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Bevezetés

A szövettervezés az orvostudomány különböző terüle-
tein nagy érdeklődésre tart számot. A csontpótlás, pl. 
traumák utáni regenerációs műtétek, kongenitális rend-
ellenességek vagy pl. a fogorvostudományban a külön-
böző parodontális megbetegedések, egyes fogászati 
implantológiai kezelések esetében a terápia fontos ré-
szét képezhetik. Az interdiszciplináris területek együtt-
működésével a biotechnológia új területeket teremtett 
meg az elmúlt évtizedekben. Ezen területek kollaborá-
ciójának célja, hogy a sérült, károsodott szövetek rege-
nerálásához a megfelelő feltételek adottak legyenek.  
A legfontosabb komponensek ehhez: a scaffoldok, a  sej- 
tek és a szignalizációs molekulák. A jól felhasználható 
scaffold követelményei a 3D szerkezet megfelelő me-
chanikai tulajdonságai, mely a sejtek adhéziójához, pro - 
liferációjához, és differenciálódásához alapot szolgál-
tatnak. Szintén nagyon fontos a porózus szerkezet, így 
a szövetképződést elősegítő faktorok megfelelően ér-
vényesülni tudnak. A biodegradábilis és kontrollált mé-
ret, a megfelelő alak elengedhetetlen a jól integrálódó 
scaffold tulajdonságaihoz. Ilyen lehetséges vázalkotók 
lehetnek a zeolitok [1, 6, 7, 8]. A porózus szilikátok iránt 
jelentős tudományos és technológiai érdeklődés mutat-
kozik, mivel nagy fajlagos felületű anyagok, tehát ad-
szorpciós és katalitikus célokra egyaránt alkalmasak.  
A zeolitok kristályos, térhálós aluminoszilikátok, melyek - 

ben a SiO4 és az AlO4 tetraéderek összekapcsolódásá- 
val alakul ki a mezopórusos kapilláris rendszer. A ze o - 
litok kémiai összetétele és ezzel együtt a tulajdonsá-
gai az adott felhasználási célnak megfelelően módosít-
hatók a rácsszerkezet megváltozása nélkül. Alacsony 
költségük, alacsony toxicitásuk, nagy felületük, változ-
tatható porozitásuk és a sejtek számára gyors diffúziót 
biztosító kapilláris rendszerük, valamint nagymértékű  
mechanikai szilárdságuk előnyt jelent a mesterséges 
szövetek előállításakor [12, 14]. A zeolitok ezen pozi-
tív tulajdonságai, valamint a sokféleképpen alakítható  
felszíni csoportok befolyásolják és kontrollálhatóvá te-
szik a hidrofil/hidrofób jellemzőiket is. Az antibakteriális,  
antitumor, antitrombotikus, homeosztázist befolyásoló tu- 
lajdonságaik is lehetővé teszik az emberi szervezetben 
történő alkalmazásukat. Molekula-karrier és a csontre-
generációt elősegítő jellemzői szintén új lehetőségeket 
rejtenek magukban, különösen a fogászat területén. 
Zeolit MFI-vel (hidroxyapatit/zeolit coating) fe lületkezelt 
titánium implantátumok biokompatibilitása eredménye - 
sebb és elősegíti az osszeokondukciót, osszeo in dukciót  
és osszeointegrációt. A zeolit 3D szerkezete elősegí- 
tette a sejtek korábbi megtapadását és növekedését  
majd az ECM (extracelluláris mátrix) szekréciójával  
a szövetképződést [1, 13]. A zeolit mellett egy másik  
ígéretes anyag lehet a magnézium. A magnézium sze-
repe az emberi szervezetben nagyon sokrétű: kötő-
dik ligand fehérjékhez, és sejtfelszíni recep to rokhoz 
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– pl. integrin szupercsaládhoz, vitronektin, fib ro nektin 
fibrinogénekez –, rengeteg enzim katalitikus centrumá-
nak központi ionja, részt vesz az RNS és DNS stabili-
zálásában. A magnézium a csontok „egészségi állapo-
tában” is kulcsfontosságú szerepet tölt be. Nagy számú  
irodalmi adat támasztja alá a magnézium osz teo ge ne -
zis  ben és a csontok „remodelling” mechanizmusában  
betöltött funkcióját, de az élő szervezetekre ható kü-
lönböző magnéziumion-koncentrációk hatása még ma 
sem ismert minden részletében [15, 18, 19, 20, 22, 24]. 
Az in vivo és in vitro kísérleti rendszerekben vizsgált  
biodegradábilis felületek segíthetik a jelenleginél gyor-
sabb osszeointegrációs folyamatokat és így az új fogá- 
szati és ortopédiai implantátumok fejlesztését. Az extra-
celluláris magnézium koncentráció vizsgálata információt  
adhat arról, hogy a sejtek milyen miliőben élhetnek op-
timális feltételek mellett. A különböző koncentrációkban 
jelen lévő ionok hatására bekövetkező eltérő differen-
ciálódási, génexpressziós életképesség-karakterisztika 
mélyebb összefüggést, magyarázatot adhat a lokális és 
szisztémás magnéziumion-koncentrációk csontosodást, 
csont „turnovert” befolyásoló hatásáról.

Jelen munkánk célja a zeolit és a magnéziummal 
ion cserélt zeolit hatásának vizsgálta in vitro kísérleti 
rendszerben a magnéziumkoncentráció függvényében 
tenyésztő médiumban bölcsességfog eredetű (DPSC) 
sejteken, különböző mintavételi időpontokban.

Anyagok és módszerek

Mg-zeolit készítése: A zeolit minta ioncseréje 0,1 moldm–3  
koncentrációjú MgCl2 oldatból való Mg-ion megkötéssel 
ment végbe. A zeolit mintát 24 órán keresztül, folyama-
tosan keverve áztattuk az oldatban.

Morfológiai és összetétel-meghatározó vizsgálatok, 
SEM és MP-AES vizsgálat alkalmazásával: Az eredeti 
és a módosított szemcséket morfológiai vizsgálatoknak  
vetettük alá. A felületi morfológiát téremissziós elektron- 
forrással rendelkező JEOL JSM-IT500HR (Japán) típusú  
pásztázó elektronmikroszkópot (SEM) használva vizs-
gáltuk, az elektronbombázás okozta felületi tértöltés el- 
kerülésére a mintákat 20 nm-es aranyréteggel vontuk be. 
Az elemösszetétel meghatározás JEOL (EX-74232UiL4Q,  
Japán) energia-diszperzív röntgen detektorral történt. 
Az ioncserélt zeolit pontos Mg-ion tartalmát savas feltá-
rás után mikrohullámú plazma atomemissziós spektro-
méterrel (MP-AES 4200, Agilent, USA) határoztuk meg.

Sejttenyésztés: A DPSC sejteket bölcsességfogak-
ból izoláltuk a Debreceni Egyetem FOK intézményében  
(engedélyszám: ETT TUKEB 49849-3/2016/EKU). A fo- 
gat a fissura mentén elvágtuk, majd a pulpát a pulpa kam-
rából eltávolítottuk steril körülmények között. A pulpa  
szövetet kollagenáz/diszpáz (3 mg/ml, Sigma Aldrich 
USA, 4 mg/ml, Gibco, USA) emésztő oldatban 1 órát 
37 °C-on emésztettük. A sejtszuszpenziót (CTRL, kont-
rollsejtek) 6 lyukú plate-en tenyésztettük DMEM F12 
(Gibco USA) médiumban, 10% (v/v) FBS (Gibco USA),  

1% Glutamax (Gibco) és 1% Antibiotic-Antimycotic (Gibco)  
jelenlétében és 37°C-on 5% CO2-tartalom mellett. A sej- 
teket ugyanebben a médiumban tartottuk fenn (CM).

Alamar Blue: sejtéletképesség esszé (Invitrogen, Ther-
mo Fisher USA). A sejtek életképességét az 1, 4, 7 és  
14 napokon mértük. Az Alamar Blue oldatot tízsze- 
res hígításban tettük a sejtek tenyésztőoldatához, majd 
37°C-on 1 órán át inkubáltuk. Ezt követően 200 μl-t  
a mintából 96 lyukú plate-en HIDEX Plate Reader se-
gítségével 530 nm gerjesztési és 580 nm emissziós hul - 
lámhossz mellett detektáltunk.

ALP aktivitást: mérő esszé (Sigma Fast, Sigma Al-
drich USA): A mineralizációs folyamatok vizsgálata  
során alkalikus foszfatáz aktivitását mérő kísérletet  
végeztünk 4, 7 és 14 napos DPSC sejttenyészeten,  
a tenyésztést követően. A sejteket 96 lyukú platen 
tenyésztettük 5000 sejt/well három parallel mintával.  
A mintavételi időpontokon PBS mosás után a sejte-
ket begyűjtöttük és ALP lízis pufferben lizáltuk (10 mM 
Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM Triton-X 100, 1% PMSF 
and 1% protease inhibitor cocktail, pH 7,4). A kezelt és  
kontroll mintákat –70°C-on tároltuk ALP + PIC puffer ben  
a felhasználásig. A sejtlizátumot 10 percig 16 000 rpm  
centrifugáltuk, majd a felülúszóból 30 μl-t egy 96-os plate- 
en 100 μl pNitrophenyl Phosphate Liquid Substrate System  
oldatot adtunk a gyártó utasításait követve (Sigma- 
Aldrich USA), majd HIDEX microplate readeren mértük  
az ALP aktivitást (Hidex, Finland). A 405 nm-en mért 
ab szor ban cia növekedése arányos a szérum alkali-
kus fosz fa táz aktivitásával. A totál protein koncentrá-
ciót BCA Protein Assay Kit-tel (Thermo Scientific USA) 
határoztuk meg, és az ALP aktivitás értékeit ezzel nor-
malizáltuk.

Eredmények

A zeolit és a magnéziummal ioncserélt zeolit minták 
mor fológiáját bemutató pásztázó elektronmikroszkópos  
képek az 1. ábrán láthatóak. A képek 6000-szeres na-
gyítással készültek, a méretskála a képek jobb alsó 
sarkában látható. Megállapítottuk, hogy őrlés hatására 
mindkét minta szemcseeloszlása hasonló mérettarto-
mányban, 0,1–0,9 μm között mozog.

Az ioncserélt zeolit pontos Mg-ion tartalmát savas fel- 
tárás után mikrohullámú plazma atomemissziós spekt-
rométerrel határoztuk meg, a mérések alapján a MgCl2 
oldatban végzett ioncsere sikeresnek bizonyult. A Mg-
iontartalom atomemissziós spektrométerrel 5,76 g/kg-
nak; elemanalízissel (energia-diszperzív röntgen detek-
torával) mérve 5,58 g/kg volt. A 2. ábrán látható a zeolit 
és a módosított zeolit atomi összetétele ioncsere előtt 
és után.

Sejtproliferáció- és életképesség-vizsgálatokkal kö-
vetkeztethetünk a kísérletben vizsgált anyagok esetle-
ges inkompatibilitására vagy toxicitására. A DPSC sej-
tek proliferációs indexét (abszorbanciáját) 0,605, 0,325 
és 0,15 mM Mg-zeolit és zeolit jelenlétében, valamint 
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a kontroll sejteken a 14. napon AlamarBlue esszével ha-
tároztuk meg (3. kép).

Az abszorbancia értékek alapján általános tendencia, 
hogy a tenyésztő médiumban mért értékek a Mg-zeolit- 
és zeolitkezelések az alacsonyabb koncentrációk ese-
tében (0,325, 0,15 mM) mutattak magasabb értéket, az 
összes kezelés esetében a 14. napon a legmagasab-
bat. Magasabb zeolit- és Mg-zeolit-koncentrációk ese-
tében az életképesség csökken. A Mg-zeolittal kezelt 
DPSC sejtek abszorbancia értékei a zeolit mintákkal 
összehasonlítva magasabbnak bizonyultak.

Az ALP-aktivitást mérő esszé (Sigma Fast) a mine-
ra lizációs folyamatok során kialakuló alkalikus foszfatáz 
aktivitását mutatja ki. Kísérletünk során a 4, 7 és 14 na- 
pos DPSC sejttenyészeten is végeztünk ALP-ak ti vi tás - 
méréseket (4. kép), ezt HIDEX microplate readeren mér- 
tük. A 405 nm-en mért abszorbancia-növekedés arányos  
a szérum alkalikus foszfatáz aktivitásával. Az ALP-
aktivitás mértéke a Mg-zeolit és zeolit minták esetében 
is a magasabb (0,605 mM) koncentrációnál mutatta  

a legmasabb értékeket. Az ALP enzim fontos szerepet  
tölt be a csontmátrix felépítésében, így gyakorlatilag  
a teljes csontformáció aktivitásáról ad jó, átfogó képet. 
A Mg-zeolit minták ALP-aktivitásának mérése során  
a 14. napon mind a kontroll mind a sima zeolit min-
tákkal összehasonlítva magas értéket mutat. Általáno-
san jellemző, hogy a Mg-zeolit értékek háromszorosai  
a zeolit értékeinek, ami jelzi, hogy a magnéziumnak fon-
tos szerepe lehet.

Megbeszélés

A scaffold alkalmazásához két ígéretes új adalékanyag 
lehet a zeolit és a magnézium. A kísérletünk célja a zeo - 
lit és magnézium-zeolit koncentrációk hatásának vizs-
gálata volt tenyésztő médiumban fenntartott DPSC sej-
teken. A zeolitok 3D pórusos mikroszerkezete nagyszerű  
alapot szolgáltathat a csontsejtek egymással történő  
kapcsolódásának, proliferálódásának, differenciálódá- 

1. kép: Az őrölt zeolit (A) és őrölt Mg-zeolitl (B) pásztázó elektronmikroszkópos felvételei.

2. kép: A zeolit (A) és ioncserélt zeolit (B) elemanalízis méréseinek eredményei.  
Jól látható a magnézium megjelenése az ioncsere folyamat után.

 

                     A                             B 
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3. kép: Életképesség vizsgálat (Alamar Blue).  
Különböző koncentrációjú Mg-zeolittal (ZMg) és zeolittal (Z) (0,605, 0,325, 0,15 mM cc) kezelt CM-ben (tenyésztő médium) tenyésztett  

DPSC sejtek és kontroll sejtek (CTRLCM) abszorbanciája a 14. napon.  
ZMg és Z egymással összehasonlítva.* p < 0,05

4. kép: ALP aktivitás mérése a különböző koncentrációjú Mg-zeolital (ZMg) és zeolittal (Z) (0,605, 0,325, 0,15 mM) tenyésztő  
médium (CM)-ban kezelt DPSC sejtek és kontroll sejtek (CTRLCM) abszorbanciája a 14. napon.  

ZMg és Z mintapárok egymással összehasonlítva. * p < 0,05
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 sának majd végül szövetté formálódásának [1]. A mester- 
séges szövettenyésztést elősegítő tulajdonságai mel lett  
az antimikrobiális és hatóanyag-kibocsátást szabályozó  
szerepe sem elhanyagolható [7]. In vitro kísérletek  
során zeolit és/vagy magnézium alkalmazásakor az 
alkalikus foszfatáz aktivitás értékek növekednek jól  
definiált koncentrációk esetében, ami korai markere  
a csontsejtek és a zeolit/magnézium tartalmú vizsgálati 
anyagok közötti kompatibilitásnak, a szövetképzési fo-
lyamat beindulásának [3, 8, 10, 21, 23, 27]. Bár eltéré-
sek különböző sejttípusok esetében megfigyelhetők [23]. 
A zeolit tartalmú scaffoldok pH-ja alacsonyabb, a mag-
néziumtartalmú scaffoldok esetében a zeolit csökkenti 
a felszabaduló hidrogén mennyiségét. A magnéziumtar-
talmú scaffoldoknál a korrózió és hidrogénfelszabadulás 
jelentős problémát okozhat [4, 15, 17, 18].

Az általunk mért életképességi vizsgálatok DPSC sej - 
tek esetében is magasabb proliferációs értékeket mu-
tatott a magnézium és zeolit együttes alkalmazásakor.  
Az Alamar Blue-val meghatározott életképesség-para - 
méterek a magnéziummal töltött zeolit esetében általában  
magasabb értékeket mutattak a kísérleti rendszerünkben.  
A Mg-zeolit- és zeolitkezelések az alacsonyabb koncen - 
trációk esetében (0,325, 0,15 mM) magasabb életké- 
pességet és proliferációs értéket mutattak. Ez több iro-
dalmi adattal összhangban lévő eredmény [23, 9, 7, 4].  
A Mg-zeolittal kezelt DPSC sejtek abszorbancia-értékei 
magasabb értékeket mutattak a zeolitmintákkal össze- 
hasonlítva [4]. A zeolit alumínium- és szilíciumtartalma  
miatt mitogén hatással rendelkezik, és segíti az osz teo - 
ge nezist. A bivalens kationok, mint a magnézium is, je- 
lentős szerepet játszanak az oszteogenezis folyamatá- 
ban és a „remodelling”-ben. Esszenciális szerepük van 
a ligand kötő fehérjék és sejtfelszíni fehérjék (integrin,  
vitronektin, fibronektin) interakciójában, stimulálják a sejt- 
adhéziót, és a fokális adhéziók kialakulását is szabá-
lyozzák. A magasabb magnéziumkoncentráció egyes 
irodalmi adatok [2, 3, 15, 16, 17, 18, 19] szerint sze-
repet játszhat a differenciálódási folyamatokban. A kí-
sérleti eredmények alapján a magnéziummal ioncserélt  
zeolit hatása emelkedett ALP aktivitást mutatott a csak  
zeolitot tartalmazó mintákhoz képest. A Mg-zeolit-min-
ták ALP aktivitása a vizsgálat során a 14. napon maga-
sabb volt mind a kontroll, mind pedig a zeolitmintákkal 
összehasonlítva. A 14. nap a Mg-zeolit és a zeolit ese-
tében is magasabb ALP intenzitás értéket ért el maga-
sabb koncentráció esetében (0,605 mM). Általánosan 
jellemző, hogy a Mg-zeolittal kezelt sejtek ALP aktivitás 
értékei háromszor magasabbak a csak zeolittal kezelt 
minták értékeinél, ami jelzi, hogy a magnéziumnak fon-
tos szerepe lehet a csontosodási folyamatokban. Ez az 
eredmény korrelál más irodalmi adatokkal is [4, 23, 24, 
25, 26, 27, 28]. Nagyon eltérőek az irodalmi eredmé-
nyek különböző sejtvonalak esetében a hatásos mag-
néziumkoncentrációt illetően, ennek „titrálása” további 
kísérleteket igényel. Az eredmények alapján mindkét 
vizsgált lehetséges scaffold-komponens, a zeolit és a 
magnéziummal ioncserélt zeolit is ígéretes összetevője  

lehet a jövő mesterséges szövettenyésztést alkalmazó 
orvosi beavatkozásainak több területén is, a mi eredmé- 
nyeink alapján a magnéziummal ioncserélt zeolit tűnt  
a legígéretesebbnek.

Köszönetnyilvánítás: A tanulmány alapjául szolgáló  
kutatást az Innovációs és Technológiai Minisztérium által  
meghirdetett Felsőoktatási Intézményi Kiválósági Prog- 
ram NKFIH-1150-6/2019 számon támogatta, a Debre-
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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
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