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— Apoptosis and Necrosis
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Streszczenie

Przedstawiono biologiczne podioze gojenia uszkodzenia miazgi w przypadkach bezposredniego lub posredniego
przykrycia, uwzgledniajac procesy apoptozy i martwicy komdrek oraz chemiczno-biologiczne interakcje zywic za-
wartych w materiatach stomatologicznych z komérkami miazgi. Oprécz udokumentowanej cytotoksycznosci duzych
stezei monomerow, male stezenia mogg zaburza¢ metabolizm, proliferacje, zawartos¢ protein i réznicowanie odon-
toblastow, a tym samym wplywac na tworzenie mostu z¢binowego. Na podstawie najnowszych badari stwierdzono,
ze systemy adhezyjne nie sg polecane do przykrycia bezposredniego, a w glebokich ubytkach jest wskazane zaktada-
nie podktadéw o udowodnionych wlasciwosciach ochronnych miazgi (Dent. Med. Probl. 2005, 42, 1, 111-115).

Stowa kluczowe: materiaty stomatologiczne, cytotoksycznosé, apoptoza, martwica.

Abstract

This paper presents biological background of healing of directly or indirectly injured pulp in aspect of cell apop-
tosis and necrosis, and chemical-biological interactions of dental material resin with pulp cells. Apart from evi-
dence-based cytotoxic impact of the resinous monomers at high concentrations, low concentrations can have dele-
terious effect on the metabolism, proliferation, protein content and differentiation of odontoblasts and therefore
influence process of dentin bridge formation. Considering these events, at present dentin adhesive systems are not
recommended to direct pulp capping and dentin in deep cavities should be covered by cavity liner which protects
pulp (Dent. Med. Probl. 2005, 42, 1, 111-115).

Key words: dental materials, cytotoxicity, apoptosis, necrosis.

W miare udoskonalania i pojawiania si¢ no-
wych materialéw i preparatéw stosowanych w sto-
matologii, oprécz oceny ich skutecznosci, sg prze-
prowadzane badania (doswiadczalne — in vitro lub
na zwierzgtach oraz kliniczne) nad mozliwym
szkodliwym oddzialywaniem na tkanki jamy ust-
nej (miazge, btong sluzowa) [1-7]. Nie ma jednak
standardéw, czy technik oceny dlugoletniego
wplywu nowych materialéw na organizm cztowie-
ka. W przeciwienstwie do ostrych stanéw zapal-
nych wywotanych duzymi stgzeniami substancji,
kliniczne nastgpstwa proceséw przewlektych mo-
g3 zosta¢ ujawnione dopiero po wielu latach. Retro-
spektywne dochodzenie przyczyn powstatych pa-

tologii okazuje si¢ niemozliwe. Do klinicznego
ujawnienia si¢ guzéw litych potrzeba 20 lub wie-
cej lat od czasu ekspozycji na karcinogen che-
miczny [8]. Po takim czasie zwigzek migdzy wy-
stgpieniem nowotworu a wypelnieniem kompozy-
cyjnym zalozonym wiele lat wczesniej jest nie-
mozliwy do udowodnienia [9]. Rozwdj technik
badan toksykologicznych i ich przeprowadzanie
zaréwno in vitro, jak i in vivo staje si¢ koniecznos-
cig, aby wykrywac biologiczne nastgpstwa mate-
riatéw stosowanych w stomatologii oraz ich ewen-
tualny wplyw na powstawanie ogdlnych i/lub
miejscowych objawéw ubocznych po diuzszym
czasie [2, 3, 9].

* Praca zrealizowana w ramach pracy wtasnej UM nr 502-12-799.
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Obecnie wielu badaczy zajmuje si¢ oddziaty-
waniem zwigzkéw chemicznych na komérki lub
tkanki. Przeprowadzane sg testy nieswoiste (m.in.
cytotoksycznosci, genotoksycznosci), a w uzasad-
nionych przypadkach badania swoiste na zwierze-
tach i ludziach [2, 3]. W dwéch ostatnich deka-
dach ubiegltego wieku wigkszos¢ stosowanych
testow stuzyla ocenie cytotoksycznosci réznych
sktadnikéw zawartych w materiatach stomatolo-
gicznych na zasadzie stwierdzania obumierania
komorek (np. testy MTT, NRU) [2, 10, 11].

Nowsze techniki uwzgledniajg badania genoto-
ksycznosci, obecnosci w danym materiale substancji
reagujacych z DNA, ktére moga by¢ mutagenne lub
karcinogenne [2]. W swietle najnowszej wiedzy
wiadomo, ze oprécz komoérek ulegajacych niekon-
trolowanej martwicy z wywotywaniem stanu zapal-
nego, wystepuje fenomen bezobjawowego zaniku
komérek, nazwany apoptozg. Jest bardziej po-
wszechnym zjawiskiem niz martwica. W wyniku
apoptozy powstajg ciatka apoptotyczne, zawierajgce
prawie niezmienione morfologicznie organella.
Martwica natomiast, definiowana jako utrata inte-
gralnosci blony komérkowej, prowadzi do uwalnia-
nia w sposéb niekontrolowany, zdezintegrowanej
i zdegradowanej zawartosci komorek, wywotujac
reakcje obronng organizmu z wyzwoleniem procesu
zapalnego [12]. Dopiero réwnoleglte uzycie testow
cytotoksycznosci i metod identyfikacji apoptozy po-
zwala wiec oszacowac taczng utrate komorek w wy-
niku dziatania czynnikéw szkodliwych [12-15].

Biologiczne podloze gojenia
uszkodzenia miazgi

— Smier¢ komorki:
apoptoza versus martwica

Komérka ma mozliwosci naprawy wilasnych
uszkodzeri. Jest to pierwsza linia obrony przeciw-
ko niesprzyjajacym okolicznosciom (sublethal in-
Jjury) 1 jest okreslana jako programowane przezy-
cie komérki. Uraz wykraczajacy poza prog tych
zdolnosci, niepowodujacy jeszcze martwicy, wy-
woluje zanik komérek w wyniku apoptozy [16,
17]. Ten bezobjawowy proces jest jednym z typodw
Smierci komorki. Opisywany jest rowniez jako
Smier¢ programowana komorki, samobdjcza lub
altruistyczna. Apoptoza jest zwigzana z aktywacjg
wielu genéw, wymaga naktadu energii, obejmuje
pojedyncze komorki, trwa od kilku godzin do kil-
ku dni. W rozwoju z¢gba apoptoza odgrywa kluczo-
wa role we wszystkich stadiach jego rozwoju, tj.
w morfogenezie, amelogenezie, dentinogenezie
i podczas wyrzynania zeba [18]. Prawidlowos¢ na-
turalnego rozwoju embrionalnego zalezy od

sprawnie przebiegajgcej apoptozy, w wyniku
ktérej sg eliminowane z organizmu komorki, ktére
nie sg juz potrzebne. Odgrywa istotng role w usu-
waniu komoérek uszkodzonych, nieprawidtowych,
zakazonych lub obcigzonych mutacjami. Apopto-
za umozliwia wiec utrzymanie wtasciwej homeo-
stazy tkankowej. O prawidlowym funkcjonowaniu
organizmu/tkanki decyduje ostatecznie zachowa-
nie réwnowagi miedzy proliferacjg a Smiercig ko-
morek. Apoptoza jest regulowana wieloma czyn-
nikami, takimi jak: dostepnos¢ substancji odzyw-
czych i czynnikéw wzrostu, stezenie hormonéw
i cytokin, czynniki cytotoksyczne i fizyczne,
uszkodzenia DNA [12, 14, 15, 17, 18].

Apoptoza jako aktywny, fizjologiczny proces,
zwigzany z naturalng odnowg komérek réznicujg-
cych si¢ z prekursoréw, moze wystgpi¢ rowniez
wskutek umiarkowanego uszkodzenia komorki.
BodZce mechaniczne i chemiczne powstajace pod-
czas leczenia ubytkow préchnicowych wywotujg
uszkodzenie pewnej liczby komérek miazgi. Usu-
wanie wowczas pozostatosci uszkodzonych ko-
morek przez fagocyty i makrofagi jest bardzo
szybkie i nie powoduje powstania ostrej reakcji
zapalnej. Stagd makrofagi sg uwazane bardzo waz-
ne regulatory procesu gojenia w organizmie
[14-16, 18]. Utrzymanie homeostazy przez apop-
toze jest mozliwe tylko do pewnego zakresu urazu
miazgi. Zbyt duza indukcja apoptozy na skutek np.
duzego stresu mechanicznego moze spowodowac
zaburzenie rownowagi biologicznej i doprowadzic
do nieodwracalnej reakcji miazgi. Na liczbe ko-
moérek dotknigtych apoptozg majg wigc wplyw
czynniki mechaniczne (wielkos¢/gigbokos¢ ubyt-
ku) i chemiczne (rodzaj materialu do przykrycia
posredniego lub bezposredniego) [13, 14, 19].

Podczas gojenia uszkodzenia miazgi sa indu-
kowane dwie fale apoptozy. Pierwsza dotyczy
odontoblastow, a druga pozostatych komérek miaz-
gi. Zwiazek migdzy apoptoza odontoblastow a réz-
nicowaniem pozostatych komérek miazgi wskazu-
je na mozliwos¢ przejmowania zdolnosci obron-
nych przez komérki prekursorowe odontoblastow
(subodontoblast cell layer) [13, 14, 20]. Kitamura,
Terashita et al. [13, 14] oceniali, czy materialy sto-
sowane do przykrycia posredniego miazgi majg
wplyw na indukcj¢ apoptozy podczas jej gojenia.
Badania przeprowadzono na szczurach, u ktérych
ubytki w zgbach trzonowych wypetniano nastgpu-
jacymi materiatami: wodorotlenek wapnia (Dycal
— grupa I), ZnO z eugenolem (grupa II), zywica ad-
hezyjna (grupa III) i grupa kontrolna IV (NF — nie
stosowano zadnych wypetnieri). Nie istniaty r6zni-
ce istotne statystycznie w liczbie odontoblastow
ulegajacych apoptozie migdzy 4 grupami, co wska-
zuje wedlug autoréw, ze na pierwotng indukcje
apoptozy (po godzinie) nie miat wptywu rodzaj ba-
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danego materiatu, tylko mechaniczne opracowy-
wanie ubytku. Jednakze liczba komérek miazgi
ulegajacych wtérnej apoptozie (po jednym dniu)
w grupie, w ktorej zastosowano zywice adhezyjng
byta znaczaco wyzsza niz w grupie z ZnO,
Ca(OH), i NF. Wyniki badan sugeruja, ze zywice
adhezyjne mogg aktywnie indukowac wtdrng apop-
toze w komoérkach miazgi. Na podstawie tych ba-
dai autorzy wysnuli wniosek, ze proces gojenia
miazgi przez regulacj¢ apoptotyczng moze by¢
zwigzany z pewnymi czynnikami uszkadzajacymi
(np. mechanicznym opracowywaniem ubytku i ma-
teriatami shuzgcymi do przykrycia posredniego mia-
zgi), ktére mogg modulowac ten proces, i ze apop-
toza miazgi moze by¢ zwigzana z jej regeneracjq.
Inne badania potwierdzity, ze zywice adhezyjne ha-
mujg cykl komérkowy i indukujg apoptoze ko-
moérek odpowiedzialnych za regeneracj¢ kompleksu
miazgowo-z¢binowego (wtdrna apoptoza) [15].
Przy wickszym urazie miazgi moze nastgpic¢
obumarcie jej komoérek (martwica) — drugi typ
smierci. Smier¢ komérek na tej drodze jest uznawa-
na za proces przypadkowy i bierny, zachodzacy pod
wplywem dziatania réznorodnych bodZcow fizycz-
nych, chemicznych lub biologicznych. Czynniki te
w bardzo krétkim czasie (kilku minut) doprowadza-
ja do pecznienia komorek, utraty ciggtosci btony
1 wyplywu zawartosci komorek do otaczajacej prze-
strzeni pozakomodrkowej, powodujgc powstanie re-
akcji zapalnej. Proces ten jest nieswoisty, dotyczy
zespotu komérek i nie wymaga energii [14, 15, 17].

Préoby wykorzystania
systemow wigzacych
do bezposredniego
przykrycia miazgi

Proces gojenia miazgi po jej obnazeniu polega
na zastgpieniu obumartych odontoblastéw rézni-
cujacymi si¢ komoérkami miazgi, ktére wraz z nie-
uszkodzonymi komérkami zgbinotwérczymi wy-
twarzajg most zebinowy [15, 21]. W ostatnich la-
tach ukazaty si¢ doniesienia o mozliwosci zastoso-
wania systemow wigzacych do przykrycia bez-
posredniego miazgi [15, 21-23].

Costa et al. [22] oceniali odpowiedZ miazgi zg-
béw szczura po przykryciu bezposrednim syste-
mem adhezyjnym lub ZnO z eugenolem. Po zasto-
sowaniu obu preparatéw powstawata warstwa no-
wych odontoblastéw 1 nastgpowalo wytwarzanie
mostu z¢binowego. W przypadku pojawiania si¢
mikroprzecieku obserwowano jednak zapalenie
i brak reakcji naprawczej ze strony miazgi, stad
gléwny powdd powiklan przypisywano zakaze-
niom bakteryjnym. Jednoczesnie nalezy podkresli¢,

ze brak mostu zebinowego czyni miazge bardziej
podatng na zapalenia wywotane bakteriami z mi-
kroprzecieku [15, 22]. Pozorny brak wyraznej cyto-
toksycznosci po zastosowaniu materialéw adhezyj-
nych w badaniach doswiadczalnych na malpach
i szczurach (wytwarzanie mostu zebinowego) suge-
rowal, ze moga by¢ wykorzystane w przypadkach
obnazenia miazgi u ludzi [15]. Badania histologicz-
ne miazgi z¢bow ludzkich wykazaly, Ze po bezpo-
Srednim przykryciu miazgi zywica adhezyjna nie
powstawat zaden rodzaj tkanki zmineralizowanej
(most zgbinowy, zgbina reakcyjna, reparacyjna)
i wystepowato ostre zapalenie miazgi [15, 24, 25].

W innych badaniach Scarano et al. [21] oce-
niali aktywnos¢ odontoblastéw pod wplywem
bezposredniego przykrycia miazgi Ca(OH), w po-
réwnaniu do dwoch réznych systeméw wigzg-
cych. W zgbach planowanych do usunigcia z po-
wodéw ortodontycznych wykonywano obnazenie,
zaktadano odpowiedni material, a nastgpnie zgby
usuwano po 15 dniach. Badanie histologiczne wy-
kazato, ze po wszystkich zastosowanych prepara-
tach obserwowano ograniczone zapalenie miazgi,
niewielkg warstwe martwicy i podobng reakcje
odontoblastow, ale w zadnym przypadku nie po-
wstal most zebinowy [15]. Na podstawie innych
badari stwierdzono, Ze systemy wigzgce stosowane
do bezposredniego przykrycia u ludzi powoduja,
oprocz reakcji zapalnej miazgi, opdZnienie proce-
sOw gojenia i niewytwarzanie mostu z¢gbinowego
[23]. Badania wptywu nawet nietoksycznych ste-
zen monomeréw na ekspresje kilku swoistych ge-
néw w komérkach réznicujacych si¢ w kierunku
odontoblastow wykazaty spadek syntezy kolagenu
typu I i znaczace obnizenie ekspresji sialoproteiny
zgbinowej — DSP, odpowiedzialnej za proces po-
wstawania i mineralizacji mostu zebinowego [7].

Obserwacje proceséw zachodzacych w miaz-
dze u zwierzat doswiadczalnych nie mogg by¢
bezposrednio ekstrapolowane na warunki klinicz-
ne u cztowieka [23]. Wiele badari potwierdzito, ze
$Smier¢ komoérek miazgi indukowana przez zywice
adhezyjne jest apoptoza, poniewaz wigkszos¢ ko-
morek wykazywata cechy charakterystyczne dla
tego procesu — zaokraglanie komorek i odczepia-
nie si¢ od powierzchni kolonii [15].

Chemiczno-biologiczne
interakcje zywic

materialéw odtworczych

z komorkami miazgi

W ostatnich latach przeprowadza si¢ coraz

wigcej badan doswiadczalnych nad mozliwym
dziataniem toksycznym systemOéw wigzacych, ma-
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terialéw kompozycyjnych, glasjonomeréw mody-
fikowanych zywicg lub materialtéw kompozycyj-
nych modyfikowanych polikwasami stosowanych
do wypelniania ubytkéw i uszczelniania bruzd.
Wykazano, ze z materialéw zywiczych uwalnia si¢
po polimeryzacji ponad 60 réznych skiadnikéw
organicznych (takich jak monomery i oligomery),
ktére moga wywotywac reakcje alergiczne lub tok-
syczne — cytotoksyczne, genotoksyczne, mutagen-
ne lub przyczynia¢ si¢ do mikroprzecieku. Sub-
stancje uwalniane z tych materialéw mogg oddzia-
tywaé zaréwno miejscowo (miazga, dzigsto, blona
Sluzowa), jak i ogdlnie [1, 2, 5, 6, 10, 11, 15, 17,
26, 27]. Wiele badan wskazuje, ze zywice adhezyj-
ne nie tylko po bezposrednim kontakcie z miazga,
ale takze stosowane do przykrycia posredniego,
dziatajg szkodliwie na komorki miazgi [13-15].

Murray et al. [28] oceniali odpowiedZ miazgi,
po opracowaniu ubytkéw w zgbach przedtrzono-
wych u pacjentéw w wieku 10-16 lat, zaleznie od
grubosci pozostatej zebiny (RDT — remaining den-
tine thickness). Analiza histomorfometryczna wy-
kazala, ze liczba odontoblastow zmniejszata si¢
0 13,6%, jezeli odlegtos¢ od dna ubytku do grani-
cy miazgowo-zgbinowej wynosita 2,5-0,5 mm,
0 33,7% przy grubosci pozostawionej zg¢biny
0,5-0,01 mm i o 99% przy obnazeniu miazgi.
W badaniach doswiadczalnych Stanleya [cyt. wg 2]
wykazano, ze metylmetakrylany powodujg zmia-
ny zapalne w miazdze w stopniu zaleznym od gle-
bokosci ubytku. Zostalo to takze potwierdzone ba-
daniami przeprowadzonymi na matpach, u ktérych
zapalenie miazgi powstawato pod wptywem dzia-
fania substancji wchodzacych w sktad wypetnien,
kiedy stosowano je bezposrednio na zebing, bez
zaktadania ochronnego podkiadu.

Engelmann et al. [1] oceniali wptyw monome-
réw m.in. TEGDMA na metabolizm uniesmiertel-
nionych mysich komoérek embrionalnych (fibro-
blastéw 3T3). Komonomer TEGDMA powodowat
zmniejszenie lub pozbawienie komoérki glutationu,
waznego antyoksydanta, ktory bierze udziat u pro-
cesach detoksykacyjnych, usuwaniu wolnych rod-
nikéw i reaktywnych czasteczek tlenu oraz inakty-
wacji ksenobiotykéw. Obnizenie st¢zenia glutatio-
nu w komérce moze znaczaco uszkodzi€ jej samo-
obronne wlasciwosci i odgrywa kluczowg role we
wlaczeniu mechanizmu apoptozy. Monomer ten
przyczynia si¢ takze do usunigcia duzych sekwen-
cji DNA z genomu komérek ssakéw. Detoksyka-
cja TEGDMA wymaga zuzycia wysokoenerge-
tycznych fosforanéw, ktérych komorka nie moze

PiSsmiennictwo

skompensowac, nawet zwigkszajac poziom prze-
miany materii [17].

W badaniach Janke et al. [17] wykazano po-
nadto, ze TEGDMA jest cytotoksyczna w stosun-
ku do fibroblastéw pobranych z ludzkiego dzigsta
i hamuje wzrost komérek na zasadzie apoptozy,
zaleznie od stgzenia i czasu oddzialywania tego
monomeru.

Niespolimeryzowane monomery moga wycie-
ka¢ z wypelnienia, powodujgc préchnice wtérng
i podraznienie miazgi [2, 26]. Catkowita polimery-
zacja systeméw wigzgcych w warunkach klinicz-
nych nie jest osiggalna z powodu obecnosci tlenu
w srodowisku. W przypadku przykrycia bezposred-
niego na proces polimeryzacji hamujagco moze
wplywac takze wysokie cisnienie tlenu w miejscu
przekrwienia oraz wilgotnos¢ na skutek obecnosci
krwi, skrzepu i wysicku w miejscu obnazenia [2,
11, 15]. Monomery, tj. TEGDMA i HEMA, sg
uwalniane do Srodowiska jamy ustnej gléwnie
w ciggu pierwszych 24 godzin po polimeryzacji,
anastgpnie w poéZniejszym okresie z powodu degra-
dacji lub erozji materiatu [2, 11]. Z tego tez powo-
du wazne jest przeprowadzanie testow mikrobiolo-
gicznych, ktére maja na celu sprawdzenie, czy
drobnoustroje obecne w jamie ustnej mogg miec
wplyw na degradacj¢ materialtéw zywiczych oraz
czy materialy te przyczyniajg si¢ do hamowania lub
wzrostu tych bakterii [2]. Uwolnione z materialéw
kompozycyjnych substancje moga by¢ systema-
tycznie rozprowadzane w organizmie i powodowac
og6lne objawy uboczne u pacjentéw. Ze wzgledu
na mate stezenie sktadnikow uwalnianych z wypel-
niefi zywiczych po polimeryzacji miejscowa lub
ogo6lna ostra reakcja toksyczna nie jest brana pod
uwage w ocenie ich biokompatybilnosci [2].

Podsumowanie

Obecnie jest dostgpnych coraz wiecej infor-
macji o biologicznych interakcjach migdzy zywi-
czymi sktadnikami r6znych materiatéw do wypet-
nieft zebéw a tkankami organizmu ludzkiego. Ta-
kie interakcje mogg mie¢ charakter zaréwno
ochronny (absorpcja do z¢biny), jak i niepozagdany
(wywotywac reakcje zapalne). Z powodu udoku-
mentowanej cytotoksycznosci takich monomeréw,
jak TEGDMA i HEMA, zawartych w materiatach
stomatologicznych, w glebokich ubytkach jest za-
lecane zaktadanie podktadéw o udowodnionych
wiasciwosciach ochronnych miazgi [2].
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