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Альгінатний гідрогель – носій, протектор та інструмент метаболічного репрограмування клітин для ефективного низькотемпературного зберігання
Розробка ефективних методів низькотемпературного зберігання клітин різного походження є критично важливою для їх практичного застосування. Використання альгінатного гідрогелю кардинально змінює підхід до кріоконсервування, перетворюючи середовище навколо клітини на активний захисний бар'єр. Альгінат, завдяки своїй здатності зв'язувати воду, модифікує кінетику кристалізації. Він діє як фізичний «ізолятор», перешкоджаючи формуванню великих екстрацелюлярних кристалів льоду, які є головною причиною механічної деструкції біологічних мембран. Завдяки своїй пористій структурі та негативно зарядженим групам, гель діє як осмотичний буфер, пом’якшуючи різкі перепади концентрації солей та дегідратацію клітин під час охолодження-відігрівання. Іммобілізація клітин в альгінаті створює мікрооточення, що запобігає аноїкісу, а також впливає на метаболічний стан клітин. 

В доповіді буде висвітлено результати досліджень найважливіших загальнобіологічних і специфічних властивостей мезенхімальних стовбурових клітин (МСК) за 3D-культивування в складі альгінатних мікросфер (АМС) та оцінці ефективності їх кріоконсервування шляхом повільного заморожування, вітрифікації, а також короткострокового зберігання за амбієнтної температури. 
Встановлено, що культивування МСК в складі АМС підтримує високу життєздатність та функціональність МСК. При цьому клітини переходять у стан спокою з низькою метаболічною активністю, оборотною зупинкою клітинного циклу та зниженою продукцією АФК. 
Показано можливість ефективного кріоконсервування МСК в складі АМС шляхом повільного заморожування. Визначено сукупність умов, необхідних для ефективної вітрифікації АМС з МСК. Показано, що зберігання МСК в складі АМС за  температури 22ºС дозволяє підтримувати структурно-функціональні властивості МСК в період до 7 діб.

Отримані результати демонструють, що альгінатний гідрогель виступає інструментом метаболічної адаптації МСК до екстремальних умов. Здатність матриксу індукувати стан метаболічного спокою дозволяє суттєво підвищити резистентність клітин до пошкоджень та забезпечити їх повноцінне функціональне відновлення. Отримані результати обґрунтовують використання альгінатних мікросфер як універсальної технологічної платформи для транспортування та тривалого зберігання клітинних препаратів. Це відкриває нові перспективи для стандартизації продуктів регенеративної медицини та їх впровадження у клінічну практику.
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Гідрогелеві системи з іммобілізованими пробіотиками для лікування ранових процесів

Актуальність теми. Проблема лікування інфікованих ран, особливо тих, що спричинені полірезистентними штаммами бактерій («супербактеріями»), залишається однією з найгостріших у сучасній медицині та ветеринарії через високу захворюваність і значні фінансові витрати. Традиційні методи часто виявляються недостатньо ефективними, що зумовлює пошук інноваційних рішень. Гідрогелі, як полімерні тривимірні сітки, здатні імітувати фізіологічні умови тканин, підтримувати вологе середовище та служити платформою для доставки біологічно активних компонентів, зокрема пробіотиків.

Мета роботи. Експериментальне обґрунтування умов створення, стерилізації та кріоконсервації гідрогелевих ранових покриттів на основі природних полімерів з інкапсульованими пробіотичними культурами для забезпечення їхньої життєздатності та високої антагоністичної активності.

Методи дослідження та матеріали. У доповіді розглядаються різні гідрогелі природного походження: альгінат натрію, желатин, колаген, гіалуронова кислота та карбоксиметилцелюлоза (КМЦ). Як активні компоненти використовувалися штами L. bulgaricus 1Z 03501 та B. bifidum ЛВА-3. Досліджувалися режими тіндалізації, вплив кріопротекторів (гліцерину) та температурні режими зберігання (від 4 °C до –80 °C) на функціональні властивості плівок.

Функціональні властивості пробіотиків у гідрогелях: Встановлено, що пробіотичні мікроорганізми в матриці гідрогелю виконують критичні функції: пригнічують патогени через продукцію органічних кислот і бактеріоцинів, модулюють запалення, стимулюють ангіогенез та колагеногенез, а також підтримують природний мікробіом шкіри.

Оптимізація складу носія: Дослідження концентрацій КМЦ показало, що 2% розчин є оптимальним для створення стабільної композиції; вищі концентрації призводять до надмірної в’язкості, що ускладнює рівномірний розподіл мікроорганізмів.

Життєздатність та кріоконсервація: Насичення альгінатно-пектинових плівок гліцерином дозволяє зберігати кількість життєздатних клітин на вихідному рівні протягом 9 місяців при температурах –20, –40 та –80 °С.

Для систем без гліцерину оптимальною температурою довготривалого зберігання є –80 °С. При –20 °С без захисних речовин спостерігається значне зниження життєздатності вже в перший місяць.

Антагоністична активність: Культивування іммобілізованих клітин у матриці призводить до значного росту їхньої популяції, що надає плівкам виражених антибактеріальних властивостей проти таких тест-культур, як 
P. aeruginosa та E. coli. Пробіотичний гідрогель ефективно знижує мікробне навантаження та сприяє переходу макрофагів до фенотипу M2, що прискорює фази загоєння.

Інноваційні рішення: Представлено концепції «живих» гідрогелів (наприклад, ProGel), які демонструють високу механічну міцність, здатність до самовідновлення та антимікробну ефективність проти патогенів ex vivo. Також розроблено захищені конструкції (Gel/L@FeTA), здатні зберігати активність бактерій навіть за присутності антибіотиків.

Висновки. Гідрогелеві покриття з пробіотиками є перспективним біотерапевтичним засобом для лікування ран. Використання 2% КМЦ або альгінатно-пектинових матриць із додаванням гліцерину забезпечує технологічну придатність та стабільність препарату. Для збереження антимікробної активності рекомендовано зберігання при 4 °C (короткостроково) або глибоке заморожування (довгостроково), тоді як зберігання при –18 °C без належного захисту призводить до втрати активності. Подальші дослідження мають бути спрямовані на клінічні випробування та стандартизацію виробництва для впровадження в медичну практику.
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Досягнення та використання кріогідрогелів полівінілового спирту 

Доповідь присвячена гідрогелю на основі полівінілового спирту (ПВС) - одному з перспективних синтетичних полімерів у багатьох сферах, особливо у медичній та фармацевтичній. Основну увагу приділено методу фізичного зшивання за допомогою циклу заморожування-відтаювання як екологічно безпечному способу формування стабільних тривимірних полімерних сіток кріогідрогелів без використання токсичних хімічних зшиваючих агентів. . Висвітлено переваги кріогелів ПВС, такі як висока біосумісність, оптична прозорість та механічна міцність. Один із розділів  присвячен залежності пористої структури, механічної міцності ,ступіню набухання та  швидкісті вивільнення ліків та  КГПВС від молекулярної маси, концентрації полімеру у вихідному розчині , природи та складу вихідного розчину, а також умови та число циклів кріогенної обробки, що є основою для отримання гідрогелів з широким спектром налаштовуваних властивостей, від м'яких, гнучких структур до більш жорстких і міцних форм, всі з яких адаптовані для конкретних застосувань.
ПВС широко застосовується для іммобілізації білків та ферментів у його гідрогелеву матрицю. Розглядається включення лікарських препаратів у матрицю кріогелю на етапі синтезу або шляхом дифузії та потенціал використання таких систем у виробництві прозорих терапевтичних очних лінз для пролонгованого вивільнення медикаментів, що дозволяє значно підвищити ефективність лікування. У виробництві лікувальних пластирів (трансдермальні системи) з контрольованим вивільненням ліків, які легко видаляються без травмування епітелію. У ранових покриттів з високою абсорбцією для насичення ексудатом, що запобігає мацерації тканин Мікропориста структура ефективно блокує проникнення бактерій ззовні, одночасно дозволяючи рані "дихати" (газообмін), а вбудовування антибіотиків, антисептиків або срібла в структуру кріогелю дозволяє боротися з інфекцією безпосередньо в зоні контакту. Розглядаються механізми застосування кріогелів від зміни  pH для доставки та вивільнення лікарських препаратів у конкретному відділі шлунково-кишковому тракту. 
Заключна частина доповіді присвячена результатам експериментальних досліджень метою яких є: отримання кріогелів методом кріогелювання при  -20оС, імобілізація каталази і СОД у склад  кріогелів  та дослідження впливу молекулярної маси полівінілового спирту (ПВС)  м.м. 77кДа та 122,5 кДа, природи розчинника (вода ,Тріс-НСІ буфер),  кількості циклів заморожування-відтавання (1 цикл-18 год, 1 цикл-48, 5-ти разове заморожування - відтавання) та впливу  зберігання за  температур -40 оС , -80 оС та -196 оС на час плавлення, на щільність, на  мікроструктуру отриманих КГПВС, на активність вбудованих  ферментів, динаміку та  швидкість їх вивільнення з кріогелів. 
У роботі проведено порівняльний аналіз кріогелів, отриманих на основі ПВС з молекулярною масою 77кДа та 122,5 кДа. Встановлено, що використання полімеру з вищою ММ (130 кДа) сприяє формуванню більш щільної та механічно стабільної структури. 

Експериментально доведено, що час плавлення кріогелів ПВС залежить від молекулярної маси ПВС. Після впливу температури -40°С  та -80°С протягом 1 місяця на кріогелі отриманих за методикою І цикл з-в час плавлення значно збільшується. Кріогелі ПВС м.м. 77 кДа та 122,5 кДа отримані за методикою І та ІІІ більш щільні порівняно з кріогелями ПВС отриманих за методикою ІІ. Характер структури КГПВС добре простежується на мікрофотографіях тонких зрізів відповідних зразків. У цілому, головні елементи мікроструктури поверхні зразків КГПВС включають «ниткоподібни» структури, довгі або коротші. в залежності від м.м. ПВС, методики синтезування КГ та виду пороутворювача. Зберігання КГПВС м.м. 77кДа та м.м.122,5 кДа отриманих за методикою ІІІ приводить до звуження структур. Показано, що активність супероксиддисмутази та каталази, іммобілізованих у кріогелі ПВС, залежить від часу витримування гідрогелів за -20°С (температура отримання кріогелів), циклічності заморожування-відтавання. Показано, що активність СОД та КАТ у КГПВС після зберігання за -196°С значно більша ніж після зберігання кріогелів за температур -40°С та -80°С. Показано, що вивільнення СОД та КАТ з КГПВС лімітується швидкістю заморожування гідрогелів ПВС. Встановлено, що зберігання КГПВС за низьких температур змінює їх фізичні характеристики. Ці зміни температури зберігання КГПВС та м.м. вбудованих білків впливає на ступінь вивільнення СОД та КАТ з КГПВС після 30-денного зберігання за низьких температур.  

Таким чином, дослідження кріогелів на основі полівінілового спирту (ПВС) підтверджують їхній високий потенціал як систем зберігання та керованого вивільнення білків. Методом кріогенного зшивання отримані пористі кріогелі ПВС з імобілізованими в них антиоксидантами СОД та КАТ. з високим ступенем зберігання ферментативної активності.  Ключовими факторами впливу на властивості матеріалу є м.м. ПВС, швидкість заморожування – відтавання гідрогелю при формуванні КГПВС, число циклів заморожування-відтавання, склад розчину та температури зберігання.

Перспективи подальших досліджень полягають у створенні «розумних» кріогелів, здатних прогнозувати і регулювати вбудовування лікарьких препаратів, змінювати динаміку та швидкість вивільнення препаратів у відповідь на зовнішні стимули ( м.м. ПВС, циклічність кріогелювання, температура, pH ), що відкриває нові можливості для персоналізованої медицини та тканинної інженерії.
