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STRESZCZENIE

Stabilnos$¢ warstwy hybrydowej jest kluczowa dla zapewnienia trwalosci wypelnien
z materialow ztozonych. Czynniki ostabiajace site wigzania zwiagzane sa m.in. z obecno-
$cig bakterii i ich enzyméw w strukturze biofilmu bakteryjnego. Chroniczne uszkadza-
nie warstwy hybrydowej zachodzi takze w wyniku hydrolizy i wyptukiwania monome-
réw adhezyjnych, ktére infiltrowaly zdemineralizowana matryce zebiny. Do czynnikéw
sprzyjajacych degradacji zalicza si¢ rowniez nanoprzeciek. Bardzo wiele badan analizu-
je wplyw endogennych proteaz na degradacje warstwy hybrydowej. Endogenne enzymy
kolagenolityczne: metaloproteinazy (MMPs) i katepsyny cysteinowe, sa odpowiedzial-
ne za degradacje matrycy kolagenowej w warstwie hybrydowej. Inhibicja endogennych
proteaz jest zatem konieczna dla spowolnienia degradacji wypelnien. Aktywno$¢ enzy-
moéw w zebinie i warstwie hybrydowej moze by¢ regulowana przez endo- i egzogenne
inhibitory.

Praca stanowi przeglad dostepnego pismiennictwa opublikowanego w bazie medycznej
PubMed i w polskich czasopismach stomatologicznych w latach 2002-2017. Jej celem jest
ocena roli metaloproteinaz i katepsyn cysteinowych w degradacji warstwy hybrydowej

i przeglad zwigzkow o dziataniu inhibicyjnym w stosunku do tych grup enzymoéw.

Wykonanie rekonstrukcji twardych tkanek zeba o dtu-
gim okresie klinicznego uzytkowania jest miarg sukcesu
w stomatologii odtwdrczej. W chwili obecnej najwiekszg
uwage przyktada sie do powierzchni adhezyjnej tacza-
cej tkanki zeba z wypetnieniem. Obserwuje sie bowiem
stopniowa degradacje tej strefy w miare funkcjonowania
odbudowy. Odstoniecie kolagenu na skutek wytrawiania
zebiny lub aplikacji samotrawigcych primeréw usuwa badz
modyfikuje mineralng faze zebiny. Odstonieta macierz jest
impregnowana nastepnie monomerami adhezyjnymi, co
prowadzi do powstania warstwy hybrydowej. Stabilnos¢
polimerdw zywicy i odstonietego kolagenu jest kluczowa
dla trwatosci potaczenia zebiny i materiatu taczacego.
Degradacja obu tych czesci ostabia adhezje i prowadzi do
powstania mikro-szczeliny pomiedzy zebem a materiatem
wypetnieniowym, ktéra moze ulec penetracji przez flore
bakteryjna (1).

Czynniki ostabiajgce site wigzania zwigzane sg m.in.
z obecnoscig bakterii i ich enzymdéw w strukturze biofilmu
bakteryjnego. Udowodniono, ze Streptococcus mutans

posiada zdolnos$¢ uwalniania specyficznych enzymdw — este-
raz, ktore przyczyniajg sie do degradacji zywic z materiatow
ztozonych i systemow taczacych (2).

Chroniczne uszkadzanie warstwy hybrydowej zachodzi
rowniez w wyniku hydrolizy i wyptukiwania monomerow
adhezyjnych, ktoére infiltrowaty zdemineralizowang ma-
tryce zebiny. Wyptukiwanie utatwia sorpcja wody i jej
penetracja przez strefe luznych wtdkien kolagenowych lub
hydrofilnych domen systemoéw wigzgcych. Mechaniczne
zuzycie wypetnienia moze dalej przyspiesza¢ degradacje
tego potaczenia poprzez starcie jego powierzchni i zwiek-
szenie pola penetracji enzymow i wody. Degradacja hy-
drolityczna jest uwazana za gtéwna przyczyne uszkodzenia
warstwy hybrydowej, prowadzgcg do redukcji sity wigzania
w czasie (3).

Za kolejny czynnik sprzyjajacy degradacji warstwy hybry-
dowej uwaza sie nanoprzeciek — przenikanie matych jonéw
i czgsteczek do warstwy hybrydowej przy widocznym braku
stref jej uszkodzenia. Nanoprzeciek powstaje na skutek
zaburzonego balansu pomiedzy tempem demineralizacji
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zebiny a poziomem jej infiltracji systemami wigzgcymi.
Zjawisko to obserwuje sie zarowno w przypadku systemow,
w ktérych tkanki sg trawione w trakcie odrebnej proce-
dury, jak i przy stosowaniu systemow samotrawigcych.
Oba warianty nie zapewniajg wystarczajgcego wysycenia sie-
ci kolagenowej i powodujg powstanie warstwy hybrydowe;j
o niejednorodnej, zréznicowanej grubosci (4).

Brak wysycenia sieci kolagenowej systemem wigza-
cym sprzyja powstawaniu zjawiska degradacji wtdkien
kolagenowych. Wtdkna, ktére nie zostaty zinfiltrowane,
ulegajg zniszczeniu na skutek utraty zywicy z przestrzeni
miedzy widéknami i ich dezorganizacji. Stopien degradacji
moze rdéznic¢ sie w zaleznosci od stosowanego systemu
wigzacego (3).

Coraz wiecej badan analizuje wptyw endogennych pro-
teaz na degradacje warstwy hybrydowej. Doniesienia te
majg istotne implikacje kliniczne. W proces degradacji za-
angazowane sg endogenne metaloproteinazy, m.in. MMP-9.
Uzyskanie hydrolitycznej aktywnosci MMPs wymaga obec-
nosci wody. W wilgotnych warunkach MMPs hydrolizujg
wigzania peptydowe, co powoduje degradacje potaczenia
zebiny z zywicg (5-8).

Pashley i wsp. (9) badali dziatanie enzymdw proteoli-
tycznych na zdemineralizowang zebine przechowywang
w wodzie, sztucznej Slinie i oleju oraz ocenili role inhibito-
réow enzymow proteolitycznych w ochronie zdemineralizo-
wanego kolagenu matrycy. Uzyskane wyniki sugerujg, ze
degradacja hydrolityczna wtdkien kolagenowych wystepuje
przy absencji bakterii. Zdaniem autoréw, metaloproteinazy
ze zmineralizowanej matrycy zebiny mogg ulec aktywacji
w trakcie wytrawiania bgdz uzdatniania zebiny i sg prawdo-
podobnie odpowiedzialne za degradacje warstwy hybrydo-
wej w Srodowisku wodnym.

Po potwierdzeniu obecnosci i dziatania endogennych
metaloproteinaz w zebinie, dokonano oceny aktywnosci
tych enzymow w strefie warstwy hybrydowej (10). Udo-
wodniono, ze wewngatrz warstwy hybrydowej wystepujg
aktywne enzymy proteolityczne. Ich aktywnos¢ rejestro-
wana byta w strefie dna warstwy hybrydowej, co koreluje
z obecnoscig pdl zdemineralizowanego, ale nieprzesyco-
nego systemem wigzgcym kolagenu. Interesujgce wydaje
sie to, ze obszary odstonietego kolagenu spotykane byty
W rejonie wystepowania nanoporow w warstwie hybry-
dowej i stanowity podtoze jej postepujacych w czasie
uszkodzen.

Udowodniono, ze w zebinie traktowanej zaréwno izo-
lowanym wytrawiaczem, jak i systemami samotrawigcymi
dochodzi do sekrecji enzymow MMP-2 i MMP-9. Dziatanie
tych metaloproteinaz moze by¢ intensyfikowane na skutek
utraty inhibicyjnych zdolnosci czgsteczek TIMP — gtéwnych
naturalnych inhibitoréw MMPs obecnych w tkankach zeba.
Te endogenne zwigzki tgczac sie z czgsteczkami metalopro-
teinaz, hamujg ich aktywnos$¢, a zachowanie rownowagi
miedzy nimi i MMPs jest kluczowe dla zapewnienia sta-
bilnosci zdrowych tkanek zeba (10, 11). TIMPs kontrolujg
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metaloproteinazy na dwa sposoby — przez hamowanie etapu
przemiany proenzymu w enzym oraz przez hamowanie
aktywnosci MMPs.

Dotychczas poznano cztery rodzaje TIMPs (TIMP-1, -2,
-3, -4), ktére posiadajg zdolnos¢ tworzenia komplekséw en-
zym-inhibitor. TIMPs zbudowane sg z dwdch podjednostek:
N-koncowej i C-koncowej. Wszystkie inhibitory TIMP hamuja
metaloproteinazy. W warunkach fizjologicznych, przy niskich
stezeniach MMPs, z reguty nieaktywnych, uktad MMP-TIMP
dziata niezawodnie i bierze udziat w modelowaniu tkanek.
W stanach patologicznych tkankowe inhibitory nie sg w sta-
nie zahamowac aktywnosci podwyzszonego miana czynnych
MMPs (6, 12, 13).

W procesie degradacji systemdw wigzgcych znaczaca
role odgrywajg rowniez katepsyny. Obnizenie pH Srodowiska
jamy ustnej, indukowane przez stosowanie procedur maja-
cych na celu wytworzenie adhezji, stwarza warunki do akty-
wacji tych enzymow. Badania wykazaty potencjalng korela-
cje miedzy dziataniem metaloproteinaz i katepsyn zaréwno
w zdrowej, jak i zdemineralizowanej tkance (3, 14, 15).
Aplikacja kwasowych monomeréw aktywuje bowiem za-
réowno metaloproteinazy, jak i katepsyny. Katepsyny cyste-
inowe stanowig wazng grupe enzymow proteolitycznych
obecnych w zebinie. Ich réznorodnos¢ porownywalna jest
z liczbg obecnych metaloproteinaz. Katepsyny wykazujg
zdolno$¢ do degradacji macierzy zebiny na drodze fizjo-
logicznej i patologicznej. Odgrywajg rowniez role w prze-
biegu postepu préchnicy, chordb dzigset i przyzebia oraz
sg odpowiedzialne za wystepowanie stopniowej utraty
szczelnosci rekonstrukcji adhezyjnych. Zaobserwowano,
ze katepsyny posiadajg rézny potencjat degradacji w zalez-
nosci od obszaru zainfekowanej zebiny, lokalizacji zmiany
prochnicowej i jej aktywnosci. Poziom tych enzymoéw
wzrasta znaczgco w ubytkach gtebokich, zlokalizowanych
w poblizu miazgi zeba, co wskazuje na fakt, ze katepsyny
pochodzenia zebinowego lub miazgowego odgrywajg klu-
czowg role w postepie aktywnych zmian préchnicowych
i w degradacji warstwy hybrydowej. Ich aktywacja odbywa
sie na drodze autoaktywacji, przy obnizonym pH. W warun-
kach neutralnych pozostajg nieaktywne — w odrdznieniu
od MMPs, ktére najwiekszg aktywnos¢ wykazujg przy pH
obojetnym (3, 14-17).

W Swietle powyzszych rozwazan kluczowe wydaje sie
zapewnienie integralnosci matrycy kolagenowej poprzez
inhibicje endogennych proteaz. Dziatanie to moze zwiekszy¢
trwatos¢ potaczenia zebina-system wigzgcy oraz zapewnic
dtugotrwate utrzymanie wypetnien z materiatéw ztozo-
nych, a tym samym zahamowac rozwdj prochnicy wtornej.
Podejrzenie wystepowania préchnicy wtdrnej jest najczest-
szg przyczyng wymiany wypetnien. Stad, w rozwazaniach
naukowych wiele uwagi poswieca sie zjawisku profilaktyki
powstawania prochnicy wtérnej i mozliwosci remineralizacji
zebiny prochnicowej. Trwajg poszukiwania nowoczesnych
strategii leczenia zmian prochnicowych, ktére uwzgledniajg
wzmocnienie struktury zebiny oraz promujg stosowanie
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inhibitorow metaloproteinaz. Aktywno$¢ MMPs w zebinie
i warstwie hybrydowej moze by¢ regulowana przez inhibi-
tory endo- i egzogenne. Zwigzki endogenne pozyskiwane
sg z ludzkich komdrek pochodzgcych z innych narzaddw,
a egzogenne syntetyzowane sg sztucznie (1).

Gtéwnym kierunkiem badan zwigzanych z hamowa-
niem metaloproteinaz i poprawg stabilnosci systemow
wigzacych jest uzycie chlorheksydyny (CHX). Jest ona zwykle
sktadnikiem ptynéw do ptukania stosowanych w endodon-
cji w celu eliminacji drobnoustrojéw, w tym E. facealis.
CHX efektywnie neutralizuje rowniez dziatanie MMP-2, -9
i -8 oraz katepsyn cysteinowych (3, 18, 19). Pashley i wsp.
potwierdzili jej efektywnos¢ w hamowaniu kolagenolitycznej
aktywnosci enzymdw (9). Wykazano réwniez, ze chlorheksy-
dyna moze poprawiac stabilnos¢ struktury warstwy hybry-
dowej i redukowac zalezny od czasu spadek sity wigzania
systemow wigzgcych zaréwno w warunkach in vivo, jak i in
vitro (3, 18, 19).

MMPs to enzymy zalezne od obecnosci jondw wapnia
lub cynku. Stopien hamujgcego dziatania CHX w stosunku
do MMPs moze by¢ modyfikowany przez jej zdolnosci che-
latujace, a jony wapnia uwalniane przez primery mogg by¢
odpowiedzialne za spadek jej aktywnosci na przestrzeni
czasu (3, 18).

Wprowadzenie CHX w niskich stezeniach (0,2-2,0%) do
zwigzkow zawierajgcych metakrylany nie zmienia stopnia
sorpcji wody, a nawet nieznacznie podwyzsza odpornosc
na zgiecie i poziom modutu elastycznosci zwigzkéw adhe-
zyjnych biorgcych udziat w tworzeniu warstwy hybrydo-
wej (20). Stopien uwalniania CHX ze spolimeryzowanych
systemow wigzgcych zalezy od jej stezenia i utrzymuje sie
na stabilnym poziomie (21). Idea inkorporacji inhibitoréw do
systemdw wigzgcych w celu spowolnienia degradacji kolage-
nu daje obiecujgce wyniki. Przeprowadzono badania in vitro,
ktére wskazujg, ze aplikacja CHX na powierzchnie szkliwa
i zebiny wytrawionych kwasem fosforowym nie zmniejsza
sity wigzania systemu wigzgcego po 24 godzinach (22).
Carrilho i wsp. zbadali probki zebiny po aplikacji dwueta-
powego systemu E&R Single Bond, 3M Espe. W prdbkach
kontrolnych degradacja na dnie warstwy hybrydowej po
6 miesigcach wzrosta znacznie w poréwnaniu do prébek
traktowanych roztworem CHX. Doniesienia te potwierdzaja,
ze najstabszym elementem w warstwie hybrydowej sg ob-
szary czesciowo obnazonego kolagenu na dnie lub ponizej
warstwy hybrydowej, gdzie wtdkna kolagenowe nie majg
zapewnionej odpowiedniej infiltracji przez zywice adhezyjng
i ochrony przed degradacjg. Uzycie CHX eliminuje lub zwal-
nia tempo degradacji kolagenu. Istnieje jednak koniecznos$¢
kontynuacji badan w tym zakresie w celu opracowania
standardéw postepowania klinicznego (23).

Kolejnym syntetycznym inhibitorem metaloproteinaz jest
galardyna (3, 18). Wykazuje ona silng aktywnos¢ przeciwko
MMP-1, -2, -8 i-9. Ma strukture przypominajgcg kolagen it3-
czy sie z aktywng czescig enzymu. Wykazuje dziatanie hamu-
jace aktywnos¢ proteolityczng przy stezeniach 10-100 razy

nizszych niz CHX. Wtgczenie czgsteczki galardyny do sktadu
primera zaowocowato w badaniach inhibicjg aktywnosci
MMPs oraz poprawg sity wigzania systemu wigzgcego
z tkankami zeba bezposrednio po jego aplikacji. Po trzymie-
siecznym okresie obserwacji nie odnotowano jednak réznic
w stopniu degradacji zwigzkéw adhezyjnych w poréwnaniu
z probkami kontrolnymi (1, 3, 22).

W pismiennictwie pojawiajg sie réowniez doniesienia
dotyczace roli EDTA w hamowaniu aktywnosci metalopro-
teinaz. Jego dziatanie polega na wigzaniu jonéw wapnia
i cynku. Dodatkowo, EDTA jako kwas wykazuje dziatanie
trawigce. Sugerowano, ze jego uzycie moze skutkowac
tworzeniem warstwy hybrydowej odpornej na degradacje.
Ograniczeniem jego stosowania jest czas potrzebny do
uzyskania efektu wytrawienia i potwierdzone w badaniach
szybkie wyptukiwanie EDTA z zebiny, a tym samym zatrzy-
manie hamujgcego wptywu na MMPs (3, 18).

Kolejnym potencjalnym zwigzkiem inhibicyjnym sg
tetracykliny — rodzina antybiotykdw o szerokim spektrum
dziatania, wykazujgca wtasciwosci chelatujgce. Do tej gru-
py inhibitorow zalicza sie tetracykline i jej potsyntetyczne
analogi — doksycykline i minocykline. Oprécz wigzania
jondw cynku i wapnia wspomniane chemioterapeutyki
moga rowniez wptywac na ekspresje mRNA metalopro-
teinaz. Szczegdlne wtasciwosci hamujgce wobec MMPs
wykazuje doksycyklina. Wsrdd syntetycznych inhibitoréw
dobrym efektem cechuje sie chemicznie modyfikowa-
na tetracyklina (CMTs), ale nie wykazuje ona dziatania
przeciwbakteryjnego. Mechanizm dziatania tego zwigzku
polega na hamowaniu sekrecji i aktywnosci enzymu, jak
rowniez wigzaniu jondw wapnia. Efekt dziatania tej grupy
inhibitoréw na trwato$¢ warstwy hybrydowej wymaga
jednak dalszych badan. Istnieje bowiem ryzyko, ze te
potencjalnie silne inhibitory MMPs przyczynig sie do prze-
barwienia tkanek zeba. Brak mozliwosci wyeliminowania
tego problemu moze ograniczyé mozliwos¢ klinicznego
zastosowania czgsteczek z grupy tetracyklin w materiatach
do estetycznej odbudowy zebdw (3).

Kolejng grupg inhibitoréw proteaz sg bifosfoniany, ktére
dziatajg w oparciu o zjawisko chelacji jondw wapnia i cynku.
Ta grupa inhibitorow jest obecnie najmniej poznana i wyma-
ga dalszych szczegétowych badan (3). Ostatnie doniesienia
sugerujg, ze bifosfoniany taczg sie wigzaniami elektro-
statycznymi z kolagenem, podobnie jak chlorheksydyna.
Przypuszcza sie, ze ich uzycie moze by¢ bardziej korzystne
niz aplikacja CHX ze wzgledu na wystepowanie zjawiska
,zatrzasniecia” czasteczki bifosfonianu w matrycy kolage-
nu (3, 24). Zjawisko to mogtoby zapewni¢ przedtuzenie
trwatosci potgczenia zebina-system wigzacy.

Problem wyptukiwania aktywnych zwigzkéw i jondw
z warstwy hybrydowej wraz z uptywem czasu sktonit bada-
czy do oceny czynnikéw krzyzowych wigzgcych sie z kola-
genem. Sg to czgsteczki zawierajgce jedno lub wiecej reak-
tywnych zakonczen zdolnych do chemicznego przytaczania
sie do specyficznych grup protein lub innych struktur.
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Ich potencjat wigze sie z mozliwoscig mechanicznego
wzmachniania struktury sieci kolagenowej, co poprawia
wytrzymatos$¢ na degradacje enzymatyczng i inaktywu-
je odstoniete metaloproteinazy zwigzane z kolagenem.
Udowodniono skutecznos¢ tych zwigzkéw w chemicznej
i fizycznej modyfikacji kolagenu zebiny, ale nadal wymagaja
one dalszych badan, zanim znajdg zastosowanie w prakty-
ce klinicznej (3, 11, 14).

Kolejnymi substancjami o dziataniu inhibicyjnym sg
czwartorzedowe zwigzki amonowe (QAMs). Sole tych sub-
stancji stabilizujg pH i wykazujg efektywne dziatanie prze-
ciwbakteryjne. Podobnie do CHX, s3 to kationowe zwigzki
rozpuszczalne w wodzie, ale w odrdznieniu od CHX nie
ulegajg wyptukaniu z powierzchni adhezyjnych. QAMs ha-
muja dziatanie MMP-9, sg bardziej efektywne niz galardyna
w hamowaniu degradacji zdemineralizowanego kolage-
nu (25). Ze wzgledu na swoje przeciwbakteryjne wtasnosci,
czwartorzedowe zwigzki amonowe, a szczegdlnie MDPB (12-
-metakrylo-bromek oksydecylpirydyny), inkorporowane sg
do sktadu samotrawigcych systeméw wigzgcych. Majg zdol-
nosc taczenia sie z czgsteczkami monomerdw adhezyjnych.
Badania in vitro i in vivo wskazujg, ze zwigzki QAMs hamujg
enzymy kolagenolityczne w warstwie hybrydowej (26, 27).
Inhibicyjne dziatanie MDPB wobec metaloproteinaz moze
przyczyniac sie do poprawienia trwatosci wypetnien. MDPB
jako kopolimer z metakrylanami z zywic utrzymuje inhibi-
cyjne dziatanie w stosunku do MMPs mimo uptywu czasu.
Efekt inhibicji wykorzystany zostat do zablokowania uwal-
niania produktéw degradacji kolagenu, w tym krzyzowych
telopetydow z kolagenu typu |, C-terminalnych krzyzowych
czgsteczek kolagenu typu | czy katepsyn. Sposrdd oce-
nionych dotad inhibitorow MMPs, 12-metakrylo-bromek
oksydecylpirydyny wykazuje najlepszg efektywnos¢ dzia-
tania (3). Mimo iz doktadny mechanizm dziatania QAMs
w inhibicji MMPs nie jest do korica poznany, przypuszcza

KONFLIKT INTERESOW P1SMIENICTWO

Brak konfliktu intereséw

sie, ze degradacja kolagenu hamowana jest w mechanizmie
wigzania elektrostatycznego (27, 28).

Podejmowane sg rowniez proby regeneracji tkanki zebi-
nowej, m.in. biomimetyczna remineralizacja zebiny. Jest to
interesujgca koncepcja, ktéra wykorzystuje nanotechnologie
dla uzyskania efektu podobnego do naturalnej reminerali-
zacji zebiny. W strefach, gdzie niedostateczna ilos¢ zywicy
zastepowana jest wodg, dochodzi do jej wypierania przez
krysztaty apatytu. Wielkos¢ krysztatéw jest na tyle mata,
ze pozwala na ich inkorporacje zaréwno na zewnatrz, jak
i wewnatrz wtdkien kolagenowych. Mimo obiecujgcych
wynikow, koncepcja ta wcigz wymaga potwierdzenia w kon-
tynuowanych badaniach (29, 30).

PODSUMOWANIE

Metaloproteinazy sg grupa enzymodw proteolitycznych
zdolnych do degradacji prawie wszystkich sktadnikéw
macierzy zebiny. Biorg udziat zaréwno w procesach fizjolo-
gicznych, jak i patologicznych wystepujgcych w Srodowisku
jamy ustnej. Ich obecnos¢ stwierdzono w slinie, ptynie dzig-
stowym, w szkliwie i zebinie. MMPs modyfikujg przebieg
zarowno choroby préchnicowej, jak i choréb przyzebia.
S3 identyfikowane w warstwie hybrydowej, a kwasowe
komponenty srodkéw adhezyjnych mogg przyczyniac
sie do ich aktywacji. Niekompletna impregnacja wtdkien
kolagenowych systemem wigzgcym moze prowadzi¢ do
powstania nanouszkodzen, ktére umozliwiajg penetracje
czgsteczkom wody, proteinazom oraz patogenom. W celu
inhibicji aktywnosci MMPs podejmuje sie wiele prob
z uzyciem réznych zwigzkéw chemicznych. Jak dotad naj-
lepsze efekty hamowania czynnosci proteolitycznej MMPs
wykazujg czwartorzedowe zwigzki amonowe. Nadal trwajg
jednak poszukiwania optymalnych inhibitorow, ktore
umozliwig stabilizacje strefy adhezji materiatéw ztozonych
do tkanek zeba.
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