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Streszczenie: Rozwój szkliwa rozpoczyna siê od sekrecji organicznej macierzy, na któr¹ sk³adaj¹ siê
bia³ka g³ównie z grupy amelogenin i enamelin. W trakcie dojrzewania szkliwa organiczna macierz
podlega procesom proteolitycznej degradacji, a produkty jej rozpadu s¹ sukcesywnie usuwane i zastê-
powane kryszta³ami hydroksyapatytów tworz¹cymi pryzmaty szkliwne. Proces sekrecji oraz minerali-
zacji szkliwa mo¿e ulec modyfikacjom na skutek wprowadzenia jonów fluorkowych w postaci endo-
gennej  profilaktyki fluorkowej. Bardzo trudno jest okre�liæ optymaln¹ dawkê dobow¹ fluoru, której
przekroczenie skutkuje zaburzeniami mineralizacji oraz powstawaniem fluorozy zêbów. Mechanizm
powstawania fluorozy jak dot¹d nie zosta³ w pe³ni wyja�niony, jakkolwiek istnieje coraz wiêcej po-
twierdzonych dowodów, i¿ jest ona efektem zaburzeñ w proteolitycznej degradacji bia³ek tworz¹cych
organiczn¹ macierz szkliwa. W pracy omówiono najbardziej istotne bia³ka bior¹ce udzia³ w procesie
powstawania organicznej macierzy szkliwa oraz wp³yw fluoru na metabolizm omawianych bia³ek ze
szczególnym uwzglêdnieniem ich roli w powstawaniu zaburzeñ mineralizacji szkliwa.

S³owa 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The remnants, which remain after the degradation are subsequently withdrawn and replaced with hydro-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.

WSTÊP

Narz¹d szkliwotwórczy zêba rozwija siê z pochodz¹cej z ektodermy listewki zêbowej.
Jego rozwój rozpoczyna siê w bardzo wczesnym okresie ¿ycia p³odowego i przechodzi
kolejne fazy morfologiczno-histologicznego ró¿nicowania komórek a¿ do wykszta³cenia
w pe³ni dojrza³ych ameloblastów odpowiedzialnych za tworzenie szkliwa. W pierwszym
okresie rozwoju szkliwa � fazie sekrecyjnej  nastêpuje odk³adanie organicznej macierzy,
która w kolejnych fazach (przej�ciowej i dojrzewania) ulega mineralizacji.

POWSTAWANIE MATRYCY BIA£KOWEJ W SZKLIWIE
(APOZYCYJNE ODK£ADANIE SZKLIWA)

Dojrza³e szkliwo zêba jest najbardziej zmineralizowan¹, bezkomórkow¹ tkank¹ orga-
nizmu. Stopieñ mineralizacji wynosi 92�96%, pozosta³e sk³adniki to woda i substancje
organiczne. Zbudowane jest z kryszta³ów hydroksyapatytów � HP Ca
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tworz¹cych zorganizowane struktury pryzmatów szkliwnych [55]. Rozwój szkliwa
przebiega w trzech fazach: sekrecyjnej, przej�ciowej oraz dojrzewania [49]. Powstawanie
szkliwa rozpoczyna siê od wydzielania przez wypustkê ameloblastów, zwan¹ wyrostkiem
Tomesa, bia³ek (niektóre wystêpuj¹ jedynie w szkliwie) tworz¹cych swoiste rusztowanie
dla wzrastaj¹cych kryszta³ów hydroksyapatytów [37,62,68]. Bia³kiem prawdopodobnie
odpowiedzialnym za inicjacjê powstawania kryszta³ów hydroksyapatytów jest tuftelina
(55 kDa), jedyne bia³ko pojawiaj¹ce siê we wczesnej fazie sekrecyjnej na granicy
szkliwno-zêbinowej. Nie wiadomo, czy pe³ni ona funkcjê cz¹steczki sygnalizacyjnej,
czy te¿ bierze bezpo�redni udzia³ w inicjacji tworzenia kryszta³ów hydroksyapatytów
szkliwa [23,24]. Istnieje hipoteza, i¿ za krystalizacjê kryszta³ów HA w szkliwie odpowie-
dzialne s¹ bia³ka charakterystyczne dla zêbiny, fosfoproteiny i sialoproteiny zêbiny
[8]. Mineralizacja szkliwa nastêpuje natychmiast po tym, jak ameloblasty rozpoczn¹
wydzielanie organicznej macierzy, jednak stopieñ mineralizacji we wczesnej fazie
sekrecyjnej wynosi jedynie 30% [49]. Dok³adnie nie wiadomo, w jaki sposób dochodzi
do wzrostu pryzmatów szkliwnych w d³ugiej osi (o� � c) poza faktem, i¿ jest to wzrost
preferowany energetycznie [56]. Nie stwierdzono, czy wzrost pryzmatów odbywa siê
poprzez dok³adanie kolejnych jonów do pierwotnego miejsca krystalizacji, czy powstaj¹
niezale¿ne, liniowo zorientowane, sferyczne miejsca krystalizacji, które w pó�niejszym
etapie rozwoju ulegaj¹ fuzji [50].

Jednocze�nie z inicjacj¹ powstania pierwszych centrów krystalizacji ameloblasty
rozpoczynaj¹ wydzielanie bia³ek amelogenin i enamelin, stanowi¹cych organiczne
rusztowanie dla tworz¹cych siê zmineralizowanych struktur szkliwa � pryzmatów
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szkliwnych [15,61]. Stwierdzono, ¿e obydwie grupy bia³ek maj¹ silne powinowactwo do
wi¹zania sk³adników mineralnych, wapnia, fosforanów i wêglanów. Bogate w prolinê,
histydynê i glutaminian amelogeniny w fazie sekrecyjnej stanowi¹ 90% organicznej macierzy
szkliwa i umiejscawiaj¹ siê w rdzeniu tworz¹cych siê pryzmatów. Macierzyste amelogeniny
o masie cz¹steczkowej 25 kDa zlokalizowane s¹ g³ównie w powierzchownej warstwie
nowo utworzonego szkliwa, szybko jednak podlegaj¹ degradacji, prawdopo-dobnie poprzez
od³¹czenie C-koñcowego telopeptydu, co nadaje im silne w³a�ciwo�ci hydrofobowe, podnosi
zdolno�æ agregacji oraz redukuje masê cz¹steczkow¹ do 20 kDa [54]. Tak zredukowane
cz¹steczki tworz¹ g³ówn¹ strukturê organicznej macierzy szkliwa moduluj¹c¹ wzrost
kryszta³ów hydroksyapatytów. Kolejne, chronologiczne procesy proteolitycznej degradacji
prowadz¹ do ich rozk³adu na rozpuszczalne fragmenty o masie cz¹steczkowej 11�13 kDa
oraz silnie nierozpuszczalne, bogate w tyrozynê reszty 5 kDa (TRAP) [16, 28, 29]. Pod
koniec fazy sekrecyjnej prawie wszystkie amelogeniny powinny ulec proteolitycznej
degradacji i zostaæ usuniête z tworz¹cej siê tkanki szkliwnej. Jedynie silnie agreguj¹ce
cz¹stki TRAP pozostaj¹ w szcz¹tkowej ilo�ci w zewnêtrznej warstwie pryzmatów
szkliwnych. W trakcie fazy sekrecyjnej amelogenezy, amelogeniny (20  kDa) warunkuj¹
orientacjê przestrzenn¹ i prawid³owy wzrost pryzmatów szkliwnych na d³ugo�æ, stanowi¹c
swoiste wsporniki dla nowo powstaj¹cych pryzmatów szkliwnych, zapewniaj¹c im
jednocze�nie homogenny kszta³t [29]. Jednak ca³kowita degradacja amelogenin oraz usuniêcie
produktów ich rozk³adu pod koniec fazy sekrecyjnej jest bezwzglêdnym warunkiem dalszego
wzrostu pryzmatów w pozosta³ych wymiarach, czyli na grubo�æ i szeroko�æ (osie a,b) [53].
W rdzeniu pryzmatów, w bezpo�rednim s¹siedztwie amelogenin wystêpuje grupa bia³ek o
silnie kwa�nym charakterze zwana enamelinami [31,64]. Enameliny, czyli wszystkie bia³ka
niebêd¹ce amelogeninami, w swym sk³adzie zawieraj¹ du¿e ilo�ci kwasu glutaminowego,
asparaginowego, seryny oraz glicyny. Podobnie jak amelogeniny macierzyste cz¹steczki
enamelin o m.cz. 150 kDa, ulegaj¹ degradacji (89 kDa > 65 kDa > 32 kDa) w trakcie fazy
sekrecyjnej, a tak¿e podlegaj¹ postranslacyjnym modyfikacjom, tj. fosforylacji i glikozylacji
[32, 70]. Przeciwnie do amelogenin nie s¹ one ca³kowicie usuwane w trakcie dojrzewania
szkliwa i dlatego mo¿na je równie¿ wykryæ w szkliwie dojrza³ym jako cz¹stki o masie
cz¹steczkowej 32 kDa, silnie zwi¹zane z pryzmatami szkliwa [59]. Fakt sekrecji enamelin
w bardzo wczesnej fazie tworzenia szkliwa, ich niezmienno�æ ewolucyjna (podobny sk³ad u
innych gatunków np. u rekinów) �wiadczy o ich niezwykle istotnej roli w procesie krystalizacji
oraz regulacji wzrostu kryszta³ów apatytów szkliwa [23]. Ponadto systematyczna degradacja
zarówno amelogenin, jak i enamelin w trakcie ca³ej fazy sekrecyjnej rozwoju szkliwa
wskazuje na istotno�æ funkcji  tych bia³ek w regulacji wzrostu i dojrzewania tkanki, a ich
wzajemna zale¿no�æ mo¿e odpowiadaæ za wzrost, orientacjê przestrzenn¹ pryzmatów
oraz odk³adanie substancji miêdzypryzmatycznej [53].

Kolejne bia³ko bior¹ce udzia³ w tworzeniu organicznej macierzy szkliwa to amelo-
blastyna (m.cz. 62 kDa) zlokalizowana g³ównie na obrze¿ach pryzmatów szkliwnych.
Funkcja ameloblastyny w amelogenezie pozostaje niejasna. Istniej¹ przypuszczenia, i¿
pe³ni ona rolê cz¹stki sygnalizacyjnej w pochewce Hertwiga oraz ze wzglêdu na jej
umiejscowienie bierze udzia³ w tworzeniu po³¹czeñ pryzmat-pryzmat [65]. W amelogenezie
niezwykle istotn¹ rolê odgrywa degradacja bia³ek poprzez specyficzne dla szkliwa enzymy
nale¿¹ce do dwóch grup. S¹ to metaloproteazy i proteazy seryny [19,41,46,60]. Wystêpuj¹ce
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w wysokim stê¿eniu w fazie sekrecyjnej amelogenezy metaloproteazy, których g³ównym
przedstawicielem jest enamelizyna, prawdopodobnie reguluj¹ przebieg apozycyjnego
odk³adania szkliwa wybiórczo, w³a�nie w fazie sekrecyjnej, na co wskazuje gwa³towny
spadek ich stê¿enia w kolejnych fazach amelogenezy, czyli przej�ciowej oraz dojrzewania
szkliwa [9]. Odmiennie przebiega krzywa aktywno�ci proteazy serynowej macierzy szkliwa
� 1, której stê¿enie w fazie sekrecyjnej utrzymuje siê na niskim poziomie, gwa³townie wzrasta
natomiast w fazie przej�ciowej i utrzymuje plato na wysokim poziomie w fazie dojrzewania
[10]. Na podstawie powy¿szych obserwacji przyjêto za³o¿enie, i¿ proteaza serynowa
odpowiada za degradacjê bia³ek, g³ównie z grupy amelogenin w fazie sekrecyjnej
amelogenezy, a tym samym po�rednio moduluje wzrost i dojrzewanie pryzmatów szkliwnych
[19,52,60]. Podstawowym sk³adnikiem zmineralizowanego szkliwa s¹ kryszta³y
hydroksyapatytów zawieraj¹ce w swoim sk³adzie fosforany wapnia Ca
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Dok³adnie nie wiadomo, co jest donorem i jaka jest droga transportu wapnia do ameloblastów,
a nastêpnie w okolicê frontu mineralizacji. Badania wykaza³y pozytywn¹ immunore-
aktywno�æ ameloblastów dla dwóch bia³ek wi¹¿¹cych wapñ: parwalbuminy PV (m. cz. 12
kDa) oraz witamino D

3
-zale¿nej kalbindyny CB D28k (m.cz. 28 kDa). Pierwsze �lady

obecno�ci obydwu bia³ek w czê�ci podstawnej ameloblastów zanotowano we wczesnej
fazie sekrecyjnej amelogenezy. W trakcie postêpu procesu mineralizacji parwalbumina i
kalbindyna D28k �przemieszczane� by³y w kierunku wypustki Tomesa, a¿ do �wysycenia�
ca³ej objêto�ci aktywnego ameloblasta [11, 12, 13, 14]. Fakt ekspresji obydwu bia³ek u
szczura jedynie w ameloblastach oraz prawdopodobnie w komórkach warstwy po�redniej,
odpowiedzialnych za dostarczenie sk³adników od¿ywczych dla ameloblastów narzuca
przypuszczenie, i¿ parwalbumina i/lub kalbindyna D28k mog¹ byæ bezpo�rednio zwi¹-
zane z procesem mineralizacji szkliwa. Istniej¹ przypuszczenia, i¿ zarówno kalbindyna
D28k, jak i parwalbumina pe³ni¹ istotn¹ funkcjê w utrzymaniu okre�lonego, wysokiego,
ale niecytotoksycznego stê¿enia jonów wapniowych w komórkach macierzystych
szkliwa [17, 18, 27, 34, 45]. Obserwacje dotycz¹ce gwa³townego spadku ilo�ci CB
D28k w dojrza³ych ameloblastach fazy dojrzewania szkliwa sugeruje, ¿e teoria
�transportu� jonów wapniowych przez kalbindynê D28k nie jest tak pewna, jak pier-
wotnie przypuszczano [35, 36], oraz zwa¿ywszy, i¿ obecnie przewa¿a teoria roli bufo-
ruj¹cej dla bia³ek wi¹¿¹cych wapñ, byæ mo¿e g³ówna rola zarówno CB D28k, jak i PV
polega w³a�nie na buforuj¹cej ochronie ameloblasta przed wzrastaj¹cym, potencjalnie
cytotoksycznym stê¿eniem jonów wapniowych.

Pod koniec fazy sekrecyjnej i w fazie przej�ciowej amelogenezy nastêpuje ca³kowity
rozk³ad i usuniêcie produktów degradacji wiêkszo�ci amelogenin oraz czê�ciowo
enamelin, w miejscu których powstaj¹ porowate przestrzenie [49], szybko wype³niaj¹ce
siê p³ynem zewn¹trzkomórkowym zawieraj¹cym wêglany, fosforany oraz jony fluorkowe
i magnezowe [51]. W fazie dojrzewania dochodzi do zape³niania powsta³ych przestrzeni
kryszta³ami hydoksyapatytów szkliwa odk³adaj¹cych siê w pozosta³ych dwóch osiach
(a, b) pryzmatów, co skutkuje wzrostem pryzmatów na szeroko�æ i grubo�æ oraz pe³n¹
mineralizacj¹ szkliwa.
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ZAGRO¯ENIA WYNIKAJ¥CE Z WBUDOWANIA JONÓW
FLUORKOWYCH DO SIATKI KRYSTALICZNEJ

PRYZMATÓW SZKLIWNYCH

Jon fluorkowy wprowadzony do organizmu endogennie np. w postaci tabletek
fluorkowych (suplementacja endogenna)  w czasie trwania odontogenezy, wbudowywany
jest bezpo�rednio do siatki krystalicznej apatytów szkliwa zmieniaj¹c dwuhydroksyapatyty
[Ca
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F], a nastêpnie fluoro-
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] [5]. Ta czê�æ fluoru stanowi wzglêdnie stabiln¹ komponentê szkliwa

i mo¿e byæ z niego usuniêta jedynie na skutek demineralizuj¹cego dzia³ania kwasów b¹d�
abrazji [48]. Jon fluorkowy zastêpuj¹c dipol OH� w siatce krystalicznej zmienia
konfiguracjê przestrzenn¹ kryszta³u (wynika to z mniejszej o 0,3  Å  �rednicy F� od dipola
OH�), silniej wi¹¿e s¹siaduj¹ce z nim bezpo�rednio 3 jony Ca2+, co skutkuje wzmo¿eniem
krystalizacji oraz stabilno�ci wi¹zañ elektrostatycznych, a w konsekwencji zwiêkszeniem
odporno�ci kryszta³ów apatytów na demineralizuj¹ce dzia³anie kwasów [26, 30, 39, 43,
63]. Labiln¹ frakcjê fluoru w szkliwie stanowi uwodniona otoczka pryzmatów oraz p³yny
ustrojowe. Fluor w fazie uwodnionej znajduj¹cy siê w bezpo�rednim s¹siedztwie
pryzmatów odgrywa znacz¹c¹ rolê w profilaktyce próchnicy zêbów, gdy¿ mo¿e
natychmiast wbudowywaæ siê w powierzchniowe warstwy zdemineralizowanej dzia³aniem
kwasów struktury szkliwa, powoduj¹c jego wtórn¹ remineralizacjê [7, 33, 57]. Nie bez
znaczenia pozostaje równie¿ fakt gromadzenia siê CaF w bezpo�rednim otoczeniu
pryzmatów szkliwnych, a tym samym przesuniêcie sta³ej dysocjacji na korzy�æ pryzmatów
[44]. Badania wskazuj¹ na gromadzenie siê zjonizowanej formy fluoru w szkliwie, w
fazie sekrecyjnej, przej�ciowej oraz fazie dojrzewania. W stadium przej�ciowym amelo-
genezy, zjonizowany fluor zawarty w fazie uwodnionej wraz z jonami wapniowymi,
fosforanowymi, magnezowymi, prawdopodobnie konkurencyjnie do fosforanów oraz
wêglanów wapnia, zajmuje przestrzenie powstaj¹ce w tkance po usuwanych komponentach
organicznej macierzy, g³ównie amelogeninach [1], co mo¿e zaburzaæ mineralizacjê
i powodowaæ powstawanie porowatego szkliwa. Proporcjonalnie do wzrostu stê¿enia
jonów fluorkowych w p³ynie zewn¹trzkomórkowym, wzrasta stê¿enie jonów magnezu,
przy jednoczesnym spadku stê¿enia wêglanów. Taka tendencja mo¿e skutkowaæ
powstawaniem hipoplazji b¹d� fluorozy szkliwa [40, 42, 66, 67]. Jednak za g³ówn¹
przyczynê niepe³nej b¹d� nieprawid³owej mineralizacji szkliwa uwa¿a siê zaburzenia
w enzymatycznej degradacji bia³ek tworz¹cych organiczn¹ macierz szkliwa, g³ównie
amelogenin. DenBesten wykaza³ [22] opó�nienie degradacji amelogenin u szczurów
intoksykowanych wysokimi stê¿eniami fluorku sodowego w wodzie pitnej, co skutkowa³o
opó�nieniem i s³absz¹ mineralizacj¹ szkliwa (zawarto�æ komponent bia³kowych by³a
proporcjonalna do wysoko�ci stê¿enia fluorku sodowego w wodzie pitnej). Opó�nienie
rozk³adu bia³ek obserwowano do pó�nej fazy dojrzewania szkliwa. Spowolnienie
dojrzewania szkliwa przez fluor mo¿e wi¹zaæ siê z jego zdolno�ci¹ zmniejszenia ilo�ci
cykli odwracalnej modyfikacji  ameloblastów z formy �smooth ended� do �ruffle ended�
oraz wyd³u¿enia tych cykli, co bezpo�rednio rzutuje na szybko�æ wycofywania ze szkliwa
komponent bia³kowych i zastêpowania ich substancj¹ mineraln¹ [21]. Dinkard i wsp.
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w przeciwieñstwie do DenBesten i wsp. oraz Aoba i wsp. obserwowa³ zmiany w
sk³adzie aminokwasowym oraz w ilo�ci bia³ek macierzy szkliwa poddanego wp³ywom
fluoru ju¿ we wczesnej fazie sekrecyjnej [5, 20, 25]. Autorzy pozostaj¹ jednak zgodni,
co do faktu znacz¹cego opó�nienia procesu degradacji amelogenin pod wp³ywem jonu
fluorkowego [47, 69]. Teoriê tê potwierdzaj¹ równie¿  Aoba i wsp. wykazuj¹c absorpcjê
macierzystych amelogenin do powierzchni apatytów szkliwa z zaznaczeniem ich silnie
hamuj¹cego wp³ywu na wzrost kryszta³ów apatytów szkliwa [2, 3]. 25�30% fluoru
zgromadzonego w tworz¹cym siê szkliwie mo¿e zostaæ usuniêta w postaci nierozpusz-
czalnych aglomeratów z amelogeninami, jednak znacz¹co wiêksza czê�æ fluoru na sta³e
wbudowana w siatkê krystaliczn¹ fluoroapatytów stanowi stabiln¹ czê�æ rezerwuaru i
mo¿e hamowaæ degradacjê bia³ek macierzy [6]. Fluor wbudowany do wnêtrza siatki
krystalicznej apatytów zmienia jej strukturê, zwiêkszaj¹c si³ê wi¹zania kryszta³ów z
bia³kami (amelogeninami) [6]. Cz¹steczki amelogenin ulegaj¹ wówczas konformacji,
co obni¿a �dostêpno�æ� do nich metaloproteaz i w konsekwencji uniemo¿liwia b¹d�
znacz¹co opó�nia ich proteolityczn¹ degradacjê [4, 5]. Lyaruu i wsp. zaobserwowali
jedynie przej�ciowe zaburzenia w mineralizacji szkliwa w okresie fazy sekrecyjnej oraz
brak negatywnego wp³ywu fluoru na bia³ka organicznej macierzy szkliwa, natomiast
Suckling i wsp. notowali bardziej nasilone objawy fluorozy szkliwa u zwierz¹t
nara¿onych na intoksykacjê zwi¹zkami fluoru od wczesnej fazy sekrecyjnej w
przeciwieñstwie do intoksykowanych jedynie w fazie dojrzewania szkliwa [38, 58].
Obni¿enie poziomu Ca2+ w p³ynie zewn¹trzkomórkowym jako nastêpstwo obecno�ci
reaktywnych jonów fluorkowych, mo¿e powodowaæ spadek aktywno�ci wapnioza-
le¿nych proteaz  (np. metaloproteazy),  bior¹cych udzia³ w degradacji amelogenin i
zaburzaæ prawid³owy przebieg mineralizacji szkliwa w drodze po�redniej. Reasumuj¹c,
wci¹¿ niejasny pozostaje sposób oddzia³ywania fluoru na organiczn¹ macierz szkliwa.
Nie wiadomo, czy dzieje siê to w wyniku swoistej reakcji z amelogeninami, czy na
skutek blokowania centrów katalitycznych proteaz odpowiedzialnych za ich rozk³ad.
Poniewa¿ zaburzenia morfologiczno-funkcjonalne organicznej macierzy szkliwa
pozostaj¹ bezsprzecznie potwierdzon¹ przyczyn¹ powstawania fluorozy szkliwa, dalsze
badania maj¹ na celu precyzyjne okre�lenie punktu �uchwytu� fluoru oraz zdefiniowanie
mechanizmu powstawania fluorozy zêbów.
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