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Streszczenie: Rozwoj szkliwa rozpoczyna si¢ od sekrecji organicznej macierzy, na ktora sktadaja sig
bialka glownie z grupy amelogenin i enamelin. W trakcie dojrzewania szkliwa organiczna macierz
podlega procesom proteolitycznej degradacji, a produkty jej rozpadu sa sukcesywnie usuwane i zastg-
powane krysztatami hydroksyapatytow tworzacymi pryzmaty szkliwne. Proces sekrecji oraz minerali-
zacji szkliwa moze ulec modyfikacjom na skutek wprowadzenia jonéw fluorkowych w postaci endo-
gennej profilaktyki fluorkowej. Bardzo trudno jest okresli¢ optymalna dawke dobowa fluoru, ktorej
przekroczenie skutkuje zaburzeniami mineralizacji oraz powstawaniem fluorozy zgbéw. Mechanizm
powstawania fluorozy jak dotad nie zostat w petni wyjasniony, jakkolwiek istnieje coraz wigcej po-
twierdzonych dowodow, iz jest ona efektem zaburzen w proteolitycznej degradacji biatek tworzacych
organiczng macierz szkliwa. W pracy omoéwiono najbardziej istotne biatka biorace udziat w procesie
powstawania organicznej macierzy szkliwa oraz wptyw fluoru na metabolizm omawianych bialek ze
szczegbdlnym uwzglednieniem ich roli w powstawaniu zaburzen mineralizacji szkliwa.

Stowa kluczowe: macierz organiczna, szkliwo, fluorek.

Summary: Dental enamel is the most mineralized tissue all over the body. The enamel development
begins with the organic matrix secretion. The enamel extracellular matrix mainly consists of amelogenins
and enamelins. As the enamel maturation progress the organic matrix undergoes proteolitic degradation.
The remnants, which remain after the degradation are subsequently withdrawn and replaced with hydro-
xyapatites crystals which form the enamel prisms. The enamel secretion and maturation can be modified
by fluoride ions supplemented per os. It is extremely difficult to establish the daily optimal dose of
fluoride which if exceeded leads to disturbances in the enamel mineralization and the fluorosis origin.
The mechanism of the dental fluorosis origin has not been completely explained yet. Nevertheless the
available data confirm that dental fluorosis is a side effect of disturbances in the proteolitic degradation of
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the proteins that form the enamel extracellular matrix. In the paper we depicted the proteins which are the
main components of the enamel extracellular matrix as well as the influence that fluoride exerts on their
metabolism, which can result in the fluorosis.

Keywords: extracellular matrix, fluoride, enamel.

WSTEP

Narzad szkliwotworczy zeba rozwija si¢ z pochodzacej z ektodermy listewki zgbowe;.
Jego rozwoj rozpoczyna si¢ w bardzo wezesnym okresie zycia ptodowego i przechodzi
kolejne fazy morfologiczno-histologicznego réznicowania komorek az do wyksztatcenia
w pelni dojrzatych ameloblastow odpowiedzialnych za tworzenie szkliwa. W pierwszym
okresie rozwoju szkliwa — fazie sekrecyjnej nastgpuje odktadanie organicznej macierzy,
ktora w kolejnych fazach (przejsciowej i dojrzewania) ulega mineralizacji.

POWSTAWANIE MATRYCY BIALKOWEJ W SZKLIWIE
(APOZYCYJNE ODKLADANIE SZKLIWA)

Dojrzate szkliwo zgba jest najbardziej zmineralizowana, bezkomorkowa tkanka orga-
nizmu. Stopien mineralizacji wynosi 92-96%, pozostate sktadniki to woda i substancje
organiczne. Zbudowane jest z krysztalow hydroksyapatytow — HP Ca, (PO,), (OH),
tworzacych zorganizowane struktury pryzmatow szkliwnych [55]. Rozwdj szkliwa
przebiega w trzech fazach: sekrecyjnej, przejsciowej oraz dojrzewania [49]. Powstawanie
szkliwa rozpoczyna si¢ od wydzielania przez wypustke ameloblastow, zwang wyrostkiem
Tomesa, biatek (niektore wystgpuja jedynie w szkliwie) tworzacych swoiste rusztowanie
dla wzrastajacych krysztatdéw hydroksyapatytow [37,62,68]. Biatkiem prawdopodobnie
odpowiedzialnym za inicjacj¢ powstawania krysztatow hydroksyapatytow jest tuftelina
(55 kDa), jedyne biatko pojawiajace si¢ we wczesnej fazie sekrecyjnej na granicy
szkliwno-zgbinowej. Nie wiadomo, czy pelni ona funkcj¢ czasteczki sygnalizacyjnej,
czy tez bierze bezposredni udziat w inicjacji tworzenia krysztatow hydroksyapatytow
szkliwa [23,24]. Istnieje hipoteza, iz za krystalizacj¢ krysztatow HA w szkliwie odpowie-
dzialne sa biatka charakterystyczne dla zgbiny, fosfoproteiny i sialoproteiny zgbiny
[8]. Mineralizacja szkliwa nastgpuje natychmiast po tym, jak ameloblasty rozpoczna
wydzielanie organicznej macierzy, jednak stopien mineralizacji we wczesnej fazie
sekrecyjnej wynosi jedynie 30% [49]. Doktadnie nie wiadomo, w jaki sposéb dochodzi
do wzrostu pryzmatow szkliwnych w dlugiej osi (0$ — ¢) poza faktem, iz jest to wzrost
preferowany energetycznie [56]. Nie stwierdzono, czy wzrost pryzmatéw odbywa sig
poprzez doktadanie kolejnych jondw do pierwotnego miejsca krystalizacji, czy powstaja
niezalezne, liniowo zorientowane, sferyczne miejsca krystalizacji, ktore w pozniejszym
etapie rozwoju ulegaja fuzji [50].

Jednoczesnie z inicjacja powstania pierwszych centrow krystalizacji ameloblasty
rozpoczynaja wydzielanie bialek amelogenin i enamelin, stanowiacych organiczne
rusztowanie dla tworzacych si¢ zmineralizowanych struktur szkliwa — pryzmatow
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szkliwnych [15,61]. Stwierdzono, ze obydwie grupy biatek maja silne powinowactwo do
wiazania sktadnikow mineralnych, wapnia, fosforanow i weglanoéw. Bogate w proling,
histydyne i glutaminian amelogeniny w fazie sekrecyjnej stanowia 90% organicznej macierzy
szkliwa i umiejscawiaja si¢ w rdzeniu tworzacych sig pryzmatow. Macierzyste amelogeniny
o masie czasteczkowej 25 kDa zlokalizowane sa gtéwnie w powierzchownej warstwie
nowo utworzonego szkliwa, szybko jednak podlegaja degradacji, prawdopo-dobnie poprzez
odtaczenie C-koncowego telopeptydu, co nadaje im silne whasciwosci hydrofobowe, podnosi
zdolno$¢ agregacji oraz redukuje masg czasteczkowa do 20 kDa [54]. Tak zredukowane
czasteczki tworza glowna strukture organicznej macierzy szkliwa modulujaca wzrost
krysztatéw hydroksyapatytow. Kolejne, chronologiczne procesy proteolitycznej degradacji
prowadza do ich rozktadu na rozpuszczalne fragmenty o masie czasteczkowej 11-13 kDa
oraz silnie nierozpuszczalne, bogate w tyrozyng reszty 5 kDa (TRAP) [16, 28, 29]. Pod
koniec fazy sekrecyjnej prawie wszystkie amelogeniny powinny ulec proteolitycznej
degradacji i zostac usunigte z tworzacej si¢ tkanki szkliwnej. Jedynie silnie agregujace
czastki TRAP pozostaja w szczatkowej iloSci w zewngtrzne] warstwie pryzmatow
szkliwnych. W trakcie fazy sekrecyjnej amelogenezy, amelogeniny (20 kDa) warunkuja
orientacje przestrzenng i prawidlowy wzrost pryzmatow szkliwnych na dlugos¢, stanowiac
swoiste wsporniki dla nowo powstajacych pryzmatoéw szkliwnych, zapewniajac im
jednoczesnie homogenny ksztalt[29]. Jednak catkowita degradacja amelogenin oraz usunigcie
produktoéw ich rozktadu pod koniec fazy sekrecyjnej jest bezwzglednym warunkiem dalszego
wzrostu pryzmatow w pozostatych wymiarach, czyli na grubosc i szerokosc¢ (osie a,b) [53].
W rdzeniu pryzmatdw, w bezposrednim sasiedztwie amelogenin wystepuje grupa biatek o
silnie kwasnym charakterze zwana enamelinami [31,64]. Enameliny, czyli wszystkie bialka
niebedace amelogeninami, w swym sktadzie zawieraja duze ilosci kwasu glutaminowego,
asparaginowego, seryny oraz glicyny. Podobnie jak amelogeniny macierzyste czasteczki
enamelin o m.cz. 150 kDa, ulegaja degradacji (89 kDa > 65 kDa > 32 kDa) w trakcie fazy
sekrecyjnej, a takze podlegaja postranslacyjnym modyfikacjom, tj. fosforylacji i glikozylacji
[32, 70]. Przeciwnie do amelogenin nie sa one catkowicie usuwane w trakcie dojrzewania
szkliwa i dlatego mozna je rowniez wykry¢ w szkliwie dojrzatym jako czastki o masie
czasteczkowej 32 kDa, silnie zwiazane z pryzmatami szkliwa [59]. Fakt sekrecji enamelin
w bardzo wczesnej fazie tworzenia szkliwa, ich niezmienno$¢ ewolucyjna (podobny sktad u
innych gatunkow np. u rekinow) $wiadczy o ich niezwykle istotnej roli w procesie krystalizacji
oraz regulacji wzrostu krysztalow apatytow szkliwa [23]. Ponadto systematyczna degradacja
zarowno amelogenin, jak i enamelin w trakcie catej fazy sekrecyjnej rozwoju szkliwa
wskazuje na istotno$¢ funkcji tych biatek w regulacji wzrostu i dojrzewania tkanki, a ich
wzajemna zalezno$¢ moze odpowiada¢ za wzrost, orientacjg przestrzenng pryzmatow
oraz odkladanie substancji miedzypryzmatycznej [53].

Kolejne biatko biorace udzial w tworzeniu organicznej macierzy szkliwa to amelo-
blastyna (m.cz. 62 kDa) zlokalizowana gtéwnie na obrzezach pryzmatdéw szkliwnych.
Funkcja ameloblastyny w amelogenezie pozostaje nicjasna. Istnieja przypuszczenia, iz
petni ona role czastki sygnalizacyjnej w pochewce Hertwiga oraz ze wzgledu na jej
umiejscowienie bierze udziat w tworzeniu potaczen pryzmat-pryzmat [65]. W amelogenezie
niezwykle istotna rol¢ odgrywa degradacja biatek poprzez specyficzne dla szkliwa enzymy
nalezace do dwoch grup. Sa to metaloproteazy i proteazy seryny [19,41,46,60]. Wystepujace
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w wysokim stezeniu w fazie sekrecyjnej amelogenezy metaloproteazy, ktorych gtownym
przedstawicielem jest enamelizyna, prawdopodobnie reguluja przebieg apozycyjnego
odktadania szkliwa wybidrczo, wlasnie w fazie sekrecyjnej, na co wskazuje gwattowny
spadek ich stezenia w kolejnych fazach amelogenezy, czyli przejsciowej oraz dojrzewania
szkliwa [9]. Odmiennie przebiega krzywa aktywnosci proteazy serynowej macierzy szkliwa
— 1, ktorej stezenie w fazie sekrecyjnej utrzymuje si¢ na niskim poziomie, gwaltownie wzrasta
natomiast w fazie przej$ciowej i utrzymuje plato na wysokim poziomie w fazie dojrzewania
[10]. Na podstawie powyzszych obserwacji przyjeto zatozenie, iz proteaza serynowa
odpowiada za degradacj¢ biatek, gtdéwnie z grupy amelogenin w fazie sekrecyjnej
amelogenezy, a tym samym posrednio moduluje wzrost i dojrzewanie pryzmatow szkliwnych
[19,52,60]. Podstawowym sktadnikiem zmineralizowanego szkliwa sa krysztaty
hydroksyapatytow zawierajace w swoim skfadzie fosforany wapnia Ca, (PO,) (OH),.
Doktadnie nie wiadomo, co jest donorem i jaka jest droga transportu wapnia do ameloblastow,
a nastgpnie w okolicg¢ frontu mineralizacji. Badania wykazaly pozytywna immunore-
aktywno$¢ ameloblastow dla dwoch biatek wiazacych wapn: parwalbuminy PV (m. cz. 12
kDa) oraz witamino D,-zaleznej kalbindyny CB D28k (m.cz. 28 kDa). Pierwsze $lady
obecnosci obydwu bialek w czesci podstawnej ameloblastow zanotowano we wczesnej
fazie sekrecyjnej amelogenezy. W trakcie postgpu procesu mineralizacji parwalbumina i
kalbindyna D28k ,,przemieszczane” byty w kierunku wypustki Tomesa, az do ,,wysycenia”
calej objetosci aktywnego ameloblasta [11, 12, 13, 14]. Fakt ekspresji obydwu biatek u
szczura jedynie w ameloblastach oraz prawdopodobnie w komorkach warstwy posrednie;j,
odpowiedzialnych za dostarczenie sktadnikow odzywczych dla ameloblastéw narzuca
przypuszczenie, iz parwalbumina i/lub kalbindyna D28k moga by¢ bezposrednio zwia-
zane z procesem mineralizacji szkliwa. Istnieja przypuszczenia, iz zarowno kalbindyna
D28k, jak i parwalbumina petnia istotng funkcj¢ w utrzymaniu okreslonego, wysokiego,
ale niecytotoksycznego stgzenia jonéw wapniowych w komorkach macierzystych
szkliwa [17, 18, 27, 34, 45]. Obserwacje dotyczace gwattownego spadku ilosci CB
D28k w dojrzatych ameloblastach fazy dojrzewania szkliwa sugeruje, ze teoria
transportu” jonow wapniowych przez kalbindyng D28k nie jest tak pewna, jak pier-
wotnie przypuszczano [35, 36], oraz zwazywszy, iz obecnie przewaza teoria roli bufo-
rujacej dla biatek wiazacych wapn, by¢ moze gtowna rola zar6wno CB D28k, jak i PV
polega wlasnie na buforujacej ochronie ameloblasta przed wzrastajacym, potencjalnie
cytotoksycznym stezeniem jondw wapniowych.

Pod koniec fazy sekrecyjnej i w fazie przejsciowej amelogenezy nastepuje catkowity
rozktad 1 usunigcie produktow degradacji wigkszo$ci amelogenin oraz czg$ciowo
enamelin, w miejscu ktorych powstaja porowate przestrzenie [49], szybko wypehiajace
si¢ ptynem zewnatrzkomérkowym zawierajacym weglany, fosforany oraz jony fluorkowe
imagnezowe [51]. W fazie dojrzewania dochodzi do zapetniania powstatych przestrzeni
krysztatami hydoksyapatytow szkliwa odktadajacych si¢ w pozostatych dwoch osiach
(a, b) pryzmatdw, co skutkuje wzrostem pryzmatdw na szerokos¢ i grubo$¢ oraz petna
mineralizacja szkliwa.
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ZAGROZENIA WYNIKAJACE Z WBUDOWANIA JONOW
FLUORKOWYCH DO SIATKI KRYSTALICZNEJ
PRYZMATOW SZKLIWNYCH

Jon fluorkowy wprowadzony do organizmu endogennie np. w postaci tabletek
fluorkowych (suplementacja endogenna) w czasie trwania odontogenezy, wbudowywany
jest bezposrednio do siatki krystalicznej apatytow szkliwa zmieniajac dwuhydroksyapatyty
[Ca (PO4),(OH),], w hydroksyfluoroapatyty [Ca (PO4),(OH) F], a nastgpnie fluoro-
apatyty [Ca (PO4),F,] [5]. Ta czgs¢ fluoru stanowi wzglednie stabilng komponentg szkliwa
imoze by¢ zniego usunigta jedynie na skutek demineralizujacego dziatania kwasow badz
abrazji [48]. Jon fluorkowy zastepujac dipol OH~ w siatce krystalicznej zmienia
konfiguracje przestrzenna krysztatu (wynika to z mniejszej 0 0,3 A $rednicy F~od dipola
OH), silniej wiaze sasiadujace z nim bezposrednio 3 jony Ca*', co skutkuje wzmozeniem
krystalizacji oraz stabilnosci wiazan elektrostatycznych, a w konsekwencji zwigkszeniem
odpornosci krysztatow apatytow na demineralizujace dziatanie kwasow [26, 30, 39, 43,
63]. Labilng frakcje fluoru w szkliwie stanowi uwodniona otoczka pryzmatdw oraz plyny
ustrojowe. Fluor w fazie uwodnionej znajdujacy si¢ w bezposrednim sasiedztwie
pryzmatow odgrywa znaczaca role w profilaktyce prochnicy zebow, gdyz moze
natychmiast wbudowywac si¢ w powierzchniowe warstwy zdemineralizowanej dziataniem
kwasow struktury szkliwa, powodujac jego wtorna remineralizacijg [7, 33, 57]. Nie bez
znaczenia pozostaje rowniez fakt gromadzenia si¢ CaF w bezposrednim otoczeniu
pryzmatdw szkliwnych, a tym samym przesunigcie statej dysocjacji na korzys¢ pryzmatow
[44]. Badania wskazuja na gromadzenie si¢ zjonizowanej formy fluoru w szkliwie, w
fazie sekrecyjnej, przejSciowej oraz fazie dojrzewania. W stadium przejsciowym amelo-
genezy, zjonizowany fluor zawarty w fazie uwodnionej wraz z jonami wapniowymi,
fosforanowymi, magnezowymi, prawdopodobnie konkurencyjnie do fosforanow oraz
weglanow wapnia, zajmuje przestrzenie powstajace w tkance po usuwanych komponentach
organicznej macierzy, gtdéwnie amelogeninach [1], co moze zaburza¢ mineralizacj¢
1 powodowac powstawanie porowatego szkliwa. Proporcjonalnie do wzrostu stezenia
jonow fluorkowych w ptynie zewnatrzkomorkowym, wzrasta stezenie jondw magnezu,
przy jednoczesnym spadku stezenia weglandw. Taka tendencja moze skutkowac
powstawaniem hipoplazji badz fluorozy szkliwa [40, 42, 66, 67]. Jednak za gtéwna
przyczyng niepelnej badz nieprawidtowej mineralizacji szkliwa uwaza sig zaburzenia
w enzymatycznej degradacji biatek tworzacych organiczna macierz szkliwa, gtéwnie
amelogenin. DenBesten wykazat [22] op6znienie degradacji amelogenin u szczuréw
intoksykowanych wysokimi stezeniami fluorku sodowego w wodzie pitnej, co skutkowato
opoznieniem i stabsza mineralizacja szkliwa (zawarto$¢ komponent biatkowych byta
proporcjonalna do wysokosci stezenia fluorku sodowego w wodzie pitnej). Op6znienie
rozktadu biatek obserwowano do pdznej fazy dojrzewania szkliwa. Spowolnienie
dojrzewania szkliwa przez fluor moze wiazac¢ si¢ z jego zdolno$cia zmniejszenia ilosci
cykli odwracalnej modyfikacji ameloblastow z formy ,,smooth ended” do ,,ruffle ended”
oraz wydhuzenia tych cykli, co bezposrednio rzutuje na szybkos¢ wycofywania ze szkliwa
komponent biatkowych i zastgpowania ich substancja mineralna [21]. Dinkard i wsp.



666 1. MACIEJEWSKA, Z. BEREZNOWSKI

w przeciwienstwie do DenBesten 1 wsp. oraz Aoba 1 wsp. obserwowal zmiany w
sktadzie aminokwasowym oraz w ilo$ci bialek macierzy szkliwa poddanego wptywom
fluoru juz we wezesnej fazie sekrecyjnej [5, 20, 25]. Autorzy pozostaja jednak zgodni,
co do faktu znaczacego opoznienia procesu degradacji amelogenin pod wptywem jonu
fluorkowego [47, 69]. Teorig tg potwierdzaja réwniez Aoba i wsp. wykazujac absorpcje
macierzystych amelogenin do powierzchni apatytow szkliwa z zaznaczeniem ich silnie
hamujacego wptywu na wzrost krysztatow apatytow szkliwa [2, 3]. 25-30% fluoru
zgromadzonego w tworzacym sig szkliwie moze zosta¢ usunigta w postaci nierozpusz-
czalnych aglomeratow z amelogeninami, jednak znaczaco wigksza czg$¢ fluoru na state
wbudowana w siatke krystaliczna fluoroapatytow stanowi stabilng czg$¢ rezerwuaru i
moze hamowac¢ degradacje¢ bialek macierzy [6]. Fluor wbudowany do wnetrza siatki
krystalicznej apatytow zmienia jej strukture, zwigkszajac site wiazania krysztalow z
biatkami (amelogeninami) [6]. Czasteczki amelogenin ulegaja woéwczas konformacji,
co obniza ,,dostgpnos¢” do nich metaloproteaz i w konsekwencji uniemozliwia badz
znaczaco opoznia ich proteolityczna degradacjg [4, 5]. Lyaruu i_wsp. zaobserwowali
jedynie przejsciowe zaburzenia w mineralizacji szkliwa w okresie fazy sekrecyjnej oraz
brak negatywnego wplywu fluoru na biatka organicznej macierzy szkliwa, natomiast
Suckling i wsp. notowali bardziej nasilone objawy fluorozy szkliwa u zwierzat
narazonych na intoksykacj¢ zwiazkami fluoru od wczesnej fazy sekrecyjnej w
przeciwienstwie do intoksykowanych jedynie w fazie dojrzewania szkliwa [38, 58].
Obnizenie poziomu Ca?* w ptynie zewnatrzkoméorkowym jako nastgpstwo obecnosci
reaktywnych jonow fluorkowych, moze powodowaé spadek aktywno$ci wapnioza-
leznych proteaz (np. metaloproteazy), bioracych udzial w degradacji amelogenin i
zaburza¢ prawidtowy przebieg mineralizacji szkliwa w drodze posredniej. Reasumujac,
wciaz niejasny pozostaje sposob oddziatywania fluoru na organiczna macierz szkliwa.
Nie wiadomo, czy dzieje si¢ to w wyniku swoistej reakcji z amelogeninami, czy na
skutek blokowania centrow katalitycznych proteaz odpowiedzialnych za ich rozklad.
Poniewaz zaburzenia morfologiczno-funkcjonalne organicznej macierzy szkliwa
pozostaja bezsprzecznie potwierdzona przyczyna powstawania fluorozy szkliwa, dalsze
badania maja na celu precyzyjne okreslenie punktu ,,uchwytu” fluoru oraz zdefiniowanie
mechanizmu powstawania fluorozy zgbow.
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