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Streszczenie: Czeé¢ druga pracy przegladowej poswieconej uktadom polimerowym formowanym
w miejscu zastosowania (in situ), dotyczaca wstrzykiwalnych uktadéw hydrozelowych. Przedstawiono
gléwne strategie otrzymywania hydrozeli formowanych w miejscu implantowania, z zasadniczym po-
dziatem na sieciowanie chemiczne i fizyczne.

Stowa kluczowe: hydrozele wstrzykiwalne, sieciowanie in situ, inzynieria tkankowa, systemy dostarcza-
nia lekéw.

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.

Hydrozele definiuje sie zazwyczaj jako materiaty po-
limerowe, ktore w kontakcie z wodq ulegaja specznieniu,
lecz ze wzgledu na usieciowang strukture nie rozpusz-
czaja si¢ w niej. Usieciowanie hydrozeli moze mie¢ cha-
rakter fizyczny (poprzez wiazania wodorowe, jonowe,
oddziatywania van der Waalsa) badz chemiczny (z wy-
korzystaniem wigzan kowalencyjnych). W charakterze
materiatu biomedycznego hydrozele po raz pierwszy
wykorzystali w latach 60-tych ub. wieku Lim i Wichterle,
ktorzy opracowali soczewki kontaktowe na bazie meta-
krylanu 2-hydroksyetylu [1]. W nastepnych latach hyd-
rozele nabieraly coraz wigkszego znaczenia jako bioma-
teriaty, ze wzgledu na szereg unikatowych cech, takich
jak: biokompatybilno$¢, duza zawarto$¢ wody, elastycz-
nos¢, przepuszczalnosé tlenu i substancji chemicznych
(odzywczych, produktow metabolizmu). Obecnie hyd-
rozele sa wykorzystywane do produkcji soczewek kon-
taktowych, opatrunkow okluzyjnych, klejow chirurgicz-
nych, pokry¢ przeciwzakrzepowych protez naczyn
krwionosnych i serca.
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W wielu zastosowaniach klinicznych korzystne jest
formowanie hydrozeli in vivo w miejscu aplikacji (in situ).
Znaczenia podjetego tematu dowodzi duza liczba prac,
w tym takze przegladowych, dotyczaca tego zagadnienia
[2—7].

Prekursorami hydrozeli formowanych in situ sa
wstrzykiwalne ukiady plynne badz potptynne, ktére —
wprowadzane do organizmu w spos6b minimalnie inwa-
zyjny — w miejscu wprowadzenia wypelniaja szczelnie
przestrzen miedzytkankowa, a nastepnie ulegaja sieciowa-
niu. Uformowany implant hydrozelowy jest migkki i elas-
tyczny, co minimalizuje ewentualne mechaniczne podraz-
nienia otaczajacych go tkanek. Ponadto, lek badz komorki
mozna umiesci¢ w miejscu aplikacji w wyniku zmieszania
ich z cieklym ukltadem hydrozelowym. Zmieszanie bioak-
tywnych skladnikéw z uktadem wstrzykiwalnym przed
aplikacja zapewnia ich réwnomierng dystrybucje w juz
uformowanym implancie. Wstrzykiwalne materialy hyd-
rozelowe sa obiektem zainteresowania inzynierii tkanko-
wej i chirurgii, ze wzgledu na mozliwo$¢ ich wprowadza-
nia do organizmu, w sposéb minimalnie inwazyjny, jako
systeméw kontrolowanego uwalniania lekow badz tez
rusztowan umozliwiajacych adhezje i proliferacje komo-
rek, a w konsekwengji regeneracje tkanki. Formowane
in situ hydrozele moga by¢ zastosowane w celu naprawy
lub wspomagania regeneracji tkanki chrzestnej, kostnej
i naczyn krwiono$nych.
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Szczegolnie duzo uwagi poswieca si¢ wstrzykiwal-
nym systemom hydrozelowym, ktére po wprowadzeniu
do zywego organizmu wykazuja cechy podobne do cech
wielu tkanek i biologicznej macierzy zewnatrzkomorko-
wej (ECM, ang. extracellular matrix). W sktad macierzy
zewnatrzkomorkowej wchodza réznego rodzaju protei-
ny i polisacharydy wydzielane przez obecne w niej ko-
morki. Sktadniki ECM odgrywaja istotna role w formo-
waniu tkanek, lokalizagji i migracji komorek, determinu-
ja ich ksztalt i uczestnicza w przekazywaniu sygnatow
miedzy komdrkami. Stad tez coraz czeéciej sa opracowy-
wane modyfikowane materialy hydrozelowe zawiera-
jace elementy bioaktywne, charakterystyczne dla ECM,
takie jak: wrazliwe na degradacje proteolityczna sekwen-
cje peptydowe, czynniki wzrostu lub promotory adhezji
(zwykle sekwencja RGD) [8]. Sekwencja RGD, sktadajaca
sie z aminokwasdw: argininy, glicyny i kwasu asparagi-
nowego, wystepuje w wielu biatkach ECM, np. w fibro-
nektynie, i bierze udziat w interakcjach komorek z macie-
rza. Sekwencja tripeptydu wbudowana w strukture poli-
meréw stymuluje adhezje i proliferacje komorek, takich
jak: chondrocyty, fibroblasty i komorki srédbtonka [9].

Niniejszy artykutl stanowi druga czes$¢ publikacji po-
$wieconej wybranym polimerowym uktadom formowa-
nym in situ do zastosowan biomedycznych [10]. W po-
rownaniu ze wstrzykiwalnymi materiatami wspomaga-
jacymi regeneracje tkanek twardych, omowionymi
w Cz. I, wykorzystywanymi obecnie gléwnie w ortope-
dii, wstrzykiwalne uktady hydrozelowe (ktérym poswie-
cono Cz. II) znajduja si¢ na ogot ciagle jeszcze w fazie ba-
dan podstawowych. Wymagania stawiane biomateria-
fom formowanym in situ szczegdtowo oméwiono w Cz. I.
W tej czesci opisano i porownano przede wszystkim
surowce oraz gléwne strategie otrzymywania hydrozeli
in situ, nie omowiono natomiast szerokiego zagadnienia
modyfikacji materiatow hydrozelowych substancjami
bioaktywnymi.

WYBRANE POLIMERY WYKORZYSTYWANE
W HYDROZELACH FORMOWANYCH IN SITU

Wsérod materialéw hydrozelowych badanych pod
katem mozliwosci ich wykorzystania w systemach dostar-
czania lekéw lub inzynierii tkankowej, liczng grupe stano-
wia nietoksyczne polimery hydrofilowe, zazwyczaj bio-
degradowalne, pochodzenia naturalnego badz syntetycz-
ne. Najczesciej stosowanymi polimerami syntetycznymi sa
polimery zawierajace w swym skladzie poli(tlenek etyle-
nu) (PEOX), poli(alkohol winylowy) (PVAI), poli(N-izo-
propyloakryloamid) (PNIPAm), natomiast sposréd poli-
merow pochodzenia naturalnego wykorzystuje si¢ alginia-
ny, kwas hialuronowy, chitozan, kolagen i zelatyne.

Poli(tlenek etylenu)

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

Drug Administration) jako material do zastosowan biome-
dycznych. Bardzo czesto PEOX jest stosowany w inzynie-
rii tkankowej i w systemach dostarczania lekow. Jest nie-
toksyczny i nie wywotuje odpowiedzi immunologicznej
organizmu. Ponadto jest relatywnie tani i fatwo dostepny
w szerokim zakresie mas molowych. Hydrozele PEOX
pod wzgledem wlasciwosci fizycznych i mechanicznych
wykazuja podobienstwo do tkanek naturalnych [11].
Rusztowania powstate z PEOX charakteryzuje slaba
przyczepno$¢ komorek, utrudniajaca ich wzrost na po-
wierzchni polimeru. Poli(tlenek etylenu) nie ulega bio-
degradacji. Wiadomo jednak, ze makroczasteczki PEOX,
o masie molowej nieprzekraczajacej 30 000 g/mol, moga
by¢ wydalane z moczem [12].

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

W handlu sg dostepne dwa rodzaje kopolimeréw blo-
kowych tlenku etylenu i tlenku propylenu (PEOX/
PPOX): (1) liniowe kopolimery triblokowe pod nazwa
Pluronic® (BASF) (Poloxamer wg International Nomencla-
ture of Cosmetic Ingredients) lub Pluronic R® (Meroxapol),
(2) ich czteroramienne odpowiedniki (Tetronic®, Tetro-
nic®R) (schemat A). Dostepne sq kopolimery o réznej ma-
sie molowej i réznej dlugosci poszczegdlnych blokéw
PEOX i PPOX [13]. W wodnych roztworach takich kopo-
limeréw pod wptywem ogrzewania zachodzi przemiana
zol-zel. Szczegolne zainteresowanie inzynierii tkankowej
budza roztwory kopolimerow PEOX/PPOX wykazujace
przejscie fazowe w temperaturze zblizonej do temperatu-
ry ciala ludzkiego. Mimo, ze materiaty na bazie PEOX/
PPOX nie sa biodegradowalne to, jak dowodza badania
wykonane przez J. Grindela i wspotpr., makroczasteczki
o masie molowej 16 000 g/mol sa jeszcze filtrowane przez
nerki [14]. FDA i EPA (Environmental Protection Agency)
wyrazily zgode na stosowanie wybranych polimeréw
z powyzszej grupy, m.in. w charakterze dodatkéw do
zywnosci, nosnikow lekéw i wstrzykiwalnych ukladow
wykorzystywanych w inzynierii tkankowej [15].

s

PEOX-PPOX-PEOX (Plutonic"/Poloxamer)

wofor Yo

PPOX-PEOX-PPOX (Pluronic/Meroxapol)

PEOX-PP
O OX, o~ _PPOX-PEOX
PEOX- PPOX~ N

. “PPOX-PEOX
Tetronic™

PPOX-PE
0 OX N o~ PEOX-PPOX
PPOX-PEOX~ N\
PEOX-PPOX
Tetronic”R
Schemat A



POLIMERY 2015, 60, nr 7—8

437

Poli(alkohol winylowy)

Hydrozele otrzymywane z PVAI charakteryzuja sie
duza chlonnoscia wody i elastycznoscia zblizong do elas-
tycznosci tkanek. Podobnie jak hydrozele otrzymywane
z poli(tlenku etylenu), hydrozele PVAI nie wykazuja ad-
hezji komorek i biatek. Ze wzgledu na obecnos¢ wolnych
grup hydroksylowych PVAI moze by¢ modyfikowany
chemicznie [16].

Poli(N-izopropyloakryloamid)

PNIPAm jest nieulegajacym biodegradacji polimerem
o wartosci dolnej krytycznej temperatury rozpuszczalnosci
(LCST) réwnej 32 °C. Jednym ze sposobdw otrzymania
hydrozeli biodegradowalnych PNIPAm jest sieciowanie
liniowego polimeru za pomoca poliaminokwasow [17].

Alginiany

Alginiany to naturalne polisacharydy pozyskiwane
z alg morskich lub produkowane pozakomdérkowo przez
niektére bakterie. Kwas alginowy sktada si¢ z blokow
o réznej dtugosci reszt kwasu p-D-mannuronowego (M) i
o-L-guluronowego (G), polaczonych wiazaniami 1,4-gli-
kozydowymi. W strukturze alginianéw wystepuja réw-
niez bloki, w ktérych poszczegélne jednostki monome-
ryczne sa rozmieszczone naprzemiennie [wzor (I)] [18].

H H
-00C CoO:
HO OH OH )
H H
H H OH H

kwas -D-mannuronowy (M)  kwas a-L-guluronowy (G)

bloki: (-M-)m, (-G-)p, (-M-G-),

W organizmach ssakéw alginiany w zasadzie nie degra-
duja ze wzgledu na brak specyficznego enzymu — algi-
nazy. Natomiast usieciowane jonowo hydrozele alginia-
néw moga in vivo ulega¢ niekontrolowanemu rozpusz-
czeniu na skutek wymiany jonéw wapnia na obecne
w $rodowisku fizjologicznym jednowarto$ciowe jony,
np. Na' [19]. Jeden ze sposobéw poprawy degradowal-
nosci materiatéw opartych na alginianach polega na
czeSciowym utlenieniu faricucha gtéwnego. Alginiany sg
wykorzystywane jako nosniki w enkapsulacji zywych
komorek do zastosowan terapeutycznych i otrzymywa-
nia hybrydowych sztucznych organéw [20, 21], w inzy-
nierii tkankowej oraz w systemach dostarczania protein,
peptydow i lekéw [5, 22].

Kwas hialuronowy
Kwas hialuronowy to biodegradowalny polisacharyd

zawierajacy powtarzajace sie jednostki disacharydu zbu-
dowanego z kwasu D-glukuronowego i N-acetylogluko-

zoaminy. W organizmach zywych wystepuje w postaci
soli sodowej, w najwiekszych ilosciach w skorze, tkance
chrzestnej, ptynie stawowym, ciele szklistym oka. Jako
powszechny skladnik macierzy zewnatrzkomdrkowej
odgrywa kluczowa role w utrzymaniu strukturalnej in-
tegralnosci tkanki. Kwas hialuronowy jest jedna z najbar-
dziej higroskopijnych substancji. Jego wyjatkowa zdol-
no$¢ wiazania i zatrzymywania wody wynika ze struktu-
ry spiralnej z ulokowanymi na zewnatrz grupami karbo-
ksylowymi i sprawia, ze tworzy sprezysty zel [23].

Chitozan

Chitozan jest polimerem, ktorego podstawowq jednost-
ke powtarzalng stanowi B-(1,4)-2-amino-2-deoksy-D-glu-
kopiranoza. Otrzymuje si¢ go w wyniku deacetylacji chity-
ny — poli[B-(1,4)-2-acetamido-2-deoksy-D-glukopi-
ranozy]. Stopien deacetylacji siega na ogét 80 %. Ten nie-
toksyczny i biodegradowalny polisacharyd wykazuje ak-
tywnos¢ hemostatyczna i immunologiczna, a takze adhe-
zje do tkanek [16]. W organizmie ulega degradacji enzyma-
tycznej w wyniku dziatania lizozymu i chitynaz [24].

Dekstran

Dekstran to w wigkszosci liniowy polisacharyd zbu-
dowany z jednostek glukozopiranozy potaczonych
wigzaniem 1,6-glikozydowym, zawiera 5—10 % rozgate-
zien potaczonych z faricuchem wigzaniami 1,3-glikozy-
dowymi [16, 25]. W warunkach in vivo pod wptywem
dekstranazy ulega powolnej degradacji [26].

Kolagen i zelatyna

Kolagen stanowi atrakcyjny material do zastosowan
biomedycznych, poniewaz jest gléwnym skladnikiem
ECM i najczesciej wystepujacym biatkiem w tkankach
ssakow, petniacym przede wszystkim funkcje struktural-
ne. Kolagen ma budowe prawoskretnej superhelisy,
utworzonej z trzech lewoskretnych tancuchéw polipep-
tydowych a.[27]. Ulega biodegradacji pod wptywem me-
taloproteinaz i proteazy serynowej. Pochodng kolagenu
jest zelatyna, otrzymywana w wyniku zniszczenia natu-
ralnej struktury trihelikalnej kolagenu. Jest w mniejszym
stopniu immunogeniczna niz jej prekursor. Prawdopo-
dobnie obecna w kolagenie struktura, odpowiedzialna za
przekazywanie sygnatéw informacyjnych do komorek,
zostaje w zelatynie nienaruszona [4].

Scharakteryzowane polimery stanowia podstawowy
sktadnik wstrzykiwalnych uktadéw hydrozelowych,
zwykle jednak musza by¢ poddane funkcjonalizacji,
odpowiednio do uzytej metody sieciowania.

METODY SIECIOWANIA

Aby uzyskac hydrozel in situ nalezy zastosowac tech-
niki, ktére zapewnia szybkie sieciowanie w obecnosci
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wody, prowadzace do uformowania stabilnej, pecznie-
jacej w warunkach fizjologicznych sieci polimerowe;j.
Formowanie hydrozelu powinno nastgpowaé w ciagu
kilku minut, aby nie doszto do wycieku wstrzykiwalnego
uktadu do sasiadujacych tkanek. Akceptowalne warunki
sieciowania zaréwno chemicznego, jak i fizycznego obej-
muja stosunkowo waski zakres pH i temperatury.

Sieciowanie chemiczne

W przypadku sieciowania chemicznego istotne jest
uzyskanie odpowiedniej szybkosci reakcji w warunkach
temperatury i pH zblizonych do fizjologicznych. Sub-
straty, a takze produkty uboczne powstajace w trakcie re-
akgcji sieciowania, musza by¢ rozpuszczalne w wodzie
i nietoksyczne. Sieciowanie chemiczne prowadzi sig
wedtug mechanizmu rodnikowego, z wykorzystaniem
klasycznych reakgcji organicznych (reakgji zaliczanych do
grupy ,click chemistry” lub tworzenia imin), a takze reak-
cji enzymatycznych.

Sieciowanie rodnikowe

Niewielka konwersja wiazan podwojnych w synte-
zie wysokousieciowanych polimeréw jest czgstym
problemem i moze by¢ przyczyna pogorszenia wiasci-
wosci mechanicznych, a takze obecnosci w ukladzie
potencjalnie toksycznych, nieprzereagowanych mo-
nomerdw. W przypadku, gdy hydrozele sa formowane
metoda sieciowania rodnikowego mozna, jak podaja
niektdére zrdédta, uzyskac¢ bardzo duza konwersje
wiagzan podwdjnych, dzieki temu, ze w wodzie makro-
rodniki utrzymuja znaczng ruchliwo$¢ tanicucha w
trakcie zelowania [28]. W celu ograniczenia zawarto$ci
zwigzkéw matoczasteczkowych — zazwyczaj cytotok-
sycznych monomeréw — w charakterze prekursoréow
hydrozeli formowanych in situ metoda polimeryzacji
rodnikowej czesto stosuje sie rozpuszczalne w wodzie
makromonomery zawierajgce przynajmniej dwie re-
aktywne grupy. Chemiczne sieciowanie wykorzystu-
jace mechanizm rodnikowy prowadzi si¢ przy uzyciu
fotoinicjatoréw lub inicjatorow redoks.

Polimeryzacja fotochemiczna

Hydrozele zaréwno syntetyczne, jak i naturalne, for-
mowane in sifu pod wptywem bodzca swietlnego, szero-
ko opisano w artykutach przegladowych dotyczacych
fotoczutych wstrzykiwalnych uktadow do zastosowan
biomedycznych [16, 29, 30]. Prekursorami hydrozeli for-
mowanych fotochemicznie in situ sq zazwyczaj makro-
monomery hydrofilowe, zakoriczone z obu stron grupa-
mi akrylowymi, wzglednie metakrylowymi lub fumaro-
wymi. Najczesciej gtowny lanicuch 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-
dzaca do wytworzenia sieci polimerowej, pod wieloma
wzgledami jest korzystniejsza od pozostatych metod po-
limeryzacji rodnikowej. Fotosieciowanie charakteryzuje
duza szybkosc reakdji (do kilku minut) nawet w tempera-
turze pokojowej lub fizjologicznej. Temperatura mozna
sterowac na drodze zmiany natezenia swiatla [40]. Pew-
nym ograniczeniem fotopolimeryzacji jest grubos¢
utwardzanej warstwy, ze wzgledu na absorpcje swiatla
przechodzacego przez utwardzana kompozycje mozliwe
jest sieciowanie tylko stosunkowo cienkich warstw i w
zwiazku z tym jest konieczne stosowanie odpowiednich
urzadzen naswietlajacych, wprowadzanych, np. laparo-
skopowo, lub stosowanie fotopolimeryzacji transdermal-
nej w przypadku sieciowania materialéw umiejscowio-
nych tuz pod skoéra. Fotopolimeryzacje transdermalng
badano podczas implantowania za pomoca technik mini-
malnie inwazyjnych uktadéw przydatnych w rekons-
trukgji tkanki chrzestnej [41, 42] badz podczas indukowa-
nia rozwoju sieci naczyniowej [43]. Ze wzgledu na znacz-
na absorpcje promieniowania UV przez skore, najefek-
tywniejszymi fotoinicjatorami polimeryzacji podskdrnej
sa fotoinicjatory absorbujace $wiatto o dtugosci fali z za-
kresu swiatta widzialnego lub nawet podczerwieni.
W przypadku fotopolimeryzacji nietransdermalnej jest
wazne, by zywe komorki immobilizowane w rusztowa-
niach hydrozelowych nie byly narazone na dziatanie
szkodliwego krotkofalowego promieniowania UV.

O
7 or g
HO\/\ 0

W hydrozelowych materiatach formowanych in vivo
dos¢ czesto jest stosowany 1-[4-(2-hydroksyetoksy)feny-
lo]-(2-hydroksy-2-metylo)propan-1-on (Irgacure™ 2959)
[wzor (II)]. Jego zaletq jest mata cytotoksyczno$¢, a takze
— w porownaniu z innymi handlowo dostepnymi foto-
inicjatorami — najlepsza rozpuszczalnos¢ w wodzie (ok.
2 % mas.) [44]. Wspomniany fotoinicjator wykazuje ma-
ksimum absorpcji $wiatta przy A ok. 280 nm [45]. W celu
zminimalizowania mutagennego wptywu kroétkofalowe-
go promieniowania UV, w przypadku Irgacure™ 2959
stosuje sie zazwyczaj promieniowanie o diugosci fali
365 nm, mimo Ze nastepuje znaczny spadek wartosci mo-
lowego wspodtczynnika ekstynkcji odpowiadajacego tej
dtugosci fali [46].

Stosunkowo niedawno opisano nowe uktady fotoini-
gjujace polimeryzacje za pomocg $wiatla widzialnego
w Srodowisku wodnym. Przyktadem jest tu feny-
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lo-2,4,6-trimetylobenzoilofosfinian litu [wzor (IlI)], efek-
tywny nawet przy A >400 nm, niecytotoksyczny i charak-
teryzujacy sie lepsza rozpuszczalnoscia w wodzie niz
Irgacure™ 2959 [47].

Iv)

Eozyna [wzor (IV)], nalezaca do grupy barwnikdéw
ksantogenowych, stosowana jest zazwyczaj razem z trze-
ciorzedowa aming (zwykle metylodietanoloaming lub
trietanoloaming) i dodatkowo 1-winylo-2-pirolidonem
w roli przyspieszacza. Eozyna wykazuje maksimum ab-
sorpcji przy A ~ 510 nm, zalicza si¢ ja wigc do fotoinicjato-
réow absorbujacych w zakresie Swiatta widzialnego. Sys-
temy fotoinicjujace zawierajace eozyne zastosowano
m.in. do otrzymywania — z diakrylanu poli(glikolu ety-
lenowego) — hydrozelowych rusztowan dla mezenchy-
malnych komorek macierzystych [32] lub do enkapsula-
qji fibroblastow [31].

Pewnga alternatywa dla fotopolimeryzacji w procesie
formowania hydrozeli in vivo, moze by¢ polimeryzacja
z wykorzystaniem promieniowania rentgenowskiego.
Tseng i wspotpr. przeprowadzili badania in vitro utwar-
dzania poli(tlenku etylenu) zakonczonego grupami
akrylowymi (PEOX-DA) za pomoca promieniowania X.
Zastosowany sposob polimeryzacji eliminuje wprawdzie
obecnos¢ szkodliwych fotoinicjatoréw, jednak ze wzgle-
du na to, Ze zastosowana dawka promieniowania (wyno-
szaca 1 Sv) jest stosunkowo duza, metoda wymaga opty-
malizacji w celu znacznej redukcji dawki promieniowa-
nia rentgenowskiego do bezpiecznego poziomu [48].

Polimeryzacja inicjowana uktadem redoks

Pewne ograniczenia stosowania fotopolimeryzacji
w procesie zelowania in vivo, zwigzane ze, wspomniang
juz, glebokoscia utwardzania oraz mozliwoscia wystepo-
wania tzw. efektu cienia, nie dotycza przypadku polime-
ryzacji rodnikowej inicjowanej ukladem redoks. Uklad
skladajacy sie z nadsiarczanu amonu badz potasu i tetra-
metyloetylenodiaminy (APS/TEMED) byt jednym z pier-
wszych ukladéw redoks, wykorzystanych w syntezie
hydrozeli przeznaczonych do zastosowan biomedycz-
nych [49], w tym rowniez do wstrzykiwalnych materia-
16w hydrozelowych utwardzanych in vive [50]. Mecha-
nizm wytwarzania reaktywnych rodnikow w uktadzie
APS/TEMED opisali Feng i wspdtpr. [51]. Uzyty system
jest bardzo efektywny, nawet w temperaturze pokojowej,
niemniej jednak nieprzereagowane skladniki, a takze
produkty ich degradacji, pogarszaja biokompatybilnos¢
hydrozeli. Znaczna toksycznos¢ poszczegdlnych sktad-
nikow omawianego uktadu wykazali m.in. Desai

i wspotpr. w badaniach toksycznosci wobec fibroblastéw
[52]. Podobnie, toksycznosci zaréwno APS, jak i TEMED
dowiedli Shifeng i wspotpr. [53]. Sktadniki te uzyte w uk-
ladzie odznaczaja si¢ jednak mniejsza toksycznoscia,
prawdopodobnie ze wzgledu na powstawanie mniejszej
ilosci toksycznych produktow reakcji pomiedzy APS i
TEMED.

Toksycznosci nie wykazuje system zawierajacy nad-
tlenek wodoru i jony zelaza(Il), w stezeniach ponizej, od-
powiednio, 51 0,5 mmoli/dm? [54, 55]. W omawianym
uktadzie zrédtem rodnikow hydroksylowych jest tzw. re-
akcja Fentona (schemat B). Zwykle ta reakcja jest prowa-
dzona w srodowisku kwasnym (pH ok. 2,5), co ogranicza
mozliwosci jej wykorzystania w procesie polimeryzacji
prowadzonej w warunkach fizjologicznych. Niemniej
jednak wspomniany system inicjowania zastosowano
niedawno do otrzymania wstrzykiwalnych hydrozeli za-
wierajacych zywe komorki. L. Sun i wspotpr. spolimery-
zowali N-(2-hydroksyetylo)akryloamid i PEOX-DA
[diakrylowany poli(tlenek etylenu)] w obecnosci chlorku
zelaza(II) i wody utlenionej w neutralnym pH, w wyniku
czego uzyskali przezroczyste i wytrzymate hydrozele.
Enkapsulowane w hydrozelu mezenchymalne komorki
macierzyste szpiku kostnego, a takze komorki mysiego
fibrosarcoma wykazywaty wysoka przezywalnosc [56].

Fe*" + H,0, — Fe’* + OH" + OH"
Schemat B

Interesujacym rozwiazaniem wydaje si¢ wprowadze-
nie do inicjujacego uktadu, obok jonéw Fe*, glukozy
i oksydazy glukozowej. Enzym przeksztatca glukoze
w kwas glukonowy. Regeneracja koenzymu oksydazy
FAD (dinukleotydu flawinoadeninowego) nastepuje
w wyniku redukgcji O, do H,O, (schemat C). Nadtlenek
wodoru wytworzony enzymatycznie w reakcji z jonami

oksydaza

glukozowa
glukoza + O,

Schemat C

glukolakton + kwas glukonowy + H,0,

zelaza(II) tworzy z kolei rodniki hydroksylowe. Ponie-
waz w reakcji jest zuzywany tlen czasteczkowy, prak-
tycznie biorac zanika problem inhibicji tlenowej. Autorzy
zastosowali powyzszy uktad inicjowania do enkapsulacji
fibroblastow w procesie polimeryzacji czteroramiennego
poli(tlenku etylenu), sfunkcjonalizowanego grupami
akrylanowymi [57].

Sieciowanie z wykorzystaniem klasycznych reakcji
organicznych

Formowanie hydrozeli z wysoka wydajnosciag w ta-
godnych warunkach w $rodowisku wodnym jest mozli-
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we z zastosowaniem reakcji z grupy CC (ang. click chemis-
try). Termin click chemistry, wprowadzony przez K.B.
Sharplessa i wspotpr., nie wskazuje na konkretna reakcje,
oznacza raczej koncepcje reakcji i proceséw spetnia-
jacych, m.in. wymienione powyzej kryteria (wysoka wy-
dajnos¢, nieskomplikowane warunki prowadzenia pro-
ces6w, najlepiej bez rozpuszczalnika, lub stosowanie
przyjaznych rozpuszczalnikow) [58].

Cykloaddycja Huisgena

Cykloaddycja Huisgena, zachodzi pomiedzy azydka-
mi a koncowymi grupami acetylenowymi, polega na
tworzeniu 1,2,3-triazolu w wyniku cykloaddygji 1,3-di-
polarnej (schemat D). Dodatek jonéw miedzi(I) zwieksza
szybkos¢ i regioselektywnos¢ tej reakcji. Do formowania
hydrozeli in situ stosowano modyfikowane polisachary-
dy, zawierajace grupy azydkowe i acetylenowe [59], po-
li(alkohol winylowy) [60] lub poli(tlenek etylenu) [61,
62]. Wprowadzenie dodatkowo w sie¢ polimerowa deg-
radowalnych fragmentoéw, np. sekwencji peptydowej
RGD [62], zwigksza uzytecznos¢ hydrozelu w inzynierii

/\/L/% + NEI*;I_I:IM -

cykloaddycja Huisgena

tkankowej lub systemach kontrolowanego uwalniania le-
kéw. Reakcje cykloaddycji Huisgena przebiegaja w ta-
godnych warunkach i z duza wydajnoscia. Zwykle pro-
wadza do utworzenia hydrozeli o strukturze zblizonej do
sieci idealnej, charakteryzujacych si¢ dobrymi wiasci-
wosciami fizycznymi. Pewne ograniczenie w przypadku
materiatéw formowanych in situ stanowi obecnos¢
w ukladzie sladowych ilo$ci miedzi. Zwiekszona zawar-
to$¢ miedzi w organizmie prowadzi do stanow zapal-
nych watroby, podejrzewa si¢ takze, ze jest jednym
z czynnikow odpowiedzialnych za rozwéj choroby Alz-
heimera. W literaturze mozna znalez¢ publikacje doty-
czace opracowania ukladow niezawierajagcych miedzi.
W takich uktadach czas formowania hydrozelu jest jed-
nak dos¢ dtugi (co najmniej 12 h) [63], co réwniez znacz-
nie ogranicza ich zastosowanie w procesie formowania
hydrozelu in situ.

Cykloaddycja Dielsa-Aldera

Reakcja cykloaddygji [4 + 2] Dielsa-Aldera, zacho-
dzaca pomiedzy dienem i dienofilem, prowadzi do

D ~
)
~—

Cu®

o~ O

cykloaddycja Dielsa-Aldera

HS 7\

N\ —~
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Schemat D

addycja typu Michaela
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utworzenia szes$ciocztonowego pierscienia (schemat D).
Cykloaddycja Dielsa-Aldera nie wymaga obecnosci kata-
lizatora ani inicjatora. Mimo tych zalet stosunkowo mato
doniesien literaturowych dotyczy wykorzystania oma-
wianej reakcji w formowaniu hydrozeli in situ, prawdo-
podobnie ze wzgledu na zbyt diugi czas sieciowania (po-
mimo znacznego przyspieszenia reakcji w srodowisku
wodnym) [64]. Przykltadowo, sieciowanie materialéw na
bazie kwasu hialuronowego sfunkcjonalizowanego gru-
pa furanowa a takze poli(tlenku etylenu) z grupa malei-
midowa trwalo kilka godzin [65].

Addycja typu Michaela

Addycja typu Michaela polega na przylaczeniu nuk-
leofili tlenowych, azotowych badz siarkowych do niena-
syconego wiazania wegiel-wegiel aktywowanego grupa
elektronoakceptorowa. W reakcjach formowania hydro-
zeli z wykorzystaniem addycji typu Michaela, jako nuk-
leofili uzywa sie prawie wytacznie ugrupowan tiolo-
wych, rzadziej aminowych. Natomiast akceptorami sa
zazwyczaj ugrupowania akrylanowe, metakrylanowe,
maleimidowe badz sulfony winylowe (schemat D). Ad-
dycja typu Michaela miedzy wymienionymi donorami
i akceptorami stanowi dogodny sposéb formowania zeli
in situ ze wzgledu na to, ze przebiega w warunkach sro-
dowiska fizjologicznego, nie wymaga uzycia katalizato-
row i nie generuje produktéw ubocznych. Ponadto,
w wiekszosci przypadkéw czas sieciowania liczy sie
w minutach.

Lutolf i Hubbell pierwsi wykorzystali addycje typu
Michaela do formowania tréjwymiarowych struktur
hydrozelowych. W charakterze reagentow uzyli wielora-
miennych makromonomerow PEG, o r6znej masie molo-
wej, zakonczonych grupami winylosulfonowymi, oraz
liniowych oligopeptyddw zakonczonych grupami tiolo-
wymi [66, 67]. Szybkos¢é biodegradacji i adhezja komorek
do otrzymanego hydrozelu byty podobne jak w przypad-
ku biologicznej macierzy zewnatrzkomdrkowej.

Addycja typu Michaela byta réwniez stosowana do
otrzymywania hydrozeli in situ z modyfikowanych poli-
sacharyddw. Miedzy innymi w zespole ]. Feijena opraco-
wano wstrzykiwalny, biodegradowalny biomateriat do
regeneracji tkanki chrzestnej. W syntezie wykorzystano
kwas hialuronowy zawierajacy grupy tiolowe (HA-SH)
oraz czteroramienny PEG z koricowymi ugrupowaniami
winylosulfonowymi. Stopniowa poliaddycja sktadnikéw
w obecnosci chondrocytéw prowadzita do uformowania
hydrozelu z rownomiernie rozmieszczonymi komorka-

N;\,EH + N N TN

\/\/\EH +

NH—NH— "~ —

Schemat E

e

—_—

mi chrzestnymi. Badania in vitro wykazaty, ze umieszczo-
ne w hydrozelu chondrocyty zachowaty zdolnos$¢ do
podziatu, a takze do wytwarzania glikozoaminoglika-
now i kolagenu typu II [68].

Wstrzykiwalne, biodegradowalne hydrozele, formo-
wane na skutek przebiegajacej addycji typu Michaela,
i przeznaczone do kontrolowanego uwalniania ludzkie-
go hormonu wzrostu (hGH), opracowat zespét Hahna.
Jako donor Michaela zastosowano — podobnie jak po-
przednio — HA-SH, jako akceptor uzyto natomiast ad-
duktu kwasu hialuronowego z metakrylanem 2-amino-
etylu [69].

Addycja typu Michaela byla ponadto wielokrotnie
wykorzystywana do formowania in situ hydrozeli zawie-
rajagcych w swym skladzie polisacharydy, np. chitozan
[70] lub dekstran [71].

Sieciowanie w wyniku tworzenia imin

N-podstawione iminy tworza si¢ w wyniku konden-
sacji pierwszorzedowych amin z aldehydami (sche-
mat E). Z amin badz aldehyddéw, aromatycznych lub ma-
jacych rozbudowane podstawniki, powstaja stosunkowo
trwale iminy — znane réwniez jako zasady Schiffa. Meto-
da otrzymywania hydrozeli in situ na drodze tworzenia
imin jest najczeSciej wykorzystywana w przypadku poli-
sacharydow. Wykorzystuje sie grupy aminowe obecne
w niektérych polisacharydach (zelatyna, chitozan) badz
wprowadza si¢ je przy uzyciu diamin (etylenodiaminy,
dihydrazydu kwasu adypinowego) zazwyczaj w obec-
nosci chlorowodorku 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropy-
lo)karbodiimidu (EDC) [71—74]. Grupy aldehydowe
otrzymuje sie w wyniku utlenienia za pomocg NalO, wi-
cynalnych grup hydroksylowych w polisacharydzie [72,
73, 75]. Ta metoda wytwarza si¢ hydrozele na ogot z za-
dowalajacym stopniem usieciowania. W przypadku hyd-
rozeli uzyskiwanych z aldehydowej pochodnej karbo-
ksymetylocelulozy i Zelatyny sieciowanie przebiegato
wylacznie po dodaniu do uktadu boraksu. Katalizujacy
wplyw tego czynnika na tworzenie si¢ imin miedzy fan-
cuchami polisacharydéw mozna ttumaczy¢ komplekso-
waniem przez atom boru grup hydroksylowych karbo-
ksymetylocelulozy [75].

Metoda formowania hydrozeli, wykorzystujaca po-
wstawanie imin, nie wymaga stosowania dodatkowych
czynnikow sieciujacych, przebiega w warunkach fizjolo-
gicznych, a otrzymywane materiaty sa biodegradowalne
i nietoksyczne. Mozliwo$¢ uzycia takich hydrozeli w re-
konstrukgji tkanki chrzestnej potwierdzono na drodze

+ H,0
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immobilizacji w nich chondrocytéw, ktore wykazywaty
wysoka przezywalnos¢, zdolno$¢ do proliferacji i nie-
zmieniong morfologie [75, 76].

Sieciowanie enzymatyczne

Wigkszos¢ enzymow Kkatalizuje reakcje chemiczne
w niskiej temperaturze i w warunkach obojetnego pH.
Enzymy zazwyczaj charakteryzuja si¢ takze duza specy-
ficzno$cia wzgledem zaréwno substratow, jak i katalizo-
wanej reakgji. Reakcja sieciowania moze wiec przebiegad
w obecnosci innych grup funkcyjnych w polimerze. Naj-
cze$ciej wykorzystywanymi enzymami w procesie sie-
ciowania s peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish per-
oxidase — HRP) i transglutaminaza (TGs).

Peroksydaza chrzanowa — HRP

Reakcje sieciowania z udzialem tego enzymu w obec-
nos$ci nadtlenku wodoru polegaja na utleniajacym sprzega-
niu taficuchéw polimerowych z przylaczonymi czastecz-
kami tyraminy. Sprzezenie nastepuje w wyniku utworze-
nia wiazania wegiel-wegiel w pozycjach orto pierscieni
fenylowych badz wigzania wegiel-tlen miedzy atomem
wegla znajdujacym sie w pozydji orto i tlenem grupy feno-
lowej drugiej czasteczki tyraminy (schemat F). Takiemu

Schemat F

sieciowaniu poddawano koniugaty tyraminy z kwasem
hialuronowym [77], dekstranem [78] i kopolimerowym
surfaktantem blokowym Tetronic® [79]. Czas zelowania
miescit sie w przedziale od kilku sekund do kilku minut,
w zaleznosci od stezenia polimeru i enzymu, a takze sto-
sunku ilosci enzymu i H,O, wzgledem tyraminy. W meto-
dzie tej jest konieczna kontrola ilosci wprowadzanego
H,0,. Jak wykazali Asad i wspdtpr. w badaniach chondro-
cytow obecnos¢ nadtlenku wodoru o stezeniu powyzej

0,2 mM/dm? indukuje apoptoze komaorek [80].
Transglutaminaza TGs

Transglutaminaza jest enzymem katalizujacym two-
rzenie wigzania amidowego miedzy grupa y-karboksy-

Lo

Schemat G

amidowgq glutaminy a pierwszorzedowymi aminami
(schemat G). W organizmach zywych taka reakcja reszt
glutaminowych zwigzanych z peptydami lub biatkami
i z udziatem g-aminowych grup lizyny czy tez grup ami-
nowych poliamin, prowadzi do sieciowania biatek. Spe-
rinde i Griffith jako pierwsi wykorzystali TGs do otrzy-
mania hydrozeli w fagodnych warunkach. W syntezie
stosowali polipeptyd zawierajacy lizyne i sfunkcjonali-
zowany glutaming handlowy produkt reakgji eteru digli-
cydylowego Bisfenolu A z PEG (10 000 g/mol) [81]. B.H.
Hu i PB. Messersmith uzywali dwéch rodzajow cztero-
funkcyjnych koniugatéw PEG i peptydow. Jeden zakon-
czony jednostkami L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny
(DOPA), drugi natomiast czasteczkami glutaminy [82].
W przypadku sieciowania ukladéw z wykorzystaniem
TGs zwierzecej, zwykle jest wymagana obecno$¢ soli
wapnia w odpowiednim stezeniu, poniewaz aktywnos¢
transglutaminaz regulujg jony Ca**. Natomiast transglu-
taminaza pochodzenia mikrobiologicznego (mTGs) nie
wymaga obecnosci jonow wapnia [83]. K. Yokoyama
i wspolpr. wykorzystali mTGs do immobilizowania ko-
morek E. coli w usieciowanej zelatynie. Nie byta koniecz-
na wczesniejsza funkcjonalizacja zelatyny, poniewaz za-
wierata ona zaréwno lizyne, jak i glutamine. Jednak usie-
ciowane hydrozele zyskiwaty odpowiednie wtasciwosci
reologiczne dopiero po uptywie 5 h [84].

Metody sieciowania fizycznego

Ze wzgledu na tfagodne warunki sieciowania fizycz-
nego, wiekszos¢ hydrozeli fizycznych moze by¢ formo-
wana in vivo. Takie hydrozele charakteryzuja si¢ zazwy-
czaj mniejsza toksycznoscia niz hydrozele formowane
metodami chemicznymi, dzieki nieobecnosci czasteczek
inicjatora badz czynnikow sieciujacych. Sieciowanie fi-
zyczne zwykle jednak prowadzi do utworzenia hydroze-
li mniej stabilnych i o stabszych wtasciwosciach mecha-
nicznych.

Mechanizmy odpowiedzialne za tworzenie hydrozeli
fizycznych, w tym formowanych in situ, obejmuja za-
zwyczaj oddzialtywania jonowe, hydrofobowe lub wigza-
nia wodorowe.

Uktady termoczute
O przydatnosci tego typu ukltadéw przeznaczonych

do formowania in situ decyduje m.in. wysokos¢ tempera-
tury zelowania. Znaczenie maja tylko takie uktady, ktore



POLIMERY 2015, 60, nr 7—8

443

w temperaturze fizjologicznej ulegaja odwracalnemu
przejsciu zol-zel i, w odrdéznieniu od uktadéw, gdzie za-
chodzi wytracanie polimeru, zawieraja w dalszym ciagu
znaczne ilo$ci wody. Zazwyczaj polimerowe uktady ter-
mozelujace stanowig makroczasteczki z udziatem frag-
mentéw zaréwno hydrofilowych, jak i hydrofobowych.
Do najczesciej badanych zalicza si¢ kopolimery N-izo-
propyloakryloamidu, kopolimery blokowe tlenku etyle-
nu z tlenkiem propylenu, kopolimery, w ktérych do blo-
ku PEG jest przytaczony blok biodegradowalnego polies-
tru alifatycznego [poli(D,L-laktyd) (PLA), poli(D,L-lak-
tyd-co-glikolid) (PLGA), poli(e-kaprolakton) (PCL) lub
poli(e-kaprolakton-co-laktyd) (PCLA)]. Przegladu hyd-
rozelowych ukltadoéw termoczutych formowanych in situ
dokonali Ruel-Gariépy i Leroux [85]. Mechanizm odpo-
wiedzialny za przejscie fazowe pod wpltywem tempera-
tury jest zalezny od rodzaju polimeru.

W przypadku PNIPAm, podobnie jak w innych po-
li(N-podstawionych akryloamidach), przejScie fazowe
jest zwiazane ze zmiang konformacji z kltebka makro-
czasteczki do konformacgji globuli [86, 87]. Poli(N-izopro-
pyloakryloamid) w wodzie, w odpowiedzi na mate zmia-
ny temperatury, wykazuje znaczne zmiany stopnia hyd-
ratacji. W temp. 32 °C ostra przemiana fazowa prowadzi
do wytracania liniowego PNIPAm z roztworu wodnego.
W celu uzyskania przejscia roztworu PNIPAm w zel, za-
miast wytracenia polimeru z wody, do faricucha wpro-
wadza si¢ hydrofilowe komonomery. Przyktadowo
N-izopropyloakryloamid poddaje si¢ 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)], wykazujacy przejscie fazo-
we w temp. 30—34 °C, badano pod katem mozliwosci
wykorzystania w sztucznej trzustce hybrydowej. Wyka-
zano, ze zel uformowany w temperaturze ciata ludzkiego
zapewnia odpowiednie warunki do prawidlowego funk-
cjonowania umieszczonych w nim zywych komorek wy-
sepek Langerhansa [88]. Poli(NIPAm-co-AAc) badano
réowniez pod katem przydatnosci w odbudowie tkanki
chrzestnej [89, 90]. Otrzymane hydrozele z mPEGMMA
i PNIPAm charakteryzuja si¢ dobra przezroczystoscia.
Umieszczone w hydrozelu mezenchymalne komoérki ma-
cierzyste wykazywaty duza przezywalnosc¢ i rozrastaty
sig¢ z utworzeniem tréjwymiarowych kultur [92].

Amfifilowe kopolimery blokowe, nalezace do grupy
surfaktantow niejonowych, sa zbudowane z przynaj-
mniej dwdch czesci (blokow) rézniacych sie powinowac-
twem do wody. Zazwyczaj funkcje bloku hydrofilowego
peni poli(tlenek etylenu), natomiast w odniesieniu do
blokéw hydrofobowych jest obserwowana duza rézno-
rodnos¢. Najprostsze uktady stanowig liniowe kopolime-
ry typu AB, ABAbadz BAB. W zalezno$ci od rodzaju blo-
ku hydrofobowego, a takze dtugosci obu blokow otrzy-
muje sie systemy réznigce sie wlasciwosciami fizykoche-
micznymi. Poniewaz makroczasteczki kopolimeru skta-

daja si¢ z dwoch rodzajow segmentdw o rdznej rozpusz-
czalnosci w wodzie, w warunkach matych stezen wyste-
puja w roztworze jako pojedyncze tancuchy (unimery).
Po przekroczeniu krytycznego stezenia micelizacji (cmc)
rozpoczyna si¢ proces organizacji makroczasteczek (mi-
celizacja). W przypadku wigkszosci kopolimerow bloko-
wych wykorzystywanych do tworzenia hydrozeli,
wzrost temperatury powyzej cmc powoduje zelowanie
roztworu na skutek asocjacji micel. Jest to proces odwra-
calny — obnizenie temperatury hydrozelu wywotuje
przejscie w stan ciekly.

Temperatura przejscia fazowego jest uzalezniona od
skladu polimeru i stezenia roztworu. Triblokowy kopoli-
mer tlenku etylenu i tlenku propylenu, zawierajacy 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 stezeniu co najmniej 20 % mas. wykazuje przejs-
cie fazowe w temp. 37 °C [93]. Zele na bazie Poloxameru
wykazuja jednak mata wytrzymatos¢ mechaniczng i cha-
rakteryzuja si¢ szybka erozja (rozpuszczanie warstw po-
wierzchniowych). Z tego wzgledu w systemach dostar-
czania lekow moga by¢ stosowane raczej w terapiach
krétkoterminowych, takich jak leczenie bélu czy infekgji
[94]. Szczepienie kopolimeréw blokowych PEOX i PPOX
na innych polimerach moze poprawi¢ m.in. wtasciwosci
mechaniczne i stabilnos¢ formowanego hydrozelu. Roz-
twory wodne zawierajace Pluronic F-127 szczepiony na
chitozanie lub na zelatynie badano jako wstrzykiwalne
uktady stosowane do odbudowy tkanki chrzestnej [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] sa badane
przede wszystkim pod wzgledem mozliwosci wykorzys-
tania w systemach miejscowego dostarczania lekow lub
jako wstrzykiwalne materiaty oddzielajgce tkanki po-
szczegOlnych organdw jamy brzusznej i miednicy, zapo-
biegajace powstawaniu zrostow pooperacyjnych. Kopo-
limery blokowe tlenku etylenu i hydroksykwasdw stano-
wig polimery, na bazie ktérych uzyskano wstrzykiwalne
systemy hydrozelowe, biodegradowalne i biokompaty-
bilne. Uformowane w wyniku termozelowania hydroze-
le majq zadowalajaca stabilnos¢, pozwalajaca na przedtu-
zone uwalnianie leku. Przyktadowo systemy oparte na
kopolimerach PEG-PLGA-PEG uwalniajq ketoprofen
(lek hydrofilowy) w ciagu dwoch tygodni, natomiast spi-
ronolakton (lek hydrofobowy) — ponad dwoch miesiecy
[98]. Uktad oparty na kopolimerze triblokowym
PLGA-PEG-PLGA, opatentowany przez Macromed pod
nazwa ReGel® jako system pozajelitowego dostarczania
lekéw [104], stanowi cala rodzine produktéw, ktére —
zaleznie od masy molowej, hydrofobowosci i stezenia
polimeru, wykazuja rozng temperature zelowania, szyb-
ko$¢ degradacji, kinetyke i profil uwalniania lekéw. W fa-
zie badan klinicznych znajduja si¢ obecnie OncoGel® —
preparat zawierajacy paklitaksel w ReGel® — i Cytoryn®
z udziatem interleukiny-2 (IL-2) [105].
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Kolejny przyktad uktadu wykazujacego zdolnosc¢ ze-
lowania w podwyzszonej temperaturze stanowi roztwor
wodny chitozanu. Temperatura zelowania zalezy czes-
ciowo od stopnia deacetylacji chitozanu. W latach
2000—2001 pojawity sie doniesienia, ze dodatek chlorku
sodu i B-glicerofosforanu wplywa na zmiane oddzialy-
wan elektrostatycznych, hydrofobowych i site wigzan
wodorowych w ukladzie, prowadzacq do zelowania
uktadu w podwyzszonej temperaturze [106 —108]. Tech-
nologia wytwarzania zostata zoptymalizowana przez
Biosyntech Inc., dzieki czemu na rynku pojawity sie ukta-
dy BST-Gel™ zdolne do zelowania w temperaturze ciata
ludzkiego. Wstrzykiwalne hydrozele oparte na chitoza-
nie i B-glicerofosforanie sa obecnie badane gléwnie w uk-
fadach dostarczajacych leki miejscowo w terapii przeciw-
nowotworowej [109, 110].

Sieciowanie w wyniku stereokompleksowania

W przypadku niektérych polimeréw oddziatywania
miedzyczasteczkowe miedzy tanicuchami makroczaste-
czek o rdznej taktycznosci lub konfiguracji prowadza do
stereoselektywnej asocjacji (stereokompleksowania) [111].
Typowym polimerem ulegajacym stereokompleksowaniu
jest polilaktyd. Hydrozele na jego bazie otrzymano w wy-
niku zmieszania roztworéw wodnych kopolimeréw blo-
kowych lub szczepionych, zawierajacych segmenty hydro-
filowe i jednostki stereosekwencyjne L-laktydowe lub
D-laktydowe. Aby powstata usieciowana struktura hydro-
zelu poszczegodlne stereosekwencje PLA musza zawierac
przynajmniej 11 jednostek laktydu [112]. Jako segmenty
hydrofilowe wprowadzano PEG zaréwno liniowy [113],
jak irozgateziony [114, 115], Pluronic®[116], dekstran [112,
117], poli(metakrylan 2-hydroksyetylu) [118], po-
lifN-(2-hydroksypropylo)metakryloamid] [119].

Stereoselektywna asocjacja moze stanowié¢ uzyteczng
metode formowania hydrozeli in situ charakteryzujacych
sie¢ wieksza wytrzymatoscia mechaniczna niz pozostate
hydrozele fizyczne [120]. Znaczna poprawe wlasciwosci
mechanicznych (G*=9,87 kPa w 37 °C) uzyskano zwlasz-
cza w przypadku hydrozeli powstatych na bazie kopoli-
merdw rozgatezionych. Zachodzace w roztworze wod-
nym trwate stereokompleksowanie prowadzi do nieod-
wracalnego przejscia zol-zel [114].

Sieciowanie jonowe

Sieciowanie jonowe jest mozliwe w przypadku poli-
meréw wodorozpuszczalnych, zawierajacych zjonizo-
wang grupe funkcyjna, i zachodzi z udzialem jonéw
dwu- lub wielowarto$ciowych. Dobrze znanymi przy-
ktadami polimerdow, ktére moga by¢ usieciowane w wy-
niku oddziatywan jonowych sa alginiany, zdolne do two-
rzenia sieci hydrozelowej w warunkach fizjologicznych
w obecnosci jonéw wapnia. Istota mechanizmu sieciowa-
nia alginianéw jest wymiana jonu sodu na jon Ca**, a nas-
tepnie utworzenie struktury molekularnej z udziatem

Oreocmm->

Schemat H

blokéw kwasu a-L-guluronowego, okreslanej jako
eggs-box model (schemat H) [121 —123]. We wstrzykiwal-
nych hydrozelach opartych na alginianach zrédtem jo-
now wapnia sg zazwyczaj siarczan(VI) wapnia lub weg-
lan wapnia. Obecnos¢ trudnorozpuszczalnych soli spo-
walnia proces zelowania, dzigki czemu umozliwia zasto-
sowanie takich systeméw w charakterze rusztowan
wstrzykiwalnych [124].

Formowanie hydrozeli in situ moze odbywac sie row-
niez na skutek oddziatywan jonowych miedzy polikatio-
nem i polianionem lub przeciwnie natadowanymi, usie-
ciowanymi mikrosferami. Przyktadowo Hennink i
wspotpr. opracowali wstrzykiwalny material na bazie
mikrosfer sfunkcjonalizowanych kwasem metakrylo-
wym lub metakrylanem dimetyloaminoetylowym. Po
zmieszaniu mikrosfer otrzymano materialty o cechach
hydrozelu, ktére w zalezno$ci od zawartosci wody wy-
kazywaly rézna wytrzymato$¢ mechanicznag [125].

Hydrozele typu shear-thinning

Niektore z hydrozeli fizycznych wykazuja odwracalne
zmniejszenie lepkosci pod wplywem naprezenia Scinajgce-
go (ang. shear-thinning). Czas, w ktérym nastepuje odbudo-
wanie struktury hydrozelu, po ustapieniu sil odpowie-
dzialnych za zmniejszenie lepkosci, jest uzalezniony od ro-
dzaju materiatu i wystepujacych oddzialywan. Zdolnos¢
do tworzenia tego typu hydrozeli wykazuja makroczas-
teczki ulegajace samoorganizagji, np. polipeptydy czy poli-
mery z przytaczonymi cyklodekstrynami. Hydrozele typu
shear-thining stanowia obiecujaca, stosunkowq mloda gru-
pe hydrozeli formowanych in situ. W tego typu systemach
aplikacja uprzednio wytworzonego hydrozelu jest mozli-
wa dzigki dziatajacym w trakcie iniekcji sitom $cinajacym.
Potencjalne zastosowanie takich ukladow to przede
wszystkim wykorzystanie ich jako nosnikéw substancji
biologicznie aktywnych i komorek [126].
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PODSUMOWANIE

Rosnace zainteresowanie inzynierii tkankowej hydro-
zelami formowanymi in situ, a takze mozliwosciami ich
aplikacji w systemach dostarczania lekéw, przyczynito
si¢ do powstania wielu nowych i obiecujacych strategii
otrzymywania tego typu materiatow. Idealny uktad
przeznaczony do formowania hydrozeli in situ jest
wstrzykiwalny, zeluje w pozadanym czasie, a po usiecio-
waniu charakteryzuje si¢ wiasciwosciami mechaniczny-
mi i biologicznymi zblizonymi do wlasciwosci natural-
nych tkanek. Powinien tez by¢ biokompatybilny i z odpo-
wiednig szybkoscia ulega¢ degradacji. Jednakze uzyska-
nie materiatu posiadajacego wszystkie pozadane wtasci-
wosci jest niezwykle trudne. Do tej pory niewielka liczba
opracowywanych wstrzykiwalnych uktadéw hydrozelo-
wych przeszta do fazy badan klinicznych. Wobec przed-
stawionych faktow nalezy oczekiwac propozycji nowych
rozwigzan w tej dziedzinie.
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