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StreSzczenie

Wstęp. Zawartość fluoru w żywności zależy od obec-
ności jego związków w wodzie, glebie i powietrzu. Duża
aktywność jonu fluorkowego i znaczne powinowactwo
do metali dwuwartościowych, będących kofaktorami wie-
lu enzymów, może powodować zmiany aktywności tych
enzymów skutkujące m.in. zmianami stężenia ATP oraz
powstawaniem wolnych rodników w komórce. Celem pra-
cy była ocena wpływu fluoru na wzrost hodowli oraz ho-
meostazę komórek.

Materiał i metody. Badania prowadzono na fibroblas-
tach izolowanych metodą eksplantów tkanki ze skóry po-
branej z ogona i brzucha myszy, szczepu BALB/c. Fibrob-
lasty hodowano z dodatkiem fluorku sodu o stężeniu koń-
cowym: 0,03 mmol/l; 0,06 mmol/l i 0,12 mmol/l. Czas
hodowli wynosił: 1, 3 i 6 dni. Wyznaczano wskaźnik
wzrostu hodowli (N/N0) oraz oznaczano stężenia: ATP
i uwolnionego do pożywki, tlenku azotu. Wyniki przeli-
czano na 12106 komórek.

Wyniki. Uzyskane wyniki wskazują, że obecność jo-
nów fluorkowych powoduje inhibicję wzrostu hodowli
fibroblastów, obniżenie syntezy ATP oraz zmniejszenie
wytwarzania tlenku azotu(II). Zmiany są zależne od stę-
żenia fluorku i czasu trwania hodowli. 

Wnioski. Długotrwała ekspozycja nawet na niskie stę-
żenia fluoru zaburza homeostazę komórek. 

Słowa kluczowe: fluor, adenozynotrifosforan (ATP),
tlenek azotu, wskaźnik wzrostu hodowli

Summary

Introduction. The fluorine content in food depends
on the presence of its compounds in water, soil and air.
Owing to the high activity of the fluoride ion and its sig-
nificant affinity to divalent metals, which are co-factors
of many enzymes, changes in the activity of these enzy-
mes may take place, resulting, among other things, in
ATP concentration changes and free radical generation.
The aim of this work was to assess the effects of length
of exposure and fluorine concentration on culture growth,
fibroblast energy homeostasis and the production of nitric
oxide. 

Material and methods. The research was conducted
on fibroblasts isolated by means of mouse skin tissue ex-
plants from the tail and abdomen, BALB/c strain. The
culture was bred with added sodium fluoride of final con-
centration of: 0.03 mmol/l; 0.06 mmol/l and 0.12 mmol/l.
The culture growth time was: 1, 3 and 6 days. The culture
growth indicator (N/N0) was determined, as well as the
ATP concentration and the amount of nitric oxide(II) re-
leased into the medium. The results obtained were cal-
culated for 12106 cells. 

Results. The highest values of the growth indicator,
ATP concentration and nitric oxide were found in control
cultures. The results obtained suggest that the presence
of fluoride ions inhibits fibroblast culture growth, decrea-
ses ATP synthesis and lowers nitric oxide(II) production.
The changes depend on the concentration of fluoride and
the time of cell culture cultivation. 

Conclusions. Long-term exposure even to low fluoride
concentrations disturbs cell homeostasis. 

Key words: fluoride, adenosine triphosphate (ATP),
nitric oxide, values of cell growth 
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WStĘP

Fluor należy do substancji, których toksyczność
poddawana jest licznym badaniom, ponieważ róż-
nica pomiędzy dawką toksyczną a terapeutyczną
jest niewielka [1]. Fluor jest wszechobecny, gdyż sta-
nowi zanieczyszczenie środowiskowe, a także wy-
stępuje w pożywieniu, wodach wysoko mineralizo-
wanych i preparatach stomatologicznych; jest rów-
nież składnikiem leków. W pastach do mycia zębów
i płynach do płukania jamy ustnej zawartość fluoru
wynosi od 1000 do 15000 ppm [2]. Normy spożycia
fluoru zostały ustalone na poziomie wystarczającego
spożycia (AI – Adequate Intake) dla wszystkich grup
ludności. Zgodnie z obowiązującymi normami dla
populacji polskiej AI na dobę dla fluoru wynosi: 3
mg dla kobiet i 4 mg dla mężczyzn od 19 r.ż., oraz
nie przekracza 2 mg dla dzieci do 12 r.ż. [3]. Spośród
produktów spożywczych dobrym źródłem fluoru są:
herbata, produkty zbożowe, sery podpuszczkowe
i ryby morskie. Zawartość fluoru w żywności zależy
od obecności jego związków w wodzie, glebie i po-
wietrzu [4]. I tak zawartość fluoru w herbacie jest
bardzo różna, zależna od miejsca uprawy, gatunku
herbaty oraz sposobu jej parzenia [5]. W niektórych
regionach Indii i Chin, gdzie uprawiany jest krzew
herbaciany obserwuje się naturalną wysoką zawar-
tość fluorków w wodach podziemnych i gruntowych
[6]. Fluor niewątpliwie pełni istotną rolę w profi-
laktyce próchnicy zębów lecz z uwagi na wąski mar-
gines bezpieczeństwa powinien być stosowany z roz-
wagą, gdyż jego nadmiar skutkuje wystąpieniem
fluorozy kości i zębów. Wiele badań potwierdziło
udział fluoru w procesach wolnorodnikowych [7].
Z uwagi na dużą aktywność jonu fluorkowego
i znaczne powinowactwo do metali dwuwartościo-
wych, które są kofaktorami wielu enzymów, możli-
wa jest zmiana aktywności tych enzymów skutku-
jąca m.in. zmianami stężenia ATP oraz powstawa-
niem wolnych rodników. Celem pracy było prze-
prowadzenie badań polegających na ocenie wpływu
jonów fluorkowych w stężeniach nie przekraczają-
cych wartości uznanych za szkodliwe dla zdrowia,
na wzrost hodowli fibroblastów, ich stan metabo-
liczny oraz zdolność do wytwarzania tlenku azotu. 

materiaŁ i metODy

Badania prowadzono na fibroblastach izolowa-
nych metodą eksplantów tkanki ze skóry pobranej
z ogona i brzucha myszy, szczepu BALB/c. Zwierzęta
pochodziły z hodowli prowadzonej przez Centrum
Medycyny Doświadczalnej Śląskiego Uniwersytetu

Medycznego (zgoda Lokalnej Komisji Etycznej
do Spraw Doświadczeń na Zwierzętach SUM). 
Fibroblasty hodowano w pożywce Dulbecco’a
DMEM z dodatkiem fluorku sodu o stężeniu koń-
cowym: 0,03 mmol/l; 0,06 mmol/l i 0,12 mmol/l.
Stężenia zostały dobrane tak, aby nie powodować
wytrącenia trudno rozpuszczalnych fluorków wap-
nia i magnezu, oraz aby obserwowane zmiany wy-
nikały jedynie z obecności jonów fluorkowych. Ho-
dowle fibroblastów kontrolnych zawieszono w sa-
mej pożywce. Hodowle prowadzono przez 1, 3 i 6
dni, w inkubatorze firmy Heraeus, w temp. 37°C,
atmosferze zawierającej 5% CO2. Komórki wybar-
wiano 0,4% błękitem trypanu [8], zliczano przy po-
mocy licznika komórek CoutnessTM firmy Invitro-
gen. Wskaźnik wzrostu hodowli (N/N0) wyznaczono
jako iloraz liczby fibroblastów w 1 ml pożywki
w dniu zakończenia (N) i w dniu założenia (N0) ho-
dowli. Stężenie ATP oznaczano w komórkach
przy pomocy zestawu testów firmy Perkin-Elmer.
Zasada oznaczenia polega na reakcji ATP z D-lucy-
feryną w obecności lucyferazy, której towarzyszy
emisja światła [9]. Wytwarzanie tlenku azotu(II)
oznaczano poprzez spektrofotometryczny pomiar
azotanów(III), powstałych z NO i uwolnionych
do medium hodowlanego. Oznaczenie wykonano
z zastosowaniem odczynnika Griessa. Uzyskane wy-
niki przeliczano na 1x106 komórek i poddano opra-
cowaniu statystycznemu. Obliczono wartości pod-
stawowych parametrów opisowych: średnią arytme-
tyczną i odchylenie standardowe. Wartości tych pa-
rametrów przedstawiono w tabelach. Następnie
przy pomocy programu komputerowego STATISTI-
CA 10.0 sprawdzono normalność uzyskanych wy-
ników testem Shapiro-Wilka. Wyniki dotyczące grup
kontrolnych i badanych porównano testem t-Stu-
denta dla prób zależnych. 

WyniKi 

Liczba komórek martwych wybarwiających się
błękitem trypanu w żadnej z badanych hodowli 
fibroblastów nie przekroczyła 10%. 

Obliczone wartości wskaźnika wzrostu komórek
(N/N0) przedstawiono w tabeli I. Jego wartość była
odwrotnie proporcjonalna do stężenia NaF w po-
żywce; największe wartości stwierdzono w hodow-
lach kontrolnych. Po 1 i 3 dobie hodowli dla stęże-
nia F1 stwierdzono nieistotny statystycznie (p>0,05)
spadek wartości wskaźnika wzrostu odpowiednio
o 3,6% i 10,9% w porównaniu do grupy kontrolnej.
W 6 dniu hodowli zmiana wskaźnika wzrostu dla
tego stężenia wynosiła 11,1%, przy p<0,05. Dla
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stężenia F2 wskaźnik wzrostu hodowli zmniejszał
się od 14,2% do 18, 4% w odniesieniu do grupy
kontrolnej i we wszystkich przypadkach zmiany te
były istotne statystycznie (p<0,05). Podobną zależ-
ność stwierdzono dla najwyższego stężenia F3, dla
którego spadek wartości wskaźnika wzrostu był jesz-
cze bardziej nasilony i wynosił od 18,6% do 36,2%,
przy p<0,05. 

Tabela I. Wartości wskaźnika wzrostu komórek (N/N0) w ho-
dowlach fibroblastów z NaF i hodowli kontrolnej

Table I. Cell growth index (N/N0) in fibroblast cultures with
NaF and the control culture 

Czas hodowli 1 doba 3 doba 6 doba

K 1,37±0,10 1,83±0,12 4,50±0,11

F1 1,32±0,12 1,63±0,13 4,00±0,14*

F2 1,17±0,11* 1,57±0,10* 3,67±0,15*

F3 1,03±0,13* 1,49±0,11* 2,87±0,13*

K – hodowla kontrolna (control culture)
F1, F2, F3 – hodowle z dodatkiem NaF [F1=0,03 mmol/l;

F2=0,06 mmol/l; F3=0,12 mmol/l] (cultures with NaF
[F1=0,03 mmol/l; F2=0,06 mmol/l; F3=0,12 mmol/l])

* p<0,05 względem kontroli (p<0,05 against the control)

W tabeli II zostały przedstawione średnie warto-
ści stężenia ATP oznaczone w badanych hodowlach
z dodatkiem NaF oraz hodowli kontrolnej. Dodatek
jonów fluorkowych we wszystkich analizowanych
układach spowodował obniżenie stężenia ATP. Dla
najniższego stężenia F1, w 1 i 3 dniu hodowli zmia-
ny wynosiły od 5,7% do 6,4% i nie były istotne
statystycznie (p>0,05). Natomiast w 6 dniu trwania
hodowli stężenie ATP, zmalało w odniesieniu
do kontroli o 7,4% (p<0,05). Istotny statystycznie
(p<0,05) spadek stężenia ATP stwierdzono również
w hodowlach o wyższym stężeniu fluoru (F2 i F3).
W hodowlach tych stężenie malało odpowiednio:
8,7% i 9,9% po 1 dobie, 9,6% i 16,7% po 3 dobie
oraz 11,9% i 18,7% w 6 dobie, przy p <0,05. 

Tabela II. Stężenie ATP [µmol/106 komórek] w hodowlach fib-
roblastów z NaF i hodowli kontrolnej

Table II. ATP concentration [µmol/106 cells] in fibroblast cul-
tures with NaF and the control culture

Czas hodowli 1 doba 3 doba 6 doba

K 3,34±0,11 4,36±0,16 9,89±0,09

F1 3,15±0,13 4,08±0,14 9,16±0,10*

F2 3,05±0,10* 3,94±0,12* 8,71±0,12*

F3 3,01±0,08* 3,63±0,13* 8,04±0,11*

K – hodowla kontrolna (control culture)
F1, F2, F3 – hodowle z dodatkiem NaF [F1=0,03 mmol/l;

F2=0,06 mmol/l; F3=0,12 mmol/l] (cultures with NaF
[F1=0,03 mmol/l; F2=0,06 mmol/l; F3=0,12 mmol/l])

* p<0,05 względem kontroli (p<0,05 against the control)

W tabeli III przedstawiono średnie stężenia azo-
tanów(III) oznaczone w medium fibroblastów pro-
wadzonych z dodatkiem NaF i w hodowlach kon-
trolnych. Obecność NaF, bez wzglądu na zastoso-
wane stężenie, spowodowała istotne statystycznie
zmniejszenie wytwarzania NO. Zmiany te były pro-
porcjonalne do wzrostu stężenia jonów F1 w me-
dium hodowlanym. W 1 dniu hodowli zmiany stę-
żenia tlenku azotu w odniesieniu do hodowli kon-
trolnej, były najmniejsze i wynosiły: 4,2%, 5,8%
i 14,2%, odpowiednio dla: F1, F2 i F3 (p<0,05).
W 3 dniu hodowli zmiany wynosiły od 4,5% dla
najniższego stężenia fluorku (F1) do 15,4% dla stę-
żenia najwyższego (F3), przy p<0,05. Największe
zmiany stwierdzono w 6 dobie trwania hodowli:
10,1% dla F1, 14,0% dla F2 i 23,6% dla F3
(p<0,05). 

Tabela III.Stężenie azotanów (III) [µmol/106 komórek] w ho-
dowlach fibroblastów z NaF i hodowli kontrolnej

Table III. Nitrate (III) concentration [µmol/106 cells] in fibroblast
cultures with NaF and the control culture

Czas hodowli 1 doba 3 doba 6 doba

K 11,03±0,17 10,61±0,22 10,44±0,21

F1 10,57±0,16* 10,13±0,20* 9,36±0,18*

F2 10,39±0,18* 9,89±0,19* 8,98±0,16*

F3 9,46±0,15* 8,98±0,18* 7,95±0,15*

K – hodowla kontrolna (control culture)
F1, F2, F3 – hodowle z dodatkiem NaF [F1=0,03 mmol/l;

F2=0,06 mmol/l; F3=0,12 mmol/l] (cultures with NaF
[F1=0,03 mmol/l; F2=0,06 mmol/l; F3=0,12 mmol/l])

* p<0,05 względem kontroli (p<0,05 against the control)

DySKuSJa

Badania toksykologiczne często prowadzi się
w oparciu o modele in vivo lub in vitro. W pracach
badawczych dotyczących oddziaływania jonów
fluorkowych in vitro najczęściej wykorzystywano
hodowle komórek tkanki łącznej, takie jak: osteob-
lasty, odontoblasty i fibroblasty [10, 11]. Wybór fib-
roblastów jako modelu badawczego wynika z ła-
twości ich izolacji, możliwości pozyskania dużej
liczby komórek, a ponadto hodowle te charaktery-
zuje duża jednorodność, co korzystnie wpływa
na powtarzalność wyników. 
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Istotnym problemem związanym z badaniami 
dotyczącymi oddziaływania jonów fluorkowych in
vitro jest możliwość powstawania trudno rozpusz-
czalnych fluorków wapnia i magnezu oraz tworzenia
jonów kompleksowych z metalami dwu- i trójwar-
tościowymi (Al+3, Fe+3, Ca+2, Mg+2). Fakt ten umoż-
liwia przyłączenie jonów F- do centrów aktywnych
enzymów, zawierających te metale lub stwarza moż-
liwość kompleksowania przez jony fluorkowe ka-
tionów metali obecnych w cytoplazmie komórki
[12]. Z uwagi na bardzo niską wartość iloczynu roz-
puszczalności dla CaF2 i MgF2, aby uniknąć kon-
sekwencji niedoboru wapnia i magnezu w pożywce
hodowlanej, w przeprowadzonym eksperymencie
zastosowano takie stężenia jonów fluorkowych
(po uwzględnieniu stężenia jonów wapnia i mag-
nezu obecnych w pożywce), aby uzyskane wyniki
umożliwiły ocenę oddziaływania jonów fluorko-
wych w warunkach niezmienionego stężenia jonów
wapnia i magnezu. Zastosowane w pracy stężenia
fluorków nie powodowały wyższej niż w hodowlach
kontrolnych śmiertelności komórek. 

Jony fluorkowe wpływają na aktywność wielu
enzymów związanych z procesami tworzenia energii
m.in. enzymów biorących udział w metabolizmie
węglowodanów oraz cyklu Krebsa [13]. 

W badaniach prowadzonych in vitro, uzyskane
wyniki zależą od wielu czynników, m.in. od typu
komórek przeznaczonych do badań, zastosowanego
stężenia jonów fluorkowych oraz czasu trwania eks-
perymentu. Dogan i wsp. [14] wykazali brak efek-
tów cytotoksycznych w odniesieniu do wszystkich
rodzajów badanych komórek i przy stężeniu fluoru
niższym niż 0,31 mmol/l. W badaniach na ludzkich
fibroblastach Jeng i wsp. [15] wykazali, że stężenie
F1 mniejsze od 2 mmol/l nie było toksyczne dla ba-
danych komórek, natomiast wydłużenie czasu in-
kubacji, powodowało obniżenie stężenia ATP w ko-
mórkach i spadek syntezy białka. W przytoczonych
pracach nie rozpatrywano jednak aspektu zmian
stężeń jonów wapnia czy magnezu spowodowanych
dodatkiem jonów fluorkowych w wysokich stęże-
niach. 

W przeprowadzonych przez nas badaniach zasto-
sowano niskie stężenia fluoru (0,57 mg/l i 1,14
mg/l), które nie przekraczają wartości 1,5 mg F1/l,
uznanej za najwyższe dopuszczalne stężenie fluoru
w wodzie przeznaczonej do spożycia lub celów gos-
podarczych [16]. Trzecie wybrane stężenie wyno-
szące 2,28 mg F1/l jest wyższe od tej wartości, ale
nie przekracza 5 mg/l, tj. wartości, której przekro-
czenie może stanowić zagrożenie dla zdrowia pub-
licznego [17]. W wyniku przeprowadzonych badań
stwierdzono, iż dodatek do pożywki fluorku sodu

osłabia wzrost komórek. Zmiany dotyczą głównie
dwóch wyższych stężeń F1. Jednak przy najdłuż-
szym czasie inkubacji, również najmniejsze stężenie
fluoru powoduje osłabienie wzrostu fibroblastów.
Istnieją doniesienia mówiące o hamującym wpływie
fluoru na wzrost i żywotność komórek. Jony fluor-
kowe powodują również uszkodzenie materiału ge-
netycznego, indukują stres oksydacyjny i aktywują
mediatory apoptozy prowadząc do samobójczej
śmierci komórki [18]. Zaobserwowany w naszych
badaniach spadek syntezy ATP jest zależny od stę-
żenia i czasu prowadzenia hodowli. Nawet najniższe
stężenie fluoru, przy najdłuższym czasie inkubacji
obniża syntezę ATP. Podobne wyniki uzyskali Gu-
towska i wsp. [19] badając ludzkie monocyty TH1.
Tlenek azotu, będąc cząsteczką sygnałową pełni rolę
w wielu procesach, zarówno fizjologicznych, jak
i patologicznych. Wyniki badań przeprowadzonych
in vivo wskazują na wzrost stężenia NO w narzą-
dach szczurów, po podaniu im dużych dawek fluor-
ku sodu (np. 10,3 mg NaF/kg m.c., 20 mg NaF/kg
m.c., 25 mg F1/l) przez okres 4 lub 5 tygodni
[20–22]. Uzyskane przez nas wyniki wykazały
zmniejszenie uwalniania NO przez fibroblasty,
w miarę wzrostu stężenia F1 w pożywce i wydłuże-
niem czasu inkubacji do 6 dni. Mechanizm oddzia-
ływania jonów fluorkowych na wytwarzanie NO
nie jest znany, a obserwowane obniżenie uwalniania
tlenku azotu przypuszczalnie związane jest z inhi-
bicją syntazy tlenku azotu (NOS) przez jony F1. 

WniOSKi

Uzyskane wyniki wskazują, że obecność jonów
fluorkowych w stężeniach nie przekraczających war-
tości stanowiących zagrożenie dla zdrowia powoduje
inhibicję wzrostu hodowli, obniżenie syntezy ATP
oraz zmniejszenie wytwarzania tlenku azotu(II)
w badanych hodowlach fibroblastów. Zmiany te są
istotnie zależne od stężenia jonów fluorkowych
i czasu trwania hodowli. Długotrwała ekspozycja
na fluor, nawet przy najniższych jego stężeniach
zmienia homeostazę komórek. 

Źródło finansowania: praca została sfinansowana ze środ-
ków przeznaczonych na działalność statutową Śląskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach. 
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