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Streszczenie

W przypadku wykorzystania hydrozeli w inzynierii
tkanki kostnej wskazane jest takie ich zmodyfikowanie
aby zawieraty w swoim sktadzie sktadniki mineralne
i/lub mogty ulega¢ samoistnej mineralizacji. W ni-
niejszej pracy podjeto probe wytworzenia kompozy-
téw hydrozelowych z gumy gellan i réznej zawartosci
(0,75%, 1,5%, 3%) szkta bioaktywnego (BG) uzyska-
nego uprzednio metodg zol-zel. Kompozyty dodatko-
wo wzbogacono w enzym sprzyjajgcy mineralizacji
(fosfataza alkaliczna — ALP) oraz poddawano je in-
kubacji w roztworze glicerofosforanu wapnia (CaGP)
przez czas 1, 3i 7 dni. Oceniono wtasciwos$ci mecha-
niczne kompozytow w probie Sciskania oraz dokona-
no pomiaréw ich masy po wysuszeniu, ktore $wiad-
czyty o obecnosci BG oraz tworzeniu sie fazy mine-
ralnej. Morfologie prébek po wysuszeniu analizowa-
no za pomocg mikroskopu stereoskopowego za$ ich
mikrostrukture za pomocg mikroskopu skaningowego
elektronowego (SEM). Przeprowadzono tez badania
za pomocg mikroanalizy rentgenowskiej (EDS). Ba-
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Abstract

When using hydrogels in bone tissue engineering it
is desirable to modify them to include in their structure
mineral particles and/or induce their spontaneous
mineralization. In this study attempts to prepare
gellan gum hydrogel/bioactive glass composites with
various contents (0.75%, 1.5%, 3%) of sol-gel derived
bioactive glass (BG) were undertaken. Composites
were additionally enriched with an enzyme which
promotes mineralization (alkaline phospatase — ALP)
and incubated in calcium glycerophosphate solution
(CaGP) for 2, 4 and 7 days. Mechanical properties
were evaluated on the basis of the results of compres-
sion tests and mass measurements of dried samples
indicated the presence of BG and formation of mine-
ral phases. Morphology and microstructure of dried
samples were analyzed by stereomicroscopy and
scanning electron microscopy (SEM), respectively.
Studies using X-ray microanalysis (EDS) were also
performed. It was found that in composites without
ALP mineralization did not occur or only to a very small
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dania wykazaty, ze w kompozytach bez dodatku ALP
mineralizacja nie zachodzita lub zachodzita w bardzo
niewielkim stopniu. Obserwacje SEM | analiza EDS
wykazaty tworzenie sie fosforanéw wapnia w prob-
kach kompozytowych zawierajgcych ALP po inkuba-
cji w CaGP. Najkorzystniejsze witasciwo$ci mecha-
niczne wykazywaty kompozyty wzbogacone w ALP
i zawierajgce najmniej BG (0.75%) poddane 7-dnio-
wej inkubacji w CaGP.

Sfowa kluczowe: hydrozele, mineralizacja, ALP,
inzynieria tkanki kostnej

[Inzynieria Biomateriatow, 116-117, (2012), 85-88]

Wstep

Guma gellan jest polisacharydem produkowanym przez bak-
terie Sphingomonas paucimobilis i znalazta juz zastosowa-
nie jako rusztowanie do regeneracji tkanki chrzestnej [1].
Aby mozna jg bylo zastosowa¢ do odbudowy tkanki kost-
nej, bardzo pozadana jest jej mineralizacja [2]. Nasze wcze-
$niejsze badania wykazujg, ze dodatek enzymu — fosfatazy
alkalicznej (ALP) i pozniejsza inkubacja w roztworze glice-
rofosforanu wapnia (CaGP) wywotujg tworzenie wydzielen
mineralnych (fosforanéw wapnia) na powierzchni jak i w ob-
jetosci probek hydrozelowych [3]. Celem niniejszej pracy
byto sprawdzenie czy dodatek bioaktywnego szkta otrzyma-
nego metodg zol-zel wptywatby korzystnie na mineraliza-
cje enzymatyczng gumy gellan. Otrzymane kompozyty ba-
dano pod katem stopnia mineralizacji, sktadu chemiczne-
go wytworzonych mineratéw oraz wtasciwosci mechanicz-
nych w probie sciskania.

Materiaty i metody

Prébki zostaty przygotowane przez ogrzewanie roztworu
GG (0.7%, GelzamTM CM, Sigma) przez 30 min w 90°C, a
nastepnie po ochtodzeniu do 50°C dodano ALP (0.5 mg/ml,
Sigma), CaCl, (0.03%) oraz bioszkto (0,75% 0.5% lub
3.0% masa/obj.) i mieszanine odlano na szklang szalke
Petriego. Do przygotowania prébek uzyto bioaktywnego
szkta otrzymanego metodg zol-zel o sktadzie molowym:
80%Si0,~16%Ca0—-4%P,0; i wielkosci ziaren ponizej 5 pm.
Nastepnie za pomocg stempla uzyskano cylindryczne préb-
ki o Srednicy 8 mm i grubosci 5 mm. Mineralizacje prowa-
dzono poprzez inkubacje prébek w roztworze 0.1 M CaGP
(Aldrich) przez 2, 4 oraz 7 dni; roztwor zmieniano codzien-
nie. Po zakonczeniu mineralizacji probki zostaty wyptukane
w wodzie Milli-Q (3x) a nastepnie w niej inkubowane przez
1 dzien w celu wyptukania pozostatosci CaGP.

Pozostatos¢ suchej masy byta wyliczona jako (masa
probek po inkubacji i po suszeniu/masa probek po inkubac;ji
przed suszeniem)*100%. Wtasnosci mechaniczne probek
byly badane za pomocg testu Sciskania na uniwersalnej ma-
szynie wytrzymatosciowej Zwick 1435 (predkos¢ obcigzania
2 mm/min, odksztatcenie 50%). W celu obserwacji morfologii
kompozytow wykonano zdjecia przy uzyciu mikroskopu
stereoskopowego (StereoDiscovery, Carl Zeiss, Niemcy)
oraz skaningowego mikroskopu elektronowego (NOVA
NANOSEM 200, FEI, USA) wyposazonego w przystawke
do mikroanalizy rentgenowskiej EDS (Link, USA).

Wyniki i dyskusja

Tworzenie sie fazy mineralnej w materiatach wykazano
posrednio poprzez badania suchej masy oraz modutu Youn-
ga kompozytéw GG/BG. Natomiast bezposrednio efekt tego

degree. SEM observation and EDS analysis showed

formation of calcium phosphate in samples containing

ALP. The best mechanical properties were exhibited

by composites enriched with ALP and with the lowest

amount of BG (0.75%), incubated 7 days in CaGP.
Key words: hydrogels, mineralization, ALP, bone

tissue engineering.

[Engineering of Biomaterials, 116-117, (2012), 85-88]

Introduction

Gellan gum is a polysaccharide produced by the bacteria
Sphingomonas paucimobilis and has already been used
as a scaffold for cartilage regeneration [1], but for bone
tissue engineering applications its mineralization would be
very advantageous [2]. Our previous studies have shown
that the addition of the enzyme — alkaline phosphatase
(ALP) and subsequent incubation in a solution of calcium
glycerophosphate (CaGP) induce formation of mineral
(calcium phosphate) on the surface and the bulk of hydro-
gel samples [3]. The aim of this study was to determine
whether the addition of bioactive glass obtained previously
by a sol-gel method affects the enzymatic mineralization
of gellan gum positively. Composites were evaluated with
respect to amount and nature of mineral formed, the chemi-
cal composition of minerals and the mechanical properties
in compression tests.

Materials and methods

Samples were prepared by dissolving GG (0.7%, Gel-
zamTM CM, Sigma) in Milli-Q water for 30 min at 90°C. After
cooling it to 50°C ALP (0.5 mg / ml, Sigma), CaCl2 (0.03%)
and bioglass (BG) were added and the mixture was cast
onto a glass Petri dish. For sample preparation BG obtained
by sol-gel with composition: SiO, 80%-16%Ca0-4%P,0;
and grain size below 5 ym was used. BG content was 0.75%
0.5% 3.0% (w/vol.). GG/BG hydrogel cylinders of diameter
8 mm and thickness 5 mm were prepared by cutting them
out with a hole punch. Mineralization was performed by
incubation of the samples in 0.1 M CaGP (Aldrich) for 2,
4 and 7 days; the solution was changed every day. After
conclusion of mineralization, gels were rinsed three times
in Milli-Q water and subsequently incubated in Milli-Q for 1
day with the aim of removing residual CaGP.

The dry mass percentage was calculated as: (weight after
incubation and subsequent drying/weight after incubation
before drying)+100. Mechanical properties of the samples
were studied in compression tests on the universal testing
machine Zwick 1435 (loading speed of 2 mm/min, strain
50%). Morphology of the composites was observed under
a stereomicroscope (StereoDiscovery, Carl Zeiss) while
microstructure was observed under a scanning electron
microscope (NOVA NANOSEM 200, FEI, USA) equipped
with an EDS microanalyzer (Link, USA).

Results and discussion

Formation of mineral phase was demonstrated directly
by dry mass and Young’s modulus measurements of GG/
BG composites. The effect of this process was confirmed
indirectly by microscopic observations and EDS microa-
nalysis.

Analysis of dry mass percentage results for samples
without ALP shows its higher values in the case of higher
BG content, and that it does not change with incubation
time in CaGP (FIG.1A; samples 0 ALP). In the case of the
sample without BG, but containing only ALP, an increase of
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wykazaty, ze obecno$¢ same-
go BG w zadnym z analizowa-
nych stezen jak i tez czas in-
kubacji nie wptywajg na modut
Younga prébek (RYS.1 B; préb-
ki 0 ALP). Najwiekszy wzrost
modutu Younga obserwuje sie
dla probek zawierajgcych ALP
i 0.75% BG i inkubowanych
przez 7 dni w CaGP. Moze to
by¢ spowodowane lepszym i bardziej homogenicznym roz-
prowadzeniu czgstek BG w matrycy hydrozelowej, przez co
rébwniez enzym jest rozprowadzony bardziej homogenicz-
nie na granicach miedzyfazowych. W konsekwencji grani-

RYS. 1. Zmiany masy (A) i modutu Younga (B) prébek z gumy
gelan o réznej zawartosci bioszkta (0,75%, 1,5%, 3%) bez ALP
(0 ALP) i z zawartoscia 0.5 mg/ml ALP (0.5 ALP) po inkubacji
w CaGP przez 2,4 7 dni.

FIG. 1. Mass changes (A) and Young’s modulus (B) of gellan
gum/bioglass samples with various contents of bioglass (0.75%,
1.5%, 3%) without ALP (0 ALP) and with ALP (0.5 ALP) after in-
cubation in CaGP for 2, 4 and 7 days.

procesu stwierdzono za pomo- dry residue with time
cg badan mikroskopowych i mi- ﬁ is noted, which is
kroanalizy EDS. < 10 caused by forma-
Analiza wynikéw suchej po-§ < tion of mineral phase
zostatosci w przypadku probek ] © ¢ (FIG.1A; sample 0.5
kompozytowych nie zawierajg- S 71 ALP 0 BG). For the
cych ALP wykazuje jej wicksze| 3 & m2d [|three additional sets
wartosci w przypadku wieksze- E 5 - nad Jof samples , i.e.
go udziatu BG oraz to, ze nie] £ 4 m 74 [containing 0.5 ALP
zmienia sie ona w funkcji cza- % 31 and different con-
suinkubacjiw CaGP (RYS. 1A} 2 2 | centrations of BG, a
prébki 0 ALP). W przypadku ! “ significant increase
probki nie zawierajgcej BG ale 0 OALP  OALP OALP OSALP 0.5SALP OSALP 0.5ALP of dry residue as a
zawierajgcej tylko ALP wyste- A ) : : : function of time and
puje wzrost suchej pozostato- 0.758G 158G 3BG 0BG 0.75BG 1.5BG 386G BG concentration
$ci w funkcji czasu inkubacji, co 11 occurred, which is
jest spowodowane tworzeniem 10 | proof of mineral for-
sie fazy mineralnej (RYS.1A, 09 - mation induced by
prébka 0.5 ALP 0 BG). Nato- 08 | ALP.
miast dla trzech pozostatych 07 Mechanical tests
zestawow probek, tj. zawie-f £, | demonstrated that
rajgcych 0,5 ALP i rozng za-§ =25 | I ®2d the presence of BG
wartos¢ BG, wystepuje istotny |« B4d fitself at all analyzed
wzrost suchej pozostatosci za- 03 1 m7d fconcentrations, and
réwno w funkcji czasu inkuba- 02 4 incubation times
cji jak i stezenia BG, co $wiad- 01 4 does not influence
czy o tworzeniu sie fazy mine- 0,0 - Young’s modu-
ralnej indukowanej przez obec- OALP OALP OALP 0.5ALP 0.5ALP 0.5ALP 0.5ALP lus of the samples
nos¢ ALP. B 0758G 158G 3BG 0BG 0.758G 1.58G 3BG (FIG.1B; samples 0
Badania wytrzymatos$ciowe ALP). The highest

increase of modulus
is observed for the
samples containing
0.5 ALP and 0.75%
BG and incubated
for 7 days in CaGP.
Itis probably caused
by better and more
homogeneous dis-
tribution of BG parti-
cles in the hydrogel matrix, and as a result, the enzyme is
more homogeneously distributed at the interface hydrogel

0.75% BG

3% BG

1.5% BG

0 ALP

0.5 mg/ml
ALP

RYS. 2. Morfologia prébek gumy gellan/bioszkto o
réznej zawartosci bioszkta (0,75%, 1,5%, 3%) bez ALP
(0 ALP) i z zawartosciag 0,5 mg/ml ALP po inkubacji
w CaGP przez 7 dni.

FIG. 2. Morphology of gellan gum/bioglass samples
with various content of bioglass (0.75%, 1.5%, 3%) wi-
thout ALP (0 ALP) and with 0.5 mg/ml ALP after incu-
bation in CaGP for 7 days. Images from stereomicro-
scope. Size of images 5 mm x 5 mm.
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Si 3.4
P 0.9
Ca 1.5
Ca/P=1.7
B e
C 275
o 50.3
Si 0.1
P 9.5
Ca 126
Ca/P=1.3

RYS. 3. Obrazy SEM (A, C) i analiza EDS (B, D) prébek
z gumy gellan o zawartosci 0,75% bioszkta bez ALP (A,
B) oraz z zawartoscig 0,5 mg/ml ALP (C, D) po inkuba-
cji w CaGP przez 7 dni.

FIG. 3. SEM pictures (A, C) and EDS analysis (B, D) of
gellan gum/bioglass samples with bioglass content of
0.75% without ALP (A, B) and with 0.5 mg/ml ALP (C,
D) after incubation in CaGP for 7 days.
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ce miedzyfazowe stanowig drogi szybszej dyfuzji dla jonow
wapniowych i fosforanowych i wptywaja korzystniej na indu-
kowanie mineralizacji. Hipoteza ta znajduje swoje potwier-
dzenie rowniez w obserwacjach w mikroskopie stereosko-
powym: tylko prébki zawierajgce ALP zachowujg ksztatt wal-
cOw po wysuszeniu, natomiast te zawierajgce tylko BG sg
nieforemne (RYS.2). Obserwacje SEM i analiza EDX wska-
zujg, ze kompozyty GG/BG bez ALP sg tylko mieszaning
GG i bioszkta. Swiadczy o tym niska zawarto$é¢ Ca (1,5%)
i P (0,9%) i dos¢ wysoka warto$¢ Ca/P (RYS.3A). W przy-
padku prébki kompozytowej wzbogaconej w ALP obserwu-
je sie kilkakrotny wzrost zawartosci Ca (12,6%) i P (9,5%)
a wartos¢ Ca/P jest znacznie nizsza. Swiadczy to réwniez
o mineralizacji enzymatycznej GG, ktora jest wspomagana
przez obecnos¢ BG.

W podsumowaniu mozna stwierdzié, ze obecnos$¢ nie-
wielkiej ilosci szkta bioaktywnego w matrycy hydrozelowej
wzbogacanej w ALP wptywa korzystnie na parametry me-
chaniczne otrzymanego kompozytu oraz na zachowanie
ksztattu probek po procesie mineralizacji. Uzyskane wyni-
ki sg obiecujgce i wskazujg, ze opracowane materiaty po
przeprowadzeniu badan biologicznych bedg mogty w przy-
sztosci by¢ rozwazane jako rusztowania do leczenia ubyt-
kow tkanki kostnej.
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/ BG grain boundaries. Consequently, the interfaces act
as paths of faster diffusion of calcium and phosphate ions
and positively influence the mineralization induction. This
hypothesis is also confirmed by the stereoscopic microscope
observations: only samples containing ALP preserve their
cylindrical shape after drying, whereas those containing
only BG are irregular (FIG.2). SEM observations and EDS
analysis show that the composites GG/BG without ALP are
simply mixtures of GG and BG. This is evidenced by the
low content of Ca (1.5%) and P (0.9%) and relatively high
value of the Ca/P ratio (FIG.3A). In the case of composite
samples enriched with ALP, a several fold increase of Ca
(12.6%) and P (9.5%) is observed and the value of Ca/P
is much lower. It is also proof of the process of enzymatic
mineralization GG, which is supported by the presence of
BG particles.

In summary it can be concluded that the presence of small
amount of bioactive glass in the hydrogel matrix enriched
with ALP positively affected mechanical properties and
shape stability of the composite samples after mineraliza-
tion process. The mineralized GG/BG composite materials
developed may be in the future considered as scaffolds to
treat bone tissue defects, after biological testing.
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