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A zeolit és magnéziummal ioncserélt zeolitrendszer vizsgalata human &ssejteken és a kiilénb6zé koncentraciok hata-
sara bekdvetkezd eltérd életképesség és ALP aktivitas értékek informaciot nydjtanak a csontosodast, csont ,turnovert”
befolyasold tényez8krél. Jelen munkank célja a zeolit és a magnéziummal ioncserélt zeolit koncentraciok (0,605 mM,
0,325 mM, 0,15 mM Mg-zeolit és zeolit) hatdsanak vizsgélata volt in vitro kisérleti rendszerben, tenyészt6 médiumban
bolcsességfog eredetli (DPSC) sejteken, kulénbdz6 mintavételi idépontokban (1., 4., 7. és 14. nap).

Az életképesség és alkalikus foszfataz aktivitas méréseink alapjan mindkét vizsgalt komponens, igy a zeolit és a mag-
néziummal ioncserélt zeolit tdbb terlleten is igéretes 6sszetevdje lehet a jové mesterséges szdvettenyésztést alkalmazé
orvosi beavatkozasainak. Kisérleteink alapjan a Mg-zeolit bizonyult hatékonyabbnak a hagyomanyosan hasznalt zeolittal

Bevezetés

A szbvettervezés az orvostudomany kiilénb6z6 terlle-
tein nagy érdekl6désre tart szamot. A csontpétlas, pl.
traumak utani regeneracios mitétek, kongenitalis rend-
ellenességek vagy pl. a fogorvostudomanyban a kiilén-
b&z8 parodontalis megbetegedések, egyes fogaszati
implantoldgiai kezelések esetében a terapia fontos ré-
szét képezhetik. Az interdiszciplinaris teruletek egytt-
miikédésével a biotechnoldgia Uj terlleteket teremtett
meg az elmult évtizedekben. Ezen teriiletek kollabora-
ciojanak célja, hogy a sérllt, karosodott szévetek rege-
neralasahoz a megfeleld feltételek adottak legyenek.
A legfontosabb komponensek ehhez: a scaffoldok, a sej-
tek és a szignalizacios molekulak. A jél felhasznalhaté
scaffold kévetelményei a 3D szerkezet megfelel me-
chanikai tulajdonsagai, mely a sejtek adhéziéjahoz, pro-
liferacidjahoz, és differencialodasahoz alapot szolgal-
tatnak. Szintén nagyon fontos a porézus szerkezet, igy
a szbvetképzddést el6segitd faktorok megfeleléen ér-
vényesilni tudnak. A biodegradabilis és kontrollalt mé-
ret, a megfelel§ alak elengedhetetlen a jol integral6do
scaffold tulajdonsagaihoz. llyen lehetséges vazalkotok
lehetnek a zeolitok [1, 6, 7, 8]. A pordzus szilikatok irant
jelentés tudomanyos és technoldgiai érdeklédés mutat-
kozik, mivel nagy fajlagos feliletli anyagok, tehat ad-
szorpcios és katalitikus célokra egyarant alkalmasak.
A zeolitok kristalyos, térhalés aluminoszilikatok, melyek-
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ben a SiO, és az AlO, tetraéderek dsszekapcsolodasa-
val alakul ki a mezopodrusos kapillaris rendszer. A zeo-
litok kémiai 6sszetétele és ezzel egyltt a tulajdonsa-
gai az adott felhasznalasi célnak megfeleléen moédosit-
hatdk a racsszerkezet megvaltozasa nélkil. Alacsony
kéltségik, alacsony toxicitasuk, nagy fellletlk, valtoz-
tathato porozitasuk és a sejtek szamara gyors diffuziot
biztosito kapillaris rendszeriik, valamint nagymértékd
mechanikai szilardsaguk elényt jelent a mesterséges
szbvetek el6allitasakor [12, 14]. A zeolitok ezen pozi-
tiv tulajdonsagai, valamint a sokféleképpen alakithaté
felszini csoportok befolyasoljak és kontrollalhatéva te-
szik a hidrofil/hidrofdb jellemzé&iket is. Az antibakterialis,
antitumor, antitrombotikus, homeosztazist befolyasolo tu-
lajdonsagaik is lehetévé teszik az emberi szervezetben
torténd alkalmazasukat. Molekula-karrier és a csontre-
generaciot el6seqit6 jellemzbi szintén uj lehetéségeket
rejtenek magukban, kiiléndésen a fogaszat terlletén.
Zeolit MFI-vel (hidroxyapatit/zeolit coating) fellletkezelt
titdnium implantatumok biokompatibilitasa eredménye-
sebb és elbseqiti az osszeokondukciot, osszeoindukciot
és osszeointegraciot. A zeolit 3D szerkezete elG6segi-
tette a sejtek korabbi megtapadasat és névekedését
majd az ECM (extracellularis matrix) szekrécidjaval
a szdvetképzddést [1, 13]. A zeolit mellett egy masik
igéretes anyag lehet a magnézium. A magnézium sze-
repe az emberi szervezetben nagyon sokrétd: kété-
dik ligand fehérjékhez, és sejtfelszini receptorokhoz
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— pl. integrin szupercsalddhoz, vitronektin, fibronektin
fibrinogénekez —, rengeteg enzim katalitikus centruma-
nak kdézponti ionja, részt vesz az RNS és DNS stabili-
zalasaban. A magnézium a csontok ,egészségi allapo-
taban” is kulcsfontossagu szerepet tolt be. Nagyszamu
irodalmi adat tamasztja ala a magnézium oszteogene-
zisben és a csontok ,remodelling” mechanizmusaban
betdltétt funkcidjat, de az él6 szervezetekre hato ki-
[6nb6z6 magnéziumion-koncentraciok hatdsa még ma
sem ismert minden részletében [15, 18, 19, 20, 22, 24].
Az in vivo és in vitro kisérleti rendszerekben vizsgalt
biodegradabilis felliletek segithetik a jelenleginél gyor-
sabb osszeointegracios folyamatokat és igy az uj foga-
szati és ortopédiai implantatumok fejlesztését. Az extra-
cellularis magnézium koncentracio vizsgalata informaciot
adhat arrdl, hogy a sejtek milyen miliében élhetnek op-
timalis feltételek mellett. A kiilénb6z6 koncentraciokban
jelen 1évd ionok hatasara bekdvetkez6 eltéré differen-
cialédasi, génexpresszios életképesség-karakterisztika
mélyebb 6sszefliggést, magyarazatot adhat a lokalis és
szisztémas magnéziumion-koncentraciok csontosodast,
csont ,turnovert” befolydsol6 hatasarol.

Jelen munkank célja a zeolit és a magnéziummal
ioncserélt zeolit hatasanak vizsgalta in vitro kisérleti
rendszerben a magnéziumkoncentracio fliggvényében
tenyészté médiumban bolcsességfog eredetli (DPSC)
sejteken, kilénbdz8 mintavételi id6pontokban.

Anyagok és moédszerek

Mg-zeolit készitése: A zeolit minta ioncseréje 0,1 moldm3
koncentracioju MgCl, oldatbdl valé Mg-ion megkétéssel
ment végbe. A zeolit mintat 24 6ran keresztul, folyama-
tosan keverve aztattuk az oldatban.

Morfoldgiai és dsszetétel-meghatarozo vizsgalatok,
SEM és MP-AES vizsgalat alkalmazdsdval: Az eredeti
és a modositott szemcséket morfoldgiai vizsgalatoknak
vetettiik ala. A fellleti morfologiat téremisszios elektron-
forrassal rendelkezé JEOL JSM-IT500HR (Japan) tipusu
pasztazo elektronmikroszképot (SEM) hasznalva vizs-
galtuk, az elektronbombazas okozta felllleti tértdltés el-
keriilésére a mintakat 20 nm-es aranyréteggel vontuk be.
Az elemdsszetétel meghatarozas JEOL (EX-74232UiL4Q,
Japan) energia-diszperziv réntgen detektorral tortént.
Az ioncserélt zeolit pontos Mg-ion tartalmat savas felta-
ras utan mikrohullamu plazma atomemisszids spektro-
méterrel (MP-AES 4200, Agilent, USA) hataroztuk meg.

Sejttenyésztés: A DPSC sejteket bolcsességfogak-
bél izolaltuk a Debreceni Egyetem FOK intézményében
(engedélyszam: ETT TUKEB 49849-3/2016/EKU). A fo-
gat a fissura mentén elvagtuk, majd a pulpat a pulpakam-
rabdl eltavolitottuk steril kérilmények kézoétt. A pulpa
szovetet kollagenaz/diszpaz (3 mg/ml, Sigma Aldrich
USA, 4 mg/ml, Gibco, USA) emésztd oldatban 1 érat
37 °C-on emésztettiik. A sejtszuszpenziét (CTRL, kont-
rollsejtek) 6 lyuku plate-en tenyésztettiik DMEM F12
(Gibco USA) médiumban, 10% (v/v) FBS (Gibco USA),
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1% Glutamax (Gibco) és 1% Antibiotic-Antimycotic (Gibco)
jelenlétében és 37°C-on 5% CO,-tartalom mellett. A sej-
teket ugyanebben a médiumban tartottuk fenn (CM).

Alamar Blue: sejtéletképesség esszé (Invitrogen, Ther-
mo Fisher USA). A sejtek életképességétaz 1, 4, 7 és
14 napokon mértiik. Az Alamar Blue oldatot tizsze-
res higitasban tettiik a sejtek tenyésztéoldatahoz, majd
37°C-on 1 6ran at inkubaltuk. Ezt kdvetéen 200 pl-t
a mintabol 96 lyuku plate-en HIDEX Plate Reader se-
gitségével 530 nm gerjesztési és 580 nm emisszids hul-
lamhossz mellett detektaltunk.

ALP aktivitast: mérd esszé (Sigma Fast, Sigma Al-
drich USA): A mineralizacids folyamatok vizsgéalata
soran alkalikus foszfataz aktivitasat méré kisérletet
végeztlink 4, 7 és 14 napos DPSC sejttenyészeten,
a tenyésztést kdvetben. A sejteket 96 lyuku platen
tenyésztettiik 5000 sejt/well harom parallel mintaval.
A mintavételi id6pontokon PBS mosas utan a sejte-
ket begydijtéttik és ALP lizis pufferben lizaltuk (10 mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM Triton-X 100, 1% PMSF
and 1% protease inhibitor cocktail, pH 7,4). A kezelt és
kontroll mintakat —70°C-on taroltuk ALP + PIC pufferben
a felhasznalasig. A sejtlizatumot 10 percig 16000 rpm
centrifugaltuk, majd a felliliszébol 30 pl-t egy 96-os plate-
en 100 pl pNitrophenyl Phosphate Liquid Substrate System
oldatot adtunk a gyarté utasitasait kdvetve (Sigma-
Aldrich USA), majd HIDEX microplate readeren mértiik
az ALP aktivitast (Hidex, Finland). A 405 nm-en mért
abszorbancia névekedése aranyos a szérum alkali-
kus foszfataz aktivitdsaval. A total protein koncentra-
ciot BCA Protein Assay Kit-tel (Thermo Scientific USA)
hataroztuk meg, és az ALP aktivitas értékeit ezzel nor-
malizaltuk.

Eredmények

A zeolit és a magnéziummal ioncserélt zeolit mintak
képek az 1. abran lathatéak. A képek 6000-szeres na-
gyitassal készlltek, a méretskala a képek jobb alsé
sarkaban lathaté. Megallapitottuk, hogy 6rlés hatasara
mindkét minta szemcseeloszladsa hasonlé mérettarto-
manyban, 0,1-0,9 ym k&z6tt mozog.

Az ioncsereélt zeolit pontos Mg-ion tartalmat savas fel-
taras utan mikrohulldmu plazma atomemisszids spekt-
rométerrel hataroztuk meg, a mérések alapjan a MgCl,
oldatban végzett ioncsere sikeresnek bizonyult. A Mg-
iontartalom atomemissziés spekirométerrel 5,76 g/kg-
nak; elemanalizissel (energia-diszperziv réntgen detek-
toraval) mérve 5,58 g/kg volt. A 2. dbran lathaté a zeolit
és a modositott zeolit atomi dsszetétele ioncsere el6itt
és utan.

Sejtproliferacio- és életképesség-vizsgalatokkal ko-
vetkeztethetiink a kisérletben vizsgalt anyagok esetle-
ges inkompatibilitdsara vagy toxicitasara. A DPSC sej-
tek proliferacios indexét (abszorbanciajat) 0,605, 0,325
és 0,15 mM Mg-zeolit és zeolit jelenlétében, valamint
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1. kép: Az 6rolt zeolit (A) és 6rolt Mg-zeolitl (B) pasztazo elektronmikroszkdpos felvételei.

1200 A

1000
Al
800 Si

Na
600

Intenzitas

400

200
C
0

2 3
Energia, keV

3000 0 B
2500
2000
2 Al
§ 1500 Na Si
8
S
1000
500
C Mg
0
0 1 2 3 4 5
Energia, keV

2. kép: A zeolit (A) és ioncserélt zeolit (B) elemanalizis méréseinek eredményei.
Jol lathaté a magnézium megjelenése az ioncsere folyamat utan.

a kontroll sejteken a 14. napon AlamarBlue esszével ha-
taroztuk meg (3. kép).

Az abszorbancia értékek alapjan altalanos tendencia,
hogy a tenyészt6é médiumban mért értékek a Mg-zeolit-
és zeolitkezelések az alacsonyabb koncentraciok ese-
tében (0,325, 0,15 mM) mutattak magasabb értéket, az
Osszes kezelés esetében a 14. napon a legmagasab-
bat. Magasabb zeolit- és Mg-zeolit-koncentraciok ese-
tében az életképesség csokken. A Mg-zeolittal kezelt
DPSC sejtek abszorbancia értékei a zeolit mintakkal
Osszehasonlitva magasabbnak bizonyultak.

Az ALP-aktivitast mér6 esszé (Sigma Fast) a mine-
ralizacios folyamatok soran kialakulé alkalikus foszfataz
aktivitdsat mutatja ki. Kisérletlink soran a 4, 7 és 14 na-
pos DPSC sejttenyészeten is végeztiink ALP-aktivitas-
méréseket (4. kép), ezt HIDEX microplate readeren mér-
tik. A 405 nm-en mért abszorbancia-névekedés aranyos
a szérum alkalikus foszfataz aktivitasaval. Az ALP-
aktivitas mértéke a Mg-zeolit és zeolit mintak esetében
is a magasabb (0,605 mM) koncentracional mutatta

a legmasabb értékeket. Az ALP enzim fontos szerepet
tolt be a csontmatrix felépitésében, igy gyakorlatilag
a teljes csontformacié aktivitasarol ad j6, atfogd képet.
A Mg-zeolit mintdk ALP-aktivitAsanak mérése soran
a 14. napon mind a kontroll mind a sima zeolit min-
takkal 6sszehasonlitva magas értéket mutat. Altalano-
san jellemzd, hogy a Mg-zeolit értékek haromszorosai
a zeolit értékeinek, ami jelzi, hogy a magnéziumnak fon-
tos szerepe lehet.

Megbeszélés

A scaffold alkalmazasahoz két igéretes Uj adalékanyag
lehet a zeolit és a magnézium. A kisérletiink célja a zeo-
lit és magnézium-zeolit koncentracidk hatdsanak vizs-
galata volt tenyészté médiumban fenntartott DPSC sej-
teken. A zeolitok 3D poérusos mikroszerkezete nagyszeri
alapot szolgaltathat a csontsejtek egymassal térténé
kapcsolodasanak, proliferalédasanak, differencialéda-
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3. kép: Eletképesség vizsgalat (Alamar Blue).
Kulénb6z8 koncentracioju Mg-zeolittal (ZMg) és zeolittal (Z) (0,605, 0,325, 0,15 mM cc) kezelt CM-ben (tenyészt6 médium) tenyésztett
DPSC sejtek és kontroll sejtek (CTRLCM) abszorbancidja a 14. napon.
ZMg és Z egymassal 6sszehasonlitva.” p < 0,05
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4. kép: ALP aktivitas mérése a kllénb6zd koncentracidju Mg-zeolital (ZMg) és zeolittal (Z) (0,605, 0,325, 0,15 mM) tenyészt6
médium (CM)-ban kezelt DPSC sejtek és kontroll sejtek (CTRLCM) abszorbanciaja a 14. napon.
ZMg és Z mintaparok egymassal 6sszehasonlitva. * p < 0,05
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sanak majd végul szévetté formaldédasanak [1]. A mester-
séges szOvettenyésztést el6segitd tulajdonsagai mellett
az antimikrobialis és hatdanyag-kibocsatast szabalyozé
szerepe sem elhanyagolhaté [7]. In vitro kisérletek
soran zeolit és/vagy magnézium alkalmazasakor az
alkalikus foszfataz aktivitas értékek névekednek jol
definialt koncentraciok esetében, ami korai markere
a csontsejtek és a zeolit/magnézium tartalmu vizsgalati
anyagok kozoétti kompatibilitasnak, a szévetképzeési fo-
lyamat beindulasanak [3, 8, 10, 21, 23, 27]. Bar eltéré-
sek kilénb6z6 sejttipusok esetében megfigyelhetbk [23].
A zeolit tartalmu scaffoldok pH-ja alacsonyabb, a mag-
néziumtartalmu scaffoldok esetében a zeolit csdkkenti
a felszabadul6 hidrogén mennyiségét. A magnéziumtar-
talmu scaffoldoknal a korrdzié és hidrogénfelszabadulas
jelentds problémat okozhat [4, 15, 17, 18].

Az altalunk mért életképességi vizsgalatok DPSC sej-
tek esetében is magasabb proliferacios értékeket mu-
tatott a magnézium és zeolit egyuttes alkalmazasakor.
Az Alamar Blue-val meghatarozott életképesség-para-
méterek a magnéziummal t6lt6tt zeolit esetében altalaban
magasabb értékeket mutattak a kisérleti rendszeriinkben.
A Mg-zeolit- és zeolitkezelések az alacsonyabb koncen-
traciok esetében (0,325, 0,15 mM) magasabb életké-
pességet és proliferacios értéket mutattak. Ez tébb iro-
dalmi adattal 6sszhangban Iév6 eredmény [23, 9, 7, 4].
A Mg-zeolittal kezelt DPSC sejtek abszorbancia-értékei
magasabb értékeket mutattak a zeolitmintakkal 6ssze-
hasonlitva [4]. A zeolit aluminium- és sziliciumtartalma
miatt mitogén hatassal rendelkezik, és segiti az oszteo-
genezist. A bivalens kationok, mint a magnézium is, je-
lent8s szerepet jatszanak az oszteogenezis folyamata-
ban és a ,remodelling”-ben. Esszencialis szereplik van
a ligand kot6 fehérjék és sejtfelszini fehérjék (integrin,
vitronektin, fibronektin) interakciojaban, stimulaljak a sejt-
adhéziot, és a fokalis adhézidk kialakulasat is szaba-
lyozzak. A magasabb magnéziumkoncentracié egyes
irodalmi adatok [2, 3, 15, 16, 17, 18, 19] szerint sze-
repet jatszhat a differencialédasi folyamatokban. A ki-
sérleti eredmények alapjan a magnéziummal ioncserélt
zeolit hatasa emelkedett ALP aktivitast mutatott a csak
zeolitot tartalmazé mintadkhoz képest. A Mg-zeolit-min-
tak ALP aktivitasa a vizsgalat soran a 14. napon maga-
sabb volt mind a kontroll, mind pedig a zeolitmintakkal
Osszehasonlitva. A 14. nap a Mg-zeolit és a zeolit ese-
tében is magasabb ALP intenzitas értéket ért el maga-
sabb koncentracié esetében (0,605 mM). Altalanosan
jellemzd, hogy a Mg-zeolittal kezelt sejtek ALP aktivitas
értékei haromszor magasabbak a csak zeolittal kezelt
mintak értékeinél, ami jelzi, hogy a magnéziumnak fon-
tos szerepe lehet a csontosodasi folyamatokban. Ez az
eredmeény korrelal mas irodalmi adatokkal is [4, 23, 24,
25, 26, 27, 28]. Nagyon eltér6ek az irodalmi eredmé-
nyek kilénbdzd sejtvonalak esetében a hatasos mag-
néziumkoncentracioét illetéen, ennek titrdlasa” tovabbi
kisérleteket igényel. Az eredmények alapjan mindkét
vizsgalt lehetséges scaffold-komponens, a zeolit és a
magnéziummal ioncserélt zeolit is igéretes dsszetevije
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lehet a j0v6 mesterséges szdvettenyésztést alkalmazo
orvosi beavatkozasainak tobb terliletén is, a mi eredmé-
nyeink alapjan a magnéziummal ioncserélt zeolit tint
a legigéretesebbnek.

Koszénetnyilvanitas: A tanulmany alapjaul szolgald
kutatast az Innovacios és Technoldgiai Minisztérium altal
meghirdetett FelsGoktatasi Intézményi Kivalésagi Prog-
ram NKFIH-1150-6/2019 szamon tamogatta, a Debre-
ceni Egyetem Biotechnoldgia tématerileti programja
keretében. A publikacio elkészitését a GINOP-2.3.2-15-
2016-00011 és a GINOP-2.3.2-15-2016-00022 szamu
projekt tamogatta. A projekt az Eurdpai Uni6 tamogata-
saval, az Eurépai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinan-
szirozasaval valosult meg. A mikroszkopos vizsgalatok
elkészitését a GINOP-2.3.3-15-2016-00029 szamu pro-
jekt tamogatta. A projekt az Eurdpai Unié tamogatasa-
val, az Eurdépai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszi-
rozasaval valésult meg.
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SziLAgyi |, CziBuLYA Zs, Csik A, Braun M, HeGebUs Cs
Zeolite and deionised zeolite with magnesium in vitro comparative study

Examination of the zeolite and magnesium-exchanged zeolite system on human stem cells culture, different viability and
ALP activity values at different concentrations provide information on the factors influencing ossification and bone “turno-
ver’. The aim of our present work was to investigate the effect of zeolite and magnesium ion-exchanged zeolite concen-
trations (0.605 mM, 0.325 mM, 0.15 mM Mg-zeolite and zeolite) in an in vitro experimental system on culture medium
from wisdom tooth cells (DPSC — dental pulp stem cells) at different sampling times (1, 4, 7 and 14 days).

Based on our measurements of viability and alkaline phosphatase activity, both components studied, zeolite and mag-
nesium-ion-exchanged zeolite could be promising components of future medical interventions using artificial tissue cul-
ture in several areas. Our experiments showed that Mg-zeolite was more effective.

Keywords: magnesium, zeolite, DPSC, scaffold



https://doi.org/10.1080/21691401.2019.1652627
https://doi.org/10.21203/rs.2.20452/v1
https://doi.org/10.1002/adfm.200901226
https://doi.org/10.1063/1.5042933
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2009.04.019
https://doi.org/10.1039/C8BM00028J
https://doi.org/10.1007/s11706-014-0253-9
https://doi.org/10.1016/j.mser.2014.01.001
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2010.12.004
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2010.02.028
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2016.10.017
https://doi.org/10.1590/1414-431x20144009
https://doi.org/10.1038/srep27374
https://doi.org/10.1152/physrev.00012.2014
https://doi.org/10.4161/21592527.2014.967616
https://doi.org/10.5049/EBP.2008.6.2.86
https://doi.org/10.4047/jap.2014.6.3.157
https://doi.org/10.1684/mrh.2011.0271
https://doi.org/10.3390/ijms20020385

