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Strzeszczenie

Fosfataza alkaliczna (ALP), enzym odgrywajgcy
role w mineralizacji koSci, zostat zwiazany wewnatrz
kleistego hydrozelu chemicznie zblizonego do biatek
omulkéw, skiadajgcego sie z glikolu katecholo-polyety-
lenowego (cPEG). Nastepnie, przygotowane hydro-
Zele zostaly zanurzone w roztworze glycerofosforanu
wapniowego (CaGP) w celu ich zmineralizowania i
poprzez to polepszenia ich przydatnosci jako mate-
riat zastepczy kosci. Zwiazany ALP zachowat swojg
bioaktywnosc¢ i przyczynit sie do tworzenia materialu
podobnego do apatytu wewnatrz cPEG-zeléw. llos¢
tego materialu oraz wytrzymato$¢ mechaniczna
wzrastaly zarbwno wraz ze zwiekszeniem okresu
inkubacyjnego jak i stezenia fosfatazy. Wyniki poka-
zujg zasade dzialania mineralizacji za posrednictwem
fosfatazy ALP.

[Inzynieria Biomateriatow, 99-101, (2010), 105-106]

Wstep

Hydrozel przypominajgcy biatka omulkéw, sktadajgcy
sie z czteroramiennego glikolu polyetylenowego (PEG),
podstawionego grupami katecholowymi, zwanego PEG-iem
katecholowym (PEG), znalazt zastosowanie jako klej tkanko-
wy i wykazat dobre zgodnos$¢ biologiczng z naturalng tkankg
(1). Fosfataza alkaliczna (ALP) jest enzymem sprzyjacym
mineralizacji kosci poprzez swojg zdolno$¢ do odrywania
biologicznie zwigzanego fosforanu. Przyczyniajgc sie do
jednorodnej mineralizacji hydrozeléw, ALP zwieksza ich
wytrzymalos¢ mechaniczne tudziez polepsza ich przydat-
nos¢ jako materialy zastepcze kosci. Zastosowanie ALP
przedstawia godna uwagi alternatywe dla innych metod,
jak np. techniki wprowadzania do hydrozelu czgsteczek fo-
sforanu wapniowego (CaP) ktérej wada jest sktonnos¢ CaP
do tworzenia agregatow. W naszych badaniach ALP zostat
zwigzany w cPEG podczas tworzenia zelu aby nastepnie
spowodowacé jego mineralizacje poprzez zanurzenie w
wodnym roztworze glycerofosforanu wapniowego, zrodta
wapnia i fosforanu.

Metodyka

Czteroramienny cPEG zostat zsyntezowany jak w po-
przednej publikacji (2). Zmieszano 200 mg/ml cPEG w 2x
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Abstract

Alkaline Phosphatase (ALP), an enzyme involved
in mineralization of bone, was incorporated into mus-
sel protein-inspired adhesive hydrogels consisting of
catechol-polyethylene glycol (cPEG) and incubated in
calcium glycerophosphate (CaGP) solution to induce
their mineralization with a view to improving their suita-
bility as materials for bone replacement. Incorporated
ALP retained its bioactivity and induced formation of
apatite-like material within cPEG gels which rose with
increasing incubation time and ALP concentration,
as well as an increase in mechanical strength. The
results prove the principle of ALP-mediated enzymatic
mineralization.

[Engineering of Biomaterials, 99-101, (2010), 105-106]

Introduction

A mussel protein-inspired adhesive hydrogel consisting
of 4-armed polyethylene glycol (PEG) substituted with cat-
echol end-groups, or catechol-PEG (PEG) has been used
as an tissue adhesive and shown good biocompatibility
(1). Alkaline Phosphatase (ALP) is an enzyme involved
in mineralization of bone by cleavage of phosphate from
organic phosphate. The use of ALP to induce homogenous
mineralization of hydrogels to increase their mechanical
strength or render them more suitable for bone replacement
applications is an alternative to, for example, incorporation of
calcium phosphate (CaP) particles, which tend to aggregate.
In this study, ALP was incorporated into cPEG during gel for-
mation in order to induce gel mineralization though incuba-
tion in aqueous calcium glycerophosphate (CaGP) solution,
which served as a calcium and phosphate source

Materials and methods

4-arm cPEG was prepared as described previously (2).
200 mg/ml cPEG in 2x phosphate buffered saline (PBS), ALP
in 2x PBS and 0.08 M NalO, (crosslinker) in H,O were mixed
in the volumetric ratio 1:1:2. Resulting gels were mineralized
by incubation in 0.1M calcium glycerophosphate (CaGP) in
H,O for 1-8 days with daily medium change. The solid weight
percentage, i.e. the gel weight percentage not consisting
of water, was calculated as: (weight after incubation and
subsequent freeze-drying/weight before incubation)+100.
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zbuforowanym roztworze solnym fosforanu (PBS), ALP w
2x PBS i 0.08 M NalQ, (crosslinker) w H20 stosunkach
objetosciowych 1:1:2. Powstajgce zeli zostaly poddane

incubation in 1.25M NaOH.

dziataniu 0.1M wodnym roztworze glycerofosforanu

wapniowego (CaGP) w przeciggu 1-8 dni w celu
mineralizacji. Roztwor byl wymieniany codziennie.
Waga procentowa materialu statego, to znaczy nie
zawierajacego wody, wyliczyta sie w nastepujacy
sposob: (waga po mineralizacji i nastepujacej
liofilizacji/ waga przed mineralizacjg)+100. Mineral
utworzony wewngtrz cPEG-zeléw zawierajgcych
ALP analizowano FTIR po uprzednim zniszczeniu
sktadnika organicznego cPEG czterotygodniowym

ptukaniem w 1.25M NaOH.

Wyniki i dyskusja

Zele zawierajgce ALP wykazywaly wysoki sto-
pien zmineralizowania, widoczny we pr

wzroscie metnosci (RYS.1). Analiza
mineralu utworzonego w cPEG-ze-
lach zawierajgcych ALP za pomocag
FTIR (RYS.2) wykazata pik przy
1030 cm™" oraz podwajny pik miedzy

600 a 520 cm', charakterystyczny |:

dla apatytu. Oszacowanie wagi pro-
centowej materiatu statego w zelach
(RYS.3) unaocznito zwiekszenie jego
ilosci jako funkcji rosngcego okresu
inkubacji w roztworze glycerofosfora-
nu wapniowego oraz wzrastajgcego
stezenia ALP.

Podsumowanie
i perspektywy

Badania przedstawiajg praktycz-
ng metode wywolania krystalizacji
mineralu podobnego do apatytu
w cPEG-hydrozelach za pomocg
zwigzanego w trakcie powstawania
zelu ALP i nastepujacej mineralizaciji
w roztworze glycerofosforanu wap-
niowego. Przyszie badania skupig
sie na charakteryzacji wtasciwosci
mechanicznych oraz zgodnosci
biologicznej zmineralizowanych
zeldw odnosnie ich zastosowania
jako kostny materiat zastepczy oraz
na zwigzaniu ALP wewnatrz innych
materiatow hydrozelowych istotnych
dla inzynerii tkankowe;.

Podziekowanie
Badania zostaly sfinansowane z

programu “Samogojgce Materialy”
organizacji SenterNovem.

Pismiennictwo

(1) Bilic G et al. Am J Obstet Gynecol. 2010 Jan;202(1):85.e1-9.
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RYS.1. 50 mg/ml cPEG-hydrozele
zawierajace ALP po 7 dniach w roz-
tworze 0.1M CaGP (aq)

FIGURE 1. 50 mg/ml cPEG hydrogels
containing ALP incubated for 7 d in
0.1 M CaGP (aq)
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RYS.2. Widmo FTIR cPEG-a (czarny) i cPEG-a za-
wierajgcego ALP zmineralizowanego w 0.1 M CaGP
(aq) i zanurzonego w 1.25M NaOH w celu wyizolowa-
nia mineralu (niebieski). Hydroksyapatyt (czerwony)
jest pokazany dla porownywania.

FIGURE 2. FTIR spectra of cPEG (black) and cPEG
containing ALP, mineralized in 0.1M CaGP (aq) then
incubated in 1.25M NaOH to isolate mineral (blue).
Hydroxyapatite (red) is shown for comparison.
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RYS.3. Proporcja masy statej cPEG-zel6w zawiera-
jacych 0, 1.25 lub 2.5 mg/ml ALP zmineralizowanych
przez 2-8 dni w 0.1M CaGP (aq). Proporcja masy
stalej wzrasta z wzrastajgcym okresem inkubacyj-
nym oraz zawartosci ALP.

FIGURE 3. Solid weight percentage of cPEG gels
containing 0, 1.25 or 2.5 mg/ml ALP incubated for
2-8 days in 0.1M CaGP. Weight % increases with
incubation time and ALP content.
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Mineral formed in cPEG gels containing ALP was examined
by FTIR after destruction of the cPEG component by 4 week

Results and
discussion

Gels containing ALP min-
eralized, resulting in an in-
crease in opacity (FIGURE 1).
Analysis of mineral formed in
cPEG gels containing ALP by
FTIR (FIGURE 2) revealed a
peak at approximately 1030
cm™” and a double peak be-
tween 600 and 520 cm',
both characteristic of apatite.
Calculation of solid weight
percentage of gels (FIGURE
3) showed that mass fraction
due to mineral deposition in-
creased with increasing ALP
content and duration of incu-
bation in CaGP solution.

Summary and
outlook

This work showed the
feasibility of inducing apa-
tite-like mineral formation in
cPEG hydrogels by incorpo-
ration of ALP during hydrogel
formation and subsequent
incubation in CaGP solution.
Future work will concentrate
on characterisation of me-
chanical properties and bio-
compatibility of mineralized
gels with a view to their future
use as bone substitutes, as
well as the incorporation of
ALP in other hydrogel mate-
rials of relevance for tissue
engineering.
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