nym trwa³e stereokompleksowanie prowadzi do nieod-
wracalnego przejœcia zol-¿el [114].

Sieciowanie jonowe

Sieciowanie jonowe jest mo¿liwe w przypadku poli-
merów wodorozpuszczalnych, zawieraj¹cych zjonizo-
wan¹ grupê funkcyjn¹, i zachodzi z udzia³em jonów
dwu- lub wielowartoœciowych. Dobrze znanymi przy-
k³adami polimerów, które mog¹ byæ usieciowane w wy-
niku oddzia³ywañ jonowych s¹ alginiany, zdolne do two-
rzenia sieci hydro¿elowej w warunkach fizjologicznych
w obecnoœci jonów wapnia. Istot¹ mechanizmu sieciowa-
nia alginianów jest wymiana jonu sodu na jon Ca2+, a nas-
têpnie utworzenie struktury molekularnej z udzia³em

bloków kwasu �-L-guluronowego, okreœlanej jako
eggs-box model (schemat H) [121—123]. We wstrzykiwal-
nych hydro¿elach opartych na alginianach Ÿród³em jo-
nów wapnia s¹ zazwyczaj siarczan(VI) wapnia lub wêg-
lan wapnia. Obecnoœæ trudnorozpuszczalnych soli spo-
walnia proces ¿elowania, dziêki czemu umo¿liwia zasto-
sowanie takich systemów w charakterze rusztowañ
wstrzykiwalnych [124].

Formowanie hydro¿eli in situ mo¿e odbywaæ siê rów-
nie¿ na skutek oddzia³ywañ jonowych miêdzy polikatio-
nem i polianionem lub przeciwnie na³adowanymi, usie-
ciowanymi mikrosferami. Przyk³adowo Hennink i
wspó³pr. opracowali wstrzykiwalny materia³ na bazie
mikrosfer sfunkcjonalizowanych kwasem metakrylo-
wym lub metakrylanem dimetyloaminoetylowym. Po
zmieszaniu mikrosfer otrzymano materia³y o cechach
hydro¿elu, które w zale¿noœci od zawartoœci wody wy-
kazywa³y ró¿n¹ wytrzyma³oœæ mechaniczn¹ [125].

Hydro¿ele typu shear-thinning

Niektóre z hydro¿eli fizycznych wykazuj¹ odwracalne
zmniejszenie lepkoœci pod wp³ywem naprê¿enia œcinaj¹ce-
go (ang. shear-thinning). Czas, w którym nastêpuje odbudo-
wanie struktury hydro¿elu, po ust¹pieniu si³ odpowie-
dzialnych za zmniejszenie lepkoœci, jest uzale¿niony od ro-
dzaju materia³u i wystêpuj¹cych oddzia³ywañ. Zdolnoœæ
do tworzenia tego typu hydro¿eli wykazuj¹ makrocz¹s-
teczki ulegaj¹ce samoorganizacji, np. polipeptydy czy poli-
mery z przy³¹czonymi cyklodekstrynami. Hydro¿ele typu
shear-thining stanowi¹ obiecuj¹c¹, stosunkow¹ m³od¹ gru-
pê hydro¿eli formowanych in situ. W tego typu systemach
aplikacja uprzednio wytworzonego hydro¿elu jest mo¿li-
wa dziêki dzia³aj¹cym w trakcie iniekcji si³om œcinaj¹cym.
Potencjalne zastosowanie takich uk³adów to przede
wszystkim wykorzystanie ich jako noœników substancji
biologicznie aktywnych i komórek [126].
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PODSUMOWANIE

Rosn¹ce zainteresowanie in¿ynierii tkankowej hydro-
¿elami formowanymi in situ, a tak¿e mo¿liwoœciami ich
aplikacji w systemach dostarczania leków, przyczyni³o
siê do powstania wielu nowych i obiecuj¹cych strategii
otrzymywania tego typu materia³ów. Idealny uk³ad
przeznaczony do formowania hydro¿eli in situ jest
wstrzykiwalny, ¿eluje w po¿¹danym czasie, a po usiecio-
waniu charakteryzuje siê w³aœciwoœciami mechaniczny-
mi i biologicznymi zbli¿onymi do w³aœciwoœci natural-
nych tkanek. Powinien te¿ byæ biokompatybilny i z odpo-
wiedni¹ szybkoœci¹ ulegaæ degradacji. Jednak¿e uzyska-
nie materia³u posiadaj¹cego wszystkie po¿¹dane w³aœci-
woœci jest niezwykle trudne. Do tej pory niewielka liczba
opracowywanych wstrzykiwalnych uk³adów hydro¿elo-
wych przesz³a do fazy badañ klinicznych. Wobec przed-
stawionych faktów nale¿y oczekiwaæ propozycji nowych
rozwi¹zañ w tej dziedzinie.
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