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Streszczenie: Artykul stanowi przeglad literaturowy dotyczacy materiatéw polimerowych zdolnych do generowa-
nia tlenku azotu(II). Tlenek azotu (NO) w organizmie pelni, m.in. funkcje ochronne, regulujace i sygnalizacyjne, bie-
rze udziat w regulacji cisnienia krwi, procesach krzepniecia, neurotransmisji i odpowiedzi immunologicznej. Omo-
wiono zagadnienia zwigzane z chemicznym wiazaniem czasteczek donorow NO — diolanéw diazoniowych —
z taricuchami polimerowymi lub czastkami wypetniaczy. Podano podstawowe informacje na temat syntezy, wiasci-
wosci oraz metod badania diolanéw diazoniowych. Oméwiono procesy modyfikacji polegajace na wprowadzeniu
donorow tlenku azotu do polimeréow powszechnie uznawanych za biokompatybilne, takich jak: polisiloksany, poli-
uretany, poliakrylany, poli(chlorek winylu). Najlepsze wyniki otrzymano w przypadku mato polarnych polimerow,
takich jak: polisiloksany, modyfikowana krzemionka oraz polimery akrylowe, zdolnych do generowania kilku
pumoli NO na mg materiatu. Najwigksze ilosci tlenku azotu uwalniaja uktady obejmujace polimery mato polarne mo-
dyfikowane diolanami diazoniowymi typu anionowego, a generowanie diolanéw diazoniowych typu jonéw oboj-
naczych nie daje zadawalajacych efektéw. Niektore z opisanych uktadéw polimerowych byly zdolne do generowa-
nia tlenku azotu w ilodciach tylko kilku-kilkunastu nmol/mg. Efektywny strumien NO generowany przez uktady
biologiczne jest jednak tak maty, Ze nawet tak stabe donory tlenku azotu moga znalez¢ dalsze zastosowania.

Stowa kluczowe: tlenek azotu(II), polimery, diolany diazoniowe.

Nitric oxide(II) releasing polymers

Abstract: The paper is a literature review concerning the polymeric materials capable of generating nitric oxide(II).
The role of nitric oxide (NO) in an organism comprise the protective, regulatory, and signaling functions. NO mole-
cule is involved in the regulation of blood pressure, clotting, neurotransmission and the immune response.

The problems associated with chemical bonding of NO donor molecules — diazeniumdiolates — to the polymeric
chains or filler particles have been discussed. The basic information on the synthesis, properties and methods of the
investigation of diazeniumdiolates was given. The modifications of polymeric materials by introducing of nitric
oxide donors to the polymers commonly regarded as biocompatible such as: polysiloxanes, polyurethanes, polyacry-
lates or PVC have been presented. The best results were obtained for the polymers of low polarity such as polysiloxa-
nes, modified silica or acrylic polymers, which are able to generate several umol of NO per mg of the material. The
largest amounts of nitric oxide were released from low-polarity polymers modified with diazeniumdiolates of the
anionic type, whereas the generation of zwitterionic diazeniumdiolates have not produced satisfactory results. Some
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of the described polymeric systems were capable of delivering nitric oxide at an almost negligible nmol per mg level.
Efficient NO flux generated by biological systems, however, is so small that even such a weak nitric oxide donors

may find further applications.

Keywords: nitric oxide (II), polymers, diazeniumdiolates.

Tlenek azotu (NO) to mata dwuatomowa czasteczka,
ktéra — jak wykazano w ostatnich latach — odgrywa
kluczowa role w wielu procesach fizjologicznych.
Spetnia ona funkcje czynnika ochronnego, regulujacego
i sygnalizacyjnego, bioracego udzial w regulagji ci$nienia
krwi, procesach krzepniegcia, neurotransmisji i odpowie-
dzi immunologicznej (rys. 1) [1—4]. Tlenek azotu dziala
tez stymulujaco na prace moézgu oraz pomaga w leczeniu
probleméw z erekcja i impotencja, a nawet niszczy nie-
ktoére postaci nowotwordw [5]. Z tego wzgledu bywa
nazywany ,,cudowna czasteczka”.

Neuroprzekaznik — w os$rodkowym i

obwodowym uktadzie nerwowym (wplyw
na pamie¢, motoryke uktadu

pokarmowego, funkcje neuroendokrynne i

lokalny przeptyw krwi)

Wazodilatator regulacja  napiecia
naczyn krwionosnych (obnizenie ci$nienia
tetniczego krwi)

Cytostatyk - dziatanie antyproliferacyjne,
wykorzystywany przez komérki ukiadu
odpornosciowego w walce z czynnikami
zakaznymi (wirusami, bakteriami,
pierwotniakami, ptaziicami i komarkami
nowotworowymi)

Inhibitor agregacji ptytek krwi — zapobiega aktywacji
trombocytéow

Rys. 1. Biologiczne funkcje tlenku azotu

Fig. 1. Biological functions of nitric oxide

Niedomiar tlenku azotu powoduje zaburzenia oddy-
chania, impotencje, zapadanie si¢ naczyn krwionosnych,
lub powstawanie skrzepéw. Rowniez nadmiar tlenku
azotu moze by¢ toksyczny. Zbyt duze obnizenie cisnienia
krwi spowodowane jego nadmiarem moze prowadzi¢ do
niszczenia tkanek w niektérych chorobach przewlektych
np. w reumatoidalnym zapaleniu stawéw. NO obecny
w nadmiarze, reagujac z ponadtlenkami powstajacymi
w wyniku oddychania mitochondrialnego, moze powo-
dowac niszczenie bialek i DNA. Ze wzgledu na swoje
kluczowe funkcje bioregulacyjne, tlenek azotu jest jedna
znajczesciej badanych czasteczek w dziedzinie nauk bio-
medycznych. Czasopismo ,,Science” ogtosito tlenek azo-
tu(Il) czasteczka roku 1992.

Biologiczne znaczenie tlenku azotu odkryto w wyni-
ku prac grup badawczych trzech niezaleznych eksper-
tow: Roberta Furchgotta (Dept. of Pharmacology, SUNY
Health Science Center, Nowy Jork), Louisa Ignarro (Dept.
of Molecular and Medical Pharmacology UCLA School of
Medicine, Los Angeles) i Ferida Murada (Dept. of Inte-
grative Biology Pharmacology and Physiology Univer-

sity of Texas Medical School, Houston). Robert Furchgott
dowiddt, ze komorki srddbtonka naczyn krwionosnych
produkuja nieznany dotad $rodbtonkowy czynnik relak-
sacyjny (ang. Endothelium Derived Relaxing Factor —
EDRF) powodujacy rozluznianie i rozszerzanie naczyn
krwionosnych. Louis Ignarro kontynuujac prace Furch-
gotta wykazat, ze czynnikiem odpowiedzialnym za ob-
serwowany proces jest tlenek azotu. Byto to pierwsze od-
krycie wskazujace gaz jako czynnik sygnatowy w orga-
nizmie. Réwnolegle, Ferid Murad odkryl, Ze nitroglicery-
na (oraz podobne leki nasercowe) generuje powstawanie
tlenku azotu, co z kolei prowadzi do powigkszenia $red-
nicy naczyn krwionosnych i wiekszego przeptywu krwi.
Dokonania te nagrodzono w 1998 roku Nagroda Nobla
w dziedzinie Fizjologia i Medycyna [6].

W organizmie czltowieka czasteczka NO powstaje
z reszty azotowej aminokwasu (L-argininy) w obecnosci
NADPH (dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego)
i tlenu czasteczkowego, przy udziale enzymu — syntazy
tlenku azotu. Ciato ludzkie produkuje od 1 do 9 mmoli
NO na dobe [7]. Ze wzgledu na swoja malg polarnos¢
oraz wielkos¢, NO moze swobodnie dyfundowac przez
btony komoérkowe, a dzigki swej reaktywnosci, moze od-
dziatywac kowalencyjnie z réznymi biatkami wptywajac
na ich aktywno$¢.

Przemystowo tlenek azotu produkuje si¢ na drodze
utleniania amoniaku. W laboratorium mozna go otrzy-
mywac w wyniku redukcji kwasu azotowego(Ill) za po-
moca miedzi lub azotanu(III) sodu w obecnosci jondw ze-
laza(I). W czystej postaci NO jest gazem bezbarwnym.
W obecnosci powietrza utlenia si¢ do wyzszych, , brunat-
nych” tlenkéw azotu.

Zrédtem tlenku azotu(Il) sa tez obecnie stosowane
leki: nitrogliceryna [wzdr (I)], diazotan izosorbidu [wzor
(I)], azotan izoamylu [wzér (III)] oraz nitroprusydek
sodu [wzor (IV)] [1]. Tlenek azotu(Il) moze by¢ rowniez
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podawany w postaci pary na drodze inhalacji. Nitrogli-
ceryne i diazotan izosorbidu aplikuje si¢ zwykle doustnie
lub przez skore. Zwiazki te metabolizuja z wydzieleniem
NO, powodujac rozszerzanie sie naczyn krwionosnych.
Azotyn izoamylu w organizmie moze ulegac bezposred-
niej redukdji z wydzieleniem NO lub reagowac z tiolami
z utworzeniem S-nitrozotioli, ktére nastgpnie metaboli-
zuja z wydzieleniem tlenku azotu. Podawany jest na dro-
dze inhalacji. Nitroprusydek sodu wykorzystywany
w intensywnej terapii w stanach bardzo wysokiego cis-
nienia krwi jest wstrzykiwany bezposrednio do krwio-
obiegu. Tlenek azotu podawany przez inhalacje stosuje
si¢ w matym stezeniu (ok. 20 ppm) jako mieszaning z po-
wietrzem. Powoduje rozszerzanie si¢ naczyn krwionos-
nych w ptucach. Ze wzgledu na matg trwato$¢ NO w or-
ganizmie konieczne jest podawanie ciggle w komorze
inhalacyjnej lub przez respirator.

DIOLANY DIAZONIOWE —
DONORY TLENKU AZOTU(II)

Metody syntezy

Tlenek azotu(Il) w kontakcie z krwia ulega bardzo
szybko dezaktywacji, dlatego istnieje potrzeba opraco-
wania systemow jego kontrolowanego dozowania do or-
ganow, gdzie jest potrzebny, bez narazania innych czesci
organizmu. Jedna z nowych grup zwiazkéw ulegajacych
rozkladowi z wydzieleniem NO sa diolany diazoniowe
(DDA) (ang. diazeniumdiolates).

W syntezie DDA wykorzystuje sig fakt, ze tlenek azo-
tu zachowuje si¢ jak kwas Lewisa (schemat A). Diolany
diazoniowe sg produktami reakgji alifatycznych amin
pierwszo-, a czesciej drugorzedowych z tlenkiem azotu
w obecnosci zasady spetniajacej role akceptora protonu.
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Zasada moze by¢ inna czasteczka tej samej aminy, drugie
ugrupowanie aminowe tej samej czasteczki (powstaja
diolany typu jonéw obojnaczych) lub zasada zewnetrz-
na, np. metanolan sodu (powstaja wtedy tzw. diolany
anionowe) (schemat B). Dwie ostatnie grupy sa najpopu-
larniejsze.

W rzeczywistosci istnieja dwie metody syntezy DDA
[1]. Pierwsza metoda polega na przepuszczaniu pod cis-
nieniem atmosferycznym NO przez roztwo6r aminy,
w warunkach beztlenowych, w temp. -78 °C. Druga,
czesciej stosowna, polega na uzyciu gazowego NO pod
ci$nieniem ok. 0,5 MPa w temperaturze pokojowej i roz-
tworu aminy w suchym rozpuszczalniku. W tym przy-
padku reakcja trwa od 72 do 96 h, w zaleznosci od rodza-
ju aminy. W obu metodach produkt wytraca sig z roztwo-
ru w czystej postaci krystalicznej, ktéra nastepnie od-
sacza si¢ i suszy w atmosferze beztlenowej. Schemat apa-

L

’W‘,“‘

Nl

KMnO,/ KOH aq

azot

Rys. 2. Schemat aparatury do syntezy diolanéw diazoniowych
Fig. 2. Schematic diagram of the setup used for the synthesis of
diazeniumdiolates

ratury do syntezy DDA metoda cisnieniowa przedsta-
wiono na rys. 2. Uktad umozliwia prowadzenie reakcji
w czterech niezaleznych od siebie szklanych reaktorach
ci$nieniowych. Tlenek azotu jest podawany z butli do
zbiornika przejsciowego. Wybrany reaktor jest przeptu-
kiwany azotem, a nastepnie napetniany tlenkiem azotu
przez pochtaniacz wilgoci wypelniony granulowanym
wodorotlenkiem potasu. Po zakonczeniu reakcji nieprze-
reagowany gaz odprowadza si¢ przez system pluczek
wypetnionych wodnym roztworem KMnO4/KOH.

Wiasciwosci i metody oznaczania

Diolany diazoniowe umieszczone w buforze, krwi
itp., dysocjuja z uwolnieniem NO i wolnej aminy. Prze-
bieg procesu potwierdza, obserwowany w widmie
UV-Vis, zanik charakterystycznego pasma przy ok.
250 nm (rys. 3). Czasy potowicznego rozpadu tych
zwiazkow wynosza od 2 s do 20 h, w zaleznosci od budo-

\NH +2NO + Na*
R N—O'Na* R

Absorbancja

200 220 240 260 280 300
Dhugosé¢ fali, nm

Rys. 3. Widmo UV-Vis diolanu diazoniowego poddanego dziala-

niu rozcienczonego kwasu solnego

Fig. 3. Decomposition of diazeniumdiolate in the presence of

diluted hydrochloric acid observed in the UV-Vis spectrum

wy czasteczki. Mechanizm rozktadu, odwrotny do me-
chanizmu powstawania DDA, jest inicjowany przez pro-
tonowanie azotu aminowego.

Do ok. 2000 r. do charakterystyki materiatéw uwalnia-
jacych NO stosowano test Griessa [8], stanowiacy metode
kolorymetryczna opracowana i stosowana w kryminalis-
tyce do wykrywania nitrogliceryny. Test polega na reak-
¢ji diazowania, w wyniku ktdrej sulfanilamid jest sprze-
gany z N-naftyloetylenodiaming. Natezenie barwy barw-
nika azowego jest proporcjonalne do ilosci NO, utlenia-
jacego sie¢ w kontakcie z tlenem z powietrza do jonéw
NO;". Test jest jednak niemiarodajny, jesli w badanym
materiale wystepuja azotyny.

Obecnie najczesciej stosuje sie chemiluminescencyjne
analizatory tlenku azotu (rys. 4). W aparatach tych gaz nos-
ny zawierajacy NO miesza si¢ z duzym nadmiarem ozonu.
W wyniku reakcji z ozonem powstaje tlen i ditlenek azotu,
generowane tez sa fotony (reakcja chemiluminescencyjna)
mierzone fotodetektorem. Ilos¢ $wiatta jest proporcjonalna
do ilosci NO. Zwykle prébke materialu umieszcza sie
w buforze fosforanowym. Problemem jest zbyt duza roz-
puszczalnos¢ NO w buforze, dlatego tez stosuje sie specjal-
ne konstrukgje naczynek, umozliwiajace dodatkowe prze-
dmuchiwanie roztworu gazem no$nym [9].

Generator
ozonu
icela

pomiarowa

NO+0; —» NO, +0,

NO, > NO,+hv

Rys. 4. Uklad do analizy ilosci wydzielonego tlenku azotu meto-
da chemiluminescencyjna

Fig. 4. Setup for the determination of released nitric oxide by che-
miluminescence method
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Rys. 5. Przesunigcia chemiczne protonéw grup metylenowych
przy atomach azotu w widmach 'H NMR (300 MHz, CD,0D)
pochodnych N-heksylo-N’-(t-butylokarbonylo)etylenodiaminy
z r6znym rodzajem podstawnika R
Fig. 5. Comparison of 'H NMR (300 MHz, CD,0D) chemical
shifts of methylene protons adjacent to a nitrogen atom in N-he-
xyl-N’-(t-butylcarbonyl)ethylenediamine for various types of R
substituent

Do analizy budowy DDA z powodzeniem mozna wy-
korzystywac réwniez spektroskopie protonowego rezo-
nansu magnetycznego 'H NMR. Dzigki duzym réznicom
przesunie¢ chemicznych protonow grup CH, przy ato-
mie azotu, jest mozliwe rozréznienie poszczegdlnych po-
chodnych (rys. 5). Na podstawie widm NMR stwierdzo-
no, ze obecnos¢ tlenu zaréwno podczas otrzymywania,
jak i rozktadu diolanéw diazoniowych powoduje po-
wstawanie niezamierzonych produktéw. W przypadku

®
P “5

syntezy w obecnosci tlenu powstawaly gtownie nitrozo-
aminy i azotany(lll), w przypadku rozktadu zas produk-
tami byly wolna amina i nitrozoamina [10].

Uklady polimerowe zawierajace diolany diazoniowe

Wykorzystywanie diolanéw diazoniowych jako do-
noréw NO w ukladach biologicznych, stwarza niebez-
pieczenstwo przenikania do krwioobiegu substancji nie-
bezpiecznych, takich jak nitrozoaminy. Zjawisku temu
mozna zapobiega¢ wieloma sposobami. Najprostszym
jest stosowanie DDA o charakterze hydrofobowym, np.
posiadajacych w swojej budowie dtugie podstawniki ali-
fatyczne, umieszczonych w matrycy polimerowej [11,
12]. Kolejne rozwigzanie polega na chemicznym wigza-
niu donoréw tlenku azotu na powierzchni napetniaczy,
np. krzemionki koloidalnej. Najbardziej zaawansowane
rozwiazania polegaja za$ na immobilizacji czasteczek do-
noréw na matrycach polimerowych. Materiat polimero-
wy zazwyczaj charakteryzuje sie korzystnymi wiasci-
wosciami mechanicznymi, ktére mozna dostosowac do
konkretnych aplikacji. Rozwigzanie takie pozwala na
otrzymywanie tzw. ,,szytych na miar¢” materialéw uwal-
niajacych NO.

Do potencjalnych zastosowan polimerowych dono-
row NO zalicza si¢ warstwy ochronne zwigkszajace bio-
kompatybilnos¢ narzedzi i sensoréw medycznych, stenty
naczyniowe, implanty, urzadzenia do hemodializy, cew-
niki, soczewki kontaktowe, pojemniki do przechowywa-
nia produktéw krwiopochodnych, itp. Takie polimerowe
materialy moga rowniez znalez¢ zastosowanie w trans-
plantologii, gdzie wykorzystuje si¢ antyzakrzepowe

Schemat C
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iantybakteryjne dziatanie tlenku azotu, a takze jego zdol-
nos¢ do zwiekszania natlenowania narzaddéw przewi-
dzianych do przeszczepu.

Obecnie badania skupiaja sie w najwiekszym stopniu
na wytwarzaniu warstw atrombogennych. Ich zadaniem
jest nasladowanie zjawiska naturalnie wystepujacego
w komorkach srédbtonkowych, stanowiacych wysciotke
naczyn krwiono$nych w organizmie i emitujacych do
krwioobiegu niewielkie ilosci tlenku azotu, zapobiega-
jacego adhezji i aktywacji ptytek krwi. Wymagany w tych
zastosowaniach strumienn NO generowany z powierzch-
ni komorek srodbtonka, wg réznych zrédet wynosi
0,5—4,1 - 1079 mol/min cm [13, 14].

Polimery uwalniajace tlenek azotu stanowig stosun-
kowo nowa dziedzine wiedzy. Wigkszos¢ publikacji
powstata w ciagu ostatnich dziesieciu lat. W charakterze
matryc polimerowych stosowano gtéwnie polimery
powszechnie znane ze swojej obojetnosci biologicznej, ta-
kie jak polisiloksany, poliuretany, poli(chlorek winylu),
poliakrylany. W ostatnich dwdéch latach w tematyce ba-
dan pojawil si¢ rowniez problem biodegradowalnosci
polimerowych nos$nikéw NO, w tym takze nosnikow
o budowie rozgalezionej. Rozwijane sa tez badania nad
ukladami zawierajacymi nowe zrédta tlenku azotu, takie
jak nitrozotiole lub uktady katalityczne bazujace na reak-
Gji jonéow azotanowych(IIl).

W literaturze opisano rézne metody otrzymywania
polimerowych materialéw uwalniajacych tlenek azotu.
Pierwsza z nich (schemat C: A) polega na wykorzystaniu
monomeru zawierajacego drugorzedowe grupy amino-
we oraz grupe funkcyjna umozliwiajaca wbudowanie go
w strukture polimeru lub immobilizacje na powierzchni
innego materiatlu. Grupy aminowe poddaje si¢ reakcji
z tlenkiem azotu, a produkt — reakcji polimeryzacji. Jest
to jednak rozwiazanie mozliwe tylko w przypadku DDA
o najwigkszej trwatosci. Gdy grupa funkcyjna odpowie-
dzialna za polimeryzacje nie moze reagowac z grupami
aminowymi, wowczas przeprowadza si¢ wstepnie pro-
ces polimeryzagji (schemat C: B), po ktdrym nastepuje

Schemat D

etap addygji tlenku azotu. Najbardziej skomplikowany
przypadek ma miejsce, gdy grupy funkcyjne odpowie-
dzialne za polimeryzacje moga reagowac z grupami ami-
nowymi. Konieczna jest wtedy synteza monomeru z za-
blokowanymi grupami aminowymi, jego polimeryzacja
i odblokowanie grup aminowych, a dopiero nastepnie
addycja NO (schemat C: C).

Jeden z pierwszych przyktadow polimerow uwalnia-
jacych tlenek azotu opisali Meyerhoff i wspdtpr., ktorzy
wykorzystali pochodna piperazyny, zawierajaca ugrupo-
wanie DDA zabezpieczone grupa metoksymetylowa, do
immobilizacji na poli(chlorku winylu) (PVC) (schemat D:
A — synteza, B — hydroliza) [15]. Uzyskane materialy
w kontakcie z krwia nie powodowaty aktywacji trombo-
cytow i generowaty do 0,8 nmoli NO na mg materiatu.
Modyfikowany PVC wykazywal jednak szereg nieko-
rzystnych wlasciwosci, takich jak: konieczno$¢ stosowa-
nia plastyfikatora, co przyczyniato si¢ do powstawania
zaglebien na powierzchni spowodowanych jego wyptu-
kiwaniem, mata szybko$¢ uwalniania NO ograniczona
obecnoscig stosunkowo trwatej grupy metoksymetylo-
wej, a takze toksyczne produkty rozkladu (obecnos¢
metanolu i formaldehydu wérod produktéw hydrolizy).

Wiekszo$¢ opisanych w literaturze uktadéw dotyczy
gotowych polimeréw zawierajacych drugorzedowe
ugrupowania aminowe, poddawanych reakcji z tlenkiem
azotu. Dobry przykltad stanowia tu zywice silikonowe.
Produktem wyjsciowym do ich syntezy byt trimetoksysi-
lan z tancuchem bocznym zawierajacym wolne grupy
aminowe (schemat E) [16].

Zywice silikonowe uwalniajace tlenek azotu otrzymy-
wano w procesie dwustopniowym [16]. Na pierwszym
etapie oleje silikonowe (np. polidimetylosiloksany za-
wierajace koncowe grupy hydroksylowe) poddawano
sieciowaniu trimetoksysilanem. Proces biegnacy w obec-
nosci wilgoci z powietrza, katalizowany laurynianem
cyny(Il), prowadzit do kowalencyjnego zwiazania wszy-
stkich sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej. Wytworzone
zywice umieszczano nastepnie w reaktorze cisnie-
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niowym (por. rys. 2) pod cisnieniem 0,55 MPa na czas
36—64 h. Otrzymano DDA typu jondéw obojnaczych
(schemat B). Konwersja grup aminowych, przy zatoze-
niu, ze na kazda czasteczke diolanu diazoniowego przy-
pada jeden kation amoniowy, wyniosta 40 —60 %. W tym
przypadku mamy jednak do czynienia z siecig polimero-
wa zdolna do fizycznego wiazania gazu w swojej objetos-
ci. Mozliwe jest wiec, ze faktyczne stopnie przereagowa-
nia grup aminowych byly mniejsze niz przedstawiane
przez autoréw. Catkowita ilo$¢ tlenku azotu uwolnione-
go w zywicy silikonowej nie przekraczata 63 nmol/cm?,
dla warstwy o grubosci 700 um. Modyfikowane Zzywice
silikonowe charakteryzowaly si¢ podatnoscia na adhezje
trombocytow, jednak po zetknigciu z powierzchnig mate-
riatu nie ulegaty aktywacji.

W podobnym procesie modyfikowano krzemionke
koloidalna [17], ktéra moze stuzy¢ jako napelniacz roz-
nych systemoéw polimerowych. Takie same trimetoksysi-
lany poddano chemicznej immobilizacji na powierzchni
krzemionki, a nastepnie przeprowadzono syntezy diola-
now diazoniowych typu zwitterjonéw oraz jonowych,
stosujac zasade zewnetrzng (metanolan sodu). Efektyw-
nosc¢ tworzenia struktur DDA byta niewielka i nie prze-
kraczata, odpowiednio, 12 % w przypadku diolanow
typu jonu obojnaczego i 33 w przypadku typu jonowego.
Ze wzgledu jednak na relatywnie wigksze stezenie grup
aminowych w materiale. udato si¢ uzyskac do 0,68 umoli
tlenku azotu na mg modyfikowanej krzemionki. Wytwo-
rzone napetniacze wykorzystano do otrzymania kompo-
zytéw polimerowych, ktéorymi pokryto wewnetrzna
powierzchnie przewoddéw do przetaczania krwi. Na pod-

stawie zdje¢ SEM powierzchni polimerowych zawiera-
jacych 20 % aktywnego napelniacza, poddanych cztero-
godzinnemu kontaktowi z krwig krdlika, nie stwierdzo-
no obecnosci na tej powierzchni zaadsorbowanych trom-
bocytéw. Na uwage zastuguje fakt, ze diolany diazonio-
we immobilizowane na krzemionce ulegaty powolnemu
rozktadowi bez wzgledu na temperature przechowy-
wania.

Nieco odmienng metoda otrzymywania krzemionki
koloidalnej, modyfikowanej DDA, zaprezentowali
Schoenfisch i wspdtpr. (schemat F) [18]. Czastki modyfi-
kowanej krzemionki o rozmiarach 90—500 nm wytwa-
rzano in situ z tetraetoksysilanu i modyfikowanego pod-
stawnikami DDA trimetoksysilanu, w obecnosci alkoho-
lu (metanol lub etanol) oraz amoniaku. Ilos¢ NO wydzie-
lonego z wytworzonego w taki sposob materiatu byta
prawie trzykrotnie wigksza niz w przypadku poprzed-
niej metody i wynosita do 1,78 umoli na 1 mg modyfiko-
wanej krzemionki. Czas potowicznego rozpadu tego
materiatu wynosit ok. 6 h. Na uwage zastuguje bardzo
rownomierny rozktad wymiaréw otrzymanych czastek,
co zostato potwierdzone obrazami SEM.

Kolejna grupa badanych polimeréw byly poliuretany,
w przypadku ktdrych istnieje mozliwo$¢ umieszczenia
diolanow diazoniowych w fancuchu gléwnym lub w
postaci grup bocznych. Poliuretany otrzymywano wyko-
rzystujac dwie rozne metody syntezy (schemat C: A, C).

N,N’-bis(2-hydroksyetylo)etylenodiamina z zabloko-
wanymi grupami aminowymi [wzdr (V)] postuzyta do
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wytworzenia poliuretanéw zawierajacych w taricuchu
gléwnym wolne grupy aminowe [19]. Tego typu polime-
ry nie byly jednak zdolne do tworzenia diolanéw diazo-
niowych typu jonu obojnaczego, ze wzgledu na bardzo
mate prawdopodobienstwo odpowiedniego skonfiguro-
wania laficucha polimeru, zapewniajacego stabilizacje
fadunkow elektrycznych. Na podstawie pomiaru wy-
dzielonego tlenku azotu (21 nmol/mg) stwierdzono, ze
tylko 0,9 % atomow azotu aminowego utworzylo ugru-
powania DDA. Badane poliuretany byly jednak podatne
na tworzenie diolanéw diazoniowych typu jonowego,
ktore udalo sie uzyskac z wydajnoscia 41 %. W tym przy-
padku byta konieczna optymalizacja procesu addycji,
gdyz zbyt silne zasady powodowaty degradacje tancu-
chow polimerowych. W przytaczanej publikacji opisano
rowniez modyfikacje poliuretanu na bazie MDI i oli-
go(tlenku butylenu). Modyfikacja polegata na podsta-
wieniu protonu uretanowego podstawnikiem alkilowym
zawierajacym grupy aminowe [wzdr (VI)]. Tak zmodyfi-
kowany poliuretan w kontakcie z tlenkiem azotu tworzyt
niewielkie ilosci DDA typu jonéw obojnaczych i byt zdol-
ny do generowania 17 nmol NO na 1 mg polimeru.

(IX)

W innej pracy wspomnianej grupy badawczej [20]
opisano wykorzystanie pochodnych piperazyny z gru-
pami hydroksylowymi, umozliwiajacymi wbudowanie
w tanicuch poliuretanu [wzory (VII)—(IX)]. Wykorzysta-
no dwie metody syntezy: pierwsza, bazujaca na trwalych
diolanach diazoniowych (schemat C: A) i druga polega-
jaca na blokowaniu grup aminowych (schemat C: C).
Wszystkie zwiazki (VII)—(IX) udato si¢ wbudowac
w strukture poliuretanu na bazie MDI i oligo(tlenku bu-
tylenu) z wydajnoscia ilosciowa. Podobnie, jak w przy-
padku modyfikowanego PVC [15], uzyskane tu diolany
okazaly si¢ zbyt stabilne, uwalniaty bowiem tylko ok.
0,07 % teoretycznej ilosci NO po 70 dniach kontaktu z bu-
forem fosforanowym w temp. 37 °C. Wykorzystanie mo-
nomeru (VII) réwniez skonczylo si¢ niepowodzeniem. Po
wbudowaniu w strukture polimeru i odblokowaniu ato-
mow azotu aminowego nie udato sie wygenerowaé na
nich ugrupowan diolanowych. Podsumowujac, poliure-
tany powszechnie uznawane za polimery biozgodne, nie
sprawdzily sie jako no$niki donoréw tlenku azotu.

Kolejng, opisang w literaturze grupa polimeréw
uwalniajacych tlenek azotu sa polimery akrylowe [21,
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22]. Do ich syntezy wykorzystano funkcjonalizowane
monomery zawierajace ugrupowania metakrylowe.
Dzigki mozliwosci doboru odpowiednich komonome-
row, w tej grupie otrzymuje si¢ polimery o zréznicowa-
nych wiasciwosciach fizykochemicznych, co rekompen-
suje stosunkowo skomplikowang droge syntezy mono-
merow.

Monomery poddano homopolimeryzacji lub kopoli-
meryzacji z metakrylanem metylu w réznych stosunkach
molowych (schemat G) [21]. Otrzymane polimery po
odblokowaniu grup aminowych poddano reakgji z tlen-
kiem azotu w obecnosci metanolanu sodu. Otrzymano
produkty, w przypadku ktdrych catkowita ilos¢ wydzie-
lonego NO wynosita: < 1,99 pumol/mg w przypadku
homopolimeru i, odpowiednio, 1,31 i 0,9 pumol/mg —
w przypadku kopolimeréw zawierajacych 60 i 80 % mol.
metakrylanu metylu. Omawiane monomery zastosowa-
no réwniez w reakcji polimeryzacji suspensyjnej wyko-
rzystywanej do syntezy usieciowanych w niewielkim
stopniu peretek o wymiarach 100—200 pum. Po specznie-
niu uzyskanego produktu w rozpuszczalniku organicz-
nym udato sie odblokowac grupy aminowe i wygenero-
waé ugrupowania DDA. Otrzymany materiat w postaci
peretek uzyto w charakterze wypetniacza w silikono-
wych warstwach atrombogennych na powierzchni sen-
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CH,

soréw. We wstepnych badaniach in vivo nie stwierdzono
tworzenia sie skrzepliny na powierzchni sensoréw,
w ciggu 16 h implantacji w krwioobiegu $wini.

Stosujac diaminy alifatyczne udato si¢ réwniez zsyn-
tezowa¢ monomery akrylowe zawierajace dwa drugo-
rzedowe ugrupowania aminowe (schemat H) [22]. Uzy-
skane monomery uzyto w reakcji polimeryzacji lub ko-
polimeryzacji z metakrylanem metylu, poddano reakgji
usunigcia grup blokujacych, a nastepnie reakcji z tlen-
kiem azotu. Podobnie jak w przypadku modyfikowa-
nych poliuretanéw, diolany diazoniowe typu jondéw
obojnaczych powstawaty w bardzo ograniczonym zakre-
sie. Dodatek metanolanu sodu w trakcie addycji NO po-
zwolit jednak na otrzymanie polimeréw wydzielajacych
do 0,94 pumol/mg tlenku azotu.

W ostatnich latach istotng badang cechg nowych ma-
terialéw polimerowych stata si¢ ich biodegradowalnosc.
Pojawity sie rowniez doniesienia dotyczace opracowy-
wanych polimeréw o budowie gwiezdzistej i silnie roz-
galezionej, w tym réwniez polimeréw uwalniajacych tle-
nek azotu.

Bardzo interesujaca grupe polimerdéw zawierajacych
donory tlenku azotu stanowia polimery gwiezdziste
opracowane przez Forresta i wspotpr. [23, 24]. Otrzyma-
no je w wyniku kontrolowanej polimeryzacji wolnorod-
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Rys. 6. Gwiazdy poliakrylowe uwalniajace tlenek azotu
Fig. 6. Polyacrylate stars releasing nitric oxide

nikowej (MADIX/RAFT) akrylanu tert-butylu [24] lub
pochodnej galaktozy zawierajacej jeden podstawnik
akrylanowy oraz zablokowane grupy hydroksylowe na
rdzeniu z modyfikowanego pentaerytrytolu [23]. Wy-
tworzone polimery modyfikowano na drodze wprowa-
dzenia grup karboksylowych, co w pierwszym przypad-
ku zrealizowano przez hydrolize estrow tert-butylo-
wych, w drugim za$ przez odblokowanie grup hydro-
ksylowych i reakcje z bezwodnikiem bursztynowym.
Grupy karboksylowe w obu przypadkach poddano reak-
gi z diolanem diazoniowym, zawierajagcym w swojej
strukturze facznik zakoriczony wolna grupa OH. Ogdlng
budowe polimeréw gwiezdzistych oraz strukture diola-
nu diazoniowego przedstawiono na rys. 6.

Polimery bazujgce na strukturze poli(kwasu akrylo-
wego) [24] znalazly zastosowanie w chemoterapii jako
nanonos$niki dwoch czynnikéw terapeutycznych: tlenku
azotu i cisplatyny. Tlenek azotu zapobiega proliferacji
niektérych komorek rakowych [25—27], a cisplatyna po-
woduje sieciowanie nici DNA, dzieki temu uniemozliwia
jego replikacje i podziat komorki. Podobnie, polimery
gwiezdziste zawierajace reszty galaktozowe [23], uzyto
w charakterze nanonosnikéw w chemoterapii raka ptas-
konabtonkowego glowy i szyi.

Przyktadem rozgalezionych nos$nikéw tlenku azotu,
znacznie mniej skomplikowanym syntetycznie niz
przedstawione gwiazdy polimerowe, sa hiperrozgatezio-
ne polioksetany [28]. Syntezowano je metoda polimery-
zacji kationowej, otrzymujac polimer zawierajacy duza
liczbe grup hydroksylowych. Do dalszej modyfikacji
wykorzystano metodyke zastosowana wczesniej do

modyfikacji krzemionki koloidalnej [17], gdzie uzyto tri-
metoksysilanu z tancuchem bocznym zawierajacym wol-
ne grupy aminowe (schemat F); po tej modyfikacji naste-
powat etap addycji tlenku azotu pod cisnieniem
0,55 MPa. Otrzymano DDA typu zwitterjonéw, charakte-
ryzujace sie¢ wydajnoscia uwalniania NO na poziomie
0,43 umol/mg, co stanowi warto$¢ zblizong do wartosci
odpowiadajacej materiatowi otrzymanemu w podobny
sposdb z krzemionki koloidalnej (0,68 umol/mg).
W przypadku omawianej pracy ilos¢ wydzielonego NO
oszacowano tylko za pomocg testu Griessa nie potwier-
dzajac jej metodg chemiluminescencyjna.

Poliakrylonitryl (PAN) jest szeroko stosowanym poli-
merem wioknotwodrczym. Jest uzywany, m.in. do pro-
dukgji wiokien weglowych [29] i duzej gamy materialéw
sportowych. Uwaza sig, ze PAN nie jest polimerem zdol-
nym do wiazania tlenku azotu, proces, tzw. ,,stabilizacji”
sprawia jednak, ze atomy wodoru w pozydji o do grupy
CN staja sie bardziej kwasowe, co umozliwia przylacze-
nie tlenku azotu (schemat I) [30, 31]. Proces stabilizacji
PAN polega na poddaniu polimeru dziataniu podwyz-
szonej temperatury, w ktorej grupy CN reaguja ze sobg
wewnatrzczasteczkowo z utworzeniem struktur cyklicz-
nych. Cze$ciowo powstaje wowczas polimer o strukturze
drabinkowej [31]. Alternatywnie, diolany diazoniowe w
pozycjach a do grupy CN, mozna wygenerowa¢ w PAN
przy uzyciu silnej zasady, takiej jak NaOSiMejs. Uzyska-
ny materiat jest zdolny do uwalniania ok. 15 pmol/mg
tlenku azotu w ciagu 80 dni.

Aby zwigkszy¢ kwasowos¢ atomu wodoru w pozycji
o do grupy CN, akrylonitryl poddano kopolimeryzacji z
N-winyloimidazolem (schemat]) [32, 33]. Z otrzymanych
kopolimerow, ktore mogly przylaczac i uwalnia¢ tlenek
azotu, wykonano wytrzymate nici chirurgiczne. Po wy-
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generowaniu diolanéw diazoniowych na merach akrylo-
nitrylowych materiatu nici, ich wtasciwo$ci mechaniczne
nie ulegaty pogorszeniu. Aby wydtuzy¢ czas uwalniania
NO, nici pokrywano dodatkowo cienka, biodegradowal-
na warstwa polikaprolaktonu. Bylo to konieczne w celu
zapewnienia uwalniania NO podczas catego okresu goje-
nia rany. W ciagu 3 tygodni z widkna pokrytego warstwa
polikaprolaktonu wydzielito si¢ 84 pmol NO na gram
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polimeru. Niestety, ciagle jeszcze rzetelno$¢ wynikéw
publikowanych w czasopismach naukowych przez nie-
ktérych badaczy budzi powazne zastrzezenia. Przykita-
dem jest praca Ameer’a i wspotpr. [34], ktorzy wykorzys-
tali N,N’-bis(2-hydroksyetylo)etylenodiaming w miesza-
ninie z 1,8-oktanodiolem w reakgji polikondensaciji z tréj-
funkcyjnym kwasem cytrynowym, do otrzymywania
biodegradowalnych elastomeréw poliestrowych. Pro-
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dukt kondensacji byl nastgpnie poddawany reakcji
z tlenkiem azotu w celu wprowadzenia diolanow diazo-
niowych typu zwitterjonow. Autorzy nie wzieli jednak
pod uwagg, ze w opisanych warunkach reakcji polikon-
densagji, grupy aminowe w pierwszej kolejnosci beda re-
agowac z resztami kwasowymi z utworzeniem soli amo-
niowych, a otrzymana sie¢ polimerowa nie bedzie zawie-
rata wolnych grup aminowych potrzebnych do wygene-
rowania diolanéw diazoniowych. Biorac to pod uwage
iloé¢ uwolnionego NO wyznaczona na podstawie testu
Griessa (bez weryfikacji metoda chemiluminescencyjna)
budzi powazne watpliwosci.

INNE RODZAJE POLIMEROWYCH DONOROW
TLENKU AZOTU

Diolany diazoniowe nie sa jedynymi donorami tlenku
azotu wykorzystywanymi w uktadach polimerowych.
W ostatnim roku pojawito si¢ kilka prac dotyczacych
syntezy i zastosowan polimeréw zawierajacych ugrupo-
wania S-nitrozotiolowe [35—37].

S-nitrozotiole w ukladach biologicznych stuza jako
rezerwuary i czynniki transportujace tlenek azotu [38].
Wiazanie siarka azot S-NO w nitrozotiolach moze ulegac
rozpadowi pod wpltywem kilku czynnikéw. Nalezy tu
wymieni¢ procesy redox z wykorzystaniem soli miedzi,
gdzie jon Cu*" ulega redukcji do jonu Cu’, ktdéry nastep-
nie reaguje z nitrozotiolem z wydzieleniem NO [39].
W warunkach fizjologicznych czynnikami redukujacymi
jony Cu®* moga by¢ askorbiniany. Askorbiniany zastoso-
wane bezposrednio w stezeniach powyzej 1 mM, moga
rowniez powodowac¢ wydzielenie NO z nitrozotiolu z
utworzeniem wolnego tiolu oraz dehydroaskorbinianu
[40]. Trzecim czynnikiem jest promieniowanie o dtugosci
fali 330—350 lub 550—600 nm, powodujace homolitycz-
ny rozpad wigzan S-NO z wydzieleniem NO i utworze-
niem wigzan disulfidowych [41].

Jednym z rodzajéw opisanych w literaturze materia-
6w polimerowych zawierajacych podstawniki S-nitro-
zotiolowe sa usieciowane zywice silikonowe, ktdrych
synteze przedstawiono na schemacie K [35]. Do usiecio-
wania zywicy autorzy wykorzystali trimetoksysilan
z grupa aminopropylowa. Grupy aminowe w zywicy
postuzyly nastepnie do otwarcia pierscienia N-acety-
lo-D-penicyloaminy, a azotyn fert-butylu — do wygene-
rowania grup nitrozotiolowych. Otrzymane zywice pod
wplywem $wiatta (470 nm) uwalniaty tlenek azotu z wy-
dajnoscig 3,5 - 10" mol/(cm? - min'). Materiat przecho-
wywany bez dostepu swiatla zachowat stabilno$¢ przez
ok. 300 dni.

Biodegradowalne donory tlenku azotu zawierajace
S-nitrozotiole prébowano réwniez wytworzy¢ na bazie
poliestréw alifatycznych (schemat L) [36, 37, 42]. W cyto-
wanych pracach wykorzystywano kwas dimetylolopro-
pionowy (5 %) jako inicjator kopolimeryzacji laktydu
(85 %) z glikolidem (10 %), przebiegajacej wedtug mecha-
nizmu koordynacyjno-insercyjnego z udziatem 2-etylo-

0~ “OH
H,N—R—SH
o; :lIlH
R
SH

Schemat L

heksanianu cyny(II) jako katalizatora. W wyniku polime-
ryzacji otrzymywano poliestry alifatyczne majace wolne
grupy karboksylowe, poddawane dalszej modyfikacji na
drodze reakgji z czynnikami zawierajacymi jednoczesnie
grupy aminowe i tiolowe, a nastepnie reakcji z azotynem
tert-butylu. Wytworzone materiaty uwalniaty tlenek azo-
tu z wydajnoscia na poziomie 0,026 —0,280 mmol/g. Po-
tencjalnym zastosowaniem tego typu materialéw moga
by¢ rusztowania tkankowe do regeneracji tkanek i kosci.

W literaturze pojawily sie réwniez doniesienia o pro-
bach katalitycznego generowania tlenkéw azotu z jonow
azotanowych(III) w obecnosci jonéw miedzi [43]. Nalezy
sie spodziewa¢, ze wkrétce zostana opracowane uklady,
w ktorych czasteczki katalizatora sa immobilizowane na
matrycy polimerowe;j.

PODSUMOWANIE

Przedstawione w pracy modyfikacje materiatoéw poli-
merowych, w wigkszosci przypadkow polegaty na
wprowadzeniu donoréw tlenku azotu do polimerdéw
powszechnie uznawanych za biokompatybilne, takich
jak: polisiloksany, poliuretany, poliakrylany, poli(chlorek
winylu). Nie wszystkie z zastosowanych polimeréw na-
dawaty sie jednak na matryce polimerowe dla diolanéw
diazoniowych. Najmniej korzystne byto uzycie poliure-
tanow. Duzo lepsze wyniki otrzymano wykorzystujac
mniej polarne polimery, takie jak: polisiloksany, modyfi-
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kowana krzemionka oraz polimery akrylowe, zdolne do
generowania kilku pumoli NO na mg materiatu. Najwiek-
sze ilo$ci uwalnianego tlenku azotu uzyskano w przy-
padku uktadu polimeréw modyfikowanych diolanami
diazoniowymi typu anionowego. Préby generowania
diolanéw diazoniowych typu jondéw obojnaczych, nieza-
leznie od rodzaju matrycy polimerowej oraz umiejsco-
wienia ugrupowan aminowych (w lancuchu gtéwnym,
lub w grupach bocznych), nie przyniosty zadowalajacych
rezultatow, albowiem niektére z opisanych uktadéw po-
limerowych byly zdolne do generowania tlenku azotu
w ilosciach tylko kilku—kilkunastu nmol/mg. Efektyw-
ny strumient NO generowany przez uklady biologiczne
jest jednak tak znikomo maty, ze nawet takie stabe dono-
ry tlenku azotu moga znalez¢ zastosowania.

W literaturze widoczna jest tendencja do poszukiwa-
nia nowych, bardziej stabilnych i fatwiejszych w syntezie
donoréw tlenku azotu, ktérych ostatnio badanym przy-
ktadem moga by¢ nitrozotiole.
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